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RESUMO

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca multifatorial, caracterizada pelo
aumento dos niveis de presséo arterial (PA) que ocasiona um aumento de risco de doencas
coronarianas, derrame cerebral e insuficiéncia cardiaca. Varios estudos visam compreender as
possiveis causas e mecanismos da hipertensdo na tentativa de se buscar novos tratamentos
para esta doenca. Estudos ja demonstraram a participacdo do estresse oxidativo, causado pelo
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no desenvolvimento e a
manutencdo da hipertensdo. As EROs como peroxido de hidrogénio (H,O;) sdo produzidas
endogenamente e podem participar da sinalizagéo intra e intercelular, incluindo a mediagéo
das respostas a angiotensina Il (ANG II). InjecOes intracerebroventriculares de H,O, ou o
aumento de H,O, endogeno utilizando o inibidor da catalase, 0 ATZ, reduziram a resposta
pressora produzida pela injecdo central de ANG Il em ratos normotensos e hipertensos. No
presente estudo, investigamos os efeitos da administragdo subcutanea (sc) aguda ou cronica
do ATZ na pressdo arterial média (PAM) e na frequéncia cardiaca (FC) de ratos normotensos,
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e com hipertensdo do tipo 2 rins, 1 clipe (2R1C).
Estudamos também a modulacdo autondmica da pressao arterial sistolica (PAS) e do intervalo
de pulso (IP), da atividade nervosa simpatica renal (ANSr), o barorreflexo, a expressdo génica
de citocinas inflamatérias, de componentes do sistema renina-angiotensina (SRA), das
isoformas da NADPH oxidase e da ativacdo da micréglia (CD11) no hipotalamo em ratos
normotensos e/ou hipertensos tratados com ATZ sc. Adicionalmente foram testados a resposta
pressora da noradrenalina ou ANG Il injetadas intravenosamente (iv), a resposta hipotensiva
causada pelo bloqueio ganglionar com hexameténio, a ingestdo de dgua e alimento e excre¢édo
urinéria em ratos normotensos e hipertensos tratados com ATZ sc. Foram utilizados ratos
Holtzman normotensos, ratos Holtzman com hipertensdo 2R1C e SHR. A PAM e FC foram
registradas em ratos conscientes e com livre movimentagdo, exceto ratos que foram usados
para registro de atividade simpatica. A injecdo sc de ATZ (300 mg/kg de peso corporal)
agudamente reduziu por pelo menos 4 horas a PAM em SHR (192 + 4 mmHg pré-injecéo de
ATZ, vs. 173 £ 6 mmHg apds ATZ) e em ratos com hipertensdo 2R1C (170 = 8 mmHg pré-
injecdo de ATZ, vs. 158 + 13 mmHg apds ATZ) por pelo menos 4 horas e também reduziu a
FC. O tratamento cronico com ATZ (600 mg/kg de peso corporal/dia) sc por 9 dias tambeém
reduziu a PAM em ratos SHR (ATZ: 172 + 8 mmHg, vs. salina: 198 + 2 mmHg) e em ratos
2R1C (ATZ: 137 £ 12 mmHg, vs. salina: 181 + 9 mmHg), sem alterar a FC, o

comprometimento do barorreflexo presente em animais hipertensos, a ingestdo de agua e



alimento e a excrecdo urinaria. O tratamento com ATZ sc cronicamente reduziu a modulagao
simpética da PAS em ratos SHR (ATZ: 2,6 + 1,2 mmHg?, vs. salina: 6,3 + 3,4 mmHg%) e em
ratos 2R1C (ATZ: 3,2 + 0,4 mmHg? vs. salina: 7,6 + 1,5 mmHg?) e do IP, aumentou a
modulacéo parassimpatica do IP em ratos SHR (ATZ: 90,5 + 4,5 un, vs. salina: 76,5 £ 7,8 un)
e em ratos 2R1C (ATZ:85,3 £ 2,9 un vs. salina: 68,6 + 3 un) e melhorou o balanco simpato-
vagal em ratos SHR (ATZ: 0,11 £ 0,05, vs. salina: 0,35 + 0,17) e em ratos 2R1C (ATZ: 0,19
+ 0,05, vs. salina: 0,52 = 0,09). O tratamento crénico com ATZ sc por 9 dias em ratos com
hipertensdo 2R1C também reduziu a expressdo de RNAm para interleucina 6 (IL-6) (ATZ:
0,80 + 0,06 numero de vezes, vs. salina: 2,32 + 0,36 numero de vezes), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) ¢ do receptor AT1 (ATl1r) (ATZ: 0,74 + 0,04 niimero de vezes, vs. salina:
1,19 + 0,22 ndmero de vezes) no hipotadlamo. ATZ cronicamente em ratos SHR também
reduziu a expressdo de RNAm da IL-6 (ATZ: 1,17 £ 0,07 numero de vezes, vs. salina: 1,53
0,11 nimero de vezes), AT1lr (ATZ: 0,81 £ 0,03 numero de vezes, vs. salina: 1,0 + 0,04
namero de vezes), da isoforma NOX2 da NADPH oxidase (ATZ: 0,85 + 0,06 nimero de
vezes, vs. salina: 1,52 + 0,27 nimero de vezes) e da ativacdo da micréglia (CD11) (ATZ: 1,47
+ 0,06 numero de vezes, vs. salina: 1,79 + 0,08 numero de vezes) no hipotalamo. A injecdo de
ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc em ratos com hipertensdo 2R1C reduziu agudamente a
atividade nervosa simpatica renal (-51,5 + 10%) e a resposta hipotensiva produzida pela
injecdo iv do bloqueador ganglionar hexametonio (ATZ: A -58 £ 5 mmHg, vs. salina: A -106
+ 7 mmHg), sem alterar a resposta pressora da noradrenalina ou ANG Il iv, 0 que sugere que
os efeitos anti-hipertensivos do ATZ seriam mais provavelmente causados pela reducéo da
atividade simpatica por uma acao central desta droga e ndo por uma acao vascular direta do
ATZ. Portanto, os presentes resultados sugerem que o0 aumento da disponibilidade de H,0,
enddgeno pela administracdo aguda ou crénica de ATZ sc produz efeitos anti-hipertensivos
que sdo devidos a uma diminuicdo da atividade nervosa simpatica que estd associada com a
diminuigdo da neuroinflamacdo, de receptores AT1, RNAm para NADPH oxidase e da
ativacdo da microglia no hipotdlamo. Estes efeitos podem ser resultados de um bloqueio ou
comprometimento das acbes centrais da ANG Il como demonstrado em estudo anterior
(LAUAR et al., 2010).

Palavras-chave: Hipertensdo, inibidor da catalase, neuroinflamacédo, hipotadlamo, modulacéo
autondmica, atividade simpatica, balango hidroeletrolitico, peroxido de hidrogénio,

angiotensina Il, pressao arterial.



ABSTRACT

Arterial hypertension (AH) is a multifactorial disease, characterized by
increased levels of arterial pressure (AP) that causes an increased risk of coronary disease,
stroke and congestive heart failure. Several studies have addressed the possible causes and
mechanisms of hypertension in the attempt to seek new treatments for this disease. Studies
have already showed the participation of oxidative stress, caused by increased production of
reactive oxygen species (ROS) in the development and maintenance of hypertension. ROS
like hydrogen peroxide (H,O,) are produced endogenously and may participate in intra- and
extracellular signaling, including mediation of angiotensin 1l (ANG Il) responses.
Intracerebroventricular injection of H,O, or the increase of endogenous H,O, using the
catalase inhibitor ATZ reduced the pressor responses to central ANG Il in normotensive and
hypertensive rats. In the present study, we investigated the effects of acute or chronic
subcutaneous (sc) administration of ATZ on mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) in normotensives, spontaneously hypertensive rats (SHR) and 2-kidney, 1clip
hypertensive rats (2K1C). We also studied the possible changes of autonomic modulation of
systolic arterial pressure (SAP) and the pulse interval (PI), the renal sympathetic nerve
activity, the baroreflex, the genic expression of inflammatory cytokines, components of the
renin-angiotensin system (RAS), NADPH oxidase isoforms and microglia activity (CD11) in
the hypothalamus in rats treated with sc ATZ. In addition, it was also tested the pressor
response to noradrenaline or ANG Il injected intravenously (iv), the hypotensive response to
the ganglionic blockade with hexamethonium, food and water intake and urinary excretion in
normotensive and hypertensive rats treated with sc administration of ATZ. Male
normotensive Holtzman, 2K1C hypertensive Holtzman rats and SHR were used. MAP and
HR were recorded in conscious, unrestrained rats, except in rats used to record sympathetic
activity. The sc injection of ATZ (300 mg/kg of body weight) acutely reduced MAP in SHR
(192 = 4 mmHg pre-injection of ATZ vs. 173 + 6 mmHg after ATZ) and in 2K1C rats (170 £
8 mmHg pre-injection of ATZ, vs. 158 £ 13 mmHg after ATZ) for at least 4 h and also
slightly reduced HR. Chronic daily treatment with ATZ (600 mg/kg of body weight/day) sc
for 9 days also reduced MAP in SHR (ATZ: 172 £ 8 mmHg, vs. saline: 198 + 2 mmHg) and
in 2K1C rats (ATZ: 137 + 12 mmHg, vs. saline: 181 + 9 mmHg) without altering HR, the
impairment of baroreflex present in hypertensive rats, food and water intake and urinary
excretion. The treatment with ATZ sc chronically reduced sympathetic modulation of SAP in
SHR (ATZ: 2.6 + 1.2 mmHg?, vs. saline: 6.3 + 3.4 mmHg?) and in 2K1C rats (ATZ: 3.2 + 0.4



mmHg?, vs. saline: 7.6 + 1.5 mmHg?) and P, enhanced the parasympathetic modulation of Pl
in SHR (ATZ: 90.5 + 4.5 un, vs. saline: 76.5 = 7.8 un) and 2K1C rats (ATZ: 85.3 £ 2.9 un vs.
saline: 68.6 + 3 un) and improved the sympatho-vagal balance in SHR (ATZ: 0.11 £ 0.05, vs.
saline: 0.35 + 0.17) and in 2K1C rats (ATZ: 0.19 £ 0.05, vs. saline: 0.52 + 0.09). Chronic
treatment with ATZ sc for 9 days in 2K1C hypertensive rats also reduced the mRNA
expression of interleukin-6 (IL-6) (ATZ: 0.80 £ 0.06, vs. saline: 2.32 + 0.36 fold change),
tumor necrosis factor-a (TNF-a) and AT1 receptor (AT1r) (ATZ: 0.74 £ 0, 04, vs. saline: 1.19
+ 0.22 fold change) in the hypothalamus. ATZ chronically in SHR also decreased mRNA
expression of IL-6 (ATZ: 1.17 + 0.07, vs. saline: 1.53 + 0.11 fold change), AT1r (ATZ: 0.81
+ 0.03, vs. saline: 1.0 + 0.04 fold change), NADPH oxidase isoform NOX2 (ATZ: 0.85 *
0.06, vs. saline: 1.52 + 0.27 fold change) and the microglia activation indicator gene (CD11)
(ATZ: 1.47 £ 0.06, vs. saline: 1.79 + 0.08 fold change) in the hypothalamus. The injection of
ATZ (300 mg/kg of body weight) sc in 2K1C hypertensive rats acutely reduced renal
sympathetic nerve activity (-51.5 = 10%) and the hypotensive response to iv injection of the
ganglionic blocker hexamethonium (ATZ: -58 + 5 mmHg; vs. saline: -106 £ 7 mmHg),
without changing the pressor responses to noradrenaline or ANG 11 iv, in rats treated with sc
ATZ. Therefore, the present results suggest that increasing the availability of endogenous
H,0, by the acute or chronic administration of ATZ sc produces anti-hypertensive effects due
to decreases in sympathetic nerve activity that are associated with a decrease in
neuroinflammation, AT1 receptor and NADPH oxidase mRNA and activation the microglia
in the hypothalamus. These effects might result from an impairment of the central action of
ANG |1 as demonstrated in a previous study (LAUAR et al., 2010).

Keywords: Hypertension, catalase inhibitor, neuroinflammation, hypothalamus, autonomic
modulation, sympathetic activity, hydroelectrolytic balance, hydrogen peroxide, angiotensin

I, arterial pressure.
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1. INTRODUCAO
1.1. Hipertenséao arterial e modelos utilizados na pesquisa

A hipertenséo arterial (HA) é uma condicgdo clinica multifatorial caracterizada
pela elevacdo cronica e sustentada dos niveis de pressdo arterial (PA). Em um individuo
adulto, a PA é considerada normal nos valores de 120 mmHg de press&o sistolica e 80 mmHg
de pressao diastélica. Entretanto, quando a pressao sistélica encontra-se igual ou acima de 140
mmHg e/ou a pressdo diastolica esta igual ou acima de 90 mmHg a PA ¢é considerada elevada.
De maneira geral, a HA é uma doenca silenciosa e assintomatica, porém, em alguns casos ela
apresenta sintomas como dor de cabega, falta de ar, tontura, dor tordcica, entre outros. Os
ultimos dados da Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) mostraram que as complicagdes
geradas pela hipertensdo acarretam 9,4 milhdes de morte por ano em todo o mundo

(http://www.who.int/features/qa/82/en/). Dados descritos na 72 Diretriz Brasileira de

Hipertensdo Arterial indicam que no Brasil a hipertenséo atinge mais de 32% dos adultos e
cerca de 60% dos idosos (BRASILEIRA; CARDIOLOGIA, 2016) tornando essa patologia
um problema de satde pablica para o pais. A hipertensdo predispde a populacdo para outras
doencas de risco como infarto, doencas coronarianas, acidentes vasculares cerebrais,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal, cegueira, comprometimento cognitivo entre outras.
Fatores como idade, genética, dieta (principalmente as ricas em lipideos, acucares e sal),
obesidade, sedentarismo, ingestao de alcool, uso de tabaco, exposicdes persistentes ao estresse
e desordens fisiologicas do organismo aumentam a predisposicao a esta patologia. Segundo o
Ministério da Saude, no Brasil, o tratamento com hipertensdo é extremamente dispendioso.
Entretanto, dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia sugerem que estes gastos poderiam

ser menores se o0 tratamento para esta patologia fosse realizado de forma mais correta e caso

os diagnosticos fossem mais precisos (http://www.cardiol.br/). Por isso, 0s estudos sobre HA
s80 necessarios, uma vez que muitos mecanismos pelos quais esta doenca se desenvolve e/ou
se sustentam ainda ndo foram totalmente elucidados. A melhor compreenséo de tais
mecanismos pode ser util no desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes e menos
dispendiosos.

A HA pode ser classificada como hipertensdo primaria/essencial ou secundaria.
A hipertensdo primaria € caracterizada quando nédo se conhece as causas (p. ex. hipertenséo
neurogénica). Este tipo de hipertenséo ocorre em torno de 95% dos casos diagnosticados. J& a
hipertensdo secundaria caracteriza-se quando se conhece as causas, como por exemplo, o

estreitamento das artérias renais (p. ex. hipertensdo renovascular), doenca renal
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parenquimatosa, hiperaldosteronismo (hipertensdo mineralcorticdide), coartacdo da aorta,
hipertensdo gestacional, etc. Este tipo de hipertensdo ocorre em torno de 5% dos casos
diagnosticados (LUIZ; DA SILVA, 2006; SALGADO et al., 2001).

A hipertensdo neurogénica ocorre por desordens no sistema nervoso central
(SNC) que resulta em aumento de atividade do sistema nervoso simpéatico. O modelo genético
de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) €é amplamente estudado na pesquisa
experimental por apresentar grandes similaridade com a hipertensédo essencial em humanos. Ja
0 modelo de hipertensdo induzido por uma estenose parcial da artéria renal pela utilizacdo de
um clipe de prata colocado ao redor desta artéria, conhecido como modelo 2 Rins-1 Clipe
(2R1C), desenvolvido por Goldblatt em 1934, é considerado um modelo de hipertensdo
secundario (GOLDBLATT et al., 1934; OKAMOTO; AOKI, 1963).

Os SHRs foram desenvolvidos por Okamoto e Aoki em 1963, e representam
um dos modelos de hipertensdo mais estudados na pesquisa. A HA destes animais inicia-se a
partir da 5% semana de vida atingindo seu pico apds a 20* semana de vida destes animais. A
HA do SHR esta associada a um aumento da atividade do sistema nervoso autdbnomo
simpatico que acarreta num aumento da resisténcia periférica total e da frequéncia cardiaca
(FC), sustentando a hipertensdo nestes animais. Neste modelo ocorre também a exacerbacdo
do sistema renina-angiotensina (SRA), resultando numa maior producdo de angiotensina Il
(ANG I1) que produz uma intensa vasoconstri¢do periférica e, centralmente, causa aumento da
atividade simpatica (MOREIRA et al., 2009).

O modelo de hipertensdo 2RIC foi desenvolvido por Goldblatt em 1934. A
hipertensdo é gerada pela estenose parcial da artéria renal esquerda levando a uma diminuicdo
da pressao de perfus@o do rim esquerdo, permanecendo o rim contralateral intacto. Com isso,
ocorre um aumento na sintese e liberacao de renina pelo rim clipado. Esta renina é liberada na
corrente sanguinea e ira clivar enzimaticamente o angiotensinogénio circulante, formando
assim a angiotensina | (ANG I). A ANG | é convertida em ANG Il pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). Uma vez formada, a ANG Il circulante pode agir diretamente nos vasos,
aumentando a resisténcia periférica total culminando no aumento da PA. Além disso, a ANG
Il age em diversos sistemas do organismo levando a uma retencdo de sodio, expansdo do
volume circulante, aumento na producéo de aldosterona além das respostas de longo prazo,
como a ativagdo do ténus do sistema nervoso simpatico, o qual é um importante mecanismo
para a manutencdo da HA observada nesse modelo de hipertenséo (BRAAM; NAVAR,;
MITCHELL, 1995; LERMAN et al., 2005; NAVAR et al., 1998; PLOTH, 1983). Com isso a
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hipertensdo renovascular caracteriza-se como “renina-dependente”, sendo muito estudada,
uma vez que cerca de 2% dos individuos hipertensos no Brasil apresentam algum tipo de
isquemia renovascular, causada principalmente por aterosclerose e displasia fibromuscular
(NERY; RESUMO, 2002).

