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MATSUBARA, Natalia Kimie. Efeito cardiovascular central e periférico do acido
folico em ratos com hipertensdo sensivel ao sal. 2017. 42 f. Dissertacdo de
Mestrado (Programa Multicéntrico de Pos Graducdo em Ciéncias Fisiolégicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A hipertenséo arterial € o principal fator de risco para doencas cardiovasculares,
tendo como uma das causas a alta ingestdo de sal (NaCl). A substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) € uma estrutura mesencefdlica envolvida na funcgéo
cardiovascular. Sabendo que deficiéncia de acido félico (AF) pode levar a taxas mais
elevadas de doencas vasculares, objetivo desse estudo foi investigar o efeito
cardiovascular periférico e central (PAGd) do acido folico em animais com
hipertensdo sal sensivel. Assim, ratos Wistar foram submetidos ao protocolo de
inducdo de hipertenséo, recebendo NaCl (1,8%) por 30 dias (HYP), ou agua de
torneira (CTR). Ao término do protocolo, parte dos animais dos grupos HYP e CTR
foram mantidos sob dieta normossodica por 10 dias (HYP+10 e CTR+10,
respectivamente) e sua pressao arterial registrada. No subgrupo dos animais HYP,
ao final do tratamento, foi administrado intra-PAGd acido folico (3, 9 ou
15nmol/50nL) ou salina (50nL) para registro da presséao arterial. Outro subgrupo dos
animais HYP, ao final do tratamento, receberam por via intraperitoneal (ip.) salina ou
acido félico (5 ou 10 mg/Kg) por 3 dias consecutivos e foram submetidos ao estresse
de restricdo agudo. A alta ingestdo de sédio induziu aumento na pressao arterial
média (PAM) (P=0,0002). Entretanto, ndo houve diferengas estatisticamente
significantes na frequéncia cardiaca (FC). O grupo HYP+10 manteve a PAM
aumentada apos 10 dias de descontinuacao da dieta (P=0,0221). A microinjecédo de
AF intra PAGd causou diminuicio da PAM em animais hipertensos na dose
9nmol/50nL (APAM: Tempo: P=0,0844; Tratamento: P=0,0064), e 15 nmol/50nL
(APAM: Tempo: P=0,6929; Tratamento: P=0,0019). Da mesma forma, a
administracao ip. de AF por 3 dias causou uma diminuicdo da PAM em animais
hipertensos tanto na dose de 5 mg/Kg (P=0,0162) quanto na dose de 10 mg/Kg
(P=0,0129). Nao foram observadas alteracdes na resposta cardiovascular ao
estresse de restricdo agudo. Em conclusdo, o AF atenua a hipertensdo sensivel ao
sal em ratos de maneira aguda, tanto sistemicamente quanto via PAGd, sugerindo
uma possivel participacdo do sistema nervoso central nessa hipertenséo e revelando
um potencial adjuvante no tratamento da hipertenséo.

Palavras-chave: Hipertens&o. Dieta. Sal. Acido félico. PAGd.
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ABSTRACT

Arterial Hypertension is the main risk factor for cardiovascular diseases, and high salt
(NaCl) intake is one of its causes. The dorsal region of periaqueductal gray matter
(dPAG) is a mesencephalic structure involved in cardiovascular function. Since folic
acid (FA) deficiency may lead to higher rates of vascular diseases, this study
investigated the peripheral and central cardiovascular effects of FA and of animals
with salt-sensitive hypertension. Rats were submitted to the hypertension induction
protocol, receiving NaCl (1.8%) for 30 days (HYP), or water (CTR). At the end of the
protocol, part of the animals from HYP and CTR groups were kept on normosodic
diet for 10 days (HYP+10 and CTR+10, respectively) and their blood pressure was
recorded. On HYP subgroup animals, at the end of treatment, it was administered FA
(3, 9 or 15nmol/50nL) or saline (50nL) intra-dPAG for blood pressure recording.
Another subgroup of HYP animals, at the end of treatment, received intraperitoneally
(ip.) saline or FA (5 or 10 mg/kg) for three consecutive days and they were submitted
to acute restraint stress. High salt intake induced an increase of mean arterial
pressure (MAP) (P=0.0002). However, there were no statistically significant
differences in heart rate (HR). The HYP+10 group maintained an increase of MAP
after 10 days of diet discontinuation (P=0.0221). FA microinjection into dPAG caused
a decrease in MAP of hypertensive animals at 9nmol/50nL (AMAP: Time: P=0.0844;
Treatment: P=0.0064), and 15nmol/50nL doses (AMAP: Time: P=0.6929; Treatment:
P=0.0019). Similarly, ip. administration of FA for three days induced a decrease in
MAP of hypertensive animals at both doses of 5 mg/Kg (P=0.0162) and 10 mg/kg
(P=0.0129). No changes were observed in acute restraint stress cardiovascular
response. In conclusion, FA attenuates salt-sensitive hypertension in rats acutely,
both systemically and via dPAG, suggesting the possible involvement of central
nervous system in this hypertension and revealing its potential adjuvant in treatment
of hypertension.

