UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

LIRAGLUTIDA MELHORA O ESTRESSE OXIDATIVO CARDIACO E
REDUZ A PRESSAO ARTERIAL DE RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS EM MODELO PRE-CLINICO DE MENOPAUSA

WEDSON CORREA DOS SANTOS

VILA VELHA
JULHO /2021



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

LIRAGLUTIDA MELHORA O ESTRESSE OXIDATIVO CARDIACO E
REDUZ A PRESSAO ARTERIAL DE RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS EM MODELO PRE-CLINICO DE MENOPAUSA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, para a obtencao do grau de
Mestre (a) em Ciéncias Farmacéuticas.

WEDSON CORREA DOS SANTOS

VILA VELHA
JULHO / 2021



Catalogacao na publicagdo elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

S237| Santos, Wedson Correa dos.

Liraglutida melhora o estresse oxidativo cardiaco e reduz a
pressao arterial de ratas espontaneamente hipertensas em modelo

pré-clinico de menopausa / Wedson Correa dos Santos . — 2021.
68f. il

Orientadora: Girlandia Alexandre Brasil Amorim.
Coorientadora: Nazaré Souza Bissoli.

Dissertac@o (mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Vila Velha, 2021.

Inclui bibliografias.

1. Farmacologia e terapéutica. 2. Menopausa. 3. Estresse
oxidativo. 4. Hipertensao. |. Brasil, Girlandia Alexandre

Il. Nazaré Souza Bissoli. Ill. Universidade Vila Velha.
V. Titulo.

CDD 615




~A
¥y
"’l

ra
l“‘.‘;..\




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelas béncaos e pelas forcas que tem me

dado no decorrer da minha caminhada académica.

Agradeco também a minha familia pelo apoio que me tem dado, desde a

graduacdo até este momento, serei eternamente grato.

Agradeco imensamente a minha orientadora Girlandia, por ter me possibilitado
ingressar no mestrado. Por tantas vezes que ndo mediu esforcos em me ajudar. Sou
muito grato por cada momento que me ensinou, auxiliou e me confortou nas horas
dificeis. Agradeco também os professores Tadeu e Ewelyne pelas inumeras
contribuicdes que tiveram em minha formacdo, também serei eternamente grato.
Como também agradeco também a equipe do LabCardio-UVV, sem vocés eu

certamente ndo chegaria até aqui.

Agradeco também a professora Nazaré por ter aberto as portas do seu
laboratorio para que eu pudesse realizar os protocolos. Muito obrigado por ter confiado
em mim para executar este projeto. Obrigado por todos 0s momentos que separou
para me ensinar, levarei para toda minha vida. Sou muito grato também a toda a
equipe do LHE-UFES, muito obrigado, pelas inimeras vezes que contribuiram para

gue essa pesquisa fosse realizada.

Quero também agradecer os meus amigos, ndo colocarei 0s nomes, pois sao
bastantes os que sempre tiveram um ombro e palavra amiga nos momentos dificeis e

de alegria.

Agradeco também a CAPES e a FAPES pelo auxilio financeiro para que esta

pesquisa fosse realizada.



SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO |
1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Hormdnios sexuais femininnos e sistema cardiovascular
1.2 Liraglutida

