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RESUMO

Individuos prematuros apresentam maior risco para o desenvolvimento de
doenca cardiovascular, com evidéncias apontando para um papel do sistema renina
angiotensina na programacao dessas doencgas. Ainda, o bloqueio do receptor AT1
de angiotensina |l previne as alteragbes cardiacas decorrentes da exposi¢cao
neonatal a hiperdxia (modelo de condigbes adversas relacionadas a prematuridade)
em ratos jovens. Ademais, o sistema nervoso autbnomo tem sido proposto como
outro mecanismo importante na programacéo da doenga cardiovascular no adulto.
Considerando o papel de ambos os sistemas supracitados, o presente estudo teve
como objetivo investigar se o bloqueio neonatal do receptor AT1 previne as
alteracbes morfo-funcionais cardiacas decorrentes da hiperoxia pés-natal na idade
adulta. Ainda, se a hiperoxia neonatal leva ao prejuizo do controle autonémico
cardiaco em associagao ao estresse oxidativo, e qual o impacto do tratamento com
losartan sobre essas alteragdes. Filhotes de ratos Sprague-Dawley foram mantidos
com suas maes a 80% de O2 ou ar ambiente do dia 3 ao dia 10 de vida. Do dia 8 ao
dia 10 de vida, Losartan (20 mg/kg/dia) ou agua foram administrados por gavagem,
gerando assim 3 grupos experimentais: Controle+H20, O2-exposto+H20 e O2-
exposto+Los. A funcdo ventricular esquerda, hipertrofia e fibrose, expressao dos
componentes do sistema renina angiotensina, registros de presséao arterial e ECG de
24h, variabilidade da frequéncia cardiaca, balango simpato-vagal, inervagao
simpatica, sinalizagdo adrenérgica e marcadores de estresse oxidativo foram
examinados em ratos adultos. Os dados foram analisados por ANOVA de uma ou
duas vias seguido por post-hoc de Dunnet ou Kruskal-Wallis e apresentados como
meédia + DP ou mediana e intervalos interquartis. Os animais expostos ao O:2
desenvolveram disfuncéo cardiaca leve associada a hipertrofia e fibrose, bem como
diminuicdo da expressdo do receptor Mas e aumento de AT2, sem diferencas
significativas no AT1. O losartan preveniu o desenvolvimento de fibrose miocardica,
normalizou a espessura de parede ventricular, o diametro ventricular e o volume
sistdlico dos ratos expostos a hiperoxia. Todavia, o tratamento com losartan levou
também a reducgao da fragao de ejecao e fracdo de encurtamento e ndo preveniu as



mudangas na funcdo diastolica. Nenhuma modulagdo sobre os componentes do
SRA foi observada. Considerando o sistema nervoso autdbnomo, a exposi¢cao a
hiperoxia diminuiu significativamente a variabilidade da frequéncia cardiaca e
aumentou o balango simpato-vagal. O tratamento com losartan preveniu essas
alteragdes. Os grupos O2-expostos apresentaram aumento significativo do receptor
B1-adrenérgico e diminuicdo da inervagdo simpatica, sem modulagdo pelo
tratamento com losartan. Os animais O2-expostos ndo apresentaram aumento nos
marcadores de estresse oxidativo, apenas na expressdo da catalase, também sem
modulagéo pelo losartan. Nao houve diferengas significativas entre os grupos para a
pressao arterial de 24h. A exposicdo neonatal a hiperdxia leva a alteragdes
cardiacas morfo-funcionais, associada a mudancas de expressao dos componentes
do SRA e prejuizo do controle autondmico cardiaco, apontando um papel de ambos
os sistemas na programacéo da doenga por insultos perinatais. O bloqueio neonatal
de AT1 apresentou algumas repercussdes positivas em nivel de sistema
cardiovascular, atenuando o desenvolvimento de mudangas morfo-funcionais, tanto
em nivel tecidual quanto central sobre o sistema simpatico. Considerando esses
efeitos, outros estudos sdo necessarios para investigar e compreender o papel dos
sistemas renina angiotensina e autbnomo em insultos perinatais adversos, assim
como possiveis terapias possam ser elaboradas e testadas previamente a estudos

clinicos.

Palavras-chave: prematuridade, hiperoxia, sistema renina angiotensina,

cardiomiopatia, desenvolvimento programado, sistema nervoso auténomo.



ABSTRACT

Preterm individuals have higher risk to develop cardiovascular disease and
several clinical and experimental evidences indicate the role of the renin angiotensin
system on the programming of the diseases. Recently, it has been shown that the
angiotensin Il AT1 receptor blockade prevents cardiac changes due to neonatal
hyperoxia exposure (a recognized model of preterm birth related conditions) in young
rats. Furthermore, autonomic nervous system has been suggested as another
important mechanism on cardiovascular disease programming on adulthood due to
perinatal insults. Considering the role of both systems above cited, the present study
aimed to investigate if neonatal AT1 blockade prevents morpho-functional changes
due to neonatal hyperoxia exposure in adulthood. Moreover, if neonatal hyperoxia
leads to impairment of cardiac autonomic control in association with oxidative stress,
and whether there is an impact of neonatal treatment with losartan on these changes.
Sprague-Dawley pups were kept with their mothers under 80% of O2 or room air from
day 3 to 10 of life. Losartan (20 mg/kg/day) or water were administered by gavage
from day 8 to 10 of life, generating 3 experimental groups: Control + H20, O2-
exposed + H20, and O2-exposed + Los. Left ventricular function (echocardiography
and intraventricular catheterism), hypertrophy, and fibrosis, renin angiotensin system
components expression, BP and ECG recordings by telemetry, heart rate variability,
sympatho-vagal balance, sympathetic innervation, adrenergic signaling, antioxidants,
and oxidative stress markers were examined in adult rats of approximately 16 weeks.
Data were analyzed by one or two-way ANOVA followed by Dunnet’s post-hoc or
Kruskal-Wallis and were presented as mean + SD or median and interquartile
intervals. O2-exposed rats developed mild cardiac dysfunction, associated with
hypertrophy and fibrosis, as well as decreased Mas receptor and increased AT2
expression, without differences on AT1 expression. Neonatal AT1 blockade
prevented the development of fibrosis, normalized ventricular wall thickness, the
ventricular diameter and stroke volume of adult rats exposed to hyperoxia. However,
losartan neonatal treatment led also to decreased ejection fraction and fractional
shortening and did not prevent changes in diastolic function. No modulation over the



RAS components was observed. Considering the effects on the autonomic nervous
system, hyperoxia exposure significantly decreased heart rate variability and
increased sympatho-vagal balance. Losartan treatment prevented these changes.
Moreover, O2-exposed groups presented a significant increase of (B1-adrenergic
receptor and decreased sympathetic innervation, both without modulation by losartan
treatment. O2-exposed group did not present increase of oxidative stress markers,
only on catalase protein expression, also without modulation by losartan. Finally,
there were no differences between groups for 24h blood pressure. Neonatal
hyperoxia exposure leads to cardiac morpho-functional changes, associated to
altered pattern of renin angiotensin system components expression and cardiac
autonomic control impairment, showing a role of both systems on the programming of
disease by perinatal insults. Neonatal AT1 blockade presented positive repercussion
at the cardiovascular system level, attenuating the morpho-functional changes, both
at the tissue level, as well as centrally on the autonomic nervous system.
Considering these effects, other studies are necessary to investigate and compare
the role of the renin angiotensin and autonomic systems in adverse perinatal
conditions, as well as possible therapies to be elaborated and testes prior to clinical
studies.

Keywords: preterm birth, hyperoxia, renin angiotensin system, cardiomyopathy,

developmental programming, autonomic nervous system.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doengas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCV) compreendem um grupo de doengas de
diferentes etiologias que s&o responsaveis por altas taxas de internagdo hospitalar,
morbidade e mortalidade. Os indicadores e dados basicos do Ministério da Saude
mais atuais (2011) apontam que, no Brasil, as DCV representam em torno de 30%
da mortalidade total, atingindo mais de 5% das pessoas com 35 anos ou mais
(MINISTERIO DA SAUDE/ SVS, [s.d.]; MOURA et al., 2012), justificando a
necessidade de estudo e desenvolvimento de pesquisas cientificas na area. Mais
especificamente, segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (2016), a
distribuicdo da taxa de mortalidade por causas no Brasil no ano de 2013, se deu da
seguinte maneira: 31,4% por doengas isquémicas do coragdo, 29,5% por doengas
cerebrovasculares, 13,8% por doencas hipertensivas, 8,0% por insuficiéncia
cardiaca (IC) congestiva e 17,3% por outras DCV. Apesar da redugao observada
nas taxas de mortalidade por DCV ao longo dos ultimos anos, as doengas
hipertensivas apresentaram um aumento entre 2002 e 2009 e tendéncia a redugao
desde 2010. A hipertensédo arterial € uma condigao clinica multifatorial, caracterizada
por elevacido sustentada dos niveis presséricos = 140 e/ou 90 mmHg, a qual esta
frequentemente esta associada a disturbios metabdlicos, altera¢des funcionais e/ou
estruturais de 6rgaos-alvo, sendo agravada pela presencga de outros fatores de risco.
Dentre os fatores de risco classicos para o desenvolvimento de hipertensao arterial e
DCV em geral estdo idade, sexo, etnia, genética, excesso de peso e obesidade,
sedentarismo, ingestdo de sal, consumo de alcool e fumo, diabetes, presséo alta,
colesterol alto e fatores socioeconémicos (FRYAR; CHEN; LI, 2012; KOENE et al.,
2016; MALACHIAS et al., 2016).

Além dos fatores de risco classicos, estudos epidemioldgicos recentes tém
mostrado uma associacdo entre fatores ambientais adversos ocorridos durante o
periodo fetal/perinatal e o desenvolvimento de DCV e metabdlicas na vida adulta
(LEESON; LEWANDOWSKI, 2017; SARTORI et al., 2016). Esses dados vao ao
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encontro da hipétese de Barker (1995) da programacéo fetal da doenga no adulto,
que observou que individuos com baixo peso ao nascer (<2.5 Kg) apresentavam
maior mortalidade por DCV durante a vida adulta (BARKER, 1995). A partir de
entdo, muitos estudos epidemiologicos tém confirmado essa associagao e os termos
‘programacéao fetal” e “origem do desenvolvimento da saude e doenca do adulto”
(Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD) tém sido utilizados para a
sua descricdo (SUZUKI, 2018). Carr e cols. (2017) demonstraram, recentemente,
uma associagao positiva entre a idade gestacional ao nascer e o desenvolvimento
de DCV, na qual individuos com idade gestacional menor que 28 semanas
apresentam 17 vezes mais chance de desenvolver IC na idade adulta, quando
comparados a individuos nascidos a termo com 37 semanas ou mais. Assim, a
prematuridade pode ser considerada como um possivel fator de risco para o
desenvolvimento de DCV na idade adulta (CARR et al., 2017).

1.2 Prematuridade

A prematuridade, por definicdo, € considerada quando um nascimento ocorre
com menos de 37 semanas de gestacdéo (WHO - WORLD HEALTH
ORGANIZATION, [s.d.]), representando mais de 80% dos bebés com baixo peso ao
nascer (<2,5 kg) (ABITBOL; RODRIGUEZ, 2012). O nascimento prematuro ou pré-
termo é uma sindrome complexa multifatorial, considerada a principal causa de
morte entre neonatos (75% da mortalidade perinatal) e criangas com menos de 5
anos no mundo (PHILLIPS; ABBOT; ROKAS, 2015). Cerca de 5% dos nascimentos
pré-termo ocorrem com menos de 28 semanas de gestagcdo (prematuridade
extrema), 15% com 28-32 semanas (prematuridade severa), 20% com 32-33
semanas (prematuridade moderada) e 60-70% com 34-36 semanas (near term)
(GOLDENBERG et al., 2008). O nascimento pré-termo pode ocorrer tanto de forma
espontanea, apos parto prematuro com membranas intactas ou por ruptura
prematura de membranas do pré-termo (PPROM), ou também, como consequéncia
de parto iatrogénico por indicagées maternais e/ou fetais (TAN; TO, 2015). Diversos
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fatores e caracteristicas materno-fetais estdo associados ao nascimento pré-termo,
incluindo infecgdes ou inflamagéo, isquemia ou hemorragia utero-placentaria, super-
distensdo uterina, restricdo de crescimento intrauterino, caracteristicas materno-
demograficas (baixo status educacional e socioecondémico, baixa e alta idade
maternal), curto intervalo entre gestagdes, parto prematuro prévio, gestagdo multipla,
estado nutricional, caracteristicas psicoldgicas, estresse, depressao, asma, diabetes
e hipertensdo (GOLDENBERG et al., 2008; NUYT, 2008).

Apesar de todo o avango recente na prevencdo e manejo do nascimento
prematuro (TAN; TO, 2015; VENTO; SAUGSTAD, 2010), globalmente, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou recentemente que a taxa de
nascimentos pré-termo alcanga 9,6% (BECK et al., 2010). No Brasil, segundo o
Sinasc (Sistema de Informagbes sobre Nascidos Vivos), a prevaléncia de
nascimentos pré-termo oscilou entre 6 e 7%, de 2000 a 2010, enquanto as
estimativas corrigidas mostraram valores entre 11 e 12% para o mesmo periodo. No
triénio 2009-2011 a prevaléncia de nascimentos pré-termo no Brasil foi
aproximadamente de 11,7% (MATIJASEVICH et al., 2013). Esses numeros se
tornam alarmantes ao se observar o ranking dos paises com maior numero de
nascimentos prematuros, no qual o Brasil se encontra em 10° lugar segundo a OMS
(WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, [s.d.]).

Ademais, um aumento consideravel nas taxas de sobrevivéncia de bebés
prematuros, tem sido observado (NUYT et al., 2017). Até a metade dos anos 60,
quando as unidades neonatais foram criadas, as taxas de sobrevida para bebés
nascidos prematuros eram muito baixas. Nos ultimos 30 anos, observou-se um
grande avango no cuidado intensivo neonatal, considerando-se tanto
equipamentos/infraestrutura e pesquisas quanto o cuidado pelo corpo clinico, o que
colaborou para o aumento das taxas de sobrevivéncia de bebés prematuros para
96% e extremamente prematuros para 76% nos EUA em 2013 (RAJU et al., 2017).
Esse aumento reflete, hoje, no numero de adultos vivos que nasceram prematuros,

permitindo, portanto, o estudo do impacto da prematuridade na vida adulta.



19

1.3 Impacto da prematuridade na vida adulta: o desenvolvimento programado

das doencas

O nascimento prematuro € um reflexo de condi¢gdes adversas no ambiente
intra-uterino que estao diretamente associadas ao aumento no estresse oxidativo e
inflamac&o como infecgdes, pré-eclampsia, diabetes e obesidade materna (NUYT et
al., 2017). Ademais, complicagbes poOs-natais relacionadas a prematuridade como
sepse, desnutricdo, e seus tratamentos, como a suplementacdo de O2, nutricdo
parenteral e uso de esteroides contribuem para uma maior producdo de espécies
reativas de oxigénio e inflamacgao, colaborando para o prejuizo no desenvolvimento
e amadurecimento dos 6rgaos e sistemas no bebé (NUYT et al., 2017).

A adaptacdo a vida extra-uterina implica principalmente em modificagdes
cardiovasculares e respiratérias que ocorrem de maneira gradual durante os
primeiros minutos apdés o nascimento. Em condi¢cbes fisiolégicas, o feto é
relativamente hipdxico em relacdo ao adulto, uma vez que a pressao parcial de O2
arterial (PaOz2) aumenta de 40 - 50 mmHg do periodo fetal para 70 - 80 mmHg no
recém-nascido nos primeiros 5 a 10 minutos apds a cessacado da circulacdo pelo
corddo umbilical (TORRES-CUEVAS et al.,, 2017). Essa exposicdo do neonato a
relativamente altas concentracdes de O2 comparadas a vida intrauterina favorece o
aumento do conteudo sanguineo e biodisponibilidade de O2, levando a uma
‘explos&o” da geracéo de radicais livres de O2 (YZYDORCZYK et al., 2013). Bebés
prematuros e com baixo peso ao nascer apresentam seu sistema respiratorio e
antioxidante imaturos, sendo, portanto, mais vulneraveis ao dano oxidativo, uma vez
que € apenas no ultimo trimestre de uma gestacdo normal que ha aumento nos
niveis de enzimas antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; SUTHERLAND
et al., 2014). Ainda, o plasma neonatal e corddo umbilical de neonatos prematuros
apresentam baixos niveis de antioxidantes ndo-enzimaticos como a vitaminas A, C e
E, ceruloplasmina ferroxidase e transferrina (LINDEMAN et al., 2000; NEGI et al.,
2012). Adicionalmente, a combinacdo de um sistema antioxidante imaturo para
enfrentar este aumento na PO2 somado a necessidade de terapia com

suplementacdo de O2 e outros fatores pré-oxidantes, pode levar a um aumento
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significativo no estresse oxidativo no periodo pds-natal imediato (COMPORTI et al.,
2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; KATO et al., 2014; YZYDORCZYK et al.,
2013). Esse aumento significativo nas espécies reativas de oxigénio (ERO)
plasmaticas leva ao desenvolvimento de condi¢bes agudas frequentemente
observadas em bebés prematuros, como a retinopatia da prematuridade,
broncodisplasia pulmonar, enterocolite necrosante e hemorragia intraventricular
(ASKIE; HENDERSON-SMART, 2001; KATO et al., 2014). Em longo prazo,
considerando o sistema cardiovascular, este aumento de ERO leva ao
desenvolvimento de hipertensdo precoce, doengas metabdlicas e mudangas na
estrutura e fungcdo cardiaca, favorecendo o desenvolvimento de DCV (ABITBOL;
RODRIGUEZ, 2012; BERTAGNOLLI et al., 2016; NUYT et al., 2017). Esse
fendbmeno de adaptacgado e de respostas permanentes a longo prazo, decorrentes de
um estimulo que ocorreu durante um periodo critico do desenvolvimento, €&
denominado de “desenvolvimento programado” (LANGLEY-EVANS, 2006;
LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010).