1.2. Angiotensina Il na regulacéo cardiovascular

A formacdo da ANG Il é promovida por meio de estimulos tais como a
diminuicdo da pressdo de perfusdo renal, a reducdo da concentracdo do ion sodio nas céelulas
da mécula densa no aparelho justaglomerular dos rins, ou a estimulagdo dos receptores 1
adrenérgicos renais, 0s quais provocam a liberacdo de renina que, consequentemente, leva a
sintese de ANG Il como descrito no item anterior (COWLEY; GUYTON, 1972;
HACKENTHAL et al., 1990; HODGE; LOWE; VANE, 1966). A partir da sua formacdo, a
ANG Il atua em uma variedade de tecidos como a glandula adrenal estimulando a sintese € a
liberacdo de aldosterona que aumenta a reabsorcdo de s6dio; nos leitos vasculares levando a
uma vasoconstricdo e aumentando a resisténcia periférica; no coracdo levando ao aumento da
forca de contracdo; nos rins reduzindo o fluxo sanguineo renal e aumentando a reabsorcao de
sodio; no SNC estimulando a sede, o apetite ao sodio, a liberacdo de vasopressina e
aumentando a atividade nervosa simpatica; e interagindo com fatores de crescimento
favorecendo a proliferacdo celular (BLAIR-WEST et al., 1998; FITZSIMONS, 1998;
LIANG; GAVRAS, 1978; NAVAR et al., 1998; SANTOS RAS & SAMPAIO WO, 2002).
Estes efeitos citados acima sdo devidos a acfes da ANG Il ativando, predominantemente, seu
receptor angiotensinérgico do tipo 1 (AT1), que sdo receptores acoplados a proteina Gq,
responsavel por estimular a atividade da fosfolipase C, determinando a hidrélise dos
polifosfatos de fosfatidilinositol da membrana plasmatica para formar polifosfatos de inositol.
O principal isdmero do fosfato de inositol, (1, 4, 5) trifosfato de inositol — IP3 promove a
liberacdo de Ca* de estoques intracelulares, através da ligacdo a um receptor da membrana do
reticulo endoplasmatico. O segundo produto da acdo da fosfolipase, diacilglicerol (DAG),
ativa a proteina-quinase C (em conjugagdo com o calcio/calmodulina), que controla varias
fungdes celulares através da fosforilacdo de diversas proteinas, culminando na abertura de
canais iénicos que levara a uma despolarizacdo celular (PHILLIPS; SUMNERS, 1998; ZHU
etal., 1999).

Mais recentemente, foi descrito que os componentes do sistema renina

angiotensina (SRA), incluindo precursores e enzimas necessarias para a producéo de ANG I,
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foram identificados no SNC, sugerindo a participacdo da ANG Il como neuromodulator e/ou
neurotransmissor (DE KLOET et al., 2015; GROBE; XU; SIGMUND, 2008; WRIGHT;
HARDING, 2013). Estudos mostraram que astrécitos secretam angiotensinogénio no espaco
intersticial e no liquido extracelular (DESCHEPPER; BOUHNIK; GANONG, 1986;
STORNETTA et al., 1988) e que os neurbnios do nucleo paraventricular do hipotdlamo
(PVN) séo capazes de produzir angiotensinogénio (ARONSSON et al., 1988). Além disso,
estudos demonstraram que a renina (GANTEN et al., 1971, 1983) e a ECA (CORREA;
PLUNKETT; SAAVEDRA, 1986; DZAU et al., 1986; SAAVEDRA; FERNANDEZ-
PARDAL; CHEVILLARD, 1982) tambeém sdo produzidas no SNC. Os receptores AT1 estdo
localizados de forma difusa pelo encéfalo, mas apresentam-se predominantemente em
neurdnios e nas células da glia dos 6rgdos circunventriculares (OCVs). Os OCVs ativados
diretamente pela ANG |1 central sdo o 6rgdo subfornical (OSF), o érgdo vasculoso da lamina
terminal, (OVLT) e nucleo predptipo mediano (MnPO). Destas regides, sinais facilitatorios
podem chegar ao PVN e a regido rostroventrolateral do bulbo (RVL) para aumentar a
atividade simpatica e ao PVN e nucleo supradtico do hipotadlamo (NSO) para aumentar a
secrecdo de vasopressina (HOFFMAN et al., 1977; JOHNSON, 1985; JOHNSON;
HOFFMAN; BUGGY, 1978; MAHON et al., 1995) o que culminard em aumento da PA, por
exemplo. Além disso, areas hipotalamicas enviam projecGes para areas caudais como nucleo
parabraquial (NPB) e o nucleo do trato solitario (NTS) (PHILLIPS; SUMNERS, 1998). O
NTS € a primeira estacdo sinaptica para onde convergem sinais de aferentes viscerais como,
por exemplo, sinais dos barorreceptores arteriais (PALKOVITS; ZABORSZKY, 1977;
TORVIK, 1956). Além disso, ja foi demonstrado que a ANG Il agindo em receptores AT1 no
NTS promove uma atenuacdo na funcdo do barorreflexo, um importante mecanismo para
regulacdo momento a momento da PA (MATSUMURA; AVERILL; FERRARIO, 1998;
MICHELINI; BONAGAMBA, 1990; PATON; KASPARQV, 1999).

1.3. Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas por suas propriedades
microbicidas, compreendem espécies quimicas endogenamente produzidas pelo organismo
como os radicais livres sendo eles o anion superéxido (O,*") e o radical hidroxil (HO®) além
das espécies ndo radicalares como o peroxido de hidrogénio (H.O,) (RHEE et al., 2003;
WEINBERG, 1990). A formacdo das EROs inicia-se pela ativacdo da enzima NADPH

oxidase que leva a formacdo de O," [revisado em (COHEN, 1994)] pela reducdo incompleta
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do oxigénio molecular produzindo o O,*", o qual é dismutado enzimaticamente pela enzima
superoxido dismutase (SOD) em H,0,. O H,0, é entdo degradado pela enzima catalase em
agua (H,0) e oxigénio (O,) ou entdo, quando o H,O, entra em contato com ions ferroso, ele é
convertido em HO® (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A NADPH oxidase é um complexo
enzimético formado por subunidade de membrana gp91phox e p22phox, pelas subunidades
citoplasmaticas p*P"%, p4%"ox @ pbTPNX o helas proteinas G Rac e Rapla (LASSEGUE;
CLEMPUS, 2003). Dentre essas subunidades podemos destacar o sitio catalitico, chamado de
gp®*P"* o qual possui sete diferentes isoformas (NOX1-NOX5 e DUOX1/DUOX2) [revisdo
em (ALVAREZ et al., 2013)]. As isoformas NOX2 e NOX4 estido amplamente expressas no
SNC e por isso sdo as mais estudadas.

A alta capacidade oxidante das EROs atribui-lhes propriedades destrutivas para
as células sendo frequentemente associadas a morte celular e ao processo de apoptose
(IRANI, 2000; JIANG et al., 2003). A despeito de seu potencial citotoxico quando em altas
concentracdes, varios estudos tém demonstrado que tais espécies, guando em baixas
concentracdes, podem participar na sinalizacédo intra e intercelular, agindo conjuntamente com
mediadores quimicos classicos como a ANG Il, noradrenalina, dopamina e glutamato (RICE,
2011; ZIMMERMAN; DAVISSON, 2004).

1.4. Interacéo entre ANG Il e EROs

H4 varios estudos relacionando o envolvimento das EROs como sinalizador de
mecanismos ativados pela ANG Il central quando ela atua em receptores AT1. Evidéncias
tém demonstrado que EROs podem ser formadas em resposta a ativacdo de receptores de
membrana acoplados a proteina Gg (GROEMPING et al., 2003; LALOI; APEL; DANON,
2004; RHEE et al., 2003; SUN et al., 2005). A geracdo de EROs pela ativacdo de receptores
AT1 é um exemplo de vias de sinalizacdo que envolvem a ativacdo do complexo enzimético
NADPH oxidase gerador de O, (LASSEGUE; CLEMPUS, 2003) na parede vascular e
possivelmente na mediacdo dos efeitos centrais da ANG Il (SUN et al., 2005; WANG et al.,
2002; ZHU et al., 2004; ZIMMERMAN et al., 2002; ZIMMERMAN; DAVISSON, 2004).
O silenciamento da NOX2 e/ou da NOX4 no OSF reduz a resposta pressora induzida pela
injecdo de ANG Il intracerebroventricularmente (icv) (PETERSON et al., 2009). Além disso,
no SNC, foi descrito que as acOes dipsogénicas e cardiovasculares da ANG Il em
camundongos sdo dependentes do aumento da producdo de O," por neurdnios dos OCVs

(Zimmerman and Davisson, 2004; Zimmerman et al., 2002). Pelo mecanismo proposto, a
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ativacdo de receptores AT1, pela ANG I, ativa uma cascata bioquimica intracelular que leva
a ativacdo do complexo enziméatico NADPH oxidase (Zimmerman and Davisson, 2004;
Zimmerman et al., 2002). Uma vez ativada, esta enzima catalisa a transferéncia de dois
elétrons da molécula de NADPH; para duas moléculas de oxigénio formando, dessa maneira,
dois radicais O,"". O radical O," foi identificado como um EROs piv0 nos efeitos centrais da
ANG Il utilizando um modelo de animal transfectado por particulas virais (adenovirus)
carregando genes que codificam a enzima SOD, uma enzima responsavel pela dismutacéo do
0O, em H,0, e oxigénio. Por meio de injecbes icv em camundongos, os virus alcancam
neurbnios dos Orgdos circunventriculares que passam a superexpressar a SOD diminuindo a
disponibilidade do O," formado quando o sistema NADPH oxidase ¢ ativado pela ANG 1l
(Zimmerman and Davisson, 2004; Zimmerman et al., 2002). A reducdo substancial tanto na
resposta dipsogénica quando nas respostas cardiovasculares sugere fortemente que a geracao
de EROs dependente de ANG Il € um evento importante para os efeitos biologicos da ANG I
centralmente (Zimmerman and Davisson, 2004; Zimmerman et al., 2002). Contudo, o0s
autores que utilizaram esta técnica ndo levaram em consideracdo que embora 0 aumento na
atividade SOD diminua a disponibilidade de O,*, também pode aumentar a disponibilidade
de H,0O, quando o complexo NADPH oxidase é acionado pela ANG II. Logo, os efeitos
observados quando do aumento da atividade da SOD podem ser oriundos ndo apenas da
reducdo da disponibilidade de O,"", mas também do aumento da disponibilidade de H,O,.
Apds essa observacdo, nosso laboratdrio iniciou seus estudos que
demonstraram que a resposta dipsogénica induzida pela injecdo central de ANG Il era
fortemente reduzida pela injecdo icv prévia de H,O, ou pelo acimulo centralmente de H,0,
formado endogenamente apo6s a inibicdo da enzima catalase com injecdo icv de 3-amino-
1,2,4-triazol (ATZ) em ratos normotensos (GIGLIOTI et al.,, 2006). Em um segundo
momento, demonstramos que a injecdo icv de H,O, ou de ATZ ou mesmo a injecao
intravenosa (iv) de uma dose adequada de ATZ reduziu a resposta pressora induzida pela
injecdo icv de ANG Il de ratos normotensos (Figura 1) (LAUAR et al., 2010). Apés se
verificar as respostas do H,O, sobre a resposta pressora da ANG Il em ratos normotensos,
investigou-se 0 que ocorreria na PA e na resposta pressora a ANG Il central de ratos
hipertensos. Para isso, foram utilizados os dois modelos de hipertenséo descritos acima: 0s
SHR e ratos com hipertensdo 2R1C. Com isso, demonstrou-se que em SHR ou em ratos com
hipertensdo 2R1C, a injecdo icv de H,O, ou de ATZ também reduziu a resposta pressora da

ANG Il icv, enquanto a combinacdo de ambos aboliu a resposta pressora da ANG 11 e reduziu
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a pressdo arterial basal dos SHR (Figuras 2 e 3) (LAUAR et al., 2011). Em ratos com
hipertensdo 2R1C a inje¢do de ATZ iv sozinho também foi capaz de reduzir a presséo arterial
basal (Figura 3) (LAUAR et al., 2012). Estes resultados de nosso laboratorio sugerem
fortemente que o aumento nos niveis de H,O, de origem enddgena ou exdgena centralmente

prejudica mecanismos pressores e dipsogénicos ativados pela ANG 11 central.
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Figura 1: Mudangas na PAM induzida (A) pela injegdo icv de ANG I1 (50 ng/1 pl) combinada com inje¢des icv
de PBS ou H,0; (5 umol/1 pl) e pela (B) injecdo icv de ANG Il (50 ng/1 pl) combinada com injecdes icv de
salina ou ATZ (5 nmol/1 pl) em ratos normotensos. Os resultados sdo representados pela média + EPM, n=
nUmero de animais. (Lauar et al., 2010).
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Figura 2: Mudancas na PAM induzida (A) pela injecdo icv de ANG Il (50 ng/1 pl) combinada com injecdes icv
de PBS ou H,0, (5 umol/1 pul) e pela (B) injecdo icv de ANG Il (50 ng/1 pl) combinada com injecdes icv de
salina ou ATZ (5 nmol/1 ul) em ratos SHR. Os resultados séo representados pela média + EPM, n= nimero de
animais. (Lauar et al., 2011).
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Figura 3: Mudancas na PAM induzida (A) pela injecdo icv de ANG Il (50 ng/1 pl) combinada com injec6es icv
de PBS ou H,0, (5 pmol/1 pl) e pela (B) injecdo icv de ANG 11 (50 ng/1 pl) icv combinada com injecdes iv de
salina ou ATZ (3,6 mmol/kg de peso corporal) em ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados sédo representados
pela média £ EPM, n= nimero de animais. (Lauar et al., 2012).

Nos ratos com hipertensdo 2R1C ou SHR nos quais se testou os efeitos do
tratamento com H,0O, ou ATZ ocorre aumento da atividade simpética e do sistema renina-
angiotensina e alteracbes nos mecanismos centrais de controle cardiovascular (BRODY;
O’NEILL; PORTER, 1984; GOLDBLATT, 1938, 1958; HAEUSLER; FINCH; THOENEN,
1972; JUDY et al., 1976; MARTINEZ-MALDONADO, 1991; MOREIRA et al., 2009;
MORI, 1973; NAVAR et al., 1998; OLIVEIRA-SALES et al., 2014). Na hipertensdo 2R1C,
produzida pela oclusdo parcial de uma das artérias renais por um clipe de prata, ocorre um
aumento imediato dos niveis de renina circulante (GOLDBLATT, 1938, 1958). Ap0s periodo
de 5-6 semanas, quando a hipertensdo ja esta estabelecida tem-se o aumento da atividade
simpatica e concomitante prejuizo da funcdo no barorreflexo (DIBONA, 2000; FERRARIO;
STRAWN, 2006; GOLDBLATT, 1938, 1958; MARTINEZ-MALDONADO, 1991; NAVAR
et al., 1998; VEERASINGHAM; RAIZADA, 2003). Além de seus efeitos vasoconstritores
diretos, a ANG Il atuando centralmente aumenta atividade nervosa simpética (ANS) e a
secrecdo de vasopressina (DIBONA, 2000, 2001; FERRARIO; STRAWN, 2006). A ativacédo
dos receptores AT1 promove uma série de eventos intracelulares culminando na sinalizacdo
celular que envolve a participacdo das EROs, especialmente do O,"", via ativacdo da NADPH
oxidase que sdo importantes para a ativacdo de mecanismos pressores (CAMPESE et al.,
2007; CAMPESE; SHAOHUA,; HUIQUIN, 2005; CAMPOS et al., 2008; PETERSON et al.,
2009; PETERSON; SHARMA; DAVISSON, 2006; ZIMMERMAN et al., 2002). Por outro

lado, 0 H,0, que também pode resultar da ativacdo da NADPH e da dismutacdo de O,
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parece ter um efeito oposto limitando ou reduzindo a ativacdo de mecanismos pressores pela
ANG Il (LAUAR et al., 2010). A Figura 4 é uma proposta para se explicar as possiveis acdes
opostas das diferentes EROs que poderiam resultar da ativacdo dos receptores AT1 pela ANG
Il e 0 que poderia ser uma razdo para a reducdo da pressao arterial verificada nos SHR ou em

ratos com hipertensdo 2R1C tratados com H,O, ou ATZ.

O,°~

=

SOD Mecanismos Ativacdo simpatica
pressores ativados e secrecdo de
pela ANG I central vasopressina

p=

Resposta pressora

Figura 4: Proposta de modelo de acdo das EROS no controle da resposta pressora da ANG 1l [baseado em
(LAUAR et al., 2010; ZIMMERMAN et al., 2002)].

O H,0, atuando centralmente também pode afetar a excitabilidade neural por
meio de diferentes mecanismos que incluem mudancgas na neurotransmissao ou ativacdo de
canais de ions. O H,0, pode bloquear a captacdo de glutamato pelas células da glia, que pode
resultar em um aumento extracelular dos niveis de glutamato o que aumentaria a
excitabilidade neural (SORG et al., 1997; VOLTERRA et al., 1994). Por outro lado, H,0,
pode também reduzir a excitabilidade neural como consequéncia da inibigdo da liberacéo de
glutamato ou aumento da liberagio de GABA ou ativacio de canais de K'arp
(AVSHALUMOV et al., 2005; BAO; AVSHALUMOV; RICE, 2005; MELO et al., 2015;
SAH et al.,, 2002; TAKAHASHI; MIKAMI; YANG, 2007; ZOCCARATO et al., 1999;
ZOCCARATO; VALENTE; ALEXANDRE, 1995).
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No modelo de hipertensdo 2R1C, onde h& maior atividade do SRA, foi
demonstrado que em &reas pré-motoras simpéticas, como o PVN e o RVL, h4d maior
expressao de receptores AT1 e também maior producéo de EROs (DE OLIVEIRA-SALES et
al., 2010; OLIVEIRA-SALES et al., 2009). Esses mesmos autores demonstraram também que
a administracdo de antioxidante, ou do mimético da SOD (tempol) no RVL dos animais 2R1C
é capaz de reduzir a pressdo arterial e a atividade simpatica do nervo renal (ANSr) nesses
animais (CAMPOS et al., 2011; OLIVEIRA-SALES et al., 2008). De maneira semelhante, foi
demonstrado que a atividade da NADPH oxidase no NTS de animais SHR predispostos a
derrame cerebral estd aumentada, enquanto que a expressdo e a atividade da SOD estdo
diminuidas, favorecendo o aumento da producdo do O,* (NOZOE et al., 2007). Além disso,
também foi demonstrado que a inibicdo da NADPH oxidase causa reducdo da PA e da FC
nesses SHR (NOZOE et al., 2007). Outros trabalhos mostraram que a superexpressdo da
enzima SOD centralmente reduz o aumento da PA induzido pela infusdo subcutanea (sc)
crénica de ANG Il (ZIMMERMAN et al., 2002). Todos esses trabalhos sugerem que o
aumento da disponibilidade do O," produzido no SNC participa da manutencdo da

hipertensdo, em diferentes modelos experimentais.

1.5. Envolvimento entre neuroinflamacdo, EROs e simpatoexcitacéo

Estudos recentes também sugerem um papel importante dos processos
inflamatorios na génese da hipertensdo, com aumento de citocinas pré-inflamatérias como as
interleucinas e outros marcadores inflamatérios como fator de necrose tumoral (TNF-a) e
proteina C reativa a medida que a hipertensdo progride (SHI et al., 2010; SHI; RAIZADA,
SUMNERS, 2010; SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013). A NADPH oxidase esta
presente tanto em neurdnios, quanto em células da glia como microglias e astrocitos (BALI,
JAGGI, 2016; HASLUND-VINDING et al., 2016; VILHARDT et al., 2016), importantes
fontes de citocinas pro-inflamatorias no SNC, como interleucinalf (IL-1B) e TNF-a (PETTIT
et al., 2013). O aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias no encéfalo parece ser
importante para o desenvolvimento da hipertensdo dependente de ANG Il (BRANDS et al.,
2010; SHI; RAIZADA; SUMNERS, 2010; SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013;
WAKI et al., 2008). Estas citocinas poderiam modular a atividade neuronal via producéo das
EROs, uma vez que as citocinas ativam a NADPH oxidase neuronal e microglial liberando
EROs capazes de agir de forma paracrina o que modularia a atividade neuronal (SHI,
RAIZADA; SUMNERS, 2010). Recentemente também foi demonstrado que ativacdo da
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microglia acarreta no aumento de citocinas pro-inflamatérias e diminuicdo de interleucina IL-
10 (IL-10), uma interleucina anti-inflamatdria, na regido do PVN em animais com hipertenséo
induzida por ANG Il infundida sc, sendo essas respostas bloqueadas pelo tratamento com
minociclina, um antibiotico inibidor da ativacdo da microglia (SHI; RAIZADA; SUMNERS,
2010). Além disso, a superexpressdo de IL-10 em neurbnios do PVN foi capaz de inibir a
hipertensdo causada pela ANG Il sc demonstrando-se, assim uma importante participacdo
destes mecanismos na hipertensdo dependente de ANG Il (SHI; RAIZADA; SUMNERS,
2010). Outros estudos mostraram que na hipertenséo induzida pela ANG Il também ocorre a
formagdo do TNF-o no PVN de ratos e a administragdo de um bloqueador de TNF-a
(etanercepte) centralmente diminuiu a hipertensdo e reduziu a atividade da NADPH oxidase
como sugere a reducdo da expressdo de RNAm para as isoformas NOX 2 e NOX 4 no PVN
(SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013).