Key words: Hypertension. Diet. Salt. Folic acid. dPAG.
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1. INTRODUCAO

O controle da presséo arterial pode ser realizado a longo prazo,
através de hormb6nios como o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA); a
curto prazo (via neural), através de nucleos bulbares e suprabulbares; ou ainda, por
mecanismos locais. No controle neural, quando hd uma mudanca na pressao
arterial, o mecanismo barorreflexo promove ajustes rapidos por meio de
barorreceptores e éareas bulbares (DAMPNEY, 1994; DAMPNEY et al.,2002).
Através de integracdes com as regifes do ndcleo do trato solitario (NTS) e da regido
ventrolateral caudal do bulbo (CVLM), a regido ventrolateral rostral do bulbo (RVLM)
modula a saida simpética direcionada para o sistema cardiovascular para ajustes da
pressdo arterial. Ainda, regibes suprabulbares como a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), hipotalamo
dorsomedial e amigdala possuem projecbes para as areas bulbares, assim
influenciando suas respostas cardiovasculares em diferentes situagcdes (DAMPNEY
et al., 1994; DAMPNEY et al., 2002).

A PAG é uma estrutura mesencefalica envolvida em diversas
funcBes biolégicas inclusive na integracdo das respostas comportamentais e
cardiovasculares (HUANG et al., 2000). Huang et al. (2000) descrevem que a PAG,
junto com o NTS, controla as funcbes cardiorrespiratorias por uma via
noradrenérgica, demonstrando a Iimportancia dessa éarea na modulacéo
cardiovascular. A PAG ¢é subdividida anatomicamente em quatro colunas
longitudinais: a regido dorsomedial (dmPAG), dorsolateral (dIPAG), lateral (IPAG) e
ventrolateral (VIPAG), que diferem em relagdo a suas propriedades funcionais,
quimicas e conexdes anatdmicas (DAMPNEY et al., 2013). A estimulacdo quimica
com aminoacidos excitatorios na PAGdm, também conhecida como PAG dorsal
(PAGd), evoca respostas pressoras e taquicardica em ratos (ROSSI et al., 1994;
BANDLER et al.,, 2000), e outros estudos demonstram que a microinjecdo de
noradrenalina nessa area evoca resposta pressora mediada por liberacdo periférica
de vasopressina (PELOSI & CORREA, 2005; PELOSI et al., 2006). Resstel et al.
(2008) sugerem em seu estudo que a hipertensao induzida pelo consumo de etanol
€ mantida pela liberacdo de vasopressina, jA que nesse modelo de hipertensdo a
diurese € intensa inicialmente. Assim, acredita-se que a PAGd, por atuar

principalmente na modulagcdo da resposta pressora no sistema cardiovascular



mediada por liberacdo de vasopressina, possa estar envolvida na hipertensédo sal-
sensivel, j& que este também € um modelo onde a diurese € intensa.

Quando h& um desbalanco no controle cardiovascular, diversas
doencas podem se desenvolver. A hipertensdo arterial € uma condicao clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial.
Esta condicao € o principal fator de risco para doencas cardiovasculares e leva ao
Obito aproximadamente 9,4 milhdes de pessoas por ano no mundo, sendo cerca de
1,7 milhdes desses Obitos atribuidos ao consumo de sédio (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). A manutencdo da pressao arterial elevada resulta em
alteracbes estruturais e funcionais em 6rgaos alvo como coracédo, encéfalo, rim e
vasos sanguineos, levando a doencas como hipertrofia ventricular esquerda, angina,
infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico (AVE), nefropatia
hipertensiva, doenca vascular periférica, entre outras (FUCHS et al, 1994).

A hipertensdo arterial pode ser classificada em primaria ou
essencial, onde a causa subjacente ao seu desenvolvimento ndo é conhecida e nao
possui causas secundarias (FERRARI & KROZOWSKI, 2000), e secundaria, sendo
a causa conhecida e podendo ser de origem renal, vascular, enddcrina ou
neurogénica (SIMONETTI et al., 2002). A hipertensdo essencial humana
corresponde a cerca de 95% de todos os casos de hipertensdo, e € uma doenca
relacionada com a ingestédo do sal, ja que sociedades com dieta de baixo teor de sal
ndo possuem hipertensdo. No entanto, se essas pessoas migram para uma
sociedade de alto consumo de sal, cerca de 30% ird apresentar um aumento
significativo na presséo arterial (TOBIAN, 1991; CARRETERO & OPARIL, 2000). Da
mesma forma, ha determinadas linhagens de ratos que desenvolvem um aumento
significativo na pressao arterial quando colocados sob uma dieta de alto teor salino
(TOBIAN, 1991). Esses individuos sdo chamados sal-sensiveis, e sua pressao
arterial aumenta em 10% ou mais em relacdo a pressao arterial basal quando
ingerem sal (AMODEO & HEIMANN, 1998).

Um achado frequente entre os pacientes sensiveis ao sal com
hipertensé@o essencial € um aumento na retencéo de sédio durante dieta rica em sal
(CAMPESE,1994). Ainda, segundo Campese (1994), a elevacao relacionada com
sal na pressdo sanguinea € mantida principalmente por aumento da resisténcia
vascular periférica. Para Poch et al. (2001), este fenotipo € heterogéneo entre os

individuos e cerca de 50% dos pacientes com hipertensdo sdo sensiveis ao sal.
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Além disso, estima-se que 25% dos individuos normotensos sejam sal-sensiveis.
(WEINBERGER, 1996). Dos Santos et al. (2006) verificaram que ratos Wistar em
uma dieta de alto teor de sédio por 4 semanas apresentam aumento da pressao
arterial com alteracbes sitio-especificas na reatividade vascular em resposta a
fenilefrina.