1.3 Liraglutida e sistema cardiovascular

1.4 Efeitos antioxidantes da liraglutida

2 REFERENCIAS

CAPITULO Il
ARTIGO A SER SUBMETIDO A REVISTA: LIFE SCIENCE

APENDICE

11
13
12
12

14
15

15
18
20
22
25

31
32

55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AD - Atrio direito

CAT- Catalase

DCV's -Doencas cardiovasculares
E1- Estrona

E2-17f estradiol

E3-Estriol

EROs- Espécies reativas de oxigénio
GAPDH-Glicealdeido-3-fosfato
desidrogenase

Gl —Gordura inguinal
GLP-1-Peptideo  semelhante a
glucagon

GLP-1R-Receptor para peptideo
semelhante a glucagon

GPR — Gordura perirrenal (GPR)
HSF-Os hormaonios sexuais
femininos

IL-1B-Interleucina 13
LIRA-Liraglutida

NO- Oxido Nitrico

NOX- NADPH oxidase

OVX- Ovariectomia

PAD- Presséo Arterial Diastolica
PAM- Presséo Arterial Média

PAS—- Pressao arterial sistolica

PLB- Fosfolambam

PSFVE- Presséo Sistolica Final do
Ventriculo Esquerdo

SOD- Superéxido dismutase
TH-terapia hormonal

TTG- Teste de tolerancia a glicose

VE - Ventriculo esquerdo



RESUMO

SANTOS, W. C., M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, julho de 2021. Liraglutida
melhora o estresse oxidativo cardiaco e reduz a pressdo arterial de ratas
espontaneamente hipertensas em modelo pré-clinico de menopausa.
Orientador(a): Dra. Girlandia Alexandre Brasil Amorim; Co-orientador(a): Dra. Nazaré
Souza Bissoli.

Introducéo: A liraglutida (LIRA) é um analogo do peptideo 1 semelhante ao glucagon
(GLP-1) usado no tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e controle da
obesidade, apesar do seu amplo uso na prética clinica, pouco se sabe sobre os efeitos
benéficos da LIRA no sistema cardiovascular de fémeas no periodo pos-menopausa.
Objetivo: Avaliar os efeitos do tratamento crénico com LIRA na performance cardiaca
e 0 estrese oxidativo em ratas SHR em um modelo pré-clinico de menopausa.
Métodos: Foram utilizadas ratas SHR (150-200g) separadas aleatoriamente em 3
grupos (n=8 cada): SHAM (S) e ovariectomizadas (O) ambos foram tratadas com
solucéo salina (NaCl 0.9%) e o grupo ovariectomizadas + LIRA (OL; liraglutida 0,6
mg/kg/s.c) uma vez ao dia por 4 semanas, seguido de 0,6 mg/kg/s.c duas vezes ao
dia por mais quatro semanas. A pressdo arterial sistélica (PAS) foi medida
semanalmente por pletismografia de cauda. Os parametros hemodinamicos (PAD,
PAS, PAM e PSVE) foram avaliados ao final do protocolo, diretamente no ventriculo
esquerdo (VE). A gordura inguinal, perirrenal e retroperitoneal foi pesada para
avaliacao do ganho/perda de gordura visceral. O coragao foi congelado para avaliagao
da expressédo de proteinas antioxidantes (CAT, SOD1 e SOD2) e de mobilidade de
calcio (SERCA2a e PLB) por Western blot. Resultados: O tratamento com LIRA foi
capaz de aumentar a expressao da enzima catalase (CAT) no coracédo (S: 1.288 +
0.2204; O: 0.8852 + 0.1697; OL: 1.793 + 0.2845 p=0,0428), reduzir a PAS e PAM (S:
171.0 £ 6.2 mmHg; O: 183.0+3.1 mmHg; OL: 154.6+1.6 mmHg p=0.001), e reduzir a
gordura perirrenal (S: 0.01466+0.0022; O: 0.01886+0.0013; OL: 0.004653+0.0008
p<0.0001) e inguinal (S: 0.033+0.0064; O: 0.06125+0.0082. OL: 0.03332+0.0059 p
<0.0304) dos animais apos 60 dias. Entretanto, ndo houve diferenca nos outros
parametros hemodinamicos e na expressao das proteinas de mobilidade de calcio.
Concluséao: A LIRA promoveu efeito antioxidante no VE dos animais, foi capaz de

reduzir a pressao arterial e gordura visceral independente da fungéo cardiaca e da



dindmica de calcio. Entretanto, novos estudos precisam ser realizados para elucidar
0S mecanismos envolvidos nesses efeitos.

