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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica € um importante fator de risco para doencas com
comprometimento cardiaco, cerebral, renal e vascular periférico. Estudos
epidemiolégicos tém demonstrado que pessoas que consomem uma dieta rica em
antioxidantes possuem menor risco de desenvolverem desordens cardiovasculares.
Assim, utilizamos o extrato de Punica granatum L. a fim de prevenir 0 aumento ou
atenuar a hipertensdo arterial, bem como suas consequentes complicacbes
relacionadas ao sistema cardiovascular. O objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos do tratamento com extrato de roma na pressao arterial, na atividade da ECA,
no estresse oxidativo e na morfologia vascular. Para tanto, utilizamos ratas SHR com
4 e 28 semanas de idade e ratas Wistar com 4 semanas de idade, que receberam
extrato de roma (250 mg/kg) ou veiculo (agua filtrada), por gavagem, durante 30
dias. Ao final do tratamento os animais apresentavam 8 e 32 semanas. Os animais
foram submetidos a trés protocolos experimentais. Protocolo 1: Medida da presséo
arterial sistolica nos animais com 8 semanas (SHR-Controle n=6, SHR-Roma n=7) e
com 32 semanas (SHR-Controle n=6, SHR-Rom& n=6). Protocolo 2: Medida da
atividade da ECA coronariana nos animais com 8 semanas (SHR-Controle n=3,
SHR-Roma n=4) e nos animais com 32 semanas (SHR-Controle n=4, SHR-Roma
n=3). Protocolo 3: Analise morfométrica (SHR-Controle n=6, SHR-Roma n=5, Wistar-
Controle n=6) e medida do estresse oxidativo (SHR-Controle n=4, SHR-Roma n=4)
dos animais com 8 semanas. A PAS foi aferida por pletismografia de cauda e as
coronarias foram dissecadas para analise histoldgica e dosagem da atividade da
ECA. Os cortes coronarianos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para
analise morfométrica e marcadas com dihidroetideo (DHE) para andlise da
expressdo de anion superoxido. O tratamento crénico com extrato bruto de roma
diminuiu significativamente a PA somente nos animais com 32 semanas (200 + 2
mmHg para 188 £+ 3 mmHg). Com relacéo a atividade da ECA, houve uma reducéao
na atividade da mesma tanto nos animais com 32 semanas (SHR-Controle 232 + 19
RFU/mg/ml vs SHR-Roma 95 +39 RFU/mg/ml), quanto nos animais com 8 semanas
(SHR-Controle 209 + 11 RFU/mg/ml vs SHR-Roma 79 = 28 RFU/mg/ml) quando
comparado o grupo no grupo SHR-Rom& com o SHR-Controle. A andlise da

marcacdo do O, (DHE) nos mostra que os animais do grupo SHR-Roma



apresentaram um estresse oxidativo significativamente menor (1,2 +0,1 U.A.) do que
aguele encontrado nos animais do grupo SHR-Controle (3,2 £0,4 U.A.). Nas artérias
dos animais tratados com roma observamos auséncia de remodelamento vascular.
Desde modo, o tratamento com roma foi capaz de diminuir o estresse oxidativo nas
artérias coronarias dos animais com 8 semanas e de inibir a atividade da ECA nas
artérias dos animais mais jovens e mais velhos. Assim, o tratamento com roma foi

efetivo em reduzir os efeitos deletérios observados na hipertensao.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension is an important risk factor to diseases with heart,
brain, kidney and peripheral vascular damage. Epidemiological studies have shown
that people who consume a diet rich in antioxidants have lower risk of developing
cardiovascular disorders. Thus, we used Punica granatum L. extract to prevent the
increase or to reduce the arterial hypertension as well as its following complications
related to the cardiovascular system. The objective of this study was to observe the
effects of treatment with pomegranate extract on blood pressure, in ACE activity, on
oxidative stress and on the vascular morphology. We used 4- week-old and 28-week-
old female SHR rats and 4-week-old female Wistar rats, who received pomegranate
extract (250mg/kg) or vehicle (filtered water) by gavage for 30 days. At the end of the
treatment the animals were 8-week-old and 32-week-old. The animals were
submitted to 3 experimental protocols. Protocol 1: Measurement of systolic blood
pressure. 8-week-old animals (SHR-Control n=6, SHR-Pomegranate n=7) and 32-
week-old animals (SHR-Control n=6, SHR-Pomegranate n=6). Protocol 2:
Measurement of ACE activity. 8 week-old animals (SHR-Control n=3, SHR-
Pomegranate n=4) and 32-week-old animals (SHR-Control n=4, SHR-Pomegranate
n=3). Protocol 3: Morphometric analysis (SHR-Control n=6, SHR-Pomegranate n=5,
Wistar-Control n=6) and the oxidative stress (SHR-Control n=4, SHR-Pomegranate
n=4) from 8-week-old rats. SBP was measured by plethysmography and the coronary
arteries were dissected for histological analysis and measurement of ACE activity.
The coronary cut sections were stained with hematoxylin and eosin for morphometric
analysis and marked by DHE for analysis of superoxide anions expression. Chronic
treatment with pomegranate significantly reduced BP only in 32-week-old animals
(200£2mmHg to 188 +3mmHg) as well as the coronary ACE activity (SHR-Control
232+ 19RFU/mg/ml vs SHR-Pomegranate 95+ 39RFU/ mg /ml). In the 8-week-old
animals, there was a significant decreased in ACE activity in the SHR-Pomegranate
group (79+28RFU/mg/ml)  when compared to SHR-Control group
(209£11RFU/mg/ml). The analysis of O, (DHE) shows the presence of a significantly
lower oxidative stress in the animals of the SHR-Pomegranate group (1.2 = 0.1 AU)
than that found in the animals of the SHR-Control group (3.2 £ 0.4 AU). In the

arteries of rats treated with pomegranate we observed a lack of vascular remodeling.



Therefore, the treatment with pomegranate was able to decrease the oxidative stress
in coronary arteries and to inhibit the ACE activity in them. Consequently, treatment

with pomegranate was effective in reducing the damage effects observed in
hypertension.
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1 INTRODUGCAO

A Hipertensdo arterial € uma condicdo crénica que acomete milhdes de
pessoas no mundo inteiro (Lawes et al., 2008). E um importante fator de risco para
doencas com comprometimento cardiaco, cerebral, renal e vascular periférico
(Passos et al.,2006). Cerca de 54 % dos derrames, 47 % das doencas isquémicas,
75 % das doencas hipertensivas e 25 % de outras doencas cardiovasculares no
mundo, foram atribuidas a elevados niveis de presséao arterial. Além disso, em 2001,
cerca de 7,6 milhdes dos ébitos no mundo foram atribuidos a niveis pressoricos
elevados (Lawes et al., 2008).

A prevaléncia estimada de hipertensdo no Brasil atualmente é de 35% da
populacdo acima de 40 anos. Isso representa em numeros absolutos um total de 17
milndes de portadores da doenca, segundo estimativa de 2004, do Instituto
Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE) (DATASUS, 2011). Além disso, em 2007,
ocorreram cerca de 308 mil 6bitos por doencas do aparelho circulatério (Malta et al.,
20009).

A hipertensdo essencial, primaria ou idiopatica ocorre em 95 % de todos os
casos de hipertensdo, e pode ser definida como sendo uma hipertensao na qual
causas secundarias como doenca renovascular, insuficiéncia renal, feocromocitoma
e aldosteronismo ndo estdo presentes. E uma doenca heterogénea que ocorre
normalmente entre familias e representa uma colecdo de doencas genéticas ou
sindromes hereditarias que resultam em anomalias bioquimicas. A hipertensao
essencial permanece como um dos maiores fatores de risco de doencas
cardiovasculares, apesar dos importantes avancos no conhecimento de sua
fisiopatologia e da grande variabilidade de tratamentos efetivos. Niveis pressoricos
elevados aumentam os riscos de doencas cardiovasculares em milhdes de pessoas
no mundo inteiro, e este problema vem se agravando ao longo do tempo (Carretero
& Oparil, 2000).

Na tentativa de entender os mecanismos que desencadeiam a hipertenséo
essencial, foi desenvolvido um modelo de hipertensdo espontanea em ratos (SHR).
Diversas similaridades entre hipertensao primaria e hipertensao espontanea podem
ser ressaltadas, tanto na fisiopatologia quanto no curso clinico da doenca
hipertensiva (Carratero & Oparil, 2000; Henning et al., 2010). Uma dessas

similaridades é a disfuncdo endotelial, que pode ser atribuida a um desequilibrio
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entre os fatores relaxantes, como o 6xido nitrico (NO), e os constritores (Zalba et al.,
2000. Além disso, o0 aumento do estrese oxidativo, que € uma condi¢cdo onde ha um
desequilibrio entre a producdo e degradacdo de radicais livres (Hamilton et al.,
2001), frequentemente encontrado na hipertensdo, pode contribuir para esta
disfuncdo. Isto ocorre, uma vez que as espécies reativas de oxigénio (EROs), que
sao radicais livres derivados do oxigénio , possuem a capacidade de reagirem com o

NO diminuindo sua biodisponibilidade (Hamilton et al., 2001).

Embora seja frequentemente indicado que as causas da hipertensao
essencial ndo sejam conhecidas, isto é apenas parcialmente apropriado, uma vez
gue podemos associar muitos fatores fisiopatolégicos a génese do aumento dos
niveis pressoricos na hipertensdo essencial (Carratero & Oparil, 2000). Dentre esses
fatores podemos citar: aumento da atividade do sistema nervoso simpético,
deficiéncia de vasodilatadores, como prostaglandinas e NO, anomalia na resisténcia
dos vasos, obesidade e aumento da secrecao de renina com consequente aumento

na producao de angiotensina Il e aldosterona (Johnson et al, 2002).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tem importante atuacao
na regulacdo da pressao arterial, equilibrio hidroeletrolitico, estruturagdo e fungéo
cardiovascular (Johnston, 1992). O eixo renina-angiotensina-aldosterona esta
relacionado a inimeras areas da sindrome hipertensiva, tanto em sua origem, como
em sua progressdo. A ativacdo excessiva do SRAA tem sido reconhecida como
elemento de importancia na progressao de les6es de 6rgdos-alvo, como hipertrofia
ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia vascular,
remodelamento ventricular pés-infarto do miocérdio e alteragdes renais (Cheng &
Frishman, 1998).