Um fator de risco estabelecido para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares é a hiperhomocisteinemia. A hiperhomocisteinemia € o ecesso do
aminoacido homocisteina (Hcy) no sangue, o qual contém enxofre toxico que pode
induzir disfuncdo neuronal e morte celular. Ela estd bem estabelecida como
marcador de risco para doenca arterial coronariana (CLARKE et al.,, 1991;
STAMPFER et al., 1992; HANKEY & EIKELBOOM, 1999). O acido félico, também
conhecido como vitamina B9, é um cofator de reacdo enzimética essencial para a
formacdo celular, que promove a metilacdo da Hcy. Folato € a forma desprotonada
do acido folico, obtida da dieta, enquanto que o acido folico é a forma sintética
utilizada para fortificar alimentos e suplementos nutricionais (DJUKIC, 2007). A
deficiéncia de acido folico resulta em rupturas de cadeia de DNA e hipometilacéo de
DNA através de niveis elevados de Hcy (POGRIBNY et al., 1997). Essa deficiéncia
esta relacionada a taxas mais elevadas de doencas vasculares (BOUSHEY et al.,
1995). Comprovando esta relacdo, Stanger et al., (2002) demonstrou que o
tratamento com &cido folico diminui os niveis de Hcy e, por consequéncia, diminui a
reatividade do vaso de resisténcia a hiperemia reativa pds-isquémica em pacientes
com aterosclerose. A concentragao de Hcy aumenta significativamente com a terapia
diurética a longo prazo, com deplecao dos estoques de folato (TAYLOR et al., 1991,
MORROW & GRIMSLEY, 1999), o que pode prejudicar o tratamento. Huo et al.
(2015) demonstraram que a terapia com o &cido folico reduz em 21% o risco
primario de acidentes vasculares encefalicos em pacientes hipertensos na China,
quando comparado com o tratamento anti-hipertensivo por si s6. Portanto, acredita-
se gue a suplementacdo de acido folico pode diminuir também o aumento da
pressdo arterial causado pela hipertensdo e ser utilizado como tratamento para a
mesma.

Ainda, o estresse também tem sido descrito como um fator de risco
para doencas cardiovasculares, intensificando respostas simpaticas, contribuindo
para o aumento da contratilidade e frequéncia cardiaca. Inicialmente, a resposta ao

estresse objetiva uma adaptacéo do organismo para uma situagao de “luta ou fuga”,
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porém a ativacdo aumenta a secrecdo de glicocorticoides e intensifica a estimulacao
simpatica, afetando diretamente o sistema cardiovascular (WITTSTEIN, 2012;
HERMAN, 2013). Em individuos com hipertenséo, o estresse pode causar um infarto
ou AVE, podendo levar a 6bito (FUCHS et al, 1994). Na sociedade atual, o estresse
esta presente no cotidiano dos individuos, o que favorece a importancia do combate
a hipertensao e outras doencas para evitar o surgimento de novas patofisiologias.
Sabe-se que a hipertensdo é uma das principais causas de
mortalidade no mundo, e que o alto consumo de sal pode causar essa patologia.
Apesar do conhecimento de que o acido folico age beneficamente em determinadas
patologias cardiovasculares, e que a PAG modula a funcédo cardiovascular, ndo se
conhecem estudos que sugerem o &cido félico como tratamento para a hipertensao,
tampouco a interagdo dessa vitamina com a PAGd e o estresse. Portanto, o
presente estudo avaliou se a administracao de acido félico em ratos com hipertensao
induzida por sal pode reduzir a pressao arterial desses animais em condi¢des basal

e de estresse, e se existe a participacdo da PAG nessa modulacao.
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2. OBJETIVO

2.1 GERAL
Avaliar o efeito da administracdo de &cido félico sistémico e intra

PAGd em animais com hipertensao sal-sensivel sobre parametros cardiovasculares.

2.2 ESPECIFICOS

[) Induzir a hipertenséo sal-sensivel em ratos normotensos através da ingestao de
NaCl 1,8%

II) Verificar se a hipertensédo se mantém apdés a retirada da ingestdo de NaCl 1,8%

[II) Avaliar o efeito sistémico do acido folico em parametros cardiovasculares de
ratos com hipertenséo induzida por ingestdo de NaCl 1,8%

IV) Avaliar o efeito da administracéo periférica de acido folico em ratos hipertensos
sal-sensiveis durante o estresse de restricdo agudo

V) Avaliar o efeito cardiovascular da microinjecdo de acido folico na PAGd de ratos
com hipertenséo induzida por ingestéo de NaCl 1,8%
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3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar com 55 dias de idade, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas da UEL. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas sob condicdes
padronizadas (temperatura de 25 + 1°C, sob um ciclo claro-escuro de 12 horas) e
agua e racao a vontade (CEUA processo n.9067.2015.68).

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (Fig.1): 1)
grupo hipertensao (HYP), onde NaCl (1,8%) foi administrado por 30 dias dissolvido
em agua potavel a vontade (SANTOS et al, 2006; Fig. 1A); 2) grupo controle (CTR),
0s quais ndo foram submetidos ao protocolo de hipertensdo e nao receberam as
drogas (Fig. 1A); 3) grupo hipertensdo + 10 dias (HYP+10), no qual os animais
hipertensos do protocolo de hipertenséo receberam agua potavel por 10 dias apos o
protocolo (Fig. 1A); 4) grupo hipertensdo + droga periférica (HYP+DP), onde os
animais deste grupo foram submetidos ao protocolo de hipertenséo por sédio 1,8% e
receberam por via intraperitoneal (ip.) salina ou acido félico em diferentes
concentracbes por 3 dias consecutivos (5 ou 10 mg/Kg; adaptado de MATTE et al.,
2006) e passaram pelo estresse de restricdo agudo (Fig. 1B); 5) grupo hipertenséo +
droga central (HYP+DC), onde os animais deste grupo foram submetidos ao
protocolo de hipertensao por sédio 1,8% e receberam por via PAGd salina ou acido
félico em diferentes concentracdes de forma aguda (3, 9 ou 15 nmol/50 nL; adaptado
de TALLAKSEN et al., 1992; Fig. 1C).

