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Nao incites a beber aquele que ama o vinho, pois o vinho perdeu a
muitos.

O fogo poe a prova a dureza do ferro: assim o vinho, bebido em
excesso, revela o coracdo dos orgulhosos.

O vinho bebido sobriamente é como vida para os homens.

Que é a vida do homem a quem falta o vinho?

Que coisa tira a vida? A morte.

No principio, foi criado para a alegria e ndo para a embriaguez.

O vinho, bebido moderadamente, é a alegria da alma e do coracado.
A sobriedade no beber é a saiide da alma e do corpo.

O excesso na bebida causa irritagdo, colera e numerosas catdstrofes.
O vinho bebido em demasia é a afli¢do da alma.

A embriaguez inspira a ousadia e faz pecar o insensato; abafa as
forgas e causa feridas.

Eclesidstico 31, 30-40.

Epigrafe




RESUMO

PASSAGLIA, P. Estudo da participacado da angiotensina II nas disfuncoes
cardiovasculares induzidas pelo consumo cronico de etanol. 2014. 140f. Disserta¢do
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2014.

A disfung¢do cardiovascular induzida pelo consumo cronico de etanol esta associada a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ERO). A angiotensina II, via receptores AT, € um importante
formador de ERO no sistema cardiovascular. O objetivo foi avaliar a participacdo dos receptores
AT, nas disfunc¢des cardiovasculares induzidas pelo consumo crénico de etanol. Ratos Wistar
foram divididos em quatro grupos: Controle: recebeu dgua “ad libitum”; Etanol: recebeu solucdo
de etanol 20% (vol./vol.); Controle+Losartan: recebeu dgua “ad libitum” e losartan (10 mg/kg)
diariamente por gavagem; Etanol+Losartan: recebeu solu¢do de etanol 20% e losartan. Foram
realizadas afericGes semanais da press@o arterial e freqiiéncia cardiaca dos animais. Foram
realizadas as dosagens para determinar: o nivel de etanol no sangue; os niveis plasmdticos e
teciduais (aorta e leito arterial mesentérico) de angiotensina I (ANG I) e ANG II; a atividade
plasmdtica da renina; atividade plasmética e tecidual da enzima conversora de angiotensina
(ECA); niveis plasmaticos de aldosterona; niveis plasmaticos do peptideo natriurético atrial
(ANP), vasopressina (AVP) e ocitocina (OT); a osmolaridade e o sédio plasmatico; nitrato
plasmético e tecidual; espécies reativas ao dcido tiobarbititico (TBARS); a formacdo tecidual de
anion super6xido; a capacidade antioxidante total; além de verificar a expressdo gé€nica e protéica
(aorta) da via das MAPKs, via do 6xido nitrico (NO), das ciclooxigenases (COX), além dos
componentes do sistema renina angiontensina (SRA). A artéria aorta torécica foi isolada e foram
obtidas curvas concentragdo-resposta para fenilefrina, acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de s6dio
(NPS). O tratamento crénico de etanol aumentou a pressdo arterial sistdlica, diastélica e média
dos animais, sem afetar a freqiiéncia cardiaca; induziu o aumento da atividade plasmadtica da
renina, aumento da atividade da ECA e dos niveis plasmaticos de ANG I e ANG II, sendo que tais
efeitos ndo foram prevenidos pela administracdo de losartan. Nao houve alteracdo dos niveis
teciduais de ANG I e ANG II. O tratamento com etanol ndo alterou a osmolaridade ou os niveis
plasméticos de sddio e de aldosterona. Nos animais tratados cronicamente com etanol houve
reducdo plasmatica de AVP, OT e aumento de ANP. O losartan ndo preveniu estes efeitos
induzidos pelo etanol. O etanol promoveu aumento dos niveis plasmdticos de TBARS, os niveis
teciduais de anion superdxido, e o tratamento com losartan preveniu tais respostas. O tratamento
com etanol ndo alterou os niveis plasmaticos de per6xido de hidrogénio e da atividade plasmética
da SOD. Houve redu¢do dos niveis plasmaticos e teciduais do NO, alteracdo da capacidade
antioxidante plasmadtica total e o tratamento com losartan preveniu esses efeitos. O consumo
etanol potencializou a resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina em anéis de aorta com e
sem endotélio. O losartan preveniu tal resposta contrdtil. No entanto, o tratamento com etanol ndo
alterou a resposta de relaxamento induzida pela Ach e pelo NPS em anéis de aorta. O etanol foi
capaz de alterar a expressdo gé€nica e protéica da via das MAPKSs, via do NO-AKT, das COX, e os
componentes do SRA. Portanto, conclui-se que o consumo cronico de etanol ativa o SRA
sistémico, induz estresse oxidativo sistémico e vascular, altera a reatividade vascular, reduz os
niveis plasméticos de NO, altera a expressdo génica e protéica da via das MAPKs, do NO, das
COX e os componentes do SRA, e promove alteracdes neuro-humorais que, em conjunto,
contribuem para a elevacdo da pressdo arterial sistémica e alteracdes cardiovasculares pela acao
da ANG II via receptor AT;.

Palavras-chave: angiotensina I, etanol, estresse oxidativo, alteragdes miogénicas, alteracdes
neurohumorais.



ABSTRACT

PASSAGLIA, P. Study of participation of angiotensin II in cardiovascular dysfunction
induced by chronic ethanol consumption. 2014. 140f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto, 2014.

The cardiovascular dysfunction induced by chronic ethanol consumption is associated with
the formation of reactive oxygen species (ROS). Angiotensin II via AT, receptors is a major
maker of ROS in the cardiovascular system. To evaluate the role of AT, receptors in the
cardiovascular dysfunction induced by chronic ethanol consumption. Male Wistar rats were
divided into four groups: Control: received water "ad libitum"; Ethanol: received ethanol
solution 20% (vol./vol.); Control+Losartan: received water "ad libitum" and losartan (10
mg/kg) daily by gavage; Losartan+Ethanol: received 20% ethanol solution and losartan. The
measurements were performed to determine: the level of ethanol in blood, plasma and tissue
levels (aorta and mesenteric arterial bed) of angiotensin I (ANG 1) to ANG II, plasma renin
activity, plasma and tissue activity of angiotensin converting enzyme (ACE), plasma
aldosterone levels, plasma levels of atrial natriuretic peptide (ANP), vasopressin (AVP) and
oxytocin (OT); osmolality and sodium, plasma and tissue nitrate (NO); tiobarbititico reactive
to acid species (TBARS); tissue formation superoxide anion, total antioxidant capacity,
besides verifying the gene and protein expression of MAPK pathway, the nitric oxide (NO),
the cyclooxygenase (COX), in addition to the components of the renin angiotensin (RAS).
The thoracic aorta was isolated and concentration-response curves for phenylephrine,
acetylcholine and sodium nitroprusside were obtained. Chronic ethanol treatment increased
systolic blood pressure, diastolic and mean animals, without affecting heart rate; induced
increase in plasma renin activity, increased plasma and tissue levels of ACE and plasma levels
of ANG I and ANG II, and these effects were prevented by administration of losartan. There
were no changes in tissue levels of ANG I and ANG II. The treatment with ethanol did not
alter osmolarity and plasma levels of sodium and aldosterone. In animals chronically treated
with ethanol was reduced plasma AVP, OT and ANP increase. Losartan did not prevent these
effects induced by ethanol. Ethanol promoted increased plasma levels of TBARS, tissue
levels of superoxide anion, and treatment with losartan prevented these responses. The
ethanol treatment did not alter plasma levels of hydrogen peroxide and plasma activity of
SOD. There was a reduction in plasma and tissue levels of NO, alteration in total plasma
antioxidant capacity and treatment with losartan prevented these effects. The consumption
ethanol potentiated the pressor response induced by phenylephrine in aortic rings with and
without endothelium. The losartan prevented this contractile response. However, treatment
with ethanol did not alter the response of relaxation induced by Ach and SNP in aortic rings.
The ethanol was able to alter the gene and protein expression via the MAPK, via the NO-
AKT, the COX, and the components of the RAS. Therefore, it is concluded that chronic
consumption of ethanol activates the systemic RAS, induces systemic oxidative stress and
vascular change vascular reactivity, reduces plasma levels of NO, alters gene and protein
expression via the MAPK, NO, the COX and RAS components, and promotes neurohumoral
changes that, together, contribute to the elevation of blood pressure and cardiovascular
changes by the action of ANG II via AT1 receptor.

Keywords: angiotensin II, ethanol, oxidative stress, alterations myogenic, neurohumoral
alterations.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares matam anualmente 17 milhdes de pessoas em todo o
mundo. Essa realidade atinge também paises em desenvolvimento como Brasil, onde sdo as
principais causas de morte, sendo responsdveis por 20 a 30% do total de O&bitos
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 1998, VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010). Segundo a I Diretriz de Prevengio Cardiovascular
(2013), em uma década, cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram atribuidas a
hipertensdo arterial sist€émica (HAS), sendo a maioria em paises de baixo e médio
desenvolvimento econdmico. S@o varios os fatores de risco que contribuem para o
desenvolvimento da HAS, onde se destaca o consumo de bebidas alcodlicas (CAIRNS et al.,
1984). Di castelnuovo et al. (2009) demonstraram que o etanol é uma das principais varidveis
de comorbidade associadas ao aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares. Em
individuos hipertensos, a ingestdo de etanol, agudamente e dependentemente da dose, reduz a
pressdo arterial, porém ocorre a elevacdo algumas horas apds o seu consumo. Assim, orienta-
se, atualmente, o valor limitrofe da ingestdo alcodlica de 30 g ao dia para homens, de
preferéncia nao - habitualmente; sendo a metade deste valor indicado as mulheres (XIN et al.,
2001, O’KEEFE; BYBEE; LAVIE, 2007).

O aumento da pressao arterial associado ao consumo cronico de etanol € um fendmeno
amplamente documentado na literatura cientifica. H4 quase um século, foi publicado estudo
clinico pioneiro realizado na Franca, que estabeleceu relacdo positiva entre o aumento da
pressdo arterial e o consumo de etanol (LIAN, 1915). Inimeros estudos subseqiientes
demonstraram que o consumo cronico de etanol acarreta alteracdes significativas das fungdes
cardiaca e circulatdria, figurando como um importante fator de risco no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como por exemplo a hipertensao arterial (KLATSKY et al., 1977,
MILON et al., 1982; KLATSKY et al., 1986; VANDER, 1988; FUCHS et al., 2001;
SKLIROS et al., 2012). MacMahon (1987) compilou vérios estudos clinicos transversais,
realizados ap6s o resultado obtido por Lian (1915), e fortaleceu a associacdo entre 0 consumo
cronico de etanol e o aumento na pressao arterial sist€émica. Apesar de estar bem estabelecida
a relac@o entre consumo cronico de etanol e a hipertensdo arterial, os mecanismos envolvidos

nessa resposta nao sao totalmente elucidados.



Disserta¢do Mestrado-Patricia Passaglia |3

Nas dltimas décadas vdrios estudos clinicos e experimentais foram desenvolvidos na
tentativa de compreender os mecanismos pelas quais o etanol favorece a elevacdo da pressao
arterial e o desenvolvimento da HAS, entretanto sem afetar a freqii€ncia cardiaca (CLARCK,
1985, ABDEL-RAHMAN; WOOLES, 1987). Foram observadas elevacdes da pressao arterial
sistdlica e diastdlica (17,6 e 10,9 mmHg, respectivamente) de individuos que consumiam
etanol diariamente, quando comparados a individuos que ndo faziam o consumo dessa
substancia (SAUNDERS; BEEVERS; PATON, 1981). Chan et al. (1985) utilizando de um
modelo animal crénico de etanol (20% por 12 semanas), demonstrou um aumento
significativo das pressoes arteriais sistdlica, diast6lica e média. Também se constatou uma
elevacdo da pressdo arterial sistémica de ratos tratados cronicamente com etanol durante 13
semanas (WILLIAMS; ADAMS, MUSTAFA, 1990). Os estudos de Husain ef al. (2004 e
2011) também evidenciaram aumento das pressdes arteriais sistolica, diastdlica e média em
um tratamento cronico de etanol (20% por 12 semanas). Silva et al. (2004) verificaram
elevacao da pressdo arterial em ratos apds 28 dias de tratamento com etanol 6,7% v/v. Resstel
et al. (2006) demonstraram elevagdo na pressao arterial de ratos apds o tratamento com etanol
durante duas, seis e dez semanas. Tirapelli et al. (2008) constataram elevacgao significativa na
pressdo arterial de animais tratados com etanol por duas semanas. Husain et al. (2008) e
Resstel et al. (2008) demonstraram uma correlacdo positiva da quantidade, duracdo da
ingestdo de etanol e desenvolvimento na hipertensdo em ratos. Silva et al. (2013)
confirmaram a associagdo positiva entre o consumo cronico de etanol e a elevacdo da pressao
arterial sistémica, constatando também um aumento significativo nas pressdes sistolica,
diastdlica e média, sem alteracdo na freqii€ncia cardiaca, em animais tratados com etanol
durante quatro semanas. Como conseqiiéncia deste conjunto de estudos, algumas teorias
foram aventadas para explicar a hipertensao arterial associada ao consumo cronico de etanol.
Entre os mecanismos propostos destacam-se as alteragdes na contratilidade vascular,
promocao do estresse oxidativo, estimulag¢do do sistema nervoso simpdtico e alteracdes neuro-
humorais.

Em rela¢do ao mecanismo neuro-humoral, tem sido descrito que o consumo cronico de
etanol resulta em alteragdes nos sistemas que controlam a libera¢do de substancias endégenas
envolvidas na manuten¢do das fungdes vasculares. Estudos demonstram que o etanol é capaz
de modular a atividade do sistema renina angiotensina (SRA) (ZANCHETTI et al., 1976;
NIEMINEN et al.; 1981; YOGI et al., 2012).

O octapeptideo angiotensina II [Ang-(1-8)] é o componente biologicamente ativo do

SRA. Esse peptideo é produzido sistemicamente pelo SRA cldssico onde a enzima renina
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circulante, produzida pelos rins, cliva a por¢do N-terminal da globulina de alto peso
molecular, o angiotensinogénio, produzida pelo figado. A acdo da renina sobre o
angiotensinogénio gera o decapeptideo angiotensina I [Ang-(1-10)] (ANG I) biologicamente
inerte, que € hidrolisado a angiotensina II (ANG II) pela remocao do dipeptideo C-terminal,
por acdo da enzima conversora de angiotensina plasmética (ECA) (PHILLIPS et al., 1993).
Os componentes do SRA também foram descritos nos vasos, indicando que o tecido vascular
€ capaz de produzir ANG II localmente. Alguns estudos sugerem também a existéncia de um
SRA tecidual, como descrito no coragdo e em vasos sanguineos (HOLLENBERG; FISHER;
PRINCE, 1998).

Thevananther e Brecher (1994) demonstraram que tanto o etanol quanto seu
metabdlito, o acetaldeido, sdo capazes de estimular o SRA, observado pelo aumento dos
niveis plasméticos de ANG I e ANG II. A ativacdo do SRA também foi observada em outros
estudos pela elevacdo dos niveis de renina, bem como de sua atividade (LINKOLA;
FYHRQUIST; YLIKAHRI, 1979; LINKOLA et al, 1980; WRIGHT et al., 1986;
THEVANANTHER; BRECHER, 1994; XAIO; PUDDEFOOT; VINSON, 2000; YOGI et al.,
2012). Igic e Behnia (2003); Polikandriots et al. (2006) e Yogi et al. (2012) verificaram o
aumento da atividade da ECA decorrente ao tratamento com etanol. Silva et al. (2013)
também constataram a ativacdo do SRA resultante do aumento da atividade da renina, da
elevacao plasmatica de ANG I e ANG II, e aumento da atividade da ECA, induzidos pelo
tratamento cronico com etanol. Entretanto, o0 mecanismo exato pela qual o etanol estimula o
sistema renina angiotensina ainda nao esta totalmente elucidado. Wright et al. (1986) sugerem
que o etanol induza uma desidratacdo e subseqiiente hipovolemia, considerados estimulos
para a sintese e liberacdo de renina pelas células do aparelho justaglomerular, principalmente
pelas células das arteriolas renais aferentes, e conseqiiente ativagao do SRA.

A ANG II tem seus efeitos mediados por seus receptores do tipo 1 e 2 (AT; e ATy,
respectivamente) (KASCHINA; UNGER, 2003). Os receptores AT; compode a familia dos
receptores acoplados a proteina Gq na membrana plasmatica e sdo expressos nas células do
musculo liso vascular e endotélio, onde sdo responsaveis por diversos processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos.