Palavras-chave: Liraglutida; estrogénio; menopausa; GLP-1; estresse oxidativo;
Hipertenséo.
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ABSTRACT

SANTOS, W. C., M.Sc, University of Vila Velha — ES, July de 2021.Liraglutide
improves cardiac oxidative stress and reduces blood pressure in spontaneously
hypertensive female rats in a preclinical menopausal model. Advisor: Dra.
Girlandia Alexandre Brasil Amorim; Co-advidor: Dr. Nazaré Souza Bissoli.

Introduction: Liraglutide (LIRA) is a glucagon-like peptide 1 (GLP-1) analogue used
in the treatment of type 2 Diabetes Mellitus (DM2) and obesity control, despite its wide
use in clinical practice, little is known about the beneficial effects of LIRA on the
cardiovascular system of postmenopausal females. Objective: To evaluate the effects
of chronic treatment with LIRA on cardiac performance and oxidative destitis in SHR
rats in a preclinical model of menopause. Methods: SHR rats (150-200g) were
randomly separated into 3 groups (n=8 each): SHAM (S) and ovariectomized (O) both
were treated with saline solution (NaCl 0.9%) and the group ovariectomized + LIRA (
OL; liraglutide 0.6 mg/kg/sc) once daily for 4 weeks, followed by 0.6 mg/kg/sc twice
daily for another four weeks. Systolic blood pressure (SBP) was measured weekly by
tail plethysmography. Hemodynamic parameters (DBP, SBP, MBP and PSVE) were
evaluated at the end of the protocol, directly in the left ventricle (LV). Inguinal, perirenal
and retroperitoneal fat were weighed to assess visceral fat gain/loss. The heart was
frozen to evaluate the expression of antioxidant proteins (CAT, SOD1 and SOD2) and
calcium mobility (SERCAZ2a and PLB) by Western blot. Results: Treatment with LIRA
was able to increase the expression of the enzyme catalase (CAT) in the heart (S:
1,288 + 0.2204; O: 0.8852 + 0.1697; OL: 1793 + 0.2845 p=0.0428), reduce SBP and
PAM (S:171.0 £ 6.2 mmHg; O: 183.0£3.1 mmHg; OL: 154.6x£1.6 mmHg p=0.001), and
to reduce perirenal fat (S: 0.01466+0.0022; O: 0.01886+0.0013; OL: 0.004653+0.0008
p <0.0001) and inguinal (S: 0.033+0.0064; O: 0.06125+0.0082. OL: 0.03332+0.0059 p
<0.0304) of the animals after 60 days. However, there was no difference in the other
hemodynamic parameters and in the expression of calcium mobility proteins.
Conclusion: LIRA promoted an antioxidant effect on the LV of animals, was able to
reduce blood pressure and visceral fat independent of cardiac function and calcium
dynamics. However, further studies need to be carried out to elucidate the mechanisms

involved in these effects.

Palavras-chave: Liraglutide; estrogen; menopause; GLP-1; oxidative stress; hyper
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1. INTRODUCAO
A menopausa é a cessacao permanente da menstruacdo resultante da
deficiéncia de estrogénio, essa situacao ocorre na mulher geralmente proximo dos 50
anos de idade (Peacock & Ketvertis, 2021), esta situacdo estd associada a um

aumento significativo do risco de doencas cardiovasculares (Hormones, 2019).

O estrogénio enddgeno além dos seus efeitos nos tecidos reprodutivos possui
ainda varios efeitos na funcéo cardiovascular, uma vez que ele promove reducéo dos
lipideos plasmaticos, aumento da sintese de NO vascular, melhorar a sensibilidade a
insulina entre outros efeitos (Murphy et al., 2011). Todos esses efeitos favorecem a
reducdo dos eventos cardiovasculares observados nas mulheres pré-menopausa,
guando comparado aos homens na mesma idade, sendo essa etapa da vida um marco
cardiovascular significante em termos de fisiologia e fisiopatologia (Hayward et al.,
2000; Colafella & Denton, 2018). Deste modo, muito se tem discutido sobre o beneficio
das terapias de reposi¢cdo hormonal (TRH) no sistema cardiovascular, sendo seu uso
ainda controverso. Assim, a busca por novas alternativas terapéuticas, que tragam
beneficio cardiovascular sem as implicag6es deletérias da TRH é importante (Thaung
Zaw et al., 2018).