O PVN, uma é&rea hipotalamica localizada bilateralmente ao terceiro ventriculo,
é particularmente importante para os estudos da hipertensdo por causa de seu potencial de
causar hipertensdo (BERGAMASCHI et al., 1995; GUYENET, 2006; MENANI et al., 2014).
O PVN é composto por neurénios magnocelulares e parvocelulares (SWANSON; KUYPERS,
1980a, 1980b). Os neurdnios magnocelulares projetam-se para a hipofise posterior e séo
responsaveis pela secrecdo de vasopressina e ocitocina, enquanto os neurénios parvocelulares
se projetam para outras areas do SNC, incluindo regides importantes para o controle
autondmico da pressao arterial como a regido RVL e a coluna intermédio lateral da medula
(CIL) (SWANSON; KUYPERS, 1980a, 1980b). Assim, o PVN, além das importantes
conexdes com é&reas hipotalamicas,pode influenciar diretamente a atividade simpética por
meio de suas conexdes com a CIL ou indiretamente através de suas projecdes para a regido
RVL que também possui projecdes para a CIL (BADOER, 2001).

Os efeitos de citocinas pré-inflamatorias no controle das fungbes autonémica e
cardiovascular também foram evidenciados em estudo no qual se demonstrou que a injecdo de
TNF-a ou IL-1B no OSF de ratos aumenta a PA e a ANSr, além de aumentar a expressdao de
RNAmM para citocinas pré-inflamatérias e do SRA tanto no OSF quanto em areas
hipotaldmicas como o PVN (WEI et al.,2015). Além disso, a injecdo bilateral de tempol no
PVN de ratos com hipertensdo induzida por ANG Il reduziu a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a marcacdo para O," que culmina na diminuicdo da ANSr e na atenuagéo do
desenvolvimento da hipertensdo (SU et al.,, 2014). Em conjunto, estes trabalhados

demonstram uma importante correlagdo entre o controle da PA por areas hipotalamicas bem
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como mecanismos que envolvem ANG I, citocinas pro-inflamatorias, aumento da atividade
da NADPH oxidase e da disponibilidade de O," e simpatoexcitacdo. Contudo, ainda nao foi
investigada a correlagé@o entre estes mecanismos que originam e sustentam a hipertenséo e o
aumento da disponibilidade de H,O, pela inibicdo da catalase.

Assim, considerando-se: 1) que o radical O2¢— seria parte dos mecanismos
ativados pela ANG Il centralmente para produzir respostas pressoras, enquanto que o H202
teria uma agdo contraria como proposto na Figura 4; 2) as evidéncias da importancia das
EROs no PVN para a hipertenséo 2R1C (DE OLIVEIRA-SALES et al., 2010; OLIVEIRA-
SALES et al., 2009); 3) que a injecdo iv de ATZ agudamente reduziu a pressdo arterial de
ratos hipertensos (LAUAR et al, 2011; LAUAR et al., 2012), uma questdo ¢é qual seria o
efeito do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ sobre a pressdo arterial de ratos
normotensos e hipertensos. Com as evidéncias de uma possivel participacdo das citocinas pro-
inflamatérias e da microglia na hipertensdo (SHI; RAIZADA; SUMNERS, 2010;
SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013) pode-se questionar também qual seria o
efeito do tratamento crénico com ATZ sc sobre a expressdo de RNAm de citocinas pro-
inflamatorias, componentes do SRA, do estresse oxidativo e sobre 0 gene CD11 que indica a
ativacdo da microglia no hipotalamo dos animais normotensos e hipertensos. Além disso,
quais seriam as alteracdes produzidas pelo tratamento crénico com ATZ sc sobre as
modificacOes do barorreflexo, da modulacéo e da atividade simpatica em animais hipertensos.
Por fim, considerando-se a importancia do radical O2¢— também para as reSpostas
dipsogénicas da ANG Il e os efeitos antidipsogénicos do H202 atuando centralmente
(ZIMMERMAN et al., 2002; GIGLIOTI et al., 2006), seria importante também se estudar se
ocorreria alguma alteracdo na ingestdo diaria de agua, alimento, peso corporal e na excrecao
renal nos ratos normotensos ou hipertensos tratados cronicamente com ATZ sc, uma vez que
modificagdes do equilibrio hidroeletrolitico também podem afetar a pressdo arterial
(BLANCH et al., 2013; MCKINLEY et al., 2001a, 2001b; MENANI et al., 1990). Os testes
de ingestdo e excrecdo diarias e 0 acompanhamento de peso tambem sdo importantes para se
verificar a tolerancia dos animais tratados com as doses das drogas utilizadas. Efeitos agudos
tambeém foram testados para se verificar a evolucéo temporal da PAM e FC e as mudancas da
atividade simpatica renal e esplancnica imediatamente ap0s a injecdo sc de ATZ ou se injecéo
sc de ATZ afetaria as respostas pressoras da noradrenalina ou ANG |1 injetadas iv, bem como

a atividade do sistema nervoso simpatico avaliada por meio do bloqueio ganglionar.
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2. OBJETIVOS
O objetivo geral do presente estudo foi investigar se e por quais mecanismos a
inibicdo da catalase sistémica poderia influenciar na hipertensdo arterial em modelos animais.
Para isso investigamos se:
1) a administragdo sc aguda ou cronica de ATZ modificaria a pressao arterial basal de animais
normotensos, SHR ou com hipertensdo 2R1C;
2) o tratamento crénico com ATZ sc alteraria os niveis de citocinas inflamatdrias, de
componentes do SRA e da ativacdo da micrdglia no hipotdlamo de animais hipertensos;
3) o tratamento crénico com ATZ sc alteraria as respostas barorreflexas, a modulacdo da
atividade simpaética e parassimpatica e a ingestdo diaria de agua e racdo, peso corporal e a
excrecdo renal e suas correlagdes com alteracdes da pressao arterial em ratos hipertensos.
4) a injecdo aguda sc de ATZ modificaria a atividade simpética renal e esplancnica em
animais com hipertenséo 2R1C;
5) a injecdo aguda sc de ATZ afetaria as respostas pressoras da noradrenalina e ANG 11
injetadas iv, bem como a atividade do sistema nervoso simpético avaliada por meio do

blogqueio ganglionar em animais normotensos ou com hipertensdo 2R1C.
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3. MATERIAL E METODO
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman normotensos com peso entre 150 a 300 g e
ratos SHRs com peso entre 280 a 300 g provenientes do Biotério do Campus de Araraquara
da UNESP. Os animais foram mantidos em caixas coletivas ou individuais, com livre acesso a
racio peletizada (Bio Base, Aguas Frias, Brasil) e bebedouro contendo agua e permaneceram
em salas climatizadas (temperatura de 23 £ 2° C e umidade de 50 + 10%), com ciclo claro-
escuro de doze horas (luzes acesas as 7 h). Os experimentos foram aprovados pelo comité de

ética no uso de animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara.

3.2. Cirurgia para desenvolvimento da hipertensao 2 rins, 1 clipe

Os ratos Holtzman normotensos com peso entre 150 a 180 g foram utilizados
para o desenvolvimento do modelo de hipertensdo renovascular proposto por Goldblatt — 2
Rins, 1 Clipe (2R-1C) (GOLDBLATT et al., 1934). Estes animais foram anestesiados com
uma mistura de cetamina (80 mg/kg de peso corporal; Cristalia, Itapira, Brasil) + xilazina (7
mg/kg de peso corporal; Agener Unido, Embu-Guacu, Brasil). Foi realizada entdo a
laparotomia para exposicdo da artéria renal esquerda que foi cuidadosamente isolada para a
colocacgédo de um clipe de prata de 0,2 mm de abertura que permitiu a oclusao parcial do fluxo
da artéria renal. A incisdo foi suturada e os animais receberam tratamento com antibiético
(benzilpenicilina — 80.000 Uls e estreptomicina — 33 mg; Pentabidtico Veterinario — Pequeno
Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, Brasil, 0,1 ml/rato, intramuscular) e
analgésico/anti-inflamatério Ketoflex (cetoprofeno 1%; Ketoflex, Mundo Animal, Séo Paulo,
Brasil, 0,03 ml/rato subcutaneamente). Ratos submetidos ao mesmo procedimento cirurgico,
porém, sem oclusdo parcial da artéria renal (cirurgia ficticia) foram considerados como

animais controles ou ratos normotensos.

3.3. Registro da presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

Outra série de experimentos foi realizada para registro de PAM e FC. Animais normotensos,

com hipertensdo 2R1C e SHR foram transferidos das caixas coletivas para caixas individuais. Um

dia antes de se iniciarem 0s registros basais, registros agudos e 0s registros diarios sob os

tratamentos com salina ou ATZ sc, os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso

corporal; Cristalia, Itapira, Brasil) + xilazina (7 mg/kg de peso corporal; Agener Unido, Embu-

Guagu, Brasil) para a canulacdo da artéria femoral com tubos de polietileno (PE-10 conectados a
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PE-50) preenchidos com solucdo de heparina a 20% para o registro da pressao arterial pulsatil
(PAP), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Os animais que receberam
injecdo intravenosa (iv), a veia femoral também foi canulada com tubos de polietileno preenchidos
com solucdo heparinizada. Para os experimentos agudos, as canulas foram exteriorizadas pelo dorso
na regido proxima a escapula, e suturadas na pele do animal. Para 0s experimentos cronicos, as
canulas também foram exteriorizadas pelo dorso na regido proxima a escapula, e entdo fixadas a um
conector feito com uma tela plastica onde foi introduzido um pedaco de agulha de 23g e fixada
nesta tela com acrilico cirdrgico. Este conector foi entdo fixado na pele do dorso do animal,
mantendo assim a canula mais firme e possibilitando o registro da presséo arterial por mais dias
comparado a canulagdo simples. Tanto para os registros agudos quanto cronicos, nos dias dos
registros, as canulas arteriais foram conectadas a um transdutor de pressdo (Statham Gould,
Cleveland, OH, USA) acoplado a um amplificador (ETH-200 CB Sciences Inc, Dover, NH, USA) e
a um sistema de aquisi¢do e analise de dados (PowerLab, ADInstruments, Sydney, AUS). Os
registros cronicos se seguiram por nove dias sendo dois dias de registro dos parametros basais e sete

dias de registro com os tratamentos diarios com ATZ ou salina sc.

3.4. Farmacos utilizados

3-amino-1,2,4-triazol (ATZ) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) inibidor da
catalase, dissolvido em salina isotOnica estéril e administrada sc nas concentracdes de 300
mg/kg ou 600 mg/kg de peso corporal;

Fenilefrina (Sigma-Aldrich) agonista adrenérgico dissolvido em salina
isotonica estéril e administrada iv na concentragdo de 5 pg/kg de peso corporal;

Nitroprussiato de sédio (NPS) (Sigma-Aldrich) doador de 6xido nitrico,
dissolvido em salina isotonica estéril e administrada iv na concentra¢do de 30 pg/kg de peso
corporal;

Noradrenalina (Sigma-Aldrich) agonista adrenérgico dissolvido em salina
isotOnica estéril e administrada iv na concentragdo de 1 nmol/0,1 ml de peso corporal;

Angiotensina Il (Sigma-Aldrich) foi dissolvida em salina isotonica estéril e
administrada iv na concentracdo de 50 ng/0,1 ml;

Hexametonio (Sigma-Aldrich) bloqueador ganglionar dissolvido em salina
isotonica estéril e administrada iv na concentragdo de 30 mg/kg de peso corporal,

Salina isot6nica estéril (0,15 M)
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3.5. Teste das respostas barorreflexas

Para a avaliagdo do barorreflexo, os animais normotensos, com hipertenséo
2R1C e SHR ao final do protocolo realizados nas gaiolas metabdlicas foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) + xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e a artéria e veia
femorais foram canuladas com um tubo de polietileno como descrito acima. No dia seguinte a
cirurgia de canulacdo, a funcdo barorreflexa foi avaliada em animais acordados. A céanula
arterial foi conectado a um transdutor de pressdao (Statham Gould) acoplado a um
amplificador (ETH-200 CB Sciences Inc) e a um sistema computadorizado de aquisicao e
andlise de dados (PowerLab, ADInstruments) para 0 monitoramento continuo da pressao
arterial. Ap6s um periodo basal de registro dos parametros cardiovasculares, os animais
receberam injecdes iv de fenilefrina (fenil, 5 pg/kg de peso corporal) e nitroprussiato de sodio
(NPS, 30 pg/kg de peso corporal) para testar as respectivas respostas reflexas da FC ao
estimulo pressor e depressor. Foram analizados as alteracBes de FC a cada 10 mmHg de
alteracdo da PAM em resposta as injecdes de fenil e NPS. As alterages foram analisadas a
cada 10 mmHg, considerando o intervalo de 5 a 35 mmHg de resposta pressora e hipotensora.
Os valores foram tabelados e realizada a regressdo linear para cada animal, e a inclinagéo de

cada regressao linear foi utilizada para calcular as diferengas entre os grupos.

3.6. Andlise de variabilidade cardiovascular

Os animais normotensos, com hipertensdo 2R1C e SHR tiveram seus
registrados de PAP, PAM e FC basais monitorados por 1 hora antes de se iniciarem o0s testes
de barorreflexo. Este periodo de registro foi utilizado para a analise da variabilidade
cardiovascular. A variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da presséo arterial sistolica (PAS)
foi realizada utilizando um software apropriado (CardioSeries, versdo 2.3, disponivel em
https://www.sites.google.com/site/cardioseries/), como descrito anteriormente (BLANCH et
al., 2014; PIRES et al., 2013). Séries temporais batimento a batimento obtidas a partir da
pressdo arterial pulsatil (PAS) foram convertidos em pontos de dados a cada 100 ms usando a
interpolagdo de splice cubica (10Hz). As séries interpoladas foram divididas em conjuntos
sequenciais semi-sobrepostos em 512 pontos de dados (51,2s). Antes de calcular a poténcia da
densidade espectral, os segmentos foram inspecionados visualmente e o0s dados nao
estacionarios ndo foram levados em consideragcdo. Uma janela de Hanning foi usada para
atenuar os efeitos secundarios e o espectro foi calculado usando um algoritmo FFT direto para

as séries de tempo discretas. Os espectros foram integrados em bandas de baixa frequéncia
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(LF; 0.2-0.75 Hz) e alta frequéncia (HF; 0.75-3 Hz) e os resultados foram expressos em
absolutos para a PAS (mmHg2) e unidades normalizadas (un) para o IP. Os valores
normalizados foram alcancados por meio do calculo do percentual da poténcia de LF e HF,
sendo que a poténcia total foi considerada excluindo a poténcia da banda de muito baixa
frequéncia (VLF; <0,2 Hz), (BILLMAN, 2011; VAN DE BORNE et al., 1997). Para avaliar o
balango simpatovagal, a relacdo LF/HF da variabilidade do IP foi calculada (MONTANO et
al., 1994). LF da PAS é um indice do tbnus vasoconstritor simpatico, enquanto LF e HF do IP

sdo os indices de modulacao simpatica e parassimpatica do IP.

3.7. Real time RT-PCR para medida da expressao génica das citocinas inflamatérias, da
expressao génica de componentes do sistema renina angiotensina, da expressao génica de
componentes do estresse oxidativo e da expressdo génica para um marcador de
micrdglia (CD11)

Ao final dos experimentos cronicos, os animais normotensos, com hipertensao
2R1C e SHR foram anestesiados com tiopental sodico (80 mg/kg, i.p.), decapitados e 0s
encéfalos rapidamente retirados. Para tanto, o encéfalo foi colocado em uma matriz retirado o
hipotdlamo que foi extraido por microdissec¢gdo. O material colhido foi transferido para um
tubo livre de RNAse e homogeneizado com 500 pl de solugdo para a extragdo do RNA
(trizol). Em seguida, o tecido foi homogeneizado com auxilio de um micromotor e mantido a
4°C. As amostras foram posteriormente centrifugadas por 3 min a 12.000 rpm, e 0 RNAm foi
extraido utilizando-se 0 RNAse kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). As amostras de RNAmM
foram submetidas a reacdo de transcriptase reversa em tempo real para transformacdo de
RNAmM em cDNA (iScripit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As sequéncias de cDNA obtidas a
partir da reacdo foram usadas para quantificacdo através de sondas comerciais para 0s genes
do sistema renina-angiotensina (SRA), a saber: receptor AT1, enzima conversora de
angiotensina (ECA) e as citocinas, a saber: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-10 (IL-10). As razdes para a
escolha desses genes a principio € a grande relacdo entre maior ativagdo do SRA central e
hipertensdo (VEERASINGHAM; RAIZADA, 2003) e de citocinas inflamat6rias com
hipertensdo (DE KLOET et al., 2013). Além disso, foram utilizadas sondas comerciais para 0s
genes do estresse oxidativo a saber: NOX2 e NOX4, e para 0 marcador da ativacdo de
microglia o gene CD11. As reagdes com 45 ciclos foram realizadas em um aparelho ABI
PRISM 7000 (Applied Biosytems, Foster City, CA, USA). A amplificacdo da sequéncia alvo
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foi detectada em tempo real pela emissdo de fluorescéncia, que ocorre quando existe
formagéo de dupla fita na regido codificada pelo par de iniciadores. Os dados foram expressos
utilizando o método ACT (descrito abaixo) e normalizado pela quantidade de cDNA da
proteina GAPDH (RNA constitutivo — gene reporter). Sabendo-se o nimero de ciclos por
onde passa a reta limiar (CT), foi encontrado o ACT que ¢ a diferenca do valor médio para o
gene de interesse e para 0 RNA GAPDH (gene reporter). A seguir, foram subtraidos os
valores médios encontrados para 0s pocos controles da média dos pogos tratados, obtendo-se
o AACT. Esse valor foi colocado como exponencial negativo na base 2 (2" *“"), conforme
descrito anteriormente (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), obtendo-se assim valores log que

foram comparados entre 0s grupos.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados no presente estudo.

