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RESUMO

Resveratrol é o principio bioativo de alimentos que possui acdo benéfica comprovada em
doencas cardiovasculares. A hipertensdo arterial sistémica é um problema de satide mundial.
Durante a HAS nota-se aumento da atividade da metaloproteinase da matriz extracelular do
tipo-2. O objetivo deste trabalho foi investigar como o resveratrol, atua sobre a morfologia e a
atividade da MMP-2, no tecido adiposo perivascular da aorta e cardiaco, em ratos com
hipertensdo renovascular. Durante a HAS, a angiotensina Il ativa NADPH oxidase gerando um
aumento de espécies reativas de oxigénio, ativando a MMP-2. Esta via é retratada no modelo
experimental de hipertenséo 2 rins e 1 clipe (2R1C), que foi utilizado neste trabalho. A pressao
arterial foi acompanhada durante todo o periodo do estudo por pletismografia de cauda
(CODA). A hipertrofia do ventriculo esquerdo, foi verificada por indice de hipertrofia cardiaca
(INDEX). A atividade da MMP-2 no miocardio e tecido adiposo perivascular foi detectada por
zimografia em gel. Notou-se que o resveratrol atenuou o0 aumento da pressdo arterial nos
animais 2R1C, bem como a hipertrofia cardiaca (P<0,05). De maneira direta, o resveratrol foi
capaz de inibir a concentracdo da MMP-2 e sua atividade no tecido cardiaco. Por outro lado, no
tecido adiposo perivascular, foi notado que ha alterac6es morfoldgicas durante a hipertenséo,
que o resveratrol é capaz de promover beneficios para o tecido no quadro, muito embora ndo
seja decorrente via MMP-2. Contudo, pode-se concluir que o resveratrol € uma molécula
eficiente para atenuar alteracdo no tecido cardiaco e adiposo perivascular advindos da
hipertenséo.

Palavras-chave: Alimentos. Principio Bioativo. Remodelamento cardiovascular.



ABSTRACT

Resveratrol is the bioactive ingredient of food that has proven beneficial action in
cardiovascular diseases. Systemic arterial hypertension (SAH) is a worldwide health problem.
During SAH, an increase in the activity of extracellular matrix metalloproteinase type-2 (MMP-
2) is observed. The objective of this work was to investigate how resveratrol acts on the
morphology and activity of MMP-2 in the heart and perivascular adipose tissue of the aorta in
rats with renovascular hypertension. During SAH, angiotensin Il activates NADPH oxidase,
generating an increase in reactive oxygen species, activating MMP-2. This pathway is portrayed
in the experimental 2 kidneys and 1 clip (2K1C) model of hypertension, which was used in this
work. Blood pressure was monitored throughout the study period by tail plethysmography
(CODA). Left ventricular hypertrophy, which was also verified by the cardiac hypertrophy
index (INDEX). MMP-2 activity in the myocardium and perivascular adipose tissue was
detected by gel zymography. It was noted that resveratrol attenuated the increase in blood
pressure in the 2K1C animals, as well as cardiac hypertrophy (P<0.05). Directly, resveratrol
was able to inhibit the concentration of MMP-2 and its activity in cardiac tissue. On the other
hand, in perivascular adipose tissue, it was noted that there are changes during hypertension,
that resveratrol is able to promote benefits to the tissue in the condition, even though it is not
due to MMP-2. However, it can be concluded that resveratrol is an efficient molecule to
attenuate changes in cardiac tissue and perivascular adipose tissue resulting from hypertension.

Keywords: Bioactive principle. Cardiovascular Remodeling. Foods.
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1. INTRODUCAO

O resveratrol € um principio bioativo de alimentos. Ele estd presente em uvas, mirtilos,
amendoins, lapulo, pistache, suco de uva, cranberry e até no cacau. E uma molécula que
perpetua a inovacdo cientifica desde o seu primeiro trabalho publicado, recentemente
contribuindo para novas atua¢cBes no campo da genética e mostrando novos papeis no
tratamento de doencas cardiovasculares.

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma das principais doencas cardiovasculares,
repercutindo em um problema de satide global. E definida pelo valor cronico da pressio arterial
sistdlica igual ou maior que 140 mmHg. Embora sua causa seja multifatorial, énfase é dada ao
consumo excessivo de alimentos contendo sodio.

O quadro da patologia desencadeia alteracbes na morfologia do coragdo e do tecido
adiposo perivascular (PVAT), aléem de modificacdes na funcdo do sistema cardiovascular.
Brevemente, uma das vias aborda que nos casos da HAS, hd o aumento de angiotensina Il (ANG
I1) que é liberada pelo PVAT, assim a enzima f-Nicotinamida adenosina dinucleotido fosfato
(NADPH oxidase) é ativada, aumenta a formacéo de radicais livres, 0s quais comprometem a
contracao dos cardiomiocitos, induzindo a atividade da metaloproteinase da matriz extracelular
do tipo 2, MMP-2, que participa do processo de renovacdo do colageno e hipertrofia
cardiovascular.

Durante a hipertrofia cardiovascular, os cardiomiocitos aumentam de espessura,
desencadeando o remodelamento das fibras, que é caracterizado pelo aumento da espessura da
parede ventricular esquerda e a diminui¢do da cdmara do ventriculo esquerdo. Por outro lado,
o tecido adiposo perivascular, anteriormente conhecido por sua funcdo na contracdo de vasos
sanguineos, hoje é inovador a ciéncia, visto que as moléculas secretadas por este tecido, podem
ndo so influenciar na contracdo, como também no relaxamento dos vasos.

