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Resumo

Introducdo: Insuficiéncia cardiaca, desregulacdo autondmica, hipotensdo e bradicardia séo
problemas comuns nos casos de restricdo alimentar (RA) severa e € bem estabelecido que o
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) € importante no controle da pressédo arterial
através da acao sobre varios 6rgaos. Entretanto pouco se sabe sobre o0 SRAA e sua influéncia

nas respostas cardiovasculares na RA.

Objetivo: N6s avaliamos o efeito da RA na via metabdlica da Ang-[1-8] na regulacdo da pressao
arterial para investigar como a RA pode causar hipotensdo enquanto simultaneamente aumenta

a atividade do sistema nervoso simpatico.

Metodologia e Resultados: Foram usadas ratas Fischer mantidas em dieta controle (CT), ad
libitum, ou RA (60%) por 14 dias. O efeito da Ang-[1-8] sobre a presséo arterial média (PAM) foi
menor nos animais com RA mesmo ocorrendo uma ativacdo maior da via metabdlica da Ang-[1-
8]. O metabolismo da Ang-[1-10] e seu precursor angiotensinogénio (AGT), foram aumentados
pela RA como evidenciado pelo aumento da atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA) plasmaética e elevada concentracdo de Ang-[1-8]. Apés a infusdo de Ang-[1-10], houve
também aumento na concentracdo de AGT e na conversao da Ang-[1-10] para outros metabdlitos
de angiotensina incluindo Ang-[2-10], Ang-[2-8] e Ang-[3-8]. Embora a Ang-[1-8] causou uma
resposta pressora menor na RA, foi encontrado que o RNAm para o receptor AT, foi aumentado
em vasos mesentéricos enquanto nenhuma alteracao foi observada na expressao dos receptores
AT, e Mas. Além da expresséo, a responsividade do receptor AT, na RA foi aumentada apds
infuséo de losartan. Entretanto, apés infusdo de fenilefrina, a amplitude da resposta pressora foi

a mesma que a observada no grupo CT.
Conclusédo: Nossos resultados sugerem que as vias metabdlicas da angiotensina estdo ativadas

constantemente no modelo de RA aumentando a concentracdo plasmaética da Ang-[1-8] e seus

peptideos downstream em compensacao a hipotensao, bradicardia e hipovolemia.
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Abstract

Rationale: Heart failure, autonomic imbalance, hypotension and bradycardia are common
problem in anorexia nervosa (AN) and is well known that the angiotensin system is important to
control the blood pressure through many organs, however nothing is known about the angiotensin

(Ang) system and its influence in the cardiovascular responses in AN.

Objective: We examined the effect of food restriction (FR) on Ang-[1-8] metabolic pathways in
blood pressure regulation to investigate how FR can cause hypotension while simultaneously

increasing the sympathetic nervous system.

Methods and Results We used female Fischer rats maintained on a control (CT) or severe FR
(60%) diet for 14 days. The mean arterial pressure (MAP) response to Ang-[1-8] was attenuated
in FR rats even though the systemic Ang-[1-8] metabolic pathway was activated. Metabolism of
Ang-[1-10] and its precursor, angiotensinogen, were increased by FR as evidenced by increased
plasma angiotensin converting enzyme (ACE) activity and elevated plasma Ang-[1-8] and
angiotensinogen levels before and after Ang-[1-10] infusion. There was also increased conversion
of Ang-[1-10] to other angiotensin metabolites including Ang-[2-10], Ang-[2-8] and Ang-[3-8].
Although Ang-[1-8] causes a lower MAP response, we found that AT:R mRNA expression was
increased in mesenteric vessels whereas no differences were observed in the mRNA expression
of angiotensin type 2 receptor (AT2R) and mas receptor (masR). Furthermore, the AT: blockage
with losartan caused a higher depressor effectin FR, even no difference was seen in the maximum

BP response with phenylephrine infusion.
Conclusions: Our results suggest that angiotensin metabolic pathways are constantly activated

in FR model to increase the Ang-[1-8] and its downstream peptides in order to compensate for the

hypotension, bradycardia and hypovolemia.
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1. Introdugdo

1.1 RESTRICAO ALIMENTAR

Restricdo alimentar (RA) é uma intervencdo dietética na qual a ingestdo de calorias e/ou
nutrientes é reduzida abaixo do normal consumido ad libitum. Essa reducdo pode ocorrer em
diferentes propor¢cdes e quantidades ocasionando diferentes consequéncias ao organismo. A
restricdo de alimentos pode acontecer por diferentes razdes, uma delas é por fatores psicoldgicos
como no caso da anorexia nervosa. Nesse caso 0s pacientes, por influéncia da midia e/ou por
alteragdes psicoldgicas comecam a apresentar distor¢des da imagem corporal, medo excessivo
de ganhar peso, comegam a rejeitar o alimento ou reduzem drasticamente sua ingestéo (1). Outra
situacao patolégica em que ocorre a reducdo na ingestdo de alimentos é no caso de pacientes
com AIDS que ndo estdo sob tratamento (2) ou pacientes com cancer durante o tratamento de
guimioterapia no qual os farmacos utilizados interferem no apetite e paladar (3). Existe ainda a
restricdo de alimentos que ocorre em consequéncia ao escasso acesso ao mesmo, seja for
fatores ambientais como seca ou sociais como guerras e pobreza (4, 5).

Independente dos motivos que ocasionam a restricdo alimentar, muitos trabalhos veem
estudando as consequéncias para o organismo do simples fato de reduzir a ingestdo de
alimentos. Ultimamente um tdpico muito estudado é a RA e sua influencia na longevidade e
prevencdo de doencas. Em 1935 foi publicado o primeiro estudo sobre esse assunto, o qual
observou que ap6s reduzir 20% da ingestdo alimentar de ratos, 0S mesmos apresentaram um
aumento na sobrevida de quase 69% para machos e 3% para fémeas (6). Posteriormente, outro
estudo utilizando macacos Rhesus encontrou que ap6s 30% de reducdo na ingestdo alimentar
diaria por 20 anos diminuiu a incidéncia de doencas relacionadas ao envelhecimento como
diabetes, cancer e atrofia cerebral (7). Um dos efeitos da RA em mamiferos é a reducdo do
aparecimento de cancer devido a possivel inibicao da proliferacao celular e aumento da apoptose
(8) ou ainda a RA aumenta a eficiéncia dos mecanismos de reparo de DNA e reduz os danos
oxidativos (9).

Recentemente um estudo translacional foi iniciado na tentativa de entender os efeitos da RA
no ser humano. Esse estudo comegcou em 2007 e chama-se CALERIE
(Comprehensive Assessment of Long term Effects of Reducing Intake of Energy). Ele tem como

objetivo avaliar os efeitos bioquimicos e fisiologicos da restricdo caldrica, mantendo a
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necessidade minima de nutrientes requerida pelo organismo de individuos eutroficos. Os
resultados preliminares sdo publicados constantemente e dentre alguns achados encontra-se:
reducdo do peso corporal em 10% apds 6 meses de 25% de restricdo calérica e melhora nos
marcadores de risco cardiovascular e de diabetes (10). Outro estudo avaliando os efeitos
cardiacos apds a RA observou que camundongos machos quando receberam 30% a menos de
comida por 7 dias, houve um efeito cardioprotetor sendo menores as ocorréncias de complicagfes
do infarto do miocérdio (11). No caso de pacientes obesos a RA possui inumeros efeitos benéficos
associados ao sistema cardiovascular. Esses efeitos foram demonstrados no trabalho de revisédo
de Garcia-Prieto (2016), o qual mostrou uma melhora do perfil lipidico, reducdo da presséo arterial
e no remodelamento vascular (12).

Com o passar dos anos e o crescente nimero de pesquisas sobre RA comecgou-se a observar
gue diferentes quantidades caléricas ou de nutrientes consumidos influenciavam na resposta do
organismo. A partir do momento que iniciou a comparacdo entre a composicado de dietas, foi
possivel observar que algumas espécies, quando em situacdo de baixo consumo alimentar,
apresentavam término precoce da fase reprodutiva. De maneira oposta, outras espécies
apresentam vida longa e fértil em resposta a reducdo na ingestdo de alimentos (13). Outros
estudos também relatam que a RA pode ndo afetar a longevidade e sim reduzir o tempo de vida,
como no caso de borboletas, moscas, fungos e camundongos (14).

Levando em consideracdo a variabilidade de resposta entre espécies e as inimeras
possibilidades de modelos de RA, foi necessario definir limites e padrbes de respostas. Essa
divisao, de uma forma simples, consiste em dividir os tipos de RA gque geram efeitos benéficos e
os tipos que geram efeitos maléficos ao organismo. Muitos trabalhos relatam que essa redugéo
de alimentos sem comprometer o aporte de nutrientes essenciais estaria em torno de 20-40% de
reducdo na ingestdo média diaria (15). Na verdade, independente do percentual utilizado para
RA, o fator mais importante € considerar se a RA para aquele individuo esta causando ma nutricdo
ao organismo. Nesse caso, o individuo néo tera efeitos benéficos como longevidade (16) (Figura
1).
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Sobrevida

I T I
AL RA Fome
Tipo de dieta

Figura 1: A evolucao do envelhecimento e os efeitos da RA na sobrevida. Adaptado de (13). AL: Ad libitum;
RA: restricao alimentar.

Em contrapartida, protocolos de RA envolvendo desnutricdo além de comprometerem o
tempo de vida, causam efeitos deletérios ao sistema cardiovascular. Em protocolos alimentares
com 50-60% de reducdo na ingestdo diaria de ratos, mostraram que a dieta ocasionou
hipotenséo, bradicardia, diminuicdo da contracdo cardiaca (+dP/dt) e diminui¢cdo do relaxamento
do ventriculo esquerdo (-dP/dt), disfun¢éo do miocardio e aumento de epinefrina e noraepinefrina
no tecido cardiaco (17, 18). Além disso, em estudos realizados em nosso laboratério, publicados
recentemente (19), demonstram que o modelo de restricdo alimentar de 60% durante 14 dias
causou uma diminuicdo no peso corporal, desnutricdo, alto catabolismo proteico, diminuicdo do
colesterol total e LDL, hipotensao, bradicardia e anestro. Também foram observadas alteractes
apos experimentos no sistema nervoso simpatico com a e B bloqueadores, como maior
responsividade dos receptores a1 adrenérgicos. Assim, sabendo das complica¢des no sistema
cardiovascular decorrente da RA, o foco desse trabalho foi estudar as vias envolvidas com o

controle da pressao arterial e frequéncia cardiaca, como o sistema renina angiotensina.

1.2 Sistema renina angiotensina

1.2.1 Descoberta

O sistema renina angiotensina (SRA) € um dos principais mecanismos humoral
responsavel pelo controle das fungdes cardiovasculares e do equilibrio hidroeletrolitico, tendo um
grande efeito sobre a pressao arterial em longo prazo. A hiperatividade desse sistema na
circulacdo sanguinea e em diferentes tecidos esta relacionada com o desenvolvimento e a

manutencédo de doencgas cardiovasculares, entre elas a hipertenséo arterial (20).
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Esse sistema comegou a ser descoberto em 1898 quando Tigerstedt e Bergman
realizaram diversos experimentos. Um dos experimentos era fazer um extrato renal de coelho e
0 injetar por via intravenosa em outro coelho com o propédsito de observar modificacdes na
presséo arterial. Apos alguns testes eles puderam concluir que o extrato de rim possuia algo que
era sollvel em agua e alcool e possuia um efeito pressor. Também observaram que esse efeito
era perdido quando o extrato era preparado a partir da medula renal ou quando a amostra era
aquecida. Assim, através de alguns experimentos eles descreveram pela primeira vez uma
substancia produzida pelo rim, com coloracdo castanha, que possuia um efeito pressor e
passaram a chama-la de renina (171).