As consequéncias mais tardias do nascimento prematuro e de condigcbes
perinatais adversas estdo comecando a ser reveladas. Estudos recentes tém
demonstrado que individuos nascidos pré-termo, e principalmente, com baixo peso
ao nascer, tém maior propensdo para o desenvolvimento de doenga
cerebrovascular, renal e cardiovascular, incluindo maior risco de IC e morte,
(ABITBOL; RODRIGUEZ, 2012; ROGGERO et al.,, 2013; SUTHERLAND et al.,
2014). O desenvolvimento programado dessas doengas se baseia em multiplos
mecanismos, dentre os quais estdo incluidas mudangas morfolégicas e funcionais
dos sistemas cardiovascular (KOWALSKI et al., 2016; LEWANDOWSKI et al., 2013)
e renal, alteragbes hormonais e metabdlicas, mudangas epigenéticas, alteragdo do
padrao celular de apoptose e proliferagdo, inducdo de estresse oxidativo e
processos inflamatorios (TOMAT; SALAZAR, 2014).
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1.4 Mecanismos do desenvolvimento programado das DCV

1.4.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo parece ser um dos componentes centrais dentre os
diversos fatores implicados nas condi¢cdes perinatais adversas e no desenvolvimento
programado da hipertens&o e disfungéo cardiovascular (NUYT, 2008; PERRONE et
al., 2016; TORRES-CUEVAS et al., 2017). Conceitualmente, o estresse oxidativo &
um desequilibrio entre a produgédo de agentes oxidantes e de defesas antioxidantes
em favor dos primeiros, podendo levar a lesdo tecidual e modificacbes na
sinalizagao redox e vias de controle especificas (JONES, 2006; KAUL et al., 1993).
Dentre os agentes oxidantes, os radicais livres (RL) sdo os principais atuantes,
sendo que RL é qualquer espécie quimica (atomo ou molécula) capaz de existir
independentemente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados, em
qualquer orbital, normalmente no mais externo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Sao, portanto, reativos e capazes de iniciar reagdes em cadeia por extrair um elétron
de moléculas proximas e completar seus proprios orbitais (GRIEVE et al., 2004).
Sua interagdo com moléculas biolégicas como aminoacidos, carboidratos, lipidios e
DNA pode levar a danos irreversiveis a essas estruturas (JONES, 2008).

O oxigénio molecular apresenta dois elétrons de spins paralelos no seu orbital
mais externo, que o torna um RL pouco reativo. Dessa forma, o oxigénio pode
receber um elétron e se tornar um forte agente oxidante. Por outro lado, para sua
completa redugao, deve receber quatro elétrons todos de uma vez, o que ocorre
com 95% do oxigénio consumido, envolvendo, portanto, a reducéo tetravalente do
oxigénio. O oxigénio restante (menos que 5%) é reduzido de forma monovalente
gerando intermediarios altamente reativos conhecidos como ERO (KAUL et al.,
1993).

A reducdo monovalente do oxigénio molecular leva a formagcdo do anion
superoxido (O2¢7). Este radical possui uma meia vida relativamente curta e limitada

capacidade de difusdo. Em pH acido, este anion é protonado na forma de HO2* que
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€ mais toxico as membranas devido a sua grande lipofilicidade. A enzima superoxido
dismutase (SOD) atua dismutando o O2¢ em um n&o radical, o peroxido de
hidrogénio (H202). Em mamiferos, existem 3 isoformas da SOD: a mitocondrial que
contém Mn (Mn-SOD), a citosodlica que contém Cu-Zn (Cu/Zn-SOD) e a extracelular
que também contém Cu-Zn (EC-SOD) (POLJSAK, 2011).

O H202 tem meia vida relativamente longa e pode atravessar as membranas
celulares e percorrer distancias consideraveis, causando danos em alvos distantes
de sua origem (KAUL et al., 1993). E reduzido pela catalase (CAT) ou por
peroxidases, como a glutationa peroxidase (GPx) (GRIEVE et al., 2004; MURPHY et
al., 2011). O que determina qual das enzimas estara mais ativa € a concentragao de
H202 e a localizagdo. A CAT esta presente principalmente nos peroxissomas e age
em concentragées nanomolar (nmol/L) de H202. J& a GPx atua em concentragdes
micromolar (umol/L) de H202 (ASCENSAO et al., 2003). A GPx utiliza a glutationa
reduzida (GSH) como um agente redutor para transformar o H202 em agua, sendo a
GSH transformada em sua forma oxidada (GSSG). Na presenca de metais de
transicdo como Fe* e Cu*™, o H20:2 é reduzido a radical hidroxil (OH") e ion hidroxil
(OH"). O OH" é altamente reativo, com tempo de meia vida muito curto e apresenta
limitada capacidade de difusdo. Dessa forma, modifica estruturas préximas ao seu
sitio de geragao, principalmente por abstracdo de hidrogénios de ligagbes
insaturadas. A adicdo de um quarto elétron juntamente com um préton leva a
formagdo de H20 (KAUL et al.,, 1993). A sequéncia de reagdes de reducdo do

oxigénio pode ser melhor visualizada na figura 1.
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Figura 1: Redugdo mono e tetravalente do oxigénio molecular. Adaptado de (LUSHCHAK, 2016).



23

As principais fontes intracelulares geradoras de ERO s&o a cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial in vivo, as NADPH oxidases (Nox), a xantina
oxidase e a oOxido nitrico sintase desacoplada (NOS-desacoplada) (AFANAS'EV,
2011; POLJSAK, 2011). A produgdo de ERO pela mitocbéndria se da através do
‘vazamento” de elétrons pelos dois transportadores de elétrons da cadeia
respiratoria, os complexos | e lll, o que contribui de maneira importante na
superproducdo de ERO, observada nas doencas cardiacas (AFANAS’EV, 2011). A
familia das NADPH oxidases (Nox) compreende diversas isoenzimas, sendo que
além da NADPH oxidase fagocitica (Nox2), seis homologas (Nox1, Nox3, Nox4,
Nox5, Duox1 e Duox2) estdo presentes em células n&do fagociticas. As enzimas
Nox2 e Nox4 exercem um papel importante na doenga cardiaca. Estudos mostram
uma forte associacdo entre a Nox2, também conhecida como gp91phox, com o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e IC. O aumento da atividade da Nox2
subunidade p47phox poés infarto do miocardio também foi relatado (AFANAS'EV,
2011). A enzima xantina oxidase, principalmente ativada em situagbes de isquemia-
reperfusdo, é também uma importante fonte de ERO. A forma nativa dessa enzima &
a xantina desidrogenase, que participa do metabolismo das purinas. Durante
situagdes de isquemia, existe uma conversdo da xantina desidrogenase em xantina
oxidase, através da modificagdo de um grupo sulfidril ou por clivagem proteolitica. A
xantina oxidase atua catalisando a reacédo da hipoxantina em &acido urico, mas em
acoplamento com a redugao parcial do oxigénio molecular, o que leva a geragao de
anion superoxido (MCCORD, 1988; RAEDSCHELDERS; ANSLEY; CHEN, 2012).
Finalmente, as 6xido nitrico sintases (NOS) catalisam a conversao da L-arginina a L-
citrulina e oxido nitrico (NO). Em situagbes de desacoplamento, essas enzimas
também produzem anion superoxido. As isoformas neuronal (nNOS ou NOS1) e
endotelial (eNOS ou NOS3) s&o constitutivamente expressas em cardiomidcitos,
enquanto que a isoforma induzivel (INOS ou NOS2) é ausente no coragéo higido,
sendo sua expressao estimulada por agentes pro-oxidantes. As NOS sao capazes
de produzir tanto ERO, como espécies reativas de nitrogénio, e dessa forma podem
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tanto potencializar (através da formagéo de peroxinitrito), como também atenuar
(através do NO) o dano cardiaco (AFANAS'EV, 2011).

Em baixas concentracdes, as ERO sdo moléculas de sinalizagédo, porém sua
producdo excessiva ou anormal leva ao estresse oxidativo (LEE; GIORDANO;
ZHANG, 2012). A interagdo das ERO com elementos biolégicos como aminoacidos,
carboidratos, DNA e lipidios de membrana, leva, na maioria dos casos, a lesbes
irreversiveis nestas biomoléculas. Os danos mais graves sao os causados aos
acidos nucléicos, podendo levar a alteracées na ordem de suas bases. Alteragdes
em aminoacidos especificos de enzimas podem levar a perda ou alteracido de
funcdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). As ERO sao também capazes de
romper ligagdes entre atomos de carbono e hidrogénio presentes em acidos graxos
poliinsaturados, componentes da membrana celular. A reacdo das ERO com essas
moléculas leva ao desemparelhamento dos elétrons das mesmas, gerando o radical
peroxil. Uma reagcdo em cadeia pode ocorrer a partir desse ponto, uma vez que esse
radical, bastante reativo, pode oxidar os lipideos insaturados adjacentes, levando ao
dano lipidico, também conhecido como peroxidagao lipidica ou lipoperoxidacao
(FAM; MORROW, 2003). As consequéncias desse processo sdo a diminuicdo da
fluidez da membrana plasmatica, aumento da sua permeabilidade, danos a
proteinas, receptores e canais ibnicos de membrana, perda da integridade da
membrana plasmatica bem como de organelas, como lisossomos e mitocondrias
(FAM; MORROW, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

Os antioxidantes enddgenos enzimaticos, como a SOD, CAT e GPx, e nao
enzimaticos como a vitamina E, glutationa, entre outros, atuam por meio de diversos
mecanismos na tentativa de minimizar ou inibir os efeitos deletérios causados pelas
ERO, seja impedindo sua produgdo, removendo essas moléculas do meio ou
atuando como antioxidantes de reparo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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1.4.1.1 Estresse oxidativo e desenvolvimento programado das DCV

Evidéncias clinicas e experimentais apontam o papel do estresse oxidativo
como um dos agentes centrais do desenvolvimento programado das doengas. Em
humanos, marcadores de estresse oxidativo como isoprostanos urinarios e substan-
cias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em nivel sistémico (eritrécitos) se mos-
traram elevados em criangas com baixo peso ao nascer, demonstrando forte associ-
acao positiva entre os niveis de TBARS e a presséo arterial (PA) sistdlica (FRANCO
et al., 2007). Estudos experimentais, mimetizando inumeras condi¢cdes adversas no
periodo ante/pds-natal reforcam a forte associagcdo entre aumento da producgao de
ERO e diminuicdo de antioxidantes com o aparecimento de alteracbes como o au-
mento de conteudo de colageno vascular e disfungao endotelial, prejuizo na neovas-
cularizagdo, necrose e apoptose endotelial aumentadas e alteragdes epigenéticas,
gue impactam na vida adulta e contribuem para um maior risco de desenvolvimento
de DCV (AVILA et al., 2015; BLACKMORE; OZANNE, 2015; MATHIEU et al., 2017;
MENDES GARRIDO ABREGU et al., 2018; NUYT, 2008). Estudos de intervencéo
utilizando antioxidantes exdgenos confirmam o papel mecanistico do estresse oxida-
tivo na programacéo das DCV, uma vez que se observa a preveng¢ao do desenvol-
vimento ou a atenuagao das condi¢cdes adversas na saude cardiovascular da prole
em diferentes modelos experimentais (CAMBONIE et al., 2006; KANE et al., 2013;
LIANG; OEST; PRATER, 2009; XIAO et al., 2015).

O papel do estresse oxidativo também é evidenciado em outros modelos de
insultos fetais em decorréncia da ativagao de sistemas envolvidos na programacao
das DCV, como o sistema renina angiotensina (SRA) (NUYT, 2008), principalmente
por ativacdo da NADPH oxidase, e o sistema nervoso autbnomo (SNA), uma vez
que o tratamento com antioxidantes previne o prejuizo neste sistema na idade adulta
em modelo de hipoxia fetal (KANE et al., 2013).
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1.4.2 Sistema renina angiotensina

O SRA exerce um papel importante no controle fisiolégico do sistema
cardiovascular e equilibrio hidroeletrolitico (AIRES, 2008). A angiotensina Il (Ang Il),
principal efetor do SRA, & gerada através de um processo proteolitico de dois
passos. No primeiro passo, a renina, uma enzima glicoprotéica secretada pelas
células justaglomerulares das artérias renais aferentes, medeia a protedlise do
precursor angiotensinogénio circulante, proveniente do figado, gerando o
decapeptideo angiotensina | (Ang I). No segundo passo, a Ang | é convertida pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) em Ang Il (FARAG et al.,, 2015). A
atividade da enzima de conversdo de angiotensina, embora predominantemente
encontrada no endotélio dos vasos pulmonares, ocorre também no endotélio de
outros leitos vasculares e em outros tecidos, incluindo o coragcdo e as artérias
coronarias (RIBEIRO; FLORENCIO, 2000). A Ang Il exerce suas acdes fisioldgicas
através da ligacdo a receptores de membrana acoplados a proteinas G. Existem
dois tipos de receptores para Ang Il, o AT1 e o AT2, ambos com ampla distribuigao
tecido-especifica (BILLET et al., 2008; LAVOIE; SIGMUND, 2003). A agéo da Ang Il
sobre o receptor AT1 produz vasoconstricdo arteriolar, aumentando a resisténcia
vascular sistémica e a pressdo sanguinea arterial (FARAG et al., 2015). Também
gera vasoconstricdo de forma indireta, aumentando o ténus simpatico e a liberagéo
de arginina vasopressina e promove retencao renal de sodio e agua, expandindo o
volume plasmatico. Este ultimo efeito € gerado através de sua acgéo direta sobre os
tubulos renais, como também, indiretamente pela estimulacdo da liberacdo de
aldosterona pelo cértex da adrenal. Ainda, a Ang Il é capaz de estimular a sede,
atuando sobre o sistema nervoso central, contribuindo para o aumento do volume
plasmatico (LAVOIE; SIGMUND, 2003).

Além dessas agdes classicas, a agdo da Ang Il sobre o AT1 promove efeitos
fibréticos, mitogénicos e proliferativos em cardiomiécitos e outros tecidos (VARAGIC;
FROHLICH, 2002). Também estimula a produgdo de ERO que por sua vez
estimulam a resposta inflamatéria através do fator de transcrigdo NF-kB (nuclear

factor-kB), promovendo a transcrigdo de citocinas. A Ang Il também pode induzir a
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apoptose através da inibicdo da proteina antiapoptética Bcl-2 mediada por ERO
(FARAG et al., 2015).

Estudos prévios tém apontado para a existéncia de componentes do SRA em
diferentes tecidos periféricos, evidenciando a presenca de SRA locais (LAVOIE;
SIGMUND, 2003). Evidéncias indicam que os principais efeitos do SRA local
cardiaco sao a hipertrofia e a hiperplasia de células cardiacas através da acéo da
Ang Il sobre o receptor AT1 (VARAGIC; FROHLICH, 2002).

A Ang Il pode também se ligar ao receptor AT2, porém, com menos afinidade.
O receptor AT2 é principalmente estimulado pela angiotensina (1-7), que pode ser
gerada tanto a partir da Ang | quanto da Ang Il, através de conversado enzimatica. A
Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA 2) exerce papel central na produgao de
Ang (1-7), apresentando maior afinidade pela Ang Il. Dessa forma, a ECA 2 previne
o acumulo de Ang Il favorecendo a formacdo de Ang-(1-7), contra-regulando as
acoes deletérias da Ang Il. Esta enzima também atua formando a Ang (1-9), a qual
é clivada para gerar Ang (1-7) (DONOGHUE et al., 2000; FARAG et al., 2015). A
ligacdo de uma dessas substancias ao receptor AT2 produz efeitos que equilibram
os efeitos da estimulagdo do AT1. A ativagdo do AT2 tanto pela Ang Il quanto pela
Ang 1-7 resulta em vasodilatagdo, liberagdo de o6xido nitrico (NO) e inibicdo de
proliferagdo e crescimento (FARAG et al, 2015; PASSOS-SILVA; BRANDAN;
SANTOS, 2015).

Ainda, o receptor Mas é um proto-oncogene identificado como o receptor
especifico para Ang (1-7), primeiramente descrito por Santos (SANTOS et al,
2003). A interacdo da Ang (1-7) com o receptor Mas promove efeitos
antiproliferativos, antiarritmicos, vasodilatadores e estimula a natriurese, contra-
regulando assim, de forma intrinseca, as agdes troficas e pressoéricas da Ang I
(FARAG et al., 2015; PASSOS-SILVA; BRANDAN; SANTOS, 2015). O receptor
Mas pode também oligomerizar com o AT1, inibindo assim as ag¢des da Ang Il.

Os passos destas reagdes e suas agdes podem ser observados na figura 2.
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i RENINA |
© ANGIOTENSINA| | =— ECA2 => | ANGIOTENSINA-(1-9) |
ECA ECA
ANGIOTENSINA I — ECA2 —>» ANGIOTENSINA-(1-7)
AT1 AT2 Mas
EIXO CLASSICO: EIXO CONTRA-REGULATORIO:
Vasoconstrigao Vasodilatacao
Fibrose Anti-fibrose
Proliferacao celular Anti-proliferacao
Inflamagao Anti-inflamagao

Figura 2: Sistema renina angiotensina: peptideos, receptores, eixos e agdes. Adaptado de Farag
et al., 2015.

Desta forma, é possivel a separagao didatica dos componentes em dois
eixos: o primeiro eixo, classico, € representado predominantemente pela triade
ECA/Ang IlI/AT1 e promove respostas de vasoconstricao, proliferagao, inflamacao,
estresse oxidativo, trombogénese e fibrose. O segundo eixo, contra-regulatério, é
representado pela ECA2/Ang-(1-7)/Mas que em geral promove vasodilatagéo,
inibicdo da proliferagdo e da trombogénese, atenuacéo do efeito vasoconstritor da
Ang |l e inibigdo da ECA (FERRARLO, 2011).