3.2 DROGAS

As drogas tribromoetanol (Br3CICH20H; Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), uretana (C3H7NOZ2; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e acido fdlico (Sigma-
Aldrich; BR) foram diluidas em solucdo salina (0,9%, NaCl). Estreptomicinas e
penicilinas (Pentabidtico®, Fontoura-Wyeth, S&o Paulo, Brasil) e Flunixina

meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil) foram utilizados como previsto.
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3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA PARA IMPLANTACAO DA CANULA GUIA

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (i.p.;
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e fixados em um estereotaxico (Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil). Apds anestesia subcutanea no couro cabeludo do rato com xilocaina
com vasoconstritor a 2%, o cranio foi exposto cirurgicamente e uma canula guia de
aco inoxidavel (23G; 11mm de comprimento) foi implantada. As coordenadas
estereotaxicas para implantacdo da canula guia na PAGd foram selecionadas a
partir dos atlas do cérebro de Paxinos e Watson (2007): Antero posterior= + 2,7mm
em relacdo a linha interaural; lateral= + 2,5mm em relacdo a sutura sagital; vertical=
- 4,7mm em relacdo a estrutura O0ssea da calota craniana; Incisivo, - 3,2; torre
inclinada lateralmente em 26°. A canula foi fixada ao cranio por um parafuso
previamente implantado na calota craniana e por uma prétese de resina acrilica
autopolimerizavel. Um mandril de 0,2mm de diametro foi introduzido na canula para
evitar a obstrucdo da mesma durante o periodo de recuperacdo. Como medida
profilatica, ao final da cirurgia, os animais receberam uma injec&o intramuscular de
0,2 ml de pentabibtico veterinario (im.; Fontoura-Wyeth, Sdo Paulo, Brasil) e de
analgésico nao esteroidal, flunixina meglumina (2,5 mg/kg, sc.; Banamine®,
Schering Plough, Brasil). Apos a cirurgia os animais foram levados ao biotério para
recuperacado por 48 h antes de serem submetidos a cirurgia de canulagdo da artéria

femoral.

3.4 ANALISE DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os parametros cardiovasculares avaliados foram presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Para verificar se o protocolo de ingestao
de NaCl 1,8% causou aumento da PAM, a andlise dos parametros cardiovasculares
foi realizada de forma né&o invasiva, utilizando um método de registro de presséo por
volume, onde a pressao foi obtida através de um transdutor acoplado a cauda do
rato e as informagdes enviadas para um sistema de aquisicdo de dados denominado
CODA (Kent Scientific, Torrington, CT).

Para avaliar a administracdo das drogas na PAGd no grupo
HYP+DC, 48h apls a cirurgia estereotaxica os animais foram anestesiados com

tribromoetanol (0,25g/Kg, i.p.) para a realiza¢do da cirurgia de canulacdo, na qual é
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implantada uma canula na artéria femoral, para registro da PA e FC. A canula é
constituida de um segmento de polietileno PE-10 (4,5cm) soldado a outro segmento
de polietleno PE-50 (13,5cm), previamente preenchida com anticoagulante
(heparina a 0,25% em salina) e obstruida com um pino de metal. Apds implante, o
cateter foi exteriorizado na regido dorsal do animal através de um trocater, por via
subcutanea, e fixada a pele por sutura cirargica. Apdés a cirurgia, 0s animais
receberam o analgésico flunixina meglumina (2,5mg/kg, sc.; Banamine®) e foram
mantidos em caixas individuais, observando-se um tempo de recuperacdo de 24
horas para posterior registro da PA e administracédo das drogas via i.c.

Antes do inicio do registro da PA, 0,1mL de solucdo salina com
heparina a 0,25% foi injetada no interior das canulas, para evitar que as mesmas
sejam obstruidas pela formacao de coagulos. Em seguida, a canula implantada na
artéria femoral foi conectada a um transdutor de PA (UTAH), conectado ao
amplificador de sinal (AECADO4F/ AVS Projetos, Brasil), e esse a um sistema de
registro computadorizado (AQCAD/ AVS Projetos, Brasil). O registro foi feito com os
animais acordados e em livre movimentagcdo em caixas individuais.

Seguidas 24h da cirurgia de canulacdo da artéria femoral, os
animais foram levados para sala de experimentagcao, onde permaneceram por 1 hora
para adaptacdo as condicfes ambientais previamente ao experimento.

Para avaliar os parametros cardiovasculares no grupo HYP+DP, os
animais foram submetidos ao protocolo de canulacédo da artéria femoral e registro da
PA previamente descritos.

Com o objetivo de verificar se a hipertensdo permanecia ap6s o
término da ingestdo de NaCl 1,8%, um grupo de animais recebeu agua potavel por
10 dias consecutivos. Durante este periodo, a PA e a FC foram aferidas diariamente
no periodo matutino através do sistema de aquisicdo de dados CODA (Kent

Scientific, Torrington, CT).

