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RESUMO

Consumo de etanol induz fendtipo pro-contratil em tecido adiposo perivascular de
artérias de resisténcia: Participacao dos receptores mineralocorticoides. Dissertacdo
(Mestrado). tMartins, 1.V.O. tFaculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeiréo Preto.

O consumo croénico de etanol é um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares como a hipertenséo arterial. O mecanismo pelo qual o etanol induz
aumento envolve a participagdo de sistemas que estdo diretamente relacionados ao
controle da pressdo arterial com o sistema nervoso autbnomo simpético (SNAS) e o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O consumo de etanol também promove
alteragBes vasculares que levam ao aumento da contratilidade. Niveis aumentados de
angiotensina Il (ANGII) e aldosterona foram descritos em estudos clinicos e
experimentais apds consumo de etanol. A aldosterona atua em receptores
mineralocorticoides (MR) no vaso e no tecido adiposo perivascular (perivascular adipose
tissue - PVAT) promovendo aumento do estresse oxidativo e da sintese de citocinas pro-
inflamatorias. A hipotese do presente estudo foi a de que os MR participariam da
disfungdo vascular promovida pelo etanol induzindo aumento das espécies reativas de
oxigénio (ERO) com consequente inducdo de um fendtipo pro-contrétil do PVAT. Assim,
avaliamos a participacdo dos MR nas alteraces do balango redox e do fen6tipo do PVAT
induzidas pelo consumo crénico de etanol. Foram utilizados Ratos Wistar Hannover
adultos, com idade entre 50 e 70 dias (260-280g). Os animais foram tratados com solugéo
de etanol por 5 semanas e o canrenoato de potassio (30 mg/kg/dia; gavagem), um
antagonista dos MR (MRA), foi usado para avaliar a participacdo dos MR nas alteracdes
induzidas pelo etanol. O aumento da presséo arterial média, diastolica e sistélica induzido
pelo etanol foi prevenido pelo carenoato de potassio. O tratamento com etanol aumentou
as concentracdes circulantes de aldosterona, efeito que ndo foi prevenido pelo tratamento
com MRA. O consumo de etanol ndo promoveu alteragdo da contracdo induzida por
fenilefrina (em artérias mesentéricas com ou sem PVAT), mas promoveu reducdo do
relaxamento induzido pela acetilcolina em artérias mesentéricas com PVAT. O MRA
preveniu essa resposta. Aumentos da producdo de ERO e de lipoperoxidacdo foram
evidenciados no leito arterial mesentérico (LAM) e no PVAT de animasi tratados com
etanol e 0 MRA preveniu esses efeitos. O etanol diminuiu a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) no LAM, mas ndo no PVAT, tendo esse efeito sido
prevenido pelo MRA. O tratamento com etanol reduziu as concentragdes de leptina no
PVAT e 0 MRA preveniu essa resposta. O etanol aumentou os niveis de TNF-o. no LAM
e no PVAT e o tratamento com canrenoato de potassio preveniu esse efeito. Aumento da
atividade da mieloperoxidade (MPO) foi detectado no PVAT de animais tratados com
etanol e 0 MRA preveniu esse efeito. Nossos resultados evidenciam a participacdo dos
MR no aumento da pressdo arterial e nas disfuncgdes vascular e do PVAT induzidas pelo
consumo de etanol. Os MR modulam a indugdo de um fenotipo pré-contratil do PVAT
por um mecanismo que envolve o aumento da producdo de ERO, via NADPH oxidase, e
reducdo da concentracdo de leptina. O fenotipo pré-contratil do PVAT também esta



associado a ac¢des pro-inflamatorias mediadas pelos MR que envolvem aumento de TNF-
a ¢ de neutrdfilos no PVAT. Os MR também participam das altera¢des de estado redox
em vasos de resisténcia que foram caracterizadas por aumento de ERO, lipoperoxidagéo
e reducdo da capacidade antioxidante enzimatica. Assim, concluimos que os MR
desempenham importante funcdo nas alteracGes vasculares induzidas pelo consumo de
etanol.

Apoio Financeiro: CAPES.

Palavras-chave: Etanol; Receptores mineralocorticoides (MR); Estresse oxidativo;
PVAT, Disfuncéo vascular.



ABSTRACT
MARTINS-OLIVEIRA, VIS VINICIUS. Ethanol consumption induces
procontractile phenotype in perivascular adipose tissue of resistance arteries:
Participation of mineralocorticoid receptors. 2023. Master Thesis (Msc.). Ribeirao
Preto Medical School of the University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto. 2023.

Chronic consumption of ethanol is a risk factor for the development of cardiovascular
diseases such as hypertension. The mechanism by which ethanol induces increase
involves the participation of systems that are directly related to blood pressure control
with the sympathetic autonomic nervous system (SNAS) and the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS). Ethanol consumption also promotes vascular changes that
lead to increased contractility. Increased levels of angiotensin 11 (ANGII) and aldosterone
have been described in clinical and experimental studies after ethanol consumption.
Aldosterone acts on mineralocorticoid receptors (MR) in the vessel and perivascular
adipose tissue (PVAT) promoting increased oxidative stress and synthesis of pro-
inflammatory cytokines. The hypothesis of the present study was that MRs would
participate in the vascular dysfunction promoted by ethanol by inducing an increase in
reactive oxygen species (ROS) with consequent induction of a pro-contractile phenotype
of PVAT. Thus, we evaluated the participation of MR in changes in redox balance and
PVAT phenotype induced by chronic ethanol consumption. Adult Wistar Hannover rats,
aged 50-70 days (260-280g), were used. Animals were treated with ethanol solution for
5 weeks and potassium canrenoate (30 mg/kg/day; gavage), an MR antagonist (MRA),
was used to evaluate the participation of MR in ethanol-induced changes. The ethanol-
induced increase in mean, diastolic and systolic blood pressure was prevented by
potassium carenoate. Ethanol treatment increased circulating concentrations of
aldosterone, an effect that was not prevented by treatment with MRA. Ethanol
consumption did not promote alteration of phenylephrine-induced contraction (in
mesenteric arteries with or without PVAT), but promoted reduction of acetylcholine-
induced relaxation in mesenteric arteries (MAB) with PVAT. MRA prevented this
response. Increases in ROS production and lipoperoxidation were evidenced in the
mesenteric arterial bed (MAB) and PVAT of ethanol-treated animasi, and MRA
prevented these effects. Ethanol decreased superoxide dismutase (SOD) enzyme activity
in the MAB but not in the PVAT, and this effect was prevented by MRA. Ethanol
treatment reduced leptin concentrations in PVAT and ARM prevented this response.
Ethanol increased TNF-a levels in MAB and PVAT and potassium canrenoate treatment
prevented this effect. Increased myeloperoxidase (MPO) activity was detected in the
PVAT of ethanol-treated animals and ARM prevented this effect. Our results highlight
the participation of MR in the increased blood pressure and vascular and PVAT
dysfunction induced by ethanol consumption. MR modulate the induction of a pro-
contractile phenotype of PVAT by a mechanism involving increased production of ROS,
via NADPH oxidase, and reduced leptin concentration in PVAT and MRA prevented this
response. Ethanol increased TNF-a levels in MAB and PVAT and potassium canrenoate
treatment prevented this effect. Increased myeloperoxidase (MPO) activity was detected
in the PVAT of ethanol-treated animals and MRA prevented this effect. Our results



highlight the participation of MR in the increased blood pressure and vascular and PVAT
dysfunction induced by ethanol consumption. MR modulate the induction of a pro-
contractile phenotype of PVAT by a mechanism involving increased production of ROS,
via NADPH oxidase, and reduced leptin concentration. The pro-contractile phenotype of
PVAT is also associated with MR-mediated pro-inflammatory actions that involve
increased TNF-a and neutrophils in PVAT. MRs also participate in redox state changes
in resistance vessels that were characterized by increased ROS, lipoperoxidation, and
reduced enzymatic antioxidant capacity. Thus, we conclude that MRs play an important
role in the vascular changes induced by ethanol consumption.

Financial Support: CAPES.

Keywords: Ethanol; Mineralocorticoid receptors (MR); Oxidative stress; PVAT,
Vascular dysfunction.
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1. INTRODUCAO

A associacao positiva entre o consumo de etanol e 0 aumento da pressao arterial foi
mostrada pela primeira vez no ano de 1915, pelo médico Camile Lian (Lian, 1915 em
MacMahon, 1987). Atualmente o consumo de etanol figura como importante fator de
risco no desenvolvimento da hipertenséo arterial visto que induz alteraces no coragéo
e vasos (Mathews, 1976; Klatsky et al., 1977,1986; MacMahon, 1987; Fuchs et al.,
2001; Souza, 2014; Almeida et al., 2016; Piano, 2017). As acdes cardiovasculares do
etanol estdo diretamente relacionadas a quantidade e frequéncia de ingestdo desse
composto. Assim, foi descrito que a associacdo entre a quantidade de etanol consumida
e 0 aumento da pressao arterial é do tipo J, ou seja, 0 consumo de pequena quantidade
de etanol induz reducdo da presséo arterial enquanto o consumo de altas concentracfes
induz hipertensé&o arterial (Klatsky et al., 1977, 1986; MacMahon, 1987; O’Keefe et al.,
2018). O consumo de etanol é quantificado em termos da quantidade de doses ingeridas
durante um dia sendo que uma dose equivale a 14 gramas de etanol (Andrade, 2021).
No contexto brasileiro, uma dose (ou 14 gramas de etanol) corresponde a 350 mL de
cerveja, 150 mL de vinho ou 40 mL de uma bebida destilada (Andrade, 2021). Em
relacdo aos efeitos pressoricos do etanol, é descrito que o consumo moderado (entre trés
e cinco doses diarias) ou abusivo de etanol (superior a seis doses diarias) esta associado
ao aumento da pressao sistolica (>150-160 mmHg) e diastdlica (>95 mmHg), enquanto
0 consumo de uma ou duas doses diarias ndo induz alteracdo dos valores de pressao
arterial (Klatsky et al., 1977; O’Keefe et al., 2018).