A homeostasia do sistema cardiovascular depende, dentre diversos fatores,
do equilibrio entre ambos os eixos do SRA, mediados pela Ang Il via receptor AT1 e
pela Ang (1-7) e seus receptores AT2 e Mas (FARAG et al., 2015; ZUCKER; XIAOQO;
HAACK, 2014). A ativagao permanente e excessiva do receptor AT1 pode ocasionar
alteragdes na PA, no volume sanguineo e nas estruturas cardiaca e vascular, de-
sempenhando papel fundamental na fisiopatologia das DCV (WRIGHT; MIZUTANI,
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HARDING, 2008). Quando ha hiperativagdo desse sistema, ocorre, inicialmente,
uma regulagdo para baixo de receptores adrenérgicos resultante da presenca de
aminas circulantes em excesso, 0 que inibe a resposta contratil adequada ao esti-
mulo adrenérgico. Em seguida, ocorre o aumento da restrigdo sal/agua e intensa
vasoconstrigao periférica, levando ao aumento desproporcional da pré e pos-carga.
Esses eventos levam a uma diminuicdo do desempenho cardiaco com progressao
para a disfungdo miocardica, ou cardiomiopatia. Ocorrem ainda, alteragdes na ultra-
estrutura miocardica induzidas por aminas adrenérgicas, Ang |l e aldosterona, tanto
ao nivel celular quanto extracelular, que podem contribuir para o prejuizo de fungao
(DISTEFANO; SCIACCA, 2012). Observa-se, portanto, uma resposta inicial adapta-
tiva a fungéo cardiaca diminuida; porém, a estimulagdo prolongada do SRA se torna
mal adaptativa levando a vasoconstricdo excessiva, fibrose e remodelamento cardi-
aco (AINSCOUGH et al., 2009; GUO et al., 2005; WRIGHT; MIZUTANI; HARDING,
2008).

O prejuizo no SRA tem sido reportado constantemente nas DCV, justificando
o uso de medicamentos relacionados ao SRA como primeira linha de tratamento
para tais doengcas (BERTAGNOLLI, 2017). Estratégias farmacolégicas de bloqueio
dos componentes do SRA tém sido empregadas principalmente para o tratamento
de DCV, destacando a hipertensdo como principal alvo terapéutico. As duas maiores
classes de bloqueadores do SRA, disponiveis no mercado, sdo os inibidores da ECA
(IECA) e os bloqueadores seletivos do receptor AT1 (BRA), ambas relacionadas a
inibicdo da acdo da Ang Il, porém através de mecanismos de ac¢ado diferentes. Uma
terceira classe, disponivel clinicamente desde 2007, o inibidor direto da renina, tem
se mostrado eficaz no tratamento contra hipertenséo, IC congestiva e proteinuria,
tanto isolado ou combinado as terapias classicas (RIBEIRO; FLORENCIO, 2000;
ROBLES; CEREZO; HERNANDEZ-GALLEGO, 2014).

Os iECA bloqueiam a conversdao de Ang | em Ang Il, levando a menor
ativacdo de ambos os receptores AT1 e AT2. Somado a esse efeito classico, os
iIECA bloqueiam a degradagdo enzimatica da bradicinina, contribuindo para os
efeitos vasodilatadores e tecido-protetores através da liberacdo de NO. Apesar de
alguns efeitos adversos bem conhecidos dos iECA como a tosse e reagbes
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alérgicas, esta classe mostra alta eficacia para reducdo de eventos cardiovasculares
e mortalidade em pacientes com DCV inicial ou avangada (RIBEIRO; FLORENCIO,
2000; ROBLES; CEREZO; HERNANDEZ-GALLEGO, 2014).

Os BRA blogqueiam o SRA atuando como antagonistas seletivos do receptor
AT1, impedindo a ligagdo da Ang Il. Ainda, sua baixissima afinidade com o receptor
AT2, permite a ativagdo do mesmo pela Ang Il, teoricamente possibilitando a
geracdo de efeitos anti-proliferativos e anti-inflamatérios (ROBLES; CEREZO;
HERNANDEZ-GALLEGO, 2014). Fazem parte dessa classe o losartan (Los), o
valsartan, o irbesartan, o candesartan e o telmisartan. O efeito anti-hipertensivo dos
BRA é comparavel a outros medicamentos como os iECA, os antagonistas do calcio
e os betabloqueadores. O irbesartan (300 mg/dia) e o candesartan (16 mg/dia)
parecem ter efeito anti-hipertensivo mais acentuado que o Los (100 mg/dia e 50
mg/dia, respectivamente) em pacientes com hipertensdo arterial primaria. Essa
maior eficacia anti-hipertensiva parece estar relacionada a agdo mais prolongada
desses compostos (RIBEIRO; FLORENCIO, 2000; ROBLES; CEREZO;
HERNANDEZ-GALLEGO, 2014). Diversos estudos demonstram o potente efeito
anti-hipertensivo do Los, antagonista especifico do receptor AT1, em diferentes
modelos animais e estudos clinicos, com decréscimo de até 45% na PA em
humanos ap6s 13 horas da administragdo da medicagdo. Seu efeito anti-
hipertensivo persiste até 24 horas apdés uma dose unica de 40 mg. Além do efeito
anti-hipertensivo do Los, efeitos como atenuagdo da hipertrofia cardiaca,
principalmente por redugao da Ang Il local, e redugao da area de infarto, entre outros
efeitos benéficos sobre os rins e sistema nervoso central sdo observados em
animais e humanos (KANG et al. 1994; MA et al., 2010).

1.4.2.1 Sistema renina angiotensina e desenvolvimento programado das DCV

Evidéncias clinicas e experimentais tém demonstrado o papel do SRA no
desenvolvimento programado das DCV, especialmente associando o SRA com o
impacto de condigdes adversas na nefrogénese durante o periodo perinatal
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(LANGLEY-EVANS et al., 1999; PLADYS et al., 2004; VINTURACHE; SMITH, 2014;
YAN et al., 2014).

Estudos em modelos animais como exposicdo maternal a glicocorticoides,
restricdo caldrica ou proteica gestacional e insuficiéncia uteroplacentaria tém
evidenciado alteragdes no desenvolvimento renal como um ponto em comum, isto €,
um insulto ocorrido no periodo perinatal resulta em mudangas permanentes na
estrutura e fungéo renal, impactando também no SRA local (RASCH; SKRIVER,;
WOODS, 2004; WATANABE et al., 2018). Estudos experimentais com dieta materna
pobre em proteinas ou rica em sal e com uso de BRA mostram o SRA diminuido no
tecido renal durante a nefrogénese e confirmam essa hipétese. O impacto no SRA
local e o baixo numero de néfrons formados pode contribuir para o desenvolvimento
de hipertens&o primaria mais tardiamente (MORITZ et al., 2010; RASCH; SKRIVER;
WOODS, 2004).

O SRA local de outros tecidos corporais também pode ser afetado por insultos
perinatais, podendo impactar na funcdo cardiovascular adulta. Em uma coorte de
adolescentes nascidos prematuros, a exposigao antenatal a corticosteroides foi
associada com alteragdes nos componentes do SRA, especificamente pelo aumento
urinario de Ang IlI/Ang-(1-7), aumento plasmatico de Ang-(1-7) e diminuicdo da raz&o
Ang II/Ang-(1-7) plasmatica (SOUTH et al., 2017). Estudos experimentais como o de
Marshall e cols. (2013) observaram aumento da PA e diminuicdo da sensibilidade
barorreflexa associados a alteragbes no SRA circulante, renal e cerebral na prole
jovem de ovelhas expostas a betametasona antenatal (MARSHALL et al., 2013).
Resultados similares foram observados no tecido vascular em modelo murino de
dieta gestacional rica em sacarose (WU et al., 2016) e, no tecido cardiaco da prole
adulta em modelo murino de hipertireoidismo materno (LINO et al., 2015).
Reforgcando ainda mais o papel do SRA no desenvolvimento programado da
hipertensdo, o uso de bloqueadores do SRA na prole jovem (2 a 4 semanas de
idade) de maes com dieta pobre em proteinas preveniu o desenvolvimento de
hipertensao, efeito este ndo observado, porém, quando a prole adulta é tratada.
Essas evidéncias sugerem a presenga de niveis aumentados de Ang Il e/ou de AT1
nas primeiras semanas de vida neste modelo experimental (NUYT, 2008), como
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observado por Bertagnolli e cols. (2016) em ratos neonatos (5 e 10 dias de vida)
expostos a hiperoxia do dia 3 ao dia 10 de vida (BERTAGNOLLI et al., 2016). Outro
estudo do mesmo grupo, com este modelo experimental demonstrou que estes ratos
desenvolvem na idade adulta mudancas na estrutura cardiaca, evidenciado por
hipertrofia e fibrose, além de disfungdo cardiaca, associadas ao desequilibrio na
expressdo dos receptores AT1 e AT2 cardiacos (BERTAGNOLLI et al., 2014).
Finalmente, o bloqueio de AT1 no periodo neonatal, neste modelo animal, foi capaz
de prevenir o desequilibrio dos receptores de Ang Il, além de diminuir fibrose e
hipertrofia cardiaca em animais jovens com 4 semanas de idade (BERTAGNOLLI et
al., 2016). Entretanto, se estes efeitos cardioprotetores do bloqueio de AT1

permanecem até idades mais avangadas nao esta completamente elucidado.

1.4.3 Sistema nervoso autonomo

O SNA ou sistema neurovegetativo, dividido em sistema nervoso simpatico
(SNS) e sistema nervoso parassimpatico (SNP), compde uma importante interface
entre o sistema nervoso central e a musculatura lisa, cardiaca, glandulas e tecido
adiposo, e dessa forma controla a maior parte das fungdes viscerais. O controle
neural da fungao cardiovascular € determinado pela interacdo de mecanismos de
ambos os componentes simpatico e parassimpatico que, em situagdes fisioldgicas,
usualmente levam a ativagdo de um componente e inibigdo do outro (AIRES, 2008).

O controle parassimpatico do coragdo ocorre através dos componentes
vagais. Os corpos dos neurdnios pré-ganglionares vagais estdo localizados no
bulbo, no nucleo dorsal motor do vago (DMV) e no nucleo ambiguo (NA). As fibras
colinérgicas originadas nesses locais se direcionam ao coragao fazendo sinapses
intramurais com as fibras pos-ganglionares também colinérgicas, que por sua vez,
inervam essencialmente o nodo sinoatrial, o nodo atrioventricular e os atrios. Os
efeitos, portanto, decorrentes da estimulagdo parassimpatica sobre o coragao
através da agao da acetilcolina sobre receptores muscarinicos sdo a reducado da
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frequéncia cardiaca (FC), retardo da condugéo atrioventricular com consequente
diminuicdo do débito cardiaco, e posteriormente da PA (AIRES, 2008).

Por outro lado, a inervagcao simpatica ao sistema cardiovascular é extensa e
atinge, além das camaras cardiacas, os vasos sanguineos sistémicos. Um
grupamento neuronal especifico situado no bulbo ventro-lateral rostral (BVLr) se
projeta diretamente aos neurbnios pré-ganglionares simpaticos e € considerado a
mais importante fonte de estimulacdo simpatica ao sistema cardiovascular. Cabe
destacar que um grupamento neuronal importante, no bulbo ventro-lateral caudal
(BVLc), exerce agéo depressora sobre o BVLr, reduzindo acentuadamente a PA. Os
corpos celulares dos neurbnios pré-ganglionares colinérgicos simpaticos estédo
localizados na coluna intermédio-lateral e na substancia branca do funiculo lateral
adjacente, nas porgdes toracica e lombar da medula espinhal. As fibras pré-
ganglionares simpaticas se projetam nos génglios simpaticos, onde encontram
corpos celulares dos neurdnios pos-ganglionares noradrenérgicos e medula da
adrenal. As fibras simpaticas pos-ganglionares se distribuem amplamente por todo o
coragao (nodos, atrios ventriculos, coronarias) e artérias, arteriolas, vénulas e veias.
A noradrenalina (NE) liberada por essas fibras se liga aos receptores adrenérgicos,
determinando seus efeitos cronotrépicos, dromotropicos, inotropicos e lusitropicos
positivos. Essas alteragdes associadas a intensa vasoconstricdo periférica
promovida pela estimulagdo simpatica levam ao aumento da PA (AIRES, 2008;
WANG; SETO; GOLLEDGE, 2014).

Aferéncias periféricas com informacdes sobre a circulagao e atividade cardia-
ca se projetam para o Nucleo do Trato Solitario (NTS), uma estrutura alongada, loca-
lizada central e dorsalmente no bulbo, que desempenha papel essencial na fisiologia
do controle cardiovascular por ser a primeira estagao sinaptica das aferéncias perifé-
ricas (barorreceptores) e por distribuir essas informagdes aos nucleos bulbares de
integracao primaria, o DMV, o NA e o BVLc e areas suprabulbares. O DMV e NA,
por sua vez, geram o ténus vagal e o BVLc modula o ténus simpatico de acordo com
a situacao corporal no momento, informado pelo NTS (AIRES, 2008). Na hiperten-
séo arterial, o NTS desempenha papel fundamental na fungdo barorreflexa prejudi-
cada e na simpato-excitacdo. Receptores de Ang Il como AT1 sdo altamente ex-
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pressos no NTS e contribuem significativamente para a hipertensdo, uma vez que
sua ativagéo pela Ang Il nesse local leva a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa.
Receptores AT2 também sao significativamente expressos no NTS e o aumento de
sua atividade/expressao contribui para o reestabelecimento da fungcéo barorreflexa e
decréscimo da PA em modelos animais de hipertensdo neurogénica (SPERETTA et
al., 2018).

Os grandes efetores da sinalizagdo adrenérgica cardiaca sado os receptores
adrenérgicos, que sao divididos em duas categorias principais: a e B. Estes, por sua
vez, ainda se subdividem, em a1 e a2, 31, B2 e B3. Os receptores B-adrenérgicos
(tabela 1) compdem, em geral, 90% dos receptores adrenérgicos cardiacos, sendo
os 10% restantes do subtipo a1 (BAKER, 2014). Estes ultimos sdo encontrados nos
cardiomidcitos e nos vasos coronarianos; 0s 02 nos microvasos coronarianos e nos
terminais pré-sinapticos simpaticos (BAKER, 2014; WALLUKAT, 2002).

Tabela 1. Tipos de receptores f-adrenérgico, sua localizagao corporal e porcentagem no tecido

cardiaco
TIPO TECIDOS ONDE E ENCONTRADO PORCENTAGEM NO CORAGAO
o B 75-80% dos receptores B-
B1 Principalmente no coracéo o .
adrenérgicos cardiacos
82 Pulmdes, rins, vasos sanguineos e 20-25% dos receptores -
coragao adrenérgicos cardiacos
B3 Tecido adiposo e pouco no coragao

Fonte: (BAKER, 2014; HAMDANI; A. LINKE, 2012; WALLUKAT, 2002).

A proporgéo de receptores B-adrenérgicos no coragdo gera uma razao 31:p2
de 80:20 no miocardio saudavel. Existe ainda um quarto subtipo de receptor (34)
que € considerado um receptor 1 com baixa afinidade, mas necessita ainda
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caracterizagdo genética e farmacoldgica. Os receptores P-adrenérgicos sao
acoplados a proteinas G, que possuem subunidades tanto estimulatérias (Gs)
quanto inibitérias (Gi). A proteina G, quando estimulada, ativa a enzima adenilato
ciclase que catalisa a conversdo de ATP a AMPc e, esse ultimo, por sua vez, ativa a
proteina quinase A (PKA). A PKA promove, entdo, a fosforilagdo de diversas
proteinas: proteinas relacionadas ao manuseio do calcio e miofilamentos contrateis,
a saber: canais de calcio do tipo lentos (ICa**L) e rianodina (RyR), aumentando seu
tempo de abertura e, assim, a quantidade de calcio que entra na fibra muscular,
aumentando a contratilidade; fosfolambam que atua sobre a bomba SERCA
aumentando a recaptacdo de calcio para o reticulo sarcoplasmatico e sobre a
troponina I, diminuindo a afinidade da troponina C pelo calcio, ambos acelerando e
favorecendo o relaxamento; sobre a cadeia pesada da miosina, melhorando a
interagdo cinética das pontes cruzadas; sobre a titina, diminuindo a rigidez do
sarcbmero, favorecendo o enchimento ventricular (BAKER, 2014; HAMDANI; A.
LINKE, 2012; WALLUKAT, 2002).

Quando o coragédo sofre um dano, ocorre um prejuizo na sua funcédo de
bomba levando a uma diminuicdo do débito cardiaco e, assim, um prejuizo na
perfusdo tecidual periférica. Como um mecanismo compensatério, sistemas
neuroendocrinos como o sistema SRA e o SNS sao ativados. A ativagdo aguda do
SNS, rapida e eficaz, leva a melhora do desempenho cardiaco através do aumento
de forgca contratil, da FC e do relaxamento ventricular. Apesar de agudamente ser
benéfica, a ativagdo crbnica do SNS é toxica ao coragdo, levando a aumento de
apoptose e hipertrofia, favorecendo a progresséo para IC (BAKER, 2014; HAMDANI,
A. LINKE, 2012; WALLUKAT, 2002). A fungdo autonémica cardiaca anormal esta
associada a um pior prognéstico e tem sido considerada como um fator de risco para
doenca cardiovascular (HARALDSDOTTIR et al., 2018).