Primer Sequéncia
IL-6 Rn01410330_m1
TNF-a Rn99999017
IL-1B Rn99999009 m1l
IL-10 Rn00563409 _m1
AT1r Rn01435427_m1l
ECA Rn00561094 m1
NOX2 Rn00576710_m1
NOX4 Rn00585380_m1
CD11 Rn00709342_m1
GAPDH Rn99999916 sl

IL-6, interleucina-6; TNF-o, fator de necrose tumoral alfa; IL-1B, interleucina-1p; IL-10,
interleucina-10; AT1r, receptor angiotensinérgico AT1; ECA, enzima conversora de
angiotensina; NOX2, isoforma 2 da NADPH oxidase; NOX4, isoforma 4 da NADPH oxidase;

CD11, gene marcador para ativacdo de micrdglia; GAPDH, gene repdrter.
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3.8. Procedimentos cirdargicos e anestésicos para experimento em animais anestesiados

Os animais com hipertensdo 2R1C foram inicialmente anestesiados com
halotano a 5% em 100% de oxigénio (O,). Em seguida, os animais foram traqueostomizados e
colocados em ventilacéo artificial com 1,5 - 2% de halotano em 100% de O, para continuagédo
dos seguintes procedimentos cirirgicos:

e Canulacdo da artéria e veia femoral para registro da PAM e administracdo de drogas,
respectivamente;

e Os animais foram colocados em um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 1760, David
Kopf Instruments, EUA);

e Foram localizados e expostos 0s nervos esplancnico e renal via posicdo dorsolateral
(DE OLIVEIRA-SALES et al., 2010; MOREIRA et al., 2006; TAKAKURA et al.,
2011; TAKAKURA; MOREIRA, 2011)

Apbds a finalizacdo dos procedimentos cirurgicos, 0 anestésico halotano foi
retirado e substituido pelo anestésico intravenoso (iv) uretana (1,2 g/kg).

Os animais foram entdo ventilados artificialmente (60-80 ciclos; 1,2 ml/kg)
com 21% de O, durante todo o periodo experimental. Os animais receberam uma sonda retal
para monitorizacdo da temperatura corporal (37° C), utilizando uma manta com resisténcia
interna aquecida. O indice de CO2-expirado foi monitorado durante todo o experimento por
meio de um capndémetro (Columbus Instruments, Ohio, EUA). O nivel da anestesia foi
continuamente monitorado testando-se a auséncia de efeitos no reflexo de retirada e auséncias
de variagdes na pressdo arterial ap6s o pincamento da pata do animal. ApoOs estes
procedimentos, foi administrado o relaxante muscular pancurdnio injetado iv com dose inicial

de 1 mg/kg.

3.9. Registro da atividade simpatica

Para registro do nervo simpatico renal foi realizado um acesso retroperitoneal
direita foi realizada para expor o nervo simpatico renal. O nervo foi cuidadosamente
dissecado e separado da artéria e veia renal e demais tecidos adjacentes. Apds dissec¢cdo o
nervo renal foi posicionado sobre um eletrodo bipolar em forma de gancho e foram cobertos
com uma pasta de moldagem dental (Kwik-Cast™) durante todo o experimento. O registro foi
sempre realizado na jungédo entre as artérias renal e aorta. Para o registro do nervo simpatico
esplancnico foi realizado acesso retroperitoneal na lateral do abdémen do ramo esplancnico

do plexo simpatico e entdo, o nervo foi dissecado e o segmento distal do nervo esplancnico foi
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colocado sobre um eletrodo bipolar em forma de gancho, conforme descrito previamente (DE
OLIVEIRA-SALES et al., 2010; FAVERO et al., 2011; TAKAKURA et al., 2011; TOTOLA
et al., 2013). A atividade do nervo esplancnico foi filtrada de 100 a 3000 Hz. O nervo e 0
eletrodo de registro foram cobertos com uma pasta de moldagem dental (Kwik-Cast™). O
eletrodo bipolar em que o nervo foi colocado estava conectado a um conversor analdgico-
digital (modelo CED-1401) da Cambridge Electronics Design (CED, Cambridge, UK) de 8
canais. Este aparelho possui filtro passa-baixo, ligacdo AC-DC (corrente direta-alternada),
filtro de corte, permite variacdo do ganho e possibilita correcdo da linha de base. A partir
deste aparelho, o sinal foi copiado para um sistema de aquisicdo de dados versdo 7.07 do
Spike 2 software (CED).

3.10. Avaliacdo da PAM e FC as injecOes intravenosas de noradrenalina, ANG Il e
hexametdnio em animais normotensos e com hipertensdo 2R1C

Os animais normotensos e com hipertensdo 2R1C tiveram suas artérias e veias
femorais canuladas um dia antes do protocolo experimental. No dia do experimento, a canula
arterial foi conectado a um transdutor de pressdao (Statham Gould) acoplado a um
amplificador (ETH-200 CB Sciences Inc) e a um sistema computadorizado de aquisicao e
analise de dados (PowerLab, ADInstruments) para 0 monitoramento continuo da pressao
arterial. Ap6s um periodo basal de registro dos parametros cardiovasculares, 0os animais
receberam injecdes iv de salina (1 ml/kg de peso corporal), noradrenalina (1 pmol/0,1 ml) e
ANG Il (50 ng/0,1 ml). Ap6s o retorno da pressdo ao niveis basais, 0os animais foram
divididos em grupos onde recebera injecdes sc de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou
salina (1 ml/kg de peso corporal). Ap6s 4 horas foi repetido as injecbes iv de salina,
noradrenalina e angiotensina e ao final do experimento foi realizada a injecdo do blogueador

ganglionar, hexametonio.

3.11. Ingestdo diaria de agua e racao, peso corporal e excrecdo urinaria

Uma série de experimentos foi realizada em gaiolas metabdlicas. Animais
normotensos, com hipertensdo 2R1C e SHR foram transferidos das caixas coletivas para as
gaiolas metabolicas individuais com livre acesso a agua e racdo triturada (Bio Base, Aguas
Frias, Brasil) e, apds 3 dias de ambientacdo e medidas basais de ingestdo de agua, racao, peso
corporal e excrecdo urindria os animais receberam injecdes subcutaneas (sc) crénica do

inibidor da catalase (ATZ) ou salina. As medidas da ingestdo de agua e racdo, do peso
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corporal e do volume urinario e a coleta de urina para dosagem de Na* e K™ foram feitas
diariamente por 9 dias. Para a medida da ingestdo diaria de agua foram utilizados tubos com
divisdo de 1 ml. A urina foi coletada por gravidade em tubos graduados em 0,1 ml e as
amostras coletadas foram analisadas em um analisador de Na* e K" eletrodo sensitivo (Nova
1, Nova Biomedical). A excrecéo total de Na* e K™ foi calculada como concentracdo de Na* e

K" multiplicado pelo volume urinario.

3.12. Anélise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média (EPM) foram
representados em gréaficos ou tabelas. Foram utilizados a andlise de variancia (ANOVA) de 1
fator (tratamento) e o pos-teste de Student-Newman-Keuls e ANOVA de 2 fatores (tratamento
e tempo) e o poés-teste de Student-Newman-Keuls. Diferencas foram consideradas

significantes para P < 0,05.

3.13. Protocolos experimentais testados
3.13.1. Estudo da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos
normotensos, SHR e com hipertensdo 2R1C que receberam injecéo aguda de ATZ sc.

Os animais normotensos, SHR ou com hipertensdo 2R1C tiveram sua PAM e
FC monitoradas por 30 min de registro basal. Apés isso, receberam injecdes sc de ATZ (na
dose de 300 mg/kg de peso corporal). A pressdo arterial dos animais foi monitorada pelo

registro direto da PAM e FC por 4 horas.

3.13.2. Estudo da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos SHR e
com hipertensdo 2R1C que receberam injecdes cronicas de ATZ ou salina sc.

Os animais SHR ou com hipertensdo 2R1C foram divididos em grupos que
receberam injecOes diarias sc de salina ou ATZ (600 mg/kg de peso corporal dadas em duas
doses diarias de 300 mg/kg). A pressao arterial dos animais foi monitorada pelo registro

direto da PAM e FC a cada 2-3 dias iniciando-se 2 dias antes das inje¢des sc das drogas.

3.13.3. Estudo da modulagdo simpatica e parassimpatica em ratos normotensos, SHR e com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com injecdes de salina ou ATZ sc.
Os animais normotensos, SHR ou com hipertensdo 2R1C foram divididos em

grupos que receberam injecdes didrias sc de salina, ATZ (na dose de 600 mg/kg de peso
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corporal dadas em duas doses diarias de 300 mg/kg) por 9 dias. Ao final do tratamento, os
animais tiveram suas artérias canuladas. No dia seguinte, 0s animais tiveram seus registros
de PAP monitorados por 1 hora para analise da variabilidade cardiovascular onde foi

medida a modulagdo simpatica e parassimpatica.

3.13.4. Estudo da atividade simpética esplancnica e renal em ratos com hipertensdo 2R1C
que receberam uma unica injecédo de ATZ sc.

Estes experimentos foram realizados em ratos com hipertensdéo 2R1C
anestesiados com uretana (1,2 g/kg iv), traqueostomizados, ventilados artificialmente a 21%
de O, tiveram a artéria e veia femorais canuladas para registro de PAM e infusdo de drogas
respectivamente, e o nervo esplancnico ou renal foram dissecados para registro da atividade
simpatica eferente. ApO6s um periodo de registro basal de 30 minutos das variaveis
cardiovascular e simpatica, foi realizado a injecdo sc de ATZ (300 mg/kg de peso corporal)
sendo que o registro perdurou por mais 1 hora.

3.13.5. Estudo da expressdo génica no hipotdlamo em ratos normotensos, SHR e com
hipertensdo 2R1C tratados com injecéo de salina ou ATZ sc cronicamente.

Os animais normotensos, SHR, com hipertensdo 2R1C que foram submetidos
0s experimentos crénicos com ATZ ou salina sc tiveram seus encéfalos removidos ao final
dos experimentos. Estes animais foram entéo anestesiados e tiveram seus encéfalos removidos
que foram imediatamente congelados em gelo seco e armazenados em freezer — 80 °C para a
posterior quantificacdo do RNAm dos genes de interesse do hipotdlamo como descrito nos
métodos.

3.13.6. Estudo das respostas barorreflexas em ratos normotensos, SHR e com hipertensao
2R1C tratados com injecao de salina ou ATZ sc.

Os animais normotensos, SHR ou com hipertensdo 2R1C foram divididos em
grupos que receberam injecOes diarias sc de salina, ATZ (na dose de 600 mg/kg de peso
corporal dadas em duas doses diarias de 300 mg/kg) por 9 dias. Ao final do tratamento, os
animais tiveram suas artérias e veias canuladas. No dia seguinte, apds um periodo basal de
registro dos parametros cardiovasculares por 30 min, os animais foram submetidos ao teste de
barorreflexo onde foram avaliadas as respostas reflexas da FC ao estimulo pressor e

depressor.
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3.13.7. Estudo das respostas pressoras da noradrenalina e ANG Il injetada iv antes e depois
da injecéo sc de salina ou ATZ em ratos com hipertensdo 2R1C

Os animais normotensos ou com hipertensdo 2R1C foram divididos em grupos
que receberam injecéo iv de salina seguida de injecdo iv de noradrenalina ou ANG I1. Apos 4
horas os animais receberam injecdo sc de ATZ (na dose de 300 mg/kg de peso corporal) e
foram repetidas novamente as injegOes iv de noradrenalina ou ANG Il. A PAM e FC dos

animais foram monitoradas pelo registro direto da presséo arterial.

3.13.8. Estudo do blogueio ganglionar em ratos normotensos e com hipertensdo 2R1C ap6s a
injecdo sc de salina ou ATZ

Ao final do protocolo descrito acima, foi realizada a injecdo iv do bloqueador
ganglionar, hexametonio (30 mg/kg de peso corporal), a fim de se avaliar a contribui¢do do
sistema nervoso simpatico apos a injecdo sc de salina ou ATZ nos animais normotensos e

com hipertensdo 2R1C.

3.13.9. Estudo da ingestdo diaria de agua e racdo, peso corporal, excrecdo urinaria e
excrecdo de Na® e K* de ratos normotensos, SHR e com hipertensdo 2R1C tratados
cronicamente com injecdes sc diarias de ATZ ou salina

Os animais normotensos foram divididos em grupos e mantidos em gaiolas
metabolicas com livre acesso a agua e racdo. Por 3 dias antes do inicio dos tratamentos
(periodo controle), diariamente foram feitas medidas da ingestdo de agua e racdo, volume
urinario e peso corporal, além da coleta de uma amostra de urina para analise de Na* e K*.
Logo em seguida, 0s animais passaram a receber injecOes diarias sc de salina, ATZ (nas doses
de 300 mg/kg ou 600 mg/kg de peso corporal) e continuando as medidas diarias da ingestdo
de &gua e racdo, volume urinario e peso corporal, além da coleta de uma amostra de urina por

mais 8 dias.
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4. RESULTADOS
4.1. PAM e FC em ratos normotensos e hipertensos tratados com injecdo aguda ou
cronica subcutanea de ATZ
4.1.1. Efeitos da injecdo sc aguda de ATZ na PAM e FC em ratos normotensos

A injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc em ratos
normotensos nédo alterou a PAM nas 4 horas seguintes (105 + 3 mmHg) em comparacdo aos
valores pré-injecdo de ATZ (109 + 4 mmHg) [F (24, 225) = 0,39; p > 0,05] e também em
comparagdo aos valores dos ratos que receberam injecdo sc de salina (106 £ 4 mmHg) [F (1,
225) = 0,02; p > 0,05] (Figura 5A). Apds a injecdo aguda de ATZ também ndo houve
modificagdo da FC durante as 4 horas de experimento (342 £ 17 bpm) em comparacgdo aos
valores pré-injecdo de ATZ (338 + 10 bpm) [F (24,225) = 1,18; p > 0,05], contudo a FC dos
animais tratados com ATZ foi diferente daquela do grupo que recebeu injecdo sc de salina nos
tempos 10, 20 e 60 min apos as injecBes (ATZ: 318 + 11 bpm, vs. salina: 378 + 12 bpm 60
min apds ATZ) [F (1, 225) = 6,42 ; p < 0,05] (Figura 5B).
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Figura 5: ModificacBes da (A) PAM e (B) FC imediatamente apés a injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso
corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc em ratos normotensos. Os resultados estdo representados pela
média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.1.2. Efeitos da injecdo sc aguda de ATZ na PAM e FC em ratos SHR

A injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc em ratos SHR foi
capaz de diminuir a PAM apds 2 horas de experimento (192 £ 4 mmHg pré-injecdo de ATZ,
vs. 173 £+ 6 mmHg 2 horas ap6és ATZ) [F (23,161) = 6,38; p < 0,05] (Figura 6A).
Conjuntamente, a injecdo aguda de ATZ sc também diminuiu a FC dos ratos SHR ap0s 2
horas (331 = 11 bpm pré-injecdo de ATZ, vs. 312 + 15 bpm 2 horas apos ATZ) [F (24,225) =
1,18 ; p > 0,05] (Figura 6B). Tais diminuicdes permaneceram até o final das 4 horas de

experimento.
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Figura 6: ModificacBes da (A) PAM e (B) FC imediatamente apés a injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso
corporal) sc em ratos SHR. Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.1.3. Efeitos da injegéo sc aguda de ATZ na PAM e FC em ratos com hipertensédo 2R1C

A injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc em ratos com
hipertensdo 2R1C foi capaz de diminuir a PAM apds 1 hora de experimento (170 + 8 mmHg
pré-injecdo de ATZ, vs. 158 + 13 mmHg 1 hora ap6s ATZ) [F (14,98) = 9,10; p < 0,05]
(Figura 7A). Adicionalmente, a injecdo aguda de ATZ sc também diminuiu a FC dos ratos
SHR ap06s 3 horas (420 £+ 14 bpm pré-injecdo de ATZ, vs. 385 £ 19 bpm 3 horas apds ATZ)
[F (14,98) = 2,83; p < 0,05] (Figura 7B). Tais diminui¢bes permaneceram até o final das 4
horas de experimento.
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Figura 7: ModificacBes da (A) PAM e (B) FC imediatamente apés a injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso
corporal) sc em ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero
de animais.
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4.1.4. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ na PAM e FC em ratos SHR

O tratamento crénico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg
de peso corporal diarias) sc por 9 dias em ratos SHR reduziu significantemente a PAM (ATZ:
172 + 8 mmHg, vs. saline: 198 £ 2 mmHg) [F(1,49) = 17,3; p < 0,05] (Figura 8A) sem alterar
a FC (ATZ: 359 + 26 bpm, vs. saline: 408 £ 19 bpm) [F(1,49) = 1,141; p > 0,05] (Figura 8B).
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Figura 8: Modificacfes da (A) PAM e (B) FC apds o tratamento crénico com (600 mg/kg de peso corporal) sc
em ratos SHR. Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.1.5. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ na PAM e FC em ratos com
hipertenséo 2R1C

O tratamento crénico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg
de peso corporal diarias) sc por 9 dias em ratos com hipertensdo 2R1C reduziu
significantemente a PAM (ATZ: 137 £ 12 mmHg, vs. saline: 181 £ 9 mmHg) [F(1,32) =
10,357; p < 0,05] (Figura 9A) sem alterar a FC (ATZ: 429 = 17 bpm, vs. saline: 430 = 16
bpm) [F(1,32) = 2,379; p > 0,05] (Figura 9B).
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em ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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4.2. Modulacdo autondémica em ratos normotensos e hipertensos tratados com injecao
crbnicade ATZ

4.2.1. Efeitos do tratamento crénico com injecfes sc de ATZ na modulacdo autonémica de
ratos normotensos e SHR

O tratamento crénico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg
de peso corporal diarias) sc por 9 dias em ratos SHR diminuiu a PAM (ATZ: 154 + 6 mmHg,
vs. saline: 181 + 4 mmHg) [F(3,42) = 124,43; p < 0,05] e a FC (ATZ: 304 + 6 bpm, vs. saline:
350 £ 12 bpm) [F(3,42) = 2,93; p < 0,05]. Nesta série de experimento, 0s animais
normotensos também tiveram uma reducdo da PAM (ATZ: 88 + 7 mmHg, vs. saline: 101 + 3
mmHg) [F(3,42) = 124,43; p < 0,05] e da FC (ATZ: 298 = 3 bpm, vs. saline: 340 + 6 bpm)
[F(3,42) = 2,93; p < 0,05] (Tabela 2).