A participacdo do receptor AT; sob os efeitos promovidos pela ANG II pode ser
constatada pela utilizagdo de drogas que atuam como antagonistas competitivos, tais como o
losartan (WONG et al., 1990; PALS; COUCH, 1993). Tal antagonista ¢ amplamente utilizado
como ferramenta farmacoldgica desde a sua producdo nos anos de 1990, devido a alguns de

seus aspectos, tais como a ac¢do de longa duracdo e a auséncia de atividade agonista no
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receptor. O losartan € rapidamente absorvido e torna-se ativo apds sofrer metabolizagdo,
EXP-3174, via o sistema hepatico do citocromo P-450. O pico de efeito da droga sobre a
pressao arterial sist€émica ocorre apds seis horas do tempo de administracdo e possui meia-
vida de 2,1 horas para o losartan e 6,3 horas na sua forma metabolizada, além de possuir ums
cinética linear (MCINTYRE et al,, 1997). O losartan promove significativa redu¢do na
pressdo arterial sistolica e diastdlica apds 24 horas apds a sua administracdo (50 mg) e exerce
seu efeito maximo de quatro a seis semanas de uso (GRADMAN; ARCURI; GOLDBERG,
1995). Tais dados em conjunto justificam a ampla utilizacdo deste antagonista em estudos
experimentais (JENKIS et al., 1995; GOA; WAGSTAFF, 1996).

A ANG II sintetizada exerce diversas funcdes no organismo tais como o de secre¢ao
de aldosterona, contracdo vascular, sede, apetite ao soédio (Na'), além de atuar sobre a
produgdo de 6xido nitrico (NO) (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000; KASCHINA; UNGER, 2003;
WATANABE; BARKER; BERK, 2005).

O sistema renina angiotensina € um dos principais sistemas controladores da
homeostasia  hidroeletrolitica, através da sintese e liberacio de hormdnios
mineralocorticéides, principalmente a aldosterona (ZANCHETTI et al., 1976; NIEMINEN et
al.; 1981; YOGI et al., 2012). A ANG II, via receptores AT;, tem um importante papel
estimulante para a secrecdo de aldosterona, pela zona glomerulosa do coértex adrenal (RICE;
RICHTER, 1943; DE NICOLA et al., 1992).

A aldosterona € o principal hormonio regulador do balanco entre os niveis de sddio e
potdssio, e também atua regulando o volume extracelular. Tal regulacdo se da pela reabsor¢ao
de sddio pelos tibulos distais e coletores, associado a excre¢do de potdssio. Assim como a
aldosterona, os ions sédio e cloreto (CI), por serem os principais solutos do liquido
extracelular desempenham um importante papel sobre o controle do volume de dgua no
organismo, sobretudo do volume do liquido extracelular (LEC) e intravascular (volemia)
(SOKABE, 1974; COWLEY; ROMAN, 1989; TAKEI, 2000). Assim, qualquer alteracio
neste sistema contribuiria negativamente sobre o controle hidroeletrolitico.

Estudos ja demonstraram que a administracao cronica de etanol influencia na sintese
de aldosterona, nos niveis plasmaticos de Na® e consegiientemente na osmolaridade
plasmidtica (HOSTETLER; RICHMAN, 1982; NIEMINEN et al., 1981; COLLINS et al.,
1992). Assim, a aldosterona produzida é capaz de promover o aumento da reabsor¢do de Na*
e alterar a osmolaridade plasmadtica, resultando no aumento da pressdo arterial sist€émica

(SILVA et al., 2013).
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A osmolaridade plasmdtica expressa a razdo entre a quantidade total do soluto
dissolvido em uma determinada massa de dgua, sendo o sddio o principal soluto extracelular e
o mais efetivo na regulacdo do gradiente osmoético entre os compartimentos intra e
extracelulares (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Allen et al (1998, 1999)
demonstraram que estas pequenas alteracdes da osmolaridade plasmdtica sdo suficientes na
promoc¢do de um quadro de hiperosmolaridade, aumento da pressdo arterial e conseqiiente
ativacdo dos barorreceptores, que posteriormente favorece o inicio de respostas enddcrinas.
Collins et al. (1992) demonstraram que o consumo cronico de etanol é capaz de induzir a
hiperosmolaridade e elevar os niveis plasmaticos no Peptideo Natriurético Atrial (ANP), que
atua como preditor de fatores de risco para as doengas cardiovasculares.

O sistema nervoso central (SNC) também atua na regulacdo da pressdo arterial sob
condicdes fisiopatoldgicas, tais como no consumo cronico de etanol (THOMAS, 2001;
ISRAEL; SOSA-CANACHE, 2002). Um dos mecanismos pelas quais o SNC regula o efeito
pressorico € através da modulacao do eixo hipotdlamo-neurohipofisario, onde se encontram os
neurdnios responsdveis pela sintese e liberacdo dos hormodnios vasopressina (AVP) e
ocitocina (OT) a circulagdo sistémica (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Diversos
estudos da literatura ja sugeriram efeito sinérgico da vasopressina e da ocitocina na indu¢@o
do aumento de AMP, e da natriurese, e uma relagdo inversamente proporcional entre os niveis
plasmdticos de ANP etanol (THOMAS, 2001; ISRAEL; SOSA-CANACHE, 2002;
ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

Além dos efeitos fisioldgicos de controle da fun¢do cardiovascular, a ANG II também
estd envolvida na fisiopatologia de doencas cardiovasculares uma vez que esse peptideo induz
a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) no endotélio e no musculo liso vascular
(TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). Esse processo ocorre via receptores AT; e conseqiiente
ativacdo da enzima NAD(P)H oxidase (ZAFARI et al., 1998; LUTHER; BROWN, 2011).
Assim, a ativagdo da NAD(P)H oxidase produz ERO através de reacdes redox (redugdo-
oxida¢do). A ANG II estimula a atividade da NAD(P)H oxidase através de vérias fosfolipases
incluindo a PLC, PLA, e a PLD (CAT et al., 2012). Nesse sentido, Polikandriotis et al. (2006)
descreveram ativacdo da NAD(P)H oxidase e aumento dos niveis de anions superéxido (O;)
no pulmdo de ratos tratados com etanol, sendo essa resposta bloqueada pelo lisinopril, um
inibidor da ECA. Husain et al. (2008) detectaram niveis elevados de ANG II no plasma e
aorta de animais tratados cronicamente com etanol. Juntos esses estudos sugerem que a
ativacdo do SRA induzida pelo consumo cronico de etanol desempenha fun¢dao importante no

estresse oxidativo tecidual.
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A ANG II ativa a enzima NAD(P)H oxidase que € responsdvel pela produgdo de Oy’
pela reducdo da molécula de oxigénio, via subunidade -catalitica (Nox), no sistema
cardiovascular (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). Posteriormente, O, é dismutada a H,O,
(peréxido de hidrogénio) pela enzima Superéxido Dismutase (SOD) ou reage com o NO para
a formacdo de peroxinitrito (ONOO’) principalmente em condicdes fisiopatoldgicas
(BRIONES; TOUYZ, 2010).

A NAD(P)H protétipo € encontrada em neutréfilos e tem cinco subunidades: p47phox,
p67phox, p40phox, p22phox e a subunidade catalitica gp91phox (também chamada Nox2)
(BABIOR, 2004; TOUYZ; PARAVICINI, 2008). A NAD(P)H oxidase encontra-se
normalmente em seu estado inativo, mas apds estimulagdo celular, as subunidades citosélicas
p47phox e p67phox translocam para a membrana onde se associam ao citocromo 558,
resultando em ativacao rdpida da oxidase.

A importancia da NAD(P)H oxidase nos processos envolvidos com a hipertensao
induzida pela ANG II é amplamente demonstrada em estudos com modelos de infusdo de
ANG II. Em células endoteliais e do musculo liso vascular, a subunidade p47phox tem se
mostrado essencial para a producdo de ERO em resposta a ANG II (LI er al., 2003).
Landmesser et al. (2002) verificaram um bloqueio da resposta pressorica induzida pela
infusdo de ANG II em camundongos deficientes em p47phox.

Os mecanismos pelas quais a ANG II regula a familia da NAD(P)H e induz seus
efeitos sdo complexos e envolvem niveis génicos, pré e pds transcricionais, € envolvem vérias
moléculas sinalizadoras intracelulares (CAT et al., 2012). Estudos como o de Cat et al.
(2012), sugerem que as ERO formadas s3o capazes de influenciar a sinalizagdo de
importantes moléculas reguladoras da fungdo vascular.

As acdes da ANG II, via receptores AT;, sdo reguladas por complexas cascatas
intracelulares de transducdo de sinais que geram efeitos vasculares de curto prazo, como a
contragdo vascular, e efeitos em longo prazo como o crescimento celular e inflamacao.

Em curto prazo, a interacdo entre a ANG II e o receptor AT, induz a fosforilacio e
subseqiiente ativacdo da fosfolipase C (PLC), da Src, da fosfolipase D (PLD), da fosfolipase
A, (PLA),), das tirosinas quinases e das quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs). Assim, a
contra¢cdo vascular induzida pela ANG II é mediada por diversos processos de transducao de
sinais que envolvem: ativacdo da PLC pela proteina Gq, levando a produc¢do de trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG); subseqiiente elevacdo intracelular de cdlcio pelo
aumento do influxo e mobilizacdo intracelular de cdlcio; ativacdo da PKC; alteracdo no pH

(alcalinizagdo) estimulada pela bomba Na'/H"; mudangas nas concentragdes intracelulares de
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s6dio e magnésio; e ativagdo da familia das Src quinases (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). A
ativacdo de tirosina quinase que ativa a via das Src, enzimas que normalmente interagem com
receptores acoplados a tirosina quinase (TOUYZ; PARAVICINI, 2008). As proteinas da
familia tirosina quinase ja foram descritas como importante via de transducdo de sinal na
regulacdo do tonus e nos niveis de célcio na musculatura lisa vascular (KIM et al., 1998). No
entanto, as Src também interagem com receptores acoplados a proteina Gq, como o receptor
AT; (PAXTON et al., 1994; ISHIDA et al., 1998) e estabelecem o elo entre o receptor AT, e
a ativacdo da via de sinalizacdo mediada pelas proteinas quinase ativadas por mitégenos
(MAPKSs — Mitogen-Activated Protein Kinases) e PI3K, no musculo liso vascular (ISHIDA et
al., 1998).

As MAPKSs fazem parte da cascata de sinalizacdo intracelular que controla processos
como a contragdo vascular (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). Pelo menos trés cascatas de
MAPKSs distintas e paralelas foram identificadas incluindo MAPKp42/44, que também sdo
chamadas de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2 — extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2), MAPKp38 e quinase c-jun N-terminal ou quinase ativada por
estresse (JNK/SAPK - c-jun N-terminal kinase ou stress activated protein kinase). Estudos
constataram que a ativacdo das MAPKSs requer a formacao das ERO e a ativagcdo da Nox, pois
na presenca de inibidores e de antioxidantes atenuam a ativagdo das MAPKs induzida pela
ANG II (TOUYZ et al., 2003).

Virias vias de sinalizacdo podem atuar nos mecanismos pelas quais o etanol induz a
vasoconstricio periférica. E importante notar que o consumo de etanol estd associado 2
ativacdo da via das MAPKs. Estudos prévios ja demonstravam a via das MAPKs como
moduladora da contratilidade da musculatura lisa vascular, sendo a tirosina quinase e a
MAPKK ativadas em estimulo ao etanol (LAGAUD et al., 1999; ZHENG et al., 1997).
Sachinidis et al. (1999) mostraram que o etanol na concentracdo de 17 mmol/L induz
fosforilacio da ERK1/2 em células do miusculo liso vascular in vitro. Posteriormente,
demonstrou-se que aumento na [Ca®*]; bem como a contra¢do induzida pelo etanol em artéria
basilar de caes foi inibida por inibidores especificos da MAPKp38 e da ERK1/2 (YANG et
al., 2001a,b). O SB-203580, um inibidor da MAPKp38 reduziu a contracdo e o aumento da
[Ca2+]i induzida pelo etanol em aorta de ratos (YANG et al., 2002). Paravicini; Touyz (2006)
demonstraram que a ANG II induz a ativacdo da MAPKp38 dependente de H,O,, e que
ambos medeiam o efeito contritil induzido pela ANG II. Demonstraram também, que a
ativacdo da MAPKp38 pode estar envolvida nas alteragdes funcionais e estruturais observadas

na HAS.
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A participagdo das proteinas quinases na resposta contratil induzida pelo etanol em
aorta em ratos também foi estabelecida pela utilizagdo do PD-98059 (inibidor seletivo da
MAPKK), do SB-203580 (inibidor seletivo da p38 MAPK) e do U0126 (um potente e
seletivo inibidor da MEK 1/MEK 2) (ALESSI et al., 1995; FAVATA et al.,1998). O estudo
de Yang et al. (2001) demonstrou que o etanol recruta as MAPKSs para exercer seu efeito
contrétil sobre a musculatura lisa das artérias cerebrais de caes. Yang et al. (2002) verificaram
um forte indicio de ativacdo das vias MAPKK e MAPK em aorta de ratos, considerando
assim, importantes vias envolvidas na resposta contrétil induzida pelo etanol.

Como descrito, o consumo cronico de etanol é capaz de induzir o processo de estresse
oxidativo, e associado a ele também se observa alteragdo dos mecanismos miogénicos que
envolvem o aumento da reatividade vascular para agentes vasoconstritores (PINARDI et al.,
1992). Em relacdo as alteracdes nas respostas contriteis induzidas pelo etanol, estudos ja
demonstraram um favorecimento da resposta contratil aos agonistas dos o;-adrenoceptores,
tais como a fenilefrina. Utkan et al. (2001) também observaram um favorecimento da resposta
contratil em aorta de animais tratados cronicamente com etanol. Entretanto, Tirapelli et al.
(2008) nao constataram favorecimento a resposta contrdtil da fenilefrina em vasos de
resisténcia, como o leito arterial mesentérico, de animais tratados com etanol por duas
semanas, porém tal favorecimento foi constatado apds seis semanas de tratamento. Hatton et
al. (1992) observaram aumento da resposta contrétil a noradrenalina em artérias mesentéricas
de ratos, tratados com solu¢do de etanol 36% durante 18 semanas. Kahonen et al. (1999)
demonstraram, em animais experimentais, as alteracdes no controle do tonus vascular arterial
possivelmente ocorriam através da producao e / ou libertacdo de fatores relaxantes derivados
do endotélio (EDRF - Endothelium-derived relaxing factors). Tirapelli et al. (2006)
mostraram que o aumento da contragdo a fenilefrina em aorta, induzida pelo consumo de
etanol, nao € dependente do endotélio e estd relacionado ao aumento do influxo de Ca**
extracelular mediado pelo tromboxano A,. Foi observado ainda que a indometacina, um
inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases reverteu o aumento de contracdo a fenilefrina
induzida pelo etanol, sugerindo a participa¢ao dessas enzimas nessa resposta. Uma vez que os
receptores AT, estdo envolvidos na geragcdo de ERO e ativagdo da sinalizacdo redox
(SCHIFFRIN; TOUYZ, 2000) € possivel que o aumento da contracdo a fenilefrina seja
mediado por um aumento da expressdo da ciclooxigenase-2 com conseqiiente aumento da
producdo de tromboxano A, (TIRAPELLI et al., 2006, YOGI, 2010). Neste sentido, Virdis;
Durantin e Taddei (2011) relataram a interacdo entre a ANG II e a via da COX na patogénese

das injurias vasculares, onde de acordo com o modelo experimental do estudo prevaleceu a
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via da COX-1 ou COX2. Os autores também propuseram que as ERO formadas por indugdo
da ANG II estimulam a atividade da COX-1, que ao produzir prostandides contriteis como o
tromboxano A,, contribuem para a disfuncdo endotelial e vascular provenientes no
desenvolvimento da HAS. A participagdo da ANG II na estimulagdo da COX pode também
ser constatada pela utilizacdo do antagonista AT, onde se observou a abolicdo no aumento da
expressao génica da COX2 induzida pela ANG IL.