Quase 40 anos se passaram e pouquissimos relatos foram feitos sobre essa grande
descoberta, sendo quase esquecida até ser novamente discutida em estudos de 1934 (21). Apos
alguns anos, pesquisadores comecaram a avaliar o efeito da renina quando incubada com
globulinas do sangue. Observaram que a renina na presenca de globulinas ocasionava um
aumento na pressao arterial. A partir disso, foi sugerido pela primeira vez que a renina era uma
enzima e que seu substrato era uma proteina presente no sangue. Outra importante definicdo
também feita a partir desse trabalho foi a identificacdo do produto da renina, chamado a partir de
entdo de ‘hypertensin” (22). Dez anos apos este relato, Leonard Skeggs e colaboradores na
tentativa de purificar “hypertensin” acabaram isolando duas substancias pressoras, ao invés de
uma. O achado inesperado mostrou que a substancia pressora inicial, chamada de hypertensin I,
era formada a partir da acdo da renina sobre seu substrato, o qual era convertido rapidamente
em um segundo substrato que possuia resposta pressora aproximada a hypertensin |. Esse
segundo substrato foi chamado de hypertensin Il, o qual futuramente veio a ser chamado de
angiotensina (23). Outro fato historico importante foi a descoberta de que havia outra enzima
presente no plasma que produzia hypertensin Il (24). Dessa forma, em 1955 foi a primeira vez
gue descreveram a enzima conversora de hypertensin, ou seja, a enzima que converte
hypertension | em hypertensin I, atualmente conhecida como enzima conversora de angiotensina
(ECA) (25).

Com essas descobertas o sistema renina angiotensina comecou a ser definindo. Hoje
sabe-se que esse sistema compreende em varios peptideos, enzimas e receptores. Além disso,
esse sistema ndo € mais considerado como um sistema sistémico, mas sim local, pois todos os
componentes requeridos para geracdo dos peptideos de angiotensina foram detectados em
células de multiplos lugares no corpo. Assim iniciou-se a abordagem de um conceito de funcéo
intrdcrina. A sintese de angiotensina passa a ocorrer além dos locais classicos: rim (renina),

figado (angiotensinogénio), pulmé&o (ECA) (26). Um estudo que demonstrou essa produc¢do local
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de Ang foi em 1998 quando pesquisadores queriam determinar se a Ang-[1-10] e Ang-[1-8]
cardiaca eram produzidas localmente ou derivadas da circulagdo. Apds alguns experimentos
puderam concluir que o coracdo pode manter sua producado (>90%) de Ang-[1-8] mesmo quando

a concentracao plasmatica de Ang é suprimida. O mesmo efeito foi observado no rim (27, 28).

1.2.2 Angiotensinogénio

O angiotensinogénio (AGT), primeira proteina na via do SRA, é uma glicoproteina com
485 aminoécidos (aa), incluindo o peptideo sinal composto por 33aa. A regido N-terminal é o
local onde a renina ird atuar para separar um peptideo com 10 aminoacidos que sera chamado
de Ang-[1-10], também conhecido por Ang | (29). O AGT € produzido ndo somente por
hepatdcitos, mas também nos tubulos proximais do rim, no cérebro por astrécitos e em menor
guantidade por neurénios (30, 31).

Sao vérios os estimulos para secrecdo do AGT, por exemplo camundongos que
receberam infusdo de Ang-[1-8] apresentaram um aumento de 2x na concentracao plasmatica de
AGT. Existe um mecanismo de feedback positivo da Ang-[1-8] sobre o AGT que é controlado por
um balanco de feedback negativo sobre a renina, a enzima que limita a sintese dos peptideos de
angiotensina (32). O AGT pode também ter sua produc¢do estimulada ou inibida pela Ang-[1-8] ou
por citocinas como Interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6
(IL-6). A resposta de estimulacéo ou inibigdo vai depender de qual via de sinalizag&o intracelular
esté sendo ativada (33, 34).

Outras enzimas, além da renina, foram relatadas exercerem um efeito sobre o AGT, como
a catepsina G, proteinase 3, calicreina, elastase, tonina. No caso da catepsina G, esta pode agir

sobre o AGT produzindo Ang-[1-8] ao invés da classica conversao a Ang-[1-10] (35-37).

1.2.3 Angiotensina-[1-8]

A Ang-[1-8] € um dos principais peptideos da via da angiotensina, composto por 8aa (Asp-
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) e é considerada o composto mais bioativo da via. Como descrito
anteriormente, a Ang-[1-8] pode ser sintetizada através da acdo de proteases como renina,
catepsinas, elastase sobre a Ang-[1-10], ou pela degradacdo do AGT diretamente a Ang-[1-8]
através da acdo de enzimas como elastase, catepsinas, tonina. Outra possivel via de formacao

da Ang-[1-8] é através de uma via independente da agdo da renina, porém ainda nao foi
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identificada a enzima responséavel por essa reacdo (38). Essa via de formagdo compreende na
degradacao do AGT em Ang-[1-12] e este peptideo por sua vez é degradado a Ang-[1-8] pela
acao da ECA e quimases (39). Uma vez que Ang-[1-8] foi formada, esta torna-se susceptivel a
acao de enzimas como aminopeptidase A que ird converte-la a Ang-[2-8] ou como é conhecida
Ang lll. A Ang-[2-8], por sua vez torna-se o substrato da aminopeptidase N sendo convertida a
Ang-[3-8] ou como é classicamente chamada, Ang IV (40). Outra opc¢éo ainda de agdo sobre a
Ang-[1-8] € a conversdo desse peptideo a Ang-[1-7] através da agdo da ECA2 (41) ou ainda pode
ser convertida diretamente a Ang-[3-8] por agdo da DAP.

A maioria dos efeitos da Ang-[1-8] sdo mediados por sua ligacdo a dois receptores
acoplados a proteina G, receptor de angiotensina tipo 1 (AT;) e tipo 2 (AT2). Embora o receptor
AT, seja conhecido por exercer efeitos opostos do receptor AT, muitos efeitos da Ang-[1-8] sdo
mediados através da ativacao do receptor AT: (42). Posteriormente nesse trabalho, cada receptor
seréa descrito mais detalhadamente. Entretanto alguns dos efeitos periféricos da Ang-[1-8] incluem
vasoconstricdo com consequente disfuncdo endotelial (43), aumento na secrec¢ao e sintese de
aldosterona (44). Em casos de insuficiéncia cardiaca, esse peptideo em altas concentracbes
ocasiona disfung&o diastdlica do ventriculo esquerdo devido a indireta estimula¢do do sistema
nervoso simpdatico pela angiotensina (45). Quando a Ang-[1-8] foi administrada de forma exégena
em rins isolados e a constricdo das arteriolas aferentes e eferentes foram medidas, péde-se
observar que ocorreu uma constricdo dose-dependente em ambas arteriolas, com consequente
reducao no fluxo sanguineo renal e na filtracdo glomerular (46). Outro importante efeito periférico
da Ang-[1-8] é o controle da sintese e secre¢do da renina, a qual é reduzida em altas
concentragdes de Ang-[1-8] (47). Ang-[1-8] também foi demonstrada promover aumento na
sintese de angiotensinogénio intra-renal (33), estimula a liberagéo de vasopressina pela hipofise
posterior a qual ocasiona aumento na retencdo de liquidos nos ductos coletores renais e ainda,

a Ang-[1-8] estéa relacionada com o estimulo da sede (48).

1.2.4 Outros peptideos do sistema renina angiotensina

A Ang-[1-10], um dos primeiros peptideos da via a ser descoberto, € um peptideo
composto por 10aa (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) que é formado através da
remocao dos 10 ultimos aa localizados na regido C-terminal do AGT através da acdo das enzimas
renina, catepsina D ou elastase (49). A Ang-[1-10] por sua vez se torna substrato de diversas
enzimas como a ECA, tonina, catepsina B e G. Essas enzimas convertem a Ang-[1-10] em Ang-
[1-8] (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) apos a remocédo de 2 aa na regido C-terminal (49, 50).
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Outra possivel conversao da Ang-[1-10] é através da acdo da aminopeptidase A que converte
esse peptideo de 10 aa em um peptideo com 8 aa, Ang-[2-10] (Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) que
se torna em uma proxima reacdo o substrato da ECA, produzindo a Ang-[2-8] (Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe) (51). Outra possibilidade ainda de degradacdo da Ang-[1-10] é sofrer a acdo da
ECAZ2 e ser convertida em Ang-[1-9] (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His) (52) ou por acdo de
outras trés enzimas, endopeptidase neutra (NEP), thimet oligopeptidase (TOP) e prolil
endopeptidase (PEP) ser convertida a Ang-[1-7] (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro) (53, 54).

O heptapeptideo, Ang-[1-7], foi descoberto em 1988 apos experimentos com homogenato
de cérebro de cédes (55). No entanto, a Ang-[1-7] foi considerada um peptideo inativo do SRA por
um longo tempo. Atualmente a Ang-[1-7] é considerada um componente importante do SRA
podendo ser gerada a partir da Ang-[1-10] e Ang-[1-8], como descrito anteriormente, ou ainda
através da conversao da Ang-[1-9] pela ECA ou NEP. Uma vez formada, a Ang-[1-7] pode ser
hidrolisada pela ECA, formando Ang-[1-5] ou por aminopeptidases e DAP, originando Ang-[2-7] e
Ang-[3-7], considerados peptideos inativos até o momento (56-58).

De uma forma mais geral, sabe-se hoje que os peptideos do sistema renina angiotensina
atuam em diferentes receptores, que serdo descritos posteriormente, porém resumidamente a
Ang-[1-8] e Ang-[2-8] se ligam no receptor AT1 ou AT, no caso da Ang-[1-8]. A Ang-[3-8] se liga
no receptor AT4, Ang-[1-7] no receptor Mas com indicios de ligacao no receptor AT>, renina e pro-

renina se ligam no receptor prorenina (38, 59) (Figura 2).

1.2.5 Principais enzimas associadas ao SRA

A renina, como descrita anteriormente, € uma enzima sintetizada na forma inativa, sendo
essa forma chamada de pro-renina. A pro-renina pode ser sintetizada no rim, glandulas adrenais,
retina, ovarios, cérebro e testiculos. Apds a sintese do precursor da renina, 0 mesmo sofre uma
transformacao irreversivel através da acao proteolitica nas células justaglomerulares renais e é
armazenada até o momento da liberagcéo (60). Alguns estudos vém demonstrando que a renina
também estd presente em astrécitos. Um estudo utilizando cultura de neurdnios hipotalamicos
encontrou marcacao positiva para a proteina da renina em neurdnios e astrocitos através de
marcagao com imunohistoquimica (61). Um diferencial no cérebro é que existem duas isoformas
da renina, a que sera secretada e a isoforma intracelular. A isoforma que é secretada parece ser
dispensavel na regulacédo cardiovascular (62) e pouco se sabe até o momento quais sdo 0s
estimulos centrais para producao e liberacédo da renina no cérebro. Algumas hipéteses sugerem

gue o cérebro possui um mecanismo de formagéo de angiotensina diferente da via classica, o
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qual talvez possua uma sintese de peptideos independente da renina e que as respostas
estariam envolvidas com um receptor da renina, receptor pro-renina (51). No entanto, 0s
estimulos para liberac&o da renina sistémica ocorrem quando o0s barorreceptores renais detectam
reducdo na pressado arterial, pressdo de perfusdo renal ou na concentracdo de sédio (63). A
secrecao de renina pode ser inibida quando ha um aumento na pressao arterial ou quando ha
aumento da concentragdo de Ang-[1-8] por mecanismo de feedback negativo (64). Aumento na
secrecao de renina pode ser em resposta a estimulacdo dos receptores 3-adrenérgico nas células
justaglomerulares (65).

Enquanto a renina tem a expressao limitada a tecidos especificos, outra enzima chamada
ECA pode ser encontrada em diversos lugares. Essa enzima é caracterizada como uma zinco
metaloprotease transmembrana contendo dois sitios cataliticos ativos, ambos podendo ser
inibidos por inibidores da ECA como o Lisinopril, porém a isoenzima presente em testiculos, foi
observada possuir somente um sitio catalitico ativo (66). A ECA pode ser encontrada nos ovarios,
testiculos, intestino em especial no jejuno, coracao, rim (67), na parede dos vasos sanguineos,
mais especificamente na superficie das células endoteliais (68) e células do sistema imunoldgico
(69). A grande diferenca da renina para a ECA é que a renina € uma enzima altamente especifica,
enquanto a ECA é promiscua, capaz de agir sobre diversos substratos (70). Além desses tecidos
ja citados, o RNAmM da ECA foi encontrado em regides do cérebro como plexo coroide, cerebelo,
bulbo, hipocampo e hipéfise (71, 72). Usando a técnica de autorradiografia pode-se observar altas
concentragdes da proteina ECA no plexo coroide, vasos sanguineos, 6rgédo suboficial da lamina
terminal, &rea postrema, nucleo do trato solitario (NTS) e nicleo motor dorsal do vago (73). Ja a
ECA encontrada no sangue ou em fluidos bioldgicos é praticamente toda derivada de células
endoteliais que, no caso do pulméo, seriam dos capilares pulmonares (74, 75) através da acao
de enzimas proteoliticas da familia das metaloproteases (76).