Os achados clinicos e epidemiologicos mostrando que o consumo de etanol induz
hipertensdo arterial em humanos foram também constatados em modelos experimentais
(Chan e Sutter, 1983; Tirapelli et al., 2008; Da Silva et al., 2013; Passaglia et al., 2015;
Marchi et al.,, 2016). Os estudos experimentais permitiram aprofundamento do
conhecimento em relacdo aos mecanismos responsaveis pelo aumento da pressdo
arterial induzido pelo etanol. Alteragdes na contratilidade vascular e neuro-humorais
figuram como dois importantes mecanismos pelos quais o consumo de etanol induz
aumento da pressdo arterial. Assim, a hipercontratilidade vascular foi descrita em
diferentes territorios vasculares em animais tratados cronicamente com etanol (Pinardi
et al., 1992; Hatton et al., 1992; Stewart e Kennedy, 1999; Tirapelli et al., 2006; 2008).
O aumento da disponibilidade de Ca?* intracelular assim como da producio de espécies
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reativas de oxigénio (ERO) séo dois importantes mecanismos pelos quais o etanol
promove 0 aumento da contratilidade vascular a diferentes agentes vasoativos (Tirapelli
et al., 2006; Marchi et al., 2016; Ceron et al., 2017; Do Vale et al., 2018). A reducédo do
relaxamento vascular decorrente de disfuncdo endotelial também foi identificada apos
consumo de etanol (Tirapelli et al., 2008; Husain et al., 2008; Hipolito et al., 2011;
Rochaetal., 2012). A disfuncdo endotelial induzida pelo etanol é decorrente do aumento
da producdo de ERO, resposta essa que esta diretamente relacionada a reducdo da
biodisponibilidade do oxido nitrico (NO), um importante mediador do relaxamento

vascular (Tirapelli et al., 2008; Simplicio et al., 2017).

O sistema nervoso autbnomo simpético (SNAS) em conjunto com o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) é responsavel pelo controle fisioldgico da pressao
arterial. O consumo de etanol induz ativacdo de ambos, fato que sugere um mecanismo
neuroenddcrino na hipertenséo arterial induzida pelo etanol (Nieminen et al., 1981;
Polikandriotiset al., 2006; Husain et al., 2008; Da Silva et al., 2013). De fato, Do Vale
et al. (2018) mostraram que existe relacdo direta entre esses dois sistemas na modulacao
do aumento da pressdo arterial induzido pelo etanol, onde 0 SNAS é responsavel pela
ativacdo do SRAA, que atua como mediador final da alteracdo vascular induzida pelo
etanol (Passaglia et al., 2015; Ceron et al., 2017). Assim,constatou-se a existéncia de
relacdo direta entre os dois principais mecanismos apontados como mediadores da

hipertensao arterial induzida pelo etanol.

No SRAA classico, a angiotensina | (ANGI) é formada a partir do
angiotensinogénio, uma proteina sintetizada pelo figado que serve de substrato para a
enzima renina que é produzida nas células justaglomerulares. A enzima conversora da
angiotensina (ECA) cliva o decapeptideo ANGI gerando o octapeptideo angiotensina Il
(ANGII), que é considerada como a principal efetora bioldgica desse sistema (Carey,
2013). A ANGII promove seus efeitos bioldgicos via ativacdo dos receptores AT1 e
AT2. O receptor ATl é responsavel pelas principais agdes da ANGII
comovasoconstri¢do, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular, aumento da
atividade simpatica e secre¢do de aldosterona, hormdnio produzido na zona glomerulosa
das glandulas adrenais (Touyz e Schiffrin, 2000; Hattangady et al., 2012; Ames et al.,
2019). A principal acdo biologica da aldosterona € a de estimular a reabsor¢do de sddio
(Na®) no ducto coletor dos néfrons. Para promover essa acdo, 0 hormonio ativa 0s

receptores mineralocorticoides (MR) e induz aumento na expressao dos canais epiteliais
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de Na* (ENaC) e consequente aumento do volume extracelular e pressao arterial média
(Hall, 2017; Colafella et al., 2019). Os MR ndo s&o expressos exclusivamente nos
néfrons sendo também encontrados em células do sistema imunolégico, coracao e vasos
sanguineos onde estdo associados a mediacdo deacdes fisiopatoldgicas da aldosterona.
Assim, alem de promover efeitos fisiologicos, a aldosterona estd associada a diferentes
efeitos vasculares prejudiciais incluindo inflamagéo, remodelamento, estresse oxidativo
que, em conjunto, levam a disfuncdo vascular (Van der Heijden et al., 2018; Colafella
etal., 2019). De fato, a aldosterona € responsavel pela disfuncéo vascular observada em
diferentes condigdes incluindo a obesidade, hipertensdo arterial e diabetes. Por exemplo,
em modelo de hipertenséo arterial induzido pela ANGII, o uso de espironolactona, um
antagonista dos MR, promoveu reducdo do dano vascular e estresse oxidativo (Virdis et
al., 2002). Antagonistas dos MR se mostraram efetivos em promover cardioprote¢édo na
hipertensdo arterial (Nakano et al., 2005). O bloqueio dos MR também restaurou o
relaxamento vascular induzido pelo NO e promoveu redugdo das ERO na obesidade e
diabetes, fato que mostra a participacao direta da aldosterona nessas respostas (Silva et
al., 2015; Cat et al., 2018).

E importante destacar que o consumo cronico de etanol promove ativacio do SRAA
(DaSilvaetal.,2013; Do Vale et al., 2018), e que o blogueio dos receptores AT1 previne
0 aumento da pressdo arterial e a disfungdo vascular, assim como 0 aumento dos niveis
circulantes de aldosterona induzido pelo etanol (Passaglia et al., 2015; Ceron et al.,
2017). O aumento do estresse oxidativo induzido pelo SRAA é um importante
mecanismo pelo qual esse sistema induz disfuncéo vascular. O SRAA leva a ativacéo
da enzima adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que nos vasos tem como
principal funcdo a producao de anion superdxido (O2™) a partir da reducdo do oxigénio
usando NADPH ou NADH como doadores de elétron (Touyz e Briones, 2011; Hussain,
2018).

A NADPH oxidase ¢ um complexo enzimatico formado por subunidades de
membrana e citosélicas sendo que as subunidades cataliticas (localizadas na membrana)
podem n&o requerer regulacéo ou serem reguladas por proteinas citosdlicas ou pelo Ca?*
Rodifio-Janeiro et al., 2013; Altenhofer et al., 2014; Vermot et al.,2021). Sete membros
da “familia Nox” das NADPH oxidases sdo conhecidos e caracterizados de acordo com
as subunidades cataliticas que os compdem: Nox1, Nox2 (ou gp91phox), Nox3, Nox4

(ou renox — renal oxidase — oxidase renal), Nox5 e Duox1 e Duox2 (Rodifio-Janeiro et
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al., 2013). As células endoteliais, do musculo liso vascular assim como do tecido
adiposo perivascular (perivascular adipose tissue — PVAT) expressam diferentes
isoformas da NADPH oxidase e por esse motivo sdo capazes de promover a geracéo de
ERO (Drummond et al., 2011; Cheng et al., 2018). O O, formado na vasculatura pode
reagir com o NO tendo essa reacdo as seguintes consequéncias: geracao de peroxinitrito
(ONOO-), um potente oxidante capaz de causar disfungdo vascular (Griendling e
Fitzgerald, 2003); e perda da bioatividade do NO, com consequente redugdo da
capacidade vasodilatadora dependente do endotélio (Rubanyi e Vanhoutte, 1986). A
enzima NO sintase (NOS) sintetiza 0 NO e trés isoformas distintas dessa enzima sao
descritas: NOS neuronal (nNOS ou tipo 1), NOS induzivel (iNOS ou tipo Il) e NOS
endotelial (eNOS ou tipo II1) (Boucher et al., 1999). E importante ressaltar que a
reducdo da biodisponibilidade de NO no vaso de animais tratados cronicamente com
etanol € prevenida pelo losartan, fato que implica 0 SRAA nessa resposta (Passaglia et
al., 2015). Esse conjunto de dados sugere que o estresse oxidativo vascular induzido
pelo etanol é mediado pelo SRAA e é responsavel pela disfuncdo vascular associada ao

consumo crénico desse composto.

Além de promover efeitos diretos na vasculatura, o SRAA influencia o perfil
secretério do PVAT, que é um tecido localizado na regido mais externa dos vasos
sanguineos, em contato direto com a tanica adventicia, servindo como estrutura de
suporte além de possuir propriedades secretorias (Szasz e Webb, 2012; Boydens et al.,
2012; Cheng et al., 2018). Em condicdes fisioldgicas o PVAT promove efeito anti-
contratil uma vez que produz e libera substancias vasoativas que tem a¢do vasorelaxante
(Soltis e Cassis, 1991; Lohn et al., 2002). Dentre as substancias vasorelaxantes
produzidas pelo PVAT estdo o NO, sulfeto de hidrogénio (H2S), peroxido de hidrogénio
(H202), adipocinas (ex. adiponectina, leptina e resistina), prostaciclina (PGI2), metil
palmitato (PAME) e a angiotensina (1-7). Em conjunto, essas moléculas medeiam o
efeito anti-contratil do PVAT em diferentes vasos. No entanto, o PVAT também produz
fatores vasocontrateis como, por exemplo, a noradrenalina, ERO, interleucina (IL)-6,
fator de necrose tumoral (TNF)-o e quemerina (Szasz ¢ Webb, 2012; Cheng et al.,
2018).