3.5 TRATAMENTO PERIFERICO

ApOs o registro ndo invasivo através do CODA para a constatacéo
da hipertensdo nos animais, foi realizada a administracao de acido félico via ip. nas
doses de 5 ou 10 mg/Kg ou administrada solucéo salina no dia seguinte ao registro,

no periodo matutino por 3 dias consecutivos e com intervalo de 24h apés cada
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administracdo. Posteriormente a segunda administracdo, o0s animais foram
submetidos a cirurgia de canulacdo da artéria femoral como descrito acima. 30
minutos apos a ultima administracéo, foi realizado o registro da PA através da canula
inserida na artéria femoral durante 15 minutos para avaliar se houve alteracdes entre
0s parametros cardiacos antes do inicio das administracbes e apds a Uultima

administracao.

3.6 ESTRESSE DE RESTRICAO AGUDO

O protocolo de estresse de restricdo consistiu na introducao dos
animais do grupo HYP+DP em um tubo cilindrico de plastico (18cm de comprimento;
7cm de diametro) durante 1 hora, apds 15 minutos de registro da PA basal. Assim,
as canulas foram exteriorizadas na parte superior do tubo, de modo que
continuassem conectadas ao transdutor de sinal e, consequentemente, 0 registro

nao fosse interrompido.

3.7 MICROINJEGAO DE DROGAS

As microinje¢des i.c. no grupo HYP+DC foram realizadas apo6s 10
min de registro da PA, com uma agulha de inje¢cado (185um de didmetro externo,
33G) introduzida através da canula guia até que sua ponta estivesse 1mm abaixo da
extremidade final da canula. Um volume de 50nL foi injetado de cada concentracao
(AF 3 nmol, 9 nmol, 15 nmol ou solucdo salina) utilizando uma microsseringa
operada a mao de 1 yL (KH7001, Hamilton Co., EUA) conectada a agulha de injecéo
por um segmento de tubo de polietileno. O volume injetado foi controlado checando
o movimento de uma bolha de ar dentro do tubo de polietileno. Ap6s a microinjecao,

a PA foi registrada por 20 min.

3.8 HISTOLOGIA

Apo6s o fim do experimento, os animais do grupo HYP+DC foram
anestesiados com Uretana 1,25 g/Kg (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) e 50 nL de
azul de Evans 1% foram injetados intra PAGd para marcar o local da microinjecdo. O

torax foi cirurgicamente aberto, a aorta descendente foi ocluida, o atrio direito
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cortado, e o cérebro foi perfundido com 0,9% de solucdo salina seguida por
formalina a 10% através do ventriculo esquerdo. O cérebro foi retirado, armazenado
e cortado posteriormente em seccdoes de 40 pum de espessura em criostato
(CM1900; Leica, Wetzlar, Alemanha). Os locais das microinjegbes foram
identificados com o auxilio do atlas de cérebro de rato (PAXINOS & WATSON,
2007).

3.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A GRUPOS HYP, HYP + 10 E CTR
Dia 1 30 40
Metodologia Inicio da dieta Fim da dieta; Avaliacdoda PA
com sodio avaliacio da (HYP + 10)
(HYP) ou 4gua PA
(CTR)
B GRUPO HYP+DP
Dia 1 30 31 33
| |
L
| | | |
Metodologia | Inicio da Fim da dieta; Tratamento com
dieta com avaliacdo da acido félico ou
sodio PA salinai.p.;

avaliacdo da PA
e estresse por
restricdo




GRUPO HYP+DC

30

31

33

18

34

———————————————————————

C
Dia 1
Metodologia Inicio da
dieta com
sédio

Fim da
dieta;
avaliagdoda
PA

Cirurgia
estereotaxica

Canulagdo
da artéria
femoral

Microinje¢do
de acido félico
ou salinaintra

PAGd;
avaliacdoda
PA

Fig.1. Delineamento experimental dos grupos HYP, CTR, HYP+10 (A), HYP+DP (B) e

HYP+DC (C).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises de normalidade dos dados foram realizadas por meio do

teste Shapiro-Wilk. O teste t de Student foi utilizado para comparar os parametros

cardiovasculares do grupo HYP e CTR, do grupo HYP+10 e CTR+10 e do grupo

HYP+DP. Para a andlise do grupo HYP+DC e do estresse de restricdo do grupo

HYP+DP foi utilizada analise temporal com o teste de variancia ANOVA de duas vias

e pos-teste de Bonferroni. O software GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para as

analises estatisticas. Significancia de 5% (P <0,05) foi considerado para todos os

testes aplicados.
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4. RESULTADOS

4.1 PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

A ingestdo de NaCl 1,8% induziu um aumento na PAM quando
comparado ao grupo controle (HYP: 127,2 £+ 2,5 mmHg, n=10; CTR: 106 + 3,8
mmHg, n=7, P= 0,0002, Fig. 2A). Entretanto, ndo houve diferencas significativas na
FC quando comparados ambos os grupos (HYP: 377,1 + 16 BPM, n=10; CTR: 379,1
+ 15,1 BPM, n=7, P=0,9331, Fig. 2B).
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4.2 EFEITO DA INGESTAO DE NACL 1,8% APOS 10 DIAS DE NORMALIZACAO DA DIETA