Em geral, na IC se observa uma diminuigdo na expressao dos receptores [3-
adrenérgicos como uma resposta adaptativa na tentativa de diminuir ou atenuar os
efeitos toxicos promovidos pela estimulacdo adrenérgica cronica. Diversas evidén-
cias mostram o papel toxico do receptor 81 na IC, incluindo ensaios experimentais

com modelos knockout e de superexpressao, como também ensaios com linhagem
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celular, evidenciando vias de sinalizagdo mal-adaptativas e protetoras. Outros estu-
dos evidenciando o papel das vias de sinalizac&o ativadas por 1, apontam que os
efeitos toxicos, como sinais pro-apoptoéticos, sao exercidos pela ativacao da PKA e
CamKiIl e que outra via protetora Epac (exchange protein directly activated by cAMP)
+ ERK (extracellular signal-related kinases) promove sinalizacdo de sobrevivéncia,
podendo contribuir para os efeitos benéficos observados em modelos animais
(BAKER, 2014; HAMDANI; A. LINKE, 2012; WALLUKAT, 2002).

Cabe destacar que o balango adrenérgico do coracédo insuficiente é dificil de
determinar, pois geralmente ambos componentes, hiper e hipoadrenérgicos,
coexistem simultaneamente. Em estudos clinicos e experimentais é possivel
observar que dados como aumento da atividade simpatica, aumento do spillover de
NE no plasma e aumento de NE plasmatica sdo acompanhados por uma diminui¢cao
de NE cardiaca e nos terminais simpaticos, diminuicdo na densidade de terminais
nervosos simpaticos cardiacos, diminuicdo na recaptacao de NE e downregulation
dos receptores B-adrenérgicos (BAKER, 2014).

Para o estudo da modulacdo autonémica cardiovascular, diversos parametros
podem ser avaliados. A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), no
dominio do tempo, leva em consideragao os intervalos de tempo entre sucessivos
ciclos cardiacos normais (intervalo RR) de um registro eletrocardiografico, e
juntamente com a analise da variabilidade da press&o arterial sistdlica (VPA),
expressa quantitativamente o resultado da acdo do SNA sobre o sistema
cardiovascular. Para essa analise, os indices obtidos utilizam o tempo em ms
(milissegundos) como variavel e s&o aplicados procedimentos estatisticos ou
geomeétricos sobre os sucessivos intervalos RR normais, evidenciando a VFC (DE
SA et al., 2013; MALLIANI et al., 1991; PERINI; VEICSTEINAS, 2003). Alteragdes na
FC sao normais e esperadas e indicam a habilidade do coracdo em responder aos
multiplos estimulos fisiolégicos e ambientais como respiragdo, exercicio fisico,
estresse mental, alteragdes hemodinamicas e metabdlicas, sono e ortostatismo, bem
como compensar desordens induzidas por doencas. Uma alta VFC é sinal de boa
adaptacdo e mecanismos autondmicos eficientes, enquanto que, uma baixa VFC é,

frequentemente, um indicador de adaptagcdo anormal e insuficiente do SNA
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(VANDERLEI et al., 2009) . Ainda, a diminuigdo na VFC constitui um importante fator
prognoéstico para o surgimento de eventos cardiacos em individuos aparentemente
sadios, cardiopatas, hipertensos, diabéticos e obesos, com evidéncias de que essa
reducdo possa estar relacionada ao aumento da modulacdo simpatica e/ou
diminuigao do ténus vagal (DE SA et al., 2013).

A analise espectral, ou analise no dominio da frequéncia, consiste em
decompor a VFC em seus componentes oscilatorios fundamentais, definindo-os pela
sua frequéncia e amplitude. Uma vez que a FC apresenta flutuagbes, dando origem
a uma representacdo grafica dos intervalos RR normais, em relacdo ao tempo
(tacograma), este fendbmeno ondulatério complexo pode ser decomposto em ondas
mais simples, por meio de algoritmos matematicos, como a Transformada Rapida de
Fourier (FFT) ou pelo modelo autorregressivo (DE SA et al., 2013; MALLIANI et al.,
1991). Através da FFT, é possivel se obter uma estimativa de poténcia espectral da
VFC. Ja com o modelo autoregressivo, a poténcia contida nos picos pode ser
calculada sem a necessidade de bandas espectrais pré-definidas (VANDERLEI et
al., 2009). As oscilagdes ritmicas da PA e FC apresentam trés faixas de frequéncia
distintas: HF (High Frequency- alta frequéncia), que indica a atuagado do nervo vago
sobre o coracgdo; LF (Low Frequency — baixa frequéncia), decorrente da agéo
conjunta da modulagao vagal e simpatica, com predominio do simpatico e VLF (Very
Low Frequency — muito baixa frequéncia), cuja explicagao fisioldégica ndo esta bem
esclarecida (CERUTTI et al., 1991). A razédo LF/HF reflete as alteragbes absolutas e
relativas entre os componentes simpatico e parassimpatico do SNA, caracterizando
o balango simpato-vagal sobre o coragdo. A medida dos componentes espectrais
normalmente é representada em valores absolutos de poténcia (ms?). Entretanto, os
valores de HF e LF podem ser expressos também em unidades normalizadas (nu),
sendo o valor de cada um desses componentes divididos pela poténcia total menos
o componente de VLF (HF (nu)=HF/(TP-VLF)x100 e LF (nu)=LF/(TP-VLF) x100)
minimizando os efeitos das alteragdes na faixa de VLF sobre as outras frequéncias
mais rapidas (LF e HF) (DE SA et al., 2013; MALLIANI et al., 1991; MONTANO et
al., 2009).
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Figura 3: Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia. O sinal é
representado graficamente em um “tacograma” e em seguida é decomposto em seus diferentes
componentes de frequéncia através de algoritmos matematicos. Imagens obtidas a partir dos
softwares AcgKnowledge 4.4 (BIOPAC Systems, Inc., EUA) e CardioSeries 2.4 (Sdo Paulo, Brasil).

1.4.3.1 Sistema nervoso autonomo e desenvolvimento programado das DCV

O SNS também parece exercer um papel no desenvolvimento programado da
hipertensdo e DCV (TOMAT; SALAZAR, 2014). Diversas evidéncias apontam para
mudancgas na fungdo autondmica, verificadas através da analise VFC, de criangas e
adultos nascidos pré-termo. Em recém-nascidos prematuros, um estudo observou
uma superativagdo do SNS, enquanto o ténus vagal esta diminuido (SMITH; DOIG;
DUDLEY, 2005). Outro estudo, com recém-nascidos com prematuridade severa,
demonstrou uma diminuig¢ao significativa na VFC, VLF, LFabs e HFabs no grupo pré-
termo, quando comparado ao grupo controle, enquanto LFnu, HFnu e a razdo LF/HF
nao apresentaram diferengas significativas. Nenhuma mudancga foi observada quan-
do os bebés atingiram a idade a termo (PATURAL et al., 2008). Em criangas de 9-10

anos com baixo peso ao nascer (<2,5 kg), independentemente da idade gestacional,
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se observa uma diminuigdo da VFC (RAKOW et al., 2013). O mesmo foi observado
por Zamecznik e cols. (2017) em criangas de 5 a 10 anos, pequenas para idade ges-
tacional. Uma analise mais completa feita por Haraldsdottir e cols. (2018) mostraram
gue adolescentes nascidos prematuros apresentam menor VFC e maior LF que ado-
lescentes nascidos a termo (HARALDSDOTTIR et al., 2018). Em adultos nascidos
prematuros, com menos de 34 semanas, observa-se um aumento da PA sistdlica
acompanhada de um aumento na VPA (SIPOLA-LEPPANEN et al., 2015).

Diferentes modelos animais de condi¢gdes perinatais adversas também
evidenciam fungdo autonémica prejudicada. Um estudo desenvolvido com modelo
murino de obesidade maternal investigou a fungdo auton6mica da prole jovem e
adulta, em ambos os sexos. Os autores concluiram que a prole de maes obesas,
apresentou hiperresponsividade simpato-excitatéria persistente, associada ao
aumento da PA basal diurna e noturna, a resposta pressorica ao estresse de
contencédo e a leptina, ao conteudo renal de NE, além de aumento na razdo LF/HF
nos animais jovens. Os animais adultos mostraram manutencédo da PA elevada, que
foi abolida pelo bloqueio a e B-adrenérgico, além da diminuigdo da sensibilidade dos
barorreceptores (SAMUELSSON et al., 2010). Um estudo experimental do mesmo
grupo com ratos neonatos tratados com leptina analisou a fungédo cardiovascular e
autondmica aos 30 dias, 2 meses e 12 meses de idade. Aos 30 dias, tanto ratos
machos quanto fémeas tratados com leptina apresentaram maior PA sistdlica
noturna e aumento na razdo LF/HF, indicando um aumento no ténus simpatico.
Estas alteragcbes permaneceram até a idade adulta, influenciando permanentemente
a PA, funcédo e estrutura cardiaca (SAMUELSSON et al., 2013).

Diversos mecanismos tém sido associados ao aumento da atividade simpatica
em resposta a insultos perinatais. Entre eles, disfuncado renal, aumento de adiposi-
dade, niveis elevados de leptina e o SRA ja foram explorados. A¢des centrais da
Ang Il podem levar ao aumento da atividade do nervo simpatico renal, mediante ati-
vacao de regides de controle cardiovascular, aumentando dessa forma, a secrecao
de renina, a reabsorcao de sédio e, como consequéncia, a PA. O SRA também pode
atuar diretamente sobre o controle barorreflexo da PA e FC, em regides de controle
cardiovascular como o NTS (NUYT, 2008; TOMAT; SALAZAR, 2014). Mudangas
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epigenéticas no SRA cerebral também foram associadas a disfungdo autonémica na
prole de camundongos com dieta rica em agucar e gordura (MUKERJEE et al.,
2018).

Neste cenario, ainda que o sistema SNS pareca exercer um papel no
desenvolvimento programado da hipertensdo, o efeito de condicées deletérias
neonatais pré-oxidantes sobre a modulagdo autondmica cardiovascular na idade

adulta e sua associagao com o SRA ainda nao foi evidenciado.

1.4.4 Modelo experimental de exposi¢gao neonatal a hiperdoxia

O modelo animal de exposigdo neonatal a hiperéxia mimetiza as condi¢des
perinatais adversas pro-oxidantes decorrentes da prematuridade e suas implicagcdes
e comorbidades em longo prazo (BERTAGNOLLI et al., 2014). Apesar de os filhotes
de ratos expostos a alta presséo parcial de O2 nascerem a termo, diversos orgaos e
tecidos ainda se encontram em estagio de desenvolvimento, o que permite o estudo
dos danos relacionados ao estresse hiperdxico tipico de bebés prematuros
(YZYDORCZYK et al., 2008). Desta forma, este modelo é particularmente relevante
para examinar as consequéncias agudas e em longo prazo do dano oxidativo
neonatal de prematuros. Em estudos com ratos e camundongos, a exposicao
neonatal a hiperdoxia tem sido utilizada para mimetizar a retinopatia da
prematuridade, condicdo adversa comumente observada no periodo pés-natal em
prematuros (DORFMAN et al., 2008; NANDGAONKAR et al., 1999). Experimentos
utilizando este modelo murino tém demonstrado que o estresse oxidativo perinatal
pode ser o “gatilho” iniciador na programagéo da (dis)fungdo cardiovascular em
longo prazo, uma vez que ratos adultos apresentam aumento da PA, diminui¢do no
desenvolvimento vascular e no numero de néfrons (YZYDORCZYK et al., 2008), e
alteragbes morfologicas e funcionais cardiacas (BERTAGNOLLI et al., 2014;
VELTEN et al., 2011) e pulmonares (RAMANI et al., 2015). Esses achados estao
baseados em modificagdes estruturais, como remodelamento de matriz extracelular

(aumento colageno, diminuigcdo de elastina), levando ao aumento da rigidez nos
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vasos sanguineos, vascular, assim como mecanismos envolvendo aumento da
producdo de ERO e ativagdo precoce do SRA (BERTAGNOLLI et al.,, 2014;
HUYARD et al., 2014; MIVELAZ et al., 2011). Ainda, Yzydorczyk e cols. (2008)
observaram um aumento significativo na FC em animais de ambos os sexos
submetidos a hiperdxia neonatal, apés o aumento da PA, sugerindo que o aumento
da FC, secundario a hipertensdo, poderia estar associado a dessensibilizagdo do
barorreceptor aferente ou ao aumento da ativacdo central simpatica eferente
mediada por Ang Il (YZYDORCZYK et al., 2008).

Ainda que diversas evidéncias, neste modelo experimental, apontem o
estresse oxidativo e o SRA como importantes agentes na programacao da disfungao
cardiaca, ainda n&do € evidente se existe um prejuizo na modulagdo autondémica
cardiaca, e se através do bloqueio do SRA no periodo neonatal observa-se
cardioprotecao até a idade adulta associada a esses sistemas.
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2 HIPOTESE

A exposicao neonatal a hiperéxia leva a alteragdes de estrutura e funcao
cardiacas na idade adulta (4 meses) e ao prejuizo da modulagdo autonémica
cardiaca em associacdo ao estresse oxidativo em ratos e o bloqueio do receptor
AT1 no periodo neonatal (8 a 10 dias de idade) previne essas alteragbes exercendo
efeito cardioprotetor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo investigar se as alteragdes morfo-

funcionais cardiacas e o possivel prejuizo na modulagdo autonédmica em associagao

ao estresse oxidativo decorrentes da exposicdo neonatal a hiperdxia em ratos

adultos podem ser prevenidos pelo bloqueio do receptor AT1 no periodo neonatal.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da hiperdxia neonatal e do bloqueio neonatal de AT1 sobre:

Parametros morfométricos, desenvolvimento de hipertrofia e fibrose cardiaca
em ratos adultos;

A funcdo cardiovascular por meio de parametros ecocardiograficos e
hemodinamicos em ratos adultos;

A expresséo de componentes do eixo classico e do eixo contra-regulatério do
sistema renina angiotensina em ratos adultos expostos a hiperdxia neonatal;
A modulagdo autonémica cardiaca por meio da analise da VFC e balancgo
simpato-vagal em ratos adultos;

A expressdo de receptores [(-adrenérgicos cardiacos, bem como
componentes da sinalizagdo adrenérgica em ratos adultos;

A densidade de inervacéo simpatica cardiaca em ratos adultos;

A expressao de proé e antioxidantes, bem como sobre marcadores de estresse

oxidativo em ratos adultos;
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4 MATERIAL E METODOS

41 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Centro de Pesquisa do Hospital Universitario Sainte-Justine/
Universidade de Montreal (protocolo 513-C) e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (protocolo 31499), e realiza-
dos seguindo as diretrizes do “Canadian Council on Animal Care” e do “National Ins-
titutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” e de acordo com
a Lei 11.794 de 2008 e Resolugdes Normativas e Orientagbes Técnicas vigentes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal (CONCEA, 2015).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos neonatos Sprague-Dawley machos, provenientes da
empresa Charles River Laboratories (Saint-Constant, QC, Ca), mantidos em caixas
ventiladas (394 x 346 x 213 mm), 2 — 4 animais/caixa, a temperatura constante
(22°C) com um ciclo claro-escuro 12:12-h e com acesso a ragéo (Envigo 2918
Teklad Global 18% Protein Rodent Diet; Lachine, QC, Ca) e agua ad libitum.

4.3 Calculo amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado por meio do software Sigma Plot
11.0. Para o calculo, foram considerados probabilidade de erro a = 0.05 e poder do
teste estatistico (1- B probabilidade de erro) = 0.90. Baseado no estudo de
Bertagnolli e cols (2014), o n calculado para a realizagdo dos experimentos foi 8

animais por grupo. Considerando o numero de grupos, os diferentes periodos
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experimentais e a mortalidade em procedimentos cirdrgicos experimentais
(aproximadamente 25% por procedimento), o n amostral total calculado foi de 56
animais. Apenas os ratos machos foram estudados, e ndo mais que 3 animais por
tratamento de cada ninhada foram utilizados (4 ninhadas, estabelecendo um n total
de 12 ratos/grupo).

4.4 Grupos experimentais

Ninhadas de ratos Sprague-Dawley foram recebidas no biotério do Centro de
Pesquisa do Hospital Universitario Sainte-Justine com os filhotes no seu primeiro dia
de vida. Apos ambientagao de 48h ao biotério, os animais foram pesados e divididos

randomicamente nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo controle+agua (CTL+H20): filhotes mantidos em ar ambiente que re-
ceberam agua (veiculo) por via intragastrica;

e Grupo O2-exposto+agua (O2-exposto+H20): filhotes expostos a 80% de O2
do dia 3 ao dia 10 de vida e que receberam agua por via intragastrica;

e Grupo O2-exposto+losartan (O2-exposto+Los): filhotes expostos a 80% de
O2 do dia 3 ao dia 10 de vida e que receberam losartan (20 mg/kg/dia) por via
intragastrica do dia 8 ao dia 10 de vida;

4.5 Protocolo experimental

Os procedimentos descritos a seguir podem ser didaticamente observados na
figura 4:
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Figura 4: Desenho experimental do estudo.