A composicdo do PVAT é complexa e varia de acordo com o territorio vascular.
Diferentes tipos celulares sé&o encontrados nesse tecido como células do sistema

imunologico incluindo células dendriticas, além de linfécitos T, e macrofagos (Wei et
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al., 2014; Schenkel et al., 2014; Ensan et al., 2016). E importante ressaltar que, em
termos de composicdo, ha predominio dos adipdcitos no PVAT. Dependendo do
territorio vascular, o PVAT pode ser composto pela mistura de tecido adiposo marrom
(brown adipose tissue — BAT) e tecido adiposo branco (white adipose tissue — WAT),
ou composto exclusivamente por WAT, como nas artérias mesentéricas (Gao, 2007). O
WAT é composto por uma unica vesicula lipidica grande e tem como principal funcdo
o0 armazenamento de lipideos (ex.: colesterol e triglicerideos). Esses adipdcitos também
desempenham funcdo metabdlica, pois sdo responsaveis pela secrecdo de adipocinas
incluindo a resistina, adiponectina e leptina. Dessa forma, o PVAT é considerado como
um tipo de tecido adiposo funcionalmente especializado que possui diferentes
propriedades de secrecdo e que por esse motivo, exerce efeito modulatério na fungéo
vascular (Cheng et al., 2018; Nosalski e Guzik, 2017).

A acdo anti-contratil do PVAT é evidenciada em condic¢des fisiologicas, mas em
situacBes ndo fisioldgicas como na obesidade, hipertensdo arterial e diabetes, ha
alteracdo do fenotipo anti-contratil desse tecido, que passa a produzir citocinas pro-
inflamatorias (ex.: IL-6, IL-1p e TNF-a) ¢ ERO, respostas que levam a disfungao
vascular/endotelial (Watts e Gollasch, 2018). Como mencionado anteriormente, o
SRAA influencia o PVAT favorecendo a secre¢cdo de agentes pré-contrateis e pro-
inflamatdrios. Essas acfes sdo mediadas pela ANGII e também pela aldosterona. Essa
ltima, promove uma série de acGes que favorecem a mudanca do fenétipo anti-
contrétilpara pro-contréatil. As acdes da aldosterona nos adipécitos sdo mediadas pelos
MR (Caprio et al., 2007; Nguyen Dinh Cat et al., 2011), e incluem a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias e aumento do estresse oxidativo. Nesse sentido, Guo et al.
(2008) demonstraram que a eplerenona, um antagonista dos MR reduziu a expressdo
génica de IL-6 e TNF-a no tecido adiposo de camundongos obesos diabéticos (Guo et
al., 2008). Em artérias mesentéricas de ratos saudaveis, o efeito anticontratil de PVAT
foi perdido ap6s incubagdo com aldosterona, tendo sido essa resposta revertida pela
eplerenona (Withers et al., 2011). Além disso, o bloqueio dos MR reduziu a produgéo
de ERO em adipocitos da linhagem T3-L1 (Hirata et al., 2009, 2012).

Além da inducdo de proteinas pro-inflamatorias, a aldosterona também altera o
balango redox vascular. Nesse sentido, foi descrito que o tratamento com eplerenona
inibiu 0 aumento da expressao das subunidades p22 e p47phox da NADPH oxidase em
tecido adiposo de camundongos obesos ob/ob e db/db (Hirata et al., 2009). Além disso,
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0 aumento da producédo de ERO observado no tecido adiposo de animais obesos também
pode ser devido a diminui¢do da expressdo génica das enzimas catalase e Cu/Zn-SOD,
que foram reduzidos nesses animais, mas restaurados pela administragdo de eplerenona
(Hirata et al., 2009). Outros estudos também relataram a regulacdo positiva de enzimas
antioxidantes (SOD e catalase) na vasculatura por bloqueio dos MR (Silva et al., 2015).
O aumento da expressdo dos MR em adipdcitos de camundongo levou ao aumento da
producdo de H>O> por mecanismo associado a diminuicdo dos niveis de RNAm da
catalase e ao aumento dos niveis de RNAmM de Nox4, e essas respostas foram associadas
a alteracdes da contratilidade vascular (Nguyen Dinh Cat A et al., 2016). Camundongos
que ndo expressam 0 MR em adipécitos (AdipoMR-KO) e que foram alimentados com
dieta rica em gordura ndo apresentaram aumento do estresse oxidativo, reducdo da
defesa antioxidante ou mesmo aumento de marcadores inflamatorios, que sdo respostas
caracteristicas da obesidade (Hayakawa et al., 2018). Resultados semelhantes foram
relatados por Feraco et al. (2018). Dessa forma, esses estudos evidenciam a participacéo
dos MR no estresse oxidativo e inducdo de proteinas inflamatérias em adipdcitos.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

Por meio de um processo que envolve alteracdes vasculares e neuro-humorais, o
consumo crénico de etanol induz aumento da pressdo arterial, figurando como
importante fator de risco no desenvolvimento da hipertensdo arterial. O consumo
de etanol ativa 0 SRRA promovendo o aumento da aldosterona circulante. Esse
horménio atua em receptores MR no vaso e no PVAT gerando alteracdo no balanco
redox e na sintese de citocinas pro-inflamatorias em diferentes condic¢des incluindo
diabetes, hipertensdo arterial e obesidade. Os receptores MR promovem o aumento
do estresse oxidativo e indugdo de proteinas inflamatorias em adipdcitos. Dessa
forma, a hipdtese do presente estudo € a de os MR participardo das alteragdes
vasculares induzidas pelo consumo de etanol. Em conjunto, essas acOes
contribuirdo para a disfungédo vascular e do PVAT e aumento da pressao arterial
induzido pelo consumo de etanol. Dessa forma, o presente estudo foi delineado de
forma a investigar a participacdo dos MR nas alteraces vasculares e do fenotipo
anti-contratil do PVAT induzidas pelo consumo cronico de etanol. Com esse
propdsito o canrenoato de potassio, um antagonista dos MR foi empregado como

ferramenta farmacoldgica em animais tratados cronicamente com etanol.
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3. METODOLOGIA
4. 3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar Hannover adultos, com idade média entre 50 e 70
dias (260-280g), provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto.
Durante o tratamento o0s animais permaneceram no biotério de manutencdo da
EERP/USP com temperatura controlada por ar condicionado tipo slipt (22-24°C), ciclo
automatico claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 06:00 h) e livre acesso a 4gua e ragao
convencional. Os ratos permaneceram em rack ventilada (AL21, Alesco, Brasil)
mantidos em grupos de 2 em mini-isoladores de polissulfona com area de 1.612 cmz2,
tendo cama de maravalha trocada 3 vezes por semana. O numero amostral foi
determinado utilizando o software G*Power (http://www.gpower.hhu.de/). Os
protocolos utilizados nesse estudo estdo em acordo com as leis do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da EERP/USP (#20.1.402.22.4).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: 1) Controle: animais
tiveram livre acesso a agua e receberam solucdo salina por gavagem (veiculo do
canrenoato de potassio) no volume de administracdo de 10 mi/kg; 2) Etanol: animais
tiveram livre acesso exclusivamente a uma solugdo de etanol a 20% (vol./vol.) e
receberam solucdo salina por gavagem; 3) Canrenoato de potassio: animais tiveram livre
acesso a agua e receberam solucdo de canrenoato de potassio [sal potassico do acido
carboxilico 17-hidroxi-3-oxopregna-4,6-dieno-21 (#C7287, Sigma Aldrich, St. Louis,
IL, EUA)] na dose de 30 mg/kg/dia por gavagem diluido em salina no volume de
administracdo de 10 ml/kg; 4) Etanol + canrenoato de potéssio: animais tiveram livre
acesso a solucdo de etanol a 20% (vol./vol.) e receberam solucdo de canrenoato de
potassio (30 mg/kg/dia). Os animais dos grupos tratados com etanol foram
condicionados a um periodo de adaptagdo de 2 semanas que consistiu no fornecimento
de etanol em concentracGes crescentes semanais de 5 e 10% (Figura 1). Entre a 3% e 52
semanas de tratamento os animais tiveram livre acesso a uma solucdo de etanol 20%.
Ao término da 5% semana os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
uretana 1,25g/kg em solucdo de 25% [5ml/kg] (SigmaAldrich, St. Louis, IL, EUA) e

mortos por exsanguinagao seguida de rompimento do diafragma. Durante o tratamento,
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0s animais tiveram o consumo de racdo, de liquido e peso corporal avaliados
semanalmente. Foram coletados o leito arterial mesentérico, PVAT (que circunda o leito
arterial mesentérico) e sangue. Foi realizada avaliacdo semanal de ganho de peso e
consumo de liquido e racao. A participacdo dos MR nas alteracdes vasculares induzidas
pelo etanol foi avaliada por meio de tratamento diario com canrenoato de potassio
(Figura 1). Esse antagonista dos MR (MRA) tem sido usado para avaliar disfuncéo
endotelial/vascular observada em diferentes modelos experimentais (Latouche et al.,
2012; Vergaro et al., 2016; Cat et al., 2018; Lefranc et al., 2019). O canrenoato de
potassio € amplamente utilizado como ferramenta farmacoldgica por ser um MRA
solivel em solugdes aquosas e apresentar biodisponibilidade oral préxima de 100%
(Kolkhof e Barfacker, 2017; Brunton et al., 2019). Na vasculatura, o canrenoato de
potassio promove significativa reducdo da geracdo de ERO, aumento da
biodisponibilidade de NO, aumento da capacidade antioxidante além de restaurar a
funcdo endotelial/vascular e promover reducdo da presséo arterial (Cat et al., 2018;
Lefranc et al., 2019).