Suas acOes sao mediadas principalmente pela angiotensina Il, um potente
vasoconstritor responsavel pelo aumento da pressédo arterial (Issa et al., 2012). A
formacao da angiotensina Il envolve uma clivagem sequencial do angiotensinogénio,
proteina derivada principalmente da zona pericentral dos I6bulos hepaticos
(Matsusaka et al., 2012). Pela acdo da enzima glicoproteolitica, sintetizda no rim,
denominada renina, mas também encontrada em outros tecidos como cérebro,
vasos sanguineos do trato genital, suprarenais e tumores (Kostis, 1998), o
angiotensinogénio € hidrolisado no decapeptideo angiotensina |, que é entdo

hidrolisado no octapeptideo angiotensina Il, pela acdo da enzima conversora de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsusaka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22518004
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angiotensina (ECA) (Becari et al., 2011). Além de sua formacdo plasmatica, a
angiotensina Il pode ser formada localmente nos rins, nos vasos e no coracao
proporcionando sua funcdo autdcrina e paracrina (Bader & Ganten, 2008; Dzau,
1998) A presenca de todos os componentes que participam da cascata biologica
(renina, angiotensinogénio, ECA e receptores de angiotensina) suporta a
possibilidade do SRAA local, complementando o SRAA plasmatico (Dzau, 1988
;Johnston, 1992).

A angiotensina Il é responsavel pela homeostasia cardiovascular, agindo por
meio do aumento da pressao arterial pela interacdo, direta ou indireta, com varios
mecanismos. Dentre eles podemos citar: modulacdo da homeostasia de sédio e
agua, constricdo de vasos de resisténcia, estimulo da sintese e liberacdo de
aldosterona, estimulo da sede, liberagdo do horménio antidiurético (ADH) e aumento
da descarga simpatica do sistema nervoso central (Griendling et al., 1993 ; Oparil et
al., 2003).

Sabe-se gue a angiotensina Il esta envolvida ndo somente na patogénese da
hipertensédo, mas também em mecanismos que contribuem para o desenvolvimento
da aterosclerose, infarto do miocardio, remodelamento vascular e cardiaco e
insuficiéncia cardiaca congestiva (Griendling et al.,1996; Ross , 1999; Strawn, 2000 ;
Vaughan, 2000). A maioria das funcdes da angiotensina Il sdo mediadas através de
sua interacdo com receptores AT;, expresso nas células musculares lisas dos vasos,
coracdo, pulmdo, cérebro, figado, rim, nas glandulas adrenais e varias outras
glandulas (Becari et al., 2011), e uma das maiores consequéncias de sua ativacao,
particularmente no sistema cardiovascular, € a producdo e liberacdo de EROs
(Dzau, 1998 ; Romero & Reckelhof, 1999).

Evidéncias mostram que a ativacdo de receptores AT, leva a producédo de
EROs na parede dos vasos, em parte devido a ativacao do sistema NADPH-oxidase
nas células vasculares (Griendling et al., 1994). Este sistema € uma das maiores
fontes de EROs nas células endoteliais e nas células musculares lisas, e consiste
em um sistema formado por pelo menos cinco subunidades (Hamilton et al., 2001),
podendo ser encontrado tanto no citoplasma quanto na membrana plasmatica.
Neste, o anion superoxido (O,”) é formado a partir da reducéo do oxigénio molecular
utilizando o NADPH como doador de elétron (Griendling et al., 2000; Bedard et al.,
2007).
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A formacdo de O, € vital para a defesa do organismo contra
microorganismos, e sua presenca ocorre em células com atividade fagocitica, como
neutrofilos, macrofagos e mondcitos (Curnutte & Babior, 1987). A producéo de EROs
também ocorre em células ndo fagociticas, como fibroblastos (Meier & Radeke,
1989), células mesangiais glomerulares (Radeke et al., 1991), células endoteliais
(Matsubara & Zziff, 1986) e células musculares lisas (Griendling et al., 1994), nas

guais exercem a funcéo de estimulo do crescimento celular nestes sistemas.

Uma producdo excessiva de EROs, que ocorre no tabagismo, na
hipercolesterolemia, no diabetes, na insuficiéncia cardiaca e na hipertenséo, esta
envolvida na fisiopatologia do sistema cardiovascular (Harrison, 1997). Varios
eventos ocorrem devido a esta producdo excessiva. O anion superéxido (O27), por
exemplo, pode reagir com o NO, um potente vasodilatador produzido pelas células
endoteliais, gerando peroxinitrito (ONOQ"), reduzindo assim a biodisponibilidade de
NO (Toda & Toda, 2011).

Vérios estudos sugerem que alteracdo na biodisponibilidade de NO contribui
para as alteracdes vasomotoras encontradas da hipertensédo (Félétou & Vanhoutte,
2006) e que o NO é o vasodilatador primario encontrado em grandes artérias
coronarianas epicéardicas assim como um mediador de dilatacdo induzida por fluxo

na microcirculacéo coronariana (Kelm & Schrader, 1990).

O fluxo coronariano € regulado para que possa manter uma adequada
demanda metabdlica que é imposta pelo miocardio a cada batimento cardiaco (Feigl,
1983; Muller et al, 1996; Tune et al, 2004 ;Westerhof et al., 2006). Os mecanismos
gue controlam o ténus arterial coronariano s&o: metabdlico, miogénico, neuro-
hormonais e endotelial. Mudancas na hemodinamica coronariana que acompanham
a hipertensdo ocorrem como resultado de adaptacdes estruturais e funcionais da
vasculatura coronariana. Fatores genéticos, neuro-humorais e locais contribuem
para estas adaptacdes, o que resulta no aumento da resisténcia, reducéo do fluxo e
aumento da distancia de difusdo, o que prejudica o fornecimento de oxigénio para o
miocardio (Feigl, 1983; Tune et al., 2004 ;Westerhof et al., 2006).

Multiplos produtos derivados do endotélio podem contribuir para o controle da
vasculatura coronariana. Sabe-se que um ou mais fatores hiperpolarizante derivados

do endotélio contribuem para o controle da microvasculatura coronariana (Liu &
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Gutterman, 2009), e que estes tornam-se mais proeminentes quando ocorre
diminuicao da biodisponibilidade de NO (Heintz et al., 2008).

Além disso, sabe-se que o NO € produzido pelas células endoteliais quando a L-
arginina é transformada em L-citrulina pela enzima oxido nitrico sintase (NOS). A
ativacao tanto da NOS endotelial (eNOS) quanto da neuronal (nNOS) depende de
Ca?*, o que ndo ocorre com a NOS induzivel (iNOS). A nNOS é constitutiva e é
expressa no cérebro, em nervos periféricos (Bredt & Snyder, 1990) e no coracéo, a
eNOS é expressa somente em células endoteliais (Foérstermann et al., 1991),
enquanto a iINOS é induzida pela liberacdo de citocinas. A ativacdo da NOS nas
células endoteliais depende da concentracédo de Ca?*, da presenca de calmodulina
(para formacdo do complexo célcio-calmodulina), da reducdo de nicotinamida-
adenina-dinucleotideo fosfato (NADPH) e da presenca de tetrahidrobiopterina (BH,)
para otimizar sua agao (Bredt & Snyder, 1990).

O NO formado, se difunde para o muasculo liso vascular onde estimula a
guanilatociclase solavel, que converte guanosina trifosfato (GTP) em
guanosinamonofosfato ciclica (GMPc). Este aumento de GMPc leva uma diminui¢céo
dos niveis intracelulares de Ca**, com consequente relaxamento (Toda & Okamura,
2003).

O NO é liberado pelo endotélio vascular e atua como um mensageiro
intercelular. Possui papel importante na modulacdo do tdnus microvascular e no
fluxo sanguineo regional (Moncada et al.,1991). Além disso, o NO inibe agregacéao
plaquetéria e migracdo e adesédo de leucdcitos, ajudando a prevenir a formacgéo de

trombos e aterosclerose (Toda & Okamura, 2003).

Estudos experimentais e clinicos sugerem que o prejuizo da funcédo endotelial
€ um importante fator para uma série de desordens cardiovasculares, incluindo
doenca arterial coronariana (Zhang et al., 2000), aterosclerose (Li & Foérstermann,
2009), hipertensdo (Taddei et al., 1993) e disfuncdo endotelial (Widlansky et al.,
2003). Mecanismos envolvidos no processo de disfuncdo endotelial decorrentes da
diminuicdo da biodisponibilidade do NO, incluem a diminuicdo da expressdo da
oxido nitrico sintase (eNOS), geracao de inibidores de NO e aumento do estresse
oxidativo (Toda & Toda, 2011), que pode levar a uma resposta vasodilatadora

dependente de endotélio prejudicada.
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O aumento do estresse oxidativo pode também levar a modificagBes de DNA,
peroxidacao lipidica, modificacdes de proteinas e ativacdo de genes responsaveis
pela codificacdo de proteinas envolvidas nas doencas cardiovasculares. Dentre
essas podemos citar as moléculas de adesdo vascular (VCAM-1), moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1) e proteinas quimiotaticas de mondcitos. A ativacdo
dessas proteinas proé-inflamatérias gera um estado inflamatério crénico que ativa
leucécitos e a liberacdo do fator de crescimento derivado do endotélio, estes,
promovem proliferacdo das células musculares lisas e de matriz extracelular. (Luft et
al., 1999; Pueyo et al., 2000 ; Usui et al., 2000). Outra significante consequéncia das
EROs é a modificacdo de funcdes enzimaticas. Um excelente exemplo é a ativacao
de metaloproteinases que sdo enzimas que possuem o papel de degradar a matriz
extracelular e de permitir que qualquer célula cresca ou migre, sendo este processo
crucial para o remodelamento tanto cardiaco quanto vascular (Funck et al., 1997;
Janiszewski et al., 1998 ;Siwik et al., 2001).