Assim, 0s estudos com as incretinas, que sao hormonios produzidos pelos
enterdcitos frente a chegada de nutrientes e modulam o metabolismo da glicose, entre
outros (Nauck; Meier, 2018), vem crescendo como alternativa terapéutica para a
diabetes e obesidade e elas tem mostrado resultados cardiovasculares promissores
(Kyriakos et al., 2020). Nesse sentido das incretinas estudadas, os agonistas do
receptor do (GLP-1) como a Liraglutida (LIRA), tornaram-se populares e mais
amplamente utilizadas (Rizzo et al., 2018).

A LIRA é um medicamento da classe das incretinas, desenvolvido a partir do
GLP-1 humano é usado como uma opc¢ao terapéutica para o tratamento de alteracées
glicémicas e/ou DM2. Essa droga age como agonista dos receptores do GLP-1 (GLP-
1R; Agersu et al., 2002) que é expresso em diversos tecidos como o pancreas, no
trato gastrointestinal, coracéo, pulmao, rins e cérebro (Wei & Mojsov, 1995; Clarke et
al., 2018).

Nos tecidos extra pancreaticos, o0 GLP-1 parece modular o tdnus vascular, uma

vez que seus receptores sdo encontrados nas células endoteliais coronarianas e no
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musculo liso vascular, onde ele promove a producdo de Oxido nitrico (NO) e,
consequentemente, vasodilatacdo (Gutniak et al., 2021). Assim, apesar do
conhecimento sobre os efeitos da LIRA no sistema cardiovascular (SCV), pouco se
sabe sobre os seus efeitos nas mulheres e, especialmente, no periodo pos-
menopausa. Nossa hipdtese € que o tratamento com a LIRA ir& promover beneficio
ao SCV, melhorando a contratilidade por meio de sua agédo antioxidante e, ainda,

alteracéo nas proteinas de mobilidade de calcio.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do tratamento crénico com liraglutida na performance cardiaca de

ratas espontaneamente hipertensas (SHR) ovariectomizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do tratamento cronico com liraglutida sobre:

e Parametros hemodinamicos (PAS. PAD e LVSVP);

e Expressédo das enzimas antioxidantes no coracao (SOD1, SOD?2 e catalase);

e Expressdo das proteinas da mobilidade de calcio no coracdo (SERCA2a e
PLB);

e Ganho de peso e hipertrofia de 6rgaos;

e Glicemia em jejum e teste de tolerancia a glicose (TTG);
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CAPITULO |
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Hormonios sexuais femininos e sistema cardiovascular

O estrogénio enddgeno € o conjunto de 17 estradiol (E2), estrona (E1) e estriol
(E3) produzidos no organismo da mulher. Eles séo sintetizados a partir do colesterol,
em uma rota biossintetica que produz como intermediarios e precurssores, a
testosterona e a androstenediona que sé@o entdo, aromatizados em estrogenos (Figura
1-A). A sua biossintese ocorre intensamente nos ovearios, onde logo apos ser
produzido, o 173 estradiol é secretado na corrente sanguinea (figura 1-B), onde ele
se liga a globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG) e a albumina e difundem
pelo plasma até os tecidos-alvo (Gruber et al., 2002).
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Figura 01. Painel A: Estrurura e producdo de estrogénio enddgeno. Painel B: Sintese
ovariana, transporte e metabolismo do estrogénio (modificado de Gruber et al., 2002).