Além da ECA, em 2000 pesquisadores descobriram uma zinco metaloprotease homéloga
a ECA, tendo 61% de homologia na sequéncia de aminoacidos e com alta expressdo de RNAm
no coracao, rim, testiculos e ovérios, sugerindo uma possivel contribuicdo com a homeostase da
presséo arterial e fertilidade (77, 78). Essa enzima passou a ser chamada de ECA2. A ECA2 é
uma enzima que fica na membrana celular e é altamente expressa em 6rgaos como rim e coracao,
sendo os pontos classicos para regulacéo cardiovascular. No rim ela é encontrada principalmente
nas arteriolas renais na tlinica média, enquanto que a ECA é mais localizada na regido endotelial
(79). Entretanto nas bordas em escova dos tubulos proximais ha co-localizacdo da ECA e ECA2

(80). Outros tecidos com expressédo da ECA2 sédo pulmao, figado, sistema nervoso central (70,
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81, 82) e sangue, porém esse Ultimo é em resultado da liberagdo enzimética através da acao da
ADAM17, liberando o dominio extracelular ativo da ECA2 (83).
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Figura 2: Sistema renina angiotensina simplificado. Abreviagdes: ECA (2): enzima conversora de angiotensina (2); Mas
R, Receptor Mas; DAP: aspartyl aminopeptidase; NEP: Endopeptidase neutra; PEP: prolil endopeptidase; (P)RR:
receptor prorenin; TOP: thimet oligopeptidase. AMP-A: aminopeptidase A; AMP: aminopeptidase N. Figura adaptada
de (38, 84, 85).

1.2.6 Receptores do sistema renina angiotensina

O sistema renina angiotensina envolve diversos receptores como: Receptor AT que

possui dois subtipos, AT:1a € ATg, receptor AT,, Mas, AT e receptor da renina.



Receptor pro-renina: Algumas enzimas no sistema renina angiotensina possuem interagao com
receptores, como 0 caso da renina/pro-renina e seu receptor pro-renina (PPR). O PPR € um
receptor que foi clonado em 2002 e possui um sitio de ligagdo para a renina e seu precursor pro-
renina, sendo a afinidade para a pro-renina maior (86). Ha hipoteses de que o receptor pro-renina
funcione como um dimero, pois quando a renina se liga no receptor ela ndo é internalizada e nem
degradada (87). O RNAm desse receptor pode ser encontrado em diversos tecidos como coragéo,
cérebro, placenta, nas artérias e tdbulos distais do rim, figado e pancreas (88, 89). Os
mecanismos de ativacao desse receptor ainda ndo estéo totalmente caracterizados, porém sabe-
se que o receptor da renina € capaz de iniciar um sinal intracelular pela ativacdo da via
ERK1/ERK2 e também atua como cofator aumentando a eficiéncia de quebra do AGT pela ligacédo
renina-receptor. Além disso o receptor da renina pode facilitar a geracao e atuacéo da Ang-[1-8]
na superficie celular (90).

O PPR foi demonstrado estar envolvido com a inducédo de glomeruloesclerosis (91) e sua
ativacdo independente de Ang-[1-8] em células HEK promoveu formacao de fibrose (92). No caso
do cérebro o bloqueio do PPR foi relacionado com reducédo da pressao arterial e do tbnus
simpético para o coracao e para o0 vaso, houve também reducéo da expressao do receptor AT, e
nos niveis de vasopressina (93). Outra funcionalidade observada no SNC do PPR foi que sua
super-expressao no SON estimula a secrecdo de vasopressina e altera o balanco hidrico de ratos
normais, além disso sua delecdo diminuiu a PAM e FC de ratos espontaneamente hipertensivos
(SHR) (94). Muitos estudos ainda precisam ser feitos para melhor compreensao dos efeitos desse

receptor no sistema renina angiotensina-aldosterona.

Receptor AT:: Lin e Goodfriend em 1970, ap6s incubarem a suprarrenal com o radioligante Ang-
[1-8], descreveram o primeiro receptor funcional para a Ang-[1-8]. O receptor de angiotensina tipo
1 ou AT: € um receptor com 7 algas transmembrana da familia de receptores acoplados a proteina
G. Em 1992, pesquisadores conseguiram pela primeira vez identificar dois distintos genes para o
receptor AT: em ratos, designados de ATia e AT1g. O gene do receptor ATig apresentou ser 94%
idéntico ao receptor AT: de vasos sanguineos de ratos e 91% idéntico ao receptor presente na
suprarrenal de bois (95). Devido a grande semelhanca entre os receptores ATia € ATig € muito
dificil distingui-los baseado somente em suas propriedades de interacdo com outras proteinas e
sinalizacédo intracelular, tonando-se praticamente impossivel a producao de anticorpos e ligantes
especificos a cada um. A alternativa para esse problema é a utilizagdo de probes baseados na
sequéncia do RNAm. A expressdo de RNAm para ambos receptores foi avaliada e observou-se

gue o subtipo ATia predominou no figado, pulmao, aorta e todos os segmentos do néfron com
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excecdo dos glomérulos. O subtipo ATig € quase que exclusivamente expresso na hipdéfise
anterior. Ambos receptores sdo expressos em propor¢des iguais na zona glomerulosa da supra

renal e nas células mesangiais do glomérulo renal (96).

Apbs a Ang-[1-8] ou Ang-[2-8] se ligarem no receptor ATi, 0 mesmo sofre mudancas
conformacionais que promovem a intera¢cdo com a proteina G ou B-arrestins que desencadeiam
diferentes respostas de sinalizagao intracelular (97). As respostas associadas ao receptor AT;
sdo inumeras e influenciam quase todos os sistemas do corpo. Inicialmente os efeitos desse
receptor eram restritos a regulacdo do apetite ao sédio e sede, porém com o decorrer das
pesquisas foi observado que algumas respostas eram especificas ao tecido em questao (98). No
sistema vascular, a estimulagdo do receptor AT; altera a resposta vascular e hemodinamica
causando vasoconstricdo e consequente aumento da pressdo arterial que a longo prazo se
associa ao desenvolvimento de hipertensado (99). Se caso a estimulac&o ocorrer nos receptores
localizados na supra renal, havera liberacdo de aldosterona que ira estimular o transporte de
sédio (100); no rim a ativacdo do receptor AT: esta associada com a contribuicdo do

desenvolvimento de doengas crbnicas renais, albumindria e injaria renal (101).

Receptor AT.: O receptor AT, é um receptor com estrutura semelhante ao AT, eles possuem
uma semelhanca em torno de 34% na sequéncia de aminoacidos e o receptor AT, também é
acoplado a proteina G e possui 7 algcas transmembrana (102). Esse receptor é altamente
expresso em tecido fetal e tem sua expresséo reduzida drasticamente apds 0 nascimento,
sugerindo que ele seja importante no desenvolvimento fetal (103). No tecido adulto, o receptor
AT, é expresso principalmente em vasos de resisténcia de ratos (104), no rim sendo mais
especifico nas células epiteliais, tubulos corticais e células intersticiais (105), no coragéo, supra
renal, ovarios (106) e cérebro. No cérebro sua expressédo acontece predominantemente durante
a fase embrionéria, ja na vida adulta sua expressao fica restrita a algumas regides encefalicas
gue possuem fungdes cognitivas, de comportamento e locomogéo (107). Em um estudo onde
marcaram o RNAmM dos receptores de angiotensina, foi possivel observar que o receptor AT:
possuia uma distribuicdo mais abrangente no cérebro (108).

Em contraste com o receptor AT, o receptor AT foi observado néo sofrer internalizacéo
em resposta ao seu agonista, permanecendo na membrana celular apds sua ativacdo com
possivel ndo desensitizacdo em respostas a longo prazo (120). Os efeitos da ativacdo do receptor
AT, normalmente sao contra-regulatérios aos efeitos do receptor ATi, ou seja, apOs sua
estimulacdo foi observado efeito antiproliferativo e pré-apoptético em células do endotélio

vascular (109), vasodilatagdo (110) e diminuigdo da hipertrofia cardiaca (111). Entretanto os
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efeitos e a via de sinalizacdo do receptor AT, ainda ndo sdo claros e muitos estudos encontram
resultados contraditérios. Em 1996 um estudo realizado com ratos tratados por 3 semanas com
Ang-[1-8] ou veiculo na presenca ou auséncia do antagonista do receptor AT, observou que o
blogueio crénico do receptor AT, ndo afetou a concentracdo plasmatica de Ang-[1-8] e a
reatividade vascular. Outro significante achado foi que o bloqueio crénico do receptor AT: junto
com infusdo de Ang-[1-8] resultou em niveis normais de pressdo arterial, porém com
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e fibrose (112).

Um fato interessante entre os receptores AT, e AT, é a possibilidade da formacgéo de
heterodimeros. O receptor AT, pode se ligar diretamente ao receptor AT: e antagonizar suas
funcgdes, inibindo a funcionalidade do receptor AT;. Esse mesmo mecanismo foi demonstrado em

células transfectadas, fibroblasto fetal e biopsia de miométrio de gestantes (113).

Receptor ATs. O receptor AT, foi descoberto em 1992 no hipocampo de cobaia e foi
caracterizado como o receptor com alta afinidade pelo peptideo Ang-[3-8] (114). Porém,
posteriormente foi observado que o mesmo receptor € uma amino peptidase regulada por insulina
acabou sendo chamado de IRAP (115). Esse receptor foi identificado em diferentes tecidos como
vasos sanguineos, rim, intestino, suprarrenal, prostata e algumas regides do cérebro relacionadas
ao processamento da memoéria e com importancia no controle motor (116). Um dos efeitos mais
marcantes do receptor AT4 € na resposta da memoria. Em um estudo com infusdes crdnicas do
agonista do receptor AT4 no ventriculo lateral foi demonstrado uma melhora na memoaria espacial
de ratos (117). No rim pouco se sabe sobre o efeito do receptor AT4. Em um estudo com rim de
ratos foi observado a presenca desse receptor no corpo celular e na membrana apical dos tabulos
proximais convolutos, no cdrtex renal e na medula. Assim como a Ang-[3-8] diminuiu o transporte
de sodio nos tabulos proximais (118). Em um estudo, o qual avaliaram o efeito da Ang-[3-8] na
disfuncgéo cardiaca induzida por Ang-[1-8], observaram que Ang-[3-8] via receptor IRAP melhorou
a disfuncéo cardiaca, inibiu a apoptose e a hipertrofia de cardiomidcitos, assim como também
inibiu a sintese de colageno (119). Outra funcdo do receptor AT4 € em relacdo ao metabolismo
energético, o qual reduz a termogénese via UCP-1 (uncoupling proteins) no tecido adipose

marrom e no metabolismo de adipécitos (120).

Um fato importante a ser realgado aqui é que nem todas as repostas induzidas pelo
peptideo Ang-[3-8] séo efetuadas através da ativacéo do receptor AT, algumas delas podem ser
mediadas pelo receptor AT:. Um exemplo desse tipo de resposta é o0 aumento da presséo arterial

e vasoconstricdo renal mediadas pelo receptor AT1 ap6és infusdo de Ang-[3-8] (121). Assim, pouco
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se sabe da importancia desse receptor na regulacdo cardiovascular e mais estudos séo

necessarios para melhor compreenséo.

Receptor Mas: Apos a utilizacdo de antagonistas seletivos das acdes da Ang-[1-7], D-[Ala7]-Ang-
[1-7] - (A-779), estudos demonstraram que esse peptideo se ligava a diferentes receptores
existentes na via classica da angiotensina (AT. e AT»). Assim identificaram um receptor que
pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G e que é funcional para Ang-[1-7], ou
seja, o0 receptor Mas (59). Esse receptor teve sua expressao identificada em neurbénios de de
regides cerebrais como hipocampo, amigdala, cortex e areas com importancia no controle
cardiovascular como NTS, nlcleo paraventricular do hipotalamo (PVN), rostro ventrolateral do
bulbo (RVLM) e ventrolateral caudal do bulbo (CVLM) (122). Além do cérebro, o rim apresentou
alta expresséo do receptor Mas, sendo encontrado principalmente nos vasos renais e nos tubulos
proximais (123).