O grupo HYP+10 manteve a PAM aumentada mesmo apos 10 dias
de descontinuacéo da dieta, quando comparado ao grupo controle (HYP: 124,9 £ 6,5
mmHg, n=7; CTR: 104,9 + 4 mmHg, n=7, P=0,0221, Fig. 3A). Assim como nos
animais hipertensos, nao houve diferenca significante na FC entre o grupo HYP+10
e CTR+10 (HYP: 369,9 =+ 16,8 BPM, n=7; CTR: 363,8 £ 10,9 BPM, n=7, P=0,7666,
Fig. 3B).
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4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO PERIFERICA DE ACIDO FOLICO EM RATOS HIPERTENSOS SAL-

SENSIVEIS

A administracdo ip. de acido folico por 3 dias causou uma diminuicédo
da PAM em animais hipertensos quando comparados os valores antes do inicio das
administracdes e depois da ultima administracdo, tanto na dose de 5 mg/Kg (AF 5
mg/Kg antes: 140 £ 6 mmHg; AF 5 mg/Kg depois: 113 * 4,1 mmHg, n=8, P=0,0162,
Fig. 4A) quanto na dose de 10 mg/Kg (AF 10 mg/Kg antes: 126,6 + 2,4 mmHg; AF 10
mg/Kg depois: 112 + 2,8 mmHg, n=8, P= 0,0129, Fig. 4A). Ja a administracdo de
solugdo salina ndo causou diminuicdo estatisticamente significante na PAM dos
animais hipertensos (Salina antes: 123 = 4,8 mmHg; Salina depois: 113 + 1,7 mmHg,
n=7, P= 0,1156, Fig 4A). Assim como nos demais grupos, ndo houve alteracbes
significantes na FC dos animais hipertensos tratados (AF 5 mg/Kg antes: 357 + 15
bpm; AF 5 mg/Kg depois: 366 = 12 bpm, n=8, P=0,6407; AF 10 mg/Kg antes: 345 +
21 bpm; AF 10 mg/Kg depois: 306 + 13 bpm, n=8, P= 0,1982, Fig. 4B) e salina
(Salina antes: 366 + 18 bpm; Salina depois: 333 £ 9,8 bpm, n=7, P=0,1219, Fig 4B).
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4.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO PERIFERICA DE ACIDO FOLICO EM RATOS HIPERTENSOS SAL-

SENSIVEIS DURANTE O ESTRESSE DE RESTRIGAO AGUDO

A administracéo ip. de &cido félico por 3 dias ndo alterou a resposta
ao estresse de restricdo agudo na APAM em animais hipertensos tanto na dose de 5
mg/Kg (AF 5 mg/Kg: Tempo: F(8, 120)= 2,3, P=0,0058; Interacado: F(8,120)= 1,1, P=
0,3668; Tratamento: F(1,8)= 0, n=4, P= 0,9193, Fig. 5A) quanto na dose de 10
mg/Kg (AF 10 mg/Kg: Tempo: F(8, 165)= 4,3, P<0,0001; Interacdo: F(8,165)= 0,5,
P= 0,9485; Tratamento: F(1,11)= 0,3, n=7, P= 0,6091, Fig. 5A) quando comparados
ao grupo salina. Do mesmo modo, ndo foram observadas alteragdes na AFC desses
animais (AF 5 mg/Kg: Tempo: F(8, 120)= 19,9, P<0,0001; Interagéo: F(8,120)= 1,4,
P=0,1703; Tratamento: F(1,8)= 0,1, n=4, P= 0,78; AF 10 mg/Kg: Tempo: F(8, 165)=
8,3, P<0,0001; Interacdo: F(8,165)= 0,9, P= 0,5065; Tratamento: F(1,11)= 0,8, n=7,
P=0,3847, Fig. 5B) quando comparados ao grupo salina.
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4.5 EFEITO DA MICROINJECAO CENTRAL DE ACIDO FOLICO EM RATOS HIPERTENSOS SAL-

SENSIVEIS

A microinjecéo de acido félico na PAGd causou diminuicdo da PAM
em animais hipertensos na dose de 9nmol/ 50 nL (APAM: Tempo: F(15, 150)= 1,6,
P=0,0844; Interacao: F(15,150)= 1,5, P= 0,118; Tratamento: F(1,10)= 11,8, n=6, P=
0,0064), assim como na dose de 15 nmol/ 50 nL (APAM: Tempo: F(15, 135)= 0,8,
P=0,6929; Interacdo: F(15,135)= 1,6, P= 0,0728; Tratamento: F(1,9)= 18,9, n=5, P=
0,0019), quando comparado com animais hipertensos que receberam microinjecéo
de salina (n=6, Fig. 6A). Ja a dose de 3 nmol/ 50nL nao foi suficiente para causar
alteragOes significativas na presséo arterial (APAM: Tempo: F(15, 150)= 0,7,
P=0,7542; Interacdo: F(15,150)= 0,5, P= 0,9356; Tratamento: F(1,10)= 0,4, n=6, P=
0,5289, Fig. 6A). O acido folico ndo alterou a FC dos animais hipertensos nas doses
de 3 nmol/ 50 nL (AFC: Tempo: F(15, 165)= 0,8, P=0,6393; Interacdo: F(15,165)=
1,3, P= 0,2265; Tratamento: F(1,11)= 3,2, n=6, P= 0,2575), 9 nmol/ 50nL (AFC:
Tempo: F(15, 150)= 1,1 , P=0,3727; Interacdo: F(15, 150)= 0,7, P= 0,7234;
Tratamento: F(1,10)= 1,5, n=5, P= 0,2484) e 15 nmol/ 50 nL (AFC: Tempo: F(15,
135)= 1, P=0,4137; Interacao: F(15, 135)= 1,4, P= 0,1395; Tratamento: F(1,9)= 0,3,
n=4, P= 0,5913) quando comparados com o grupo salina (n=7, Fig. 6B).
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4.6 DETERMINAGAO HISTOLOGICA DOS SIiTIOS DE MICROINJEGAO
Diagramas ilustrando os sitios de microinje¢cdo na PAGd dos animais
utilizados no presente estudo, assim como uma fotomicrografia da secc¢ao coronal do

cérebro de um rato representativo do grupo indicando o sitio de microinjecdo na

PAGd estéo presentes na figura 7A e 7B.