Diversos estudos demonstram que o0s estrégenos, especialmente o E2,
possuem efeito cardioprotetor (Ren et al., 2003;Chu et al., 2006) sendo observado
aumento do risco cardiovascular apés a menopausa (Figura 2; Crosignani et al.,
2006). Estudos j& demonstraram o prejuizo da funcao vascular em modelo animal de
ratas com a deficiéncia estrogénica por ovariectomia, com aumento de componentes
de estresse oxidativo e inflamacéao, levando a reducao da capacidade de relaxamento
vascular (Caliman et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Lamas et al., 2015), além de

prejuizo da contratilidade cardiaca (Dalpiaz et., 2015).
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Figura 02. Demonstracdo esquematica das alteracdes da pressao arterial entre homens e
mulheres durante a vida. Apds a menopausa as vias de cardioprotecdo diminuem e a presséo

arterial (PA) aumenta (modificado de Colafella & Denton, 2018).

A cardioprote¢cdo promovida pelo E2 parece estar relacionada a modulagéo
da pressdo arterial, promovida especialmente pela liberacdo de fatores
vasodilatadores derivados do endotélio e regulacédo do sistema renina-angiotensina

(Dalpiaz et al, 2015) no endotélio e no tecido cardiaco. Nas células, o E2 liga-se ao
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seu receptor intracitoplasmatico e modulam ac¢des genbmicas e ndo-gendmicas
(Figura 03) promovendo aumento da producdo de 6xido nitrico (NO), aumento da
expressnao de genes anti-inflamatorios, e reducéo de estresse oxidativo (Kodogo et
al., 2019).
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Figura 03. Efeitos genbmicos e nao-genbmicos do estrogénio nas células cardiacas
(modificado de Kodogo et al., 2019).

No coragdo, a agdo hormonal protetiva do E2 na contratilidade miocérdica,
ocorre pela regulacdo da homeostase de caélcio intracelular, promovida por
mecanismos gendémicos e nao-gendmicos (Chu et al, 2006; Bupha-Intr et al, 2006;
Paigel et al, 2011; Dalpiaz et al, 2015). O estrogénio modifica a funcdo contratil
mediado pela regulacdo de Ca?* conferindo uma cardioprotecdo, como também a
perda da regulacdo esta associada a disfuncao cardiaca (Alecrin et al., 2004; Chu et
al., 2006).

Além desses efeitos, h4 evidéncias de que a falta dos estrdgenos promove
hipertensdo, aumento do sistema renina angiotensina, inflamacdo e aumento do
estresse oxidativo (Thaung Zaw et al., 2018; Tikhonoff et al., 2019Montoya-estrada et
al. 2020; Bourgonje et al. 2020) e, comumente, levam ao surgimento de insuficiéncia
cardiaca (Zhao, Di et al. 2020; Pelzer et al. 2005). Nesse sentido, a deficiéncia dos

hormdnios sexuais femininos a longo prazo leva a reducdo da contratilidade cardiaca
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(Pines et al, 1992), que pode estar associada a alteracdes na expressao de proteinas

contrateis,

Sendo assim, estudos clinicos foram realizados em mulheres, assim como
estudos experimentais em animais avaliando os efeitos da terapia de reposicao
hormonal (TRH) na progressdo da doenca arterial coronariana na pos-menopausa
(Gompel et al, 2011). Os estudos mostram que na pés-menopausa mulheres que
recebem TRH tém menor taxa de doenca cardiovascular e morte cardiaca do que
aguelas que nao receberam a terapia (Yang & Reckelhoff et al, 2011). Contudo,
apesar do papel protetor dos hormonios ovarianos, a proposta de reposi¢cao hormonal
na fase p6s-menopausa é tema controverso, e muitos estudos apontam para aumento
de risco a saude por sua utilizacdo, havendo aumento no desenvolvimento de
canceres hormonio sensivel, a até mesmo ao aumento de risco cardiovascular em
alguns casos (Sare et a, 2008; Shook, 2011, Rossouw et, 2007). Logo, a busca por
novas alternativas terapéuticas se torna crucial, nesse sentido, a LIRA surge como

uma alternativa viavel.