Como mostrado na figura 1, as artérias sdo formadas pela camada intima,
gue contém a lamina elastica interna, camada mais externa da intima, que a separa
da camada média. Além da camada intima, as artérias também sdo compostas pela
camada média, que é formada principalmente por fibras musculares lisas, dispostas
circularmente, as quais se agregam quantidades variaveis de fibras elasticas, fibras
reticulares (colageno tipo Ill) e proteoglicanas. Nas artérias, a camada média possui
também a lamina elastica externa, que a separa da camada adventicia. A camada
mais externa, denominada adventicia, consiste em tecido conjuntivo, com fibras

colagenas (tipo 1), elasticas e fibroblastos (Junqueira & Carneiro, 1999).
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Limitante eldstica interna

Tanica média. Prevaléncia
de musculo liso e coligeno
(contractilidade)

Ttdnica adventicia.
Suporte colidgeno

Figura 1: Corte transversal de uma artéria muscular (médio calibre). Em sua constituicdo
predominam células musculares lisas, responsaveis pela regulacdo do tbnus e ajuste da presséo
arterial. Observar as trés camadas que constituem a artéria: 1. camada intima, 2. camada média e 3.

camada adventicia. Aumento pequeno. Fonte: Junqueira e Carneiro.

7

A caracteristica funcional primaria dos vasos € o diametro do lumen, que
determina a resisténcias dos mesmos. Esta caracteristica é determinada pelas
propriedades ativas e estruturais do vaso. As propriedades ativas sdo determinadas
pelo estado de contracdo das células musculares lisas, seu numero e arranjo. As
propriedades estruturais do vaso sdo determinadas pelo diametro do Iumen, a

espessura da camada média e a espessura da parede (Mulvany, 2002).

A proliferacdo das células do musculo liso vascular é um fator importante que
contribui para a fisiopatologia da hipertensdo e aterosclerose (Ross, 1993). As
EROs, como O, e o peroxido de hidrogénio (H.O,), sdo capazes de estimular esta
proliferacdo (Rao & Berk, 1992 ; Sundaresan et al., 1995). Estes oxidantes sao
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produzidos rapidamente pelo musculo liso apds exposi¢cdo ao fator de crescimento
derivado de plagueta (PDGF) ou a angiotensina Il (Griendling et al, 1994;
Sundaresan et al., 1995). Na hipertensdo, a producédo excessiva de radicais livres
induzida por estimulo da angiotensina Il ocorre principalmente na camada média do
vaso, processo este que contribui para o remodelamento hipertréfico que pode

ocorrer na hipertenséao (Rajagopalan et al, 1996).

Em 1987, Glagov apresentou um conceito sobre remodelamento arterial em
um processo de aterosclerose em artéria coronaria. Este fendmeno descrevia que
uma estenose causada por placa aterosclerdtica de até 40% de comprometimento

do liumen levava a um aumento da area do lumen (Glagov et al., 1987).

O termo “remodelamento arterial” foi previamente usado para descrever
gualquer mudanca na estrutura da parede do vaso. Este termo tem sido utilizado
especificamente para se referir a mudangas no tamanho do vaso (ou area de seccéo
transversa dentro da lamina elastica externa (Ward et al., 2000).

O remodelamento vascular € uma resposta fisioldgica a alteracdes no fluxo,
na pressédo e a aterosclerose. O remodelamento envolve mudangas no crescimento
das células da musculatura lisa vascular e migracdo, assim como alteracbes na
matriz do vaso (Mulvany et al., 1996). Pode ser classificado de acordo com Mulvany,
como demonstrado na figura 2, baseado na natureza das mudancas no diametro do
vaso, podendo ser negativo, quando ha diminuicdo do mesmo, ou positivo quando
h& aumento, e por mudancas na espessura da parede do vaso. Quando aumentada,
€ classificado como hipertréfico, quando diminuida como hipotréfico e sem
modificagdes como eutréfico (Mulvany et al.,, 1996). Como exemplo, temos o
remodelamento positivo eutréfico, que ocorre com aumento do diametro do limen
sem mudancas na quantidade de massa total ou caracteristicas da parede do vaso,
assim como ocorre quando hd queda do fluxo ou na aterosclerose. Em contraste,
temos o remodelamento negativo hipertrofico, que pode ser definido pela diminuicdo
do diametro do limen com aumento na espessura de parede, assim como ocorre
guando ha aumento da pressao. Na hipertensao crbnica, este aumento da parede do
vaso é hipotetizado de acordo com a lei de Laplace, no qual o aumento da
espessura da parede do vaso tem como objetivo diminuir o estresse de parede.

Forcas fisicas e mecanismos autécrinos e paracrinos, responsaveis pelo
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crescimento celular estimulado pela hipertensdo, parecem ser os fatores

responsaveis (Berk, 2001).

hypotrophic eutrophic hypertrophic
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©

'
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Figura 2: Diferentes maneiras que o remodelamento pode modificar a area de seccao
transversa da camada média e do limen dos vasos. No centro esta representado um vaso normal. O
remodelamento pode ser negativo ou positivo em relacdo ao didmetro do limen, e com relagéo a
area de seccdo transversa da camada médica, pode ser subdividido em hipotréfico, eutréfico e
hipertréfico. Modificado de: Mulvany, 1999.

A hipertensdo €& acompanhada de disfuncdo endotelial decorrente da
diminuicdo da biodisponibilidade de NO e outros fatores vasoprotetores, além do
aumento da produgdo de agentes pro-inflamatérios e vasoconstritores, como a
angiotensina II, endotelina e EROs (Wong et al.,, 2010). A disfuncdo endotelial
decorrente de lesao, leva a respostas compensatoérias que alteram as propriedades
normais do endotélio. Deste modo, diferentes formas de lesdo aumentam as
propriedades de adesdo ao endotélio em respeito aos leucécitos e plaquetas, assim
como a permeabilidade dos mesmos. A lesdo também induz ao endotélio
propriedades pré-coagulantes ao invés de anticoagulantes, e a formar moléculas
vasoativas, como citocinas e fatores de crescimento. Se a resposta inflamatoéria ndo
cessar, este processo continua indefinidamente. Assim, a resposta inflamatoria

estimula a migracao e proliferacdo das células da musculatura lisa vascular, levando
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ao aumento da espessura da parede do vaso, que é compensado por gradual

dilatacéo a fim de que o vaso permaneca com o liumen inalterado (Ross, 1999).

A hipertensdo € acompanhada de uma série de danos ao sistema
cardiovascular, e intervencdes que possam reduzir esses danos estédo
constantemente sendo buscadas (Intengan & Schiffrin, 2001; Wind et al., 2010).
Dentre estas podemos citar as plantas medicinais, que vem ocupando um espaco
cada vez maior nos estudos relacionados a doencas do sistema cardiovascular
(Aviram et al., 2004; Veeramani et al., 2012).

O consumo de plantas medicinais pela populacdo desperta na comunidade
cientifica um interesse cada vez maior em estudar os mecanismos envolvidos nos
efeitos benéficos dessas plantas (Eichemberg et al.,, 2009). O conhecimento
etnofarmacoldgico acumulado ao longo de geragdes tem servido como base para a
descoberta de farmacos de grande importancia, tais como: digoxina, quinina,

morfina, hiosciamina, &cido salicilico e artemisina (Maraschin & Verpoorte, 1999).

Os vegetais podem originar recursos terapéuticos em varias instancias,
podendo ser utilizados de diversas maneiras, com diferentes propdésitos. Sua
utilizagdo pode ser in natura, ou seja, com partes inteiras ou sob forma rasurada
para preparacdo de chas e/ou outras preparacdes caseiras, destinadas ao uso
domeéstico, pode ser sob a forma de drogas pulverizadas, extratos brutos ou frac6es
enriguecidas, extratos padronizados, tinturas, extratos fluidos, pds, comprimidos e
capsulas e finalmente podem ser submetidos a sucessivos processos de extracao e
purificacdo, para isolamento das substancias de interesse. As substancias isoladas
podem ser ativas e diretamente utilizadas como farmacos (ex: quinina, digoxina e
ergotamina), ou podem ser utilizadas como precursores em processos de sintese de

farmacos (Rates, 2001).

O estudo de plantas medicinais, a partir de seu emprego pelas comunidades,
pode fornecer informacdes Uteis para a elaboracdo de estudos farmacoldgicos,
fitoquimicos e agrondmicos sobre estas plantas (Eichemberg et al.,, 2009) . Desta
forma, pode-se planejar a pesquisa a partir de um conhecimento empirico ja

existente, muitas vezes consagrado pelo uso continuo (Brasileiro et al., 2008).

A grande procura da populacdo pelo uso de plantas medicinais, vem

despertando interesse da comunidade cientifica em estudar substancias bioativas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Veeramani%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22575974

29

de origem natural, com o intuito de compreender e poder utilizar as plantas como
recurso terapéutico, porém com a seguranca proporcionada pela ciéncia aplicada.
Inimeras publicacdes confirmam importantes atividades farmacoldgicas de plantas,
ervas e frutos de uso seculares e empiricos pela populacdo (Carvalho et al., 2005;
Chidambara Murty et al., 2002 ;Nigris, 2006).