O estresse oxidativo, além do aumento na produgdo de ERO e seus efeitos, também se
associa a disfuncdo endotelial, reducdo na capacidade antioxidante e reducdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (BRIONES; TOUYZ, 2010). As ERO formadas sdo
capazes de iniciar uma peroxidagdo lipidica da membrana celular, levando a produgdo de
mediadores inflamatérios e promovendo a deple¢do dos sistemas antioxidantes do organismo
(HUSAIN et al., 2010). Touyz e Schiffrin (2010) mostraram que elevadas concentragdes
plasmdticas de malondialdeido (MDA), um marcador de peroxidagdo lipidica, tem sido
demonstradas em pacientes com hipertensio, enquanto reduzidas concentracdes plasmaticas
de superéxido dismutase (SOD) tem sido observadas.

Laursen et al. (1997) utilizando um modelo experimental de infusdo de ANG II,
observaram uma elevacdo na produgdo das ERO e uma diminuicdo da capacidade
antioxidante. Husain et al. (2007) também observaram uma reducdo na capacidade
antioxidante de animais tratados cronicamente com etanol.

Estudos demonstraram que a associacdo entre a disfun¢do endotelial e o
desenvolvimento do processo hipertensivo (SCHLAICH et al., 2004; YANG et al., 2007).

A eNOS ¢é a principal enzima no endotélio vascular, responsdvel por catalisar o
transporte de elétrons mediada por flavina de um doador de elétrons, o NADPH, para um
grupo prostético heme. Para tal, a eNOS necessita de L-arginina como substrato para a
formacdo de NO, quanto de fator tetrahidrobiopterina (BH4). A 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) € um sistema enzimético constitutivamente delegado a producao de NO,
também pode contribuir na formagdo das ERO em condi¢des caracterizadas pela deficiéncia
no substrato arginina ou no cofator tetrahidrobiopterina (BH4). Tal condi¢ao é denominada de
“desacoplamento da NOS” e implica na reducao da atividade desta enzima em produzir NO e
favorecer a producdo de ERO. Landmesser; Dikalov; Price (2003) e YAN; TIE; MESSINA
(2012) demonstraram que condi¢des fisiopatoldgicas como da HAS, favorecem o processo de
desacoplamento da eNOS pelo aumento significativo da produ¢ao de ERO e redugdo drastica
do cofator BHs (HIGASHI; SASAKI; NAKAGAWA, 2002). YAN; TIE; MESSINA (2012)

também constataram que a infusd@o de tetrahidrobiopterina pode melhorar a vasodilatagdao
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endotélio-dependente, sugerindo que em humanos, a deplecdo de BH4 pode direcionar a eNOS
para a formacdo das ERO. Assim, observa-se que em condig¢des fisiopatoldgicas, como da
HAS, uma reducdo na biodisponibilidade de NO. Husain et al. (2010) mostraram uma
redug@o nos niveis plasméticos de NO de animais tratados cronicamente com etanol. Yogi et
al. (2012) demonstraram em um modelo agudo de etanol uma reducio significativa nos niveis
NO em homogenatos de artéria aorta tordcica de ratos.

Kahonen et al. (1999) ja demonstraram que o consumo cronico de etanol também &
capaz de induzir o processo de estresse oxidativo através da alteracdo dos mecanismos
miogénicos, como por exemplo, pela diminuicdo no efeito de agentes vasorelaxantes. Nesse
sentido, Rajagopalan et al. (1996) constataram uma disfun¢do na resposta vasorelaxante
induzida pela acetilcolina. Husain et al. (2008) mostraram reducao na resposta da acetilcolina
em aorta de ratos tratados com etanol 20% durante 12 semanas. Resultados semelhantes
foram encontrados por Abou-Agag et al. (2005) em ratos tratados com solucao de etanol 18%
durante 8 semanas. O relaxamento da acetilcolina foi reduzido pelo tratamento com etanol
20% em leito mesentérico de rato (TIRAPELLI et al., 2007). O tratamento com etanol
também reduziu o efeito de relaxamento do IRL1620, um agonista seletivo dos receptores
ETg, em carétidas de rato (TIRAPELLI et al., 2006b). Mais recentemente, foi observado que
o tratamento cronico com etanol reduz o relaxamento induzido pelo peptideo vasodilatador
adrenomedulina em aorta e leito mesentérico de ratos (HIP()LITO et al., 2011; ROCHA et
al., 2012).

Os dados encontrados na literatura demonstraram a capacidade que o consumo crénico
de etanol tem em induzir o aumento dos niveis de ANG II e promover a elevacio da pressdo
arterial sist€émica. Entretanto, até o presente momento ndo houve relatos cientificos que
comprovassem a real associagdo entre o consumo cronico de etanol e a ativagdo do sistema
renina angiotensina, via receptor AT;, como mecanismo principal do aumento da pressao
arterial sist€émica. Assim, a hipétese de nosso estudo foi a de que o consumo crénico de etanol
estimule o SRA que por sua vez induz, via ativacao dos receptores AT, a produ¢do de ERO,
processo esse que levaria a ativagao da via das MAPKSs, alteracdes da reatividade vascular,
reducdo da biodisponibilidade do NO e ao aumento da pressao arterial. Portanto, o presente
estudo foi delineado de forma a investigar a participacdo da ANG II nas disfuncdes vasculares

induzidas pelo consumo cronico de etanol.
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Fonte: Autor desconhecido.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo da ANG II via bloqueio dos receptores ATj, nas disfuncdes

cardiovasculares induzidas pelo consumo cronico de etanol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.  Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo na pressdo arterial
sistolica, diastélica e média, além da freqiiéncia cardiaca e avaliar se a ANG II

participa dessa resposta.

3.2.  Verificar se o consumo cronico induz ativagdo do SRA sistémico e tecidual

(aorta e leito arterial mesentérico).

3.3.  Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo da osmolaridade nivel

plasmético de sddio de ratos e avaliar se a ANG II participa dessa resposta.

3.4. Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo dos niveis
plasméticos do ANP, AVP, OT e corticosterona de ratos e avaliar se a ANG 1I

participa dessa resposta.

3.5. Verificar se o consumo cronico de etanol induz estresse oxidativo sistémico,
induz a formagdo de O, tecidual, altera os niveis plasméticos de H;O,, e avaliar a

participacdo da ANG II nessa resposta.
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3.6.  Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo da atividade da SOD

e avaliar se a ANG II participa dessa resposta.

3.7. Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo da capacidade

antioxidante total de ratos e avaliar se a ANG II participa dessa resposta.

3.8.  Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteragdo nos niveis de nitrato

plasmético e tecidual e avaliar a participacdo da ANG II nessa resposta.

3.9. Verificar se o consumo cronico de etanol induz alteracdo da reatividade

vascular em aorta de ratos e avaliar se a ANG II participa dessa resposta.

3.10. Verificar se o consumo crénico de etanol induz alteracdo da expressdo do
RNAm, induz ativacdo da via das MAPKs, das NOS, das COX, além dos

componentes do SRA e avaliar a participacdo da ANG II nessa resposta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com idade média entre 40 e 50 dias (225 - 250 g),
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.
Os protocolos experimentais descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Protocolo: 11.1.1103.53.1) do Campus de Ribeirdo Preto da USP. Os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Psicobiologia (FFCLRP — USP), em caixas
coletivas (4-5 animais por caixa), em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C), sob
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas entre as 06:00 e 18:00 horas) e com livre acesso a

alimento.

4.2.  Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos: /) Controle: receberam dgua “ad libitum”;
2) Etanol: receberam diariamente uma solugdo de etanol 20% (vol./vol.) em dgua; 3) Controle
+ Losartan: receberam agua “ad libitum” e losartan (10 mg/kg) diariamente por gavagem; 4)
Etanol + Losartan: foram tratados com solu¢do de etanol 20% (vol./vol.) e receberam
losartan (10 mg/kg) diariamente por gavagem. Os animais do grupo controle e grupo etanol
receberam diariamente por gavagem o veiculo de dilui¢do (d4gua) do losartan. Os animais do
grupo etanol e etanol + losartan passaram por um breve periodo de adaptagdo gradativa do
consumo de etanol (TIRAPELLI er al., 2006a,b, 2008). Essa adaptacdo consistiu no
fornecimento de etanol em concentragdes crescentes semanais de 5, 10 e 20%, tendo inicio a
fase experimental apds a terceira semana de tratamento (Figura 1). Os animais dos quatro
grupos tiveram a disposi¢do a mesma quantidade semanal de dieta sélida convencional. Ao
término da quinta semana do inicio do experimento, animais dos quatro grupos foram
anestesiados com Uretana (1,25 g/Kg de peso do animal, i.p.) e a aorta, o leito mesentérico e o

sangue foram removidos para estudos funcionais ou bioquimicos.
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Fig.1. Esquema do tratamento cronico com etanol.

4.3. Protocolos funcionais e bioquimicos

4.3.1. Evolucao Temporal do Peso dos animais

Foram realizadas mensuragdes semanais do peso de todos os quatro grupos de animais. Os
resultados foram expressos em gramas (g) do peso médio dos animais de cada grupo

experimental.

4.3.2. Evolugao temporal do Consumo de ragdo pelos animais

Foram realizadas mensuracdes semanais do consumo de racdo pelos animais dos grupos
experimentais. Os resultados foram expressos em gramas (g) do consumo médio de rag@o

pelos animais de cada grupo experimental.

4.3.3. Evolucao temporal da Ingestdo de Liquidos pelos animais

Foram realizadas mensuragdes semanais da ingestdo de liquidos pelos animais dos grupos
experimentais. Os resultados foram expressos em mililitros (mL) do consumo médio da

ingestdo de liquidos (4gua ou solugdo de etanol) pelos animais de cada grupo experimental.
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4.3.4. Medida dos niveis sanguineos de etanol

O sangue foi coletado da aorta abdominal de animais anestesiados com Uretana (1,25
g/Kg de peso do animal, i.p.), utilizando-se seringas heparinizadas. As amostras foram
acondicionadas em tubos contendo o conservador fluoreto de sédio (1 mg/mL de sangue). Em
seguida 100 uL das amostras foram transferidas para frascos contendo 500 pL de tampao
contendo Cloreto de sédio (2g/ L de sangue) e Isobutanol (100 uL/L de sangue). Os frascos
foram devidamente lacrados e colocados no Head Space HSS4A (Shimadzu, Japao). Em
seguida, as amostras foram injetadas no cromatdgrafo GC17A (Shimadzu, Japao). Uma curva
padrdo de calibracdo foi realizada previamente, onde diferentes concentragcdes conhecidas de
etanol (0,02 — 20 mg/mL) foram adicionadas ao sangue de animais controle. Os resultados

foram expressos em g de etanol/L de sangue.

4.3.5. Medida da pressao arterial

A pressdo arterial foi aferida semanalmente pelo método de pletismografia de cauda,
utilizando o pletismografo (Marca Insight, modelo EFF306). Os animais dos grupos
experimentais anteriormente passaram por um periodo de adaptacdo e acondicionamento de
trés dias, onde os mesmos eram colocados no tubo de contencdo para obten¢do dos valores de
pressdo arterial. Inicialmente os animais de cada grupo experimental eram colocados em
caixas e aquecidos por 20 minutos. Eram obtidas trés mensuracdes de cada varidvel por
animal e realizada a média dos valores obtidos para cada animal e posteriormente para cada
grupo experimental. Os resultados foram expressos em mmHg para as pressoes sistélica,

diastdlica e média, e em b.p.m. para os valores médios da freqii€ncia cardiaca.

4.3.6. Medida da Atividade plasmdtica da renina

A atividade plasmdtica da renina foi medida por radioimunoensaio seguindo
recomendacdes do kit (Immunotech). O sangue foi coletado em um tubo contendo EDTA (0,2
mL de EDTA dissédico em 10 mL de sangue, concentracdo final de 6,25 mmol/L). As
amostras foram imediatamente centrifugadas (3000 r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi

congelado a —80°C. Os resultados foram expressos em ng/mL/hr.
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4.3.7. Niveis plasmdticos de ANG I e I1

A dosagem dos niveis plasmdticos de ANG I e II foi realizada pelo método de
radioimunoensaio especifico utilizando a técnica descrita por Botelho et al. (1994). O sangue
foi coletado em seringas heparinizadas contendo o seguinte tampao: pepstatina A (0,15
mmol/L), fenantrolina (20 mmol/L), EDTA (125 mmol/L), neomicina (0,2%), etanol (2%),
DMSO (2%), e calicreina (0,1 mol/L), pH 7,4. Em seguida as amostras foram centrifugadas
(3.000 g, a 4°C por 30 min) para obtencdo do plasma. As amostras de plasma foram
purificadas utilizando-se coluna de cromatografia (Sep-Pak C18). A elui¢ado foi feita com 2
mL de metanol-dgua-4dcido trifluroacético (70:29:1). Os eluidos foram evaporados
“overnight” usando um speed-vac. A ANG II plasmadtica foi medida em amostras que foram
reconstituidas em 100 pl de tampao de radioimunoensaio (0,1 mol/L de K2ZHPO4, 3 mmol/L
de EDTA, 0,15 mmol/L de 8-hidroxiquinolina e 0,25% de BSA, pH 7,2), sonicadas por 5
minutos e estocadas a -20°C. A quantidade de ANG II nas amostras foi medida por
radioimunoensaio utilizando-se anticorpo policlonal para ANG II. Os resultados foram

expressos em pg/mL de plasma.

4.3.8. Medida dos niveis teciduais de ANG I e I1

A dosagem dos niveis teciduais de ANG I e II foi realizada através do método de
radioimunoensaio especifico utilizando a técnica descrita por Botelho et al. (1994). A aorta
tordcica e o leito arterial mesentérico foram coletados e armazenados em criotubos a 80°C. Os
tecidos foram homogeneizados em solucdo de etanol 70% e HCI 0,045 M contendo inibidores
de peptidases (benzoato p-hidroximercurio ImM, EDTA 10%) e 0,0043% de albumina sérica
bovina (na proporcao de 10 mL/g tecido). As concentracdes de proteinas totais destes
homogenados foram obtidas pelo método de Bradford. Em seguida os homegenatos foram
centrifugados (10.000 r.p.m., durante 40 minutos a 4°C) e os sobrenadantes foram liofilizados
e ressuspensos em 2 mL de dcido trifluoroacético 0,1% (TFA; Sigma Aldrich, EUA). A partir
deste ponto, os tecidos foram submetidos a extracdo de ANG I e II em colunas Bond-Elut
(Peninsula Laboratories, EUA). Para tanto, as colunas foram pré-ativadas com 4 mL de uma
solucdo de acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluida em TFA 0,1% seguido de 20 mL de TFA

0,1%. Em seguida as amostras foram aplicadas individualmente nas colunas e lavadas com
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mais 20 mL de TFA 0,1%. Os peptideos absorvidos foram entdo diluidos em 3 mL de uma
solucdo de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados e liofilizados. Os resultados foram

expressos em pg/grama de tecido.

4.3.9. Medida da Atividade plasmadtica e tecidual da Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA)

A atividade plasmatica da ECA foi medida por fluorescéncia utilizando a técnica descrita
por Sentandreu e Toldrd (2006). O sangue foi coletado da aorta abdominal utilizando-se
seringas heparinizadas. As amostras foram centrifugadas a 3.000 r.p.m. por 10 minutos,
acondicionadas em criotubo e estocadas 2 — 80 °C. A aorta tordcica e o leito arterial
mesentérico foram coletados e armazenados em criotubos a 80°C. Os tecidos foram
homogeneizados em tampdao de homogeneizacdo contendo zinco. Foram preparados os
reagentes necessarios para a realizacdo do ensaio, sendo eles o tampao B (1,82 g de TRIS
diluido em 100 mL de dgua destilada, pH: 8,3), tampao C (6,57 g de NaCl diluido em 100 mL
de tampao B), substrato (3 mg do substrato Abz-Gly-p-nitro-Phe-Pro-OH marca Bachem,
cddigo M-1100 diluido em 13,7 mL do tampao C) e captopril (21,7 mg de captopril diluido
em 10 mL de 4gua destilada, denominada solucdo estoque 10? mol/L). As amostras foram
divididas em dois grupos para o ensaio: o grupo denominado Atividade composto de 5 uL
amostra, 95 uL de tampdo B e 200 uL de substrato; e o grupo Inibidor da ECA composto de 5
pL amostra, 92 uLL de tampao B, 3 puL de captopril e 200 uL de substrato, além do Branco
composto de 100 uL. e 200 pL de substrato. Cada grupo do ensaio ficou em incubagdo em
temperatura ambiente por 24 horas e apds foram dispostos em uma placa preta. Foi realizada a
leitura no fluorimetro utilizando 365 nm de excitacdo e 415 nm de emissdo. A atividade da
ECA plasmdtica foi determinada subtraindo os valores obtidos na fluorescéncia obtidos na
presenca do captopril daqueles na auséncia do mesmo. Os resultados foram expressos em
Unidades Relativas de Fluorescéncia (URF) para as amostras de plasma, e em URF/mg de

proteina da amostra do tecido.