1.2 Liraglutida (LIRA)

A LIRA é um anéalogo do horménio “peptideo semelhante a glucagon” (GLP-1),
com acao agonista em seu receptor GLP-1R, sendo um farmaco lan¢cado no mercado
h& poucos anos como opcéo terapéutica para o tratamento de alteracdes glicémicas
e/ou DM2. Além disso, bons resultados dessa medicacdo a tornam indicada para
tratamento da obesidade (Mehta et al., 2016).

Dentre as modificacbes na molécula da LIRA, observamos um aumento na
meia-vida plasmatica do medicamento. O GLP-1 endbégeno apresenta meia vida de 2
minutos apos a administracdo intravenosa, porém a molécula da LIRA tem uma meia-
vida de 13 horas apds a administracdo subcutanea. As mudancas estruturais
responsaveis pelo aumento da meia vida foi a adicdo de um aminoacido glutamato e
uma cadeia de 4cido graxo, o que permite a ligagéo reversivel da LIRA com a albumina

reduzindo, assim, a sua depuracéo plasmatica (Figura 4; Knudsen, 2010).
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(%) GLP-1 humano

Liraglutida

Figura 4. Estrutura de aminoacidos de peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e da

liraglutida (modificado de Knudsen, 2010).

Fisiologicamente a ativacdo do GLP-1R promove o aumento da secre¢éo de
insulina dependente de glicose (Figura 05). Essa liberacdo é mediada pela ativacao
da adenilato ciclase e, consequente elevacdo dos niveis intracelulares de cAMP, o
que leva a ativacdo da proteina quinase A (PKA) que, em ultima instancia, leva a
liberacdo das vesiculas de insulina (Kalra et al.,, 2019). Essa liberacdo leva
principalmente a reducéo da glicose sanguinea, entretanto, outros efeitos podem ser
observados como o retardo no esvaziamento gastrico e a reducdo da absorcéo de
triglicerideos no intestino (Drucker, 2006). Além desses efeitos locais, pode-se
observar um maior controle da ingestado alimentar e saciedade por agéo central e

periférica (Del Olmo-Garcia & Merino-Torres, 2018).



20

vbCC K, channel K__ channel

1 f 4

EJ ﬂ [1 [*:
e~ Ue [0)
Open M

Closure | Closure
Ci" = K. K.

(€) ATP production

5) Membrane
" e =
. Endoplasmic /A Pro °_.___""‘""‘h/
(= ™ 1
g;< Q ) reticulum (LD Transerigao
= %’-j(\‘fﬁ
Insulina '\i \J' \  Transcricdo Nocleo
(8  oensidade de prinvlosde S J

insulina

Figura 5. Mecanismos moleculares e efeitos do GLP-1 na produgé&o de insulina (modificado
de Kalra et al., 2019).

1.3 . Liraglutida e sistema cardiovascular

O GLP-1R é expresso tanto no pancreas quanto em tecidos extra-hepaticos,
como o trato gastrointestinal, coracdo, pulmao, rins e cérebro (Figura 6; Knudsen &
Lau, 2019). Dentre os processos mediados pelo GLP-1R pode-se observar a
modulacdo dos tdnus vascular, uma vez que seus receptores sao encontrados nas
células endoteliais coronarianas e no musculo liso vascular, onde ele promove a
producdo de 6xido nitrico (NO) e, consequente vasodilatacdo (Ishibashi, et a. 2010).
Suas ac¢des no SCV néo se limitam aos vasos, no coragédo o GLP-1 promove aumento
da contratilidade, do débito cardiaco, reduz da presséo sanguinea e melhora a funcéo

do ventriculo esquerdo (Mller et al., 2019).
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Figura 06. Esquema dos efeitos metabdlicos do GLP-1. Os efeitos podem ser diretos ou
indiretos no metabolismo (modificado de Muller et al., 2019)