Neste sentido, utilizamos a Punica granatum L., também conhecida como
romd, uma fruta antiga e mistica da familia Punicaceae, considerada um fruto
sagrado com poderes de sorte, fertilidade e abundancia. Possui destaque nas
cerimbnias, arte e mitologia egipcia e grega, e era o emblema pessoal do imperador
romano Maximiliano. A roma é o simbolo da antiga cidade de Granada, na Espanha,
a partir do qual a cidade recebe o seu nome. O nome do género, Punica, era 0 nome
romano para Cartago, antiga cidade ao norte da Africa, onde as melhores romas
cresciam. Além disso, a roméa & conhecida pelos franceses como “grenade” e pelos
espanhdis como “granada”. A romeira cresce tipicamente de 4 a 5 metros, possui
muitos galhos espinhosos e pode viver por muitos anos, como evidenciado por
arvores em Versalhes, na Franca, que sédo conhecidas por terem mais de 200 anos
de idade. As flores sdo grandes, brancas com vermelho, possuem um célice tubular
gue eventualmente torna-se o fruto, que contém muitas sementes separadas por
uma membrana branca, o pericarpo, e cada uma € rodeada por peguenas
guantidades de um suco vermelho e adstringente. A roma é nativa dos Himalaias ao
norte da india, mas tem sido cultivada e naturalizada desde os tempos antigos sobre
toda regido do Mediterraneo. Também é encontrada na india e em regides aridas do
sudeste Asiatico e na Africa. A arvore também é cultivada nas regifes da Califérnia
e Arizona (Jurenka, 2008).

Além do seu uso histérico, a roma tem sido usada em varias areas da
medicina para uma variedade de doencas. As propriedades potenciais da roma sao
abrangentes e incluem tratamento e prevencdo do cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes e aterosclerose, (Aviram et al., 2004; Davidson et al.,
2009 ,Ghosh & Scheepens, 2009 ;Jadeja et al., 2010).

Os extratos de todas as partes da roma parecem ter propriedades
terapéuticas, e isso parece ser devido ao seu alto contetudo de polifendis, contudo,
uma maior concentracdo de polifendis parece ocorrer na casca da fruta (Gil et al.,

2000; Jurenka, 2008). Dentre os polifendis encontrados na roma, temos o0s
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flavondides, representados pelo acido elagico, antocianinas, flavonéis, flavonas,
rutina e quercetina, e pelos taninos, representados pelo acido galico, punicalgina e

catequinas (Gil et al., 2000).

Muitos trabalhos podem ser encontrados em literatura a respeito das
propriedades antioxidantes da roméa (Aviram et al., 2000; Aviram et al., 2004; Gil et
al, 2000), e os niveis de antioxidantes encontrados no suco da roma parecem ser
maiores do que 0s encontrados em outros sucos naturais e no vinho tinto (Aviram et
al., 2002). Os antioxidantes, no geral, possuem inameras propriedades biolégicas,
incluindo protecéo contra oxidacdo do colesterol, contra o processo de aterogénese,
contra o envelhecimento e contra a diminuicdo da biodisponibilidade de NO

decorrente de reacbes com EROs (Reaven et al., 1999 ; Napoli et al., 2001).

As EROs sédo constantemente produzidas em nosso organismo, e necessitam
ser neutralizadas para que possa ser evitado os danos decorrentes de sua presenca
(Wind et al., 2010). Para isso, produzimos uma série de enzimas que desempenham
papel de antioxidantes enddégenos, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Jadeja et al., 2010). Contudo, em estado
patolégico, essas enzimas nao sao suficientes para a neutralizacdo dessas
moléculas danosas (Althunibat et al., 2010). Dessa forma, os polifendis encontrados
na roma possuem capacidade antioxidante devido a presenca de grupos fendlicos,

gue possuem atomos de hidrogénio, capazes de neutralizar as EROs (Fraga, 2007).

Estudos encontrados em literatura mostram que uma dieta rica em
flavondides possui efeito protetor na funcdo endotelial em humanos (Duffy et al.,
2001 & Stein et al., 1999). Duarte et al. (2001) mostraram que o tratamento com

guercetina melhorou a funcdo vascular em ratos SHR.

Estudos epidemioldégicos mostram que o consumo de frutas e vegetais ricos
em conteudos fendlicos estdo correlacionados a reducdo de doencas cardio e
cerebrovasculares e mortalidade relacionada a céancer (Hertoget al, 1997), e estes
efeitos benéficos sdo decorrentes da remocdo de radicais livres. Além disso,
pessoas que consomem dieta rica em antioxidantes tém menor risco de

desenvolverem desordens cardiovasculares (Banerjee & Maulik, 2002).

A disponibilidade em literatura de trabalhos mostrando os efeitos

cardioprotetores do extrato de roma em ratos SHR ainda é escassa. Baseado nisso,
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hipotetizou-se que o consumo oral do extrato de romd em ratas SHR pudesse
melhorar os parametros cardiovasculares e diminuir o estresse oxidativo, que estéao
prejudicados neste modelo experimental. Com isso, 0 presente estudo teve como
objetivo a avaliagdo dos efeitos cardioprotetores do consumo crbnico de extrato da

casca de roma em ratas SHR.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos cardiovasculares e antioxidantes do extrato hidroalcodlico da
Punica granatum L (Roma) em ratas espontaneamente hipertensas (SHR).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico de roma sobre a pressao arterial
sistélica

- Determinar a atividade da ECA coronariana

- Avaliar parametros histomorfométricos das artérias coronarias de ratas SHR e
comparé-los com ratas Wistar

- Avaliar os niveis de estresse oxidativo coronariano pelo método de DHE
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do extrato de roma

Foram utilizadas as cascas da roma (Exsicata n° 1097-9, depositada no
herbario VIES/UFES, setor de botanica do Departamento de Ciéncias Bioldgicas), as
quais foram submetidas & secagem em estufa, a 37 °C, por aproximadamente 10
dias. ApGs estarem completamente secas, as cascas foram trituradas, utilizando-se
um moedor elétrico (DPM — Janior). Para obtencdo do extrato hidroalcodlico, o pé
das cascas de roma foi adicionado em etanol 95 °GL (85,71g do p6 da casca/lL de
alcool), em um recipiente ambar a temperatura ambiente (25 a 30 °C), até a
completa extracdo dos componentes da casca. Apos, o extrato foi filtrado a vacuo e
a fase liquida foi submetida a rota-evaporacdo a presséao reduzida e temperatura de
60 °C, em um evaporador rotativo (TECNAL, modelo TE-210) com a finalidade de
remover o solvente (etanol 95 °GL), sem que os componentes quimicos do extrato
fossem alterados. Ao final, o extrato foi colocado em vidro a&mbar e mantido em
geladeira até o momento da realizacdo do protocolo experimental. O extrato
hidroalcodlico foi diluido em &gua filtrada e administrado por gavagem diariamente

por 30 dias na dose de 250mg/kg.

3.2 Obtencao do Peso Seco

Devido ao fato do extrato bruto apresentar certo grau de hidratagdo, mesmo
apos ter sido colocado no rota-evaporador, realizamos a determinagédo do peso seco
para determinarmos a quantidade efetiva de extrato (n&o hidratado) que foi utilizada
nos protocolos experimentais. Para isto, inicialmente um cadinho de porcelana vazio
foi submetido a aquecimento em estufa & 60 °C. A seguir, foram feitas varias
pesagens do cadinho em balanca digital (AND) e anotado seu peso, até que fosse
obtido o mesmo peso em trés pesagens sucessivas. Em outro recipiente, foram
pesados 500 mg do extrato bruto, os quais foram diluidos em 5 mL de agua filtrada,
misturando-se até obtencdo de uma solucdo homogénea. Foi transferido 1 ml dessa
solucéo (100 mg do extrato bruto) para o cadinho de porcelana previamente seco. O
cadinho foi entdo colocado em estufa & 80 °C até a total evaporagéo do diluente,

controlando cuidadosamente 0 aquecimento para evitar a perda do material devido a
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fervura. A seguir, o cadinho foi pesado, por repetidas vezes e, mantido em
aguecimento constante, até que o peso seco observado ndo se alterasse por trés

vezes consecutivas.

Para determinacdo do peso seco, do valor da pesagem final foi subtraido o
valor do peso do cadinho vazio. O total obtido foi correspondente ao peso seco do
extrato contido em 1 mL do extrato bruto diluido. As doses de extrato que foram
utilizadas neste estudo foram baseadas no peso seco do extrato. O valor do peso

seco do extrato bruto correspondeu a 68mg/100mg.

3.3 Animais experimentais

Foram utilizadas ratas com hipertensdo espontanea (SHR) com 4 e 28
semanas de idade, divididas em grupo SHR-Controle , SHR-Roma e ratas Wistar
com 4 semanas denominadas grupo Wistar-Controle. Os animais foram fornecidos
pelo biotério do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em sala com
controle de temperatura e ciclo claro/escuro de 12 horas. As gaiolas permitiam o
livre acesso dos animais a ingestdo de agua e ragdo. Os animais Wistar-Controle e
SHR-Controle receberam como veiculo agua filtrada, e os animais do grupo SHR-
Roma receberam extrato de roma. O tratamento foi realizado diariamente, uma vez
ao dia por gavagem, por 30 dias. O protocolo experimental foi certificado pelo
CEUA/UFES sob o numero 107/2011.

3.4 Protocolos experimentais

3.4.1 Protocolo 1

Com o objetivo de avaliar a atenuacdo da pressao arterial sistélica (SHR-Controle
n=6, SHR-Roma n=6) e a atividade da ECA coronariana (SHR-Controle n=4, SHR-

Roma n=3) utilizamos ratas SHR com 32 semanas de idade.



(28 semanas)

Dia 0 Dia 1l

Dia 15
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(32 semanas)

Dia 30 Dia 31

Medida da Inicio do
PAS tratamento

SHR-Controle SHR-Roma

3.4.2 Protocolo 2

Ultimo dia  Eutanasia
do
Tratamento
e Medida da
PAS

Com o objetivo de avaliar a prevencdo do aumento da pressao arterial sistélica
(SHR-Controle n=6, SHR-Roma& n=7) e a atividade da ECA coronariana (SHR-

Controle n=3, SHR-Roma n=4),utilizamos ratas SHR com 8 semanas de idade.