4.5.1 Exposicao neonatal a altas concentragoes de Oz
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Filhotes dos grupos O2-expostos foram mantidos a 80% de O2 (ProOx P110,

Biosherix, Lacona, NY) dos 3 aos 10 dias de vida com suas mées. As maes do

grupo O2-expostos foram trocadas por uma mae substituta mantida em ar ambiente

com outra ninhada (filhotes ndo utilizados no estudo) a cada 12 horas para evitar

possivel morbidade materna. A troca das maes ndo exerce nenhum impacto sobre o

crescimento corporal dos filhotes, bem como sobre a PA, como previamente
demonstrado (YZYDORCZYK et al., 2008). Os filhotes dos grupos Controle foram

mantidos em ar ambiente com suas maes (sem trocas). Os filhotes foram

desmamados com 3 semanas de idade com ragdo padrdo (BERTAGNOLLI et al.,

2014) e foram pesados semanalmente até completarem 16 semanas de vida.
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4.5.2 Tratamento neonatal com losartan

O bloqueador do receptor AT1 de Ang I, Los (losartan potassium, Sigma
Aldrich, 61188), foi administrado em ratos neonatos (8 a 10 dias de idade) na dose
de 20mg/kg/dia (BERTAGNOLLI et al., 2016), via oral por gavagem (no grupo
experimental Oz-exposto+Los). A janela terapéutica foi escolhida com base na
nefrogénese do rato, que ocorre até o 7° dia pos-natal (SCHREUDER et al., 2006).
Os filhotes dos grupos CTL+H20 e O2-exposto+H20 receberam veiculo (agua
mineral). Os filhotes eram pesados e numerados e a dose diaria de Los para cada
filhote era calculada e o mesmo era diluido em agua mineral considerando-se o
numero total de filhotes a serem tratados no mesmo dia do preparo. O volume diario
administrado em cada animal foi de 50uL.

4.5.3 Analise ecocardiografica

Ao completarem 15 semanas de vida, uma semana antes da implantagao do
sistema de telemetria, ratos machos foram submetidos a analise ecocardiografica
para obtencao de parametros morfologicos e funcionais do ventriculo esquerdo (VE),
como previamente descrito (BERTAGNOLLI et al., 2016). Todos os parametros
foram obtidos por um unico operador cegado para os grupos experimentais. Os ratos
foram pesados, anestesiados com isoflurano inalado na proporcdo de 2.5% de
isoflurano para 1 de Oz (L/min) e tiveram seu torax tricotomizado. Todas as medidas
foram realizadas com os animais anestesiados alocados em posi¢ao supina em uma
plataforma aquecida a 37° com monitoramento continuo da temperatura corporal por
termémetro anal e, da FC e frequéncia respiratoria, através de ECG obtido por meio
de eletrodos posicionados nas patas dianteiras e traseiras do animal. Imagens bi-
dimensionais do VE foram obtidas no modo-M em posi¢cao perpendicular ao septo
interventricular e a parede posterior do VE ao nivel dos musculos papilares,
utilizando um sistema de alta resolu¢cado de microimagens in vivo Vevo 3100 (Fuijifilm

Visualsonics®, Toronto, ON, Canada) equipado com transdutor de arranjo linear de
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13-24 MHz (Vevo MX transducer 250). Parametros de morfologia do VE como
didmetro diastolico ventricular esquerdo (DdVE), diametro sistolico ventricular
esquerdo (DsVE), espessura da parede anterior na diastole e sistole, espessura da
parede posterior na diastole e sistole bem como a FC foram obtidos. O volume
sistélico (VS), débito cardiaco (DC), fracado de ejecao (FE) e fragdo de encurtamento
(FS) foram calculados a partir dos diametros e volumes ventriculares obtidos a partir
de imagens no modo-M, de acordo com as recomendacdes da American Society of
Echocardiography (SAHN et al., 1978), como a seguir: SV (uL) = VDF — VSF; CO
(uL/min) = VS X FC; FE (%) = (VDF — VSF)/VDF X 100. FS (%) = [DdVE +
DsVE)/DdVE] x 100.

Apoés a realizagdo da ecocardiografia, os animais foram monitorados até
acordarem da anestesia quando, entdo, foram colocados de volta em suas caixas-

moradia.

4.5.4 Cirurgia de implantacao de transmissores de telemetria

A monitorizagdo da PA e FC dos animais dos diferentes grupos experimentais
foi realizada através de um sistema de telemetria (TSE Stellar Telemetry, TSE
Systems, Chesterfield, MO, USA), utilizando aparelhos implantaveis com transmissor
de radio-telemetria (PBTA-M pressure, bipotential, TSE Systems, Chesterfield, MO,
USA). Para tanto, ratos adultos (15 semanas de idade) foram pesados e
profundamente anestesiados com 4% e mantidos a 3% de isoflurano inalado em
uma mistura com O2 a 1 L/min. Em seguida, o térax e a regido inguinal esquerda
foram tricotomizados e injegbes profilaticas pré-operatérias de analgésico (1 mg/kg,
S.C., Metacam, Meloxicam; Boehringer Ingelheim) e antibidtico (10 mg/kg, S.C.,
Enrofloxacin, Baytril; Bayer, Auckland, New Zealand) foram administradas. Uma
plataforma aquecida a 37° foi colocada sob o campo cirurgico e utilizada durante
todo o procedimento de implantagdo. Uma incisdo abdominal de aproximadamente 4
cm foi realizada na linha média e o probe do transmissor de telemetria foi suturado

na cavidade peritoneal, na parede interna do musculo abdominal. Para a aquisi¢cao
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de registros de ECG, 2 eletrodos bio-potenciais originados no probe guiados sub-
cutaneamente foram implantados: o eletrodo negativo no musculo peitoral direito e o
positivo na musculatura inferior as costelas esquerdas. Ainda, o transdutor de
pressao foi inserido e implantado na artéria femoral esquerda (PARK et al., 2017).
Todas as incisdes foram suturadas e os ratos retornaram a sua caixa-moradia, 1 por
caixa. Injegdes de analgésico (1 mg/kg, S.C., Metacam, Meloxicam; Boehringer
Ingelheim) foram administradas até o terceiro dia pos-cirurgico (FLECKNELL, 2000;
GAERTNER et al., 2008). O periodo de recuperagédo dos animais, para o inicio da
aquisicao dos sinais, foi de 6 a 9 dias (FAIRCHILD et al., 2011).

4.5.5 Aquisicao e registro dos sinais

Sinais de PA e ECG foram adquiridos e registrados 10 min/hora/24h, com
uma frequéncia de amostragem de 200 Hz, através de sistema de telemetria (TSE
systems, USA), em animais acordados em sua caixa-moradia em um ambiente
silencioso. Ainda, para a avaliacdo da modulacdo autonémica cardiaca, sinais de PA
e ECG foram gravados com uma frequéncia de amostragem de 1 kHz por 10
minutos em um dos periodos do dia (11:00, 12:00 ou 13:00) e um dos periodos da
noite (23:00, 00:00 ou 01:00). Todos estes registros foram feitos aproximadamente
na mesma hora do dia e em um ambiente constante com o intuito de reduzir efeitos

circadianos nas flutuag¢des da FC.

4.5.6 Analise da pressao arterial e analise da VFC

Para a analise da PA sistdlica, diastolica, média e FC de 24h, os registros de
PA foram extraidos e analisados através do software AcgKnowledge 4.4 (BIOPAC
Systems, Inc., USA) e os resultados expressos em mmHg e bpm. Para a analise da
VFC os registros de ECG foram extraidos através do software AcqKnowledge 4.4
(BIOPAC Systems, Inc., USA). Apds a detecgao dos picos R dos registros de ECG,
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um tacograma foi gerado com o intuito de se obter as flutuagées da FC. Artefatos
foram inspecionados e trechos estacionarios de 200 — 300 batimentos foram
selecionados. Para a extracdo dos parametros de VFC no dominio da frequéncia, a
analise espectral baseada no modelo autorregressivo foi aplicada, considerando as
bandas LF e HF como 0,2-0,75 Hz e 0,75-3,0 Hz, respectivamente, de acordo com
a faixa sugerida para ratos (DA SILVA GONCALVES BOS et al., 2017; MALLIANI et
al., 1991; MONTANO et al., 2009). O poder total em cada frequéncia foi mensurado
e utilizado para calcular os valores absolutos (abs, s?), normalizados (nu) e
percentuais, além da razdo LF/HF a partir dos intervalos RR.

4.5.7 Cateterismo cardiaco

Apos a aquisicdo de 24h de registros de PA e ECG, ratos com 16 semanas de
idade foram submetidos ao cateterismo do VE para monitorizagdo das pressdes
sistdlica e diastdlica final do VE, além dos indices de contratilidade (+dP/dt) e
relaxamento (-dP/dt). O procedimento foi realizado em todos os animais por um
unico operador cegado para os grupos. Os animais foram pesados e anestesiados
com 2,5% de isoflurano inalado misturado com Oz a 1 L/min. A regido cervical
anterior direita foi tricotomizada, uma incisdo foi realizada e os musculos afastados
até a localizacao da artéria cardtida. O VE foi acessado via artéria carétida utilizando
um cateter de polietiieno (PE50) acoplado a um transdutor de pressao (TSD104A,
Biopac Systems, Inc.) e um sistema de aquisicdo de registros. Todos os
procedimentos foram realizados com os animais anestesiados (3% isoflurano + Oz a
1 L/min). Os dados de pressao analogica (mmHg) foram adquiridos e digitalizados
utilizando o software AcqKnowledge 4.2 (Biopac Systems, Inc.) com uma frequéncia
de amostragem de 1 kHz.
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4.5.8 Coleta e processamento dos tecidos

Imediatamente apos o cateterismo intraventricular, os animais foram mortos
por decapitagdo, ainda sob o efeito de anestesia (4:1 O2). O térax foi aberto, o
coragao rapidamente removido e lavado em solugéo de cloreto de potassio (KCI)
1,15% para indugédo de parada diastolica, e em seguida pesado. Os atrios foram
removidos e os corag¢des foram cortados transversalmente (axiais); a parte basal do
coragao — compreendendo o VE e o VD - foi fixada por 24-48 horas em 4% de
paraformaldeido e em seguida foi armazenada em solug¢ao salina a 4° até a incluséo
em parafina. O tecido remanescente foi separado em VE e VD e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80° para posteriores

analises moleculares.

4.5.9 Analises morfométricas

Além do coragédo, 6rgaos como figado, pulmdes, rins e tibia foram coletados e
pesados para avaliacdo de parametros morfométricos. O indice de hipertrofia
cardiaca foi determinado através da razdo do peso do coragao/peso corporal e peso
do corag&o/comprimento da tibia (SCHENKEL et al., 2010). Pulmdes e figado foram
pesados e alocados em estufa aquecida a 60°C e pesados diariamente até a
estabilizacdo de seu peso. Os indices de congestdo pulmonar e hepatica foram
determinados pela relacdo peso umido/peso seco do 6rgédo e peso umido/peso
corporal. O indice de hipertrofia renal foi determinado a partir da razdo peso do

orgao/peso corporal (SINGAL et al., 1999).
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4.5.10 Analises histologicas

Seccgdes transversais da base do coragdo com ambos VE e VD foram
inclusas em parafina. Cortes de 5 ym foram realizados em um microtomo rotatoério
Leica RM2145 (Leica Biosystems, Concord, ON, Canada) e foram corados com
hematoxilina e eosina para avaliacdo da area de secc¢ao transversal do cardiomidcito
e com o corante Tricromo de Masson, para a avaliacdo de fibrose cardiaca. Para
todas as analises histologicas, duas imagens do sub-endocardio, sub-epicardio e
miocardio foram randomicamente obtidas utilizando um scanner de laminas Axio
Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Germany). A area do cardiomiécito foi analisada no sub-
endocardio e sub-epicardio através da medida da area de células com nucleo visivel.
A fibrose cardiaca foi analisada através da quantificacdo da porcentagem da
intensidade de pixels comparada a intensidade maxima de pixels obtida através da
coloracdo de Tricromo de Masson. O software Zen 2.3 (Zeiss, Jena, Germany) foi
utilizado para a aquisicdo das imagens e o software Image J 1.51K para analise
estereoldgica e quantificagao de pixels como previamente descrito (BERTAGNOLLI
et al., 2014).

4.5.11 Ensaio de imunofluorescéncia cardiaca

Segmentos transversos da base do coragdo compreendendo VE e VD foram
incluidos em parafina. Segmentos de 5 pm foram cortados com um micrétomo
rotatério Leica RM2145 (Leica Biosystems, Concord, ON, Canada) para avaliagdo da
inervagdo simpatica cardiaca. As amostras de tecido cardiaco foram
desparafinizadas em xileno, hidratadas em diluicdes seriadas de alcool, tampéao
fosfato (PBS) e agua destilada. A exposicéo do antigeno foi realizada em 0,01 M de
solugdo tampédo citrato (pH 6) durante 20 minutos (em banho maria a 90°C).
Solugdes com Triton X-100 2% e glicina 0,1M foram utilizadas para permeabilizar e
atenuar a fluorescéncia espontanea do sinal paraformaldeido (PFA). Em seguida, os
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segmentos foram tratados com soro caprino (NGS, diluido em PBS 10%) por 30
minutos. O anticorpo primario (anti-tirosina hidroxilase, AB152, Millipore/Merck,
1/1000) foi diluido em PBS com soro caprino e incubado overnight a 4°C. Os tecidos
foram lavados em PBS e, depois, incubados com anticorpo secundario (Alexa anti
rabbit 546 nm, Invitrogen) por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, os tecidos
foram incubados com DAPI e fixados com fluorescéncia Dako. Para todas as
analises histoldgicas, duas imagens de miocardio de VE foram obtidas utilizando
microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Concord, ON,
Canada). A anadlise da densidade de inervagao simpatica cardiaca foi realizada
através do software Image J 1.51K. A porcentagem da area limiar foi medida através
da divisdo da superficie da fibra marcada na imagem pela area total da imagem (% )
(BAKOVIC et al., 2018). O controle positivo do anticorpo primario foi testado antes
do desenvolvimento do método se utilizando cortes de corpo estriado.

4.5.12 Western Blotting

Amostras de VE foram homogeneizadas em homogeneizador Precellys 24
(Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, Franga) utilizando tampdo RIPA
(Radioimmuno-precipitation assay) com inibidores de proteases (Sdédio deoxicolato
10%, EDTA 100 mmol/L, SDS 10%, Complete mini (Roche) 0,05X,
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 100mmol/L, Igepal 10%). A suspens&o foi
centrifugada a 12000 rpm por 20 min a 4°C em uma centrifuga modelo Sorvall
Legend Micro 21R (ThermoFisher, Germany). O sobrenadante foi utilizado para
quantificagdo das proteinas para normalizagdo. Cinquenta microgramas de proteina
foram incubados com tampao de Laemmli (Tris 0,5 mol/L; SDS 10%; Glicerol 20%;
Azul de bromofenol 0,05%; 2- betamercaptoetanol 6%) a 95°C por 2 minutos e, em
seguida, foram expostos a eletroforese de gel monodimensional de poliacrilamida
(Invitrogen Bolt 4-12% Bis-Tris Plus, Thermo Fisher) em tamp&o de corrida (Novex —
MES SDS). As proteinas separadas foram transferidas através de eletroforese para

membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) usando tamp&o contendo Tris
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base 48 mmol/L, glicina 39 mmol/L, metanol 10%, pH 8,3. As membranas foram
entdo bloqueadas por uma hora em leite desnatado 1% em tampao TBS-tween (Tris
20 mM, NaCl 140 mM, Tween 20 0,05%). As membranas foram processadas por
imunodetecgao, usando-se os seguintes anti-anticorpos primarios: receptor de Ang Il
tipo 1 (AT1) (ab9391, 1/1,000, Abcam, Cambridge, MA), receptor de Ang Il tipo 2
(AT2) (sc-9040, 1/1,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), receptor Mas
(Mas) (AAR-013, 1/1,000, Alomone, Jerusalem, lIsrael), enzima conversora de
angiotensina (ECA) (sc-12187, 1/500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA),
enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2) (ab108252, 1/1,000, Abcam,
Cambridge, MA), CuZn superdxido dismutase (SOD) (SOD-1; SOD101, 1/2,000,
Stressgen Bioreagents, Victoria, BC), Mn SOD (SOD-2; SOD111, 1/1,000, Stressgen
Bioreagents, Victoria, BC), catalase (CAT) (ab52477, 1/1,000, Abcam, Cambridge,
MA), glutationa peroxidase 1 (GPx-1) (S-072-100, 1/10,000, Novus Biologicals,
Oakville, ON), gp91phox (NADPH oxidase 2) (ab43801, 1/1,000, Abcam,
Cambridge, MA), xantina oxidase (sc-398548, 1/1,000, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), cadeia pesada da miosina - myosin heavy chain (MHC) (ab15,
1/2,000, Abcam, Cambridge, MA), transforming growth factor beta (TGF-31)
(ab64715, 1/1,000, Abcam, Cambridge, MA), receptor beta adrenérgico tipo 1
(ADRB1) (NB600-978, 1/1,000, Novus Biologicals, Littleton CO), receptor beta
adrenérgico tipo 2 (ADRB2) (NBP2-15564, 1/1,000, Novus Biologicals, Littleton CO),
calcio/calmodulina kinase Il (CaMKII) (GTX61641, 1/1,000, Gene Tex, Irvine, CA),
CaMKIl oxidada (GTX36254, 1/1,000, Gene Tex, Irvine, CA). Anticorpos anti [3-
tubulina (T0198, 1/1,000, Sigma-Aldrich Canada Co., Oakville, ON) e GAPDH (sc-
20357, 1/1,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram utilizados como
controle conforme o peso molecular da proteina de interesse. As bandas de
proteinas foram reveladas com substrato de quimiluminescéncia (ECL) (Perkin
Elmer Inc, Waltham, MA) em um sistema de documentagdo de géis (Syngene,
G:BOX, Cambridge, UK) e quantificadas através do software Image J 1.51K.
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4.5.13 Analises bioquimicas

4.5.13.1 Preparo dos homogeneizados

As amostras de VE foram homogeneizadas com KCI 1,15% e PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto) 20 mmol/L utilizando um homogeneizador modelo
Precellys 24 (Bertin instruments, Montigny-le-Bretonneux, Franca). A suspensao foi
centrifugada a 3000 rpm por 20 min a 0—4 °C (LLESUY et al., 1985). O sobrenadante
foi utilizado para mensuragdo dos niveis totais de ERO e peroxidacao lipidica
através de TBARS. As proteinas foram mensuradas através do método de Bradford
(1976) (BRADFORD, 1976) com albumina de soro bovino como padrao.