Entretanto, os efeitos nos vasos sanguineos e, 0 aumento da producédo de NO
se destacam e, diversos estudos demonstram que eles sédo responsaveis pelos efeitos
superiores da LIRA nos desfechos cardiovasculares dos pacientes (Mikhail, 2019).
Del-Olmo e colaboradores (2018) demonstraram que a LIRA e a semaglutida, dois
analogos do GLP-1 apresentam superioridade no beneficio cardiovascular em
pacientes com DM2 sendo, portanto, indicadas por seu efeito secundéario no SCV.

Adicionalemnte, estudos utilizando modelos animais e em humanos com infarto
agudo do miocardio demonstraram melhora da performance cardiaca pelo GLP-1
(Muller, 2019). Além disso, Zhang et al., (2020) demonstrou que a LIRA possui efeito
anti-inflamatério e antioxidante em cultura de cardiomidcitos o que sugere que esses
poderiam ser os mecanismos dos efeitos cardiacos da LIRA. Estudo experimental
realizado por Zheng et al., (2019), demonstrou que a LIRA possui efeito cardioprotetor
de forma semelhante ao promovido pelo bloqueador do receptor de angiotensina 1
(AT1R) e que, ambos levam a reducéo da presséo arterial, atenuacao da hipertrofia

cardiaca e da deposicdo de colageno na matriz extracelular, melhorando a funcéo
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cardiaca, sendo um potente antioxidante e reduzindo o processo inflamatério em

modelo de hipertensdo em rato.

1.4 Efeitos antioxidantes da liraglutida

As espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham um papel fundamental
nas doencas cardiovasculares (DCV), sendo associadas a génese de diversas
doencas crénicas como hipertensédo, diabetes, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose
(Konior et al., 2014). Os mecanismos pelos quais os EROs levam ao desenvolvimento
das DCVs estao relacionadas as mudancgas moleculares promovidas, como a reducéo
da biodisponibilidade de NO, disfun¢éo endotelial, desenvolvimento de um estado proé-
inflamatorio e pro-trombético (Scioli et al., 2020).

A inflamacéo, mediada pela hipertenséo, induz a atividade da enzima NADPH
oxidase (NOX-1) que é uma importante fonte de anion superéxido (Oz2’) que reage com
NO e origina outros EROs prejudicado a vasodilatacdo mediada pelo NO (Nguyen
Dinh Cat et al., 2013).
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Figura 07. Representacao esquematica dos principais mecanismos patogenéticos envolvidos
na disfuncdo endotelial (modificado de Scioli et al., 2020)
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Estudos tém demonstrado a participacado da LIRA como potente antioxidante,
Pang et al., (2020) demonstraram que a LIRA pode reduzir espécies reativas de
oxigénio (EROs) e melhorar a sintese de NO em cardiomidcitos apés a hipdxia, efeitos
que estdo relacionados diretamente ao GLP-1R no miocardio. Adicionalmente, a LIRA
exerce efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios em células endoteliais, exercendo a
regulacdo positiva de enzimas antioxidantes (SOD-2 e catalase), como também inibe
a sinalizacdo do NF-kB (Shiraki et al., 2012). Os efeitos benéficos cardiovasculares
da LIRA sdo impulsionados pela sua acdo anti-inflamatéria e antioxidantes
independente da perda de peso (Chaudhuri et al., 2012).
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Figura 08. Ativacao do sistema e inflamacéo crénica na insuficiéncia cardiaca (modificado de
Shirazi et al., 2017)

Em um estudo com cultura de cardiomiécitos tratados-expostos- por IL-1(3,
mimetizando a inflamacao, a LIRA foi capaz de reduzir a producdo de EROs, além de
proteger os cardiomiocitos da reducdo do potencial de membrana mitocondrial e
reducdo de ATP independente da funcéo cardiaca (Zhang et al., 2020).
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CAPITULO 2
]

Liraglutida melhora o estresse oxidativo cardiaco e reduz a pressao arterial de

ratas espontaneamente hipertensas em modelo pré-clinico de menopausa.