4.3.10. Medida dos niveis plasmdticos de Aldosterona

O nivel plasmatico da aldosterona foi medida seguindo recomendacdes do kit Enzyme-

linked Immunosorbent Assay (Marca Uscn Life Science Inc., cédigo E9011Ra). O sangue foi
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coletado da aorta abdominal utilizando seringas heparinizadas. As amostras foram
imediatamente centrifugadas (3000 r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C.

Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.3.11. Medida da osmolaridade no plasma

O sangue foi coletado da aorta abdominal utilizando seringas heparinizadas. As amostras foram
imediatamente centrifugadas (3000 r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C. A
osmolaridade plasmatica foi determinada pelo método do abaixamento do ponto de
congelamento da dgua utilizando um Micro-osmOmetro (Precision System, INC.). Os valores

foram expressos em mOsm.

4.3.12. Medida dos niveis plasmdticos de Na*

O sangue foi coletado da aorta abdominal utilizando-se seringas heparinizadas. As
amostras foram imediatamente centrifugadas (3000 r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi
congelado a -80°C. Apés a coleta das amostras de plasma, o contetido de Na* dos mesmos foi
quantificado por meio de fotometria de chama (Micronal — Modelo b262, Brasil). Para
quantificacio do Na®¥, o plasma foi diluido (1:100). Todas as aferi¢des foram realizadas em

duplicata. Os valores foram expressos em mEq/L.

4.3.13. Medida dos niveis plasmdticos do peptideo natriurético atrial (ANP)

A dosagem dos niveis plasmdticos de ANP foi realizada pelo método de
radioimunoensaio especifico utilizando a técnica descrita por Haanwinckel et al. (1995). As
mesmas amostras de plasma coletados para as dosagens de ANG I e II, foram posteriormente
ressuspendidas e sonicadas em 500 pL. de tampao do ensaio. Ap6s este procedimento, 100 pL
foram coletados para a realizacao da técnica de radioimunoensaio. Os valores foram expressos

em pg/mL.
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4.3.14. Medida dos niveis plasmadticos de vasopressina (AVP) e ocitocina

(07)

As dosagens dos niveis plasmaticos de AVP e OT foram realizadas pelo método de
radioimunoensaio especifico utilizando as técnicas descritas por Robertson et al. (1973) e
Gutkowska er al. (1984). A AVP e a OT foram extraidas do plasma com acetona e éter de
petréleo: um mL de plasma foi transferido para um tubo contendo 2 mL de acetona gelada
(MercK, Brasil), seguido por agitacdo de 30 segundos e centrifugagdo (2500 r.p.m., 25 min.,
4°C); a seguir, o sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 2 mL de éter de petréleo
(Reagen, Brasil), sendo submetido a agitacdo e reservado durante 2 min.; o sobrenadante (éter
de petréleo) foi desprezado por aspiracdo e o liquido restante (acetona) contendo a AVP e a
OT foi submetido ao processo de liofilizacao. No momento do ensaio, o produto liofilizado
foi ressuspenso com 250 puL. de tampao do ensaio. Realizamos a dosagem de proteinas pelo
método de Bradford (BioRad, EUA) e, em seguida, o homogeneizado restante foi diluido na
proporcao de 1:20.000 para a realiza¢do dos radioimunoensaios. Os valores foram expressos

em pg/mL.

4.3.15. Medida dos niveis plasmdticos de Corticosterona

A dosagem dos niveis plasmdticos de corticosterona foi realizada pelo método de
radioimunoensaio especifico utilizando a técnica descrita por Castro et al. (1995). O sangue
foi coletado da aorta abdominal utilizando-se seringas heparinizadas. As amostras foram
imediatamente centrifugadas (3000 r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a
—80°C. A extragao da corticosterona foi realizada a partir da adi¢do de 1 mL de etanol (4°C)
em 25 uL de plasma, sendo logo submetido a centrifugacdo (2500 r.p.m., 15 minutos, 4°C).
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e liofilizado. No momento do
ensaio, o produto liofilizado foi ressuspenso com 1,5 mL de tampao de ensaio e pipetado em

duplicata. Os valores foram expressos em pg/mL.

4.3.16.  Determinacdo de espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS)

no plasma
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O sangue foi coletado em seringas heparinizadas. Em seguida, as amostras foram
imediatamente centrifugadas (1000 g por 10 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C. A
determinacdo das espécies reativas ao dcido tiobarbitirico foi medida seguindo
recomendacdes do kit (TBARS Assay Kit, Cayman, cédigo 10009055). O célculo da
concentracdo de TBARS foi feito por meio de uma curva padrdo de bis-malonaldeido (MDA)

e os resultados foram representados como nmol/mL de plasma.

4.3.17.  Deteccdo de Oy pelo método de quimioluminescéncia da lucigenina

Os tecidos (aorta e leito arterial mesentérico) foram homogeneizados em tampao
fosfato pH 7,4 (20 mmol/L de KH,PO,, 1 mmol/L de EGTA e 150 mmol/L de sacarose). A
reacdo foi iniciada pela adicdo de NAD(P)H (0,1 mmol/L) a uma suspensao (com volume
final de 250 puL) contendo amostra (50 pL), lucigenina (5 umol/L) e tampao fosfato pH 7,4.
Os valores foram obtidos a partir da subtracdo do valor basal (obtido pela medida da amostra,
tampao fosfato mais lucigenina) pelo valor obtido apds adi¢do de NADPH. Foram realizados
30 ciclos de leitura durante 3 minutos. O contetdo protéico das amostras serd analisado pelo
método de Lowry (Bio-Rad, EUA). Os resultados foram normalizados pela concentracdo

protéica de cada amostra e expressos como URL (unidades relativa de luz) /mg de proteina.

4.3.18. Medida da Atividade plasmadtica da superéxido dismutase (SOD)

A atividade plasmatica da SOD foi medida seguindo recomendacdes do kit Superoxide
Dismutase Assay (Marca Cayman, cédigo 706002). O sangue foi coletado da aorta abdominal
utilizando seringas heparinizadas. As amostras foram imediatamente centrifugadas (3000
r.p.m. por 3 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C. Os resultados foram expressos em

U/mL.

4.3.19.  Determinacdo dos niveis de H;0; no plasma
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O sangue foi coletado em seringas heparinizadas. Em seguida, as amostras foram
imediatamente centrifugadas (1000 g por 10 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C. A
determinacdo das espécies reativas de oxigénio foi medida por ELISA, seguindo
recomendacdes do kit (Hydrogen Peroxide Assay Kit, abcam, cédigo ab102500). Os

resultados foram expressos em pmol/pl.

4.3.20. Determinacdo da capacidade antioxidante total no plasma

O sangue foi coletado em seringas heparinizadas. Em seguida, as amostras foram
imediatamente centrifugadas (1000 g por 10 min. a 4°C) e o plasma foi congelado a -80°C. A
determinacdo da capacidade antioxidante total foi obtida, seguindo recomendacdes do kit
(Antioxidant Assay Kit, Cayman, cédigo 709001). Os resultados foram expressos em

Mm/mL.

4.3.21. Determinacgdo dos niveis de nitrato plasmadtico

O sangue foi coletado em seringas heparinizadas. Em seguida, as amostras foram
imediatamente centrifugadas (1000 g por 10 min. a 4°C). O sobrenadante foi novamente
centrifugado (14000 g por 15 min. a 24°C) em dispositivos de ultracentrifugacdo de 10 kDa
(Marca Millipore, c6digo UFC503096). Os niveis plasmaticos de nitrato foram obtidos pelo
uso do Nitrate/Nitrite Colorimetric Assaykit (Cayman, cédigo 780001) e quantificados

seguindo recomendacdes do kit. Os valores foram expressos em uM/mL.

4.3.22.  Determinacdo dos niveis de nitrato tecidual

Os niveis teciduais de nitrato foram obtidos pelo uso do Nitrate/Nitrite Colorimetric
Assaykit (Cayman, cédigo 780001). A aorta tordcica e o leito arterial mesentérico foram
coletados e armazenados em criotubos a 80°C. Apos eles foram homogeneizados em 200 pL
de tampao PBS (1 u, pH 7,4), centrifugados (10000 g por 10 min. a 24°C). Foi coletado o
sobrenadante dos tecidos e os mesmos foram novamente centrifugados (14000 g por 15 min. a

24°C) em dispositivos de ultracentrifugacdo de 30 kDa (Marca Millipore, codigo
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UFC503096) e quantificados seguindo recomendagdes do kit. Os valores foram expressos em

uM/mg de proteina.

4.3.23.  Estudo funcional da reatividade vascular

Os animais foram anestesiados com Uretana (1,25 g/Kg de peso do animal, i.p.) e
posteriormente sacrificados por exsanguinagdo seguida de rompimento do diafragma. Foi
removida a artéria aorta tordcica e a mesma foi segmentada em anéis de aproximadamente 0,5
mm. Para os estudos em aorta, dois ganchos de metal foram inseridos no limen dos anéis da
artéria para produzir tensdo de (1,5g). As modificacdes de tonus vascular foram registradas
através de sistema de aquisicdo de sinais TRI201 (Panlab, Espanha) e processadas pelo
software ChartPro 5 (ADInstruments, Austrdlia). Em seguida, as artérias foram estimuladas
com fenilefrina (0,1 pmol/L) até a reproducao da amplitude da resposta contratil. O endotélio
vascular serd preservado ou removido mecanicamente de acordo com o protocolo
experimental. A integridade do endotélio serd testada pelo relaxamento produzido pela
acetilcolina (1 umol/L) sobre contracdo mantida estimulada com fenilefrina. A reatividade
vascular foi estudada a partir da obtencdo de curvas concentragdo-efeito para fenilefrina
(0,Inmol/L a Tumol/L) em aorta com ou sem endotélio. As curvas para acetilcolina (0,1
nmol/L a 1 pmol/L) e nitroprussiato de sédio (0,Inmol/LL a 0,1umol/L) foram obtidas em
anéis com e sem endotélio, respectivamente. A partir das curvas concentragao-resposta, foram
determinados os valores de pD, que consiste no logaritmo negativo da concentragdo molar do
agonista que promove 50% do efeito mdximo (ECsp), bem como os respectivos efeitos

maximos (Emax). Os valores foram expressos em gramas de contragdo e % de relaxamento.

4.3.24. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RQ-PCR)

A aorta tordcica e o leito arterial mesentérico foram rapidamente isolados, transferidos
para eppendorfs estéreis e congelados em nitrogénio liquido. Para a extragdo do RNA, foram
adicionados 250ul de PBS + 750 pl de TRIZOL as amostras, as quais foram lisadas em
homogeneizador do tipo Polytron. Em seguida, procedeu-se a extracdo do RNA total pelo
método de Trizol (Invitrogen), conforme orientacdes do fabricante. A construcdo do DNA

complementar (cDNA) foi realizada por transcri¢do reversa através da enzima Superscript 11.
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O cDNA obtido foi submetido a amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
tempo real (RT-PCR). Foi utilizado o sistema disponivel comercialmente TagMan Assay-on-
demand, composto por oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems) para a andlise
quantitativa da expressdo dos genes selecionados (Tabela 1). A transcricdo reversa foi
realizada utilizando 1ug de RNA total para cada amostra em 20uL de reacdo total, com a
adicao de oligo (dT)yy (Invitrogen, catilogo nimero 18418-020) e transcriptase reversa
Superscript I (Invitrogen, catidlogo nimero 18064-022) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O cDNA obtido foi diluido em 1:10 e 2,5uL foi utilizado para cada 15uL da
reacdo de PCR em tempo real usando TagMan Méster Mix (Applied Biosystems). Todas as
reacdes foram realizadas em duplicata e analisadas no aparelho 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystems), e as condi¢des do PCR foram: um ciclo de 10 minutos a 95°C,
seguido por 40 ciclos a 94°C de 15 segundos e por um minuto a 60°C. Os dados foram
constantemente coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS (software package).
O desvio padrao maximo entre as duplicatas foi de no maximo 10%. O RNA total absorvido
foi normalizado baseado no valor de Ct para o gene GaPdH (Rn 01775763). A variagao de
expressdo para as amostras foi calculada pelo método de 2", sendo que a média do delta Ct

de um grupo de 8 amostras de ratos controle foram utilizadas como calibrador.

Tabela 1 — Relacdo das sondas utilizadas na técnica de RT-PCR.

Sonda Marca Codigo
AT, Applied Rn 01435427_ml1
AT, Applied Rn 00560677 _s1
AKT Applied Rn 00548382_m1
COX-1 Applied Rn 01483828_ml
COX2 Applied Rn 00566881_m1
ECA Applied Rn 00561094 _ml1
ERK1/2 Applied Rn 00588007_m1
eNOS Applied Rn 00583793 _ml
GaPdh Applied Rn 01775763 _¢g1
iNOS Applied Rn 02132634 _s1
JNK/SAPK Applied Rn 00569058_m1
MAPK38 Applied Rn 00578842_ml1

nNOS Applied Rn 00561646_m1
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4.3.25. Western Immunoblotting

A aorta tordcica e o leito arterial mesentérico foram rapidamente isolados, transferidos
para eppendorfs estéreis e congelados em nitrogénio liquido. Quarenta pug de proteina total
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (10% e 7,5%) por 1,2 horas a 100 V
em aparelho para mini-gel (mini Protean III, Bio-Rad, CA, EUA). A seguir as proteinas foram
eletricamente transferidas para membrana de nitrocelulose (bio-Rad, CA, EUA) a 100 V por 1
hora e 30 minutos. A eficdcia da transferéncia foi verificada pela coloracdo vermelho de
Ponceau. As membranas foram incubadas em tampao tris salina (TBS-T) contendo Tris (10
mmol/L), NaCl (150 mmol/L), Tween 20 (0,02%) e leite desnatado (7%) por 1,5 horas para
reduzir a ligacdo inespecifica dos anticorpos as proteinas na membrana. Apds o bloqueio as
membranas foram incubadas com anticorpo primério por 12 horas a 4°C. A seguir as
membranas foram incubadas com anticorpo secunddrio ligado a peroxidase por 1,5 horas. Os
sinais foram revelados pela exposicdo das membranas a solucdo de quimioluminescéncia
(Marca GE Healthcare Life Sciences do Brasil, c6digo 25006265). Depois de reveladas, as
bandas foram submetidas a andlise densitométrica Optica. Os resultados foram normalizados
pela expressdo da B-actina ou pela forma nao fosforilada da proteina. Os anticorpos utilizados

estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Relacdo dos anticorpos utilizados na técnica de Imunoblot.

Anticorpo Primario Diluicao Marca Anticorpo Diluicao
Secundario
-Anti-Akt total 1:500 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
9272
-anti-Fosfo-Akt (Ser*”) 1:500 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
4058S
-Anti-AT, 1:500 Santa Cruz Rabbit** 1:1000
sc-579
-Anti-AT, 1:500 Santa Cruz Rabbit** 1:1000
sc-9040
-p-actina 1:5000 Santa Cruz Mouse*** 1:5000
Biotechnology

sc-47778
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-Anti-COX-1 1:1000 Santa Cruz Mouse*** 1:5000
sc-166573
-Anti-COX2 1:1000 Cell Signaling Mouse*** 1:5000
4842S
-Anti-ECA 1:500 Santa Cruz Rabbit** 1:1000
sc-12187
-Anti-eNOS 1:1000 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
4058S
-Anti-ERK1/2 total 1:1000 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
9102
-anti-Fosfo-ERK1/2 1:1000 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
(Thr2®/Tyr2™)
91018
-Anti-nNOS 1:500 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
42348
-Mox1(H-15) 1:1000 Santa Cruz Goat* 1:1000
Biotechnology
sc-5821
-anti-p38MAPK total 1:1000 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
92128
-anti-Fosfo-p38MAPK 1:1000 Cell Signaling Rabbit** 1:1000
(Thr'®/Tyr'®?)
92118

* Jackson ImmunoResearch cod.305-035-003; **Jackson ImmunoResearch cod.111-035-003; *** Jackson ImmunoResearch cod.115-035-003

4.4. Analise Estatistica

Os valores obtidos foram expressos como média + E.P.M. do nimero de animais
utilizados em cada experimento. Os resultados foram analisados utilizando o teste t de Student
ou a Andlise de varidncia de uma via (ANOVA one-way), seguidas pelo pds-teste de

Newman-Keuls. P<0,05 foi considerado significativo.
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Fonte: Autor desconhecido.