O eixo ECA2/Ang-[1-7]/Mas tem sido sugerido como uma via importante no SRA com
efeitos contra regulatérios da ECA/Ang-[1-8])/AT1. Apbds infusdo de Ang-[1-7] intravenosa houve
aumento do fluxo sanguineo renal, mesentérico e cerebral, assim como houve aumento do indice
cardiaco e diminuicdo da resisténcia total periférica. Entretanto nessa dose utilizada nao houve
alteracdes na pressao arterial e frequéncia cardiaca (124). Outros estudos demonstram que Ang-
[1-7] através do receptor Mas possui efeito antiproliferativo, reduzindo o crescimento de
cardiomidcitos apds infarto do miocéardio (125) e antitrombético (126). Apesar de muitos estudos
serem publicados ultimamente sobre os efeitos da Ang-[1-7], pouco se sabe sobre o real efeito
do receptor Mas e se todos os efeitos da Ang-[1-7] sdo realmente sempre mediados pelo receptor
Mas e nao através de outros possiveis receptores como AT, ou até mesmo AT;. Esse tipo de
argumento € levado em consideracao principalmente quando se refere ao cérebro. A Ang-[1-7]
pode induzir uma resposta similar & da Ang-[1-8] na regulacdo da PAM quando injetada na RVLM,
CVLM e NTS (38). Outro caso a se pensar sobre a especificidade da Ang-[1-7] ao receptor Mas
foi apds cortes histolégicos de rim tratados com ?°I-Ang-[1-7] ndo houve muita diferenca entre
camundongos Mas-knockout (KO) e selvagem, e mesmo alterando a concentracdo do ligante
radioativo, a marcacao foi praticamente ausente (123). Mais questionamentos surgiram quando
ratos tratados com PD123319, antagonista do receptor AT, ndo apresentaram respostas
vasodepressora apos infusdo de Ang-[1-7] (127). Muitos estudos estéo sendo feitos para avaliar
tanto a funcdo do peptideo Ang-[1-7] quanto a funcdo do receptor Mas, porém ainda existem

questdes a serem respondidas quando se refere a especificidade da resposta.
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Hipotese

Sabendo dos efeitos da restricdo alimentar sobre o funcionamento cardiovascular e sua
influencia sobre a pressao arterial e sistema nervoso simpatico, além de estar bem estabelecido
gue o sistema renina angiotensina esta relacionado com controle de pressao arterial e SNS, o
intuito desse trabalho foi investigar os efeitos da restricdo alimentar no sistema renina
angiotensina periférico determinando os locais de alteracdo e seus efeitos na regulacdo da

pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

27



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da restricdo alimentar no sistema renina-angiotensina em ratas Fischer

2.2 Objetivos especificos:

- Determinar o efeito da restricao alimentar no volume sanguineo, peso corporal, concentragdo
plasmatica de s6dio e potassio, pressao arterial e frequéncia cardiaca basal;

- Determinar o efeito da restricdo alimentar na responsividade do sistema renina angiotensina
periférico;

- Determinar o efeito da restrigcdo alimentar na concentragdo plasmatica dos peptideos do sistema
renina angiotensina,

- Determinar o efeito da restricdo alimentar na atividade plasmaética da ECA, ECA2 e renina;

- Determinar o efeito da restricdo alimentar nos receptores angiotensinérgicos em vasos de

resisténcia.
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3. Material e métodos

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas ratas Fisher com aproximadamente 4
meses de idade, pesando entre 200-220g. Os animas foram cedidos pelo Centro de Ciéncia
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto — CCA - Brasil ou comprados na Harlam® - EUA.

Antes de iniciar os experimentos, os animais ficaram trés dias no biotério de
experimentacdo para ambientalizacdo e passado esse periodo os animais foram alojados em
caixas individuais de 30x19x13cm durante todo o periodo de tratamento dietético. Os animais
foram mantidos em uma temperatura média de 23 £ 1°C, com um ciclo claro-escuro de doze horas
e todos os animais receberam agua ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com aprovagéo prévia do Comité de
Etica de uso de animais da Universidade Federal de Ouro Preto, CEUA_UFOP (Protocolo n°
2016/02) e pelo comité de ética da Universidade de Georgetown (Protocolo n°. 16:1234). Os
experimentos foram realizados sempre seguindo as normas da Lei Arouca (Lei 11.794) e o Guia

de Uso e Cuidados de Animais de Laboratério do National Research Council, EUA.

3.1 Modelo experimental animal - Restrigdo alimentar

O modelo de restricdo alimentar utilizado foi de 60% por 14 dias. Primeiramente a ingestao
alimentar de cada rato foi quantificada por duas semanas. Apés a determinacdo do consumo
médio diario, 0 grupo experimental passou a receber diariamente 60% a menos e 0 grupo
controle permaneceu recebendo racdo ad libitum. A racdo utilizada foi a racdo comercial
Nuvilab® e a reducéo da oferta de racdo consistiu na reducdo de calorias, de macro e
micronutriente e esse protocolo foi seguido por 14 dias. Todos os animais foram pesados
diariamente antes de receberem a ragdo e a racdo foi oferecida todos os dias uma hora antes
de iniciar o ciclo escuro.

3.2 Farmacos e solucoes
Ang-[1-10]: Sigma, St. Louis, MO, EUA - iv: 154 nmol/L; dose: 0,1mL/100g de animal;

Ang-[1-8]: Sigma, St. Louis, MO, EUA - iv: 191 nmol/L; dose: 0,1mL/100g de animal;
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Ang-[1-7]: Sigma, St. Louis, MO, EUA - iv: 191 nmol/L, dose: 0,1mL/100g de animal;
Azul de Evans: Sigma, St. Louis, MO, EUA —iv: 0.3 mg/ml; 0,2mL
Captopril: Sigma, St. Louis, MO, EUA — iv: 9.2 mmol/L; 0,2mL

L-fenilefrina: Sigma, St. Louis, MO, EUA — iv: 50ug/mL; Velocidade de infusédo de 2,2mL/h com

volume infundido de 0,1mL. A seringa utilizada foi de vidro com o tamanho de 57mm.

Heparina: 125UL em 25mL. A quantidade utilizada de heparina foi o suficiente para

preenchimento das canulas arteriais.
Inactin: Sigma, St. Louis, MO, EUA - 100mg/mL Dose:0.1mL/100mg de peso corporal

Isoflurano: Cristalia Ltda, Itapira, SP, Brasil - Administrado por via aérea na dose de 2 — 2,5%

em 2L de oxigénio (O2) por minuto.

Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno): Mundo Animal, Pindamonhangaba, SP, Brasil - Dose:

0,03mL/300g de peso corporal no volume de 0,1mL/300g de animal, via i.m.

Losartan: Sigma, St. Louis, MO, EUA - i.v. dose de 10mg/Kg de peso no volume de 0,1mL/100g
de peso, i.c.v. (ventriculo lateral) utilizou-se a dose 10ug por animal no volume de 2pL.

MLN406 - EMD Milllipore, Billerica, MA, USA - 20 umol/L
Pentabidtico Veterinario: Fort Dodge Animal Health, Hialeah, FL, USA - Dose: 4.800Ul de
penicilina, 2mg de estreptomicina e 2mg de diidroestreptomicina por kg de peso. O volume

injetado foi 0,1 mL/100g de animal por via i.m.

Substrato: Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)-Pro-OH - GenScript (Piscataway, NJ, USA)
Mca-Ala-Pro-Lys(Dnp)-OH - Enzo Life Science (Farmingdale, NY, USA)

3.3 Confeccao dos materiais utilizados
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Confeccéo das canulas arteriais e venosas

As céanulas arteriais e venosas foram confeccionadas a partir da juncdo por aguecimento
de um tubo de polietileno (PE) 50 mm a outro tubo de PE de 10 mm de circunferéncia. As medidas
utilizadas foram as seguintes: canula arterial — 13,0cm de PE 50 mm soldado em 3,0 cm de PE

10 mm. Canula venosa — 13,0 cm de PE 50 mm soldado em 2,0 cm de PE10 mm.

3.4 Cirurgias e procedimentos para analise cardiovascular

Implante das canulas arterial e venosa

No 14° dia, os animais foram submetidos aos procedimentos pré-cirirgicos (sedagéo e
anestesia) para o implante das canulas na artéria e veia femoral utilizando o anestésico inalatorio
(Isofluorano 2 — 2,5% - 2 L/min de O,). A regido inguinal e do dorso foram tricotomizadas seguido
de assepsia com polivinil pirrolidona iodo degermante. Através de uma pequena incisdo na regido
inguinal, o trigono femoral foi exposto, os vasos femorais identificados e separados do nervo
femoral. Um cateter de polietileno foi introduzido na artéria femoral até alcancar a aorta
abdominal. No caso de experimentos com infusdes de drogas i.v., outro cateter de polietileno foi
inserido na veia femoral (Figura 3). Ap6s a introducéo dos cateteres, estes foram passados pelo
tecido subcutadneo do animal, com o auxilio de um pequeno tubo de metal (trocéater), até a sua
exteriorizacao na regido interescapular. Para garantir a ndo oclusdo do cateter por formacéao de
trombo, o mesmo foi preenchido com soluc&o de salina heparinizada e a ponta do cateter exposta
no dorso foi obstruida com um pino de aco inoxidavel. Terminado o procedimento, os locais de
incisao foram suturados e os animais tiveram um periodo de recuperacao de 48Hs (128).
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Figura 3: Esquema simplificado da canulagdo da artéria (vermelho) e da veia (azul) femoral (128)

3.5 Cuidados po6s-operatorios

Apbs as cirurgias, todos os animais receberam injecdo sub cutanea (s.c.) de cetoprofeno
e uma dose profilatica de penicilina, para prevencao de inflamacdes e infec¢des, e posteriormente
foram alocados em gaiolas individuais. Apds passar o efeito do anestésico, os animais foram
mantidos na sala de experimentos sob condi¢des de temperatura, luminosidade e niveis de ruido

controlados, com dieta de acordo com o protocolo previamente estabelecido e agua ad libitum.

3.6 Registros e analises da pressao arterial média (PAM) e frequéncia

cardiaca (FC)

Para registro dos parametros cardiovasculares, a canula inserida na artéria femoral foi
conectada a um transdutor, que ligado a um sistema de aquisicdo de dados Power Lab 4/20
(ADInstruments) possibilitou o registro da presséo arterial pulséatil (PAP). As oscilagbes de
presséo captadas foram amplificadas e convertidas em sinais enviados a uma placa de aquisicao
de dados, através de uma placa de conversao analogico/digital. O software de leitura Chart 7 for

Windows realizou a coleta continua da PAP, calculando a partir desta, os valores de FC e PAM.

3.7 Procedimento para infusao de drogas

Para a infusdo endovenosa, uma seringa de 1 mL foi conectada na parte externa do
cateter que foi inserido na veia femoral e aproximadamente 0,2 mL das respectivas drogas foi
injetado em bolus. Apés injetar a droga, a seringa foi retirada e uma outra seringa contendo PBS
(tampéo fosfato-salino) foi conectada ao cateter com a intengdo de empurrar a droga residual

com o PBS.

Desenho experimental para infusdo de drogas

No dia do experimento os animais foram colocados na sala de experimentacdo, em suas
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caixas, 2h antes de iniciar o registro. Os animais foram conectados ao sistema de registro e
apenas apos a PAM e FC demonstraram estar estaveis, foi iniciado o protocolo experimental. Foi
considerado como periodo basal quando a PAM e FC mantiveram-se constantes por no minimo

10 min e isso foi seguido independente da droga administrada.

Ang-[1-10]: No primeiro dia de registro foi administrado captopril, esperou-se 10 min e logo em
seguida foi administrado Ang-[1-10], a qual teve sua resposta registrada por 40 min. No segundo
dia foi injetado veiculo e Ang-[1-10] em seguida. Captopril e veiculo foram administrados em dias

alternados de maneira randémica.

Ang-[1-8]: No primeiro dia de registro foi administrado Ang-[1-8] e resposta foi registrada por
30min. No segundo dia o veiculo foi administrado e o registro seguiu-se por 30 min novamente.

Veiculo e Ang-[1-8] foram administrados em dias alternados de maneira randémica.

Ang-[1-7]: No primeiro dia de registro foi administrado Ang-[1-7] e a resposta foi registrada por
40min. No segundo dia o veiculo foi administrado e o registro seguiu-se por 40 min novamente.

Veiculo e Ang-[1-7] foram administrados em dias alternados de maneira randémica.