(4 semanas)

Dia 0 Dia 1

Dia 15

(8 semanas)

Dia 30 Dia 31

Medida da Inicio do
PAS tratamento

SHR-Controle SHR-Rom3a

Ultimo dia  Eutanasia
do
Tratamento
e Medida da
PAS
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3.4.3 Protocolo3

Com o objetivo de avaliar a morfologia (SHR-Controle n=6, SHR-Roma n=5, Wistar-
Controle n=6) e o estresse oxidativo das artérias coronarias (SHR-Controle n=4,
SHR-Roma n=4), utilizamos ratas SHR e Wistar com 8 semanas de idade.

(4 semanas) (8 semanas)
Dia 1 Dia 30
Inicio do Ultimo dia
tratamento do
tratamento
/ Eutanasia
SHR-Controle Wistar-
Controle
SHR-Roma

3.5 Avaliacéo nao invasiva da Pressao Arterial

Antes da realizacdo dos registros foi necessario aclimatar os animais no
equipamento a ser utilizado (IITC INC/Life Science, 23924 Victory Blvd, Woodland
Hills, Ca 91367-1253 USA). Para isso realizamos o processo de aclimatacao 3 dias
antes a coleta do registro. A aclimatacdo consistiu no acondicionamento do animal
por cerca de 10 minutos no equipamento, evitando a influéncia do estresse sobre a
pressdo arterial. No dia do registro os animais foram acomodados na camara
aquecida dentro de um contentor com um cuff de pulso pneumatico acoplado na
regido proxima a cauda. Um esfigmomandmetro foi insuflado e desinsuflado
automaticamente e o valor de pressao arterial sistolica foi obtido por meio de sinais
do transdutor acoplado a um computador, como descrito em trabalhos anteriores
(Baldo et al., 2011; Mochha & Mustafa, 2005). A temperatura foi controlada entre 29
e 32 °C durante 40 minutos em que o animal permaneceu no equipamento. Foi
obtida a média de 3 registros com diferenca maxima de 10 mmHg, sendo

descartados os registros associados a influéncias causadas por movimentos dos
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animais. Os registros foram coletados 1 dia antes do inicio do tratamento e no 30°

dia do tratamento.

3.6 Determinacéao da atividade da ECA coronariana

Apés o fim do tratamento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
intraperitoneal (50 mg/kg) e as coronarias septal anterior, descendente anterior e
circunflexa foram dissecadas sob lupa (DF Vasconcellos AS, Brasil). As amostras

foram armazenadas em temperatura de -80 °C em tubos tipo eppendorf.

As amostras de coronaria foram posteriormente descongeladas e
homogeneizadas em tampéao Tris.HCI, pH 7,0 com 50 mM NaCl. Os tecidos foram
em seguida centrifugados a 1000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e a medida de concentracdo de proteinas totais foi realizada pelo método
de Lowry, com albumina bovina como padrdo. O restante do sobrenadante foi

armazenado em temperatura de -80°C para posterior anélise da atividade da ECA.

O ensaio para a medida da atividade proteolitica da enzima conversora de
angiotensina | (ECA-I) empregou o substrato AbzFRK(Dnp)p-OH, ideal para estudos
em cinéticas enziméticas e para andlise da atividade somatica dos dominios C e N
da ECA-I. Os ensaios foram realizados diretamente em Espectrofluorimetro (TECAN
GENios) de microplaca automatico equipado com controlador de temperatura e

shaker, placa com 96 pocos de poliestireno preta.

As amostras de homogenato de coronaria foram descongeladas em gelo. Em
cada poco da microplaca, foi colocado 20 pl de amostra do grupo pretendido
(plasma/coronaria), em seguida adicionou-se a mistura do tampéao de ensaio (12,1 g
de Tris.Base, 2,99 de NaCl em 1 L de agua deionizada com pH 7,0 ajustado com
HCl) e 10 Mm de Abz-FRK(dnp)p-OH. Gravou-se o0 aumento da fluorescéncia com
excitacdo — Aex: 320 nm e emissdo Aem: 420 nm, com a temperatura de 37 °C e
agitacado constante. Todas as dosagens foram feitas em triplicata. A atividade da
ECA foi expressa em AFU (unidades arbitrarias de fluorescéncia) por ml de amostra
(Carmona et al., 2006).



40

3.7 Histoquimica

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
intraperitoneal (50 mg/kg) e os coracdoes dissecados de suas conexdes e
imediatamente transferidos para o aparelho de perfusdo isolada através da
canulacdo da aorta, no nivel de sua curvatura, comecando a seguir a perfusao
retrograda, pelo método de Langerdorff modificado. Os cora¢des foram perfundido
por 5 minutos com solucdo de KREBS-Hepes (HEPES 9,4 mM; NaCl 132 mM;
glicose 5 mM; KCI 4 mM; MgCl, 0,49 mM; CaCl, 1mM; pH 7,4 a 37 °C) seguido de
50 mL de paraformaldeido (4%). As solu¢des foram infundidas no coracdo com
pressdo controlada mimetizando a pressdo arterial média do animal (100 mmHgQ)
objetivando preservar o formato das artérias. ApdOs, as corondrias (septais
anteriores) foram dissecadas sob lupa (DF Vasconcellos AS, Brasil) e armazenadas
em TIssue-Tek (Tissue-Tek; Sakura Finetek USA, Inc. Torrance, CA, USA) e

acondicionadas em temperatura de -20 ° C.

As laminas de vidro destinadas a histologia foram lavadas com agua quente
(= 45 °C) e detergente por cerca de 30 minutos, seguida de diversas lavagens com
agua quente e por ultimo as laminas foram lavadas com alcool absoluto para
finalmente serem recobertas por uma fina camada de solugao de gelatinizagéo (1%)
para que ocorresse adesdo dos cortes na mesma. As laminas permaneceram nessa
solucdo a temperatura de 50 °C por 2 minutos e, posteriormente, foram secas em
estufa a 37 °C por 24 h.

As amostras foram emblocadas em Tlssue-Tek (Tissue-Tek; SakuraFinetek
USA, Inc. Torrance, CA, USA) e seccionadas transversalmente (8 um) a partir da
porcdo da corondria mais proxima da base do coracdo, com distancia de 160 pum
entre os cortes, através de um microtomo criostato (Leica, modelo CM 1850). Os
cortes teciduais foram realizados em quadruplicata e posicionados em laminas de
vidro preparadas adequadamente para adesdo do tecido e separados para

realizacao de coloracéo por HE (hematoxilina-eosina) e expresséo anion superoéxido.

Para coloracdo por HE, os cortes foram expostos primariamente a
hematoxilina por 1 m, em seguida lavados por 15 min em agua corrente para serem
expostos a eosina por 3 min, seguidos de uma ultima lavagem em agua corrente por

5 min. Ao término da impregnacdo por corantes dos cortes realizaremos a
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montagem das laminas para imersdo. Para tal, utiizamos DPX (Mountant for

histology, Sigma), que banhou os cortes, e laminula de vidro para cobri-los.

3.8 Anélise Morfométrica das coronarias

Com o uso de um microscopio trinocular (DM 2500) acoplado a uma camera
digital (Leica DFC 310 FX) fez-se a captura de imagens das laminas, e estas foram
analisadas em programas de imagem especificos (Image J, versdo 1.4). Para
captura das imagens foram utilizadas objetivas de 40x e 100x. Foram analisados 12
cortes de cada animal.

Para medi¢cdes das imagens capturadas com a objetiva de 40x, foram
analisados trés cortes transversos por animal e, por meio das das ferramentas
oferecidas pelo programa Image J (verséo 1.4) foi realizada a medida de trés
parametros. A area total do vaso (ATv) foi calculada através do contorno do vaso,
utilizando como delimitacdo externa a lamina elastica externa, componente mais
externo da camada média do vaso. Deste modo, toda area compreendida dentro
desta delimitacédo foi calculada e referida como ATv. O segundo parametro medido
foi a area da luz vascular (ALv). Para isto, um contorno tendo como referéncia
externa o endotélio vascular foi realizado, e deste modo a &rea compreendida dentro
desta delimitacdo foi referida como a ALv. A area de parede vascular (APv),
contendo as camadas média e intima, foi determinada pela diferenca entre as duas

areas.

Também foi calculada a razdo de remodelamento ou indice de
remodelamento (RR), através da razdo entre a ATv dos animais SHR-Controle e
SHR-Roma pela ATv dos animais Wistar-Controle. Foi considerado remodelamento
positivo quando o RR > 1,05; auséncia de remodelamento quando o RR entre 0.95 e
1.05; e o remodelamento negativo, quando o RR < 0.95 (Pasterkamp et al, 1995;
Schoenhagen et al., 2000; Yang et al., 2003). Passando esses valores do RR para
percentual temos: auséncia de remodelamento quando o RR esté entre 95 e 105%,
RR > 105% indica remodelamento positivo e 0 RR < 95% indica remodelamento

negativo.
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3.9 Medida de anion superdxido em artérias coronérias

Apoés o preparo das laminas, conforme descrito na histoquimica, os cortes,
que estavam acondicionados em temperatura de -20 °C foram secos por 1 h a 37 °C.
Apés, foram incubados com uma solucdo dihidroetidina (2 uM) diluido em Krebs-
HEPES pH 7,4. ApGs serem recobertos por uma laminula, as laminas de vidro foram
acondicionadas em uma camara umedecida, protegida da luz, e entdo incubadas, a
37 °C, por 30 minutos. As imagens foram adquiridas em microscépio de
fluorescéncia (Nikon Ti-S, EUA) equipado com filtro de comprimento de onda de 585
nm (G-2E/C; Nikon, EUA) e camera digital (Ds-Ril; Nikon, EUA), e os dados
analisados utilizando o software NIS Elements (Nikon). Para captura e analise das

imagens foi utilizada objetiva de 20x.