RESULTADOS
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S. RESULTADOS

5.1. Efeito do tratamento cronico com etanol sobre a evolucao temporal

do peso dos animais

O tratamento com etanol reduziu gradativamente o ganho de peso dos animais quando

comparado ao grupo controle. A perda de peso foi prevenida pelo tratamento com o losartan

(Figura 2).
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Figura 2. Efeito do consumo crénico de etanol sobre a evolucio temporal do peso dos animais. Os pontos
representam as afericdes semanais do peso, em gramas, de animais do grupo controle, etanol, controle tratado
com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n =
30 animais). *Diferenca em relacio ao grupo controle, controle+losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA

seguida do teste de Newman- Keuls).

5.2. Efeito do tratamento cronico com etanol sobre a evolucao temporal

do consumo de racao pelos animais
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O tratamento com etanol reduziu gradativamente o consumo de racdo pelos animais
quando comparado ao grupo controle. A redu¢do no consumo de racdo foi prevenida pelo

tratamento com o losartan (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do consumo crénico de etanol sobre a evolucao temporal do consumo de raciao pelos
animais. Os pontos representam as afericdes semanais do consumo de ragdo, em gramas, de animais do grupo
controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores
representam a média + E.P.M. (n = 30 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle+losartan e
etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.3. Efeito do tratamento crénico com etanol sobre a evolucao temporal

da ingestao de liquido pelos animais

Os animais tratados cronicamente com etanol tiveram uma reducdo gradativa de sua
ingestdo de liquido, principalmente durante as duas semanas de tratamento, quando
comparado a ingestdo de dgua pelos animais do grupo controle. O tratamento com losartan

preveniu a reducdo da ingestio de liquidos (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a evolucido temporal da ingestio de liquido pelos
animais. Os pontos representam as afericdes semanais da ingestdo de liquido, em mL, de animais do grupo
controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores
representam a média + E.P.M. (n = 30 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle+losartan e

etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.4. Avaliacdo dos niveis sanguineos de etanol no modelo experimental

de consumo cronico de etanol

No modelo experimental de consumo cronico foi observado uma maior concentragdo
plasmaética de etanol nos animais do grupo etanol em relagdo aos do grupo etanol tratados com

losartan (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo dos niveis sanguineos de etanol no modelo experimental de consumo crénico de
etanol. As barras representam as dosagens sanguineas do etanol de animais do grupo etanol ou etanol tratado
com losartan (10 mg/kg via oral). Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8 animais). *Diferenca em

relagdo ao grupo etanol (p<0,05, teste ¢ de Student).
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5.5. Efeito do tratamento cronico com etanol sobre os valores de pressao

arterial e freqiiéncia cardiaca dos animais

O consumo cronico de etanol promoveu aumento significativo dos valores da pressdo
arterial sist6lica e diastdlica durante as semanas, porém nao afetou os valores de freqii€ncia
cardiaca em relagdo aos valores obtidos nos animais do grupo controle. O tratamento com o

losartan preveniu o aumento das pressoes sistolica, diastdlica e média (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os valores de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca
dos animais. Os pontos representam as médias dos valores, aferidos semanalmente, da pressdo arterial sist6lica,
diastdlica, média e freqiiéncia cardiaca, em mmHg e bpm respectivamente, de animais do grupo controle, etanol,
controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam o *
E.P.M. (n = 8 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle+losartan e etanol + losartan (p<0,05,
ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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5.6. Efeito do tratamento cronico com etanol sobre a atividade

plasmatica da renina

O tratamento com etanol induziu aumento da atividade plasmética da renina quando

comparada ao grupo controle. Resultado semelhante foi observado em ratos tratados com o

losartan (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade plasmatica da renina em ratos. As barras
representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10
mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 6-9 animais).
*Diferenga em relacdo ao grupo controle (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.7. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de

ANG I e ANGII

O consumo de etanol induziu aumento nos niveis plasmaticos de ANG I. O tratamento
com o losartan ndo preveniu o aumento plasmatico da ANG I induzido pelo etanol (Figura 8).
Houve aumento dos niveis plasmaticos de ANG II apds tratamento com etanol. O tratamento
com losartan ndo alterou os niveis plasmaticos de ANG II e ndo preveniu o aumento

plasmético de ANG II induzido pelo consumo de etanol (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de ANG I e ANG II em ratos. As
barras representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan
(10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 6-13 animais).
*Diferenca em relagdo ao grupo controle e controle+losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman-

Keuls).

5.8.

ANGIe ANGII

Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis teciduais de

Os niveis teciduais de ANG I e ANG II foram avaliados em aorta e leito arterial

mesentérico de ratos. O consumo cronico do etanol nio alterou os niveis de ANG I ou ANG II

em aorta ou leito arterial mesentérico de ratos (Figura 9). Resultado semelhante foi observado

nos animais tratados com losartan.
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Figura 9. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis de ANG I e ANG II em aorta e leito arterial
mesentérico de ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e
leito mesentérico (B) de animais do grupo controle, etanol, controle+losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol
tratado com losartan. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 8-14 animais).

5.9. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade plasmatica e
tecidual da Enzima Conversora de Angiotensina

O tratamento cronico com etanol induziu aumento da atividade plasmdtica da ECA
quando comparada ao grupo controle. Resultado semelhante foi observado em ratos tratados
com o losartan (Figura 10 A). O consumo cronico do etanol ndo alterou a atividade da ECA

em aorta ou leito arterial mesentérico de ratos (Figuras 10 B e C).
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Figura 10. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade plasmatica e tecidual da ECA em ratos.
As barras representam as dosagens do plasma (A) e do homogenato de anéis de artéria aorta toracica (B) e leito
arterial mesentérico (C) de animais do grupo controle, etanol, controle+losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol
tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 7 - 8 animais). *Diferenca em relagdo ao
grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.10. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de

aldosterona

O consumo cronico de etanol ndo afetou os niveis plasmaticos da aldosterona. Os
resultados obtidos foram semelhantes para todos os grupos experimentais, conforme

observado na Figura 11.
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Figura 11. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de aldosterona em ratos. As
barras representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan
(10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n =5 - 6 animais).
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5.11. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a osmolaridade e sédio

plasmatico de ratos

Ao avaliar os niveis de osmolaridade plasmdtica ndo observamos alteracao dos valores
com o tratamento cronico com etanol em relacdo aos valores dos animais do grupo controle.
O tratamento com o losartan também nao afetou a osmolaridade (Figura 12 A). O tratamento

com etanol ou losartan ndo afetou os niveis plasmaticos de sodio (Figura 12 B).
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Figura 12. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a osmolaridade e os niveis de sédio plasmatico em
ratos. A osmolaridade e o so6dio plasmatico foram determinados em animais dos grupos controle, etanol,
controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) e etanol tratado com losartan (10 mg/kg via oral). Os valores
representam a média + E.P.M. (n = 8 - 9 animais).

5.12. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de

peptideo natriurético atrial (ANP), vasopressina (AVP) e ocitocina (OT)

O tratamento com etanol induziu aumento significativo dos niveis plasmaticos de ANP e
o losartan ndo foi capaz de prevenir essa resposta (Figura 13 A). O tratamento cronico de
etanol reduziu significantemente os niveis plasméticos de vasopressina. O tratamento com
losartan ndo foi capaz de prevenir essa resposta (Figura 13 B). De forma semelhante, o
consumo cronico de etanol induziu a reducdo dos niveis plasmaticos de OT e o losartan nao

foi capaz de prevenir essa resposta (Figura 13 C).



Disserta¢do Mestrado-Patricia Passaglia |39

75+
*
*
[+
g = 50-
&
—
=~ £
=9
Z & T
< 254
0
Controle Etanol Controle Etanol
Losartan
B C
3 37
£
2]
7 =
2 7]
552 T Sfoky >
Z % T 5 % T
) * *
S & * T A .
5~ g
8 1_ .s 1_
2 Q
>
0
Controle Etanol Controle Etanol Controle Etanol Controle Etanol
Losartan Losartan

Figura 13. Efeito do consumo cronico de etanol sob os niveis plasmaticos de ANP, AVP e OT. O hormonio
foi avaliado no plasma de animais dos grupos controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral)
e etanol tratado com losartan (10 mg/kg via oral). Os valores representam a média + E.P.M. (n =7 - 9 animais). *
Diferenga em relacdo ao grupo controle e controle + losartan (p<0,05; ANOVA seguida pelo pés-teste de
Newman- Keuls).

5.13. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis plasmaticos de

corticosterona

O consumo cronico de etanol induziu aumento dos niveis plasmadticos de corticosterona.
O tratamento com losartan ndo preveniu este aumento induzido pelo tratamento com etanol

(Figura 14).
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Figura 14. Efeito do consumo cronico de etanol sob os niveis plasmaticos de Corticosterona. Os hormdnios
foram avaliados no plasma de animais dos grupos controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via
oral) e etanol tratado com losartan (10 mg/kg via oral). Os valores representam a média + EPM. (n =7 -9
animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle (p<0,05; ANOVA seguida pelo pds-teste de Newman-
Keuls).

5.14. Efeito do consumo cronico de etanol sobre espécies reativas ao

acido tiobarbitirico (TBARS) no plasma de ratos

O consumo crénico de etanol induziu aumento dos niveis de TBARS. O tratamento com
losartan preveniu o aumento dos niveis de TBARS induzido pelo tratamento com etanol

(Figura 15).
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Figura 15. Efeito do consumo crénico de etanol sobre os niveis das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) no plasma de ratos. As barras representam as dosagens do plasma de animais do
grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os
valores representam a média + E.P.M. (n = 8-9 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle +
losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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5.15. Efeito do consumo cronico de etanol sobre producao O, em aorta e

leito arterial mesentérico de ratos

O O, derivado da NAD(P)H oxidase foi mensurado nos grupos experimentais e
observou-se que o consumo cronico de etanol aumentou os niveis de O, na aorta e no leito
mesentérico (Figura 16). O tratamento com losartan foi capaz de prevenir o aumento na

producdo de O (figura 16).
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Figura 16. Producio de O, derivado da NAD(P)H oxidase em aorta (A) e leito arterial mesentérico (B) de
ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toricica e leito mesentérico de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8 animais). *Diferenca em relagdo ao grupo controle,
controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.16. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade da

superoéxido dismutase (SOD) no plasma de ratos

Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significativas da atividade da SOD

entre os grupos experimentais (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade da SOD no plasma de ratos. As barras
representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10
mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 7-8 animais).

5.17. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis de H,O, no

plasma de ratos

O consumo cronico de etanol ndo afetou os niveis plasmaticos de H,O,. Os resultados

obtidos foram semelhantes para todos os grupos experimentais, conforme observado na

Figura 18.
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Figura 18. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis de H,O, no plasma de ratos. As barras
representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10
mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 7-8 animais).
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5.18. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade antioxidante

total no plasma de ratos

Constatou-se o aumento na capacidade antioxidante total nos animais do grupo etanol
quando comparados aos animais controles. O tratamento com losartan foi capaz de prevenir

tal efeito induzido pelo etanol (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a atividade antioxidante no plasma de ratos. As
barras representam as dosagens do plasma de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan
(10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 7-9 animais).
*Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do
teste de Newman- Keuls).

5.19. Efeito do consumo cronico de etanol sobre os niveis de nitrato
plasmatico e tecidual

Houve reducdo dos niveis plasmdticos de nitrato em animais tratados cronicamente
com etanol e o tratamento com losartan preveniu essa resposta (Figura 20 A).

O consumo cronico de etanol foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
nitrato/nitrito (Nox) tanto em homogenatos de aorta tordcica quanto em leito arterial
mesentérico de ratos. O tratamento com losartan foi capaz de prevenir a queda destes niveis,

conforme pode ser observado na Figura 20 (B e C).
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Figura 20. Efeito do consumo crénico de etanol sobre os niveis de Nitrato plasmatico e tecidual de ratos.
As barras representam as dosagens do plasma (A) e do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (B) e leito
arterial mesentérico (C) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral)
ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 7 - 8 animais). *Diferenca em
relacdo ao grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman-

Keuls).

5.20.

Efeito do consumo de etanol sobre a reatividade vascular

N

Nao houve alteragdo na resposta de relaxamento a acetilcolina entre os grupos

experimentais (Figura 21; Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito do consumo de etanol sobre os valores de E.x (% relaxamento) e pD, da acetilcolina em anéis
de aorta com endotélio.

Acetilcolina Com Endotélio
Emax pD:
Controle 93,92 + 8,69 (5) 7,13+0,11
Controle + Losartan 95,43 £2,56 (5) 7,47 £0,29
Etanol 80,67+ 10,43 (6) 7,55 +0,43
Etanol + Losartan 96,64 + 3,95 (6) 7,02 +£0,29

Os valores sdo expressos como a média £ EPM. Algarismos entre parénteses indicam o nimero de preparacdes.
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Figura 21. Efeito do consumo cronico de etanol no relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de
artéria aorta toracica de ratos. As curvas dose-resposta foram determinadas em anéis com endotélio de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 5-6 animais).

O consumo crénico de etanol ndo afetou a resposta de relaxamento independente do
endotélio induzida pelo NPS nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (Figura 22;

Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeito da angiotensina II sobre os valores de E,,,x (% relaxamento) e pD, da Nitroprussiato de S6dio
em anéis de aorta com endotélio de ratos tratados cronicamente com etanol.

Nitroprussiato de Sédio Sem Endotélio
Emax pD:
Controle 119,62 £2,24 (12) 7,42 £0,63
Controle + Losartan 131,58 +£8,97 (8) 7,14 £ 0,07
Etanol 126,78 £ 4,45 (6) 7,46 £0,11
Etanol + Losartan 118,23 £ 11,81 (6) 6,87 £0,16

Os valores sdo expressos como a média £ EPM. Algarismos entre parénteses indicam o nimero de preparacdes.
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Figura 22. Efeito do consumo cronico de etanol no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de artéria
aorta toracica de ratos. As curvas dose-resposta foram determinadas em anéis sem endotélio de animais do
grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os
valores representam a média £ E.P.M. (n = 6-12 animais).

Nos experimentos realizados em anéis de artéria tordcica de ratos verificou-se que o
tratamento cronico de etanol promoveu aumento da resposta de contracdo a fenilefrina em
anéis de aorta tordcica com e sem endotélio em relacdo ao grupo controle (Figura 23, Tabela
5). O tratamento com losartan preveniu o aumento da contragdo a fenilefrina induzido pelo

tratamento com etanol.
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Tabela 5 - Efeito da angiotensina II sobre os valores de E,,, (g) € pD, da fenilefrina em anéis de aorta com ou
sem endotélio de ratos tratados cronicamente com etanol.

Com Endotélio Sem Endotélio
Fenilefrina Enax pD; Enax pD;
Controle 1,21 £0,11 (6) 7,02 +£0,15 1,54 +0,10(8) 7,26 +0,25

Controle + Losartan 1,13 +0,04 (6) 6,97 +0,11 1,44 +0,18(7) 7,69 +0,33
Etanol 1,51 £ 0,04 (6) 7,50 £ 0,17 2,37+0,10 (8)" 7,20+ 0,05
Etanol + Losartan 1,34 £ 0,04 (6) 6,91 £0,16 1,68 £0,27 (7)  7,45+0,20

Os valores s@o expressos como a média £ EPM. Algarismos entre parénteses indicam o niimero de preparagdes.
* Diferenga em relac@o ao grupo controle, controle+losartan e etanol+losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste
de Newman- Keuls).
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Figura 23. Efeito do consumo cronico de etanol na contracdo induzida pela fenilefrina em anéis de aorta
com e sem endotélio. As curvas dose-resposta foram determinadas em anéis sem endotélio de animais do grupo
controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores
representam a média + E.P.M. (n = 7-9 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle + losartan e
etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

5.21. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica

O tratamento cronico de etanol ndo foi capaz de alterar a expressao génica da MAPK
p38 em homogenato de artéria aorta tordcica. Entretanto, houve aumento significativo da

expressdo génica para a MAPK p38 em homogenato de leito arterial mesentérico nos animais
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tratados cronicamente com etanol. O tratamento com o losartan foi capaz de prevenir tal

aumento na expressao génica, conforme observado na Figura 24.
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Figura 24. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da MAPK p38 de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo
controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

O tratamento cronico com etanol foi capaz de induzir o aumento na expressao génica da
MAPK JNK/SAPK, tanto em amostras de homogenato de artéria aorta tordcica e leito arterial

mesentérico. O tratamento com losartan preveniu tais efeitos (Figura 25).
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Figura 25. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da JNK/SAPK de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toracica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média £+ EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relagcdo ao grupo
controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Figura 26. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da MAPK ERK 1/2 de ratos. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toracica (A) e leito arterial mesentérico
(B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8 - 10 animais).