Contrale Eanol Controle Etanol

Veiculo Canrenoato de

patassio

Semanas

| 2 3 4 5 6 7 ] 9
Etunol 5% Exanol 11¥ Etunal 20

Framal 2%

Adaptagio

Figura 1. Modelo de tratamento com etanol e canrenoato de potassio. Os animais do grupo etanol
passaram por um periodo de adaptacdo de 2 semanas que consistiu no fornecimento de etanol em
concentracdes crescentes de 5 e 10% (vol./vol.). Em seguida os animais tiveram acesso a solucdo de
etanol 20% por 3 semanas (Tirapelli et al., 2006). A participacdo dos MR nas ac¢des vasculares do

etanol foi avaliada com o uso de canrenoato de potassio (30mg/kg/dia) por via oral (gavagem).
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3.3 DETERMINAGCAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE
ALDOSTERONA: As concentracbes séricas de aldosterona (pg/ml) foram
determinadas por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) usando kit comercial
(n® 501090, Cayman, Ann Arbor, MI, EUA). As amostras foram purificadas quatro
vezes com cloroférmio, em seguida foram centrifugadas a 3000 xg,10min,4°C, para
garantir uma melhor separacdo das camadas e também menor variabilidade no ensaio.
As amostras (100ul) foram transferidas para placa de 96 pocos, cobertas e encubadas
por 18h a 4°C. Apo0s a incubacgéo os pogos foram esvaziados e enxaguados cinco vezes
com tampdo de lavagem utilizando uma pipeta multicanais. Posteriormente foi
adicionado 200 pl do reagente de Ellmans em cada po¢o, em seguida a placa foi coberta
e colocada no agitador orbital na auséncia de luz por 120minutos. Posteriormente leitura

da placa foi realizada em um comprimento de onda em 415nm.

3.4 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL: A pressdo arterial foi avaliada ao
término do tratamento. Os ratos foram anestesiados com cetamina/xilazina
(80/10mg/kg, i.p.) e uma canula (um segmento de 4 cm de PE-10 ligado a um segmento
de 13 cm de PE-50), (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) foi inserida na aorta
abdominal pela artéria femoral para o monitoramento da pressdo arterial diastolica,
sistélica e média (PAM). A canula foi exteriorizada no dorso do animal. Vinte e quatro
horas apds canulacdo a pressdo arterial e batimentos cardiacos foram registrados por
periodo de 10 min usando um amplificador HP-7754A (Hewlett Packard, EUA)
conectado a um computador e processados pelo software Windaqgdi 190 (Datag, EUA).

Os resultados foram expressos em mmHg ou batimentos por minuto (BPM).

3.5. ESTUDO FUNCIONAL DA REATIVIDADE VASCULAR EM LAM:
Experimentos funcionais foram conduzidos no segundo ramo de artérias mesentéricas
com endotélio intacto na presenga ou auséncia de PVAT [PVAT (+) e PVAT (-),
respectivamente]. Os anéis foram transferidos para um midgrafo (Mulvany—Halpern
modelo 610M; Danish Myo Technology, Copenhagen, Dinamarca) e os dados foram
obtidos utilizando um PowerLab 8/SP (AD Instruments, Castle Hill, Australia). Os anéis
foram mantidos em temperatura constante de 37 °C e gaseificados com mistura

carbogénica (95% O e 5% CO.) em solucdo de Krebs modificado cuja composicao é
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(em mmol/l): 130 NaCl, 4,7 KCL, 14,9 NaHCOs, 1,18 KH2PO4, 1,17 MgS0O2.7H20, 5,5
glucose, 1,56 CaCl2.2H20 e 0,026 EDTA. As preparag0es permaneceram em repouso
sob tenséo de 13 kPa durante 45 min para estabilizagdo. A contracgéo induzida por KCL
(60, 90 e 120 mmol/l) foi determinada em preparacfes com ou sem PVAT. A integridade
do endotélio foi testada pelo relaxamento induzido pela acetilcolina (10 umol/l) sobre
contragdo mantida com fenilefrina (3 pmol/I). Curvas concentracdo-resposta para
fenilefrina (10 nmol/l - 10 umol/l) foram determinadas nas artérias PVAT (+) e PVAT
(-). As curvas concentracdo-efeito para acetilcolina (10 nmol/l a 10 pmol/l) foram
obtidas em artérias mesentéricas PVAT (+) e PVAT (-) pré-contraidas com fenilefrina
(3 umol/1). A partir das curvas concentragao-resposta, foram determinados por regressao
n&o linear o valor de pD2 que consiste no logaritmo negativo da concentracdo molar do
agente vasoativo que promove 50% do efeito maximo (EC50), bem como os respectivos
efeitos maximos (Emax) corrigidos pelo comprimento da artéria (mm), que foram

expressos em mN//mm para (fenilefrina) ou % de relaxamento (acetilcolina).

3.6. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO (LEITO ARTERIAL
MESENTERICO E PVAT):

3.6.1. Determinacédo da geracdo de O: Os tecidos foram homogeneizados em tampéo
fosfato pH 7,4 (20 mmol/l de KH2P0O,, 1 mmol/lde EGTA e 150mmol/l de sacarose).
Areacdo foi iniciada pela adicdo do substrato NADPH (0,1 mmol/L) a uma suspensao
(com volume final de 250 ul) contendo amostra (50 pl), lucigenina (5 pumol/l) e tampéo
fosfato pH 7,4. Os valores de luminescéncia foram obtidos a partir da subtracdo do valor
basal (obtido pela medida da amostra, tampao fosfato mais lucigenina) pelo valor obtido
apos adicdo de NADPH. Foram realizados 30 ciclos de leitura em um lumindmetro
Orion 11 (Berthold detection systems, Pforzheim, Alemanha). Em todos os protocolos
experimentais, o contetdo proteico das amostras foi analisado pelo método de Lowry
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os resultados foram normalizados pela
concentracdo proteica de cada amostra e expressos como URL (unidades relativas de

luz) /mg de proteina.

3.6.2. Determinacéo da concentracdo de malondialdeido (MDA): Os tecidos foram
homogeneizados e centrifugados (1.600 x g, 10 min, 4°C). Apos centrifugacdo, 100 pl
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do sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 ml aos quais foram posteriormente
adicionados agua Milli-Q® (100 ul), dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1% (100 pl),
tampdo acido acético pH 3,5 (350 pl) e &cido tiobarbitdrico 0,6% (350 pl). Uma curva
padrdo de malondialdeido (MDA\) foi preparada a partir de volumes crescentes de MDA
(0,03 mol) sendo as concentraces finais de 22,5, 15, 7,5, 3,75 e 0 nmol/l. Em seguida
as amostras foram deixadas em banho de aquecimento (95°C, 1 h) e centrifugadas (1.600
% g, 10 min,4°C). O sobrenadante (150 ul) foi transferido para uma placa de 96 pocos e
a concentracdo de MDA foi determinada colorimetricamente (532 nm) utilizando a

curva para MDA como referéncia. Os resultados foram expressos e mmol/ml.

3.6.3. Avaliacéo da concentracio de H202: A concentragéo tecidual de H20 foi
avaliada por fluorimetria (A excitagdo 571, A emissdo 585 nm) em homogenatos
seguindo as especificacbes do fabricante do kit Amplex ®Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay Kit (#A22188, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os
tecidos foram homogeneizados em solucédo de Krebs (mmol/l): NaCl 130; KCI 4,7;
KH2PO, 1,18; MgSO4 1,17; NaHCO3 14,9; Glicose 5,5; CaCl; 1,6; pH 7,4). O
homogenato obtido foi centrifugado (10.000 x g, 4°C, 5 min). Para a montagem da
placa, a cada 50 pl do sobrenadante obtido foi adicionado 50 pl de solu¢cdo composta
pelo reagente Amplex ®Red (10-acetil-3,7-diidroxiphenoxazine). Uma curva padréo
de H,0, foi construida e os valores de concentracdo obtidos nas amostras foram

expressos em nmol/l/mg proteina.

3.6.4. Determinacdo da atividade da superédxido dismutase (SOD):Os tecidos
foram homogeneizados em PBS pH 7,4, sendo 0 homogenato centrifugado a 4.000 x
g, 4°C por 12 min. Em seguida, 20 ul de sobrenadante foram adicionados a placa para
iniciar a reacdo com o tetrazélio (solucdo de trabalho) (#19160, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA).Quanto menor a atividade da SOD, maior a concentracdo de O2™ na
amostra, que por sua vez reagiu com o tetrazolio levando a formacao do formazam,
que possui coloragcdo amarela. Os resultados foram expressos em % de inibic¢do, ou

seja, a capacidade da SOD em inibir a reacdo do O2" com o tetrazolio.

3.6.5. Determinacdo da atividade da catalase: Os tecidos foram homogeneizados
em 200p! de tampdo fosfato (HPO4 0,1 mol/l+ triton X-100, pH 7,4). As amostras
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foramcentrifugadas (5.000 x g, 10 min, 4°C). Em seguida, uma curva padrdo de
catalase foi preparada (160 U/ml), sendo as concentragdes finais de 0, 5, 10, 20, 40,
60 e 80 U/ml. Em microtubos de 1,5 ml foi adicionado 30 pl de homogenato e 500 pl
do substrato (O2, 2,5mmol/l). Apés 1 min foi adicionado aos microtubos 500 pl de
solucdo stop (azida sédica 10mmol/l) e homogeneizados por inversdo. Em seguida 20
pl foram pipetados em uma microplaca e posteriormente 180 ul do cromdgeno
(reagente de FOX-2). Ap6s 30 min de incubacdo em temperatura ambiente foi
realizada a leitura em comprimento de onda de 560 nm no espectrofotometro. A
atividade da catalase foi expressa em U/mg de proteina.