3.10 Anélise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada pelos programas estatisticos Graph-
PadPrism 4. Foi utilizada analise de variancias (ANOVA) uma via seguida de post
hoc de Tukey e teste “t” de Student. Os resultados foram representados como média
+ erro padrdo da média (média + EPM) e os niveis de significAncia foram
estabelecidos quando*P<0,05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Medida de Pressao Arterial Sistolica

Na figura 3, observa-se os valores de presséo arterial sistélica do grupo SHR-
Controle (painel A) e SHR-Roma (painel B) aferidos nos dias 0 (134 + 2 mmHg e 144
+ 2 mmHg) e 30 (163 £ 2 mmHg e 171 £+ 4 mmHg) do tratamento. A pressao arterial

sistélica, respectivamente foi significativamente maior no dia 30.

Animais com 8 semanas
SHR-Controle

250+ A

Pressdo (mmHg)
= = N
o a1 o
T 2 2

50+

Dia 0 Dia 30

Animais com 8 semanas
SHR-Roma

Pressdo (mmHg)

Dia 0 Dia 30

Figura 3: Valores da pressao arterial sistélica nos dias 0 (n=6) e 30 ( n=6) obtidos em fémeas
espontaneamente hipertensas (SHR) com 8 semanas: A: grupo SHR-Controle B: grupo SHR-Roma.
Os resultados foram expressos como média + EPM. * p<0,05.
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Na figura 4 observa-se os valores de pressao arterial sistélica do grupo SHR-
Controle (163 = 2 mmHg) e do grupo SHR-Roma (171 + 4 mmHg) com 8 semanas,
no dia 30 do tratamento. A pressao arterial sistolica ndo se apresentou

significativamente diferente.

Animais com 8 semanas

Dia 30

250+
S 200+
=
£ 150+
)
T 100-
(72]
o
O 50-

0 T
SHR-Controle SHR-Roma

Figura 4: Valores da presséao arterial sistolica do grupo SHR-Controle (n=6) e do grupo SHR-Roma (
n=7) em animais com 8 semanas aferidas no 30 dia de tratamento. Os resultados foram expressos
como média £ EPM. * p<0,05.

Na figura 5, observa-se os valores de presséao arterial sistélica do grupo SHR-
Controle e SHR-Roma com 32 semanas, nos dias 0 e 30 do tratamento. Nota-se que
houve um aumento significativo da pressdo arterial sistdlica apdés 30 dias de
tratamento com veiculo no grupo SHR-Controle (de 197 + 4 mmHg para 208 + 2
mmHg), e uma reducdo da mesma apoés 30 dias de tratamento com roma (200 + 2

mmHg para 188 + 3 mmHg).
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Animais com 32 semanas
SHR- Controle

Pressdo (mmHg)

Dia 0 Dia 30

Animais com 32 semanas
SHR- Roma

Pressédo (mmHgQ)

Dia 0 Dia 30

Figura 5: Valores da pressao arterial sistdlica nos dias 0 (n=6) e 30 ( n=6) obtidos em fémeas
espontaneamente hipertensas (SHR) com 32 semanas: A: grupo SHR-Controle B: grupo SHR-Roma.
Os resultados foram expressos como média + EPM. * p<0,05.

Na figura 6, observa-se os valores de pressao arterial sistélica do grupo SHR-
Controle (208 = 2 mmHg) e do grupo SHR-Roma (188 + 3 mmHg) com 32 semanas,
no dia 30 do tratamento. A pressdo arterial sistdlica apresentou-se

significativamente menor nos animais tratados com roma.
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Animais com 32 semanas
Dia 30

Pressdo (mmHg)
[ = N
o a1 o
9 9

a
e

SHR-Controle SHR-Roma

Figura 6: Valores da presséao arterial sistdlica do grupo SHR-Controle (n=6) e do grupo SHR-Roma
(n=6) em animais com 32 semanas aferidas no 30 dia de tratamento. Os resultados foram expressos

como média = EPM. * p<0,05.

4.2 Medida da atividade da ECA Coronariana

Na figura 7, observa-se os valores da atividade da ECA coronariana no grupo
SHR-Controle (209 + 11 RFU/mg/ml) e no grupo SHR-Roméa (79 + 28 RFU/mg/ml)
dos animais com 8 semanas, no dia 30 do tratamento. A atividade da ECA

apresentou-se significativamente menor nos animais do grupo SHR-Roma.
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Animais com 8 semanas

£ 300-

(@)]

£

)

LL ——

@ 2001

©

C

o *
 100-

°

(@]

O

S o :

w SHR-Controle SHR-Roma

Figura 7:Animais com 8 semanas:Valores da atividade da ECA coronariana nos animais do grupo
SHR-Controle (n=4) e do grupo SHR-Roma(n=3) no dia 30 do tratamento. Os resultados foram
expressos como média + EPM. * p<0,05.

Na figura 8 observa-se os valores da atividade da ECA coronariana no grupo
SHR-Controle (232 + 19 RFU/mg/ml) e no grupo SHR-Roméa (95 + 39 RFU/mg/ml)
dos animais com 32 semanas, no dia 30 do tratamento. A atividade da ECA

apresentou-se significativamente menor nos animais do grupo SHR-Roma.

Animais com 32 semanas

w
o
S

200+

100+

o

ECA Coronariana (RFU/mg/ml)

SHR-Controle SHR-Roma

Figura 8: Animais com 32 semanas:Valores da atividade da ECA coronariana nos animais do grupo
SHR-Controle (n=3) e do grupo SHR-Roma (n=4) no dia 30 do tratamento. Os resultados foram
expressos como médiatEPM. * p<0,05.
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4.3 Medida da area vascular total

Na figura 9, observa-se que a area vascular total (AVt) dos animais do grupo
SHR-Roma (12407 + 478um?) apresentou-se significativamente menor quando
comparada com o grupo SHR-Controle (21927 + 2117um?). Entretanto, quando
comparada com os animais do grupo Wistar-Controle (12903 + 2298um?), néo se
observa esta diferenca. Logo, o tratamento com roma mostrou-se capaz de retomar

a valores normais a AVt dos animais do grupo SHR-Roma.

Animais com 8 semanas
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Figura 9: Animais com 8 semanas:Valores da area vascular total dos animais do grupo Wistar-
Controle (n=6), SHR-Controle(n=6) e SHR-Roma (n=5) no dia 30 do tratamento. Os resultados foram
expressos como médiatEPM. * p<0,05 quando comparado grupo SHR-Controle.

4.4. Medida da area de luz vascular

Na figura 10, observa-se os valores da area de luz vascular (ALv) dos animais
do grupo Wistar-Controle (6311 + 1375 pm?), do grupo SHR-Controle (9735+ 1247
um?) e do grupo SHR-Roma (5740 + 428um?). Ndo ha diferenca na ALv entre os

grupos.



50

Animais com 8 semanas
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Figura 10: Animais com 8 semanas:Valores da area de luz vascular dos animais do grupo Wistar-
Controle (n=6), SHR-Controle(n=6) e SHR-Roma (n=5) no dia 30 do tratamento. Os resultados foram
expressos como médiatEPM. * p<0,05 quando comparado grupo SHR-Controle.

4.5 Medida da area de parede vascular

Na figura 11, observa-se que a area de parede vascular (APv) dos animais do
grupo SHR-Roma (6667 + 397um?) apresentou-se significativamente menor quando
comparada com o grupo SHR-Controle (12192 + 1166pum?). Entretanto, quando
comparada com os animais do grupo Wistar-Controle (6592 + 997 pum?), ndo se
observa esta diferenca. Logo, o tratamento com roma mostrou-se capaz de retomar

a valores normais a APv dos animais do grupo SHR-Roma.
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Animais com 8 semanas
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Figura 11: Animais com 8 semanas:Valores da area de parede vascular dos animais do grupo
Wistar-Controle (n=6), SHR-Controle(n=6) e SHR-Roma (n=5) no dia 30 do tratamento. Os resultados
foram expressos como médiatEPM. ** p<0,01 quando comparado grupo SHR-Controle.

4.6 Razao de Remodelamento

A razao de remodelamento (RR) tem como referéncia a média da ATv dos
animais Wistar-Controle. Por isso, seu valor é considerado 1.0 + 0,05%, sendo este
0 padrdo da normalidade. Lembrando-se que é considerado como remodelamento
positivo quando RR>1.05, auséncia de remodelamento quando RR entre 0.95 e 1.05

e remodelamento negativo quando RR<0.95.

Analisando a tabela 1, é possivel observar a existéncia de um remodelamento
positivo no grupo SHR-Controle, uma vez que a média dos valores é superior a 1.05.
Uma auséncia de remodelamento ocorre no grupo SHR-Roma, uma vez que a

média dos valores se enquadra no intervalo entre 0.95-1.05.
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Tabela 1: Razdo Remodelamento
Grupos (n) RR

SHR-Controle (6) 1.69 £ 0.16

SHR-Rom4 (5) 0.96 + 0.03

Dados Expressos em média+EPM

4.7 Medida de anion superéxido

A geracdo de EROs foi determinada utilizando a dihidroetidina (DHE). A
utilizagdo de DHE permite avaliar o estresse oxidativo em determinado tecido, pois a
mesma € oxidada a 2-hidroxietidio na presenca de O;", que se intercala ao DNA
celular sob a forma de brometo de etidio, responséavel pela emissédo de fluorescéncia
vermelha. Observa-se na figura 12A uma intensidade de fluorescéncia maior do que
a observada na figura 12B, o que indica maior estresse oxidativo nos animais do
grupo SHR-Controle. Esta andlise qualitativa € confirmada pela figura 13, na qual
nota-se que a determinacgdo do estresse oxidativo através da analise quantitativa da
fluorescéncia emitida, mostra ainda que os animais do grupo SHR-Roma
apresentaram um estresse oxidativo significativamente menor (1,2 + 0,1 U.A.) do

gue aquele encontrado nos animais do grupo SHR-Controle (3,2 + 0,4 U.A)).
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Figura 12: Animais com 8 semanas: Cortes tranversais de coronaria marcados com dihidroetidina.
Os pontos com fluorescéncia vermelha indicam presenca de estresse oxidativo. Figura A: Animal do
grupo SHR-Controle. Figura B: Animal do grupo SHR-Roma. .A barra preta possui 50 um. Fotografia
realizada com a objetiva de 40x.
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Figura 13: Animais com 8 semanas:Valores de unidades arbitrarias de fluorescéncia, indicando
estresse oxidativo dos animais do grupo SHR-Controle(n=4) e SHR-Roma (n=4) no dia 30 do
tratamento. Os resultados foram expressos como médiatEPM. ** p<0,01.
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo evidenciam que o tratamento crénico com
extrato hidroalcodlico da casca de Punica granatum foi capaz de diminuir a pressao
arterial sistdlica nos animais com 32 semanas, mas nao foi capaz de prevenir o seu
aumento nos animais com 8 semanas, apesar do efeito na redugcao da atividade da
ECA coronariana ter sido observado em ambos os grupos. A analise das artérias
coronarias nos permite concluir que o tratamento também foi capaz de promover
uma redugao no remodelamento vascular coronariano, bem como reduzir o estresse

oxidativo nestas artérias dos animais com 8 semanas.