A atividade das proteinas é controlada por diversos fatores, entre eles nota-se o principio
bioativo dos alimentos, responsavel por modular genes, influenciando na resposta do
organismo. Preconiza-se 0 campo da pesquisa nutrigendmica, a fim de constatar a importancia
da ingestdo de alimentos contendo o resveratrol, como o principio bioativo de alimentos que

contribuira no processo satde-doenca, por sua interacdo no coracdo e PVAT.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRINCIPIO BIOATIVO

Define-se por principio bioativo a substancia que tem como finalidade proporcionar
beneficios ao organismo humano (KONSTANTINIDI; KOUTELIDAKIS, 2019). Os principios
bioativos abrangem uma enorme classe, entre eles estdo os polifenois, classificados em
flavonoides e nao flavonoides (TANGNEY; RASMUSSEN, 2013).

Dentre a classe dos ndo flavonoides, ha mais de 60 anos o resveratrol é estudado,
abrangendo uma vasta area de conhecimento no campo da medicina (PEZZUTO, 2019). O
resveratrol é um polifenol classificado como um metabdlito secundario, sintetizado pela via dos
fenilpropanoides em resposta a estresses bidticos (infeccéo bacteriana ou fungica) e ou abioticos
(radiacdo ultravioleta, temperatura) (PANNU; BHATNAGAR, 2019).

A suamolécula é formada por dois anéis fendlicos ligados entre si por uma ligacdo dupla
de estireno, que é responsavel por duas formas isométricas da molécula, a forma cis e a trans.
De acordo com a estereoisomeria, a forma trans € abundantemente encontrada na natureza, por
ser mais estavel a luz solar e a radiacdo ultravioleta (THAPA; PANDEY; PARK; SOHNG,
2019).

Em um mesmo alimento pode-se encontrar a molécula em sua forma cis e trans,
entretanto com concentragdes diferentes (PIOTROWSK; KUCINSKA; MURIAS, 2012). Este
principio bioativo é comumente encontrado em sementes de uvas, frutas vermelhas, mirtilo,
amendoim, pistache e mais recentemente no cacau, logo estando presente no chocolate, mas
principalmente no chocolate meio amargo, entre outros alimentos (KHURANA et al.,2013).

Recentemente novas atividades do resveratrol foram descritas como a atuacdo para
modular vias de sinalizacdo, miRNAs e genes alvo, assim associada a beneficios para o estado
de satde (KHURANA et al., 2013). Tradicionalmente, € conhecido por sua acdo antioxidante,
mas evidéncias apontam suas propriedades imunomoduladoras e vasodilatadoras (TANGNEY;
RASMUSSEN, 2013). Os estudos abaixo exemplificam algumas de suas atuacoes voltadas ao
objetivo deste trabalho.

Shoieb e El-kadi (2019) induzindo a angiotensina Il para desencadear a hipertrofia nas
células, constatou que o resveratrol (cerca de 1g/dia ou mais) protege contra a HAS, atraves do
metabolismo oxidativo da primeira fase dos xenobidticos.

Estudo realizado em animais com hipertenséo renovascular, no modelo de 2 rins-1clipe,

mostrou que o resveratrol reduz a pressao e a hipertrofia do coracdo, além de menor deposi¢ado
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de colageno, independentemente do Captopril. Assim, mostrando os efeitos cardioprotetores do
resveratrol (RESTINI, 2022).

Enaltecendo sua atuacdo na funcdo vascular, o resveratrol possui acdo protetora na
remodelacdo vascular e também na rigidez arterial. Tal fato foi comprovado em aorta de ratos
por reduzir a expressao de TGF-betal e colageno; enquanto em humanos, nas células
muscalares lisas, o resveratrol foi capaz de inibir a expressao das metaloproteinases da matriz
extracelular (MMP-9). Enquanto no tecido adiposo perivascular (PVAT), sua administracao foi
capaz de restaurar a vasodilatacdo (LI et al., 2019). No entanto, os efeitos do resveratrol sobre
a morfologia do PVAT ainda ndo foi avaliada durante a hipertensdo, sendo este um dos

objetivos do trabalho.

2.2 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

De acordo com o Ministério da Saude (2019), no ano de 2017 houve 141.878 casos de
mortes associadas com a hipertensdo, refletindo em 388,7 pessoas/dia respectivo a 16,2
obitos/hora no Brasil. O risco para a obtengdo de elevados valores de presséo arterial tende a
crescer de acordo com a idade, consecutivamente 20,4% da populacdo brasileira apresenta o
quadro de hipertensdo acima dos 18 anos de idade (CPPAS, 2018).

Aproximadamente 40% dos pacientes hipertensos ndo atingem a eficiéncia do
tratamento, mesmo quando associado com a utilizacdo de até trés farmacos com atividades
diferentes (DRUMMOND; VINH; GUZIK; SOBEY, 2019). Repercutindo como um problema
de saude global (MILLS et al., 2016).

A Sociedade Brasileira de Cardiologia define a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS)
segundo o valor da presséo arterial igual ou maior de 140/90 mmHg cronicamente. A pressao
alta é o principal fator de risco para as doencas cardiovasculares, esta associada a uma gama de
comorbidades como: o ataque cardiaco, derrame, doenca renal cronica, insuficiéncia cardiaca,
diabetes mellitus e outras (IADECOLA et al., 2016).

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento da patologia esta o tabagismo, dietas
ricas em acidos graxos insaturados, falta de exercicio fisico, obesidade, recorrentes com a
globalizacédo, além dos fatores genéticos e o0 avanco da idade (THEODOTOU et al., 2017). A
fisiopatologia da HAS envolve alteracdes morfoldgicas e funcionais, envolvendo ndo apenas o

coracdo propriamente dito (BROWN et al., 2014), mas também o tecido adiposo perivascular.

2.3 TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR
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O tecido adiposo ¢ caracterizado por células que armazenam gordura, denominada de
adipdcitos. Tal tecido compGe aproximadamente 25% de massa corporal total de um individuo
saudavel e até 80% em individuos obesos. O tecido adiposo é classificado por cores: branco,
marrom e bege (FRIGOLET; GUTIERREZ-AGUILAR, 2020). O tecido adiposo branco é
responsavel pelo armazenamento do excesso de energia, enquanto os demais tecidos sdo
responsaveis pela termogénese e dissipam a energia na forma de calor (BECHER et al., 2021).