3.6.6. Determinacédo da concentracdo da glutationa (GSH) reduzida: Os tecidos
foram homogeneizados em 300 ul de PBS (68,9 mmol/l de NaCl, 4,08 mmol/1 de
NazHPO4, 0,73 mmol/l de KHPOs e 1,34 mmol/l de KCI pH 7,4). Acido
tricloroacético 12,5% (1v/Iv) foi adicionado aos homogenatos que permaneceram 30
min em gelo. As amostras foram centrifugadas (10.000 x g. 15 min, 4 ° C) e 80 ul de
sobrenadantes foram analisados espectrofotometricamente a 415 nm. A concentragao
de GSH reduzida foi determinada com base em sua interagdo com 5,5'-ditiobis- (&cido
2-nitrobenzoico) (DTNB) que forma o produto amarelo 5'-tio-2-nitrobenzdico (TNB).

Os resultados foram expressos como pg/mg de proteina.

3.7. AVALIACAO DA CONCENTRAC}AO DE ADIPOCINAS NO PVAT:

3.7.1. Determinacdo das concentracgdes de adiponectina no PVAT: As amostras de
PVAT foram coletadas, centrifugadas (6.500 x g, 10min, 4°C) e posteriormente diluidas
1000 vezes (10pl de amostra mais 450 pl tampé&o de diluicdo). A concentragéo tecidual
de adiponectina foi determinada por ELISA (MRP300, R&D systems, Minneapolis,
Min, USA). As amostras (50 pl) e o padrdo foram transferidos para uma placa de 96
pogos que em seguida foi coberta e incubada a temperatura ambiente no agitador. Apos
a incubacgéo por 60 min, a solucdo contida nos pocos foi descartada e os pogos foram
lavados manualmente por 4 vezes com 400ul de tampdo de lavagem utilizando uma
pipeta multicanais. Posteriormente, o conjugado de adiponectina (100ul) foi adicionado
aos pocos e a placa foi coberta novamente. Apds 60 min, o contetido foi descartado e a
placa foi lavada novamente conforme descrito anteriormente. Em seguida, foi

adicionado substrato (100ul) aos pocos e a placa foi coberta por 30 min no escuro. Apos
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esse periodo o conteudo dos pogos foi descartado e os pogos foram lavados como
descrito anteriormente. Por fim foi adicionado o volume de 100ul da solugéo de parada
nos pogos e a placa foi lida (450 nm). Os resultados foram expressos em ng/mg de

proteina.

3.7.2. Determinacéao das concentracgdes de leptina no PVAT: As amostras de PVAT
foram coletadas, centrifugadas (6.500 x g, 10min, 4°C) e posteriormente diluidas 20
vezes (14ul de amostra mais 266 pl tampéo de diluicdo). A concentracdo tecidual de
leptina foi determinada por ELISA (A05176.96, Bertin Pharma, Montigny-Bretonneux,
Franca). As amostras (100 ul) e o padrdo foram transferidos para uma placa de 96 pogos
que em seguida foi coberta e incubada a temperatura ambiente no agitador. Apés a
incubacdo por 60 min, a solucdo contida nos pocos foi descartada e os pocos foram
lavados manualmente por 3 vezes com 300ul de tampdo de lavagem utilizando uma
pipeta multicanais. Posteriormente, o anticorpo marcado com biotina (100ul) foi
adicionado aos pocos e a placa foi coberta novamente. Apés 60 min, o conteudo foi
descartado e a placa foi lavada novamente conforme descrito anteriormente. Em
seguida, foi adicionado estreptavidina HRP tracer (100ul) aos pogos e a placa foi coberta
por 30 min no escuro. Apdés esse periodo o contetido dos pogos foi descartado e 0s po¢os
foram lavados como descrito anteriormente. Em seguida, foi adicionado substrato
(100pl) aos pocos e a placa foi coberta por 10 min no escuro. Por fim foi adicionado o
volume de 100ul da solucdo de parada nos pocos e a placa foi lida (450 nm). Os

resultados foram expressos em ng/mg de proteina.

3.8. AVALIACAO DE MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS
VASCULARES, E INFILTRACAO DE NEUTROFILOS E MACROFAGOS:

3.8.1. Determinacdo das concentracgdes teciduais de TNF-a: Os tecidos foram
homogeneizados e posteriormente centrifugados (6.500 x g, 10 min, 4°C). As
concentracdes de TNF-a (pg/mg de proteina) foram determinadas por enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) usando kit comercial (RAB0480, Sigma-Aldrich, St.
Louis, IL, EUA). As amostras (100 ul) e o padrdo foram transferidos para placa de 96
pogos que foi em seguida coberta. Apés incubagdo por 150 min a solugdo contida nos
pocos foi descartada e cada poco foi lavado manualmente por 4 vezes com 300 pl de

tampéo de lavagem utilizando uma pipeta multicanais. Posteriormente, o anticorpo (100
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ul) foi adicionado aos pocos e a placa foi coberta. Apds 1 h, o conteddo foi descartado
e a placa foi novamente lavada como descrito anteriormente. Em seguida, solucdo de
estreptavidina (100 pl) foi adicionada aos pocos e a placa foi coberta por 45 min. Apds
esse periodo, o conteudo foi descartado e os pocos foram lavados como descrito
anteriormente. Posteriormente, foi adicionado volume de 100 pl do tampao
colorimétrico tetrametilbenzidina (TMB) e a placa foi incubada por 30 min no escuro.
Por fim, foi adicionado 50 pl da solugdo de parada e a placa foi lida (450 nm). Todos os

passos foram realizados em temperatura ambiente.

3.8.2. Determinacéo da atividade de mieloperoxidade (MPO): A quantificacdo do
acumulo de neutrofilos foi avaliada pela determinacdo da atividade da enzima MPO.
As amostras (100 mg) foram homogeneizadas em tampdo EDTA-fosfato de sodio
(NaCl 0,1 mol/l; NaPOs 0,02 mol/l; Na,EDTA 0,015 mol/l, pH 4,7), agitadas
vigorosamente, e centrifugadas a 9.600 x g por 10 min e 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em solucdo de lise hipotonica (NaCl 0,2% e NaCl 1,6% com glicose
5%) e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
solubilizado em tampao fosfato de sddio 0,05 mol/l (pH 5,4), contendo 0,5% brometo
de hexa-1,6-bis-deciltrimetilamonio (HTAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
detergente idnico importante para a solubilizacdo da MPO, facilitando sua extragéo.
As amostras passaram por trés ciclos de congelamento-descongelamento em
nitrogénio liquido. Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas (9.600 x g, 15
min, 4°C) e o sobrenadante utilizado para a medida da atividade da MPO. O ensaio foi
realizado pela adicdo de 25 pl das amostras a 25 pl de substrato 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB 1,6 mmol/l, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que
foram incubados a 37°C por 5 min. Em seguida, 25 pl de H.02 0,002% foram
adicionados a placa, e novamente incubada a 37°C por 5 min. A reacéo foi paralisada
pela adicdo de 25 pl de H2SO4 4 mol/l. A leitura foi realizada em comprimento de
onda de 450nm em espectrofotobmetro. A atividade da MPO foi expressa como

unidades relativas D.O./mg de proteina.

3.8.3. Determinacéao da atividade n-acetilglicosaminidase (NAG): A quantificacdo
do acumulo/ativagdo de macrdfagos teciduais foi avaliada pela determinacdo da

atividade da enzima NAG. As amostras (100 mg) foram homogeneizadas em tampao
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EDTA-fosfato de sodio (NaCl 0,1 mol/l; NaPO4 0,02 mol/l; Na2 EDTA 0,015 moll/l,
pH 4,7), agitadas vigorosamente, e centrifugadas a 9.600 x g por 10 minutos a 4°C. O
sedimento foi ressuspendido em solugéo de lise hipotonica (NaCl 0,2% e NaCl 1,6%
com glicose 5%) e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento solubilizado em salina triton 0,1%. Posteriormente, as suspensées foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a
medida da atividade da NAG. O ensaio foi realizado pela adicdo de 100 pl das
amostras a 100 pl de substrato 4-nitrofenil N-acetil-p-D-glicosaminida (#¥N9376,
Sigma-Aldrich, St. Louis, IL, EUA), que foram incubados a 37°C por 10 min. Em
seguida, 100 pl de tampédo glicina 0,2 mol/l foi adicionado a placa. A leitura foi
realizada em comprimento de onda de 405 nm em espectrofotometro. A atividade da

NAG foi expressa como unidades relativas D.O./mg de proteina.

3.9. ANALISE ESTATISTICA: Os resultados foram apresentados como a média +
erro padrdo da media (EPM). Analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Bonferroni foi realizada para detectar as diferencas entre 0s

valores em estudo. P<0,05 foi considerado significativo
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIA(;AO DO PESO CORPORAL E DO CONSUMODE RACAO E
LIQUIDO.

A partir da terceira semana de tratamento os animais dos grupos que
consumiram etanol tiveram um menor ganho de peso em comparagao aos animais
que consumiram agua (Figura 2A). Os animais dos grupos tratados com etanol
consumiram menos liquido e racdo em comparacédo aos que receberam agua (Figuras
2B e C).
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Figura 2. Efeito do tratamento com etanol no peso corporal dos animais e no consumo de racéo
e liquido. O peso dos animais foi avaliado semanalmente (A). O consumo semanal de ragdo (B) e
liquido (C, &gua ou solucéo de etanol) foi estimado nos animais dos 4 grupos experimentais por meio
da média dos valores para cada animal do mini-isolador. Os resultados representam a média £ EPM
de n=15-16 animais por grupo. * vs. 0s grupos controle e MRA (p<0,05, two-way ANOVA seguida

pelo teste de Bonferroni).