A 1A (mm): 3.40 2.96

Fig.7A. Representagdo diagramatica das secgles cerebrais de ratos (Paxinos & Watson,
1998) apresentando a distribuicdo dos sitios de microinje¢des (circulos pretos) na PAGd.
SC= coliculo superior; PAG= substancia cinzenta periaquedutal; IA= distancia da linha
interaural. B. Fotomicrografia da sec¢éo cerebral indicando o sitio de microinjecdo na PAGd.

Ag= aqueduto; PAGd= substancia cinzenta periaquedutal dorsal.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que mesmo apo6s 10 dias da retirada
do NaCl 1,8% da dieta, os animais sal-sensiveis hipertensos continuam com a PA
elevada, e que o acido félico diminui a PA dos animais hipertensos, além da
participacdo da PAGd nessa modulacéo.

Dos Santos et al. (2006) demonstraram em seu estudo que a
ingestdo de NaCl (1,8%) juntamente com a agua por 30 dias é capaz de induzir uma
hipertensdo sensivel ao sal em ratos Wistar saudaveis, sem alteracdo da FC. O
presente estudo confirmou tais dados. Entretanto, ndo se conhecem estudos que
indiguem por quanto tempo essa hipertensdo é mantida mesmo apos a retirada do
NaCl. Para demonstrar que o tempo entre o final da dieta hiperssédica e o dia do
tratamento com &cido félico ndo interfere nos resultados, a PA dos animais
hipertensos foi aferida apds 10 dias do final da dieta. Mesmo apos 10 dias, 0s
animais hipertensos continuam com a PA elevada, confirmando a hipétese de que
nao ha interferéncia do tempo na hipertensdo e tratamento com acido folico nesses
animais.

O &cido fdlico € uma vitamina B solivel em agua néo produzido pelo
organismo, sendo necessaria sua ingestdo através dos alimentos, ja que é
considerado um nutriente essencial para a sintese de nucleotideos de purina e
timina e para a sintese de metionina a partir de Hcy, sendo essencial fundamental
para a formagéo celular (FRISO & CHOI, 2002). Por ser um aminoéacido contendo
enxofre toxico que pode induzir disfuncdo neuronal e morte celular, os niveis de Hcy
devem ser mantidos baixos (POGRIBNY et al.,, 1997). Sabe-se que a Hcy esta
relacionada a doencas vasculares (BOUSHEY et al., 1995), e que o acido félico
pode diminuir seus niveis, diminuindo a reatividade do vaso de resisténcia de
pacientes com aterosclerose (STANGER et al.,, 2002). O presente estudo
demonstrou a relagéo do acido folico com a hipertenséo sal sensivel, aléem disso o
acido félico microinjetado na PAGd, uma area de integracdo de funcdes
cardiovasculares e comportamentais, levou a uma atenuagdo da PAM dos animais
hipertensos. Forman et al. (2005) observaram em mulheres hipertensas tratadas
com acido folico a 0,5 mg/d, juntamente com a vitamina B6, durante 4 anos, a
diminuicdo da PA. Devido a co-administracdo das vitaminas, estes autores nao

comprovaram a relacdo do &cido félico com a diminuicdo da hipertensdo, mas
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sugerem a reducdo da Hcy como responsavel por essa queda na PA. No presente
estudo foi realizada somente a administracdo de &acido félico, o que além de
corroborar com o estudo de Forman et al. (2005), confirma a ligagdo entre o acido
félico e a hipertenséo. Outro estudo, realizado por Van Dijk et al. (2001), observaram
apos dois anos de suplementacdo de acido félico a 0,5 mg/d em individuos
saudaveis a reducdo da PA e melhora dos resultados de eletrocardiograma de
esforco, demonstrando o beneficio da suplementacdo de acido félico no sistema
cardiovascular inclusive de individuos normotensos. Stanger et al. (2003)
apresentam como consenso que individuos com risco cardiovascular devem ser
suplementados com doses de 0,2 a 0,8 mg/dia de acido félico por um periodo de 4 a
6 semanas. No presente estudo as doses administradas foram de 5 mg/Kg e 10
mg/Kg por um periodo de 3 dias. Apesar da dose acima da recomendada, a
suplementacdo com acido folico é considerada segura, pois sua toxicidade é
extremamente baixa mesmo com uso prolongado, como visto por Selhub et al.
(1993) em estudo com suplementacdo de 10mg/dia por 5 anos, onde nao
observaram efeitos adversos.

