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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.
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Fonte: Autor desconhecido.
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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.
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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.

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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