No presente estudo, o tratamento crénico com extrato de roma foi capaz de
diminuir os niveis pressoéricos apenas nos animais com 32 semanas, provavelmente

devido a presenca de um maior estresse oxidativo nestes animais sugerindo a

relagéo entre idade, hipertensdo e aumento na producédo de EROs.

Um desbalanco entre a producdo de EROs e mecanismos antioxidantes leva
a um estresse oxidativo que esta aumentado na hipertensdo e com o avanco da
idade (Hamilton et al., 2001). Um estudo recente, utilizando ratos velhos Wistar e
SHR com 12-14 meses de idade, demonstrou ao analisar as aortas destes animais
gue, um aumento na producao de EROs ocorria em animais SHR em comparagao
com os normotensos. Utilizando inibidores do sistema NADPH oxidase, apocinina e
DPI (diphenyleneiodonium), viu-se uma diminuicdo nos niveis dessas EROs. Neste
trabalho também foi observado um aumento na atividade do sistema NADPH
oxidase em homogenato de aorta em ratos SHR (Wind et al. 2010). Um estudo
realizado por Hamilton et al. (2001) utilizando ratas SHR e Wistar, jovens, com 3-4
meses, e mais velhas, com 9-12 meses, mostrou que tanto a hipertensdo quando a
idade estédo relacionados com a diminuicdo da biodisponibilidade de NO e com o
aumento da producao de O,". Outro estudo recente, utilizando ratos Wistar jovens,
1- 3 meses, e mais velhos, 20-24 meses, mostrou uma correlacdo entre animais
mais velhos e um aumento da formacdo de eNOS desacoplada com consequente

aumento no estresse oxidativo (Rajapakse et al., 2011).

Um aumento na producdo de EROs pode levar a um aumento da presséo
arterial sistélica por um efeito direto vasoconstritor das EROs, ou indiretamente
reduzindo a biodisponibilidade de vasodilatadores como o NO (Reckelhoff &

Romero, 2003). Como o estresse oxidativo parece estar aumentado ndo somente
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com a hipertensdo, mas também com a idade (Wind et al., 2010), um maior estresse
oxidativo pode ter ocorrido nos animais com 32 semanas comparados com 0S
animais com 8 semanas. Deste modo, a administracdo de um antioxidante, em
animais, cujos vasos possuem maior disfuncdo endotelial, ou seja, menor
biodisponibilidade de NO, pode ter ocasionado maior variagdo na quantidade de NO,
fato este que pode ter sido suficiente para diminuir os niveis pressoéricos nestes
animais. Além disso, como as EROs contribuem para a contracdo dependente de
endotélio e aumentam a resisténcia vascular, os antioxidantes podem ter
possivelmente restaurado a funcdo endotelial e deste modo diminuido a presséo
arterial sistélica (Kitiyakara & Wilcox, 1998).

Um maior estresse oxidativo implica em menor biodisponibilidade de NO, o
gue contribui com a disfuncédo endotelial (Wind et al., 2010). Além disso, as EROs
podem estimular indUmeros mecanismos intracelulares que podem acarretar
modificacdes na estrutura das células, além de reagirem com outras moléculas
modificando-as, causando assim efeitos extremamente deletérios. Indmeras
doencas, como a hipertenséo e aterosclerose, estdo associadas a estas desordens,
gue estdo relacionadas a um comprometimento do relaxamento dependente de
endotélio, um aumento da atividade plaquetaria, adeséo leucocitaria e proliferacao
do musculo liso vascular (Ross, 1999). Interferéncias que possam ser capazes de
diminuir o estresse oxidativo estabelecido nestas doencas podem ser uma

alternativa para uma melhora da fungéo vascular.

Informacgdes podem ser encontradas em literatura a respeito das propriedades
antioxidantes de frutas, chas, vinhos, graos e vitaminas (Ghosh & Scheepens, 2009).
A roma, em patrticular, parece exercer seus efeitos antioxidantes devido ao seu alto
conteudo polifendlico que inclui os taninos, antocianinas e flavonoides (Gil et al.,
2000). A presenca de grupos fendlicos nestas moléculas conferem a elas
caracteristicas antioxidantes. Além disso, a ressonancia dos anéis tornam essas
moléculas bastante estaveis (Fraga, 2007). Varios estudos a respeito das
propriedades antioxidantes da roma podem ser encontrados em literatura (Aviram et
al., 2000; Aviram et al., 2004; Althunibat et al., 2010; Gil et al., 2000) mas poucos
podem ser encontrados sendo realizados em animais SHR e com administracao do
extrato hidroalcodlico da casca da fruta. Nossos dados em coronéaria de ratos sédo

inéditos, e mostram que o tratamento crénico com extrato de roma foi capaz de
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diminuir o estresse oxidativo nas mesmas dos animais com 8 semanas neste modelo
experimental. Esta avaliacdo realizada por meio da marcacdo dos cortes das
coronarias com dihidroetidina (DHE), mostrou que a expresséo de O, foi menor nas
artérias dos animais tratados quando comparados com 0s animais controle, como
pode ser observado pela fluorescéncia emitida em vermelho na fotomicrografia
(Figura 12). Estes dados corroboram os encontrados por Aviram et al. (2000),
mostrando que o consumo do suco de roma por 2 semanas em humanos diminui o
indice de peroxidacgéo lipidica plasmatico bem como aumento do status antioxidante
do mesmo. Neste mesmo estudo, a suplementacdo com suco de roma em
camundongos apo E -/- resultou em uma diminuicdo da peroxidacao lipidica quando
comparados com 0 grupo controle. Um estudo recente realizado por Mohan et al.
(2010) demonstrou que o tratamento com suco de roma por 4 semanas em ratos
diabéticos e hipertensos/diabéticos aumentou os niveis de SOD, CAT e glutationa
reduzida (GSH) e diminuiu o indice de peroxidacao lipidica no rim e no pancreas

desses animais.

Verificamos ainda neste trabalho que além de reduzir o estresse oxidativo, 0
tratamento com roma diminuiu a atividade da ECA coronariana tanto nos grupos
com 8 semanas quanto no grupo com 32 semanas. A ECA é uma zinco
metalopeptidase que contém dois sitios ativos conhecidos como dominio N e C, que
se referem, respectivamente, as por¢cdes N- e C- terminais da molécula da enzima.
Cada sitio ativo contém um atomo de zinco que é indispensavel a sua funcao
catalitica. O dominio C da enzima hidrolisa a angiotensina | com eficiéncias
cataliticas maiores do que o dominio N, quanto a bradicinina, ambos o sitios
cataliticos possuem eficiéncias semelhantes (Wei et al.,, 1991; Georgiadis et al.,
2003 ; Li et al., 2002).

Os componentes do SRAA podem ser encontrados tanto na circulagdo quanto
em tecidos, como coragao, vasos sanguineos, rim, glandulas e cérebro. A existéncia
desse sistema em tecidos € responsavel pelos seus efeitos tanto paracrinos quanto
autocrinos (Weber et al., 1992). Os inibidores da ECA sao classificados de acordo
com o grupo quimico que possui afinidade pelo zinco nos sitios ativos da ECA,
podendo ser sulfidrila, carboxila e fosforila. A poténcia de um inibidor da ECA é

determinada pela for¢ca de sua ligagdo com o &tomo de zinco (Comini et al., 2007).
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A inibicdo da ECA observada no presente trabalho pode ter ocorrido devido
ao fato dos polifendis possuirem uma estrutura quimica que além de favorecer
propriedades scavengers, € também responsavel pela acdo de quelar metais redox
ativos (Fraga, 2007). Desta forma, como os inibidores da ECA, os polifendis podem
ter exercido os seus efeitos quelando o metal zinco presente na molécula da ECA,

inibindo sua acéo catalitica, o que favoreceu a diminuicdo da atividade da enzima.

Condizente com nossos achados, em estudo recente mostrou que a
adiministracdo por quatro semanas do suco de romd em ratos diabéticos e
hipertensos levou a uma diminuigdo na atividade da ECA plasméatica destes animais
guando comparados com seu controle, de forma dose dependente. Além disso, uma
diminuicdo da pressao arterial sistolica foi acompanhada de menor vasoconstricao

em resposta a drogas vasoconstritoras (Mohan et al., 2010).

Em um estudo realizado por Aviram & Dornfeld (2001) em humanos, foi
observado que o consumo de suco de romad por pacientes hipertensos, por 2
semanas, foi capaz de reduzir os niveis da atividade da ECA no soro destes
pacientes. Esta reducao foi atribuida pelos autores a capacidade antioxidante da
roma e/ou uma interacdo direta de seus constituintes com a enzima. Além disso, é
descrito neste trabalho uma diminuicdo da presséo sistélica destes pacientes, mas
0s autores ndo atribuiram esta diminuicdo a reducéo na atividade da ECA circulante,

e sim a uma melhora na funcéo endotelial.