O PVAT pode conter tecido adiposo branco e marrom (MIAO; LI, 2012). Os adipécitos
brancos maduros sdo células relativamente grandes (20-200um), podem alterar
significativamente seu tamanho, tanto em volume como em diametro, conforme a quantidade
de triacilglicerol é acumulada (POND, 2001).

Por outro lado, o tecido adiposo marrom, € uma celula caracterizada pela presenca de
varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos, citoplasma relativamente
abundante, nucleo esférico e ligeiramente excéntrico. Ele é capaz de catabolizar grandes
quantidades de acidos graxos (AZHAR et al., 2016).

O PVAT caracteriza-se por ser um tecido adiposo que envolve vasos sanguineos com
funcé@o recentemente descrita. Dentre as regides que ele pode estar localizado, encontra-se ao
redor da aorta (STANEK; BROZYNA-TKACZYK; MY SLINSKI, 2021).

O PVAT esta atrelado a fisiologia e fisiopatologia vascular, desde entdo o tecido que
era visto como mero suporte mecanico para vasos sanguineos, possui propriedades anti-
contratil por secretar substancias vasoativas e regular a fungao vascular por meio de diferentes
mecanismos (SUN et al., 2014). E crescente o nimero de estudos mostrando que nas doencas
cardiovasculares o PVAT apresenta o efeito reduzido para a constrigdo por produzir e secretar
substancias vasoconstritoras (angiotensina Il, noradrenalina e citocinas) e reduzir a liberacédo
de substancias vasodilatadoras, principalmente, éxido nitrico (AGHAMOHAMMADZADEH
et al., 2013). Ao liberar ANG-II, o PVAT induz vasoconstricdo por diferentes mecanismos,
como o aumento da deposicio de colageno (GALVEZ-PRIETO et al., 2008).

Outra observacao importante, foi que na hipertensdo arterial as células do PVAT sdo
reduzidas em relacdo ao tamanho, ou seja, ao contrario do que é observado na obesidade (o
PVAT possui células hipertrofiadas, maiores em nimero menor). Portanto, seja maior ou
menor, as células que compdem o PVAT estdo alteradas na obesidade ou hipertensdo e sua
morfologia esta diretamente relacionada com a disfuncdo deste tecido (CARVALHO et al.,
2021).

2.4 HIPERTROFIA DO VENTRICULO ESQUERDO



16

O remodelamento cardiaco acontece com o objetivo de corrigir o aumento da tensdo da
parede do ventriculo esquerdo, nomeado de hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE). E
caracterizada pelo aumento no volume dos midcitos, aumento da massa cardiaca e 0 aumento
das proteinas responsaveis pela contracdo do cora¢do (BERK; FUIIWARA; LEHOUX, 2007).

Quanto a morfologia, a HVE pode ser classificada em adaptativa ou também nomeada
de concéntrica que é caracterizada pelo aumento da espessura da parede ventricular esquerda e
a diminuicdo da camara do ventriculo esquerdo, podendo ocasionar a disfuncdo sistolica e
diastdlica, prejudicando a capacidade do coracdo em bombear o sangue (BERK; FUJIWARA;
LEHOUX, 2007). Embora a HVE seja adaptativa, pode progredir para mal-adaptativa ou
excéntrica, caracterizada pelos cardiomiocitos alongados, diminuicdo da espessura da parede
ventricular e a cdmara ventricular aumentada (WEHBE et al., 2019).

Simultaneamente as alteragbes morfoldogicas, ha transformagdes bioquimicas na
composicdo da matriz extracelular que é a responsavel pela integridade do tecido e pela funcéo
fisiologica do coragdo, cujo principal componente é o coldgeno (BERK; FUJIWARA,;
LEHOUX, 2007).

Durante a HAS, o grau de severidade da HVE esta diretamente relacionado com o
aumento da deposicdo de colageno, dificultando a funcdo diast6lica e consequentemente
podendo acometer a funcdo sistélica (BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007).

Assim, é de fundamental importancia os estudos com enzimas que degradam o0s
componentes da matriz extracelular, sobretudo o coldgeno. Segundo Spinale (2007) o0 aumento
da degradacdo de colageno na matriz extracelular pode ser notado pelas metaloproteinases da

matriz extracelular, como a MMP-2.

2.5 METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR

Por definicdo, metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo endopeptidases
dependentes de célcio e zinco, expressas em varias células e tecidos, incluindo o cardiaco e que
podem ser reguladas em niveis transcricional, pos-transcricional e pos-traducional
(KANDASAMY; CHOW; ALI; SCHULZ, 2009).

As diferentes metaloproteinases apresentem dominios estruturais andlogos, mas que se
diferenciam pela especificidade em seus substratos (CHOW; CENA; SCHULZ, 2007), sendo
as principais endopeptidases classificadas em colagenases, estromelisinas, matrilisinas, tipo de
membrana e gelatinases (PITTAYAPRUEK et al., 2016).
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As MMPs atuam degradando diversos componentes da matriz extracelular, em varias
doencas cardiovasculares (KANDASAMY; CHOW; ALI; SCHULZ, 2009). Dentre elas, a
principal gelatinase envolvida no remodelamento cardiovascular é a MMP-2, presente nos
cardiomidcitos e nas células da musculatura lisa vascular (CMLV) (PARENTE; CASTRO,
2018).

Mais especificamente, o aumento das MMPs pode ser notado em um depdsito de
gordura que circunda as grandes artérias, veias e vasos, sendo ele de extrema importancia na
obesidade e nas doencas cardiovasculares, denominado de tecido adiposo perivascular, PVAT
(Xia; Li, 2017). Rizzi e colaboradores (2013) também demonstraram que no coracdo, 0 aumento
da atividade da MMP-2 a nivel pds-traducional é decorrente da producao de espécies reativas

de oxigénio.