Os animais tratados cronicamente com etanol ndo demonstraram alteracdo na expressao
génica para o receptor AT, na aorta toracica ou leito arterial mesentérico (Figura 27).

Em relacdo ao receptor AT,, constatou-se aumento significativo de sua expressao génica
nos animais tratados cronicamente com losartan na presenga ou auséncia do etanol no leito
arterial mesentérico (Figura 28 B). Porém, ndo foi observada nenhuma alteracdo da expressao
génica para o receptor AT, nas amostras de artéria aorta tordcica, como demonstrado na
Figura 28 (A).

As amostras de artéria aorta tordcica dos ratos tratados cronicamente com etanol
demonstraram aumento na expressdo génica para o gene da ECA. O tratamento com o
losartan preveniu o aumento da expressao deste gene induzido pelo etanol (Figura 29 A).

Nao houve alteragdo da expressao gé€nica da ECA para as amostras de leito arterial

mesentérico de ratos tratados cronicamente com etanol (Figura 29 B).
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Figura 27. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica do receptor AT; de ratos. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico
(B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média £+ EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo
controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Figura 28. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica do receptor AT, de ratos. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toracica (A) e leito arterial mesentérico
(B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média £+ EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo
controle e etanol (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Figura 29. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA) de ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta
tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan
(10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n = 8 - 10
animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA
seguida do teste de Newman- Keuls).

O homogenato das amostras de artéria aorta tordcica dos ratos tratados cronicamente
com etanol demonstraram aumento na expressdo génica para o gene da nNOS. O tratamento
com o losartan preveniu o aumento da expressdo deste gene induziu pelo etanol (Figura 30
A). Nao houve alteragdo da expressdo gé€nica da nNOS para as amostras de leito arterial

mesentérico de ratos tratados cronicamente com etanol (Figura 30 B).

A B
4 4-
p—
)
o
=
< 3 28 3
£ . . £ S
= < = =
Q w O
<« 4 C w 4
wn = £
'(\] 2— L D | 2—
o a2 A
Z 5]
= 8 >
14 L Z 1+
: i
0 ol ] B
Controle Etanol Controle Etanol Controle Etanol Controle Etanol
Losartan Losartan

Figura 30. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da nNOS de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo
controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Nao houve alteracdo na expressao génica da iNOS para as amostras de artéria aorta
toracicas e leito arterial mesentérico, tratadas cronicamente com etanol como demonstrado na
Figura 31.

As amostras de artéria aorta tordcica dos ratos tratados cronicamente com etanol
demonstraram aumento na expressdo génica para o gene da eNOS. O tratamento com o
losartan preveniu o aumento da expressdo deste gene induziu pelo etanol (Figura 32 A).

Nao houve alteracdo da expressao gé€nica da eNOS para as amostras de leito arterial

mesentérico de ratos tratados cronicamente com etanol (Figura 32 B).
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Figura 31. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressiao génica da iNOS de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8 - 10 animais).

Nao foi observada nenhuma alteragdo na expressdo génica da Akt para as amostras de

artéria aorta tordcicas e leito arterial mesentérico, tratadas cronicamente com etanol como

demonstrado na Figura 33.
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Figura 32. Efeito do consumo crénico de etanol sobre a expressao génica da eNOS de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo
controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Figura 33. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao génica da AKT de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8§ - 10 animais).

O tratamento cronico com etanol ndo afetou a expressdao génica da COX1 tanto nas

amostras de aorta tordcica quanto nas de leito arterial mesentérico (Figura 34, A e B).
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Houve aumento na expressdao génica da COX2 no homogenato de aorta toracica dos

ratos tratados cronicamente com etanol e a presenca do losartan preveniu tal resposta (Figura

34 C). Porém, nao houve alteracdo da expressdo génica da COX2 nas amostras de leito

arterial mesentérico (Figura 34 D).
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Figura 34. Efeito do consumo crénico de etanol sobre a expressio génica da COX1 e COX2 de ratos. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A e C) e leito arterial
mesentérico (B e D) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou
etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + EP.M. (n = 8 - 10 animais). *Diferenca em
relacdo ao grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman-

Keuls).
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5.22. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao protéica

O consumo cronico de etanol ndo foi capaz de afetar a expressdao protéica para a p38

MAPK total (38 kDa) em homogenatos de aorta tordcica e leito arterial mesentérico (Figura

35).
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Figura 35. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressio protéica da p38 MAPK total de ratos.
As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial
mesentérico (B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou
etanol tratado com losartan. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 4-5 animais).

O consumo cronico de etanol ndo foi capaz de afetar a fosforilacdo da p38 MAPK

(Thr'®/Tyr'®*) em homogenatos de aorta torcica (Figura 36).
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Figura 36. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressdo protéica p38 MAPK fosforilada
(ThrISO/Tyrlsz) de ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais).

O consumo cronico de etanol ndo foi capaz de afetar a expressdo protéica para a
JNK/SAPK MAPK total (52 kDa) em homogenatos de aorta tordcica e leito arterial
mesentérico (Figura 37 A e B).

O tratamento cronico com etanol ndo foi capaz de promover o aumento significativo
da expressio protéica da INK/SAPK MAPK fosforilada (Thr'®/Tyr'®’) em homogenatos de

artéria aorta tordcica (Figura 37 C e D).
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Figura 37. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressido protéica JNK/SAPK total e fosforilada
(Thr183/Tyr185) de ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A
e C) e leito arterial mesentérico (B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10
mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais).
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O consumo cronico de etanol ndo foi capaz de afetar a expressdo protéica para a
ERK1/2 MAPK total (42/44 kDa) em homogenatos de aorta tordcica e leito arterial

mesentérico (Figura 38).
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Figura 38. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressiao protéica ERK 1/2 total de ratos. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toracica (A) e leito arterial mesentérico
(B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais).

O tratamento crénico com etanol foi capaz de aumentar, de forma significativa, a
expressdo protéica da ERK 1/2 fosforilada (Thr***/Tyr*®*) em homogenatos de artéria aorta

tordcica (Figura 39).
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Figura 39. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressio protéica ERK 1/2 fosforilada
(Thr***/Tyr*™) de ratos. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta toracica de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com
losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle,
controle + losartan e etanol + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).

O tratamento cronico com etanol ndo foi capaz de promover o aumento significativo
da expressdo protéica do receptor AT, (41kDa) e da Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) (180 kDa) em homogenatos de artéria aorta tordcica e de leito arterial mesentérico

(Figuras 40 e 41).
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Figura 40. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressio protéica do receptor AT, de ratos. As

barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico
(B) de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com

losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais).
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Figura 41. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao protéica da ECA de ratos. As barras
representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica (A) e leito arterial mesentérico (B) de
animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com

losartan. Os valores representam a média + E.P.M. (n = 4-5 animais).
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O tratamento cronico com etanol ndo afetou a expressdo protéica das isoformas da

Oxido Nitrico Sintase (NOS: nNOS 160 kDa, iNOS 130 kDa e eNOS 135 kDa) em amostras

de aorta toracica de ratos (Figura 42).
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Figura 42. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao protéica das isoformas da NOS. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica de animais do grupo controle,
etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam

a média £ E.P.M. (n = 4-5 animais).
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O tratamento cronico de etanol também nao foi capaz de afetar a expressao protéica da

AKT total (56 kDa) e fosforilada (Ser473 ) em aorta torécica de ratos (Figura 43).
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Figura 43. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressao protéica da AKT total e fosforilada. As
barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica de animais do grupo controle,
etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam
a média £ E.P.M. (n = 4-5 animais).

O tratamento cronico com etanol ndo afetou a expressao protéica da COX-1 (73 kDa)
em amostras de aorta tordcica de ratos (Figura 44). Entretanto, o etanol foi capaz de induzir a
COX2 (69 kDa) em homogenato de aorta tordcica e o tratamento com losartan ndo foi capaz
de prevenir este efeito nos ratos (Figura 44).

O tratamento cronico com etanol induziu o aumento da expressao protéica da NOX 1
(65 kDa). O losartan foi capaz de prevenir o aumento na expressao desta proteina na aorta

tordcica dos animais tratados com etanol (Figura 45).
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Figura 44. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressio protéica das isoformas da
ciclooxigenase, COX1 e COX2. As barras representam as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta
tordcica de animais do grupo controle, etanol, controle tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado
com losartan. Os valores representam a média £ E.P.M. (n = 4-5 animais). *Diferenga em relaciio ao grupo
controle e controle + losartan (p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Figura 45. Efeito do consumo cronico de etanol sobre a expressiao protéica da NOX1. As barras representam
as dosagens do homogenato de anéis de artéria aorta tordcica de animais do grupo controle, etanol, controle
tratado com losartan (10 mg/kg via oral) ou etanol tratado com losartan. Os valores representam a média +
E.P.M. (n = 4-5 animais). *Diferenca em relacdo ao grupo controle, controle + losartan e etanol + losartan

(p<0,05, ANOVA seguida do teste de Newman- Keuls).
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Fonte: Autor desconhecido.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que o consumo cronico de etanol: 1) reduz
significativamente o peso dos animais, além do consumo de rag¢do e ingestdo de liquido, e tais
respostas foram prevenidas pelo uso do losartan; 2) aumenta a pressdo arterial sistolica,
diastdlica e média dos animais, sem afetar a freqiiéncia cardiaca, sendo estes efeitos
prevenidos pelo uso do losartan; 3) estimula o SRA sistémico; 4) ndo altera a osmolaridade
plasmaética e os niveis plasmaticos de sddio; 5) reduz os niveis de OT e AVP, e aumenta os
niveis do ANP e corticosterona, e o tratamento com losartan na afetou tais respostas; 6) induz
estresse oxidativo sistémico e tecidual; sendo prevenido pelo tratamento com losartan; 7)
altera a reatividade vascular; 8) reduz a biodisponibilidade plasmaética e tecidual do NO,
prevenida pelo uso do losartan; 9) altera a expressdo génica e protéica da via das MAPKSs, das
COX, da via do NO, além dos componentes do SRA.

O modelo experimental padronizado por Tirapelli er al. (2006a,b) e empregado neste
trabalho demonstrou niveis sanguineos de etanol condizentes a outros tratamentos utilizados
na literatura, tais como no estudo de Husain et al.(2004) e Tirapelli et al. (2008), que foi
capaz de promover alteragdes significativas no sistema cardiovascular. O presente estudo
indicou que a administrac¢do cronica de etanol e seu nivel plasmético correspondem ao padrao
humano de, aproximadamente, quatro doses didrias de bebidas alcodlicas (4,0 g/Kg; 20%
v/v), consumo este denominado “abusivo” (BEULENS et al.,, 2007, HUSAIN et al., 2011).
Estudos clinicos como o de Wilsnack e Wilsnack (1997) ja demonstravam que o consumo
cronico de etanol apresentava maiores chances de alteracdo do estado nutricional, com
alteracdo perceptivel do peso corpéreo. Chan et al. (1985), também demonstram em modelo
animal, reducdo do peso corpéreo médio de ratos tratados cronicamente com etanol (20% por
12 semanas) em relagdo aos animais do grupo controle. Tesfamariam et al. (1991) ja
demonstravam que os efeitos do etanol sobre o organismo poderiam ser explicados, em parte,
devido a alteragdo do estado nutricional e das taxas de glicose circulante.

A perda gradativa do peso médio dos animais tratados cronicamente com etanol pode
ser também justificada pela reducdo no consumo médio de ra¢do e na ingestdo de liquido
durante o periodo de tratamento. Tal resultado foi semelhante ao encontrado por Laure-
Achagiotis et al., (1990), Gill et al., (1996), Stewart e Kennedy (1999), Aguiar et al. (2004) e
no estudo de Tirapelli et al. (2008), onde os animais tratados por duas semanas, seguindo o

mesmo modelo experimental, houve a redu¢do gradativa no consumo de liquido e de ragdo.
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Na literatura cientifica ha muitos estudos que ja demonstraram a associacao entre o
consumo cronico de etanol e disfuncdes cardiovasculares (ALTURA; ALTURA, 1982;
STRICKLANDAND; WOOLES, 1988; HATTON et al., 1992; DI CASTELNUOVO et al.,
2009). Assim, o etanol atua como um importante fator de risco no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como por exemplo, a hipertensdo arterial (KLATSKY et al., 1977,
1986; MILON et al., 1982; MACMAHON, 1987; VANDER, 1988; FUCHS et al., 2001;
SKLIROS et al., 2012). O aumento da pressdo arterial associado ao consumo cronico de
etanol é um fendmeno amplamente documentado na literatura cientifica. Diversos estudos
clinicos e experimentais j4 demonstraram a associa¢do entre o consumo cronico de etanol e o
aumento da pressdo arterial, sem que houvesse alteracdo da freqii€éncia cardiaca (CLARCK,
1985; ABDEL-RAHMAN; WOOLES, 1987). Corroborando com os trabalhos anteriormente
descritos (CHAN et al., 1985; HUSAIN et al., 2004, 2005; RESTEL et al., 2006, 2008;
FRITZ; RINALDI, 2008; HUSAIN et al., 2011; SHIRPOOR et al., 2012), o modelo de
consumo cronico de etanol do presente estudo foi capaz de induzir aumento das pressoes
arteriais sistdlica, diastélica e média, sem apresentar alteracdo da freqiiéncia cardiaca.
Também se constatou que o aumento da pressdo era prevenido pelo tratamento com o
losartan, antagonista do receptor AT, Tal resposta deve ser ressaltada como importante
contribuicao para o esclarecimento dos mecanismos pelos quais o etanol promove a elevagdo
da pressdo arterial sistémica, uma vez que esta informagdo ainda nio estd bem elucidada na
literatura cientifica.

A ativagdo e a participacdo do SRA na resposta pressdrica induzida pelo modelo de
consumo cronico de etanol neste estudo, também pode ser constatada pelo aumento dos nives
plasmdticos de ANG 1, fato que estd em acordo com estudos previamente publicados
(ZANCHETTI et al., 1976; NIEMINEN et al.; 1981; YOGI et al., 2012). A elevagdo
plasmética de ANG I foi resultante do aumento da atividade plasmética da renina. Assim,
nossos dados corroboram esses estudos prévios demonstrando um aumento significativo da
atividade plasmdtica da renina induzido pelo consumo cronico de etanol em ratos. Além do
aumento induzido pelo consumo de etanol, observamos que o tratamento com losartan
também induziu aumento da atividade da renina plasmadtica. De fato, essa resposta foi
previamente descrita em estudos em humanos e animais. O mecanismo pela qual este efeito
ocorre foi demonstrado no estudo de Pals e Couch (1993), onde foi estabelecida, com o uso de
losartan, a participacdo do receptor AT; na mediagcdo de uma retroalimentacdo negativa

(feedback negativo) pela ANG II sobre a liberacdo da renina. O aumento da atividade
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plasmatica da renina induzida pelo tratamento com losartan foi posteriormente mostrado em
caes e humanos (CHRISTEN et al., 1991; KREBS et al., 1999).

Estudos avaliando o consumo cronico de etanol em modelos animais demonstraram
um aumento plasmatico de ANG II, da atividade da ECA e de ANG II (HUSAIN et al., 2011;
TAN et al., 2012; YANG et al., 2012). Nossos dados também corroboram com esses estudos
mostrando que houve aumento dos niveis plasmaticos de ANG II, além do aumento da
atividade plasmética da ECA em nosso modelo. No entanto, nao observamos alteracdes dos
niveis desses peptideos na vasculatura, tanto em vaso de condutincia (aorta) como de
resisténcia (leito mesentérico) e nem na atividade da ECA. Portanto, em conjunto, nossos
resultados mostram que o consumo cronico de etanol estimula o SRA sist€émico com aumento
da atividade da renina e dos niveis plasmaticos de ANG I e ANG II, sem exercer, no entanto,
efeito no SRA vascular.