4.2. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES CIRCULANTES DE
ALDOSTERONA
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O etanol aumentou as concentracGes séricas de aldosterona e tratamento com
carenoato de potassio ndo preveniu esse aumento (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do etanol nas concentrag@es circulantes de aldoterona. Os resultados sdo dados
como média £ S.E.M. de 5 animais. * vs. 0s grupos controle e MRA (p<0,05, two-way ANOVA seguida

pelo teste de Bonferroni).

4.3. AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA, PRESSAO
SISTOLICA, PRESSAO DIASTOLICA E FREQUENCIA CARDIACA.

O tratamento com etanol induziu aumento da pressdo arterial media (Figura 4A),
sistélica e diastolica (Figuras 4B e C), e tratamento com canrenoato de potassio
preveniu essas respostas. Ndo houve diferenca nos valores de frequéncia cardiaca entre

0s grupos (Figura 4D).
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Figura 4. Efeito do consumo crénico de etanol na pressao arterial media, sistélica, diastélica e na
frequéncia cardiaca. Os resultados sdo dados como média + S.E.M. de 4 a 6 animais. * vs. 0S grupos
controle, MRA e etanol + MRA. (p<0,05, two-way ANOVA seguida por Bonferroni).

4.4. ESTUDO FUNCIONAL DA REATIVIDADE VASCULAR EM LAM NA
PRESENCA OU AUSENCIA DO PVAT

4.4.1. Efeito do consumo de etanol sobre a contragdo induzida por fenilefrina.

N&o houve diferenca na contracdo induzida por fenilefrina entre os grupos
tratados com etanol e tratado com MRA na presenga ou auséncia de PVAT (Figuras 5A
e 5B).
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Figura 5. Efeito do consumo cronico de etanol na resposta contratil induzida por fenilefrina no
segundo ramo da artéria mesentérica ratos. Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina foram
determinadas na presenca ou auséncia de PVAT [PVAT (+) e PVAT (-), respectivamente]do segundo
ramo da artéria mesentérica e ratos do grupo controle, etanol, MRA, MRA + etanol. Os resultados
representam a média + EPM de n=6-8 animais por grupo.

Na tabela 1 estdo representados os valores de Emax € pD2 para a contracdo
induzida pela fenilefrina em artérias PVAT (-) e PVAT (+). N&o houve diferenga nos

valores de Emax € pD2 entre 0s quatro grupos experimentais.

Tabela 1: Valores de Emax (MN) e pD2 para fenilefrina no segundo ramo da artéria
mesentérica com PVAT (-) e PVAT (+).

Grupos PVAT(+) PVAT(-)
Emax pD2 Emax pD2
Controle 9,2+3,1(6) 58+0,1 9,7+0,5 (8) 58x0,1
Etanol 8,8 +3,3(7) 6,0+0,1 8,0 £ 0,5 (8) 62+0,1
MRA 8,4+52(7) 6,4+0,1 8,4+ 0,5 (8) 6,0+0,1
Etanol + MRA 9,9+39(7) 59+0,1 8,0+0,3(8) 61+01

Os valores representam a média £ EPM dos diferentes grupos experimentais. Os nimeros entre parénteses
representam o n de cada grupo experimental.

4.4.2. Efeito do consumo de etanol sobre o relaxamento vascular induzido pela
acetilcolina

O tratamento com etanol prejudicou o relaxamento induzido pela acetilcolina na
presenca do PVAT (Figura 6A). N&o houve diferenca estre 0os grupos na auséncia de
PVAT (Figura 6B).
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Figura 5. Efeito do consumo crénico de etanol na resposta ao relaxamento induzida por acetilcolina
no segundo ramo da artéria mesentérica ratos. Curvas concentragao-resposta para acetilcolina foram
determinadas na presenca ou auséncia de PVAT [PVAT (+) e PVAT (-), respectivamente]do segundo
ramo da artéria mesentérica e ratos do grupo controle, etanol, MRA, MRA + etanol. Os resultados
representam a média + EPM de n=5-7 animais por grupo. * Comparado aos grupos controle, MRA e
etanol + MRA. (two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

Tabela 2: Valores de Emax (MN) e pD2 para a acetilcolina no segundo ramo da artéria
mesentérica com PVAT (-) e PVAT (+).

Grupos PVAT(+) PVAT(-)
Emax pD:2 Emax pD2
Controle 88,5+24(6) 79%0,2 91,3+ 3,0(6) 70£0,1
Etanol 65,5 £ 8,2%(4) 7,7+0,3 73,7+ 4,3 (6) 7,4+ 0,2
MRA 91,4+2,9(5) 6,9+0,2 85,1+54 (7) 75+0,1
Etanol + MRA 86,8+51(5) 81+02° 849+38(7) 74+0,1

Os valores representam a média £ EPM dos diferentes grupos experimentais. Os nimeros entre parénteses
representam o n de cada grupo experimental; 8 Comparado aos grupos controle, MRA e etanol + MRA, °
Comparado aos grupos controle, etanol e MRA. (two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

4.5. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO VASCULAR
4.5.1.Determinacédo da geracdo de O» no leito arterial mesentérico e PVAT.

O consumo de etanol aumentou a quimiluminescéncia da lucigenina no LAM

e no PVAT. Essas respostas foram prevenidas pelo tratamento com o canrenoato de
potassio (Figuras 7A e B).
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Figura 7. Efeito do consumo de etanol na geracdo de O2": A geracdo de Oz no leito arterial
mesentérico (A) e PVAT (B) foi avaliada pelo ensaio de quimioluminescéncia derivada da lucigenina.
Os resultados sdo dados como média + EPM de 5 a 8 animais. *vs. 0s grupos controle, MRA e etanol
+ MRA. (p<0,05, two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

4.5.2. Determinacdo da concentragdo de MDA no leito arterial mesentérico e
PVAT.

O etanol aumentou a concentracdo de MDA no LAM e PVAT e o tratamento
com antagonista MR preveniu essas respostas (Figuras 8A e B).
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Figura 8. Efeito do consumo de etanol na concentracgéo tecidual de MDA. A concentragdo de
MDA-no leito arterial mesentérico (A) e PVAT (B) foi avaliada colorimetricamente. Os resultados séo
dados como média + EPM de 6 a 9 animais. *vs. 0s grupos controle, MRA e etanol + MRA. (p<0,05,
two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

4.5.3. Avaliacdo da concentragdo de H202no MAB e PVAT.

N&o houve diferenca significativa nas concentracfes de H>O> entre 0s grupos
(Fig. 9A e B).
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Figura 9. Efeito do consumo de etanol sobre a concentragédo de H202. As concentracfes de H,O, (9A

e B) foram determinadas por fluorimetria. Os resultados sdo dados como média + EPM de 5 a 8 animais.
4.5.4. Determinacao da atividade da SOD no leito arterial mesentérico e PVAT.

O etanol diminuiu a atividade da SOD no leito arterial mesentérico tendo esse
efeito sido prevenido pelo antagonista MR. No entanto, ndo houve diferenca da
atividade da SOD no PVAT ap0s tratamento com etanol (Figuras 10A e B).
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Figura 10. Efeito do consumo de etanol na atividade da SOD. A atividade da SOD no leito arterial
mesentérico (A) e PVAT (B) foi avaliada colorimetricamente. Os resultados sdo dados como média +.
EPM de 5 a 8 animais. *Comparado ao grupo controle, MRA e etanol + MRA. (p<0,05, two-way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni).

4.5.5. Determinacdo da atividade da catalase no leito arterial mesentérico e PVAT.

N&o houve diferenca na atividade da catalase no leito arterial mesentérico e no

PVAT ap0s o tratamento com etanol (Figuras 11A e B).
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Figura 11. Efeito do consumo de etanol na atividade da catalase. A atividade da catalase no leito
arterial mesentérico (A) e PVAT (B) foi avaliada colorimetricamente. Os resultados sdo dados como

média +. EPM de 6 a 8 animais. (two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
4.5.6. Avaliacao da concentracdo de GSH no leito arterial mesentérico e no PVAT

O etanol diminuiu a concentracdo da GSH reduzida no LAM (tendo esse efeito
sido prevenido pelo antagonista MR (Figura 12A). O tratamento com canrenoato nao

alterou as concentragdes da GSH reduzida no PVAT (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito do consumo de etanol na concentracdo de GSH reduzida. A concentracdo de GSH
reduzida foi determinada colorimetricamente. Os resultados sdo dados como média + EP.M. e 7 a 8
animais. *Comparado ao grupo controle, MRA e etanol + MRA. (p< 0,05, two-way ANOVA seguida pelo

teste de Bonferroni).

4.6. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ADIPOCINAS NO PVAT
4.6.1. Avaliacdo da concentracdo de adiponectina e leptina no PVAT

N&o houve diferenca significativa nas concentra¢des de adiponectina entre os
grupos (Figura 13A). Consumo de etanol reduziu as concentrac6es de leptinae o bloqueio

dos MR preveniu essa resposta (Figura 13B).
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Figura 13. Efeito do consumo de etanol sobre a concentracéo de adiponectina e leptina no PVAT.
As concentragdes de adiponectina (A) e leptina (B) foram determinadas por ELISA. Os resultados sdo
dados como média £ EPM de 5 a 8 animais. * vs controle, etanol, etanol + MRA. (p<0,05, two-way

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

47. AVALIACAO DE MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS
VASCULARES, E INFILTRACAO DE NEUTROFILOS E MACROFAGOS
4.7.1. Determinacdo das concentracdes teciduais de TNF-o no leito arterial
mesentérico e PVAT.