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO

Na HAS o estresse oxidativo nas CMLV é o principal fator para a ativacdo da MMP-2
(TOGLIATTO; LOMBARDO; BRIZZI, 2017). A enzima é ativada via angiotensina II,
potencializando a producdo de NADPH oxidase, acarretando o0 aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROYS), ativando a via TGF-beta (fator de crescimento transformador-beta), assim
favorecendo a inducdo da MMP-2. Entretanto pode ser que o aumento de EROS, induza a
MMP-s, ativando a via TGF-beta e consequentemente aumento a producao de NADPH oxidase.
Embora existam vias diferentes, ambas resultam na recidiva de NADPH oxidase (BELO;
GUIMARAES; CASTRO, 2015).

O aumento de angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio, pode ser estudado in vivo
utilizando a técnica de Harry Goldblatt, que conta com o modelo experimental de dois rins e
um clipe (2R1C), atraves do clampeamento de um dos rins, estimulando o sistema renina-
angiotensina-aldosterona(SRAA), desencadeando vasoconstri¢ao e a retencdo de agua e sodio,
estimulando o estresse oxidativo via NADPH oxidase (GOLDBLATT, 1958). Guimaraes e
colaborabores (2010), desenvolveram um estudo utilizando a técnica e observaram a inducdo
da MMP-2 acarretando o remodelamento vascular patologico.

Quando a MMP-2 esta ativa, participa do remodelamento da matriz extracelular,
ocasionando a degradacdo do colageno do tipo 1V e elastina, prejudicando o movimento de
contracao do musculo cardiaco (miocardio), contribuindo assim para a hipertrofia, proliferacdo
ou migracéo celular (PARENTE; CASTRO, 2018).
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Considerando a via do estresse oxidativo, varios farmacos antioxidantes sdo utilizados
no tratamento da hipertensdo. Entretanto, alternativas inovadoras vém ganhando espag¢o, como
a suplementacdo alimentar, e os principios bioativos (WEHBE et al., 2019). A ciéncia
nutrigendémica permite analisar a maneira pela qual estes componentes alimentares modulam a
expressdo génica e sua atividade no organismo (COMINETTI; HORST; ROGERO, 2017).



3. HIPOTESE

O resveratrol atenua alteracdes no tecido cardiaco e no tecido adiposo perivascular

decorrentes da hipertensdo renovascular.
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4. JUSTIFICATIVA

Devido ao aumento dos casos de hipertensdo arterial sistolica associada a uma gama de
comorbidades e, considerando que os fatores ambientais como a alimentacdo, interferem na
atividade das proteinas, ou seja, influenciam na resposta do organismo. Torna-se necessario
analisar a atividade enzimatica da MMP-2, durante a patologia e sua resposta ocasionada pelo
resveratrol, a fim de evidenciar a importancia do principio bioativo, resveratrol, no processo

salide-doenca.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar como o resveratrol, atua sobre a atividade da
MMP-2, no tecido adiposo perivascular da aorta e cardiaco em ratos com hipertensao

renovascular.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a pressdo arterial sistélica, peso corporal

e hipertrofia cardiaca.

v Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a atividade da MMP-2 no coracéo, in
vitro.
v Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a atividade da MMP-2 no coracéo e tecido

adiposo perivascular de ratos hipertensos 2-rins e 1-clipe.
v Avaliar os efeitos do tratamento com resveratrol no remodelamento do tecido

adiposo perivascular em aortas de ratos hipertensos 2-rins e 1-clipe.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 COMITE DE ETICA

Todos os procedimentos experimentais utilizados nos animais somente tiveram inicio
ap6s a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica Institucional da Universidade de Ribeiro
Preto (Ribeirdo Preto/Sao Paulo) n° 006/2020.

6.2 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 60 animais ratos machos Wistar (180 a 200 gramas), provenientes do
Biotério fornecidos pelo Anilab Animais de Laboratorio Criagdo e Comercio Ltda-
Laboratérios Veterinarios (Paulinia, SP) e mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal
da Universidade de Ribeirdo Preto-UNAERP. Os mesmos foram mantidos em salas com ciclos

claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22-25°C) e livre acesso a ragdo e agua.

6.3 RESVERATROL

Para os ensaios biologicos foi utilizado o trans-resveratrol (3,4’,5-Trihydroxy-trans-
stilbene, 5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-benzenediol), (Sigma-Aldrich). A dose
utilizada de resveratrol foi de 40mg/Kg diluida em Tween 80 na concentracdo de 0,05%,

ministrada por gavagem trés vezes por semana, durante duas semanas.

6.4 MODELO DE HIPERTENSAO COM DOIS RINS E UM CLIPE

Para induzir a hipertenséo, foi utilizada a técnica de Goldblatt, que consiste na inducao
de uma estenose vascular, ativacdo do SRAA e o0 aumento da pressdo arterial por meio da
insercdo de um clipe de prata (0,2 mM) na artéria renal esquerda. Os animais controle (Sham)
foram submetidos apenas a laparotomia abdominal, sem introducéo do clipe na artéria renal.

Os anestésicos e relaxantes musculares utilizados foram Cetamina (100mg/kg) e
Xilazina (10mg/kg); analgésicos e antibioticos foram fluxinameglumina (2,5mg/kg) e
terramicina (50mg/kg) (MARTINS-OLIVEIRA et al., 2018).