4.5.13.2 Determinacgao dos niveis totais de espécies reativas de O2

Para a deteccdo da concentracdo de espécies reativas totais no
homogeneizado cardiaco, utilizou-se o método da oxidagdo do diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA). O DCFH-DA permeia a célula e é clivado por
esterases intracelulares a 2'.7'- diclorofluoresceina (DCFH). O DCFH é entdo
oxidado a molécula fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) por uma variedade
de espécies reativas. O DCFH-DA é considerado um indicador geral de espécies
reativas, reagindo com H202, peroxinitrito (ONOOQO-), hidroperdxidos lipidicos e com
O2+-. Uma vez que o H202 € um produto secundario do Oz--, a fluorescéncia a partir
do DCF tem sido utilizada para estimar a producdo de O2+—. O ensaio foi realizado
através da incubagédo do homogeneizado cardiaco com um meio de reagao (tampéo
fosfato 20 mmol/L, KCI 140 mmol/L, pH 7,4) contendo DCFH-DA 100 pmol/L (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Apos 30 minutos de incubagao a temperatura ambiente
e na auséncia de luz, a fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de

excitacdo (480 nm) e emissdo de (535 nm). Os dados foram expressos como
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pmol/mg proteina, baseados em uma curva padréo utilizando o composto DCF
(LEBEL; ISCHIROPOULOQOS; BONDY, 1992).

4.5.13.3 Peroxidacgao lipidica

Para avaliagdo da lipoperoxidagéo, o kit de TBARS (substéncias reativas ao
acido tiobarbiturico) (Cayman Chemical, Michigan, USA) foi utilizado e realizado
conforme as instrucbes do fabricante. O produto formado pela reagdo do
malondialdeido (MDA), produto da peroxidagao lipidica, com o acido tiobarbiturico
(TBA) a altas temperaturas foi mensurado colorimetricamente a 530 nm. Os

resultados foram expressos como nmol/mg de proteina (JOSHI et al., 2018).

4.5.14 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados com meédia + DP ou mediana e intervalos
interquartis. Os resultados foram analisados por meio de ANOVA de uma ou duas
vias seguido pelo pods-teste de Dunnet, para comparagdes com o grupo O2-
exposto+H20, ou pds-teste de tendéncia linear. O software GraphPad Prism versoes
6.0 e 7.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), Sigma Plot 12.0
e IBM SPSS 24.0 foram utilizados. O nivel de significancia foi estabelecido como
P<0.05.

4.5.15 Contribuicao autoral

Idealizagdo e desenho do estudo: JHPB, AC, ABK e AMN; Obtencdo de
financiamentos para realizagdo dos experimentos: ABK e AMN; Manejo e tratamento
dos animais: JHPB, AC e YH; Realizagdo das analises ecocardiograficas: JHPB e
ROF; Cateterismo intraventricular: ROF; Implantagdo dos transmissores de
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telemetria: JHPB e DRD; Coleta e processamento dos tecidos: JHPB, ROF, DRD,
DW, YH, AC; Analise dos registros de telemetria: JHPB, AS, MSF e KRC; Analises
histolégicas: JHPB e AS; Imunofluorescéncia cardiaca: AD; Western blotting: JHPB
e AS; Analises bioquimicas: JHPB e ROF; Analise estatistica: JHPB e AF; Analise,
interpretacédo e discusséo de resultados: JHPB, ABK e AMN; Escrita e revisdo dos
artigos: JHPB, ABK e AMN; Revisao e aprovagao da verséo final dos artigos: ABK e
AMN.
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5 RESULTADOS

Apéndices:

Artigo 1, intitulado “Impact of early life AT1 blockade on adult cardiac
morpho-functional changes and the renin-angiotensin system in a model
of neonatal high oxygen-induced cardiomyopathy”, publicado no
periodico European Journal of Pharmacology;

Artigo 2, intitulado “Losartan treatment prevents heart rate variability
impairment in adult rats transiently exposed to neonatal hyperoxia: a
model of prematurity-related deleterious conditions”, submetido ao

periddico Cardiovascular Research.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento neonatal com
Los apresenta efeitos benéficos sobre aspectos morfofuncionais cardiacos na idade
adulta, como previamente observado em animais jovens expostos a hiperoxia
neonatal, principalmente no ambito estrutural. Ainda, foi observado que a exposi¢cao
neonatal a hiperdxia leva ao prejuizo da modulagdo autondmica e sinalizagao
adrenérgica cardiaca e o bloqueio neonatal do receptor AT1 parece modular o
prejuizo da modulagao autonémica em nivel especificamente central.

A exposicdo neonatal a hiperdxia leva a alteragdes estruturais e disfuncéo
cardiaca em animais jovens e adultos (BERTAGNOLLI et al, 2014, 2016).
Evidéncias prévias do nosso laboratorio, com animais de mesma idade, evidenciou
um aumento leve, porém significativo, no indice de hipertrofia cardiaca, sem
diferengas no peso corporal, dos animais expostos a hiperoxia (BERTAGNOLLI et
al., 2014). Os indices morfométricos de hipertrofia cardiaca e renal juntamente aos
indices de congestédo pulmonar e hepatica, avaliados no presente estudo, sugerem
auséncia de insuficiéncia cardiaca severa ou congestiva nos animais Oz2-expostos.
Possivelmente diferengas tdo sutis em paradmetros estruturais sejam mais facilmente
detectadas através de métodos mais sensiveis e especificos como por avalicdo
histologica e molecular, como evidenciado no presente estudo. O tratamento com o
antagonista de AT1, Los, também ndo impactou nos parametros morfométricos na
idade estudada.

Clinicamente, diversas evidéncias mostram que o nascimento prematuro esta
associado a alteragbes no desenvolvimento miocardico poés-natal. Em recém-
nascidos prematuros, se observa um aumento das dimensdes VE no primeiro més
de vida com discreta disfungdo sistélica e diastdlica (AYE et al., 2017; KOZAK-
BARANY et al., 2001). Criancas de 5 anos nascidas prematuras, apresentam maior
espessura septal interventricular e menores didmetros ventriculares comparadas a
criangas nascidas a termo (MIKKOLA et al., 2007). Em adultos jovens nascidos

muito prematuros, estudos mostram formato cardiaco alterado com aumento de
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massa VE, e menor comprimento e didmetro VE, além de disfungéo sistolica e
diastélica VE (LEWANDOWSKI et al., 2013).

Mimetizando os relatos de estudos clinicos, os achados do presente estudo
evidenciam o desenvolvimento de hipertrofia e fibrose associados ao aumento de
espessura de parede e diminuigdo do didmetro ventricular diastolicos nos animais
expostos ao O2. Ainda, funcionalmente, observou-se diminui¢do do volume diastdlico
final, do volume sistdlico e do indice de relaxamento ventricular. Apesar da
diminuicdo no volume sistolico, ndo se observou impacto na fracdo de ejecéo
ventricular esquerda desses animais. Esse conjunto de resultados demonstra um
prejuizo de fungéo exclusivamente diastélica, com diminui¢do do volume sistdlico.

Trés componentes podem levar a modificagdo do volume sistélico: a pré-carga,
a pos-carga e a contratilidade miocardica intrinseca (AIRES, 2008). A pré-carga,
estimada através do volume diastdlico final, se mostrou, neste estudo,
significativamente reduzida nos animais expostos a hiperdxia; a pds-carga, estimada
através da medida da PA diastdlica, que reflete a resisténcia periférica total, ndo
diferiu significativamente entre os grupos neste estudo (PA de 24h); o indice de
contratilidade miocardica intrinseca (+dP/dt) n&do mostrou diferengas estatisticamente
significativas nos animais expostos a hiperoxia. Dessa forma, considerando o
conjunto de achados deste estudo, sugere-se que o componente determinante para
a modificacdo do volume sistélico nos animais O2-expostos+H20 foi a pré-carga.
Sugere-se ainda que o prejuizo no relaxamento ventricular observado nesses
animais (-dP/dt) contribuiu significativamente para a diminuicdo do volume diastolico
final e, como consequéncia, no volume sistdlico.

Quanto a pos-carga, o aumento da PA esperado em decorréncia da exposigéo
ao Oz, observado previamente neste mesmo modelo (YZYDORCZYK et al., 2008),
ndo foi evidenciado no presente estudo. E importante ressaltar que, neste estudo,
utilizou-se um sistema de telemetria, considerado padrao-ouro para a verificagéo da
PA em animais, dada a possibilidade de se obter registros de animais acordados,
livres de estresse em condi¢gdes normais de vida. O estudo desenvolvido por
Yzydorczyk e cols. (2008), por outro lado, utilizou o método de pletismografia de

cauda, no qual, independentemente do periodo de habituagdo, existe uma potencial
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contribuicdo do estresse de contengdo no aumento da PA. Cabe enfatizar ainda,
que, o presente modelo experimental leva ao desenvolvimento de alteragdes morfo-
funcionais leves, e que quando o0s animais sao expostos a um desafio
hemodinamico, como, por exemplo, a administracdo prolongada de Ang Il, as
modificagdes observadas se demonstram mais pronunciadas (BERTAGNOLLI et al.,
2014). Numa abordagem translacional, essas evidéncias apontam para a
necessidade de estratégias preventivas como a educagdo em saude sobre os
possiveis riscos associados a prematuridade.

Considerando um dos objetivos do presente estudo, o tratamento precoce com
Los preveniu o desenvolvimento de fibrose ventricular esquerda, levou a diminui¢cao
na espessura de parede em diastole e normalizagdo do didametro ventricular.
Corroborando o diametro interno ventricular, observou-se um aumento do volume
diastdlico final (aumento da pré-carga), o que contribuiu diretamente para o aumento
do volume sistolico. Apesar disso, ndo se observou aumento significativo da fragao
de ejecdo. O prejuizo observado no relaxamento ventricular nos animais expostos
ao Oz, bem como as PA sistdlica e diastolica de 24h, n&o foram modulados pelo Los.
Dessa forma, o tratamento neonatal com Los demonstra impacto positivo sobre
alguns aspectos estruturais cardiacos, efeito esse, que nao refletiu diretamente
sobre a fungdo cardiaca, como previamente observado em animais mais jovens
(BERTAGNOLLI et al., 2016).

Estudos prévios demonstram o SRA como um componente dentre os
mecanismos para a programacgao da disfungado cardiovascular neste modelo animal
(BERTAGNOLLI et al., 2014, 2016). Nestes estudos, o aumento da razdo AT1/AT2
foi fortemente associado com as alteragdes morfo-funcionais observadas nos
animais expostos a hiperoxia neonatal, principalmente em decorréncia do aumento
da expressao de AT1. No presente estudo, o receptor AT1 ndo apresentou aumento
significativo nos animais O2-expostos+H20. Ao mesmo tempo, ha um aumento da
expressao de AT2 e diminuigdo do receptor Mas, evidenciando uma modificacdo
prolongada (até a idade adulta) deste sistema e um possivel papel do eixo contra-
regulatorio do SRA na programacgéao das doengas.
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Insultos fetais como a restrigdo proteica na dieta materna e insuficiéncia
placentaria também reforcam o papel do SRA no desenvolvimento de DCV, uma vez
que o bloqueio do SRA previne o desenvolvimento de hipertensdo na prole
(BERTAGNOLLI, 2017; DASINGER et al., 2016). Em humanos, niveis aumentados
de aldosterona foram evidenciados em adolescentes de 14 anos de idade do sexo
masculino, prematuros, com muito baixo peso ao nascer e de maes pré-eclampticas
(WASHBURN et al., 2015). Apesar das evidéncias de uma forte associacdo do SRA
com a programacao da doenga no adulto, no presente estudo, o bloqueio do
receptor AT1 n&o levou a mudancas na expressao dos componentes deste
importante sistema, incluindo a diminuigdo do receptor Mas de Ang-(1-7) observada
nos animais expostos ao Oz, evidenciada pela primeira vez no modelo experimental
em questao.

Outro mecanismo que parece exercer um papel na programagéo das doengas
€ 0 SNA (DASINGER et al., 2016). Os resultados das analises no dominio do tempo
e frequéncia da VFC do presente estudo demonstram que insultos ocorridos no
periodo perinatal levam ao prejuizo da modulagado autonémica cardiaca e sugerem o
papel do SNA, em adigdo ao SRA, no desenvolvimento programado da disfuncao
cardiovascular. O mesmo ja foi demonstrado em estudos clinicos com recém
nascidos, criangas, adolescentes e adultos nascidos prematuros (PATURAL et al.,
2008; RAKOW et al., 2013; SMITH; DOIG; DUDLEY, 2005). Um estudo recente com
adultos jovens nascidos muito a extremamente prematuros mostrou aumento da
VPA associado ao aumento da PA nesses individuos, quando comparados a
controle nascidos a termo (SIPOLA-LEPPANEN et al., 2015). O aumento da VPA
estd associado com o desenvolvimento, progressdao e severidade do dano
cardiovascular e renal (lesdo de 6rgéo alvo), além de risco elevado de mortalidade
(IRIGOYEN et al., 2016).

O aumento da modulagédo simpatica e diminuigdo do ténus vagal, combinado
ao aumento da expressdo dos receptores B1 adrenérgicos e diminuicdo da
inervagcao simpatica VE, também evidenciados pela primeira vez neste modelo
animal, mostram um prejuizo na modulagdo autondmica/adrenérgica que podem

estar contribuindo para as alteragdes estruturais e funcionais mal-adaptativas
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cardiacas, independente de alteragdes na PA basal. Sabe-se que ha aumento da
atividade simpatica na IC, sendo inicialmente benéfico para a manutencdo da PA em
resposta a diminuicdo do débito cardiaco devido a disfungao ventricular. Em longo
prazo, a atividade sustentada do sistema simpatico pode ser prejudicial ao coragao
pois contribui com a piora da disfungéo ventricular e eventualmente a morte (WANG;
SETO; GOLLEDGE, 2014). Uma vez que ndo se observou aumento significativo do
receptor AT1 neste estudo, sugere-se que a diminuigdo do receptor Mas, associada
ao aumento da modulagdo simpatica cardiaca, podem ser os grandes contribuintes
para a hipertrofia, fibrose e prejuizos funcionais observados nos animais O2-
expostos. Cabe destacar que a interagdo da Ang-(1-7) com o receptor Mas medeia
seus feitos anti-proliferativos e anti-fibréticos (FARAG et al., 2015).

O tratamento neonatal com Los preveniu as alteracbes nos parametros de
VFC, principalmente no ambito do sistema parassimpatico. No tecido cardiaco, o
tratamento com Los ndo modulou a diminuicdo da inervagdo simpatica no VE,
tampouco o aumento na expressdao do receptor (1 adrenérgico, ambos
possivelmente compensatorios ao aumento do tdénus simpatico observado nos
animais O2-expostos+H20. Esses resultados sugerem que o tratamento neonatal
com Los exerce uma modulagao especificamente central sobre o SNA, atenuando o
efeito simpato-excitatorio da Ang Il

Em ambos estudos com humanos e animais, ja se demonstrou o efeito
depressor do sistema simpatico com bloqueadores de AT1. Hikosaka e cols. (2002)
observaram que o uso oral de candesartan por 4 semanas diminuiu a atividade
simpatica, além de aumentar a sensibilidade barorreflexa, em pacientes com IC leve
(HIKOSAKA et al., 2002). Semelhante resultado foi observado em modelo animal de
IC crbénica, com o uso de Los na agua de beber dos animais por 3 semanas, levando
a diminuicdo da atividade do nervo simpatico renal (SHARMA et al., 2011). Em um
estudo desenvolvido por DiBona e cols. (1995), a injegcdo de Los, tanto por via
intravenosa quanto intracerebroventricular, diminuiu a atividade do nervo renal
simpatico em ratos com IC congestiva, quando comparados a ratos controle,
demonstrando o forte papel do SRA central na estimulacdo da modulagao simpatica
(DIBONA; JONES; BROOKS, 1995). Estudos com diferentes modelos experimentais
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de insultos fetais também demonstram que o SRA contribui para o aumento da
responsividade simpatica e da PA (DASINGER et al., 2016).

E bem estabelecido que a ativagdo de ambos os receptores AT1 (RAJTIK et
al., 2016) e B-adrenérgicos (CORBI et al., 2013; XU et al., 2011) levam ao aumento
na producdo de ERO e, consequentemente, estresse oxidativo, que por sua vez,
regulam vias intracelulares especificas e contribuem para a patogénese da IC,
estimulando hipertrofia, remodelamento da matriz extracelular e disfun¢do cardiaca
(HAFSTAD; NABEEBACCUS; SHAH, 2013). Apesar da auséncia de diferencas
significativas na expressao da CamKIl oxidada/total, verificou-se a possibilidade de
aumento na concentracdo de ERO, dado o aumento de atividade simpatica e
expressdo de 1 observados. N&o se observou aumento significativo na
concentracdo de ERO e na peroxidacéo lipidica no tecido cardiaco desses animais
na idade estudada. Entretanto, um aumento significativo na expressdo da enzima
catalase foi evidenciado nos grupos Oz-expostos, 0 que poderia estar contribuindo
para o scavenging das ERO, prevenindo a detecgao de estresse oxidativo no tecido
cardiaco. De qualquer forma, €& possivel que o estresse hiperéxico, e como
consequéncia, as ERO formadas durante o periodo neonatal tenham favorecido o
desenvolvimento das alteracbes cardiacas observadas posteriormente na idade
adulta, como a hipertrofia e fibrose.