Losartan: No primeiro dia de registro foi administrado Losartan e resposta foi registrada por 40min.
No segundo dia o veiculo foi administrado e o registro seguiu-se por 40 min novamente. Veiculo

e Losartan foram administrados em dias alternados de maneira randdémica.

Andlise dos registros

Os valores de PAM e FC foram registrados continuamente. Os valores basais para PAM
e FC foram obtidos calculando-se a média dos 2min de registro anteriores a infusdo de drogas. A
partir da infusdo continuou-se calculando a média de cada parametro a cada 2min até o final do
registro para posterior calculo do grafico em forma de curva. A variacdo da PAM e FC foram
calculadas subtraindo o valor basal da maxima/minima reposta obtida ap6s a injecdo de
drogas/veiculo para o calculo do grafico em barra. Como os valores basais diferem por causa do
tratamento dietético, todos os valores foram normalizados pelo valor basal de cada animal, ou

seja, os gréaficos foram expressos como altera¢des causadas pela droga em relacdo ao basal.
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3.8 Caracterizacao dos efeitos da restricio alimentar no perfil

hemodinamico

Determinacdo da concentracdo plasméatica de sédio e potassio

Para avaliar o efeito da restricao alimentar no perfil hemodindmico, foram utilizadas ratas
sem cirurgia prévia. Os animais foram anestesiados com isoflurano e o sangue foi coletado
através de puncgédo cardiaca. Todas as amostras foram centrifugadas a 13.000g por 10min para
separacdo do plasma e posterior congelamento no freezer -80C. As amostras de plasma foram
diluidas 200x em uma solugéo padréo para leitura no fotbmetro de chamas (Cole-Parmer_model

2655-10) para determinag&o da concentragdo plasmética de sodio e potassio.
Determinacao do volume plasmético - Azul de Evans

O volume plasmatico foi determinado através da técnica de azul de Evans. Seguido uma
coleta prévia de sangue para utilizagdo futura como leitura basal, infundiu-se através de um
cateter posicionado dentro da veia femoral o corante azul de Evans (0,3 mg/ml). Ap6s 5 e 10 min
da infusdo do corante, uma amostra de sangue foi retirada com volume aproximado de 0,2 mL e
posteriormente essas amostras foram centrifugadas para separacdo do plasma. A curva padrao
foi feita utilizando 1% de plasma como solvente do corante nas seguintes concentra¢fes 0, 1, 5,
10, e 20 g/ml. Uma amostra de 100 pL de plasma foi adicionada no leitor de placa com excitacdo
de 610 nm para determinar a concentracdo do corante nos tempos de coleta 5 min e 10 min,
assim como para determinar o background de cada amostra utilizando o plasma coletado antes
dainjecéo de corante. A correcao do background foi feita subtraindo o valor obtido para a amostra
basal dos valores observados em cada tempo de coleta. O volume plasmatico foi entdo calculado
dividindo a quantidade de corante injetada pela quantidade em cada amostra corrigida pelo
background. O volume total de plasma foi entdo estimado através do calculo da média de diluicdo

obtida entre o tempo 5 e 10 min (129).
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3.9 Determinacado da concentracao dos peptideos do SRA

RAS-FINGERPRINT®

Apbs os animais serem anestesiados com Inactin, o sangue foi coletado através da
punc¢do cardiaca com auxilio de uma seringa contendo heparina e inibidor de protease especifico
para enzimas do sistema renina angiotensina enviado pela empresa Attoquant Diagnostics,
Viena-Austria. Em um segundo grupo, apés serem anestesiados, 0s animais receberam uma
infusdo endovenosa de Ang-[1-10] e o sangue foi coletado ap6s 10min. As amostras foram
centrifugadas (20009, 4°C, 10min), o plasma coletado e armazenado no freezer -80C. O
metabolismo dos peptideos foi realizado como descrito por Sharp, 2015 (130). A quantificacéo
dos peptideos foi realizada por cromatografia liquida e espectroscopia de massa em tandem (LC-
MS/MS).

As amostras de sangue foram coletadas usando o cocktail de inibidor de proteases que
blogueia todo o metabolismo da via da angiotensina como metaloproteases (acido
etilenediaminetetraacetico, 1,10-fenantrolina), aspartico proteases (pepstatina A), cisteina
proteases (p-acido hidroximercuribenzoico), serina proteases (AEBSF) e inibidores especificos
para renina e aminopeptidase A e N com a concentragdo final de 5% v/v (Attoquant Diagnostics,
Vienna, Austria). As amostras foram estabilizadas e misturadas com is6topo-marcado para cada
padréo respectivo aos peptideos Ang-[1-10], Ang-[2-8], Ang-[1-7], Ang-[1-5], Ang-[2-8], Ang-[3-8],
Ang-[2-10], Ang-[2-7], Ang-[1-9] e Ang-[3-7] na concentracdo de 200 pg/ml. Seguindo a extracao
de fase sélida baseada no C18, as amostras foram submetidas a analise de LC-MS/MS usando
uma coluna analitica de fase reversa (Acquity UPLC® C18, Waters) operando em linha com um
XEVO TQ-S espectrdbmetro de massa triplo quadrupolo (Waters) no modo MRM. Os padrdes
internos foram usados para corrigir a recuperacao dos peptideos da preparacao da amostra para
cada amostra e para cada peptideo. As concentracdes dos peptideos foram calculadas
considerando os fatores de resposta correspondente na curva de calibragdo apropriada na

amostra original, em condi¢des que os sinais excederam a razao sinal-ruido de 10.
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Angiotensinogénio

Para quantificacdo do AGT sanguineo foi realizado um imunoensaio enzimatico, Elisa.
Primeiramente o soro foi diluido 2500x e posteriormente foram seguidas as recomendacfes do

fabricante do kit (IBL, Hamburg, Alemanha).

3.10 Determinacao das atividades enzimaticas da ECA, ECA2 e Renina

ECA

Foi utilizado o substrato fluorogénico Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)-Pro-OH (GenScript, USA).
Em cada poco de uma placa de 96 pocos foi adicionado 80uL do tampé&o de reacéo (1 M NacCl,
0.5 mM ZnCl, 75 mM Tris, pH 7.5) na presenca de veiculo ou ECA inibidor. Atividade enzimatica
total foi medida na presenca de veiculo (tampé&o). Atividade ndo especifica a ECA foi definida
como a atividade medida na presenca de 20uM de captopril - Inibidor da ECA (Sigma Chemical
Co, MO, USA). Atividade especifica da ECA foi definida como atividade da ECA menos atividade
nao especifica. Para reacéo foi adicionado em cada poc¢o 10uL de plasma diluido 10x, 10uL do
substrato fluorogénico para atingir a concentragéo final de 60uM. A formacg&o do produto foi
determinada a 37°C pela leitura da fluorescéncia em fung¢éo do tempo usando um leitor de placa
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH Inc, NC, USA) com onda de excitagdo de 320nm e emisséo
de 410nm. A velocidade inicial foi determinada utilizando a parte linear da reacdo (10-60min) e
calculada a partir da razdo de aumento da fluorescéncia em funcao do tempo. Protocolo adaptado
(131).

ECA2

Foi utilizado o substrato fluorogénico Mca-Ala-Pro-Lys(Dnp)-OH (Enzo Life Science,
USA). Foi adicionado em cada poc¢o de uma placa de 96 pogos 85uL do tampéo de reacdo (1 M
NacCl, 0.5 mM zZnCl;, 75 mM Tris, pH 7.5) na presenca de veiculo ou do inibidor da ECA (captopril)
ou ECA2 (MLN-4760). Atividade enzimatica total foi medida na presenca do tampdao. Atividade
nao especifica da ECA foi definida na presenca de 20uM captopril (Sigma Chemical Co, MO,
USA). Atividade de peptidase néo especifica foi definida na presenca de 20uM de captopril e
20uM de MLN-4760 (EMD Milllipore, USA). A atividade especifica da ECA2 foi definida como

atividade ndo especifica da ECA menos atividade ndo especifica de peptidases. Imediatamente
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apo6s adicionar 10uL do substrato, 5puL do plasma foi adicionado em cada pogo para atingir a
concentracao final do substrato de 30uM. A formacédo do produto foi determinada a 37°C pela
leitura da intensidade de fluorescéncia em func¢édo do tempo. A leitura foi feita no leitor de placas
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH Inc, NC, USA) com a onda de excitacao de 320nm e emissao
de 410nm. A velocidade inicial foi determinada utilizando a parte linear da reacdo (10-60min) e

calculada a partir da razdo de aumento da fluorescéncia em funcéo do tempo (132).

Para otimizacdo do ensaio foi calculada a cinética enzimatica utilizando o programa Prism 7.0
(GraphPad Software Inc, CA, USA) para geracao dos valores de V max € Km a partir da equacéo
de Michaelis-Menten: V = V na[S)/([S] + K m), onde V = velocidade; V max =velocidade maxima; [S]

= concentragao do substrato; K n = constante de Michaelis-Menten (dados nao apresentados).
Renina

A atividade plasmaética da renina foi determinada através da técnica de fluorescéncia
usando FRET e segundo as recomendacdes do fabricante do kit SensoLyte 520 Rat Renin
Fluorimetric Assay (AnaSpec, San Jose-CA). A analise foi realizada utilizando-se 40 uL de plasma
incubado por 3h a 37°C com leituras feitas no leitor de placas (FLUOstar Omega, BMG LABTECH
Inc, NC, USA) com a onda de excitacdo de 490 nm e emissdo de 520 nm a cada 2 min por 3h
(133).

3.11 Determinacao dos receptores de angiotensina

gPCR

O leito mesentérico, incluindo artérias e veias, foram removidos da parede intestinal. O
leito mesentérico, incluindo a artéria mesentérica anterior, foi posicionado em uma placa de petri
contendo solucdo salina gelada. O tecido adiposo foi cuidadosamente removido dos vasos e
posteriormente as veias foram removidas com o auxilio de um microscopio para dissecagao
(Olympus). As artérias mesentéricas foram rapidamente isolada e congeladas (134).
Posteriormente os tecidos isolados foram homogeneizados em tubos de 2mL contendo
microesferas de ceramica (MP biomedicals). O procedimento para isolar o RNA foi de acordo as
instrucdes do fabricante do kit RNeasy (Quiagen). Apds isolar o RNA, 1ug de RNA foi utilizado na
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reacdo de transcrigéo reversa utilizando o kit de cDNA de alta capacidade de transcri¢cao reversa
(Bio-Rad). Quantificacdo do RNAm foi feito através da reacdo de PCR em tempo real utilizando
o sistema de detec¢do de sequéncia ABI Prism 7700.

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Os reagentes utilizados na reacao PCR consistiram
na utilizacdo de agua RNase-free, SYBR green supermix (Bio-Rad) e 300nM do primer a seguir:
AT1aR - F: 5-CTC AAG CCT GTC TAC GAA AAT GAG-3’; R: 5-TAG ATC CTG AGG CAG GGT
GAA T-3. AT:R - F: 5-ACC TTT TGA ACA TGG TGC TTT G-3’; R: 5-GTT TCT CTG GGT CTG
TIT GCT C-3. Mas - F: ©5-CACTGGCCCTCCTGATGAA - 3;R b5-
GGATGCCAGAATTGAACACAGA-3’; B-actin - F: 5-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3’, R — 5'-
TTTAATGTCACGCACGATTTC-3'. A quantidade de cDNA utilizada foi calculada baseada em

curvas padrdes testadas anteriormente e a eficiéncia dos primers utilizados foram entre 90-101%.

3.12 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Prism 7.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM).
Todos os resultados foram analisados para o teste de normalidade através do teste Shapiro-Wilk
e para os dados que seguiram uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste t de Student para
dados ndo pareados. Andlise de variancia Anova two way com post teste de Bonferroni foi
utilizado quando os dados analisados apresentavam 2 variaveis. O nivel de significancia utilizado
foi p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Parametros fisioldgicos e hemodinamicos

Ap0s 14 dias de restricao alimentar houve reducéo do peso corporal em 17% (Tabela 1).
Assim como o peso corporal, a RA também reduziu a PAM, FC, volume plasmatico e
concentragdo plasmaética de potassio. Entretanto, a RA aumentou no hematoécrito e ndo alterou a

concentracao de sodio plasmatico.