6.5 PLESTIMOGRAFIA DE CAUDA
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Para a verificagdo da pressdo arterial sistolica, os animais foram submetidos a
ambientacdo por um periodo de aproximadamente uma hora, sem privagdo de dgua ou racéo.
Apos esse periodo, os animais foram colocados em contensores para limitar seus movimentos
e, acoplados em cima de uma plataforma aquecida, a fim de evitar vasoconstricdo caudal por
estresse. O manguito e um transdutor foram colocados na cauda do animal. O transdutor foi
acoplado aum computador para monitorar a pressao sanguinea transmitida para o pletismégrafo
(CODA non-invasive blood pressure system, EUA). A pressdo arterial foi avaliada
semanalmente pelo método de pletismografia de cauda CODA (Kent Scientific Corporation,
Torrington, CT, EUA). Somente 0s animais que apresentaram pressao arterial sistélica igual ou
maior que 160 mmHg foram mantidos em estudo para compor o grupo 2R1C. Posteriormente,
os animais foram divididos aleatoriamente em grupos experimentais conforme descritos abaixo

e, apos quatro semanas decorridos da cirurgia, teve inicio os tratamentos com resveratrol.

6.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

1) Sham+veiculo: animais controle, submetidos apenas a laparotomia que receberam
veiculo (Tween 0,05%) por gavagem durante duas semanas.

2) Sham+Resveratrol: animais controle, submetidos apenas a laparotomia que
receberam resveratrol por gavagem durante duas semanas.

3) 2R1C+veiculo: animais submetidos a estenose da artéria renal que receberam
veiculo (Tween 0,05%) por gavagem durante duas semanas.

4) 2R1C + Resveratrol: animais submetidos a estenose da artéria renal que receberam

resveratrol por gavagem durante duas semanas.
6.7 PESO CORPORAL
A avaliacdo do peso corporal dos animais foi realizada semanalmente ao longo do
experimento e antes da eutandsia, utilizando uma balanca digital de precisdo (Shimadzu
AY?220).

6.8 COLETA DAS AMOSTRAS

Decorrido o prazo de seis semanas, procedeu-se a eutanasia dos animais. O coragao foi

retirado ainda batendo, pesado e fracionado horizontalmente. O PVAT foi removido da
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aorta. Para ambos, uma parte da amostra foi transferida para formol e a outra foi congelada

em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C.

6.9 INDICE DE HIPERTROFIA CARDIACA

Os coragdes retirados dos animais foram pesados em balanga de preciséo,
individualmente. O indice de hipertrofia cardiaca (Index) foi calculado pela razédo entre o peso
do coracdo (mg) de cada animal e seu respectivo peso corporal (g), registrados no dia do

experimento.

6.10 DOSAGEM DE PROTEINAS

As amostras de ambos os tecidos foram trituradas separadamente por animais e tecido,
pesadas e colocadas em tubos eppendorf. Nesses tubos, foram adicionados 50 uLL de tampao de
extracdo (20 mmol/L Tris—HCI, pH 7.4, contendo varios inibidores de proteases: 1 mmol/L
1,10- fenantrolina, 1 mmol/L fluoreto de fenil metil sulfonil, 1 mmol/L N-etilmaleimida, e 10
mmol/L CaCl2 para cada 10mg de tecido. Posteriormente, foram centrifugadas a 4°C em
12000rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e diluido em &gua 1:10 para a
dosagem de proteinas pelo método de Bradford. A diluicdo se faz necessaria para que o tampéo
de extracdo ndo interfira com o reagente de Bradford. Esse método de dosagem de proteina
oferece a leitura de 0,085 pg/uL a 1,4 pg/uL de proteina. Portanto, foi construida uma curva
padrdo de albumina sérica bovina contendo cinco pontos variando entre a minima e maxima
concentracdo proteica fornecida por essa metodologia. Placas de 96 pogos foram utilizadas,
sendo aplicadas em duplicata 5 uL. do branco, 5 pL dos 5 pontos da curva e 5 pLL das amostras.
Em seguida, foram adicionados em todos os pogos da placa 250 puL de Bradford e feito a leitura
no aparelho (Leitor de Elisa). No programa Excel a curva padréo foi construida utilizando um
grafico de dispersdo e o valor de R=0,99 foi aceito para formar a equacdo da reta que foi
utilizada para determinacdo da concentracdo de proteina de cada amostra e seus respectivos
volumes a serem aplicados no gel foram calculados.

As amostras (contendo 20 pg de proteina) foram diluidas no tampao de amostra (1:1,
SDS 2%, Tris- HCI125mM, glicerol 10% e azul de bromofenol) para a aplicacdo no gel de
eletroforese contendo gelatina 1%. Apds preparadas, as amostras foram separadas por meio de

eletroforese, em um sistema descontinuo de tampdes, utilizando géis de poliacrilamida na
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concentragdo de 12%. As formas latentes e ativas da MMP-2 foram identificadas utilizando os

padrdes de peso molecular de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, como referéncia.

6.11 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL SOBRE A ATIVIDADE
DA MMP-2 IN VITRO

As amostras de coracdo de animais hipertensos foram preparadas (em pool de amostra)
e aplicadas no gel de poliacrilamida na concentracdo de 12%. Uma mesma amostra (contendo
o pool) foi aplicada vérias vezes no mesmo gel e apds separacdo por eletroforese o gel foi
renaturado em solugdo contendo Triton. Antes de incubar os géis com tampao de ativacéo, o
gel foi cortado em 2 partes que continham as mesmas amostras. Cada parte do gel foi incubado
em diferentes recipientes, com solucgao de ativacdo acrescida de veiculo, resveratrol 50uM ou
resveratrol 100uM. Os géis foram corados com corante Coommassie Blue, descorados com
descorante e fotografados. A intensidade da banda de 72kDa foi quantificada com o programa

ImageJ e os dados transferidos para o programa Prisma, para gerar os graficos.

6.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE GELATINOLITICA POR ZIMOGRAFIA
EM GEL

Apos preparadas, as amostras de coragdo e PVAT isoladamente, foram separadas por
meio de eletroforese, em um sistema descontinuo de tampdes, utilizando géis de poliacrilamida
na concentracdo de 12%. Apds eletroforese, os géis foram submetidos a 2 banhos de Triton X-
100, para remover 0 SDS e colocados em tampéo de ativacdo (Tris-HCI 50 mM e 10 mM de
calcio) por 24 horas.