A ANG 1I, produto biologicamente ativo do SRA, tem seus efeitos mediados por seus
receptores do tipo 1 e 2 (AT, e AT,, respectivamente) (KASCHINA; UNGER, 2003). Nossos
dados demonstraram o aumento da expressdao génica do receptor AT, e da ECA na aorta
tordcica e no leito arterial mesentérico dos animais tratados cronicamente com etanol. O
aumento da expressdo génica do receptor AT, também foi observado por Cheng; Cheng e
Cunningham (2006) em cées tratados cronicamente com etanol, sendo esta resposta prevenida
pelo uso do irbesartan, um antagonista do receptor AT;. O mesmo perfil de resposta foi
observada por Tan et al. (2012) em ratos tratados cronicamente com etanol. Em nosso estudo
também se observou o aumento da expressdao génica do AT, no grupo de animais que
consumiram etanol e foram tratados com losartan. Entretanto, tais dados discordam com os
achados de Polikandriotis et al. (2006) onde se observou um aumento da expressdo protréica
de AT, e AT, no pulmao de animais tratados cronicamente com etanol.

Os receptores AT, sdo responsaveis pelos principais efeitos da ANG II em adultos, tais
como a secrecdo de aldosterona, a contracdo vascular, sede e apetite ao sédio (KASCHINA;
UNGER, 2003). Os mineralocorticéides sdo secretados principalmente em condi¢des de
deficiéncia corporal de s6dio ou aumento na ativagdo do SRA, tendo a ANG II como principal
secretagogo (LARAGH, et al., 1960; MUSABAYANE et al., 1993, 1994). Assim, qualquer
modificacdo neste sistema influenciaria no controle hidroeletrolitico. Ha relatos literarios que
indicam a associagdo do etanol com as alteracdes em mecanismos neuro-humorais que
controlam a liberacdo de substancias enddgenas envolvidas na manuten¢do das fungdes
cardiovasculares (IBSEN et al., 1985). Os dados do presente estudo demonstraram que no

modelo cronico de etanol, ndo houve alteracdo dos niveis plasmaticos de sddio, na
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osmolaridade e nos niveis plasméticos de aldosterona. Tais dados discordam com outros
estudos descritos na literatura cientifica que demonstraram que a administracdo cronica de
etanol influencia na sintese de aldosterona, nos niveis plasmaticos de Sédio e
conseqiientemente na osmolaridade plasmatica (HOSTETLER; RICHMAN, 1982;
NIEMINEN et al., 1981; COLLINS et al., 1992). Entretanto, o estudo de Nieminen et al.
(1985) também ndo constatou um aumento plasmatico de aldosterona, justificado pela
reducdo plasmdtica de potdssio e consequente reducdo na relagdo de sédio e potdssio. A
concentracdo e tempo de exposi¢do ao etanol poderiam justificar a discrepancia em relacdo
aos dados anteriormente descritos na literatura cientifica. Entretanto, Allen ef al. (1998, 1999)
demonstraram que estas pequenas alteracdes da osmolaridade plasmdtica sdo suficientes na
promocao de um quadro de hiperosmolaridade, aumento da pressdo arterial e conseqiiente
ativacdo dos barorreceptores, que posteriormente favorece o inicio de respostas enddcrinas.
Dessa forma, sugere-se que a hiperosmolaridade possa ter ocorrido no presente estudo, porém
este quadro foi constantemente revertido pelo organismo, o que dificultou tal detec¢do pela
técnica utilizada, corroborando com estudos que ja demonstraram que o consumo cronico de
etanol é capaz de induzir a hiperosmolaridade (MILLERCHOEN; RIGGS, 1969; COLLINS
et al., 1992). Portanto, esse processo também poderia estar associado ao aumento da pressao
arterial induzido pelo consumo de etanol. Esta sugestdo também pode ser fortemente
relacionada as alteragdes neuro-humorais observadas no decorrer do estudo, como por
exemplo, no aumento dos niveis plasmaticos no Peptideo Natriurético Atrial (ANP).

Os peptideos natriuréticos sdo hormdnios que participam do controle da fungdo
cardiovascular. O ANP ¢ sintetizado pelos cardiomidcitos atriais e secretado sob o estimulo
do estiramento da parede do atrio direito, geralmente conseqiiéncia do aumento da volemia
(DIETZ, 2005). Dados apresentados pelo “Framingham Heart Study” sugeriram que a
concentracdo plasmatica do ANP serve como ferramenta preditora de fatores de risco para as
doencas cardiovasculares. Estudos clinicos como os de Colantonio et al. (1991) e Gianoulakis
et al. (1997) demonstraram associagdo positiva entre o consumo de etanol e o aumento dos
niveis plasmaticos de ANP.

Nosso estudo mostrou que o consumo de etanol aumenta os nives plasmaticos de ANP
em reposta ao aumento das pressoes sistdlica, diastélica e média induzidas pelo consumo
cronico de etanol, independentemente da acdo da ANG II sob o receptor AT;. Tais respostas
observadas estdo em acordo com estudos previamente publicados (BLAINE, 1990;

JAMISON et al., 1992; GUILLAUME et al., 1994; DJOUSSE et al., 2006).



Disserta¢do Mestrado-Patricia Passaglia |69

A ativac@o do SRA, como descrito anteriormente, ¢ um dos mecanismos constatados
pelas quais o consumo cronico de etanol promove a elevag@o na pressdo arterial. Entretanto,
outras teorias também t€m sido aventadas para explicar a hipertensdo arterial associada ao
consumo cronico de etanol. Entre os mecanismos propostos destacam-se as alteracdes na
contratilidade vascular, promocdo do estresse oxidativo, estimulacdo do sistema nervoso
simpdtico e alteracdes neuro-humorais.

O sistema nervoso central (SNC) também atua na regulacdo da pressdo arterial sob
condicdes fisiopatoldgicas, tais como no consumo cronico de etanol (THOMAS, 2001;
ISRAEL; SOSA-CANACHE, 2002). Um dos mecanismos pelas quais o SNC regula o efeito
pressorico € através da modulacdo do eixo hipotdlamo-neurohipofisario. O eixo hipotadlamo-
neurohipofisdrio é essencial para a manutengdo corporal de dgua e sddio, participando do
controle do volume e da osmolalidade do LEC. Esse sistema é composto por neurdnios
magnocelulares que possuem seus pericarios localizados nos niicleos paraventricular (PVN) e
supra-optico (SON) do hipotdlamo e cujos axdnios seguem formando tratos que terminam na
formacdo da neurohipofise. Esses neurdnios s@o responsaveis pela sintese dos hormonios
vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) e por sua secre¢do, via neurohipéfise, para a circulacio
sist€tmica (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Dessa maneira, tem sido descrito que o
consumo cronico de etanol afeta o eixo hipotdlamo-neurohipofisario e resulta em alteragdes
nos sistemas que controlam a liberacido de substancias endégenas envolvidas na manutengdo
das funcdes vasculares.

A AVP é um hormonio que tem sua secre¢do estimulada principalmente pela reducio
do volume circulante e/ou pressdo arterial (maiores que 10%) (ANTUNES-RODRIGUES et
al., 2004). Assim, condicdes fisiopatolégicas como a do consumo cronico de etanol que
induzem o aumento da pressdo arterial servem como estimulo depressor para a producio e
liberacdo de AVP, que terd reduzido seu nivel plasmatico (ISHIZAWA et al., 1990; SANNA
et al., 1993; HARDING et al., 1995). Em nosso estudo, foi observada redu¢do plasmaética de
vasopressina e o tratamento com o losartan nao foi capaz de prevenir este efeito. O losartan
possui a capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica, porém em nosso estudo esta
propriedade nao foi observada e assim, nenhum efeito protetor pode ser constatado,
corroborando com Goa e Wagstaff (1982) que demonstraram que a administracdo oral (10
mg/kg) ou em doses didrias (trés dias consecutivos, dose de 3 mg/kg) de losartan ndo
apresentou a mesma capacidade de atingir estruturas do SNC.

A OT, bem como a AVP, é uma substancia endégena com importante papel na

manutengdo das funcdes vasculares. Este hormoénio atua no controle da homeostase
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hidroeletrolitica e do relaxamento do musculo liso vascular, levando a reducdo da pressao
arterial (JANKOWSKI et al., 2000; ANTUNES-RODRIGUES er al.,, 2004). Em nosso
estudo, houve reducdo dos niveis plasmaticos de OT apds tratamento cronico com etanol.
Essa resposta também auxiliaria na explicagdo de ndo termos observado alteracdo da
osmolaridade plasmatica ou da concentragdo de s6dio em nosso modelo. Além disso, a
reducdo dos niveis de OT poderia estar associada ao aumento da pressdo arterial induzido
pelo consumo de etanol, uma vez que esse hormonio estd relacionado a reducdo da pressao
arterial devido ao aumento da excrecao de sddio e potdssio.

Diversos estudos da literatura ja sugeriram efeito sinérgico da vasopressina e da
ocitocina na indu¢do do aumento de AMP. e da natriurese. Devido a suas semelhancas
estruturais, a ocitocina liga-se ao receptor V2 da AVP induzindo a excrecdo urindria de sédio
(FORSLING et al., 1982). Assim, como o modelo de etanol utilizado neste trabalho induziu o
aumento plasmatico de ANP, justifica-se assim, as redugdes plasmdticas de AVP e OT
encontradas, corroborando com os achados de Antunes-Rodrigues et al. (2004).

A reducdo nos niveis plasmaticos de AVP e OT induzida pelo consumo cronico de
etanol também podem estar associado ao efeito depressor do mesmo sob os receptores de
neurotransmissores, incluindo os receptores do GABA e do glutamato, e também sob o
sistema dopaminérgico (WANG et al., 1992; RENAUD, 1996; SIGGINS et al., 1999; MELIS
et al., 2005). Ao atuar sobre o sistema dopaminérgico, o etanol também € capaz de afetar a
sintese e liberacdo de substincias estressoras, nas quais podemos destacar a corticosterona
(MARINELLI, 2007). A Corticosterona ¢ um hormonio regulado pelo eixo hipotdlamo-
hipdfise e cortex das adrenais de animais. Estudos j4 demonstraram a interacio entre estresse
e o consumo de etanol (KREEK; KOOB, 1998; SHAHAM er al., 2000; SINHA, 2001; WISE,
2008). Também ja € bem estabelecida na literatura a relagdo existente entre o aumento dos
niveis plasmaticos de corticosterona induzido por modelos experimentais que promovem
aumento dos niveis pressoricos (LOU et al., 2001; SINGH et al., 2007; LORENZ et al.,
2008). Aguilera et al., (1994) demonstraram que o aumento plasméticos da ANG II também
atua como um fator de sintese e libera¢do da corticosterona. Assim, em modelos de consumo
cronico de etanol atuam favorecem a liberacdo deste hormonio como resultado de altos niveis
plasméticos de ANG II. Assim, os dados do presente estudo corroboram com os achados
descritos anteriormente (FINN er al. 2004; RICHARDSON et al., 2008; FORD et al., 2013),
pois se observou o aumento dos niveis plasmdticos de corticosterona nos animais tratados

cronicamente com etanol.
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Como j4 descrito anteriormente, a ANG II € um dos principais contribuintes para a
elevagdo da pressdo arterial sistémica via acdes renais, centrais e vasculares. Outro
mecanismo pela qual a ANG II favorece este efeito pressérico € através da producao das
espécies reativas de oxigénio (ERO) e seus danos associados (LANDMESSER et al., 2002).
A ANG II induz a geragdo de ERO, sendo este processo dependente da ativacdo de receptores
AT, e conseqiiente ativacdo da enzima NAD(P)H oxidase (RAJAGOPALAN et al., 1996;
ZAFARI et al., 1998; WARNHOLTZ et al., 1999; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000).

Em condicdes patoldgicas estudos ja identificaram a contribuicdo da ERO nos danos
promovidos ao sistema cardiovascular. Giustarini et al. (2009) identificaram um
funcionamento anormal da enzima NAD(P)H oxidase; alteracdo na atividade catalitica de
outras enzimas envolvidas na producdo das em condi¢des patoldgicas. Godin et al. (2010)
também constataram que tal condi¢do induz a reducdo na biodisponibilidade e atividade das
enzimas antioxidantes, tais como as isoformas da SOD, favorecendo assim o estresse
oxidativo e os danos associados a hipertensdo arterial sistémica. Sui et al. (2005) observaram
uma elevacdo da pressdo arterial associada a reducdo da capacidade antioxidante em ratos
deficientes da isoforma endotelial da SOD. Estudos realizados Rajagopalan et al. (1996) ja
demonstravam uma associa¢do positiva entre o aumento da atividade da enzima NAD(P)H
oxidase na aorta tordcica de ratos e a geracdo de ERO. Mollnau et al. (2002) observaram um
aumento na atividade e expressdo da enzima NAD(P)H oxidase, apds a administragdo prévia
de ANG II (por sete dias), sugerindo uma associac¢do entre a ANG II e a hipertensdo arterial
sist€émica. Montezano e Touyz (2012) também constataram um aumento na expressao das
isoformas da NAD(P)H oxidase, aumento na atividade oxidase e na geracdo das ERO em
ratos € camundongos tratados com infusdo de ANG II. Entretanto, tais resultados apenas
sugeriram a associa¢do entre ANG II e a enzima NAD(P)H oxidase para a elevacdo da
pressao arterial.

No presente constatamos que o consumo cronico de etanol ativou o SRA, aumentou os
niveis plasméticos de ANG II, que ao atuar sob o receptor AT;, induziu o aumento o nivel
sist€émico das espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico; o aumento a atividade da enzima
NAD(P)H oxidase e a conseqiiente producdo de O,- (artéria aorta tordcica e leito arterial
mesentérico), além da alteracdo da capacidade antioxidante total, indicando a presenca de
estresse oxidativo sistémico induzido pelo etanol, concordando com os resultados obtidos por
Rajagopalan et al. (1996); Fukui et al. (1997); Landmesser et al. (2002); Mollnau et al.
(2002); Miinzel et al. (2002); Sato et al., (2003); Dikalova et al. (2005); Matsuno et al.
(2005); Weber et al. (2005); Husain et al. (2007); Lavi et al. (2008); Yogi et al. (2010); Das
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et al. (2009); Das e Mukherjee (2010); Niu et al. (2010); Husain et al. (2010) e Husain et al.
(2011). Uma vez que o tratamento com losartan preveniu o aumento do estresse oxidativo
sist€émico associado ao consumo de etanol, destaca-se a participacdo da ANG II nessa
resposta. Porém, ndo houve alteracio na atividade sist€émica total da SOD e
consequentemente, ndo se alterou nos niveis plasmaticos de H,0,. Tais dados foram
semelhantes aos encontrados por Giustarini et al. (2009); Godin et al. (2010); Sui et al. (2005)

O controle da expressao protéica da NOX1 pela ANG II e sua a¢do na producdo das
ERO, no modelo utilizado neste estudo, também pode ser observada pelo aumento
significativo da expressdo protéica da mesma em aorta dos animais tratados com etanol, onde
o tratamento com losartan preveniu este efeito. Assim, este dado concorda com o encontrado
por Lassegue et al., 2001, que observaram um aumento na expressao da NOX 1 em animais
tratados com ANG II e com Oudot er al. (2006) e Richard et al. (2008) que também
constataram o aumento na expressdo e atividade da NOXI1 e conseqiiente aumento na
formacgdo das ERO, tanto em células endoteliais quanto em células da musculatura lisa, em
modelo que ativava o SRA. Nosso resultado, também foi semelhante ao descrito por Yang et
al. (2012) que verificaram que o consumo cronico de etanol favoreceu o aumento da ANG 11,
que ao atuar em AT, induziu a ativagdo da NOX1 e um conseqiiente aumento de ERO.

O estresse oxidativo também estd associado a redu¢do da biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO) e a disfun¢do endotelial (BRIONES; TOUYZ, 2010).

A disfuncdo endotelial e a biodisponibilidade de NO tem sido documentadas como
fatores de risco associados as doencas cardiovasculares, tais como a HAS (SCHLAICH et al.,
2004; YANG et al., 2007). Estudos descrevem as possiveis causas desta disfuncdo, onde se
inclui, principalmente, a redugcdo na sintese de NO; e o desacoplamento da NO sintase na
produ¢do das ERO (BRIONES; TOUYZ, 2010).