Utilizando a anélise espectral da pressao arterial sistolica (PAS) e do intervalo
de pulso (IP) foi verificada a modulagdo simpética, analisada pela modulacdo de baixa
frequéncia (Low Frequency — LF) e a modulacdo parassimpética analisada pela modulacdo de
alta frequéncia (High Frequency — HF) dos animais normotensos e SHR tratados
cronicamente por 9 dias com ATZ ou salina sc. O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em
duas doses de 300 mg/kg de peso corporal diarias) sc foi capaz reduzir a modulagdo simpatica
(LF) da PAS, que é um indice da modulacdo simpéatica vasomotora, dos ratos SHR
comparados com os ratos tratados com salina (ATZ: 2,6 + 1,2 mmHg?, vs. salina: 6,3 + 3,4
mmHg?) [F(3,30) = 5,25; p < 0,05], retornando a valores similares com os vistos em ratos NT
(NT-salina: 3,7 + 2,2 mmHg® e NT-ATZ: 2,5 + 1,4 mmHg2) (Figura 10A). Além disso, o
tratamento com ATZ sc também diminuiu a modulagdo simpatica do IP, que se refere a
modulacdo simpética cardiaca, (ATZ: 9,4 + 4,5 un, vs. salina: 23,5 + 7,8 unidades
normalizadas (un)) [F(3,30) = 4,65; p < 0,05) (Figura 10B) além de aumentar a modulacéo
parassimpatica (HF) do IP quando comparados aos animais tratados com salina sc (ATZ: 90,5
*+ 4,5 un, vs. salina: 76,5 = 7,8 un) [F(3,30) = 4,65; p < 0,05) (Figura 10C). Ao analisarmos a
razdo entre LF/HF do IP, que se refere ao balanco simpatovagal, observamos que o tratamento
crénico com ATZ sc promoveu uma reducdo na razdo LF/HF dos animais SHR quando
comparados ao grupo tratado com salina sc (ATZ: 0,11 £ 0,05, vs. salina: 0,35 + 0,17)
[F(3,31) = 4,17; p < 0,05) (Figura 10D), provavelmente resultado da combinagcdo de uma
reducdo da LF e um aumento na HF do IP no grupo tratado com ATZ sc.
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Tabela 2: PAM e FC em ratos normotensos e SHR tratados cronicamente com ATZ sc ou
salina por 9 dias

Tratamento PAM (mmHg) FC (bpm)
NT 101 +3 340+ 6
salina
SHR 181 + 4** 350 + 6*
NT 88 + 2* 298 + 3*
ATZ
SHR 154 + 6*#& 304 + 6%

Resultados sdo expressos pela media + EPM; * Diferente de NT tratado com salina; *

Diferente de SHR tratado com salina; & Diferente de SHR tratado com salina; n = 11 —
12/grupo. ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. NT,

ratos normotensos.
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Figura 10: Andlise espectral da (A) modulacéo simpética (LF) da PAS, da (B) modulacdo simpatica (LF) do IP,
da(C) modulacdo parassimpética (LF) do IP e da (D) razdo LF/HF do IP dos animais normotensos (NT) e SHR
tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os
resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.2.2. Efeitos do tratamento cronico com injecOes sc de ATZ na modulagéo autonémica de
ratos normotensos e com hipertenséo 2R1C

O tratamento crénico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg
de peso corporal diarias) sc por 9 dias em ratos com hipertensdo 2R1C diminuiu a PAM
(ATZ: 162 £ 10 mmHg, vs. saline: 209 + 4 mmHg) [F(3,37) = 81,30; p < 0,05] e a FC (ATZ:
371 £ 6 bpm, vs. saline: 430 + 9 bpm) [F(3,37) = 27,20; p < 0,05] entretanto, 0 mesmo
tratamento ndo alterou as variacGes de PAM e FC nos ratos normotensos (Tabela 3).

Utilizando a anélise espectral da pressao arterial sistolica (PAS) e do intervalo
de pulso (IP) foi verificada a modulagdo simpética, analisada pela modulacdo de baixa
frequéncia (Low Frequency — LF) e a modulagdo parassimpatica analisada pela modulagdo de
alta frequéncia (High Frequency — HF) dos animais normotensos e com hipertensdo 2R1C
tratados cronicamente por 9 dias com ATZ ou salina sc. O tratamento com ATZ (600 mg/kg
dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso corporal diarias) sc foi capaz reduzir a modulacao
simpatica (LF) da PAS, que é um indice da modulagdo simpatica vasomotora, dos ratos com
hipertensdo 2R1C comparados com os ratos tratados com salina (ATZ: 3,2 + 0,4 mmHg?, vs.
salina: 7,6 + 1,5 mmHg?) [F(3,30) = 7,68; p < 0,05], retornando a valores similares com 0s
vistos em ratos NT (NT-salina: 2,9 + 0,5 mmHg® e NT-ATZ: 2,1 + 0,4 mmHg?) (Figura
11A). Além disso, o tratamento com ATZ sc também diminuiu a modulacéo simpaética do IP,
que se refere a modulacdo simpética cardiaca, (ATZ: 14,6 £2,9 um, vs. salina: 31,4 + 3
unidades normalizadas (un)) [F(3,30) = 5,54; p < 0,05) (Figura 11B) além de aumentar a
modulacdo parassimpatica (HF) do IP quando comparados aos animais tratados com salina sc
(ATZ:85,3 + 2,9 un vs. salina: 68,6 = 3 un) [F(3,30) = 5,52; p < 0,05) (Figura 11C). Ao
analisarmos a razdo entre LF/HF do IP, que se refere ao balan¢o simpatovagal, observamos
gue o tratamento crénico com ATZ sc promoveu uma reducdo na razdo LF/HF dos animais
com hipertensdo 2R1C quando comparados ao grupo tratado com salina sc (ATZ: 0,19 + 0,05,
vs. salina: 0,52 + 0,09) [F(3,31) = 4,21; p < 0,05) (Figura 11D), provavelmente resultado da
combinacdo de uma reducéo da LF e um aumento na HF do IP no grupo tratado com ATZ sc.

Mariana Ruiz Lauar



Resultados 62

Tabela 3: PAM e FC em ratos normotensos e com hipertensdo 2R1C tratados cronicamente
com ATZ ou salina sc por 9 dias

Tratamento PAM (mmHg) FC (bpm)
NT 99+ 2 337+10
salina
2R1C 209 + 4* 430 + 9*
NT 92+3 343 +7
ATZ
2R1C 162 + 10** 371 + 6**

Resultados sdo expressos pela media = EPM; * Diferente de NT tratado com salina; *

Diferente de SHR tratado com salina; n = 8 — 11/grupo. ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou

salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. NT, ratos normotensos.
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Figura 11: Andlise espectral da (A) modulacéo simpética (LF) da PAS, da (B) modulagéo simpatica (LF) do IP,
da (C) modulagéo parassimpética (LF) do IP e da (D) razdo LF/HF do IP dos animais normotensos (NT) e com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso
corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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4.3. Efeitos da inibicdo da catalase pela injecdo aguda de ATZ sobre a PAM e atividade
simpatica renal e esplancnica em animais com hipertensdo 2R1C anestesiados

Os resultados apresentados nos itens anteriores demostraram que animais com
hipertensdo 2R1C tiveram uma diminuicdo da PAM e da modulacdo simpatica pela inibicéo
da catalase promovida pela injecdo sc de ATZ. Para se confirmar a contribui¢cdo do sistema
nervoso simpatico neste modelo de hipertensdo e se os efeitos anti-hipertensivos promovidos
pelo ATZ sc sdo devidos a uma reducdo da atividade simpatica, possivelmente por sua acéo
central do ATZ, propusemos estudar o que ocorre na atividade simpatica nos leitos renal e
esplancnico em animais anestesiados.

A injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc promoveu uma
reducdo da atividade nervosa simpatica renal (ANSr) (0 = 0 % de resposta pré-injecdo de
ATZ, vs. -51,5 £ 10 % de resposta lhora ap6s ATZ) [F (6,18) = 10,51; p < 0,05] (Figura
12A). Entretanto, a inje¢do de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc ndo promoveu diferenca
na atividade nervosa simpatica esplancnica (ANSs) (0 £ 0 % de resposta pré-injecao de ATZ,
vs. -8,4 + 16 % de resposta 1hora ap6s ATZ) [F (6,30) = 1,98; p > 0,05] (Figura 12B).
Semelhante ao que ocorreu nos animais nao anestesiados, a PAM nos ratos com hipertensao
2R1C que foram utilizados para o registro do nervo renal foi reduzida pela injecdo de ATZ
(300 mg/kg de peso corporal) sc (180 + 13 mmHg pré-injecdo de ATZ, vs. 160 + 13 mmHg/1
hora) [F (6,18) = 11,55; p < 0,05] (Figura 12C), além de diminuir a PAM dos ratos utilizados
para registro do nervo esplancnico (206 + 11 mmHg pré-injecdo de ATZ, vs. 180 + 10 mmHg
1 hora ap6s ATZ) [F (6,30) = 2,71; p < 0,05] (Figura 12D). Tais respostas podem ser
ilustradas pelo tragado representativo de um animal utilizado para registro da atividade
simpatica renal e outro animal utilizado para o registro da atividade simpatica esplancnica
(Figura 13)
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Figura 12: Modificagbes da (A) atividade nervosa simpatica renal (ANSr), (B) atividade nervosa simpatica
esplancnica (ANSs) e (C, D) PAM dos animais testados em A e B, respectivamente, ap6s a injecdo aguda de
ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc em ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela
média £ EPM, n = nimero de animais.
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ATZ 300 mg/kg
60 min

Basal hexametonio

Figura 13: Tracado representativo demonstrando as modifica¢des de PAM, atividade nervosa simpética renal
(ANSI) e atividade nervosa simpética esplancnica (ANSs) ap6s a injecdo aguda de ATZ (300 mg/kg de peso
corporal) sc em ratos com hipertensdo 2R1C.
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4.4. Expressdo de RNAm de citocinas inflamatorias, de componentes do sistema renina
angiotensina, do estresse oxidativo e da ativacdo de microglia no hipotdlamo de ratos
normotensos e hipertensos tratados com injecao crénica de ATZ
4.4.1. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ na expressdo de RNAm de
citocinas inflamatdrias, de componentes do sistema renina angiotensina (SRA), do estresse
oxidativo e da ativacao de microglia no hipotalamo de ratos normotensos e SHR

Ao final dos experimentos com o0s ratos normotensos e SHR que foram
submetidos ao tratamento crénico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg
de peso corporal diérias) ou salina sc por 9 dias foram realizadas as quantificacdes da
expressao de RNAm de citocinas inflamatorias, componentes do SRA, do estresse oxidativo e
da ativacdo de micrdglia representada pelo gene CD11 que é um indicador da ativacdo da
micrdglia no hipotalamo destes animais. Nos ratos SHR tratados com salina ha um aumento
da expressdo de RNAm para citocina pro-inflamatéria IL-6 no hipotalamo quando comparado
aos animais normotensos tratados com salina (SHR salina: 1,53 + 0,106 nimero de vezes, vs.
NT salina: 1,00 £ 0,104 nimero de vezes). O tratamento crénico com ATZ sc foi capaz de
diminuir a expressdo de RNAm para citocina pré-inflamatérias IL-6 em ratos SHR (ATZ:
1,17 + 0,066 nimero de vezes vs. salina: 1,53 + 0,106 numero de vezes) [F(3,20) = 8,07; p <
0,05] (Figura 14A) porém, nao alterou de forma significativa da expressdo de RNAm para
TNF-a (ATZ: 1,123 £ 0,062 nimero de vezes vs. salina: 1,229 + 0,117 nimero de vezes)
[F(3,20) = 1,25; p = 0,31] (Figura 14B) e IL-1p (ATZ: 1,167 = 0,119 namero de vezes Vs.
salina: 1,31 + 0,113 numero de vezes) [F(3,20) = 1,59; p = 0,22] (Figura 14C). Entretanto, o
tratamento crénico com ATZ promoveu um aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10
(ATZ: 2,336 + 0,445 numero de vezes vs. salina: 1,022 + 0,215 ndmero de vezes) [F(3,16) =
5,36; p < 0,05] (Figura 14D) no hipotalamo de ratos SHR. Com relacdo aos componentes do
SRA, o tratamento cronico com ATZ sc ndo alterou a expressdo de RNAm para a enzima
conversora de angiotensina (ECA) (ATZ: 1,171 + 0,049 numero de vezes vs. salina: 1,174 +
0,038 numero de vezes) [F(3,20) = 1,92; p = 0,15] (Figura 15A) poréem, ATZ foi capaz de
reduzir a expressdo do RNAm para o receptor AT1 quando comparado aos ratos SHR tratados
com salina (ATZ: 0,814 £ 0,029 numero de vezes vs. salina: 1,0 = 0,041 nimero de vezes)
[F(3,20) = 3,88; p < 0,05] (Figura 15B) no hipotalamo de ratos SHR. J& com relacdo a
marcadores de estresse oxidativo observamos que nos ratos SHR ha uma tendéncia de
aumento da expressao da isoforma NOX2 da NADPH oxidase quando comparado aos ratos

normotensos tratados com salina (SHR salina: 1,52 + 0,270 nimero de vezes vs. salina: 1,00 £
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0,121 namero de vezes) [F(3,20) = 3,16; p = 0,038] e este aumento na expressao da isoforma
NOX2 da NADPH oxidase que foi reduzido pelo tratamento crénico com ATZ sc (ATZ:
0,854 + 0,063 nimero de vezes vs. salina: 1,518 £ 0,270 namero de vezes) [F(3,20) = 3,16; p
< 0,05] (Figura 16A) no hipotalamo de ratos SHR. Porém, ndo houve diferenca na
quantificacdo do RNAm para expressdo de outra isoforma da NADPH oxidase, a NOX4
(ATZ: 0,973 + 0,035 numero de vezes vs. salina: 0,854 + 0,056 nimero de vezes) [F(3,20) =
2,52; p > 0,05] (Figura 16B) no hipotalamo de ratos SHR. Além disso, ao se quantificar o
gene CD11 que é um gene indicador da ativacdo da microglia, os ratos SHR apresentam
aumento na ativacdo de micrdglia no hipotalamo quando comparados aos ratos normotensos
tratados com salina sc (SHR salina: 1,79 + 0,083 nimero de vezes vs. NT salina: 1,00 + 0,1
nimero de vezes) e este aumento foi reduzido pelo tratamento crénico com ATZ sc (ATZ:
1,474 £ 0,061 numero de vezes vs. salina: 1,791 + 0,083 numero de vezes) [F(3,16) = 33,37; p
< 0,05] (Figura 16C).
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Figura 14: Expressdo do RNAm no hipotdlamo da (A) interleucina-6 (IL-6), do (B) fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), da (C) interleucina-1p (IL-1B) e da (D) interleucina-10 (IL-10) de animais normotensos (NT) e SHR
tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os

resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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Figura 15: Expressdo do RNAm no hipotdlamo da (A) enzima conversora de angiotensina (ECA) e do (B)
receptor AT1(AT1r) de animais normotensos (NT) e SHR tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso
corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n =
nimero de animais.
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Figura 16: Expressdo do RNAmM no hipotalamo da (A) subunidade da NADPH oxidase NOX2 (NOX2), da (B)
subunidade da NADPH oxidase NOX4 (NOX4) e do (C) marcador de ativagdo de micrdglia (CD11) de animais
normotensos (NT) e SHR tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 mi/kg de
peso corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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4.4.2. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ na expressdo de RNAm de
citocinas inflamatdrias, de componentes do sistema renina angiotensina (SRA), do estresse
oxidativo e da ativacdo de microglia no hipotalamo de ratos normotensos e com hipertensao
2R1C

Ao final dos experimentos com 0s ratos normotensos e com hipertensdo 2R1C
que foram submetidos ao tratamento cronico com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de
300 mg/kg de peso corporal diarias) ou salina sc por 9 dias foram realizadas as quantificacdes
da expressdo de RNAm de citocinas inflamatorias, componentes do SRA, do estresse
oxidativo e da ativacdo de microglia representada pelo gene CD11 que é um indicador da
ativacdo da microglia no hipotalamo destes animais. Nos ratos com hipertensdo 2R1C
tratados com salina hd um aumento da expressdo de RNAm para citocina pro-inflamatéria IL-
6 no hipotadlamo quando comparado aos animais normotensos tratados com salina (2R1C
salina: 2,32 = 0,360 nimero de vezes, vs. NT salina: 1,00 £ 0,170 nimero de vezes). O
tratamento cronico com ATZ sc foi capaz de diminuir a expressdo de RNAm para citocinas
pré-inflamatorias IL-6 (ATZ: 0,803 £ 0,057 ndmero de vezes vs. salina: 2,318 + 0,360
namero de vezes) [F(3,18) = 9,31; p < 0,05] (Figura 17A). Além disso, nos ratos com
hipertensdo 2R1C tratados com salina também h&a um aumento da expressdo de RNAmM para
citocina pro-inflamatéria TNF-a no hipotalamo quando comparado aos animais normotensos
tratados com salina (2R1C salina: 8,03 + 1,95 nimero de vezes, vs. NT salina: 1,00 + 0,06
numero de vezes). O tratamento crénico com ATZ sc foi capaz de diminuir a expressdo de
RNAmM para TNF-a (ATZ: 0,876 + 0,108 numero de vezes vs. salina: 8,031 + 1,949 nimero
de vezes) [F(3,18) = 13,34; p < 0,05] (Figura 17B) porém, ndo alterou de forma significativa a
expressdo de RNAm para IL-1B (ATZ: 0,818 + 0,117 nimero de vezes vs. salina: 1,807 +
0,754 numero de vezes) [F(3,24) = 1,190; p > 0,05] (Figura 17C), bem como a expressao da
citocina anti-inflamatoria 1L-10 (ATZ: 1,190 £ 0,485 vs. salina: 0,927 + 0,335 nimero de
vezes) [F(3,24) = 0,13; p > 0,05] (Figura 17D) no hipotalamo de ratos com hipertensao 2R1C.
Com relagdo aos componentes do SRA, o tratamento cronico com ATZ sc ndo alterou a
expressdo de RNAm para a enzima conversora de angiotensina (ECA) (ATZ: 0,945 + 0,064
namero de vezes vs. salina: 0,964 + 0,098 numero de vezes) [F(3,18) = 0,56; p > 0,05]
(Figura 18A). Entretanto, nos ratos com hipertensdo 2R1C ha um aumento na expresséo de
RNAmM para o receptor AT1 no hipotalamo quando comparado aos ratos normotensos tratados
com ATZ (2R1C salina: 1,19 + 0,21 numero de vezes vs. salina: 0,58 + 0,04 nimero de

vezes), e este aumento foi reduzido pelo tratamento crénico com ATZ (ATZ: 0,743 + 0,045
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namero de vezes vs. salina: 1,191 + 0,217 numero de vezes) [F(3,24) = 5,10; p < 0,05]
(Figura 18B) no hipotalamo de ratos com hipertensdo 2R1C. J& com relagdo a marcadores de
estresse oxidativo observamos que nos ratos com hipertensdo 2R1C nao houve diferenca
significativa na expressdo da isoforma NOX2 da NADPH oxidase pelo tratamento cronico
com ATZ sc (ATZ: 0,851 £ 0,134 numero de vezes vs. salina: 1,758 + 0,533 numero de
vezes) [F(3,21) = 0,92; p > 0,05] (Figura 19A) e da isoforma da NADPH oxidase, a NOX4
(ATZ: 0,984 + 0,072 nimero de vezes vs. salina: 0,987 = 0,089 nimero de vezes) [F(3,24) =
0,31; p > 0,05) (Figura 19B) no hipotalamo de ratos com hipertensdo 2R1C. Além disso, 0s
ratos com hipertensdo 2R1C ndo apresentaram alteracGes na ativacdo de microglia
representado pela quantificagdo do gene CD11 (indicador da ativacdo da micréglia) no
hipotdlamo deste animais pelo tratamento crénico com ATZ sc (ATZ: 0,454 + 0,066 numero
de vezes vs. salina: 1,025 + 0,397 numero de vezes) [F(3,24) = 0,314; p > 0,05] (Figura 19C).
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Figura 17: Expressdo do RNAm no hipotdlamo da (A) interleucina-6 (IL-6), do (B) fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), da (C) interleucina-1p (IL-1P) e da (D) interleucina-10 (IL-10) de animais normotensos (NT) e com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 mi/kg de peso

corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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Figura 18: Expressdo do RNAm no hipotdlamo da (A) enzima conversora de angiotensina (ECA) e do (B)
receptor AT1 (AT1r) de animais normotensos (NT) e com hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ
(600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados estdo representados pela
média = EPM, n = ndmero de animais.
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Figura 19: Expressdo do RNAm no hipotalamo da (A) subunidade da NADPH oxidase NOX2 (NOX2), da (B)
subunidade da NADPH oxidase NOX4 (NOX4) e do (C) marcador de ativagdo de micrdglia (CD11) de animais
normotensos (NT) e com hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou
salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de

animais.