Posteriormente, foram corados com solu¢cdo Coommassie Blue 0,05%, descorados com
solucdo descorante e fotografados. Com auxilio do programa ImageJ, as bandas encontradas
nos geis referentes a MMP-2 foram quantificadas. As formas latentes e ativas da MMP-2 foram
identificadas utilizando os padrdes de peso molecular de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, como

referéncia.

6.13 ANALISE HISTOLOGICA

No decorrer da eutandsia, o tecido adiposo perivascular da aorta foi colocado em formol

tamponado a 10% (pH 7,3) por 2 horas. Apds este periodo, o fixador foi trocado por alcool 70%
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e desidratados em diferentes concentragdes de alcool para serem inseridos em parafina. O
PVAT foi cortado transversalmente (4 um), sempre na mesma dire¢cdo, em um micrétomo
(Leica RM2025). Esses cortes foram colocados em um banho Maria com temperatura 37°C
para promover a abertura dos cortes em parafina para posterior aderéncia em laminas
de vidro. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina para determinacdo
dos pardmetros estruturais correspondentes ao tamanho das células e a area que as células
ocupam. As analises histoldgicas foram realizadas com ajuda do software Image J. As medidas
foram realizadas sem o conhecimento de qual grupo de animal, com um software Leica Qwin
(Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, UK) em conjunto a um microscépio (Leica DMR,

Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany), uma caAmera e um computador.

6.14 ANALISE DOS DADOS

Para a verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas dos valores mensurados na
pesagem entre os diferentes grupos analisados (Sham+veiculo; Sham+Resveratrol; 2R1C +
veiculo; 2R1C + Resveratrol), os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)

— 2 way, seguida de teste Tukey, com nivel de significancia de 5% (P< 0,05).
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7. RESULTADOS

7.1 EFEITO DO RESVERATROL NA PRESSAO ARTERIAL E PESO CORPORAL.

Antes de iniciar o tratamento, foram aferidos tanto o peso quanto a pressao, definido
como valores basais. Os animais que passaram pela cirurgia de 2R1C, segundo a técnica de
Goldblatt, tiveram os valores da pressdo arterial elevados, comprovando a eficacia do
procedimento cirlrgico. A partir da segunda semana, 0s animais 2R1C tiveram o valor da
pressdo aumentado e ao final da quarta semana, 0s animais que tiveram a pressao maior
160mmHg permaneceram no estudo, por possuirem valores significativamente diferentes
guando comparados aos ratos Sham, animais que passaram pela cirurgia, entretanto sem a
insercéo do clipe de prata na artéria renal esquerda (P<0,05; Figura 1).

Ap0s a quarta semana, comec¢ou a administracdo do tratamento com resveratrol, pode-
se notar que o principio bioativo foi capaz de atenuar o aumento da pressdo arterial em animais
2R1C de modo significativo (P<0,05).

Figura 1 — Efeito do resveratrol na pressdo arterial de experimentais, utilizando como metodologia a

pletismografia de cauda. *P<0,05 para SHAM+VEIC versus 2R1C +VEIC. # P<0,05 para 2R1C + RESV versus
2R1C + VEICULO.
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Fonte: Proprio Autor.
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Na avaliagdo do peso corporal, nota-se um aumento gradativo no peso dos animais
Sham. A administracdo com resveratrol ndo interferiu no ganho de peso dos animais Sham.
Muito embora, 0 aumento da pressdo nos animais 2R1C possa estar associado com a reducao
do peso corporal, ao administrar resveratrol € sabido que na patologia os animais tendem a ficar

menos pesados se comparados aos animais controle (P<0,05; Figura 2).

Figura 2 — Efeito do tratamento com resveratrol no peso corporal de animais experimentais. Pesagem em balanca
de preciséo. *P<0,05 para SHAM+VEIC versus 2R1C +VEIC. # P<0,05 para 2R1C + RESV versus 2R1C +
VEICULO.
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Fonte: Préprio Autor.

7.2 EFEITO DO RESVERATROL NA HIPERTROFIA CARDIACA

Com o aumento da pressdo em animais 2R1C, espera-se que o0 coracdo fique
hipertrofiado, como uma resposta adaptativa dos miocitos mediante a pressdo que é imposta
sobre as células cardiacas.

Visto que os animais 2R1C apresentaram menor ganho de massa corporal quando
comparado ao controle, ao calcular a hipertrofia cardiaca, considerando-se o peso corporal,
observou-se que 0s animais 2R1C+VEIC possuem diferenca significativa quanto ao indice de

hipertrofia cardiaca comparado aos animais Sham+VEIC, enaltecendo também que o
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resveratrol é capaz de amenizar a hipertrofia nos animais 2R1C+RESV, ao comparar com 0
grupo 2R1C+VEIC (P<0,05; Figura 3).

Figura 3 — Efeito do tratamento com resveratrol na hipertrofia cardiaca em ratos 2R1C. Pesagem em balanca de
precisdo. *P<0,05 para SHAM+VEIC versus 2R1C +VEIC. # P<0,05 para 2R1C + RESV versus 2R1C +
VEICULO.
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Fonte: Préprio Autor.

7.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM RESVERATROL SOBRE A ATIVIDADE DA
MMP-2 NO TECIDO CARDIACO.

A atividade de MMP-2 € regulada por diferentes fatores, sendo o estresse oxidativo um
dos principais reguladores da atividade das MMPs. E sabido que o resveratrol possui atividade
antioxidante, o que pode diminuir a atividade das metaloproteinases.