Tabela 1: Efeito da restricdo alimentar sobre os parametros hemodinamicos e fisiolégicos

Controle Restricédo

Média + SEM; N Média + SEM; N P value
Ganho de peso corporal (g) 51+1,1; n=58 -33,9+2,1; n=59 <0,0001*
PAM (mmHg) 113,1+1,9; n=33 107,5+1,6;n=32 0,0302*
FC (bpm) 380,4+£5,8;, n=33 357,2+8,9;,n=32 0,0318*
Volume plasmético (mL) 8,9+1,0;n=8 6,1+0,7; n=8 0,0323*
Volume plasmético/ peso corporal (mL/100g) 4,6 £0,5; n=8 4,1+0,4; n=8 0,4733
Hematdcrito (%) 45,3+ 0,2; n=7 48,2 £ 0,7; n=6 0,0013*
Na* plasma (mmol/L) 1354+28;n=8 140,4+1,8;n=8 00,1584
K* plasma (mmol/L) 5,3+0,3; n=8 4,6+0,1; n=8 0,0296*

Caracterizacdo fisioldgica e hemodinamica de ratas submetidas a restricdo alimentar de 60% por 14 dias.
Test t de Student ndo pareado (*p<0,05 vs. controle).

4.2 Efeito da RA sobre a responsividade a Ang-[1-10]

Primeiramente os ratos receberam uma infusao de veiculo ou captopril 10 minutos antes
da infusdo de Ang-[1-10]. Na presenca de veiculo, Ang-[1-10] causou uma maior resposta
pressora nos animais com RA (p=0,03) tanto na resposta no decorrer do tempo quanto na
resposta maxima (p<0,001). Entretanto quando a infuséo prévia foi o captopril, a Ang-[1-10] ndo
elevou a presséo arterial como foi observado anteriormente (Figura 4A e C). Quando se observa
os efeitos na FC, a Ang-[1-10] quando infundida ap6s o veiculo gerou uma maior bradicardia no

grupo submetido a restricdo alimentar (p<0,05). Porém quando a Ang-[1-10] foi infundida ap6s o
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bloqueio da ECA, ndo houve alteragdes significativas em comparagéo ao controle (Figura 4B e

D).
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Figura 4: Efeito da restricdo alimentar nos efeitos da Ang-[1-10] sobre a PAM e FC. Comparacéo da
variagao da PAM (A) e FC (B) no decorrer do tempo e comparacgéo da alteragdo maxima obtida para a
PAM (C) e FC (D) apos infusao iv de Ang-[1-10] em relacédo aos valores basais anteriores ao veiculo (Vei)
e captopril (Cap) em ratas controle (CT) e submetidas a restricdo alimentar (RA) (n=7/grupo). *P<0,05 vs.
CT através do teste de ANOVA two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (tempo; dieta). “P<0,001
vs. veiculo, mesmo grupo através da andlise ndo pareada e teste t de Student e ¥p<0,002 vs. CT, mesmo
tratamento, através do teste de variancia ANOVA two way, seguido do poés teste de Bonferroni.

4.3 Efeito da RA sobre a responsividade a Ang-[1-8]

Apos a infuséo de veiculo ndo houve alteragBes significativas na PAM (Figura 5C) e FC
(Figura 5D) em ambos os grupos. Porém, quando a Ang-[1-8] foi injetada, houve uma resposta
pressora menor nos animais com RA, por volta de 17mmHg a menos que a resposta obtida no
grupo CT (p<0,0001). Quando se compara o efeito da Ang-[1-8] no decorrer do tempo, a resposta
pressora também foi menor (p<0,0001) (Figura 5A), sem causar efeitos significativos na FC
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(Figura 5B). Da mesma forma, a infusdo de Ang-[1-8] diminuiu a FC nos ratos CT, porém nao

alterou nos ratos RA (Figura 5D).
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Figura 5: Efeito da restricdo alimentar nos efeitos da Ang-[1-8] sobre a PAM e FC. Comparacéo da
variacdo da PAM (A) e FC (B) no decorrer do tempo e comparacao da alteracdo maxima obtida para a PAM
(C) e FC (D) ap6s infuséo iv de Ang —[1-8] em relacao aos valores basais em ratas controle (CT) submetidas
a restricdo alimentar (RA) (n=8/grupo). *P<0,0001 vs. CT através do teste de ANOVA two-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni (tempo; dieta). #P<0,01 vs. veiculo, mesmo grupo através da andlise ndo
pareada e teste t de Student e ¥p<0,0001 vs. CT, mesmo tratamento, através do teste de variancia ANOVA

two way, seguido do pos teste de Bonferroni.

4.4 Efeito da RA sobre a responsividade a Ang-[1-7]

Apb6s a analise dos efeitos da Ang-[1-7] sobre a PAM no decorrer do tempo, observa-se
uma resposta pressora significativa no grupo RA (p<0,001) (Figura 6A) e o mesmo ocorreu na FC
(p<0,05) (Figura 6B). Entretanto quando a comparacao foi pontual, analisando a resposta maxima

de cada parametro, ndo houve diferenca tanto para PAM quanto para FC (Figura 6C e D).
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Figura 6: Efeito da restricdo alimentar nos efeitos da Ang-[1-7] sobre a PAM e FC. Comparacéo da
variagdo da PAM (A) e FC (B) no decorrer do tempo e comparagdo da alteragdo méxima obtida para a
PAM (C) e FC (D) ap06s infusédo iv de Ang-[1-7] em relacdo aos valores basais em ratas controle (CT) e
submetidas a restricdo alimentar (RA) (n=9-10/grupo). *P<0,05 vs. CT através do teste de ANOVA two-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni (tempo; dieta).

4.5 Efeito da RA na atividade plasmatica da ECA, ECA2 e Renina

A quantidade de produto formado pela renina (Figura 7A) néo foi diferente entre os grupos
CT e RA (p=0,9242). Entretanto, a formacao do produto pela ECA (Figura 7C) plasmatica foi maior
no grupo RA quando comparada com animais CT (P<0,0001), assim como a velocidade também
foi mais rapida (Figure 7B) (P<0,001) na RA. Na andlise da formagé&o do produto produzido pela
ECA2 (p<0,0001) (Figura 7E) e a velocidade (Figure 7D) (P<0,0001) de formacdo também foram
maiores e mais rapidos nos animais RA comparados com CT. De forma paralela, apds a
guantificagdo da concentracdo dos peptideos plasméticos, analisando a razdo de formacao dos
principais peptideos, pode-se observar que a quantidade de formacado de Ang-[1-10] em relacédo
ao AGT foi a mesma em ambos grupos (p=0,3631) (Figura 7F), assim como a relagdo Ang-[1-
8)/AGT (p=0,4750) (Figura 7G). Entretanto a razao de formacéo da Ang-[1-8] sobre a Ang-[1-10]
foi maior no grupo RA comparado com CT (p=0,0330) (Figura H).
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Figura 7: Efeito da restricdo alimentar na atividade da renina, ECA e ECA2 em amostras de plasma.
Comparacao da atividade plasmatica da renina (p=0,9242) (A) (n=10-7/grupo), velocidade da formacéo de
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substrato da ECA (B) (n=8/grupo) e ECA2 (D) (n=8/grupo) e curva representativa da formacéo de substrato
no decorrer do tempo da ECA (C) e ECA2 (E) em ratas controle (CT) e submetidas a restricdo alimentar
(RA). Razédo da formacao da Ang-[1-10] para AGT (p=0,3631) (F), Ang-[1-8] para AGT (p=0,4750) (G) e
Ang-[1-8] para Ang-[1-10] (p=0,0330) (H). *P<0,001 vs. CT através do teste de ANOVA two-way seguido
do teste de Bonferroni (tempo; dieta); ¥P<0,05 vs. CT, mesmo tratamento através do teste t de Student.
PRA: plasma renin activity; atividade plasmatica da renina.

4.6 Efeito da RA na concentrag¢io plasmatica dos peptideos de

angiotensina e angiotensinogénio

Quando se compara 0s niveis basais de AGT plasméatico, os animais do grupo RA
apresentaram um aumento na quantidade dessa proteina circulante quando comparado com o
CT (p=0,0001). Apés a infusao iv de Ang-[1-10] essa concentracdo aumentada na RA em relacao
ao controle permaneceu (p<0,0001), entretanto quando se compara a resposta obtida no mesmo
grupo, a infusdo de Ang-[1-10] causou uma reducdo na concentracdo plasmatica de AGT no
grupo controle (p=0,0130) enquanto que no grupo RA houve um aumento na concentragdo
(p=0,0423) (Figura 8A). Ang-[1-8] foi 27% maior nos animais com RA comparados com 0s animais
CT (Figura 8B). Nenhum outro efeito da RA sobre os peptideos de angiotensina foi observado em
condicbes as quais ndo houve estimulo da via. Entretanto quando os peptideos foram
guantificados ap6és a infusdo de Ang-[1-10], os peptideos Ang-[1-10] (P<0,03) (Figura 8B), Ang-
[1-8] (p<0,05) (Figura 8C), Ang-[2-10] (P<0,009) (Figura 8D), Ang-[2-8] (P<0,03) (Figura 8E), Ang-
[3-8] (P<0,008) (Figura 8F), Ang-[1-5] (p<0,05) (Figura 8G) foram todos aumentados no grupo RA
gquando comparados com o CT diante 0 mesmo tratamento. A Tabela 2, demonstra todos os
valores obtidos apds a andlise. A figura 8H representa a verséao ilustrada dos resultados acima

descritos.
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Figura 8: Efeito da restricdo alimentar na concentracdo plasmaética dos peptideos de angiotensina e
angiotensionegénio. Comparac¢do concentracdo plasmatica de AOGEN apo6s infusédo de veiculo ou Ang-
[1-10] (A) (n=8/grupo), concentracdo dos peptideos de angiotensina apés infuséo iv de veiculo no grupo
controle (B) e restricdo alimentar (C) (n=10-11/grupo) e concentracdo dos mesmos peptideos apds infusédo
iv de Ang-[1-10] (D e E) (n=8/grupo). ¥P=0,0001 vs. CT, mesmo tratamento através do teste de variancia
ANOVA two way seguido do post teste de Bonferroni; #P<0,05 vs. veiculo, mesmo grupo através do teste t
de Student, ndo pareado.
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Table 2: Efeito da restricdo alimentar na concentracdo plasmética dos peptideos do sistema
renina-angotensina antes e apos infuséo iv. de Ang-[1-10]

Infuséo de veiculo Infusdo de Ang-[1-10] Veiculo vs Ang-[1-10]
Peptideo cT RA P valor cT RA P valor cT FR
(pg/mLESEM)  (pg/mL+SEM) (pg/mLESEM)  (pg/mL£SEM) P value P value
Ang-[1-10] 20,1+1,3 20,8 £2,7 >0,9999 70,2+9,5 101,9 +8,7 0|0021i <0,0001% <0,0001%
Ang-[2-10] 59+0,6 50+0,5 0,9654 8,4+0,8 156+2,1 0,0003% 0,0189 <0,0001%
Ang-[1-9] <1,7 £0,04 <1,6 £ 0,05 N/A <15+0,1 <1,4+0,03 N/A N/A N/A
Ang-[1-8] 50,7 +4,9 64,6 +3,5 0,0297% 67,9+7,1 107,2+16,2  0,0464% 0,0551 0,0060%
Ang-[1-7] <2,2+0,04 <2,1+0,05 N/A <1,6 £ 0,03 <1,6 £0,04 N/A N/A N/A
Ang-[2-8] 11,1+1,2 11,5+1,3 >0,9999 89+13 16,0+2,5 0,0147i 0,2587 0,1172
Ang-[3-8] 3,7+05 45+03 0,4231 3,8+0,3 6,1+0,6 0,0039% 0.9020 0.0233"
Ang-[2-7] <2,3%x0,2 <1,9+0,2 N/A <1,2+0,04 <1,1+0,04 N/A N/A N/A
Ang-[3-7] <1,2+0,02 <1,2 £0,02 N/A <1,2 +0,04 <1,1+0,03 N/A N/A N/A
Ang-[1-5] 23+0,2 2,0+£0,2 0,8849 3,1+01 4,8+0,6 0,0081% 0,0166# 0,0001%

Concentracdo plasmética dos peptideos de angiotensina em ratas controle (CT) e submetidas a restricao
alimentar (RA). Nimeros foram expressos como média + SEM. # vs. veiculo, mesmo grupo através do teste
t de Student, ndo pareado. ¥ vs. CT no mesmo tratamento através do teste de variancia ANOVA two way
seguido do post teste de Bonferroni; (p<0,05). CT=10 vs RA =11 para infusédo de veiculo e CR=8 vs RA=8
para infusdo de Ang-[1-10]. NUumeros expressos com o sinal de “menor” (<) foram referentes a amostras
com concentracdes abaixo do limite de deteccdo. N/A = néo se aplica.