O NO ¢ um importante mediador liberado pelas células endoteliais e € produzido por
acdo das isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS), as quais convertem a L-arginina e a
molécula de oxigénio em L-citrulina e NO, utilizando como co-fatores a tetrahidrobiopterin
(BH4) (BRIONES; TOUYZ, 2010). Em condi¢des patolégicas como o consumo crénico de
etanol, estudos como o de Husain et al. (2007, 2010) demonstram alteragdes na sintese de
NO. Nestes trabalhos, os autores constataram uma redu¢do na expressao protéica da eNOS,
enquanto observam um aumento da isoforma iNOS em aorta de animais. Entretanto, no
presente estudo foi observado apenas o aumento da expressao génica (artéria aorta toracica e
leito arterial mesentérico) das isoformas da sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS) e

neuronal (nNOS), sendo esta resposta mediada pela ANG II, pois a mesma foi prevenida na
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presenca do losartan. Nao foram observadas alteragdes na expressao protéica das isoformas da
NOS, porém vale-se ressaltar que os dados referem-se apenas a forma total e ndo a fosforilada
das mesmas (residuos de Ser1177/1179).

O aumento da expressdo génica da eNOS observadas no presente estudo corrobora
com os estudos de Cosentino er al. (1997) e Drummond er al. (2005), onde verificou-se
aumento dos niveis de mRNA pela elevacdo dos niveis de O,- em decorréncia de estresse
oxidativo. Os dados do presente trabalho também concordam com os achados de Hennington
et al. (1998) e Mollnau et al. (2002), que demonstraram o aumento da expressdo génica da
eNOS em cultura de células endoteliais e homogenatos de artéria aorta tordcica, utilizando o
modelo animal de hipertensdo pela infusdao de ANG IL.

Em nosso estudo, também ndo se observou alteracao na expressao génica ou protéica
da Akt, entretanto desse-se ressaltar que a ativacdo da mesma € transitéria, o que poderia
dificultar sua deteccao (HU et al., 2008). Este dado encontrado em nosso estudo discorda dos
resultados por Liu et al. (2002) que verificaram uma ativagdo da Akt, como um efeito protetor
mediante um consumo cronico de etanol. Porém, € importante ressaltar que os efeitos do
etanol sobre a vasculatura dependem da concentracdo de etanol utilizada, do tempo de
exposicao ao etanol e do tipo de vaso estudado (TIRAPELLI et al., 2007).

O consumo cronico de etanol também induz redu¢do do nivel plasmético e tecidual de
NO, estando essa resposta associada a acdo da ANG II (HUSAIN er al., 2008; TODA;
AYAIJIKI, 2010). Os dados do presente estudo demonstraram uma reducdo do nitrato
plasmaético e tecidual (artéria aorta tordcica e leito arterial mesentérico) dos animais tratados
cronicamente com etanol, concordando com os dados literarios descritos anteriormente
(HUSAIN et al., 2007, 2010; SHIRPOOR et al., 2012; YOGI et al., 2012). Nossos dados
mostram ainda a participacdo de ANG II nessa resposta, uma vez que o tratamento com 0O
losartan preveniu a reducao do nitrato plasmaético e tecidual.

Associando os dados da expressdo génica e protéica relatados aos dados da reducao
biodisponibilidade de NO podemos sugerir alteracdo entre a producdo e disponibilidade de
NO induzida pelo consumo cronico de etanol.

Estudos experimentais e clinicos também demonstraram que o consumo cronico de
etanol interfere na producdo e liberacdo de NO pelas células endoteliais, reduzindo a
biodisponibilidade do NO devido sua reagdo com o O;-, principal tipo de ERO produzida pelo
organismo (MOLLNAU et al., 2002). Assim, entende-se que a NAD(P)H oxidase ndo é a

unica fonte de ERO durante o estabelecimento da disfunc¢io endotelial.
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Nessas condic¢des, o anion superdxido € capaz de oxidar o BHy, principal cofator para
a formagdao de NO pela eNOS, e reduzir sua biodisponibilidade (YAN; TIE; MESSINA,
2012). Na auséncia de quantidades adequadas de co-fatores, a eNOS pode passar a produzir
ERO em maior quantidade que NO. Neste caso, diz-se que a enzima encontra-se desacoplada,
uma alusdao ao fato de que sua ativagdo depende do acoplamento entre a ativacdo de
receptores ligados a proteina G e o incremento de Ca®* no interior da célula endotelial. Sob
outra perspectiva, pode-se afirmar que, nesta situa¢do, a reducdo do oxigénio torna-se
desacoplada da oxidacdo de L-arginina que gera NO nos dominios cataliticos da enzima
(FORSTERMANN; SESSA, 2012). Forstemann e Sessa (2012) demonstraram que drogas,
como o etanol, capazes de interferir no SRA favoreceriam além da disfun¢do endotelial, o
quadro de desacoplamento da eNOS. Tan et al. (2012), observaram o processo de
desacoplamento da eNOS e produ¢do do peroxinitrito em ratos tratados com etanol, sendo
esta resposta prevenida pelo uso do losartan. Assim, se observa a participagdo da ANG II na
resposta em tal evento.

Portanto, a partir do conjunto de dados apresentados (aumento da produgdo das ERO,
reducdo da capacidade antioxidante, reducdo da bionisponibilidade de NO e aumento da
expressdo génica da eNOS), pode-se sugerir que no presente trabalho, o processo de
desacoplamento da eNOS possa estar ocorrendo, porém experimentos adicionais devem ser
realizados para tal confirmacao.

O presente trabalho demonstrou, como descrito anteriormente, um aumento da
producdo das ERO e da expressao génica da nNOS nos animais tratados cronicamente com
etanol, sendo estes efeitos mediados pela ANG II, via receptor AT,. Tais dados podem sugerir
efeitos semelhantes aqueles encontrados por Zhang et al. (2009), que verificaram utilizando
um modelo animal de inibi¢do e delecdo genética da nNOS, que essa enzima intensifica o
aumento da formacao das ERO e fosforilagao das MAPKSs induzidas pela ANG II. Os autores
propuseram que, em condic¢des fisiopatoldgicas, a nNOS também pode sofrer o processo de
desacoplamento, de forma semelhante a eNOS. Assim, este seria um novo mecanismo pelo
qual a ANG II favoreceria a hipertensao.

Kahonen er al. (1999) demonstraram que o consumo cronico de etanol também ¢é
capaz de induzir o processo de estresse oxidativo através da alteracdo dos mecanismos
miogénicos, como por exemplo, pela diminuicdo no efeito de agentes vasorelaxantes. Os
dados do presente estudo mostram que o consumo de etanol ndo afetou a resposta de
relaxamento a acetilcolina e ao NPS. A nao alteracdo da resposta relaxante do NPS, um

doador de NO, sugere que o consumo de etanol ndo afeta a via do NO-GMPc
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(RAJAGOPALAN et al., 1996; MOLLNAU et al., 2002). Entretanto, estudos como o de
Tirapelli et al. (2007) também demonstraram uma redu¢do do relaxamento da acetilcolina
pelo tratamento com etanol 20% em leito mesentérico de rato. Husain et al. (2008) mostraram
reducdo na resposta da acetilcolina em aorta de ratos tratados com etanol 20% durante 12
semanas ¢ Abou-Agag et al. (2005) mostraram a mesma resposta em ratos tratados com
solugdo de etanol 18% durante 8 semanas.

Suzuki et al. (2005) e Hunyady e Catt (2006) realizaram um estudo clinico nas quais
observaram que a superestimulacio do SRA ou o aumento da responsividade a ANG II sdo
vias que iniciam e propagam eventos patologicos, como o da hipertensdo arterial sistémica
(HAS). Um dos mecanismos envolvidos na mediacdo dos efeitos patolégicos da HAS refere-
se a acdo da ANG II via receptor AT}, na ativacdo das MAPKSs, incluindo principalmente a
p38MAPK, INK/SAPK e ERK 1/2 (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000).

A via pela qual ANG II, via receptor AT, ativa a ERK1/2 j4 esta bem estabelecida na
literatura cientifica. A ativacdo da ERK1/2 pela ANG II ja estd bem elucidada nos modelos de
hipertensao arterial (ISHIDA et al., 1998, 1999). Porém, a ativacdo da ERK1/2 pela ANG II
parece ser um processo redox-independente (TOUYZ et al., 1999).

Como j4& bem elucidado, o consumo cronico de etanol representa um modelo
experimental que favorece o desenvolvimento da hipertensdo arterial. No modelo de consumo
cronico de etanol utilizado no presente estudo, como descrito anteriormente, foi observado um
aumento nos niveis plasmaticos de ANG II. A ANG II formada, ao atuar em AT;, ndo afetou
a expressao génica da ERK1/2, entretanto foi capaz de favorecer a ativagao/fosforilacdo da
ERK1/2 nos animais tratados com etanol, sendo esta resposta prevenida pelo uso do losartan.
Sugere-se que tal resposta tenha ocorrido por meio de um mecanismo redox-independente.
Este dado corrobora com o estudo de Touyz et al. (1999); Weng e Shukla (2003); e Sharma
et al. (2012), o nde constataram um aumento significativo na fosforilacio da ERK1/2, em
ratos.

A estimulagdo da ERK1/2 pela ANG II resulta na subseqiiente estimulacdo da
JNK/SAPK, qu regulam o crescimento celular da musculatura lisa vascular (TOUYZ et al.,
1999). A ANG II também pode fosforilar e ativar a pP38MAPK, a que atua na importante via
da resposta inflamatdria associada a hipertensdo. No sistema cardiovascular a p38MAPK
também atua na hipertrofia cardiaca e no remodelamento induzido pela hipertensdo. Uhio-
Fukai et al. (1998) constataram que a MAPKp38 pode atuar como um regulador negativo da
ERK1/2. Assim, a ANG II € capaz de mediar a ativacdo da p38MAPK por meio das ERO
(principalmente, o H,0,) produzidas pela NAD(P)H oxidase (TOUYZ et al., 2004). Em
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adicdo, a p38MAPK também atua na ativacio da Akt via ANG II. Neste sentido,
posteriormente a ativacdo da ERK1/2, constatamos que houve aumento da expressdo génica
da JNK/SAPK nos animais do grupo etanol e sendo esta resposta prevenida pelo uso do
losartan, porém nao foi observada alteracdo em relacdo a expressao génica da JNK/SAPK. A
expressdo génica da p38MAPK foi observada somente em homogenato de leito arterial
mesentérico € a expressao protéica devera ainda ser avaliada. Tais dados discordaram dos
achados de Yogi et al. (2012), onde utilizando um modelo agudo de etanol, demonstraram o
aumento da expressao protéica da p38 e INK/SAPK induzida pelo etanol e a prevencao desta
reposta no tratamento com losartan. E importante ressaltar que a ativacio da INK/SAPK e da
p38MAPK ¢€ dependente de mecanismos redox-sensiveis, envolvendo principalmente o H,O;,
Assim, como sugerido a ocorréncia de um desacoplamento da eNOS e conseqiiente formacgao
de peroxinitrito, acreditamos ocorrer prejuizo nos niveis de H,O, e nos mecanismos onde o
mesmo atua, tal como o mecanismo envolvido na fosforilacdo da p38 e INK/SAPK. Além
disso, condicdes fisiopatoldgicas que levam a redug¢do do NO, podem atuar dificultando a
ativacdo das MAPKs (WANG; MURPHY, 1998).

O aumento na atividade das MAPKSs contribui ndo s6 para a resposta de crescimento e
proliferacdo celular, mas também favorece o aumento na contractilidade vascular induzido
pela hipertensdo, induzida pelo etanol (TOUYZ et al., 1999). Como descrito, o consumo
cronico de etanol € capaz de induzir o processo de estresse oxidativo, e associado a ele
também se observa alteragdo dos mecanismos miog€nicos que envolvem o aumento da
reatividade vascular para agentes vasoconstritores (PINARDI et al., 1992).

Em relacdo as alteracdes nas respostas contréteis induzidas pelo etanol, estudos ja
demonstraram um favorecimento da resposta contratil aos agonistas dos o;-adrenoceptores,
tais como a fenilefrina. Em nosso estudo, constatamos um aumento da resposta contratil
maxima pela fenilefrina tanto em anéis com como sem endotélio. O losartan preveniu o
aumento da contracio a fenilefrina induzida pelo etanol. Assim, nossos dados sugerem uma
participacdo da ANG II, via receptores AT}, sobre a acdo do etanol na reatividade vascular.
Efeito semelhante foi descrito por Pinardi ef al. (1992) onde demonstraram que o consumo
cronico de etanol aumenta a resposta contratil da fenilefrina em anéis de aorta com endotélio
ou sem endotélio. Dados prévios de nosso laboratorio demonstraram que o tratamento com
etanol aumenta a resposta contratil a fenilefrina em leito mesentérico de ratos tratados com
etanol, sendo essa resposta dependente do endotélio (TIRAPELLI et al., 2008). Utilizando o
mesmo modelo experimental de consumo de etanol, Tirapelli et al. (2006) mostraram que o

aumento da contragdo a fenilefrina em aorta, induzida pelo consumo de etanol, ndo é
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dependente do endotélio e estd relacionado ao aumento do influxo de Ca®* extracelular
mediado pelo tromboxano A;. Foi observado ainda que a indometacina, um inibidor nao
seletivo das ciclooxigenases reverteu o aumento de contracdo a fenilefrina induzida pelo
etanol, sugerindo a participacdo dessas enzimas nessa resposta.

A HAS também € considerada um processo inflamatério cronico nas quais se observa
uma elevacdo de citocinas pro-inflamatorias plasmaticas e aumento da expressdo vascular da
COX2. Assim, o processo hipertensivo pode ser favorecido pelo aumento da expressao
vascular de COX2 (ALVAREZ et al., 2007). Tal processo estd bem associado com as
alteracoes vasculares onde intensifica as respostas contriteis de diversos agonistas
(SCHIFFRIN; TOUYZ, 2000).

Alvarez et al. (2007) demonstraram que a ANG II estimula a liberacio de
prostaglandinas em varios tipos de células, incluindo as células da musculatura lisa vascular,
através da ativacdo da fosfolipase A,. Em adicdo, os autores mostraram que a ANG Il regula a
expressdo da COX2 e a producdo de prostandides nas células da musculatura lisa vascular de
ratos via receptor AT; (HU et al., 2002). Assim, a ANG II via receptor AT}, estd envolvida na
itensificacdo da contragdo a fenilefrina mediada pelo aumento da expressao da
ciclooxigenase-2 (COX2) e da producdo de tromboxano A, em aorta de ratos. Verificou-se
também, que a ANG II € capaz de modular a expressao génica e protéica da COX2 em ratos
hipertensos, sendo tal resposta prevenida pelo tratamento com losartan (HU et al., 2002).
Perfis de resposta semelhantes também foram observados no modelo de HAS induzida pelo
consumo cronico de etanol (HUSAIN etz al., 2011). Tal mecanismo pode estar ocorrendo em
nosso modelo de estudo, visto que se observou um aumento significativo da expressao génica
e protéica da COX2 no grupo etanol e sendo esta resposta prevenida pelo tratamento com
losartan. Entretanto, estudos complementares devem ser realizados para confirmar essa

proposta de mecanismo.
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Fonte: Autor desconhecido.

CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

Em suma, os resultados do presente estudo mostram que o consumo cronico de etanol
ativa o SRA sistémico. Em nosso modelo crénico de etanol, a ativagdo desse sistema foi
constatada pelo aumento da atividade da renina e da ECA, além do aumento plasmatico de
ANG I e ANG II. Assim, considera-se o0 SRA como o principal mecanismo responsdvel pelo
efeito pressorico observado nos animais tratados com etanol. A ANG II produzida foi capaz
de ativar a NAD(P)H oxidase e induzir o aumento tecidual de O,-, o aumento da peroxidacdo
lipidica plasmética, além de reduzir a biodisponibilidade plasmética e tecidual do NO,
caracterizando a ocorréncia de estresse oxidativo sistémico e tecidual induzido pelo etanol. O
tratamento cronico com etanol também afetou mecanismos miogénicos, favorecendo
vasoconstri¢do periférica induzida pela fenilefrina, e alterou mecanismos neuro-humorais
envolvidos na regulacdo da pressdo arterial sist€mica. Dessa forma, ao atuar sob o receptor
AT, a ANG II desencadeou alteragdes na expressao génica e protéica de alguns componentes
das vias das MAPKSs e das COXs, que em conjunto podem contribuir na elevacio da pressdo

arterial sist€émica decorrentes a exposi¢ao cronica ao etanol.
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