Mariana Ruiz Lauar




Resultados 77

4.5. Efeitos nas respostas barorreflexas em ratos normotensos e hipertensos tratados
com injecGes cronicas de ATZ

4.5.1. Efeitos do tratamento cronico de ATZ sc nas respostas barorreflexas em ratos
normotensos e SHR

Em comparagdo com ratos normotensos tratados com salina sc, os SHR
tratados com salina apresentaram um prejuizo da resposta taquicardica (inclina¢do: SHR-
salina: -1,23 + 0,17, vs. NT-salina: -3,25 *+ 0,22) [F(3,20)= 13,13; p < 0,05] em resposta a
queda de PA promovida pelo NPS (30 pg/kg), sem modificagdes da resposta bradicardica
reflexa (inclinacdo: SHR-salina: -0,74 = 0,044, vs. NT-salina: -0,63 £+ 0,05) em resposta ao
aumento de PA promovida pela fenilefrina (5 pg/kg) (Figura 20).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg de peso corporal diariamente) sc por 9 dias
em SHR ndo modificou as respostas reflexas taquicardicas (inclinacdo SHR-ATZ: -1,18 +
0,16) ou bradicardicas (inclinagdo SHR-ATZ: -0,34 + 0,01) em compara¢do com as mesmas
respostas em SHR tratados com salina sc (Figura 20).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg de peso corporal diariamente) sc por 9 dias
em ratos normotensos produziu uma piora na resposta taquicardica promovida pelo NPS
(inclinacdo: NT-ATZ: -1,89 + 0,31), poréem causou uma melhoria da resposta bradicardica
promovida pela fenilefrina (inclinagdo: NT-ATZ: -1,15 + 0,08) [F(3,20) = 13,13; p < 0,05] em

comparagao com as mesmas respostas em ratos normotensos tratados com salina (Figura 20).
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Figura 20: Funcdo barorreflexa de ratos normotensos (NT) e SHR tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg
de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc avaliada pelas inje¢es intravenosas de fenilefrina (5
ug/kg) e nitroprussiato de sddio (30 pg/kg). Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de

animais.
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4.5.2. Efeitos do tratamento cronico de ATZ sc nas respostas barorreflexas em ratos
normotensos e com hipertensdo 2R1C

Em comparacdo com ratos normotensos tratados com salina sc, em ratos com
hipertensdo 2R1C tratados com salina sc ndo houve modificacdo das respostas reflexas
taquicérdicas a ativagdo dos barorreceptores com NPS (30 pg/kg) (Figura 21). Porém, o
tratamento com ATZ (600 mg/kg de peso corporal diariamente) sc por 9 dias em ratos com
hipertensdo 2R1C produziu uma piora na resposta taquicardica promovida pelo NPS
comparados aos ratos normotensos tratados com salina (inclinagcdo: NT-salina: -1,91 £ 0,26,
vs. 2R1C-ATZ: -0,66 + 0,09) [F(3,20) = 3,42; p < 0,05].

N&o houve diferenca nas respostas bradicardicas em resposta ao aumento de
PA promovida pela fenilefrina (5 png/kg) entre os grupos testados [F(3,21) = 2,98; p > 0,05]
(Figura 21).
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Figura 21: Funcéo barorreflexa de ratos normotensos (NT) e 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg
de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc avaliada pelas injecdes intravenosas de fenilefrina (5
Ha/kg) e nitroprussiato de sddio (30 pg/kg). Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de
animais.
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4.6. Efeitos da injecao aguda de ATZ sc sobre as respostas pressoras da noradrenalina e
angiotensina Il injetada intravenosamente e sobre o bloqueio ganglionar em ratos
normotensos e com hipertensdo 2R1C

Este protocolo foi realizado para testar se a injecdo aguda sc de ATZ (300
mg/kg de peso corporal) modificaria as respostas pressoras da noradrenalina e da ANG 1l
agindo diretamente em seus receptores nos vasos sanguineos, ou seja, se 0 ATZ poderia
prejudicar os mecanismos vasoconstritores por uma acdo direta nos vasos sanguineos, o que
poderia excluir possiveis mecanismos centrais de atuacdo do ATZ para produzir efeitos anti-
hipertensivos. O bloqueio ganglionar com hexametdnio foi feito para se testar o nivel de
atividade do sistema nervoso simpatico em ratos normotensos e com hipertensdo 2R1C com e
sem tratamento com ATZ.

A noradrenalina (1 nmol/0,1 ml) injetada iv age em receptores a,-adrenérgicos
causando potente vasoconstricdo e, consequentemente, aumento da PAM. Em ratos
normotensos, a noradrenalina ocasionou um aumento de PAM (A nor: 51 £ 1 mmHg, vs. A
salina: -1,6 = 1 mmHg) e consequente bradicardia (A nor: -94 £ 6 bpm, vs. A salina: -9,6 + 8
bpm), respostas estas que foram menores em ratos com hipertensdo 2R1C: PAM (A nor: 28,5
+ 2 mmHg, vs. A salina: -0,6 £ 2 mmHg) e consequente bradicardia (A nor: -19 £ 5 bpm, vs.
A salina: 3 = 6 bpm) [F(7,36)=3,162; p < 0,05]. A injecdo aguda sc de ATZ ndo promoveu
alteracOes nas respostas pressoras e bradicardicas promovidas pela noradrenalina injetada iv
antes da injecdo de ATZ sc em ratos normotensos PAM (A nor: 43 + 1 mmHg, vs. A salina:
0,2 = 1 mmHg) e FC (A nor: -100 = 8 bpm, vs. A salina: 3,4 £ 4 bpm) e com hipertensao
2R1C PAM (A nor: 31 + 3 mmHg, vs. A salina: 2,5 + | mmHg) e FC (A nor: -12 + 4 bpm, vs.
A salina: 3 + 2 bpm) (Figura 22A e 22B).

A ANG Il (50 ng/0,1 ml) injetada iv age em receptores AT1 causando potente
vasoconstricdo e, consequentemente, aumento da PAM. Em ratos normotensos, a ANG |l
ocasionou um aumento de PAM (A ANG II: 49 + 1 mmHg, vs. A salina: -1,6 + 1 mmHg) e
consequente bradicardia (A ANG II: -70 £ 4 bpm, vs. A salina: 9,6 £ 7 bpm), respostas estas
que foram menores em ratos com hipertensdo 2R1C: PAM (A ANG IlI: 35 £ 3 mmHg, vs. A
salina: -0,6 + 2 mmHg) e consequente bradicardia (A ANG II: -17 £ 5 bpm, vs. A salina: 3+ 6
bpm) [F(7,36)=3,945; p < 0,05]. A injecdo aguda sc de ATZ ndo promoveu alteracfes nas
respostas pressoras e bradicardicas promovidas pela ANG Il injetada iv antes da injecdo de
ATZ sc em ratos normotensos PAM (A ANG II: 42 + 1 mmHg, vs. A salina: 0,2 + 1 mmHg) e
FC (A ANG II: -72 + 4 bpm, vs. A salina: 3,4 + 4 bpm) e com hipertensdo 2R1C PAM (A
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ANG II: 27 + 3 mmHg, vs. A salina: 2,5 + 1 mmHg) e FC (A ANG II: -25 £+ 5 bpm, vs. A
salina: 3 + 2 bpm) (Figura 23A e 23B).

O hexametonio (30 mg/kg de peso corporal) injetado iv promove um blogueio
ganglionar utilizado entdo para analisar a contribuicdo do sistema nervoso simpatico. Em
ratos normotensos, a injecdo iv de hexametdnio promoveu uma queda da PAM (A Hexa: -49 £
1 mmHg, vs. A salina: 2,6 + 1 mmHg) e bradicardia (A Hexa: -27 = 2 bpm, vs. A salina: 1 + 3
bpm), respostas estas que foram maiores em ratos com hipertensdo 2R1C PAM: (A Hexa: -
106 £ 7 mmHg, vs. A salina: -1,8 £ 1 mmHg) e bradicardia (A Hexa: -55 + 2 bpm, vs. A
salina: -3,5 + 3 bpm). A injecdo sc de ATZ ndo alterou estas respostas em animais
normotensos PAM (A Hexa: -45 £ 1 mmHg, vs. A salina: 0,2 + 1 mmHg) e bradicardia (A
Hexa: -28 £ 4 bpm, vs. A salina: 3,4 £ 4 bpm), contudo em ratos com hipertensdo 2R1C
houve uma diminuicdo na resposta depressora e bradicardica ap6s a injecdo sc de ATZ PAM:
(A Hexa: -58 £ 5 mmHg, vs. A salina: 2,5 =+ 1 mmHg) [F(3,18) = 6,614; p < 0,05] e
bradicardia (A Hexa: -25 £ 5 bpm, vs. A salina: 3 + 3 bpm) [F(3,18) = 3,716; p < 0,05]
(Figura 24A e 24B).
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Figura 22: Modificacdes da (A) PAM e (B) FC induzidas por inje¢Bes intravenosas (iv) de noradrenalina (1
nmol/0,1 ml) pré e pds-injecdo de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc em
ratos normotensos (NT) e ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n =
namero de animais.
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Figura 23: Modificacdes da (A) PAM e (B) FC induzidas por injec8es intravenosas (iv) de angiotensina Il (50
ng/0,1 ml) pré e pos-injecdo de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc em
ratos normotensos (NT) e ratos com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela média £ EPM, n
= nUmero de animais.
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Figura 24: Moadificagbes da (A) PAM e (B) FC ap6s o blogueio ganglionar com injecéo intravenosa (iv) de
hexametonio (30 mg/kg de peso corporal) pés-injegdo de ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg
de peso corporal) sc em ratos normotensos (NT) e com hipertensdo 2R1C. Os resultados estdo representados pela
média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.7. Efeitos do tratamento com injecdo crénica de ATZ sc na ingestdo de 4gua e alimento
e peso corporal de ratos normotensos e hipertensos

4.7.1. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ na ingestdo de agua, de alimento
e peso corporal em ratos normotensos

O tratamento com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc por 8 dias em ratos
normotensos ndo induziu alteragdes significativas na ingestdo diaria de gua [F(1,13) = 2,89;
p > 0,05] (Figura 25A). Ja a ingestdo de alimento aumentou significativamente no decorrer do
protocolo experimental conforme os animais foram se habituando as gaiolas metabdlicas e a
mudanca da racao de pellets para ragdo em p6, no entanto ndo houve diferenca entre os grupos
experimentais [F(1,112) = 0,12; p > 0,05] (Figura 25B). Com relacdo ao peso corporal,
também nado houve diferenca significativa entre os grupos experimentais [F(1,112) = 6,42; p >
0,05] embora o peso corporal de cada grupo tenha aumentado significativamente ao final do
protocolo experimental (Figura 25C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diarias) sc por 8 dias em ratos normotensos também ndo produziu modificacdes
significativas na ingestdo diaria de 4gua em comparacdo com os ratos tratados com salina
[F(1,104) = 0,55; p > 0,05] (Figura 25D). Ja& o grupo tratado com ATZ sc apresentou uma
diminuigdo na ingestdo de alimento nos dias 6 e 7 de tratamento [F(12,1) = 10,04; p < 0,001]
(Figura 25E). Com relagéo ao peso corporal, ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos
experimentais [F(1,104) = 2,65; p > 0,05], contudo o peso corporal de cada grupo aumentou

significativamente ao final do protocolo experimental (Figura 25F).
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Figura 25: (A) ingestdo diaria de &gua, (B) ingestdo diaria de alimento, (C) peso corporal de ratos hormotensos
tratados cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc e (D)
ingestdo diéria de &gua, (E) ingestdo diaria de alimento, (F) peso corporal de ratos normotensos tratados
cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados
estdo representados pela média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.7.2. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ no volume urinério e excrecao
de Na™ e K* em ratos normotensos

Os ratos normotensos tratados com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc
apresentaram um volume urinério maior durante todo protocolo experimental com relacdo ao
grupo tratado com salina sc no mesmo periodo [F(1,13) = 14,45; p < 0,05] (Figura 26A). Com
relagdo excrecdo diaria de Na*, houve um aumento da excrecdo de Na* em ambos os grupos
tratados (ATZ e salina) sc nos dias 4, 5 e 7 com relacdo ao periodo controle [F(1, 13) = 3,12;
p < 0,001], sem haver diferencga entre 0s grupos tratados com ATZ ou salina (Figura 26B).
Houve um aumento na excrecéo diaria de K™ nos animais tratados com salina sc nos dias 3, 4,
5, 6 e 7 com relagdo ao periodo controle [F(13,1) = 4,65; p < 0,001], sem haver também
diferenca entre os grupos tratados (Figura 26C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diarias) sc por 8 dias em ratos normotensos apresentou uma reducdo do volume
urinario no dia 7 com relagdo 1° dia de tratamento com inje¢Bes sc tanto no grupo salina
guanto no grupo tratado com ATZ [F(12,1) = 2,84; p < 0,05] (Figura 26D). Porém, com
relacdo a excrecdo diaria de Na" e K", estas ndo foram alteradas pelos tratamentos com ATZ
sc [F(1,12) = 0,69; p > 0,05], [F(1,12) = 0,38; p > 0,05] (figuras 26E e 26F).
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Figura 26: (A) volume urinario diario, (B) excrecdo diaria de Na", (C) excrecdo diaria de K™ de ratos
normotensos tratados cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal)
sc e (D) volume urinario diario, (E) excregdo diaria de Na*, (F) excrecdo diaria de K* de ratos normotensos
tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os
resultados estdo representados pela média + EPM, n = ndmero de animais.
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4.7.3. Efeitos do tratamento crénico com injecOes sc de ATZ na ingestao de agua, de alimento
e peso corporal em ratos SHR

O tratamento com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc por 8 dias em ratos
SHR néo induziu alteracdes significativas na ingestdo diaria de agua [F(1,96) = 0,18; p >
0,05] (Figura 27A), bem como na ingestdo de alimento [F(1,96) = 0,28; p > 0,05] (Figura
27B). Com relagéo ao peso corporal, o grupo tratado com ATZ sc apresentou peso corporal
maior que o grupo tratado com salina durante todo o protocolo experimental [F(11,96) =
0,013; p > 0,05] (Figura 27C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diarias) ou salina sc por 8 dias em ratos SHR apresentou uma diminuicéo da ingestao
de agua com relagéo ao periodo controle [F(11,120) = 2,33, p < 0,05] (Figura 27D). J& com
relacdo a ingestdo de alimento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados
[F(11,120) = 1,36; p > 0,05] (Figura 27E). Com relag&o ao peso corporal, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais [F(1,120) = 0,56; p > 0,05] (Figura 27F).
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Figura 27: (A) ingestdo diaria de agua, (B) ingestdo diaria de alimento, (C) peso corporal de ratos SHR tratados
cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc e (D) ingestao
diéria de agua, (E) ingestdo diaria de alimento, (F) peso corporal de ratos SHR tratados cronicamente com ATZ
(600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados estdo representados pela
média + EPM, n = nimero de animais.
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4.7.4. Efeitos do tratamento crénico com injecdes sc de ATZ no volume urinério e excrecao
de Na™ e K" em ratos SHR

Os ratos SHR tratados com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc apresentaram
um volume urinario maior durante os dias 0, 2, 6 e 8 com relagdo ao grupo tratado com salina
sc [F(11,96) = 46,79; p < 0,05] (Figura 28A). Com relacio a excrecdo diaria de Na* n&o
houve alteragdes significativas entre ambos os grupos tratados (ATZ e salina) [F(1, 96) =
3,25; p > 0,05] (Figura 28B). Ja com relacdo a excrecdo diaria de K também n3o houve
alteracdes significativas nos ratos tratados com ATZ sc quando comparados com 0s animais
tratados com salina sc [F(1,96) = 0,09; p > 0,05] (Figura 28C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diarias) sc por 8 dias em ratos SHR apresentou um aumento no volume urinario nos
dias 1, 2, 4, 6 com relacdo ao grupo salina [F(11,112) = 56,11; p < 0,001] (Figura 28D). Com
relacdo a excrecdo diaria de Na foi observado um aumento da excrecdo de Na® com o
tratamento de ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso corporal diérias)
no dia 4 com relagdo ao inicio do tratamento com ATZ e um aumento da excre¢io Na* nos
dia 5 com relacdo ao dia 2 com o tratamento de salina [F(11,120) = 4,39; p < 0,05] (figura
28E). Ja com relacdo a excrecdo diaria de K, foram observadas diferencas significativas nos
dias 0, 1, e 2 com relacdo ao 4° dia no grupo tratado com salina [F(11,120) = 3,57; p < 0,05]
(figura 28F).
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Figura 28: (A) volume urinério diario, (B) excrecdo diaria de Na®, (C) excrecdo diaria de K* de ratos SHR
tratados cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc e (D)
volume urinario diario, (E) excrecdo diaria de Na’, (F) excrecdo diaria de K' de ratos SHR tratados
cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso corporal) sc. Os resultados
estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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4.7.5. Efeitos do tratamento crénico com injec¢Ges sc de ATZ na ingestdo de &4gua, de alimento
e peso corporal em ratos com hipertensédo 2R1C

O tratamento com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc por 8 dias em ratos
com hipertensdo 2R1C ndo induziu alteracGes significativas na ingestdo didria de agua
[F(1,130) = 0,01; p = 0,91> 0,05] (Figura 29A), bem como na ingestdo de alimento [F(1,132)
= 0,003; p > 0,05] (Figura 29B). Com relacdo ao peso corporal, os animais do grupo tratado
com ATZ apresentaram um menor peso corporal com relagdo ao grupo tratado com salina nos
dias -2, -1, 0 e 1 [F(1,132) = 30,45; p < 0,05] (Figura 29C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diérias) sc por 8 dias em ratos com hipertensdo 2R1C apresentou uma diminuigdo da
ingestdo de agua com relacdo ao grupo salina no dia 8, enquanto que o0 grupo tratado com
salina sc apresentou uma tendéncia a aumentar sua ingestdo de agua apés o dia 3 [F(1,228) =
5,56, p = 0,019] (Figura 29D). Ja com relacgdo a ingestdo de alimento, houve uma reducéo da
ingestdo de alimento no grupo tratado com ATZ no primeiro dia de tratamento com relagéo ao
grupo tratado com salina [F(1,228) = 5,10; p < 0,05] (Figura 29E). Com relacdo ao peso
corporal, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais [F(1,228) = 2,60; p
> 0,05] (Figura 29F).
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Figura 29: (A) ingestdo diaria de agua, (B) ingestdo diéria de alimento, (C) peso corporal de ratos com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 ml/kg de peso
corporal) sc e (D) ingestdo diaria de &gua, (E) ingestdo diaria de alimento, (F) peso corporal de ratos com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 mi/kg de peso
corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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4.7.6. Efeito do tratamento crénico com inje¢des sc de ATZ no volume urinario e excrecao de
Na™ e K" em ratos com hipertensdo 2R1C

Os ratos 2R1C tratados com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) sc nao
apresentaram diferenca significante no volume urinario com relacdo ao grupo tratado com
salina [F(1,132) = 0,40; p > 0,05] (Figura 30A). Com relacdo a excrecdo diaria de Na*, houve
uma diminuic&o da excrecdo de Na* no grupo tratado com ATZ no primeiro dia de tratamento
com ATZ sc quando comparado ao grupo tratado com salina sc [F(1, 60) = 8,42; p > 0,05]
(Figura 30B). Ja com relagdo a excrecdo diaria de K* ndo houve alteragbes significativas na
excrecdo de K™ nos animais tratados com ATZ quando comparados com os animais tratados
com salina [F(1,60) = 1,98; p > 0,05] (Figura 30C).