O etanol aumentou os niveis de TNF-a no leito arterial mesentérico e no PVAT

e o0 tratamento com canrenoato de potassio preveniu esse aumento (Figuras 14A e B).
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Figura 14. Efeito do consumo de etanol nas concentracfes teciduais de TNF-a A concentracdo de
TNF - o no leito arterial mesentérico (A) e PVAT (B) foi determinada por ELISA. Os resultados séo
dados como média £ EPM de 5 a 7 animais. *Comparado aos grupos controle, MRA e etanol + MRA.
#Comparado entre o grupo controle e MRA. (p<0,05, two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).

4.7.2. Avaliacéo da atividade da Avaliacdo da atividade da MPO e NAG no LAM
e PVAT.
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N&o houve diferenca na atividade da MPO no LAM (Figura 15A). O tratamento
com etanol promoveu aumento da atividade da MPO no PVAT, e tratamento com MRA

preveniu esse efeito (Figura 15B). N&o houve alteragédo na atividade da NAG no LAM
e no PVAT (Figuras 15C e D).
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Figura 15. Efeito do consumo de etanol na atividade da MPO e NAG. As atividades das enzimas
foram determinadas colorimetricamente como estimativa da presenca tecidual de neutréfilos (MPO) e
macrofagos (NAG). Os resultados mostraram a média = SEM de n= 5-8 animais por grupo. *vs ao grupo
controle, MRA e etanol + MRA. (p< 0,05 two-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

O etanol ao ser oxidado pela enzima A&lcool desidrogenase fornece um
componente calorico de 7,1 Kcal/g de energia, capaz alterar o estado nutricional, aléem
de alterar vias metabdlicas, incluindo a oxidacao lipidica, provocando desequilibrio na
producdo de gorduras (Lands 1993; Suter et al., 1997; Suter, 2005). Portanto, uma vez
que gera energia celular, o etanol interfere no consumo de outras fontes de energia
podendo assim reduzir o consumo de racdo (Yeomans, 2004). Em nosso estudo, animais
tratados com etanol apresentaram menor consumo de racgéo, liquido (solugéo de etanol)
a partir da segunda semana de tratamento e reducdo de ganho de peso a partir da terceira
semana de tratamento. Resultados semelhantes foram descritos em estudos prévios nos
quais os animais tiveram como unica fonte de liquido disponivel uma solucéao de etanol
(Laure-Aachagiotis et al., 1990; Aguiar et al., 2004; Tirapelli et al., 2006ab, 2008; Do
Vale et al., 2021). Dessa forma, a perda de peso desencadeada pelo etanol pode estar
ligada reducéo no consumo médio de racdo e na ingestdo de liquido.

A ativacdo do SRAA desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e
na fisiopatologia de doengas do sistema cardiovascular (Silva et al 2019). Os MR séo
receptores nucleares, funcionando como principais efetores das acGes de hormdnios
esteroides, como por exemplo a aldosterona e o cortisol (Monnens et al. 2004; Rosa et
al 2007). A aldosterona, é secretada em condic¢des nas quais ocorre reducdo dos niveis
plasmaticos de Na+ ou aumento na ativacdo do SRAA (Laragh et al., 1960; Musabayane
etal., 1993, 1994). As acdes da aldosterona sdao mediadas principalmente por meio dos
MR (Hollenberg et al., 2004; Touyz, 2004; Callera et al., 2011; Briones et al., 2012;
Bruder-Nascimento et al., 2014). Nossos resultados mostraram que existe ativacao do
SRAA uma vez que houve aumento das concentracdes circulantes de aldosterona.
Resultados semelhantes foram descritos na literatura (Da Silva et al, 2013; Do Vale et
al., 2018). Estudos previos mostram que o tratamento com o antagonista dos receptores
AT1 previne o aumento da presséo arterial e disfuncdo vascular, assim como aumento
dos niveis séricos de aldosterona induzida pelo etanol (Passaglia et al., 2015; Ceron et
al., 2017). Assim, sugerimos que o aumento dos niveis circulantes de aldosterona
observado em nosso estudo pode ser decorrente da ativacdo dos receptores AT1

localizados no cortex da suprarrenal.
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Os efeitos nocivos do consumo de etanol sdo diretamente proporcionais a
quantidade ingerida desse composto. Dessa forma, a ingestdo em altas doses por tempo
prolongado estd relacionada a alteragbes na estrutura e funcionalidade do sistema
cardiovascular, como também hipertensdo arterial (Klatsky et al., 1977, 1986;
Macmahon, 1987; Lazarevic et al., 2000; Mirijello et al., 2017). Estudos realizados pelo
nosso grupo de pesquisa utilizando o0 mesmo modelo de consumo de etanol usado nesse
estudo demonstraram concentracdes de etanol no sangue dos animais na faixa de 35 a
40 mmol/l (Passaglia et al., 2015; Marchi et al., 2016; Do Vale et al., 2018), sendo que
essas concentracdes foram associadas ao aumento da pressdo arterial e disfuncao
vascular em ratos (Tirapelli et al., 2008; Passaglia et al., 2015; Do Vale et al., 2021).
De fato, nossos resultados mostram que o consumo crénico de etanol provocou aumento
na pressdo arterial media, sistélica, diastolica e que o tratamento com 0 MRA preveniu
esse efeito, implicando a participacdo dos MR nessa resposta. Utilizando o mesmo
modelo experimental do presente estudo, Passaglia et al. (2015) verificaram que, apesar
do aumento dos niveis plasmaticos de aldosterona e da pressdo arterial, 0 consumo de
etanol ndo alterou os niveis plasmaticos de Na* e K*. Dessa forma alteracdes no balanco
hidroeletrolitico ndo sdo responsaveis pelo aumento da pressao arterial em resposta ao

etanol.

Um mecanismo miogénico tem sido proposto para explicar a hipertensao arterial
induzida pelo etanol. Nesse contexto, o consumo de etanol promoveria
hipercontratilidade vascular por aumentar a capacidade contratil ou reduzir o
relaxamento vascular (Pinardi et al., 1992; Hatton et al., 1992; Stewart e Kennedy, 1999;
Tirapelli et al., 2006 a ,b). Observamos que tanto na presenca quanto na auséncia do
PVAT ndo houve alteracdo da contracdo de artérias mesentéricas induzida pela
fenilefrina. Tal resultado pode ocorrer em virtude do periodo de tratamento, uma vez
que Tirapelli et al. (2008) observaram hipercontratilidade vascular a partir da nona
semana de tratamento com etanol, enquanto o periodo utilizado no presente estudo foi
de cinco semanas. Entretanto, ao avaliamos a relaxamento dependente de endotélio na
presenca e auséncia de PVAT, observamos que na artéria mesentérica com PVAT de
animais tratados com etanol houve um prejuizo no relaxamento induzido pela
acetilcolina, sugerindo que o PVAT esta disfuncional. Em condic¢6es fisiopatologicas o
PVAT passa a expressar um fendtipo pro-inflamatério e pré-contréatil. Nossos resultados

mostram que o consumo de etanol figura como um fator que induz disfun¢do do PVAT
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favorecendo um fendtipo pro-contréatil nesse tecido. Ademais, nossos dados evidenciam
a participacdo dos MR nessa resposta. Dessa forma, buscamos entender os mecanismos
associados a alteracdo do fenotipo do PVAT em nosso modelo.

O consumo de etanol induz estresse oxidativo vascular (Marchi et al., 2016;
Simplicio et al., 2017). Nosso estudo mostrou aumento da quimiluminescéncia da
lucigenina tanto no leito arterial mesentérico quanto no PVAT dos animais tratados
cronicamente com etanol, sugerindo aumento na geracdo de O2" via NADPH oxidase.
Essa resposta foi mediada pelos MR, uma vez que o canrenoato de potassio preveniu
esse efeito. Estudos mostram que o bloqueio dos MR anulam o estresse oxidativo,
propondo que a formacdo de ERO seja mediada pelo receptor MR via ativacdo da
NADPH oxidase (Callera et al.,2005; Zhang et al., 2014), e essa resposta leva a
alteracdes no vaso e no PVAT. O consumo de etanol promoveu lipoperoxidacao no leito
arterial mesentérico, achado esse que corrobora resultados prévios descritos por
Passaglia et al. (2015). Adicionalmente, nossos resultados apontam para a participacéo
dos MR na lipoperoxidacdo vascular e do PVAT, uma vez que o tratamento com
canrenoato de potassio preveniu o aumento da concentracdo de MDA em ambos 0s
tecidos. O O é uma ERO que ao se ligar aos lipideos de membrana promove alteracéo
de sua estrutura levando ao processo de lipoperoxidacdo. Essa reacdo altera a
permeabilidade da membrana podendo causar danos ou disfuncéo tecidual. E importante
notar que o canrenoato de potassio preveniu o aumento da geracdo de 0> e a
lipoperoxidacdo induzida pelo etanol no leito arterial mesentérico e PVAT. Essas
respostas sugerem que 0s MR induzem lipoperoxidacao tecidual por promover aumento

da geracdo de O2™.

O H20; formado pela dismutacéo do O™ € uma molécula mais estavel que o O2"
e por esse motivo é a principal ERO relacionada a ativacdo da sinalizacdo redox
intracelular (Montazo e Touyz, 2012). De fato, o H2O> na aorta, atua como importante
mediador do efeito anti-contratil do PVAT por mecanismos que envolvem a abertura de
canais para K™ e a ativacdo da enzima guanilato ciclase soltvel (Gao et al., 2007).
Assim, alteracdo da biodisponibilidade do H20> poderia afetar o efeito anti-contratil do
PVAT. Nossos resultados mostraram que o consumo de etanol ndo modificou a
concentragdo de H>O> no leito arterial mesentérico e no PVAT. Assim, a redugdo das
concentragdes de H>O> ndo figura como um mecanismo associado a alteragcdo de

fenotipo do PVAT induzida pelo etanol. Como mencionado anteriormente, o H.O; é
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formado a partir do O2™ pelas enzimas da familia da SOD. Apesar do aumento dos niveis
de O™ (substrato para producédo de H202) no PVAT de animais tratados com etanol, néo
houve aumento do H.Ox.