Apesar de o tratamento com Los ndo ter modulado o aumento da catalase, se
observa uma diminuigdo significativa na expressdo da enzima xantina oxidase no
grupo Oz-exposto+Los. O mesmo padrdo de diminuicdo se observou para a
gp91phox NADPH oxidase, importante alvo tanto dos receptores de Ang Il quanto
dos adrenérgicos, porém nao significativo. A diminuicdo da expressdo de pro-
oxidantes poderia estar contribuindo para atenuar as alteragcbes morfo-funcionais
observadas neste modelo animal, uma vez que seu papel na patogénese das
doengas ja € bem evidenciado. Em humanos adultos, a superproducdo de anion
superoxido decorrente do aumento da ativagcdo da NADPH oxidase por Ang Il foi
associada a disfungcdo e remodelamento vascular e, portanto, ao desenvolvimento
de hipertenséo (LI; SHAH, 2004). Ainda, Sabuhi e cols. (2011), demonstraram uma
diminuicdo na expressdo da NADPH oxidase, componente gp91phox em ratos
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obesos tratados com um agonista de AT2, demonstrando um papel deste receptor
no controle da PA (SABUHI et al., 2011). No presente estudo, um aumento
significativo na expressao de AT2 pelo tratamento com Los foi observado. Outras
evidéncias também corroboram o potente efeito do receptor AT2 em atenuar a
ativacdo da NADPH oxidase induzida por Ang Il (ADAMS et al., 2005; LU et al.,
2015).

O conjunto de resultados de ERO, pro e antioxidantes sugerem que, em longo
prazo, ndo se observa estresse oxidativo agudo ou sustentado neste modelo
experimental. Dessa forma, sugere-se que durante a exposi¢do aguda ao O2 existe
um aumento na producdo de ERO que pode influenciar na programacgao destes
sistemas (pré e antioxidantes) na vida adulta. O tratamento neonatal com Los exerce
um papel extra na preparagdo da célula a um potencial novo insulto, através da
diminuicdo das fontes de ERO. A investigagdo do padrao de expressao enzimatico
tanto de antioxidantes quanto pro-oxidantes se torna essencial considerando a
possibilidade de programagado destes pela hiperoxia, como também sua
susceptilidade a modulagédo por ambos sistemas-chave investigados neste estudo.

A figura abaixo sumariza esquematicamente os principais achados deste

estudo.
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Figura 5: Desenho esquematico: principais resultados. DIVE didmetro interno do ventriculo
esquerdo; VS volume sistélico; -dP/dt indice de relaxamento; EPPVE espessura da parede posterior
do ventriculo esquerdo; ESIV: espessura do septo interventricular; VDF: volume diastélico final; FE:

fragdo de ejecado; FENC: fragdo de encurtamento; VFC variabilidade da frequéncia cardiaca; HF: high
frequency - componente parassimpatico; LF: low frequency — componente simpatico; LF/HF: balango
simpatovagal; AT1: receptor de angiotensina Il do tipo 1; AT2: receptor de angiotensina Il do tipo 2;
B1: receptor adrenérgico do tipo 1; CAT: catalase; XO: xantina oxidase.

Algumas limitagbes deste estudo podem ser, entretanto, evidenciadas.
Considerando a gama de resultados numérica e biologicamente diferentes, porém
com diferenca quase significativa ou muito proxima a significancia estatistica, o n
amostral se mostra um importante fator para a detecgdo e confirmacao de diversos
achados, como alguns dados ecocardiograficos, contratiidade miocardica,
expressao de algumas proteinas e analise da VFC. Cabe destacar que, muitas das
metodologias apresentadas, foram desenvolvidas no periodo de um ano no
laboratorio da Dra. Anne Monique Nuyt em Montreal no Canada, dificultando, dessa
forma, a realizagdo de experimentos extras para confirmagdo de algumas
evidéncias. Ainda, como citado previamente, o modelo experimental utilizado leva ao
desenvolvimento de alteragcdes morfo-funcionais leves, semelhante as mudancas
evidenciadas em humanos, e um desafio hemodindamico ou estresse agudo,
possivelmente levariam a diferencas mais pronunciadas. O estresse de contencao
planejado previamente a realizagdo dos experimentos com o equipamento de
telemetria, que possivelmente evidenciaria diferengas significativas na PA, ndo pode
ser realizado devido a problemas técnicos com o equipamento recém padronizado,
levando ao remodelamento do desenho experimental, ficando como perspectiva
para préximos estudos do grupo. Ademais, apesar de nao significativo, o aumento
de peso corporal dos animais tratados com Los sugere a investigagdo e comparagao
da gordura corporal desses animais com os animais controle, infelizmente nao
avaliado neste estudo, bem como sobre o controle da dieta e ingesta de agua,
considerando a importancia do SRA no controle hidrico corporal. Além disso, um
estudo prévio do laboratorio mostra auséncia de danos ou prejuizos ao sistema renal

decorrentes do tratamento neonatal com Los. De qualquer forma, se torna
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interessante verificar se o mesmo & observado em animais adultos, ndo verificado

neste estudo.

7 CONCLUSAO

Os achados da presente tese demonstram e sugerem um importante papel do
SNA no desenvolvimento programado da doenga cardiovascular no adulto, somado
ao papel, ja evidenciado do SRA no modelo animal estudado e em individuos
prematuros. Mais ainda, o bloqueio precoce do SRA no periodo pods-natal se
mostrou uma estratégia terapéutica eficaz e benéfica sobre alguns aspectos
estudados, tanto em nivel tecidual quanto central, em individuos ja na idade adulta.
Considerando que aproximadamente 15 milhdes de bebés nascem prematuros
anualmente em nivel global, o conhecimento dos mecanismos celulares e sistémicos
envolvidos na programacgao e possivel adaptacdo dos sistemas € de fundamental
importancia para determinar clinicamente quais individuos apresentam maior risco
para o desenvolvimento das DCV e para contribuir na elaboragdo e testagem de
novas estratégias preventivas e terapéuticas mais eficazes, elucidando ainda a

possibilidade de terapias combinadas.
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neonatal deleterious conditions may also comprise detrimental effects that require further investigation prior to
clinical translation in developing children.

al., 2016; Lewandowski et al., 2013). Mimicking the findings from
clinical studies, experimental models of preterm birth-related condi-

1. Introduction

Preterm birth (before 37 completed weeks of gestation) affects nearly
10% of live births worldwide (Beck et al., 2010). Swrvival rates of
preterm infants have markedly improved over the past three decades
due to the advances in obstetrical and neonatal clinical intensive care
(Raju et al., 2017), leading to an increasing number of adults who
were born preterm and very preterm (< 32 weeks of gestation). Several
evidence show that these individuals are more likely to develop cere-
brovascular, renal, and cardiovascular disease in adulthood, including
hypertension and higher risk of heart failure and cardiovascular mor-
tality (Carr et al., 2017; Raju et al., 2017; Roggero et al., 2013;
Sutherland et al., 2014). There is, accordingly, an increased aware-
ness at providing this newly identified at-risk population with eaily pre-
ventive therapies.

Adolescents and young adults born very preterm display changes in
cardiac shape and mass, and impaired diastolic function (Kowalski et

tions, including our rodent studies of neonatal high oxygen (0,)-expo-
sure, show cardiomyocytes hypertiophy, fibrosis, and impaired left ven-
tricle (LV) function (Bensley et al., 2018; Bertagnolli et al., 2016,
2014). Expression of AT, in cardiac LV is increased in newborn ex-
posed to high O, (80% FiO2 from day 3-10 of life), and persists el-
evated at juvenile (4 weeks) and adult (16 weeks) rats (Bertagnolli
et al., 2016, 2014). We previously reported that AT, blockade dur-
ing the neonatal period prevents the increased cardiac AT, expression,
hypertrophy and fibrosis, and improves systolic function of 4 weeks
old animals exposed to neonatal hyperoxia (Bertagnolli et al., 2016);
whether the cardio-protective effects of neonatal AT, blockade observed
in juvenile rats remains in adulthood has not been studied. Consider-
ing the RAS participates in normal cardiac development, it is impor-
tant to determine the adult cardiac effect of transient eaily life AT,
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Abstract

We previously reported that neonatal blockade of angiotensin II AT; receptor prevents
cardiac changes in 4 weeks rats with neonatal hyperoxia-induced cardiomyopathy, a
recognized model of prematurity-related deleterious conditions. Considering the importance
of AT, receptor and the renin angiotensin system (RAS) in normal development, the present
study aimed to investigate the adult effects of neonatal AT, blockade on left ventricle (LV) in
rats exposed to neonatal hyperoxia.

Sprague-Dawley pups were exposed to 80% O or room air from days 3-10. AT,
blocker (losartan) or H,O were given by gavage from day 8 to 10. LV function (echo and
intraventricular pressure), histology and expression of RAS components were examined in
15-16 weeks old adult males.

Losartan treatment prevented myocardial fibrosis, LV wall thickening and stroke
volume reduction in rats exposed to high O> in the neonatal period. However, Losartan
treatment of O2-exposed pups led to reduced ejection fraction (EF) and fractional shortening
(FS), and did not prevent changes in diastolic function. Losartan also did not prevent
increased LV AT> and decreased angiotensin-(1-7) Mas receptors expression observed in high
Oz-exposed rats.

Neonatal Losartan attenuated long-term impact of neonatal hyperoxia but also led to
decreased EF and FS. Increased AT> and decreased Mas receptor expression observed in O»-
exposed group were unaffected by Losartan treatment. Our results show that early life
Losartan treatment aimed at preventing cardiac consequences of neonatal deleterious
conditions may also comprise detrimental effects that require further investigation prior to

clinical translation in developing children.
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developmental programming.

1. Introduction

Preterm birth (before 37 completed weeks of gestation) affects nearly 10% of live births
worldwide (Beck et al., 2010). Survival rates of preterm infants have markedly improved over
the past three decades due to the advances in obstetrical and neonatal clinical intensive care
(Raju et al., 2017), leading to an increasing number of adults who were born preterm and very
preterm (<32 weeks of gestation). Several evidence show that these individuals are more
likely to develop cerebrovascular, renal, and cardiovascular disease in adulthood, including
hypertension and higher risk of heart failure and cardiovascular mortality (Carr et al., 2017;
Raju et al., 2017; Roggero et al., 2013; Sutherland et al., 2014). There is, accordingly, an
increased awareness at providing this newly identified at-risk population with early
preventive therapies.

Adolescents and young adults born very preterm display changes in cardiac shape and
mass, and impaired diastolic function (Kowalski et al., 2016; Lewandowski et al., 2013).
Mimicking the findings from clinical studies, experimental models of preterm birth-related
conditions, including our rodent studies of neonatal high oxygen (O2)-exposure, show
cardiomyocytes hypertrophy, fibrosis, and impaired left ventricle (LV) function (Bensley et
al., 2018; Bertagnolli et al., 2016, 2014). Expression of AT in cardiac LV is increased in
newborn exposed to high O» (80% FiO2 from day 3-10 of life), and persists elevated at
juvenile (4 weeks) and adult (16 weeks) rats (Bertagnolli et al., 2016, 2014). We previously

reported that AT blockade during the neonatal period prevents the increased cardiac AT
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expression, hypertrophy and fibrosis, and improves systolic function of 4 weeks old animals

exposed to neonatal hyperoxia (Bertagnolli et al., 2016); whether the cardio-protective effects
of neonatal AT blockade observed in juvenile rats remains in adulthood has not been studied.
Considering the RAS participates in normal cardiac development, it is important to determine
the adult cardiac effect of transient early life AT blockade before designing clinical trials that

could be considered for preterm born subjects.

2. Materials and methods

2.1 Animal Model

Litters with Sprague—Dawley pups obtained from Charles River laboratories (Saint-Constant,
QC, Ca) were kept with their mother in 80% Oz using an oxycycler (ProOx P110, Biosherix,
Lacona, NY) from postnatal day (P) 3 to 10 of life (group O2-exposed) or room air (Control
group) as previously described (Bertagnolli et al., 2016, 2014; Yzydorczyk et al., 2008). To
avoid possible maternal morbidity associated with Oz toxicity, the O2-exposed mothers were
interchanged every 12 h with a surrogate mother from another litter kept at room air. This
procedure was previously demonstrated by our group not to affect pup growth or survival
(Yzydorczyk et al., 2008). For last 3 days of O exposure (from P8 to P10), pups were treated
by gavage with tap water or the AT blocker, losartan potassium (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) (20 mg/kg/day) (Bertagnolli et al., 2016), dissolved in water to a final
administration volume of 50 pl. We previously showed that this therapeutic time frame did
not impact on nephrogenesis which proceeds up to 7 days postnatal in rats (Schreuder et al.,
2006). Following the same protocol, room-air pups were gavaged with water (sham controls).

Pups were weaned at 3 weeks to regular chow. The animals were then housed in individually
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ventilated cages (394 x 346 x 213 mm), 2 — 4 animals/cage, in a room of constant temperature
(22°C) with a 12:12-h light-dark cycle and provided with rat chow (Envigo 2918 Teklad
Global 18% Protein Rodent Diet; Lachine, QC, Ca) and water ad libitum. Only male offspring
were studied and no more than 3 rats were used per treatment in each litter (4 litters/group,
establishing a total n=12 rats/group/age). Animals were weighed weekly until 16 weeks of
age. All experimental procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the
Sainte-Justine University Hospital (CHU Sainte Justine) Research Center (protocol number
513-C) and followed the guidelines of the Canadian Council on Animal Care and the National
Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2 Echocardiographic analysis

At 15 weeks, LV morphology and function were assessed under anesthesia using
echocardiography, as previously described (Bertagnolli et al., 2016), with a high-resolution
microimaging Vevo 3100 system (Fujifilm Visualsonics®, Toronto, ON, Canada). All
echocardiographic assessments were done by a single operator, blinded to the treatment

groups. See also Supplemental Methods.
2.3 Intraventricular pressures measurement

Left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP), heart rate (HR), and the contractility
(+dP/dt) and relaxation (-dP/dt) indexes were measured in anesthetized 16-week-old animals
using intraventricular polyethylene catheter (P50) inserted through the right carotid artery and
coupled to a pressure transducer (TSD104A, Biopac Systems, Inc.). The analogic pressure
data (mmHg) was acquired and digitalized using the AcqKnowledge 4.2 software (Biopac

Systems, Inc.).
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2.4 Tissue Processing

Immediately after intraventricular assessment, hearts were rapidly removed under isoflurane
anesthesia (4:1 O2), washed in potassium chloride (100 mM KCI in saline) to induce diastolic
arrest, and weighed. Atria were removed and the heart was transversely (short axis) cut; the
basal LV was fixed for 24-48 h in 4% paraformaldehyde. The remaining LV tissue was

immediately frozen in liquid nitrogen.

2.5 Western Blotting

LV proteins were subjected to one-dimensional polyacrylamide gel (Invitrogen Bolt 4-12%
Bis-Tris Plus, Thermo Fisher) electrophoresis using the following polyclonal IgG primary
antibodies: antibodies against AT (ab9391, 1/1,000 dilution, Abcam, Cambridge, MA), AT>
(sc-9040, 1/1,000 dilution, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), angiotensin-(1-7)
Mas receptor (Mas) (AAR-013, 1/1,000 dilution, Alomone, Jerusalem, Israel), angiotensin
converting enzyme (ACE) (sc-12187, 1/500 dilution, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), angiotensin converting enzyme type 2 (ACE2) (ab108252, 1/1,000 dilution, Abcam,
Cambridge, MA), myosin heavy chain (MHC) (ab15, 1/2,000 dilution, Abcam, Cambridge,
MA) and transforming growth factor beta (TGF-B1) (ab64715, 1/1,000 dilution, Abcam,
Cambridge, MA). Antibodies against B-tubulin (T0198, 1/1,000 dilution, Sigma-Aldrich
Canada Co., Oakville, ON) and GAPDH (sc-20357, 1/1,000 dilution, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) were chosen as control based on the molecular weight of the

protein of interest. See also Supplemental Methods.
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2.6 Histological Analysis

Five pm sections were stained with hematoxylin and eosin, and Masson’s Trichrome for the
evaluation of cardiomyocyte surface area and cardiac fibrosis, respectively, as previously

described (Bertagnolli et al., 2014).

2.7 Statistical Analysis

Data are presented as mean + standard deviation (S.D.) in the table and figures. Comparisons
between groups were performed using analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc
comparisons to Oz2-exposed + H>0 using Dunnett’s method. P for trend was obtained using a
test for linear trend. The software GraphPad Prism version 6.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA), Sigma Plot 12.0 and IBM SPSS Statistics 24.0 were used for the

tests performed. The significance level was established at P<0.05.

3. Results

3.1 Morphometric parameters

Table 1 shows the morphometric parameters of 16 weeks-old adult male rats exposed to room
air (Control) or neonatal high O» treated with Losartan (O2-exposed + Los) or water (Oa-
exposed + H,0). Adult body weight and tibia length (marker of growth) were similar between
groups, as well as lung, liver and kidney weights, and each of these organ weight to body

weight ratio (Supplemental Table S1).
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3.2 Markers of hypertrophy and fibrosis

Neonatal Losartan treatment prevented the increased LV tissue fibrosis assessed at histology
in Oz-exposed rats (Figure 1D and E). A similar trend was observed with the expression of
TGF-B1, a marker of fibrosis (Figure 1 F). Heart weight and hypertrophy indexes (heart
weight to body weight, and heart weight to tibia length) were similar between groups (Table
1). Histologically, LV cardiomyocyte cross-sectional surface area was increased in O»-
exposed compared to controls and was unaffected by neonatal Losartan (Figure 1A and B).
MHC expression, a marker of cardiomyocyte hypertrophy, presented a similar pattern of
response to the neonatal interventions (Figure 1C). Echocardiographically (Figure 2),
parameters showed that, compared to controls, Oz-exposed + H2O animals had a significantly
higher LV posterior wall thickness and a marginally higher (P = 0.06) interventricular septum
thickness, another marker of hypertrophy. Neonatal treatment with Losartan was associated
with lower interventricular septum thickness, but similar L'V posterior wall thickness, as

compared to Oz-exposed + H2O animals (Fig. 2).