4.7 Efeito da RA na expressao dos receptores AT1, AT: e Mas nas artérias

mesentéricas

A restricdo alimentar aumentou aproximadamente 72% a expressdo do RNAm dos
receptores AT: em artérias mesentéricas de ratos submetidos a restricdo alimentar (p<0,006)
(Figura 9A). Entretanto, nenhuma alteracdo foi observada na expressdo dos RNAmM dos

receptores AT, e Mas (Figura 9B e C).
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Figura 9: Efeito da restricdo alimentar no RNAm dos receptores AT1, AT2 e Mas nas artérias
mesentéricas. Comparacao da variacdo na expressdo dos RNAm dos receptores ATi (A), ATz (B) e Mas
(C) em ratas controle (CT) e submetidas a restricdo alimentar (RA) (n=8-9/grupo) ¥P<0,006 vs. CT através
da analise ndo pareada e teste t de Student.

4.8 Efeito da RA na responsividade ao Losartan (antagonista do receptor

AT4)

Quando realizada a comparac¢éo da variacdo da PAM no decorrer do tempo, observa-se
gue o Losartan causou uma resposta hipotensora no grupo RA (p<0,0001) enquanto nenhum
efeito significativo foi observado na FC. Quando se compara a amplitude da resposta, observa-
se que a resposta foi similar a obtida em fung¢édo do tempo, com uma redu¢cdo maior na PAM no
grupo com RA (p<0,05) (Figura 9) enquanto nenhuma diferenga ocorreu entre CT e RA na

resposta cardiaca (Figura 9D).
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Figura 10: Efeito da restricdo alimentar nos efeitos do bloqueio do receptor AT1 sobre a PAM e FC.
Comparacao da variagao da PAM (A) e FC (B) no decorrer do tempo e comparacgao da alteracdo maxima
obtida paraa PAM (C) e FC (D) ap6s infusdo iv de Losartan em relacdo aos valores basais em ratas controle
(CT) submetidas a restricdo alimentar (RA) (n=9-10/grupo). *P<0,0001 vs. CT através do teste de ANOVA
two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (tempo; dieta). #P<0,05 vs. veiculo, mesmo grupo através
da andlise ndo pareada e teste t de Student e ¥p<0,0001 vs. CT, mesmo tratamento, através do teste de
variancia ANOVA two way, seguido do pos teste de Bonferroni.

4.9 Efeito da RA na responsividade a L-fenilefrina (agonista do receptor

al adrenérgico)

A infusdo de L-fenilefrina aumentou a PAM (Figura 10B) igualmente em ambos grupos CT
e RA gquando se analisa a resposta maxima de cada grupo (p=0,8456). Entretanto quando se
avalia o efeito da dieta sobre a variagdo de PAM no decorrer do tempo, a L-fenilefrina gerou um
efeito pressor menor no grupo RA (p=0,0088) (figura 10A). Quando se compara a resposta obtida
sobre a FC, no decorrer no tempo a L-fenilefrina causou uma bradicardia maior no grupo RA
(Figura 9B) (p<0,0001) e quando se compara a resposta maxima, essa também foi maior no grupo

RA (p=0,0253) (Figura 10D).
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Figura 11: Efeito darestricdo alimentar na ativacdo dos receptores al-adrenérgicos sobre a PAM e
FC. Comparacéo da variagdo da PAM (A) e FC (B) no decorrer do tempo e comparacdo da alteracéo
méxima obtida para a PAM (C) e FC (D) apos infuséo iv de L-fenilefrina em relagdo aos valores basais em
ratas controle (CT) submetidas a restricao alimentar (RA) (n=9/grupo). *P<0,001 vs. CT através do teste de
ANOVA two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (tempo; dieta). ¥p<0,05 vs. CT, mesmo tratamento,
através do teste de variancia ANOVA two way, seguido do pés teste de Bonferroni.
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5. Discussdo

O principal resultado desse trabalho foi que o metabolismo plasmatico do angiotensinogénio
via Ang-[1-8] esta up-regulated in ratas Fischer apés duas semanas de restricdo alimentar severa
e a infusdo de Ang-[1-10] nesses animais ativa um mecanismo de feedback positivo que parece
ser constante. Além disso, a expressdo dos receptores AT; foi aumentada pela RA em vasos
mesentéricos e mesmo nessas condi¢gdes a resposta pressora causada pela infusao de Ang-[1-
8] foi menor. Esses resultados sugerem que a via da Ang-[1-8] esta altamente estimulada, porém
com um limite maximo de resposta. Essa responsividade reduzida parece ser independente da
capacidade vasoconstritora do vaso, mas decorrente da possivel desensitizacdo do receptor AT;.
Todas essas alteragcfes na via da angiotensina ocorrem em compensagao a hipotenséo e baixo

volume plasmaético presente na RA.
RA altera par@metros hemodinamicos e eletroliticos

Como previamente demonstrado, duas semanas de RA causou uma reducdo no peso
corporal, além de reduzir a PAM e FC (Tabela 1) (19, 135). Casos de hipotenséo e bradicardia
sdo muito comuns em restricdes alimentares severas, como por exemplo, na anorexia nervosa
(136, 137). Além disso, esses pacientes também apresentam reducao do volume plasmatico o
gue gera aumento no hematdécrito (138), 0 mesmo tipo de resposta obtido apos a RA (Tabela 1).
E como é bem estabelecido, a reducdo do volume plasmético é associada com a reducado da
presséao arterial (139).

A hipoalbuminemia na RA observada em trabalhos anteriores, pode ser o principal fator
gue contribuiu para a hipotensdo. Sabe-se que baixos niveis de albumina estao presentes em
casos de desnutri¢do proteica (19, 138, 140). A albumina € um fator importantissimo para controle
da osmolaridade plasmaética e é demonstrado que a baixa concentracdo plasmatica de proteina
ocasiona baixa osmolaridade sanguinea e consequente acumulo de dgua no espaco intercelular,
causando edema e baixo volume sanguineo (141). Além disso, é bem estabelecido que o sistema
renina angiotensina pode ser estimulado por mudangas na osmolaridade e volume sanguineo
(142).

Outro problema muito comum em casos de restricdo alimentar é o desequilibrio
eletrolitico, o qual também pode contribuir com a hipotensao (138). A RA reduziu a concentra¢cao

plasmatica de potassio (Tabela 1), no entanto a causa da hipocalemia nesse modelo ainda néao é
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clara, mas acredita-se que pode ser devido a deplecao do estoque de potassio associado com a
baixa ingestdo, ma absorcdo, problemas renais ou secundaria ao possivel hiperaldosteronismo
(138, 143). Sabe-se que a baixa concentracdo de potassio em casos de pacientes com RA é uma
das principais causas das complicacdes cardiovasculares e desenvolvimento de problemas
cardiacos (144). Baixos niveis de potassio também sdo observados em casos de insuficiéncia
renal e acredita-se serem decorrentes a mé nutricdo pré-existente que ocorre nesses pacientes
e que se correlacionam com a severidade e mortalidade nessa patologia (145). Outro parametro
avaliado foi a concentracdo de sédio plasmatico, o qual ndo apresentou diferencas significativas
entre os grupos (Tabela 1). Embora a concentracédo de sddio tenha sido a mesma, ndo se sabe
como estdo os reservatdrios de sodio (pele e 0ssos) e 0 quanto esta sendo mobilizado para a
circulacdo (146, 147). No entanto se levar em consideracdo a redug¢do do volume plasmético
presente na RA, a concentracdo de sédio pode ndo ter sido reduzida, porém a quantidade de
sodio total estda baixa. O volume plasmatico intravascular também pode ser regulado pela
guantidade de sddio que € absorvido pelo rim. Assim, diminuicdo na reabsorcéo de sodio e dietas
restritas em sodio representam mecanismos através do qual o volume plasmatico é reduzido,
reduzindo a PA (148).

Concentracao plasmética aumentada de Ang-[1-8]

A primeira proteina da via da angiotensina é o AGT. Quando a concentracdo desse
precursor foi analisada, observou-se que a RA causou um aumento da concentracdo plasmatica
de AGT (Figura 8). Diversos sao os estimulos e vias de controle para sintese e liberacdo do AGT.
O AGT pode ter sua producéo estimulada ou inibida pela Ang-[1-8] ou por citocinas como IFN-y,
TNF-a, IL-6. A resposta de estimulacdo ou inibicdo vai depender de qual via de sinalizacéo
intracelular esta sendo ativada, se é via STAT1 ou STAT3 (33, 34), porém ainda néo se sabe o
gue leva a preferéncia de ativacdo de cada uma. No caso da RA acredita-se que ambos fatores,
citocinas e Ang-[1-18], possam estar contribuindo para o aumento de AGT, pois sabe-se que
pessoas com baixo consumo alimentar desenvolvem um perfil de respostas pro-inflamatéria com
aumento da producédo de IL-6 e TNF-a (149, 150). E no caso da Ang-[1-8] € bem estabelecido
gue reducdes no volume plasmético ou na concentracdo de sédio sdo estimulos para producéo
de Ang-[1-8] (151). Quando h& hipovolemia, como no caso de hemorragia, ocorre um aumento
da concentragdo plasmatica de Ang-[1-8] através do aumento na atividade da ECA (152). Como
resultado do aumento na concentragdo de Ang-[1-8], haverd vasoconstricdo nos vasos de

resisténcia na tentativa de recuperar e manter a pressao arterial em niveis normais. Assim, a
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reducdo do volume plasmético em consequéncia a RA pode ser o gatilho para o aumento da
producao de Ang-[1-8] (Figura 8) através do aumento da atividade da ECA (Figure 4 e 7).
Interessantemente, uma resposta nao esperada foi a atividade da renina ter sido a mesma nos
grupos CT e RA, assim como a concentracdo da Ang-[1-10], porém o oposto da Ang-[1-8], a qual
foi aumentada (Figura 8). Em um experimento utilizando fatias de figado de ratos foi observado
gue apos serem tratadas com Ang-[1-8], houve um aumento na sintese e liberacdo de AGT e na
concentragéo de Ang-[1-8]. Entretanto, a concentragéo de renina foi reduzida, assim como a da
Ang-[1-10] (61). Essa resposta de inibicdo da renina pelo excesso de Ang-[1-8] pode ser o fator
gue esta limitando a acdo da renina na RA, acumulando AGT e mantendo normais as
concentracdes de Ang-[1-10]. Acredita-se que o aumento da Ang-[1-8] na RA pode ser a soma
do catabolismo normal da Ang-[1-10] com a acéo de cinases e catepsinas, tonina que agem sobre
0 AGT produzindo Ang-[1-8] de forma independente da renina e Ang-[1-10]. A via independente
da renina pode ocorrer através da conversdo do AGT em Ang-[1-12] ou de forma direta & Ang-[1-
8] (35-37, 153).

Outro efeito da RA na via da angiotensina foi no aumento da atividade da ECA2 (Figura
7), sendo esta uma das responsaveis pelo catabolismo da Ang-[1-8]. A ativacdo da ECA2 pode
ser um mecanismo contra-regulatério iniciado com o aumento da ECA. Estudos anteriores
mostraram que essas duas enzimas podem agir de forma coordenada sinérgica ou pode
acontecer um efeito “ying-yang”. Um estudo em ratos espontaneamente hipertensos mostrou que
as expressoes de proteinas e RNAm da ECA foram aumentadas no nucleo paraventricular do
hipotalamo enquanto a ECA2 teve sua expressdo de proteinas e RNAm reduzida quando
comparadas com ratos controle, Wistar-Kyoto (154). Entretanto, a expressao da proteina/RNAm
de ambas enzimas, ECA e ECA2, foi reduzida nos tubulos renais de um modelo animal com
nefropatia diabética (155).

Alguns estudos investigaram os efeitos da restricdo cal6rica ou restricdo proteica na
atividade da ECA e ECA2. Um estudo apresentou que restringindo as calorias em 30% no periodo
periconcepcional de ovelhas eutréficas, houve um aumento na expressao da proteina e RNAmM
da ECA (156). Outro estudo mostrou ainda que pacientes com restricdo alimentar, como no caso
da anorexia nervosa, tiveram baixa atividade plasmatica da ECA quando comparados a pessoas
eutréficas da mesma faixa etaria (157). Entretanto, 0 método utilizado nesse ultimo estudo para
guantificar a atividade enziméatica foi o colorimétrico, o qual é pouco utilizado pela baixa
confiabilidade na disponibilidade de substratos especificos.