O tratamento com ATZ (600 mg/kg dadas em duas doses de 300 mg/kg de peso
corporal diarias) sc por 8 dias em ratos com hipertensdo 2R1C nao apresentou alteracdes
significativas no volume urinario com relacdo ao grupo salina [F(1,228) = 0,87; p > 0,05]
(Figura 30D). Com relagdo a excrecdo diaria de Na* ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos tratados com ATZ e salina sc [F(11,203) = 3,63; p > 0,05] (figura
30E). Ja com relagdo a excrecdo diaria de K*, o tratamento com ATZ sc promoveu um
aumento na excrecdo diaria de K* nos dia 3 com relagdo ao grupo tratado com salina
[F(1,240) = 0,033; p < 0,05] (Figura 30F).
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Figura 30: (A) volume urinario diario, (B) excrecdo diaria de Na*, (C) excregdo diaria de K* de ratos com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (300 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 mi/kg de peso
corporal) sc e (D) volume urinario diario, (E) excrecdo diaria de Na*, (F) excrecdo diaria de K* de ratos com
hipertensdo 2R1C tratados cronicamente com ATZ (600 mg/kg de peso corporal) ou salina (1 mi/kg de peso
corporal) sc. Os resultados estdo representados pela média + EPM, n = nimero de animais.
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5. DISCUSSAO
Os principais achados desta tese encontram-se resumidos na tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Resumo das principais respostas obtidas apds injecGes agudas ou cronicas de ATZ

em ratos normotensos, SHR e com hipertensdo 2R1C

Respostas Normotensos SHR 2R1C
PAM (aguda) Né&o altera ! !
FC (aguda) Né&o altera ! !
PAM (cronica) - ! !
FC (crénica) - Né&o altera Né&o altera
LF (PAS) Né&o altera ! !
LF (IP) Né&o altera ! !
HF (IP) Né&o altera 1 1
LF/HF Nao altera ! !
ANSr - - !
RNAmM IL-6 Né&o altera ! !
RNAmM TNF-a, Né&o altera Né&o altera !
RNAmM AT1r Né&o altera ! !
RNAmM NOX2 Né&o altera ! Né&o altera
RNAm CD11 Né&o altera ! Né&o altera
Barorreflexo ! Né&o altera !
APA noradrenalina iv N&o altera - Né&o altera
APA angiotensina Il iv Né&o altera - Né&o altera
APA hexameto6nio iv Né&o altera - !
Ingestdo de agua Né&o altera Né&o altera !
Ingestéo de alimento N&o altera Né&o altera Né&o altera
Peso corporal N&o altera Nao altera Nao altera
Volume urinario N&o altera Né&o altera Né&o altera
Excrecdo Na* N&o altera Né&o altera Né&o altera
Excrecdo K* N&o altera Né&o altera Né&o altera

ATZ (300 mg/kg de peso corporal em injecdo Unica ou 600 mg/kg de peso corporal/dia por 9
dias). LF (PAS) - indice da modulagdo simpética vasomotora; LF (IP) - indice da modulagéo

simpaética cardiaca; HF (IP) — modulacdo parassimpatica; LF/HF — balango simpato-vagal.
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Os resultados apresentados demonstraram que a inibicdo da catalase pela
injecdo de ATZ sc (300 mg/kg de peso corporal) agudamente foi capaz de diminuir a PAM de
SHR e com hipertensdo renovascular do tipo 2R1C, enquanto que nos ratos normotensos, a
injecdo sc de ATZ ndo promoveu nenhuma alteracdo consistente na PAM. Um efeito
hipotensor significativo inicia-se 1 hora e meia apés a injecdo sc da dose de 300 mg/kg de
ATZ nos SHR e 1 hora ap06s a inje¢do nos animais com hipertensdo 2R1C, perdurando estes
efeitos em ambos os tipos de hipertenséo por pelo menos 4 horas. Juntamente com a queda da
PAM também foi verificada queda da FC nos SHR e ratos 2R1C. A partir destes resultados
concluiu-se que seria mais adequado utilizar duas injecdes sc de ATZ, totalizando uma dose
diéria de 600 mg/kg de peso corporal (ou seja, duas injecdes de 300 mg/kg de peso corporal
com um intervalo de aproximadamente 12 horas entre elas) injetadas sc, pois assim haveria
maior seguranca de que a pressao arterial seria mantida baixa pelo maior tempo possivel nos
experimentos cronicos.

A dose de ATZ de 600 mg/kg de peso corporal cronicamente produziu uma queda da
PAM nos animais 2R1C e SHR ao longo dos dias de tratamento, sendo esta queda mais
pronunciada ao final dos 9 dias de tratamento. Entretanto, neste tratamento, ndo observamos
variagdes consistentes na FC como observadas com a inje¢do aguda nos animais 2R1C e
SHR. Visto que tanto a injecdo aguda quanto o tratamento cronico com ATZ sc foram capazes
de diminuir a PAM dos animais hipertensos, sem alterar a PAM dos animais normotensos, 0s
estudos foram direcionados na tentativa de desvendar os possiveis mecanismos pelos quais a
inibicdo da catalase pelas inje¢cbes de ATZ sc agudamente ou cronicamente produziam
reducdo da PAM nos animais 2R1C e SHR.

Uma das primeiras abordagens foi realizar uma anélise indireta da atividade simpatica,
um dos importantes sistemas que controlam e influenciam a pressao arterial. Utilizando-se da
analise espectral da pressdo arterial pulsatil, verificamos o que ocorria na variabilidade
cardiovascular como consequéncia das alteracBes nas modulacfes simpatica e parassimpatica
em ratos normotensos, SHR e com hipertensdo 2R1C. Em comparacdo com 0s ratos
normotensos, animais 2R1C e SHR apresentaram aumento da modulagdo simpatica da PAS
(um indice da atividade simpatica vasomotora) (DEBOER; KAREMAKER; STRACKEE,
1987), da modulacdo simpatica do IP (um indice da atividade simpatica cardiaca), diminuicéo
da modulacdo parassimpatica do IP e um aumento do balan¢o simpato-vagal (CERUTTI et
al., 1991; PAGANI et al., 1986). O tratamento crénico com ATZ sc (600 mg/kg de peso

corporal) reverteu estas alteragdes, reduzindo a modulagdo simpatica tanto vasomotora quanto
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cardiaca, aumentando a modulacdo parassimpética e melhorando o balango simpato-vagal dos
SHR e dos ratos com hipertensdo 2R1C. Porém, o tratamento crénico com ATZ sc ndo afeta
estes parametros nos animais normotensos, demonstrando que o aumento dos niveis de H,O,
pela inibi¢do da catalase interfere em mecanismos especificos envolvidos na hipertensédo. Este
reestabelecimento da modulacdo simpatica/parassimpéatica pode explicar em parte a
diminuicdo da PAM dos animais hipertensos tratados cronicamente com ATZ.

Para se confirmar os resultados da analise da variabilidade cardiovascular e buscar
quais porcdes do simpatico estariam sendo mais atingidas pelas acdes simpatoliticas do ATZ
foi feito o registro da atividade simpatica dos nervos renal e esplancnico em animais com
hipertensdo 2R1C anestesiados. De forma interessante, a injecdo aguda sc de ATZ (300 mg/kg
de peso corporal) nos ratos com hipertensdo 2R1C anestesiados diminuiu a PAM
(corroborando com o0s achado em animais ndo anestesiados) e também diminuiu
substancialmente a atividade nervosa simpatica do nervo renal. Porém, a atividade nervosa
simpatica do nervo esplancnico ndo foi alterada de forma consistente pelo tratamento com
ATZ sc agudamente. Estes resultados sugerem que a queda de PAM observada se deve
principalmente a reducdo de atividade nervosa simpatica renal com poucas modificacdes da
atividade simpatica espléncnica. Porém, estes resultados ndo permitem que se exclua a
reducdo da atividade simpética do nervo esplancnico como um dos possiveis mecanismos
envolvidos na reducdo da PAM em ratos hipertensos tratados cronicamente com ATZ.

Um aumento da modulacdo simpética e do balan¢o simpato-vagal em contrapartida a
uma diminuicdo da modulacdo parassimpatica que se inicia apos colocacao do clipe de prata
na artéria renal dos ratos e se estabelece ap6s 3 a 4 semanas apés a clipagem ja foi
demonstrado em estudos anteriores (OLIVEIRA-SALES et al., 2014). Estas alteracGes da
modulacdo simpatica/parassimpatica coincidem com o aumento gradual da PAM que
culminam no estado hipertensivo dos ratos 2R1C. Assim como no modelo de hipertensdo
2R1C também nos SHRs ha uma ativacdo do sistema renina-angiotensina, com uma maior
producdo de ANG II. ANG Il atuando em é&reas centrais importantes para o controle
cardiovascular promove simpatoexcitagdo, comprometimento do barorreflexo e
vasoconstricdo periférica. Os presentes resultados demonstraram que o tratamento crdnico
com ATZ sc promove uma melhora na modulagao simpética/parassimpatica e uma reducdo da
atividade nervosa renal que pode ser devido a um prejuizo das acdes da ANG Il em areas
centrais como, por exemplo, no PVN ou RVL dos ratos 2R1C e SHR. Os resultados

mostrando queda simultdnea da PAM e da atividade simpética também reforcam uma agéo
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central do ATZ para reduzir a atividade simpatica, possivelmente por interferir nos
mecanismos ativados pela ANG Il agindo centralmente. Como descrito por Guyenet em 2006,
0 PVN é um importante centro integrativo localizado no hipotalamo para onde convergem
sinais de outras areas hipotalamicas, bulbares e prosencefalicas envolvidas na regulacéo de
fluidos e metabolismo corporais, respostas imunes, termorregulacdo e controle da atividade
simpatica. Na porcdo parvocelular do PVN estdo localizados neur6nios autondémicos pré-
simpaticos que utilizam uma combinacdo de glutamato e peptideos como neurotransmissores
(por exemplo, vasopressina, ocitocina e CRF) inervando areas bulbares como o NTS e 0 RVL
além da medula espinhal controlando preferencialmente os eferentes simpaticos renais
[revisado em (GUYENET, 2006)].

Ha vérios trabalhos na literatura descrevendo que tanto nos SHRs quanto nos ratos
com hipertensdo 2R1C ocorre um prejuizo da funcdo barorreflexa (BLANCH et al., 2014;
BRODY; O’NEILL; PORTER, 1984; HAEUSLER; FINCH; THOENEN, 1972; JUDY et al.,
1976; MOREIRA et al., 2009; MORI, 1973) como resposta a0 aumento e sustentacdo da
PAM elevada. Trabalhos anteriores demonstraram que em SHR ou com hipertensdo 2R1C
que tiveram a superexpressao do fator inibitorio da migracdo de macréfagos (MIF) no NTS
houve melhora da funcéo barorreflexa (BARBOSA et al., 2017; FREIRIA-OLIVEIRA et al.,
2013). Ratos como em ratos com hipertensdo 2R1C também apresentaram uma melhora na
funcdo barorreflexa apds a superexpressdo de receptores AT2 (que resulta no aumento do
sistema protetor do sistema renina-angiotensina) no NTS (BLANCH et al., 2014). Contudo,
0s presentes resultados mostraram que o tratamento crénico com ATZ sc ndo foi capaz de
melhorar o comprometimento do barorreflexo nos animais hipertensos. Além disso, de forma
inesperada, o tratamento crénico com ATZ promoveu uma piora na resposta taquicardica
induzida pela injecdo iv de NPS tanto nos animais normotensos, quanto nos animais com
hipertensdo 2R1C. Uma possivel explicacdo para tal resultado pode ser o fato do aumento do
H,O, enddgeno produzido pela inibicdo da catalase agir em regides bulbares que controlam a
FC. Trabalhos de Cardoso e cols demonstraram que a injecdo de H,O, no 4° ventriculo
produz uma resposta pressora e bradicardica muito provavelmente por ativar neurbnios de
outras areas como nlcleo ambiguous (NA) e/ou regido RVL (MAXIMO CARDOSO et al.,
2006). Além disso, injecdo de H,0, no NTS produziu uma bradicardia intensa acompanhada
de um efeito bifasico sobre a PA, que foi uma hipotenséo intensa inicialmente seguida por
uma resposta pressora moderada (CARDOSO et al., 2009). Esses resultados sugerem que o

H,0, no 4° ventriculo ou no NTS é capaz de evocar uma resposta semelhante ao aumento de
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atividade do barorreflexo podendo inclusive envolver a ativagdo das mesmas vias. No caso da
taquicardia em resposta ao NPS, é possivel que a atenuacdo produzida pelo tratamento com
ATZ esteja relacionada ao efeito oposto do H,O, que atuando em &reas bulbares causa
bradicardia, portanto, se opondo a resposta taquicardica reflexa do NPS.

Estudos ja demonstraram a relacdo entre 0 aumento de citocinas pré-inflamatdrias em
importantes areas centrais que controlam a funcéo cardiovascular e a hipertensdo dependente
de ANG Il (DE KLOET et al., 2013, 2015; FERRARIO; STRAWN, 2006; SHI et al., 2010;
SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013). Ao analisarmos, utilizando PCR em tempo
real, a expressdo de RNAm para citocinas inflamatorias, componentes do SRA e de estresse
oxidativo no hipotalamo, observamos que em SHR houve um aumento da expressdo de
RNAmM para citocina pro-inflamatéria 1L-6 que foi reduzido ap6s o tratamento crénico com
injecbes de ATZ sc. Em SHR também houve reducdo da expressdao de uma importante
citocina anti-inflamatéria, a IL-10, que aumentou ap6s o tratamento com o inibidor da
catalase, o que representa um beneficio para o sistema protetor anti-inflamatoério. Além disso,
em SHR o tratamento com ATZ sc diminuiu a expressao de RNAm de receptores AT1, o que
representa uma possivel reducdo das acdes da ANG Il no hipotalamo. De forma interessante,
a expressdo de RNAm para isoforma da NADPH oxidase NOX2 elevado nos SHR foi
reduzida pelo tratamento crdénico com ATZ sc. Em animais hipertensos também h& um
aumento da ativacdo da micrdglia (DE KLOET et al., 2015; SHI et al., 2010) e o tratamento
crénico com ATZ sc levou a uma reducdo da expressdo de RNAm para o gene CD11, que é
um marcador da ativacdo da microglia. Com estes resultados pode-se sugerir que 0 estresse
oxidativo mais ativo nos SHR foi reduzido pela inibi¢do da catalase com inje¢des cronicas de
ATZ sc reestabelecendo a normalidade deste sistema que ajuda a sustentar a hipertenséo.

Nos ratos com hipertensdo 2R1C houve um aumento na expressdo de RNAm de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a), sem modificar a expressio de RNAm para
citocina anti-inflamatdria 1L-10 como observado nos SHR e um aumento na expressao do
RNAmM para receptores AT1 no hipotalamo. O tratamento crénico com ATZ sc promoveu
uma reducdo da expressdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e da expressdo de
receptores AT1 no hipotalamo. Entretanto, diferentemente dos SHR, 0s ratos com hipertensao
2R1C ndo apresentaram modificacdes consistentes nas isoformas NOX2 e NOX4 da NADPH
oxidase, bem como no gene marcador da ativacao de microglia no hipotdlamo destes animais.
Com estes resultados podemos inferir que o processo inflamatério estd mais ativo no

hipotdlamo dos animais 2R1C e que o tratamento crénico com ATZ melhora este processo,
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trazendo beneficios para este tipo de hipertensdo. Como demonstrado em estudos anteriores
h& uma correlacdo entre processos inflamatérios e a génese da hipertensdo, com aumento de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1B) e outro marcador inflamatério como TNF-a a
medida que a hipertensdo progride (SHI et al., 2010; SHI; RAIZADA; SUMNERS, 2010;
SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013). Tal situagdo ocorre porque estas citocinas
poderiam modular a atividade neuronal via producdo das EROs, uma vez que citocinas
aumentam a geracdo de EROs pela ativacdo da NADPH oxidase na microglia, enquanto a
liberacdo de EROs é capaz agir de forma paracrina o que modularia a atividade neuronal (SHI
et al., 2010). Recentemente também foi demonstrado que ocorre ativagdo da micrdglia
aumento de citocinas pré-inflamatorias e diminuicdo de IL-10 (interleucina anti-inflamatéria)
na regiao do PVN em animais com hipertensdo induzida por ANG Il infundida sc (SHI;
RAIZADA; SUMNERS, 2010; SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013), sendo essas
respostas bloqueadas pelo tratamento com minociclina, um antibiotico inibidor da ativacéo da
microglia (SHI; RAIZADA; SUMNERS, 2010) e pela infusdo icv de etanercepte, proteina de
fusdo que inibe a acdo do TNF-a, atenuando o desenvolvimento da hipertensao dependente de
ANG Il em ratos (SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013). Ademais a
superexpressdo de IL-10 em neurdnios do PVN foi capaz de inibir a hipertenséo causada pela
ANG Il sc demonstrando-se, assim uma importante participacdo destes mecanismos na
hipertensdo dependente de ANG Il (SHI et al., 2010). Assim, pode-se sugerir que 0
tratamento cronico com ATZ sc reduz a PAM de ratos hipertensos por promover uma melhora
na modulacdo simpatica/parassimpatica que pode ser devido a um prejuizo das acdes da ANG
Il em &reas centrais, como por exemplo, o hipotdlamo o que poderia contribuir para uma
diminuicdo da inflamacgdo nesta &rea, uma downregulation de receptores AT1 bem como
normalizacdo do estresse oxidativo, todos os mecanismos que por sua vez quando ativados
também poderiam atuar conjuntamente com as acdes pressoras diretas da ANG 11 central para
intensificar os niveis de hipertensao.