O estresse de restricdo € um modelo que promove uma situacao de
estresse inevitavel para o animal, levando a um aumento na PA e taquicardia
através de respostas neuroenddcrinas e cardiovasculares (MCDOUGALL et al.,
2000). O presente estudo néo observou uma relacéo entre o acido folico e estresse
em animais hipertensos sal-sensiveis tratados sistemicamente. Light et al. (1983)
sugerem em seu estudo que o estresse esté relacionado a retencdo renal de sédio
em pacientes do sexo masculino de risco hereditario para hipertensdo e pacientes
com PA limitrofe. Em individuos com hipertensdo sal-sensivel, acredita-se que esta
retencdo possa causar maiores danos aos rins, ja que a retencao sodica ja existe
nessa patologia. Nao se conhecem estudos sobre a utilizagdo &cido félico em
animais ou individuos hipertensos em situacdo de estresse, tornando o presente
estudo pioneiro nesta avaliacdo e impossibilitando maiores discussoes.

N&o se sabe por quais mecanismos o acido foélico reduziu a PA dos
animais hipertensos. Acredita-se que possa ser através da diminuicdo dos niveis de
Hcy, aumento dos niveis de 6xido nitrico (NO) e/ ou por mecanismos epigenéticos. A
Hcy € um importante fator contribuinte para a fisiopatologia da hipertenséo devido a
participacdo deste no remodelamento vascular, disfuncdo endotelial e estresse
oxidativo (YILDIRIM et al., 2015).
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O estresse oxidativo pode ser descrito como um processo de leséo
causada as ceélulas pela oxidacdo de macromoléculas resultantes da formacao
aumentada de EROs e/ou diminuicdo da reserva de antioxidantes (ZALBA et al.,
2001). Uma producdo aumentada de EROs causa perda de biodisponibilidade de
NO, o que prejudica a funcéo endotelial (PANZA et al., 1990). Além disso, 0 aumento
de EROs pode estimular a hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa vascular,
estando relacionada a hipertensdo (GRIENDLING et al., 2000). O &cido félico pode
ter efeitos benéficos na pressdo sanguinea, aumentando a sintese de NO nas
células endoteliais (STROES et al.,, 2000). O estudo de Pravenec et al. (2013)
demonstrou que a deficiéncia de acido félico por 4 semanas acarretou em aumento
do estresse oxidativo e da pressao sistélica em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). O é&cido fdélico parece atuar aumentando a biodisponibilidade da
Tetraidrobiopterina (BH4), um cofator da sintese de NO, favorecendo com isso o
acoplamento de oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e o subsequente aumento na
produgcdo de °NO (ZHANG et al., 2014). Desta forma, o &cido folico pode estar
modulando a PA através da diminuicdo do estresse oxidativo através do aumento
indireto de NO, sendo esse estresse oxidativo causado ou ndo pelo aumento da
Hcy.

J& a epigenética é definida como o estudo das alteracdes
hereditarias na expresséo do gene que ocorrem sem uma alteracdo na sequéncia de
DNA. Diversos dados na literatura jA associam a metilacdo com a hipertenséo
arterial sal-sensivel (MU et al., 2011; POJOGA et al., 2011; LIU et al., 2014; WANG
et al.,, 2014). Smolarek et al. (2010) encontraram, em amostras de DNA sanguineo
de pacientes com hipertenséo essencial em diferentes estagios, que o nivel de 5mC
do DNA é diminuido e correlaciona-se com o grau de hipertensdo. Além disso, a
metilagdo tem sido associada a varios biomarcadores, incluindo a Hcy (INGROSSO
et al., 2003). Uma vez que a Hcy pode ser metilada a metionina por transferéncia de
um grupo metil a partir de 5-metil tetrahidrofolato, o folato pode diminuir os niveis de
Hcy, resultando na restauracdo dos niveis de metilacdo do DNA e expressao de
genes correspondente (YAKUBU et al., 2016).

O presente estudo possui algumas limitacbes que devem ser
consideradas. O tratamento dos ratos com NaCl a 1,8% através da ingestdo de agua
aumenta a volemia desses animais, e por consequéncia, o volume urinario, tornanto

a manutencao das gaiolas e a reposi¢cao do bebedouro um trabalho diario para evitar
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estresse nos animais. Além disso, por ser um fendtipo heterogéneo, somente cerca
de 50% dos animais normotensos sao sal-sensiveis (WEINBERGER, 1996; POCH
et al., 2001) , sendo assim, apds 30 dias de tratamento, os animais considerados
sal-resistentes, ou seja, aqueles que nao apresentaram 10% de elevagcao da PA em
relacdo a PA basal (AMODEO & HEIMANN, 1998), foram excluidos desse projeto.
Algumas questbes permaneceram acerca dos mecanismos da hipertensdo sal-
sensivel, tornando necessaria a avaliagdo da metilacdo global desses animais e
algumas dosagens, como de estresse oxidativo, além de verificar a participacdo dos
horménios reguladores da PA nesse modelo.

Com base nos dados descritos, sugere-se que o acido félico possa
se tornar um grande aliado clinico na reducdo da hipertensdo, especialmente a
hipertensdo sal-sensivel, como demonstrado no presente estudo. Porém novos
estudos sdo necessarios para elucidar mecanismos envolvidos na hipertenséo sal-

sensivel e por quais vias o acido folico reduz a PA desses animais.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, pode-se concluir que o &acido fdlico atenua a
hipertensdo sensivel ao NaCl em ratos Wistar de maneira aguda, tanto
sistemicamente quanto via PAGd, sugerindo a participacdo do sistema nervoso
central nessa hipertensdo. Novos estudos sdo necessarios para investigar por quais
mecanismos o acido folico atua na hipertensdo sal-sensivel, revelando um potencial

adjuvante no tratamento da hipertenséo.
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