Como nossos dados mostraram alteracdo no balanco no redox em ambos 0s
tecidos em estudo e esses efeitos estariam sendo mediados pela ativagdo dos MR,
avaliamos a defesa antioxidante, que é um mecanismo importante para neutralizacao
dos efeitos deletérios causados por ERO. A enzima SOD ¢ a primeira linha de defesa
contra efeitos deletérios desencadeados pelas ERO, estando presente em diferentes
compartimentos celulares sendo responsavel por catalisar a dismutagdo do O>" em
oxigénio e H20> (Tagima et al., 2009; Gongora et al.,2015). Dessa maneira, 0 aumento
da atividade da SOD estaria relacionado a reducdo das concentracbes de O",
diminuindo a quantidade dessa ERO disponivel para reagir com lipideos na membrana.
Nossos dados apontaram que o blogueio dos MR preveniu a reducdo da atividade total
da SOD observada no LAM de animais tratados com etanol, no entanto ndo houve
alteracdo da atividade da SOD no PVAT. Estudos prévios relataram a regulacéo positiva
de enzimas antioxidantes (SOD e catalase) na vasculatura por blogueio dos MR (Silva
et al., 2015). Em conjunto esses resultados sugerem que no LAM de animais tratados
com etanol h& diminuicdo da resposta antioxidante mediada pela ativacdo dos MR.

A catalase € uma metaloproteina responsavel pela dismutacao direta do H.O2 em
H20 e Oz sendo essa a principal via dessa ERO (Gayatridevi et al., 2012). Essa enzima
tem afinidade apenas por moléculas de baixo peso molecular, tais como o H202, ndo
metabolizando moléculas grandes como os perdxidos lipidicos (Comhair e Erzurum,
2002) e atua de forma complementar ao sistema antioxidante das glutationas, sendo mais
eficiente que estas em altas concentragdes de H.O,. E encontrada predominantemente
no interior das células nos peroxissomas, mas pode também ser encontrada livre no
citoplasma e nos fagolisossomos (Kinnula, 2005; Rahman et al., 2006). Nesse presente
estudo o consumo crénico de etanol ndo afetou a atividade tecidual da catalase no leito
arterial mesentérico e no PVAT, esse mecanismo pode ser explicado por ndo haver
aumento na concentracdo de H2O3, sendo este o principal alvo da acao antioxidante da
catalase. Esse achado corrobora resultado prévio descrito por Simplicio et al. (2017) que

avaliou a atividade da catalase em leito arterial mesentério dos ratos tratados com etanol.
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Avaliamos também a concentracdo de GSH reduzida, um tripetideo que compde
o0 sistema de defesa antioxidante ndo enzimatica. O GSH promove protecdo celular
através remoc¢do de metabolitos reativos por meio conjugacdo com as formas reativas,
guando sintetizado e em associacdo com a sintese de GSSG, produz a manutencdo do
estado redox intracelular funcionado como um co-fator para enzimas citoplasmaticas e
indutor de algumas modificacdes translacionais de proteina (Tapiero, 2003; Meister
1974). O bloqueio de MR diminuiu a produgéo de ERO, reduzindo o estresse oxidativo
(Virdes et al., Silva et al., 2015). Nossos dados mostraram que o tratamento com
canrenoato de potassio aumentou a concentracdo de GSH no LAM, mostrando que o
estresse oxidativo reduz a agdo da defesa antioxidante ndo enzimatica, e que os MR

participam dessa resposta.

O PVAT influencia o tonus vascular por meio da liberacdo de fatores
vasorelaxantes e vasoconstritores (Galvez-Prieto et al., 2012). E importante mencionar
que dentre as substancias vasorelaxante produzidas pelo PVAT temos as adipocinas
(Szasz e Webb, 2012; Cheng et al., 2018). A adiponectina é um hormonio proteico que
pertence a classe das adipocinas que possuem efeito vascular. Essa proteina é secretada
por células do tecido adiposo branco e modula diversos processos fisioldgicos, como o
metabolismo da glicose, dos acidos graxos e das respostas imunes. Em relacdo a sua
acao vascular, a adiponectina produzida no PVAT promove relaxamento via ativacao
da producdo endotelial de NO e a¢des diretas no musculo liso vascular (Cheng et al.,
2018; Sowka e Dobrzyn, 2021). Em modelo de obesidade, Almabrouk et al. (2018)
demonstraram que a perda do efeito anti-contratil do PVAT foi associada a reducdo da
producdo de adiponectina. Nossos dados mostraram que consumo de etanol ndo afetou

a producdo de adiponectina no PVAT.

Avaliamos também a concentracdo da leptina, um peptideo de funcdo importante
secretado também pelo PVAT. A leptina € um hormonio secretado principalmente pelo
tecido adiposo, esta relacionado com regulacdo do balango energético, além do controle
do estoque de energia, trabalhos mostram também a relacdo da leptina com sistema
cardiovascular (Correia et al., 2006; Maenhaut et al., 2011). Estudo realizado por
Lembo et al. (2000), mostra que a leptina induz a producdo de NO, na presenca ou
auséncia do endoteélio, e de Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) em
artérias mesentéricas. A leptina reduz a contragdo estimulada por angiotensina I, por
aumentar biodisponibidade de NO (Rodriguez et al., 2007). Pietro, et al. (2012),
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mostraram que em modelo de hipertensdo ocorre a perda de efeito anticontratil do PVAT
e reducdo dos niveis de leptina. Nossos resultados mostram que o etanol diminuiu as
concentracgdes de leptina e o bloqueio dos MR preveniu esse efeito. Os efeitos da leptina
na vasculatura podem se darde duas maneiras por vasoconstricao indireta, por estimular
atividade simpatica no hipotalamo, e por meio de vasodilatacdo direta, que depende de
um endotélio integro e funcional, de acordo que os leitos vasculares (Elias et al., 1998;
Hall et al., 2000). Dessa forma alteracdes na liberacéo de leptina podem alterar fungéo

vascular.

Em consequéncia das alteragdes observadas pelo consumo de etanol no balanco
redox e na defesa antioxidante, avaliamos também se havia a participacdo de citocinas
inflamatdrias e se havia infiltracdo de células inflamatérias no PVAT e LAM. O
aumento da producdo de mediadores pro-inflamatdrios na vasculatura € um processo
caracteristico da disfuncdo vascular em diferentes condi¢gdes, como na hipertensdo
arterial sendo o SRAA importante mediador dessa resposta (Mikolajczyk et al., 2016).
De fato, nossos resultados mostraram que os animais que foram tratados com etanol
apresentaram aumento nos niveis de TNF-a no leito arterial mesentérico e no PVAT, e
que esse aumento foi prevenido pelo antagonista MR. Em suma nossos resultados
sugerem que 0s MR induzem o aumento de ERO e também do TNF-a. Estudos
descrevem 0 TNF-o como principal citocina mediadora do dano hepatico associado ao
consumo de etanol (Segawa et al., 2008; Lv et al., 2010), e na vasculatura contribuiu
para 0 aumento do estresse oxidativo e reducdo da biodisponibilidade de NO (Simplicio
et al., 2017). O TNF-a induz a ativagdo da enzima NADPH oxidase com consequente
aumento da geracdo de ERO (Yazdanpanah et al., 2009). Dessa forma nossos resultados
sugerem que 0 TNF-a ao ativar a NADPH oxidase poderia ser um mediador das agdes
dos MR. Foi observado por Medina et al., (1999) adipécitos primarios incubados com
TNF-a, diminuiram a liberacdo de leptina. Dessa forma propomos que o aumento do

TNF-a pode ser explicag@o para redugdo na liberagdo de leptina.

A MPO é uma enzima é considerada indicativo de acumulo/ativacdo de
neutrofilos (Ambrosone, 2000; He et al, 2009; Koduru et al, 2010; do Carmo et al, 2012;
Coelho 2013). Nossos dados mostraram que ndo houve diferenca na concentracéo de
MPO no LAM. No entanto observamos que consumo de etanol aumenta as
concentragdes de MPO no PVAT, efeito prevenido pelo blogueio MR. No0ssos

resultados mostram que h& uma possivel infiltracdo de neutrofilos no PVAT,
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caracterizando um processo inflamatorio nesse tecido, inferindo também a participacao
dos MR nessa resposta inflamatdria. A N - acetilglucosaminidase (NAG) é uma enzima
lisossomal e sua atividade sérica pode ser empregada como meio de avaliacdo indireta
da concentracdo ou ativacdo de macrdfagos teciduais (Xavier et al, 2010; Lamaita et al,
2012; Coelho 2013). Em nossos resultados o consumo de etanol ndo alterou a
concentracdo de NAG no LAM e PVAT.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados evidenciam a participagdo dos MR no aumento da presséo
arterial e nas disfunc@es vascular e do PVAT induzidas pelo consumo de etanol. Os MR
modulam a inducdo de um fendtipo pro-contratil do PVAT por um mecanismo que
envolve o aumento da producdo de ERO, via NADPH oxidase, e reducdo da
concentracdo de leptina. O fendtipo pro-contratil do PVAT também esté associado a
acOes pré-inflamatorias mediadas pelos MR que envolvem aumento de TNF-a e de
neutrofilos no PVAT. Os MR também participam das alteracdes de estado redox em
vasos de resisténcia que foram caracterizadas por aumento de ERO, lipoperoxidagéo e
reducdo da capacidade antioxidante enzimatica. Assim, concluimos que os MR
desempenham importante funcéo nas alteracdes vasculares induzidas pelo consumo de

etanol.
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