Embora ainda ndo seja possivel uma conclusdo final sobre todos os mecanismos
envolvidos no efeito anti-hipertensivo do tratamento crénico ATZ, evidéncias do presente
estudo e de estudos anteriores podem sugerir alguns possiveis mecanismos. Estudos anteriores
mostraram que inje¢des tanto icv quanto iv de ATZ foram capazes de bloquear agudamente a
resposta pressora induzida pela ANG Il injetada icv em ratos normotensos, SHR e 2R1C
(LAUAR et al., 2010; LAUAR et al.,2011, 2012). O ATZ é uma ferramenta farmacoldgica

gue inibe a enzima catalase responsavel por converter o H,O, em H,0 e O,. O mecanismo da
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acao da catalase depende da dismutacdo a H,O, normalmente dividida em duas etapas, cada
qual consumindo uma molécula de H,0,. Primeiramente, H,O, oxida a catalase enddgena, e
entdo um segundo momento o H,O, regenera catalase mais 2 molécula de H,O e O,
(ARAGON; ROGAN; AMIT, 1991; HEIM; APPLEMAN; PYFROM, 1955; NICHOLLS,
1962). O ATZ reage com a forma oxidada da catalase e assim compete com a segunda etapa:
regeneracdo da catalase. Como resultado, o inicio e a eficicia da inibicéo da catalase por ATZ
dependem da concentracgdo local de H,O, e o resultado final é a disponibilidade aumentada de
H.0, endogeno (CARDOSO; COLOMBARI; TONEY, 2012). Com isso, 0 ATZ promove um
aumento na disponibilidade de H,O, enddgeno. Estudos anteriores ja& demonstraram que H,0,
tanto enddgeno, quanto exdgeno é capaz de promover uma diminuicdo da resposta pressora da
ANG Il de ratos normotensos (LAUAR et al., 2010), SHR e 2R1C LAUAR et al.,2011,
2012). Embora trabalhos da literatura tenham demonstrado que nos animais 2R1C a atividade
do sistema renina angiotensina se encontra praticamente normalizada apds a 4% semana da
clipagem dos animais (GOLDBLATT, 1938, 1958; MARTINEZ-MALDONADO, 1991,
NAVAR et al., 1998), estudos recentes do nosso laboratorio (ndo publicados) mostraram que
nos animais 2R1C a atividade da renina plasmatica ainda continua elevada apds a 4% semana
da hipertenséo, o que sugere que a ANG Il ainda esteja contribuindo para a manutencdo da
hipertensdo bem como a aumento da atividade simpatica. Assim, é possivel que o aumento da
disponibilidade de H,O, produzido pelo tratamento crénico com ATZ causaria uma reducgao
das acGes centrais da ANG I, entre elas da resposta pressora, o0 levaria a reducdo da pressao
arterial nos ratos com hipertensdo 2R1C. No SNC, H,0, também pode afetar a excitabilidade
neuronal através de mecanismos diferentes que incluem variagdes na liberacdo de
neurotransmissores e na ativacdo de canais ionicos. Por exemplo, H,O, pode bloquear a
recaptacdo de glutamato pelas células gliais, que pode resultar num aumento dos niveis
extracelulares de glutamato e um aumento da excitabilidade neuronal (SORG et al., 1997;
VOLTERRA et al., 1994). Por outro lado, H,O, pode também reduzir a excitabilidade
neuronal como consequéncia da inibicdo de liberacdo de glutamato ou 0 aumento da liberacédo
de GABA por ativacgdo de canais de K'atp (AVSHALUMOV et al., 2005; BAO et al., 2009;
SAH et al., 2002; TAKAHASHI; MIKAMI; YANG, 2007; ZOCCARATO; VALENTE;
ALEXANDRE, 1995). O tratamento prévio com bloqueador de canais de K*atp injetado na
area septal medial (ASM) praticamente reverteu a inibicdo que o tratamento com H,0, na
mesma area produziu na resposta de ingestdo de agua e resposta pressora induzida pela

injecdo do agonista colinérgico carbacol na ASM, sugerindo que H,O, pode inibir a resposta
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pressora e dispsogénica pela abertura de canais de K* (MELO et al., 2015). A ativacio
colinérgica ou angiotensinérgica central produzem ativacdo simpatica e liberacdo de
vasopressina (IMAI et al., 1989), e a injecdo de H,O, na ASM também reduziu a expressédo de
c-FOS induzida pela ativacdo colinérgica na ASM em células vasopressinérgicas do PVN e
nacleo supradtico (NSO) do hipotalamo (MELO et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, a ANG Il atuando em receptores AT1 ativa o
complexo enzimatico NADPH oxidase que reduz o oxigénio molecular a 02"
(ZIMMERMAN et al., 2002; ZIMMERMAN; DAVISSON, 2004). Trabalhos ja
demonstraram que a administracdo de antioxidantes como a vitamina C, ou a superexpressao
da enzima SOD no RVL reduziu a hipertensdo e a simpatoexcitacdo em ratos com hipertenséo
2R1C (BERGAMASCHI et al., 1995; CAMPOS et al., 2011; NISHI et al., 2010; OLIVEIRA-
SALES et al., 2009). Além disso, a administracdo do antagonista de receptores AT1 losartan
por gavagem por 7 dias reduziu a producdo de O2™ evidenciado pela marcagcdo com DHE no
RVL, além de promover a diminui¢cdo da hipertenséo e da atividade do nervo renal em ratos
com hipertensdo 2R1C.

Lesdes centrais nos tecidos ao redor da regido anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V), uma importante area para as agdes da ANG Il centralmente, praticamente aboliu a
hipertensdo renal em ratos, sugerindo que 0s mecanismos angiotensinérgicos centrais sdo
essenciais para este modelo de hipertensdo (BRODY; FINK; BUGGY, 1978; MENANI et al.,
1988). A importancia de mecanismos angiotensinérgicos centrais para hipertensdo 2R1C e
SHR reforca a possibilidade dos efeitos anti-hipertensivos do ATZ serem devidos a uma
reducdo dos efeitos pressores da ANG Il central. Estudos recentes demonstraram que a
microinjecdo de ATZ e H,0O, no PVN suprime a atividade nervosa simpatica renal (ASNr)
produzida em resposta a inje¢do de glutamato injetado também no PVN, suportando a ideia
gue H2O, no PVN possui um efeito inibitério na simpatoexcitacdo renal induzida pelo
glutamato (CARDOSO; COLOMBARI; TONEY, 2012). Os presentes resultados mostram
que a injecdo sc de ATZ agudamente reduziu simultaneamente a PAM e a atividade simpatica
do nervo renal o que sugere uma agédo central do ATZ inibindo 0s mecanismos centrais que
controlam a atividade simpatica. Outro resultado do presente estudo que tambeém reforca esta
mesma sugestdo € a menor hipotensdo produzida pelo blogueio ganglionar com injec¢éo iv de
hexameténio em ratos hipertensos tratados cronicamente com ATZ, 0 que sugere que a
atividade simpética dos animais tratados com ATZ estaria reduzida em compara¢do com

aquela dos ratos hipertensos tratados com salina sc.
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Recentemente vem sendo estudado a fungdo do fator inibitorio da migracéo de
macrofagos (MIF) em mecanismos do controle cardiovascular e em patologias do sistema
cardiovascular como a hipertensdo (BUSCHE et al., 2001; COLOMBARI et al., 2010; LI et
al., 2006, 2008). O interesse no estudo do MIF deve-se ao fato dele ser um regulador
inibitorio das acdes intracelulares da ANG Il quando ela atua centralmente em receptores AT1
(BUSCHE et al., 2001; SUN et al., 2004). Esta acdo foi demonstrada em trabalhos utilizando
tanto SHR quanto ratos com hipertensdo 2R1C, nos quais houve uma atenuacdo na
hipertensdo de SHR e no desenvolvimento da hipertensdo em ratos 2R1C além da restauracéo
da funcéo barorreflexa em ambos os modelos animais de hipertensos apds a super-expressao
viral do MIF em neurdnios do NTS (BARBOSA et al., 2017; FREIRIA-OLIVEIRA et al.,
2013; LI et al., 2008). Interessantemente, 0 MIF promove seu efeito inibitério sobre as a¢bes
da ANG 11 devido ao seu mecanismo de acao ativado pelo H,O; que ativa a formacédo de MIF
pela sua por¢do TPOR sequestrando entdo as EROS que foram formadas pela ANG 11 agindo
em seu receptor AT1 via ativacdo da NADHP oxidase (HARRISON; SUMNERS, 2009).
Assim, MIF e H,O, agem de forma sinérgica em mecanismos que resultam na atenuacédo da
hipertensao.

No presente estudo, também foram testados os efeitos do tratamento crénico
com ATZ sc na ingestdo diaria de agua, alimento, peso corporal e na excrecao renal nos ratos
normotensos ou hipertensos, uma vez que, como mencionado na literatura, modificacGes do
equilibrio hidroeletrolitico também afetam a pressdo arterial (BLANCH et al., 2013;
MCKINLEY et al., 2001; MENANI et al., 1990). Nossos resultados mostraram que embora
tenha havido pequenas modificacbes em alguns parametros analisados, de forma geral néo
houve alteracdes significativas na ingestdo de dgua e alimento, no peso corporal dos animais,
bem como no volume urinério e excrecdo de Na* e K™ que poderiam resultar em alteracdes na
PA dos animais normotensos e hipertensos. Além disso, estes testes foram importantes para
mostrar que 0s animais tiveram uma 6tima tolerancia para com as doses das drogas utilizadas,
ou seja, o tratamento com ATZ ndo produz nenhum efeito colateral perceptivel.

Apesar de todas as alteragdes centrais envolvidas na hipertensdo mencionadas
acima, a disfuncéo endotelial esta presente na hipertensdo. A disfungdo endotelial é definida
como um desbalanco entre a producdo e a disponibilidade de fatores relaxantes e fatores
contrateis derivados do endotélio, associados com um aumento da disponibilidade de EROs e
uma diminui¢do da capacidade antioxidante (SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012).

Um importante mediador para o relaxamento vascular liberado pelas células endoteliais € o
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oxido nitrico (NO). O NO é produzido pela NO sintase (NOS), que converte a L-arginina e o
O, molecular em L-citrulina e NO (THOMAS et al., 2008). Estudos tem demonstrado que as
EROs participam da modulacdo do tonus vascular, relaxamento e contracéo, na hipertensao
(CAPETTINI et al., 2008, 2011; SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012). Recentemente
tem sido demonstrado que a NOS neuronal (NOSnh) é constitutivamente expressa no endotélio
de aorta de camundongos e, além do NO, também produz H,O,, um importante fator relaxante
dependente do endotélio (CAPETTINI et al., 2008, 2011). Estudos demonstraram que o H,0,
pode induzir vasodilatacdo em artérias periféricas e centrais (BENY; VON DER WEID, 1991;
IIDA; KATUSIC, 2000; MATOBA et al., 2002), ativadas por canais de Ca** ou K* em células
vasculares de musculatura lisa (BARLOW; EL-MOWAFY; WHITE, 2000; BARLOW;
WHITE, 1998; BYCHKOV et al.,, 1999), e um canal de cation ndo-seletivo em células
endoteliais (JI et al., 2002). Em SHR, foram realizadas medidas, em vivo, das concentracdes
basais de NO e H,O, em artérias mesentéricas revelando que hd um aumento destas
concentragdes basais de NO e H,0,, quando comparados aos ratos normotensos (ZHOU et al.,
2008), revelando um importante fator de hiperpolarizacdo em varios leitos vasculares
contribuindo para o ténus vascular (MEURER et al., 2005; PRYSYAZHNA; RUDYK;
EATON, 2012; SHIMOKAWA, 2010). Apesar da possibilidade do H,O, exercer esta funcéo
perifericamente, promovendo uma vasodilatacéo, o fato da injecdo de ATZ sc ndo ocasionar
nenhuma diminui¢cdo da PAM nos animais normotensos, bem como n&o produzir taquicardia
reflexa com diminuicdo da PAM nos animais hipertensos, demonstra que a participacdo de
mecanismos centrais se sobrepde aos mecanismos periféricos pois, diminui¢cbes de PA em
decorréncia de vasodilatacdo causada por um agente vasodilatador agindo perifericamente
geralmente resultam em aumentos de FC, exceto se algum mecanismo central esteja
produzindo efeito oposto. Os resultados mostrando reducdo da atividade simpatica em ratos
hipertensos tratados com ATZ também reforcam a acdo do ATZ modificando a atuacdo de
mecanismos pressores centrais para produzir seus efeitos anti-hipertensivos. Os resultados
mostrando que o tratamento com ATZ também ndo modificou as respostas pressoras
produzidas pelas injecdes iv de noradrenalina ou ANG Il em ratos normotensos ou com
hipertensdo 2R1C também sugerem que os efeitos anti-hipertensivos do ATZ ndo se devem a
uma acdo vascular que causasse comprometimento dos mecanismos pressores ativados por
estes agentes pressores.

Embora ainda ndo seja possivel uma conclusdo final sobre todos os mecanismos

envolvidos no efeito anti-hipertensivo do tratamento cronico ATZ, evidéncias do presente
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estudo e de estudos anteriores podem sugerir alguns possiveis mecanismos. Estudos anteriores
mostraram que injegdes tanto icv quanto iv de ATZ foram capazes de bloquear agudamente a
resposta pressora induzida pela ANG Il injetada icv em ratos normotensos, SHR e 2R1C
(LAUAR et al., 2010; LAUAR et al.,2011, 2012). O ATZ é uma ferramenta farmacologica
que inibe a enzima catalase responsavel por converter o H,0, em H,O e O,. O mecanismo de
acdo da catalase depende da dismutacdo do H,0,, normalmente dividida em duas etapas, cada
qual consumindo uma molécula de H,O,. Primeiramente, H,O, oxida a catalase endogena, e
entdo num segundo momento o H,O, regenera catalase mais 2 molécula de H,O e O,
(ARAGON; ROGAN; AMIT, 1991; HEIM; APPLEMAN; PYFROM, 1955; NICHOLLS,
1962). O ATZ reage com a forma oxidada da catalase e assim compete com a segunda etapa:
regeneracdo da catalase. Como resultado, o inicio e a eficacia da inibicdo da catalase por ATZ
dependem da concentracdo local de H,O, e o resultado final é a disponibilidade aumentada de
H,O, enddégeno (CARDOSO; COLOMBARI; TONEY, 2012). Estudos anteriores ja
demonstraram que H,O, tanto enddgeno, quanto exdgeno é capaz de promover uma
diminuicdo da resposta pressora da ANG 11 de ratos normotensos (LAUAR et al., 2010), SHR
e 2R1C LAUAR et al.,2011, 2012). Embora trabalhos da literatura tenham demonstrado que
nos animais 2R1C a atividade do sistema renina angiotensina se encontra praticamente
normalizada ap6s a 4% semana da clipagem dos animais (GOLDBLATT, 1938, 1958;
MARTINEZ-MALDONADO, 1991; NAVAR et al.,, 1998), estudos recentes do nosso
laboratério (ndo publicados) mostraram que nos animais 2R1C a atividade da renina
plasmatica ainda continua elevada apds a 4% semana da hipertenséo, o que sugere que a ANG
Il ainda esteja contribuindo para a manutengdo da hipertensdo bem como a aumento da
atividade simpatica. Assim, € possivel que o aumento da disponibilidade de H,O, produzido
pelo tratamento cronico com ATZ causaria uma reducdo das acdes centrais da ANG Il, entre
elas da resposta pressora, 0 levaria a reducdo da pressdo arterial nos ratos com hipertensao
2R1C. No SNC, H,0, também pode afetar a excitabilidade neuronal através de mecanismos
diferentes que incluem variagcdes na liberacdo de neurotransmissores e na ativacdo de canais
ibnicos. Por exemplo, H,O, pode bloquear a recaptacdo de glutamato pelas células gliais, que
pode resultar num aumento dos niveis extracelulares de glutamato e um aumento da
excitabilidade neuronal (SORG et al., 1997; VOLTERRA et al., 1994). Por outro lado, H,0O,
pode tambem reduzir a excitabilidade neuronal como consequéncia da inibicdo de liberacéo
de glutamato ou o aumento da liberacio de GABA por ativacio de canais de K'atp
(AVSHALUMOJV et al., 2005; BAO et al., 2009; SAH et al., 2002; TAKAHASHI; MIKAMI;
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YANG, 2007; ZOCCARATO; VALENTE; ALEXANDRE, 1995). O tratamento prévio com
bloqueador de canais de K*atp injetado na area septal medial (ASM) praticamente reverteu a
inibicdo que o tratamento com H,O, na mesma area produziu na resposta de ingestdo de agua
e resposta pressora induzida pela injecéo do agonista colinérgico carbacol na ASM, sugerindo
que H,0; pode inibir a resposta pressora e dispsogénica pela abertura de canais de K™ (MELO
et al., 2015). A ativacao colinérgica ou angiotensinérgica central produzem ativacao simpatica
e liberacdo de vasopressina (IMAI et al., 1989), e a injecdo de H,O, na ASM também reduziu
a expressdo de c¢-FOS induzida pela ativacdo colinérgica na ASM em células
vasopressinérgicas do PVN e nucleo supradtico (NSO) do hipotdlamo (MELO et al., 2015).

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que 0 ATZ exerceu um forte efeito
em reduzir a modulacdo/atividade simpatica dos animais hipertensos, mecanismo este
importante no desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo. Entretanto ndo foi possivel
elucidar com maior clareza em quais areas centrais e por quais mecanismos o ATZ exerce tal
efeito simpatolitico. Até o presente momento, os dados do presente trabalho em conjunto com
aqueles da literatura (FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA-SALES et al., 2008,
2009; SRIRAMULA; CARDINALE; FRANCIS, 2013) sugerem que o ATZ exerceria seu
efeito anti-hipertensivo por atuar nos mecanismos que causam aumento da expressdo de
citocinas inflamatorias, de receptores AT1, da NOX2 e do gene marcador de ativagcdo de
microglia no hipotdlamo que poderia ser resultado do aumento das acBes da ANG Il em areas
do SNC como o hipotalamo, culminando numa maior atividade dos neurénios pré-motores
simpaticos possivelmente localizados no PVN ou RVL. Esta simpatoexcitacdo promove
aumento tanto da modulacdo simpatica cardiaca quanto vasomotora além de promover uma
maior simpatoexcitagdo para o leito renal, contribuindo para o desenvolvimento e manutengéo
da hipertensdo. O ATZ injetado sistemicamente poderia atingir regides hipotalamicas ou do
tronco cerebral importantes para a regulacdo cardiovascular levando a diminui¢do simpatica
por interferir nas acOes centrais da ANG 11, além de promover reducdo da neuroinflamacéo,
na downregulation de receptores AT1, na diminuigdo da atividade da NOX2 e da micrdglia
nesta regiao.

A Figura 31 é uma representacdo esquematica que mostra as principais alteracoes
encontradas ap0s o tratamento com o ATZ sc na regido hipotalamica e na modulacdo da
atividade simpatica, em SHR e ratos com hipertensdo 2R1C.
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Figura 31: Representacdo esquematica mostrando que a inibicdo da catalase pelo tratamento com ATZ diminui
varios fatores, como IL-6, TNF-a, IL-1B, AT1r, NOX2 e microglia (gene CD11) no hipotalamo de animais
hipertensos que leva a uma diminuicdo da atividade de neur6nios pré-motores simpatico que contribuem para a
diminuigdo da atividade simpatica cardiaca, vasomotora e renal que culmina na diminuicdo da pressao arterial
dos animais hipertensos [corte encefalico modificado de (PAXINOS; WATSON, 1986)]
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6. CONCLUSAO

No presente estudo demonstramos que em animais hipertensos (SHR e 2R1C)
tratados com o inibidor da catalase, 0 ATZ, ocorreu reducdo da PAM associada a reducao da
neuroinflamacéo, expressao de receptores AT1, ativacdo da NADPH oxidase e ativacdo da
microglia no hipotalamo, além de diminuicdo da modulacdo simpatica, do balanco simpato-
vagal e da atividade nervosa simpética renal. Deste modo, 0s presentes resultados sugerem um
efeito benéfico do H,0, na reducdo da PAM e modulacéo da atividade simpatica podendo ser
um alvo potencial para terapéutica na hipertensdo que envolve mecanismos de aumento da

atividade nervosa simpatica.
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