No intuito de determinar a reatividade do SRA, experimentos com infusdo de Ang-[1-10]

foram realizados nos animais CT e FR. Primeiramente ap0s a infusdo de Ang-[1-10] houve uma
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resposta pressora maior no grupo RA a qual pode ter sido ocasionada diretamente através da
sua conversao a Ang-[1-8] pela acdo da ECA. Essa resposta pode-se dizer que foi mediada pela
ECA, pois ap6s o uso do captopril o efeito pressor da Ang-[1-10] foi bloqueado. Para melhor
compreensdo do mecanismo dessa resposta, 0s peptideos de angiotensina foram quantificados
apos a infusdo iv da Ang-[1-10]. Nessa andlise, pode-se observar um aumento na concentracao
de Ang-[1-10] e Ang-[1-8] plasmatica, assim como de outros metabdlitos de angiotensina que
incluem a Ang-[2-10], Ang-[2-8] e Ang-[3-8] (Tabela 2). Esses resultados sugerem que o0 SRA
demonstrou ainda ser reativo na RA através do aumento na atividade da via metabolica da Ang-
[1-8] através da ECA e possivelmente da Aminopeptidase A (Figura 8). A RA também atenuou a
resposta da FC quando Ang-[1-10] foi injetada, provavelmente decorrente da ativacdo do
barorreflexo (Figura 4). E bem estabelecido que em resposta a um aumento agudo na pressio
arterial, a frequéncia cardiaca é diminuida na tentativa de reduzir a pressdo arterial e manter a
homeostasia (158). Assim, sugerimos que a Ang-[1-10] induziu aumento na PAM que ativou a
resposta barorreflexa resultando na reducdo compensatéria da FC.

Contudo, um fato curioso foi observado apés a quantificacdo dos peptideos de Ang em
resposta ao estimulo de Ang-[1-10], pois este além de alterar os peptideos ja acima mencionados,
reduziu a concentracdo plasmética de AGT no grupo controle e aumentou no grupo RA. Essa
resposta pode ter sido mediada por mecanismos distintos de controle ativados em cada grupo.
Acredita-se que infusdo de Ang-[1-10] induziu um mecanismo de feedback negativo no grupo CT,
inibindo a liberacéo de AGT pelo figado, enquanto que na RA houve um feedback positivo com
possivel exacerbacdo da sintese hepética de AGT mediada pelo aumento de Ang-[1-8]. Existem
relatos na literatura que o aumento de Ang-[1-8] pode ativar a sintese de angiotensinogenio ou/e
inibir a acdo da renina e acredita-se que esse efeito positivo de loop no grupo RA pode ser o que
corroborou a resposta pressora pronunciada da Ang-[1-10] e ao aumento da concentracdo dos
peptideos relacionados ao metabolismo da Ang-[1-8] (61). Essa resposta de ativacdo do SRA em
loop é um fator que deve ser cuidadosamente analisado, pois pode ser uma das causas do
excesso de ativagdo do SRA ocasionando a longo prazo danos teciduais, endoteliais e problemas

cardio-renais.

Aumento na expressédo do receptor AT;

Com o aumento da concentragcdo plasmatica da Ang-[1-8] e maior resposta pressora da
Ang-[1-10] na RA torna-se necesséria a investigacdo dos receptores de angiotensina que podem

estar mediando essas respostas. Recentemente ndés demonstramos que a responsividade dos
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receptores al-adrenergicos estava aumentada em ratos com RA (19) contribuindo para a
homeostase da pressao arterial através do aumento da presséo de perfusdo. Varios estudos vém
demonstrando que a resposta simpatica € modulada pelo sistema renina angiotensina (159, 160).
No atual trabalho, n6s demonstramos que o receptor ATi, assim como o0s receptores al-
adrenergicos, pode estar contribuindo para a manutencao dos niveis de pressao arterial préximos
aos normais durante a RA através do aumento da sua expressao nos vasos mesentéricos (Figura
9). Esse aumento na expressao dos receptores AT: pode ser uma resposta compensatéria a
hipotenséo ocasionada pela RA na tentativa de causar vasoconstricdo dos vasos de resisténcia
e em resposta ao aumento de Ang-[1-8] circulante. Nossos resultados corroboram aos estudos
gue demonstraram que a baixa ingestao de proteinas aumentou a quantidade do receptor AT1 na
aorta de ratos (161).

Levando em consideracdo que a RA ndo teve efeito na expressao dos receptores AT, e
Mas (Figura 9), sugere-se que esses receptores de angiotensina ndo estdo sendo recrutados
significativamente em resposta a hipotenséao e bradicardia nesse modelo. Quase nao ha estudos
na literatura correlacionando o receptor AT, com deficiéncias nutricionais e nenhum estudo foi
encontrado até o momento quando o foco é sobre o receptor Mas e dietas de baixo consumo
calorico e proteico. Em um dos poucos estudos que investigaram a influéncia de dietas no
receptor AT,, eles analisaram ovelhas prenhas submetidas ao protocolo de 50% de restricao
alimentar entre os dias 28 a 78 de gestacao e os resultados foram que os filhotes desenvolveram
hipertensdo juntamente com aumento na expressao do RNAm do receptor AT> na medula renal
(162).

Como nem todo RNAm ¢é traduzido em proteina funcional, assim, torna-se necessario
avaliar a funcionalidade do receptor AT: e sua importancia no controle da PAM na RA. Sendo
assim, foi realizada uma infus@o iv de losartan, antagonista do receptor AT1, em ambos grupos
(Figura 10). Alguns minutos ap6és a infusédo do losartan houve uma reducdo mais acentuada na
PAM dos animais com RA comparada com CT. Esse efeito na RA suporta a ideia de que a RA
aumenta a expressao dos receptores AT; assim como aumenta seu efeito na vasoconstricdo
endotelial. Outra possibilidade de controle da presséao arterial via AT: € através da funcao renal,
o qual na presenca de losartan pode inibir a reabsorcdo de s6dio através do néfron, ocasionando
a reducdo da PA. Esses resultados séo consistentes com estudos publicados anteriormente
utilizando ratos tratados com baixa ingestao proteica, 0s quais apresentaram a mesma resposta

hipotensora mais acentuada mediante infuséo iv de losartan (161).

Efeito pressor reduzido da Ang-[1-8]
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O que pode ser consistente com a hipotenséo, nds observamos que a infusdo de Ang-[1-
8] causou um aumento menor na PAM dos animais com RA comparados com a resposta do grupo
CT (Figura 5). Esses resultados sugerem que mesmo que a concentracdo plasmatica de Ang-[1-
8] e a expressdo do receptor AT; estejam aumentados, os mecanismos de controle da PAM
mediados pela Ang-[1-8] foram insuficientes para superar a reducdo na PAM induzida pelo baixo
volume plasmético. Respostas similares foram observadas em pacientes com anorexia nervosa.
Nesse estudo, pacientes diagnosticados com anorexia tiveram que receber uma infusdo uma
solucdo de Ang-[1-8] mais concentrada que o0 grupo controle para gerar a mesma resposta de
aumento na PAM de 20mmHg (163).

Baseado nos resultados até o momento apresentados, acreditava-se que a resposta
atenuada da Ang-[1-8] poderia ser decorrente de uma resposta méaxima na habilidade
vasoconstritora do vaso. Um estudo mostrou que camundongos hipotensos associados com
severa deplecdo de volume intravascular em consequéncia da reducao na reabsorcdo renal de
Na*, tiveram diminuida reatividade de contratilidade como consequéncia da reduzida hipertrofia
vascular (148). Porém, essa ideia da contratilidade de vaso prejudicada nao foi suportada apés
a infuséo iv de fenilefrina, um agonista al adrenérgico, (Figura 11), o qual causou a mesma
resposta pressora em ambos 0s grupos. Entretanto, essa resposta de contratilidade prejudicada
€ especifica e dependente do receptor AT1, a qual pode ocorrer por motivos como saturagao,
desensibilizacdo do receptor AT: ou reduzida hipertrofia vascular, ndo respondendo téo
eficientemente a Ang-[1-8]. Respostas similares podem ser observadas em camundongos com
sepse, 0s quais desenvolveram hipotensédo e ha mesma hora a sensibilidade da vasculatura renal
a Ang-[1-8] foi reduzida devido a possivel desensibilizacdo do receptor AT, (164). Sabe-se
também que o eixo Ang-[1-8]/AT;: esta envolvido no desencadeamento de disfuncdes endoteliais
(43). Disfun¢des endoteliais relacionadas a angiotensina parecem ser caracterizadas pela menor
producao de oxido nitrico e maior e espécies reativas de oxigénio, levando a uma vasoconstricao
aumentada, proliferacdo celular e inflamacéo (165). Sabendo que na RA ocorre uma redugao
plasmatica de O&xido nitrico (19), seria esse mais um fator que contribuiria para a baixa
responsividade a infusdo de angiotensina.

O heptapeptideo, Ang-[1-7], foi anteriormente demonstrado possuir um efeito vasodilator
(166); Porém, mesmo sabendo que os vasos sanguineos sao um local importante para produc¢éo
e acdo da Ang-[1-7] (167), os efeitos da Ang-[1-7] ainda sdo contraditérios. Sasaki e cols (168)
demonstraram ocorrer vasodilatacdo no antebragco de humanos apoés infusdo de Ang-[1-7],

enquanto que McMurray e cols (169) ndo observaram efeitos da Ang-[1-7] sobre a dilatacdo do
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vaso. Ambos experimentos foram realizados em pacientes normotensos. Em um outro
experimento realizados com ratos espontaneamente hipertensos mantidos em dietas com baixo
teor de sodio (0,05%), as concentracdes plasmaticas e renais de Ang-[1-10] e Ang-[1-8] foram
altas em relacdo ao controle, enquanto nenhuma diferenca foi observada nos niveis plasmaticos
e renais da Ang-[1-7]. Embora a concentragdo da Ang-[1-7] n&o foi afetada no modelo animal de
hipertensdo apés a restricdo na ingestdo de sddio, o hipotensivo efeito do receptor sobre a
pressao arterial foi mais acentuado no grupo com baixa ingestao de sédio (170). No caso do
modelo de RA, a infusdo aguda do peptideo nao teve efeito no grupo CT e somente causou um
aumento pequeno na PAM e HR dos animais com RA (Figura 6), assim como nao houve
alteracBes na expresséo do receptor Mas (Figura 9). Devido a baixa concentracdo plasmatica de
Ang-[1-7], ndo foi possivel quantificar esse peptideo em situagdo basal ou mesmo apds
estimulacdo com Ang-[1-10] devido o limite de sensibilidade para detec¢édo da técnica utilizada
(Tabela 2). Nao se sabe sobre a funcionalidade do receptor Mas na RA, entretanto nossos
resultados sugerem que a Ang-[1-7] ndo € o maior contribuidor para a homeostase da pressao

arterial nesses animais com RA.
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6. Conclusdo

Em concluséo, sugerimos que a RA diminui o volume sanguineo devido a redugdo da
concentracdo plasmatica de albumina e sodio, causando uma resposta depressora. Na tentativa
de manter a pressao de perfuséo, o sistema renina angiotensina é ativado. Assim, a RA aumentou
0 metabolismo do AGT a Ang-[1-8], com aumento na atividade da ECA. Além disso, a RA
aumentou a atividade do receptor AT, 0 que € demonstrado através do aumento da expressao
do seu RNAmM em vasos de resisténcia e da responsividade ao bloqueio do receptor ATs.
Enquanto a regulagdo positiva da via metabdlica da angiotensina ocorre em forma de loop na
tentativa de atingir a homeostase da pressao arterial e assim a sobrevivéncia dos animais, a
ativacdo constante desse sistema pode contribuir, a longo prazo, a complicagbes no sistema
cardiovascular e renal observadas em individuos que passaram ou passam por situacfes de
baixa ingestdo alimentar. Contudo, sera importante investigar os mecanismos pelos quais a
restricdo alimentar reprograma a ativagdo do sistema renina angiotensina e as consequéncias

dessa hiper-estimulacdo a longo prazo no sistema cardiovascular e renal.
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