Ao realizar zimografia em gel, observou-se que a MMP-2 estava aumentada na
patologia (2R1C+VEIC) quando comparada com grupo controle (SHAM+VEIC) e destaque é
relatado pelo resveratrol atenuar significativamente sua atividade na banda de 72kDa ao
comparar 2R1C+RESV com 2R1C+VEIC.
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Figura 4 — Efeitos do tratamento com resveratrol sobre a expressao da MMP-2 no tecido cardiaco. Representacdo
grafica dos valores para as bandas de peso molecular 72 kDa MMP-2. *P<0,05 para Sham+VEIC versus 2R1C
+VEIC. # P<0,05 para 2R1C + resv versus 2R1C + veiculo.
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7.4 EFEITOS DA INCUBACAO IN VITRO COM RESVERATROL SOBRE A ATIVIDADE
DA MMP-2.

Para verificar o efeito direto da inibicdo da MMP-2 utilizando o resveratrol, foi realizado
este experimento, que conta com a técnica de zimografia, porém apds a restauracdo proteica, o
gel foi dividido em duas partes iguais contendo o pool de amostra pipetado nos diferentes po¢os
todas de animais 2R1C, posteriormente cada parte foi incubada com veiculo e as diferentes
concentracgdes de resveratrol.

A incubacgdo com a concentracdo de resveratrol (50 uM) ndo possui efeito de reducédo
significativo. Porém, com a maior concentracdo de resveratrol (100uM) promoveu a reducao
significativa na expressdo da MMP-2 de 72 kDa, quando comparada com o respectivo grupo
veiculo (P<0,05; Figura 5).

Assim, pode-se afirmar que o resveratrol interagiu diretamente com a MMP-2, sendo
ele capaz de promover a reducdo de sua atividade de modo independente da acdo antioxidante

ja mencionada na literatura por tantos trabalhos.
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Figura 5 - Efeitos da incubacéo in vitro com diferentes concentrages de resveratrol sobre a atividade da MMP-2
em coracdo de ratos hipertensos. *P<0,05 para 2R1C+RESV(100uM) versus 2R1C +VEIC.
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7.5 EFEITOS DO TRATAMENTO COM RESVERATROL SOBRE A ATIVIDADE DA
MMP-2 NO TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR.

Na figura 6 é visto um gel de zimografia demonstrando a quantificacdo das bandas de
75kDa, 72kDa e 64kDa no PVAT. Observa-se que ndo houve diferenga significativa encontrada
em nenhuma das bandas de MMP-2 no PVAT, quando 0s grupos experimentais foram
comparados (P<0,05). Tal fato pode ser justificado devido ao tempo de hipertensdo nao ter sido

suficiente para promover 0 aumento da expressdo proteica de MMP-2 no PVAT dos animais.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com resveratrol sobre a expressdo da MMP-2 no tecido adiposo

perivascular. *P<0,05 para 2R1C+RESV (100uM) versus 2R1C +VEIC. * P<0,05 para 2R1C + RESV versus
2R1C + VEICULO.
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7.6 EFEITOS DO TRATAMENTO COM RESVERATROL SOBRE A HISTOLOGIA NO
TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR.

Na figura 7A, a imagem representativa dos quatro grupos experimentais mostrando a
aorta e o tecido adiposo marrom. E possivel observar que na figura 7B os animais hipertensos
quando comparados aos animais sham apresentaram reducédo significativa area total ocupada
pelos adipdcitos, o que resultou da menor area de cada célula que foi avaliada como mostrado
na figura 7C e consequentemente, maior nimero de células por area avaliada (Figura 7D). O
tratamento com resveratrol reverteu todos esses parametros, sendo observado pelas barras dos
graficos que os aniamis hipertensos tratados com resveratrol, mesmo ainda hipertensos, sdo

muito mais semelhantes aos animais sham do que os animais 2R1C tratados com veiculo.
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Figura 7 — Efeito do tratamento com resveratrol sobre a morfologia no tecido adiposo

perivascular. # P<0,05 para SHAM+VEIC versus 2R1C + RESV. * P<0,05 para 2R1C + RESV versus 2R1C +
VEICULO.
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8. DISCUSSAO

A hipertensdo arterial sistdlica esta entre as principais doengas cardiovasculares estando
associada ao indice de mortalidade global (SIGMUND et al., 2020). O percentual de 10% dos
casos apresenta a causa da doenca bem estabelecida, ou seja, em oposi¢do a maioria ndo a
possui, repercutindo assim na terapia voltada para a reducdo da presséo arterial, sendo que 20
a 30% sdo resistentes a terapia anti-hipertensiva (CALHOUN et al., 2008).

Varios sdo os fatores que contribuem para o aumento da pressdo arterial, dentre eles é
indispensavel destacar as espécies reativas de oxigénio, que estdo presentes na patologia
independente do fator de causa e sdo caracterizadas como estresse oxidativo (MONTEZANO;
TOUYZ, 2012).

O desequilibrio entre as moléculas oxidantes e antioxidantes, desencadeia o0 acumulo de
ERQOS, caracterizando o estresse oxidativo no corpo (PUDDU et al., 2008 ; SUGAMURA,;
KEANEY; JOHN, 2011). O aumento de EROS também é responsavel pelo desencadeamento
de uma gama de comorbidades, como a hipertrofia cardiaca, o remodelamento da matriz
extracelular entre outras.

Com énfase no coracdo, estudos mostram que varios mecanismos de sinalizagdo
intracelulares estdo relacionados ao processo de hipertrofia cardiaca, sendo que o estresse
oxidativo é um fator chave para este desencadeamento (RIZZI et al., 2013). O estudo de
moléculas antioxidantes para atenuar os casos de hipertensdo € um campo prospero.

O resveratrol é uma molécula antioxidante. Foi isolado pela primeira vez em 1939 da
planta Veratrum grandiflorum pertencente a familia das Melanthiaceae. Apoés
aproximadamente oito décadas, permanece operando como uma molécula promissora
(PEZZUTO, 2019).