3.3 Systolic cardiac function

Sixteen-weeks old rats exposed to high O in the neonatal period did not show a significant
impairment in measures of L'V systolic function cardiac output and contractility index.
However, LVID and stroke volume were lower in Oz-exposed vs. control rats and were
significantly increased in Oz-exposed Losartan-treated animals compared to Oz-exposed +
H>0O animals. Losartan-treated animals had the lowest EF and FS values of all three groups (P

for trend, 0.03) (Fig. 3).
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3.4 Diastolic function

Neonatal Oz exposure was associated with mild alterations in diastolic function (non-
significant increase) (P = 0.06) in LVEDP and significant (P = 0.04) decrease in the
relaxation index (-dP/dT) in Oz-exposed rats versus controls). We observed no difference
between the Oz-exposed rats receiving water and Losartan for these parameters, showing that
neonatal Losartan treatment did not significantly improve diastolic function in 16-weeks old

Oz-exposed rats (Fig. 4).

3.5 Left ventricular renin-angiotensin components expression (Fig. 5)

In the current study, AT expression did not significantly differ between groups. LV AT
expression was significantly increased in Oz2-exposed + H>O animals and the highest in O»-
exposed + Losartan. Mas receptor expression was significantly reduced in Oz-exposed and
remained reduced in Oz-exposed + Losartan. ACE and ACE2 protein were similarly

expressed in all groups.

4. Discussion

The current study examined the impact of early life AT blockade on adult 16-week-old rats
cardiac morpho-functional parameters and RAS components expression after neonatal high-
Oz exposure.

In brief, early-life Losartan treatment in rats exposed to high O in the neonatal period
prevented myocardial fibrosis, LV wall thickening and stroke volume reduction. However,
Losartan treatment of O2-exposed pups led to reduced EF and FS, and did not prevent changes
in diastolic function. Losartan also did not prevent increased LV AT> and decreased Mas

receptors expression observed in high Oz-exposed rats.
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Overall, echocardiographic and intraventricular pressures data along with
morphometric parameters can be compared with previous studies from our as well as other
groups and indicate that neonatal high Oz exposure leads to adult cardiac dysfunction and
structural changes (Bertagnolli et al., 2016, 2014; Ramani et al., 2015; Velten et al., 2011).
The aim of this study was to determine if the favorable LV changes observed at age 28 days
in Oz-exposed animals receiving a transient AT blockade in the neonatal period would
perpetuate later in life. Interestingly, compared to our previous study reporting adult LV
impact of neonatal O-exposure (Bertagnolli et al., 2014), current results differ on certain
aspects: we do not observe differences in cardiac hypertrophy index heart to body weight ratio
that were observed earlier in life in Oz-exposed rats. We observed a reduction in LVID, which
was not observed in our previous study. It is possible that the older age of the rats in the
current study (16 vs. 12 weeks) could explain the attenuated cardiac changes observed in this
model. We are not aware of other studies examining longer-term LV impact of transient
neonatal high Oz exposure. At the level of RAS expression, contrary to our observation at 4
and 12 weeks, AT expression was not significantly increased in 16 weeks Oz-exposed rats so
that the reduced ATi/ATzratio results from significantly increased ATo.

We had previously reported that transient blockade of AT, receptors during neonatal
exposure to high Oz could prevent LV hypertrophy, fibrosis and dysfunction in juvenile 4
weeks old rats. The current study shows that some of the beneficial effects of AT blockade
remain present in adult rats, with prevention of fibrosis, LV wall thickening and systolic
dysfunction (stroke volume). However, neonatal Losartan treatment was also associated with
possibly deleterious effects, including reduction in EF and FS in the O-exposed + Losartan
groups. The latter was observed despite normalization of stroke volume, and was associated

with an increase in LV internal diameter and EDV compared to Oz-exposed + H>O. We
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postulate that the prevention of fibrosis and adverse remodeling by Losartan lead to relatively
larger LV (LVID and EDV) with resulting lower EF and FS; alternatively, whether this also
reflects alteration in mechanisms enabling the heart to mount a hypertrophic response to
(patho)physiological stimuli remains to be studied. Overall, the pattern of the response to O2
exposure and Losartan was similar for LVPW and IVS although response to Losartan reached
statistical significance only for IVS. Interestingly, these observations can be paralleled to the
reports in subjects with cardiac hypertrophic disease showing a more pronounced LV diastolic
impairment and hypertrophy at the basal septum compared to the other LV walls (Galderisi et
al., 1999; Yal¢in et al., 2015).

As per current knowledge, the RAS consists of two antagonistic branches: the angiotensin
converting enzyme (ACE)/Angll/AT1 receptor pro-hypertrophy and fibrosis pathway, and the
ACE2/Ang(1-7)/Mas receptor antifibrotic cardioprotective counter-regulatory pathway
(Lautner et al., 2013; Passos-Silva et al., 2013). In adults, the pharmacological blockade of
Angll/ AT, is a well-established clinical treatment of cardiac hypertrophy and heart failure
(Stojiljkovic and Behnia, 2007; Yancy et al., 2013). Cardioprotective effects of AT blockage
are mediated by direct prevention of hypertrophic and fibrotic signaling pathways, as well as
by reciprocal activation of the ACE2/Mas arm and, in some reports, increased in AT
expression and activity (Passos-Silva et al., 2015). In Oz-exposed 4-weeks old rats, we
previously reported that neonatal Losartan treatment was associated with a decrease in cardiac
AT expression and an increase in ATz expression leading to a decrease in the AT1/AT: ratio.
The results we obtained in adult rats were consistent with the findings obtained at 4 weeks,
showing that transient early-life Losartan treatment induces a prolonged modification of the
RAS pathway. However, Losartan did not significantly impact AT expression at 16 weeks.

Other studies also report increased ATz expression in response to cardiac anti-hypertrophy



92

and anti-fibrotic treatments (Namsolleck et al., 2014; Pang et al., 2015). A specific role for
AT> in decreasing/preventing organ fibrosis has been increasingly studied and demonstrated
in pre-clinical models (Y. Wang et al., 2017). Additional studies are required to determine the
definite role of AT, in programming cardiac changes after deleterious, prematurity-related,
neonatal conditions.

Our results showed that transient neonatal O2-exposure led to a significant decrease in
cardiac Mas protein expression, which is, to our knowledge, a first study examining impact of
perinatal conditions (or programming) on adult cardiac Mas expression. The interaction of
angiotensin-(1-7) with Mas mediates its cardiac anti-proliferative and anti-fibrotic effects
(Farag et al., 2015; J. Wang et al., 2017). In the current study, neonatal Losartan did not
prevent the decreased Mas expression of O2-exposed rats. ACE2 protein expression was not
modulated by neonatal high Oz exposure or Losartan treatment. Our data corroborates the
study of Klimas et al., which showed that the continuous Losartan administration (prenatally
to 9 weeks of age) in spontaneously hypertensive rats prevented LV hypertrophy but did not
influence the reduced Mas mRNA expression (Klimas et al., 2015). Similarly, Zong et al.
demonstrated that Losartan treatment of male rats with adriamycin-induced heart failure,
improved cardiac function, reversed the increased AT expression, but did not modify the
reduced Mas expression (Zong et al., 2011).

Clinically, a growing body of evidence shows that preterm birth is linked to altered
myocardial shape and function. At age 5, preterm children exhibit increased interventricular
septum thickness and smaller LV diameters compared to term, indicative of premature
hypertrophy (Mikkola et al., 2007). Young adults born very preterm, detailed imaging studies
showed altered cardiac shape and L'V mass with shorter ventricle and smaller internal

diameter, and impaired systolic and diastolic function (Kowalski et al., 2016; Lewandowski et
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al., 2013). In both clinical and experimental studies, cardiac changes prevail independently
from blood pressure which nevertheless is significantly increased in preterm born individuals
(Kowalski et al., 2016; Lewandowski et al., 2013). Effective treatment strategies for cardiac
remodeling and dysfunction need to be determined to prevent premature cardiac disease in
this population. Considering prevention and early intervention is preferable to therapies
initiated when the disease is established, and considering the importance of RAS in
developmental programming of cardiovascular dysfunction but also in normal development, it
is of utmost importance to examine carefully in preclinical studies the long-term

consequences of early life RAS modulation.

S. Conclusion

In summary, our data provide evidence that brief neonatal AT receptor blockade
attenuated long-term structural and functional impact of neonatal high Oz-exposure but also
led to reduced EF and FS. Increased LV AT, and decreased Mas receptor expression observed
in high Oz-exposed group were unaffected by Losartan treatment. Our results show that early
life Losartan treatment aimed at preventing cardiac consequences of neonatal deleterious
conditions may also comprise detrimental effects that require further investigation prior to
clinical translation in developing children. Indeed, as a number of preclinical studies have
demonstrated the role of RAS -and the benefit of RAS blockade- in fetal and neonatal origins
of cardiovascular diseases (Dasinger et al., 2016), preventive and therapeutic strategies are
being considered (Tain et al., 2018). Current and other studies examining adult impact of
early life RAS blockade indicate that optimal time window to initiate treatment, and which
arm of the RAS to target, warrants further studies before clinical trials in very young children

are considered (Walton et al., 2018).
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Table 1. Morphometric parameters
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Morphometric Parameter ~ Control + H2O  Oz-exposed + H20

Oz-exposed + Los

BW (g) 661 +28 677 £39
Tibia length (mm) 5242 51+1
HW (g) 1.5+0.2 1.5+£0.1
HW/BW (mg/g) 22+£03 2.2+0.1
HW/Tibia length (mg/mm) 28+3 29+2

722 +78

51+£2

1.5+£0.3

2.1+0.2

30+5

Morphometric parameters of 16-week-old male rats room air control (Control) or exposed to

neonatal high oxygen (Oz-exposed) and treated with water (H20) or Losartan (Los) from days

8 to 10 of life. Data presented are mean + S.D. (n = 6 — 8 rats per group). P-values calculated

using ANOVA followed by post-hoc comparisons to Oz-exposed + H>O using Dunnett’s

method. No significant difference was found. BW: body weight; HW: heart weight.
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Figure legends
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Fig. 1. Histomorphometric parameters - hypertrophy and fibrosis - of 16-week-old male
rats room air control (Control) or exposed to neonatal high oxygen (O:-exposed) and
treated with water (H20) or Losartan (Los) from days 8 to 10 of life. A: Representative
photographs of sections (5 um) of left ventricle (subendocardium) stained with
hematoxylin/eosin (scale bar: 50 um); B: Quantification of cardiomyocyte cross-sectional
surface area; C: MHC: myosin heavy chain; D: Representative photographs of sections (5
um) of left ventricle (subendocardium) stained with Masson trichrome (scale bar: 50 pm); E:
Quantification of interstitial myocardium fibrosis; F: TGF-1: transforming growth factor
beta. Data presented as mean + S.D. (n =4 - 6 rats per group). & P <0.05 Oz-exposed+H>0O
vs. Control+ H20; * P <0.05. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc

comparisons using Dunnett’s method.
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Fig. 2. Echocardiographic parameters of 15-week-old male rats room air control

(Control) or exposed to neonatal high oxygen (O:-exposed) and treated with water

(H20) or Losartan (Los) from days 8 to 10 of life. A: LVPW: left ventricular posterior wall

thickness in diastole; B: IVS: interventricular septum thickness in diastole. Data presented are

mean = S.D. (n = 9-10 rats per group). P-values calculated using ANOVA followed by post-

hoc comparisons to Oz-exposed + H20 using Dunnett’s method. * P <0.05.
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Fig. 3. Echocardiographic parameters of 15-week-old male rats room air control

(Control) or exposed to neonatal high oxygen (O:-exposed) and treated with water

(H20) or Losartan (Los) from days 8 to 10 of life. A: LVID: left ventricular internal

diameter in diastole; B: EDV: end diastolic volume; C: SV: stroke volume; D: CO: cardiac

output; E: EF: ejection fraction; F: FS: fractional shortening. Data presented are mean +

S.D. (n=9-10 rats per group). P-values calculated using ANOVA followed by post-hoc

comparisons to Oz2-exposed + H20 using Dunnett’s method, or trend test when specified. * P
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<0.05, ** P<0.01.
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Fig. 4. Left ventricular pressures of 16-week-old male rats room air control (Control)
or exposed to neonatal high oxygen (O2-exposed) and treated with water (H20) or
Losartan (Los) from days 8 to 10 of life. A: LVEDP: left ventricular end diastolic
pressure; B: +dP/dt: contractility index; C: -dP/dt: relaxation index. Data presented as mean
+ S.D. (n =5 - 6 rats per group). P-values calculated using ANOVA followed by post-hoc

comparisons to Oz-exposed + H>O using Dunnett’s method. * P <0.05.
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Fig. 5. Cardiac RAS components protein expression of 16-week-old male rats room air
control (Control) or exposed to neonatal high oxygen (O2-exposed) and treated with
water (H20) or Losartan (Los) from days 8 to 10 of life. A: AT;-R: angiotensin II receptor
type 1; B: AT»-R: angiotensin II receptor type 2; C: AT1/AT: ratio; D: ACE: angiotensin
converting enzyme; E: ACE2: angiotensin converting enzyme 2; F: Mas: Mas receptor. Data
presented as mean + S.D. (n = 6 rats per group). P-values calculated using ANOVA followed

by post-hoc comparisons to Oz-exposed + H2O using Dunnett’s method. * P <0.05.
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Supplemental Table S1. Morphometric parameters of 16-week-old male rats room air

control (Control) or exposed to neonatal high oxygen (O2-exposed) and treated with water

(H20) or Losartan (Los) from days 8 to 10 of life.

Morphometric Parameters Control+H>O

Oz-exposed+H20  Oz-exposed+Los

Total Kidney/BW (mg/g) 1.9+0.1
Wet lung/Dry lung (mg/mg) 50+£04
Wet lung/BW (mg/g) 3.0+£0.6
Wet liver/Dry liver (mg/mg) 3.0+0.1

Wet liver/BW (mg/g) 29+3

1.8 +0.1

52+03

2.8+0.3

3.0£0.1

30£2

2.1+0.4

49+0.7

2.8+£0.3

29+0.2

29+3

Data presented are mean + S.D. (n = 6 — 8 rats per group). P-values calculated using ANOVA

followed by post-hoc comparisons to Oz-exposed + H20 using Dunnett’s method. BW: body

weight.
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Supplemental Materials and methods

Echocardiography

Rats were anesthetized with 2.5% inhaled isoflurane mixed with O at 1 L/min, placed on a
warming pad with body temperature and heart rate (electrocardiogram limb electrodes)
continuous monitored. Two-dimensional guided M-mode images were obtained from a short
axis left ventricular (LV) view positioned perpendicular to the interventricular septum and
posterior wall of the LV at the level of the papillary muscles using a high-resolution in vivo
microimaging system Vevo 3100 (Fujifilm Visualsonics®, Toronto, ON, Canada) equipped
with a 13—-24 MHz linear array transducer (Vevo MX transducer 250). Parameters of LV
morphology, including LV internal diameter during diastole (LVIDd) and systole (LVIDs),
diastolic interventricular septum thickness (IVS), diastolic LV posterior wall thickness
(LVPW), and heart rate (HR) were obtained. Stroke volume (SV), cardiac output (CO),
ejection fraction (EF) and fractional shortening (FS) were calculated using ventricular internal
diameter, volume, and thickness obtained from M-mode images according to the American
Society of Echocardiography recommendations (Sahn et al., 1978), as follows: SV (ul) =
FDV - FSV; CO (ul/min) = SV X HR; EF (%) = (FDV - FSV)/FDV X 100; FS (%) =
[((LVIDd + LVIDs)/LVIDd] x 100.

Western Blotting

Left ventricles were homogenized using a Precellys 24 homogenizer (Bertin instruments,
Montigny-le-Bretonneux, France) using a RIPA (Radioimmuno-precipitation assay) buffer
containing protease inhibitors (Na-deoxycholate 10%, EDTA 100 mM, SDS 10%, complete
mini (Roche) 0.05X, phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 100mM, Igepal 10%) and the

suspension was centrifuged using a Sorvall Legend Micro 21R centrifuge (ThermoFisher,
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Germany) at 12000 rpm by 20 min at 4°C to remove nuclei and cell debris. The supernatant
was separated, and the protein concentration was quantified and used for normalization. The
immunodetection steps were processed on polyvinylidene difluoride membranes using
specific antibodies. Protein bands were developed with an enhanced chemiluminescence
substrate (PerkinElmer Inc, Waltham, MA) using a gel documentation system (Syngene,
G:BOX, Cambridge, UK) and quantified using Image J.

Histological Analysis

Transverse cross-sections of the base of the heart with both LV were paraffin-embedded. Five
pm microtome (Leica RM2145, Leica Biosystems, Concord, ON, Canada) sections were
stained with hematoxylin and eosin, and Masson’s Trichrome for the evaluation of
cardiomyocyte surface area and cardiac fibrosis, respectively. For all histological analysis,
two microphotographs of the LV sub-endocardium, sub-epicardium and mid-myocardium
were randomly obtained by using a slide scanner Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Germany).
Cardiomyocyte size was evaluated in the sub-endocardium and sub-epicardium by measuring
the surface area of cells with a visible nucleus. Cardiac fibrosis was assessed by quantifying
the % of pixel intensity compared to the maximum pixel intensity obtained from the Masson’s
trichrome staining. The software Zen 2.3 (Zeiss, Jena, Germany) was used to acquire the
pictures and Image J 1.51K was used for stereological analysis and pixel quantification as
previously described (Bertagnolli et al., 2014).

Bertagnolli, M., Huyard, F., Cloutier, A., Anstey, Z., Huot-Marchand, J .E., Fallaha, C.,
Paradis, P., Schiffrin, E.L., Deblois, D., Nuyt, A.M., 2014. Transient neonatal high oxygen
exposure leads to early adult cardiac dysfunction, remodeling, and activation of the Renin-
Angiotensin system. Hypertension 63, 143-150.
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