Apesar da diminuicdo da atividade da ECA n&o ter exercido efeitos
hipotensores, uma vez que uma diminuicdo da presséao arterial foi observada apenas
nos animais com 32 semanas, esta inibicdo pode ter exercido efeitos benéficos
sobre a proliferacdo das células musculares lisas. Os dados deste trabalho mostram
a presenca de um aumento da area vascular total dos animais do grupo SHR-
Controle, acompanhada de um aumento da espessura da parede sem diferenca na
luz vascular. Além disso, tratamento com roma retomou 0s niveis normais tanto a
area vascular total coronariana quanto a espessura de parede, uma vez que ao
compararmos os valores dos animais SHR-Roma com os valores dos animais
normotensos Wistar-Controle, ndo observamos diferenca estatistica. Observamos
também a presenca de remodelamento vascular positivo apenas nos animais do
grupo SHR-Controle, que foi calculado por meio da razdo de remodelamento, que é

realizada pela da diferenca entre a area vascular total dos animais SHR-Controle e



59

SHR-Roma, pela &rea vascular total dos animais Wistar-Controle. Sendo essa
comparacao feita com animais Wistar-Controle, ou seja, animais normotensos, essa
razado nos fornece um parametro de normalidade. Valores acima de 1.05 denotam
um remodelamento positivo, como o encontrado nos animais SHR-Controle, valores
entre 0.95 e 1.05 denotam auséncia de remodelamento, que condiz com o valor
encontrado no grupo SHR-Roma. Nossos dados corroboram os observados por

Schiffrin (2001), que indicam uma relagéo entre hipertenséo e remodelamento.

A hipertensdo essencial € associada ao aumento da resisténcia vascular
periférica ao fluxo sanguineo (Lund-Johanson, 1983). Artérias de resisténcia sao
vasos, quando relaxados, com diametro menor do que 400 um, e constituem o local
de maior geracdo de resisténcia vascular (Schiffrin, 1992). Estes vasos incluem
pequenas artérias, com lumen maior do que aproximadamente 100 pum e as
arteriolas, com limen menor do que 100 pm. Estes possuem um papel importante
na patogénese da hipertensao e suas consequéncias (Bohlen, 1986; Schiffrin, 1992).
Durante a hipertenséo, as artérias de resisténcia exibem um Ilimen e diametro
externo menores e uma camada meédia que pode apresentar-se normal ou mais
espessa, com um aumento na relacdo parede/luz, que é a razdo entre a area de
parede vascular pela area da luz vascular. Uma hipertrofia ou hiperplasia das células
musculares lisas do vaso pode ser encontrada dependendo da espécie, do leito
vascular ou da severidade da doenca. Este remodelamento vascular esta envolvido
nas complicagbes clinicas da hipertensdo, como derrame, nefroangiosclerose e
infarto do miocardio (Schiffrin, 2001). A parede vascular esta continuamente exposta
a forgas hemodinamicas como presséo luminal e shear stress. Alteracdes nessas
forcas, tanto fisiologicas quanto patolédgicas, levam a alteracdes funcionais e/ou
estruturais da parede dos vasos. Modificagdes agudas nas forcas hemodinamicas
podem modificar o diametro do vaso enquanto modificacées cronicas resultam em
alteracdes na parede dos vasos, que podem ser identificadas por meio do didmetro
da parede e seu espessamento. Além disso, essas modificacdes ndo sdo advindas
somente de alteracdes hemodinamicas, mas também de respostas inflamatoérias e
modificacbes nos componentes da matriz extracelular (Hackinget al., 1996;
Pasterkamp et al., 2004).

Na hipertensdo, modificacfes na estrutura de artérias de resisténcia envolvem

dois processos, um denominado remodelamento eutréfico e outro remodelamento
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hipertrofico (Mulvany et al.,, 1996). O processo de remodelamento envolve um
sinergismo entre apoptose, com perda celular, e inflamacdo, responsavel pela
proliferacéo celular (Intengan & Schiffrin, 2001). Estudos sugerem que em peqguenas
artérias de ratos jovens SHR ha uma reduzida apoptose das células da musculatura
vascular lisa, o que pode contribuir para o crescimento destas neste modelo
experimental (Dickhout & Lee, 1999). A angiotensina Il parece ter um papel
fundamental na contribuicdo da inflamacéo encontrada na hipertensdo. As acdes da
angiotensina Il sdo mediadas, em grande parte, pelo aumento da producéo de O,",
principalmente via sistema NADPH oxidase (Grienling & Ushio-Fukai, 2000). Um
trabalho recente de Murdoch et al. (2011) mostrou, em camundongos transgénicos
com superexpressao de uma das subunidades do sistema NADPH oxidase (NOX 2)
e hipertenséo induzida por infusdo de Angiotensina Il, um remodelamento vascular
causado pela angiotensina II. Outro estudo envolvendo camundongos que sofreram
infusdo de angiotensina Il mostrou que a inibicdo do sistema NADPH oxidase com
apocinina, reduziu a elevacdo pressdo arterial sistdlica e preveniu alteracbes
estruturais dos vasos, disfuncdo endotelial e deposicdo de colageno na camada
média das artérias mesentéricas destes animais, indicando que as alteracdes
fisiopatolégicas encontradas neste modelo experimental ocasionadas pela infusao
de angiotensina Il poderiam estar sendo mediadas pelo sistema NADPH oxidase

(Heeneman et al., 2007).

Desta forma, ndo surpreendentemente, a inibicdo da angiotensina Il tem sido
relacionada com a diminuicAdo do remodelamento vascular em modelos
experimentais animais, como observado em um estudo de Giummelly et al. (1999).
Na pratica clinica, pacientes com hipertensdo essencial séo rotineiramente tratados
com blogueadores de canal de célcio, diuréticos e inibidores da ECA. Muitos destes
agentes terapéuticos sédo capazes, pelo menos em parte, de corrigir o
remodelamento encontrado nas artérias de resisténcia destes pacientes,
principalmente os inibidores da ECA (Schiffrin, 2004). A literatura relaciona
remodelamento vascular com angiotensina Il, bem como inibicdo da ECA com a
diminuicdo da disfuncao vascular e remodelamento. Estes efeitos da angiotensina Il
parecem ser, pelo menos em parte, advindos de um estimulo do sistema NADPH
oxidase, que aumentando a producédo de EROs contribui significativamente para os

processos envolvidos no remodelamento.
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Como descrito anteriormente, as artérias de resisténcia podem sofrer
modificacdes morfoldgicas em resposta aos danos ocasionados pela hipertenséao,
como o aumento do estresse oxidativo. No presente estudo, utilizamos as coronarias
como exemplar deste modelo de artéria de resisténcia, na qual observamos um
aumento no estresse oxidativo no grupo SHR-Controle que foi atenuado como

observado no grupo SHR-Roma.

Possivelmente dados do presente estudo corroboram com Touyz et al. (2003), que
mostram que as EROs agem como segundos mensageiros em resposta a
angiotensina I, levando ao remodelamento vascular. O excesso de EROs dentro
das células modificam a atividade de tirosinas quinases e metaloproteinases, além
de inibirem a atividade de tirosinas fosfatases, contribuindo para a ativacdo das
tirosinas quinases. As EROs podem também afetar a expressao de genes e
proteinas, ativando fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB),
gue pode entdo induzir a expressdo de proteinas que participam da resposta
inflamatéria (Abe & Berk, 1998; Ushio-Fukai et al., 1996).Este processo inflamatério
ocorre com aumento da codificacdo de citocinas e de moléculas de adesdo como
ICAM-1 e VCAM-1, da contracdo da musculatura lisa vascular, crescimento das
células musculares lisas da parede vascular através do estimulo de fatores de
crescimento, migracdo de leucécitos e aumento da deposicdo de matriz extracelular
(Touyz & Schiffrin, 1999; Ushio-Fukai et al., 1996).

A ativacdo dessas vias redox sensiveis resulta em inUmeras respostas celulares,
que, se nao controladas podem contribuir para os danos causados pela hipertensao
(Abe & Berk, 1998; Touyz & Schiffrin, 1999; Ushio-Fukai et al., 1996). No presente
trabalho, o consumo de roma foi capaz de diminuir o remodelamento vascular,
possivelmente pela diminuicdo do estresse oxidativo, que pode ter ocorrido por uma
acdo direta dos polifenois devido as propriedades de scavangers, ou por um efeito

indireto devido a inibicdo da ECA, que pode ter reduzido também a producédo de

EROs contribuindo para uma diminuicdo no remodelamento vascular.

A hipertensdo € uma condicdo crbnica relacionada a varias complicacdes
cardiovasculares, uma vez que niveis pressoricos sustentados podem ser lesivos
aos tecidos. O tratamento cronico com extrato bruto da casca da roma se mostrou
capaz de corrigir alguns destes parametros, em modelo experimental, como o

remodelamento vascular e o estresse oxidativo, bem como a atividade aumentada
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da ECA coronariana. Mais estudos sdo necessarios para confirmar os efeitos
benéficos dos antioxidantes no sistema cardiovascular, mas o presente estudo
sugere que o consumo do extrato bruto da casca da roméa pode oferecer protecao

contra os danos causados pela hipertensdo em modelo SHR.
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6 Conclusao

O presente trabalho nos permite concluir que o tratamento crénico com
extrato de roma foi capaz de reduzir a pressao arterial sistélica dos animais com 32
semanas, apesar de nédo ter exercido os mesmos efeitos nos animais mais jovens. O
tratamento também foi eficaz na reducéo na atividade da ECA coronariana tanto nos
animais jovens quanto nos mais velhos. Um remodelamento hipertrofico foi
observado nos animais tratados com veiculo, e o tratamento com roma foi capaz de
evitar o remodelamento com diminuicdo de area de parede vascular. O extrato de
roma também apresentou propriedades antioxidantes, uma vez que 0S animais
tratados com roma apresentaram um menor estresse oxidativo quando comparados
com 0s animais tratados com veiculo. Desde modo, o tratamento com roma pode ser
uma alternativa para diminuir os efeitos deletérios causados por niveis pressoricos

elevados.
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