O “Paradoxo Francés” trouxe a ideia de que resveratrol seria benéfico a saude vascular.
Os franceses habitualmente faziam um elevado consumo de alimentos ricos em gordura
saturada e paralelamente ao fato eles também realizavam um elevado consumo de vinho, o que
acreditava minimizar o risco das doencas cardiovasculares (RENAUD; DE LORGERIL,1992).
A atuacdo do resveratrol é representada por multiplos alvos, atribuida ao amplo efeito benéfico
para a satde (KHURANA et al., 2013).

O interesse da acdo antioxidante do resveratrol para atenuar os casos de HAS tornou-se
interessante a ciéncia, porém a dificuldade apresenta-se em reduzir a pressao em modelos de
animais e humanos ( POLLACK; CRANDALL, 2013). Recentemente um trabalho mostrando


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2014.00292/full#B28
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2014.00292/full#B151
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2014.00292/full#B151
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2014.00292/full#B173
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2014.00292/full#B170

35

que o modelo de Goldblast é eficiente para a indugdo da hipertensdo em animais. No mesmo
trabalho a utilizagdo de resveratrol foi associada com Captopril, gerando resultado capaz de
reduzir a pressao arterial sem que haja o uso do farmaco (RESTINI, 2022). Constatando a
veracidade, este trabalho reproduziu-se a técnica, comprovando que a mesma é eficiente para o
desencadeamento da patologia. O resveratrol é de fato, um polifenol capaz de reduzir a pressao
de maneira independente. Associado ao quadro, o desencadeamento da HVE, avaliada pelo
INDEX, mostrou que novamente o resveratrol atenuou o cenario.

E sabido que o aumento de EROS pode repercutir em varias alteraces fisioldgicas na
hipertensdo arterial sistémica (TAKIMOTO; KASS, 2007). Uma dessas alteracBes €, por
exemplo, o aumento das MMPs, perda da contratilidade cardiaca, dentre outras (CAI, 2005;
CERON et al., 2010). Diferentes modelos experimentais de hipertensdo mostram a importancia
da MMP-2 na hipertrofia cardiaca (MUJUMDAR; TYAGI, 1999; PETERSON et al., 2001;
IWANAGA et al., 2002). No modelo de 2R1C o0 aumento da MMP-2 provoca danos ao quadro
patoldgico, tal fato é visto neste trabalho no tecido cardiaco e ja foi reproduzido em outros.
Entretanto, o resveratrol pode ter inibido a MMP-2 pelos seus efeitos antioxidantes, que sdo
amplamente demonstrados na literatura ou pela sua agdo direta na MMP-2, assim servindo
como uma molécula protetora para a HAS.

Presente na uva, no vinho e outros produtos que contenham resveratrol, a molécula é
capaz de reduzir a pressdo arterial em uma gama de modelos animais, dentre eles 2R1C,
proporcionando atenuacao da hipertrofia cardiaca e € capaz de modificar alteracdes em varios
tecidos (HAMZA,; DYCK, 2014). Para tanto, ciente dos beneficios do resveratrol no tecido
cardiaco e sabendo que hé& alteracdes no PVAT durante a HAS, o mesmo tornou-se objeto de
estudo. Realmente, alteragdes no PVAT foram notadas e o quadro foi revertido utilizando o
resveratrol, muito embora tais alteracfes ndo tenham sido ocasionadas pelo aumento de MMP-
2.

Aumentos de MMP-2 sdo notados nas CMLV no PVAT (MAN et al., 2020). Embora
ndo tenha sido notado o aumento da MMP-2 no PVAT, neste trabalho, o fato pode estar
relacionado com o modelo experimental e periodo utilizados, ficando inapropriado relatar o
efeito do resveratrol na MMP-2 neste tecido. Ainda, podendo ser especulado o efeito do
resveratrol em modelos que tenham aumento da proteina. Entretanto o resveratrol se mostra
efetivo em atenuar as alteracdes morfoldgicas, sugerindo assim que outras vias possam estar
envolvidas, como a via antioxidantes.

E sabido que durante as doengas cardiovasculares, como na hipertenséo arterial, ocorre
uma disfuncdo endotelial do PVAT (PAN, XIAO-XI et al., 2019). A disfungdo do PVAT possui
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como caracteristica 0 aumento da producao de citocinas, leptina, bem como o estresse oxidativo
levando a disfungdo das CMLV e consequentemente caracterizando o quadro da HAS
(NOSALSKI; GUZIK, 2017; HU et al., 2021).

E de extrema importancia notar que a MMP-2 apresenta maior significancia para o
tecido cardiaco quando comparada ao PVAT. Porém, no PVAT deve haver outro mecanismo
para que o resveratrol apresentou seus beneficios, que ndo seja a via da MMP-2, podendo ser
por exemplo, sua acdo antioxidante. Ainda, pode-se afirmar que o resveratrol apresenta
beneficios que se complementam por atenuar, a via MMP-2 para o tecido cardiaco e as
alteracdes morfoldgicas para o PVAT, sustentando a hipétese deste trabalho.

O aumento de MMP-2 encontrado no coracdo ja havia sido encontrado em outros
estudos, porém o efeito redutor advindo do resveratrol sobre a MMP-2 foi a primeira vez

mostrado na hipertensao, in vivo e vitro, repercutindo em efeitos antioxidantes e inibi¢do direta.
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o resveratrol contribui para
atenuar a pressdo arterial sistémica e hipertrofia cardiaca. Em destaque, pode-se concluir que o
resveratrol possui efeito benéfico no coracdo, por inibir a MMP-2 neste tecido via antioxidante
ou diretamente. Embora seja sabido que ha alteracdes cardiacas no PVAT, ndo houve aumento
de MMP-2 no tecido, sendo assim, outras vias devem ser estudas, porém, a molécula é eficiente
no remodelamento do tecido. Em suma, nota-se que o resveratrol é eficaz no tecido cardiaco e

no PVAT por diferentes vias, afim de proporcionar benfeitorias na HAS.
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