Wedson Correa dos Santos?; Silas Nascimento Ronchi? Larissa Araljo Gongalves?,
Glauciene Januario Souza?, Antonio de Melo Ferreira Junior?, Tadeu Uggere de

Andrade?l, Nazaré Souza Bissoli??; Girlandia Alexandre Brasilt'®
RESUMO

Introducédo: A Liraglutida (LIRA) é agonista do receptor GLP-1 usado no tratamento
de Diabetes Mellitus tipo 2. Esse receptor também é encontrado nos vasos e coracao
mediando efeitos cardioprotetores, entretanto, pouco se sabe dos efeitos dessa droga
na poés-menopausa. Objetivo: Avaliar os efeitos da liraglutida no sistema
cardiovascular em ratas espontaneamente hipertensas (SHR) ovariectomizadas.
Métodos: Ratas SHR com 2 meses (150-200g) foram separadas em grupos: SHAM
(S), ovariectomizadas (O; injecdo subcutanea de salina), ovariectomizadas +
liraglutida (OL; 0,6 mg/kg/dia por 4 semanas, seguido de 1,2 mg/kg/dia) e os
tratamentos realizados por quatro semanas). A pressao arterial sistélica (PAS) foi
avaliada semanalmente. Os parametros hemodinamicos (PAD, PAS, PAM e LVESP)
foram avaliados ao final diretamente no ventriculo esquerdo. O coracao foi congelado
para avaliacdo da expressao de proteinas antioxidantes e de mobilidade de célcio por
Western blot. Resultados: O tratamento com LIRA foi capaz de reduzir a pressao
arterial sistolica e média, aumentar a expressao da enzima catalase (CAT) no coracao

e reduzir a gordura visceral das ratas ovariectomizadas. No entanto, ndo houve
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diferengca nos parametros hemodindmicos e na expressdo das proteinas de
mobilidade de célcio. Conclusdo: A LIRA promoveu efeito benéfico no sistema
cardiovascular de ratas que tiveram a menopausa induzida cirurgicamente, entretanto,
novos estudos precisam ser realizados para elucidar o mecanismo envolvido nesses

efeitos.

Palavras-chave: Liraglutide, estrogen, ovariectomized, cardiovascular, blood

pressure, antioxidant, hypertension.

Faltou o abstract

INTRODUCAO

A Liraglutida (LIRA) é uma opcado terapéutica para o tratamento de alteracdes
glicémicas e/ou Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) [1-3]. Essa droga age como agonista
dos receptores do peptideo analogo ao glucagon 1 (GLP-1) [1]. O GLP-1 é um
peptideo da familia das incretinas, que sdo horménios intestinais que atuam

estimulando a liberacdo de insulina sem causar hipoglicemia [4].

Além do pancreas, o receptor de GLP-1 (GLP1-R) parece ser expresso no trato
gastrointestinal, coracdo, pulmao, rins e cérebro [5—7]. Nos tecidos extra pancreaticos,
0 GLP-1 parece modular, entre outras coisas, o tonus vascular, uma vez que seus
receptores sao encontrados nas células endoteliais coronarianas e no musculo liso

vascular, onde ele promove a producéo de 6xido nitrico (NO) e vasodilatacédo [8,9].

No coracgdao, utilizando modelos animais [10—12] e em humanos [13] com infarto agudo
do miocérdio, foi demonstrado melhora da performance cardiaca pelo GLP-1. Além
disso, [14] demonstraram que a LIRA, possui efeito anti-inflamatério e antioxidante em

cultura de cardiomidcitos, o que sugere que a LIRA pode ter efeito cardioprotetor.

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de morte em todo o0 mundo,
sendo mais prevalentes em homens do que em mulheres [15], entretanto, apds a
menopausa esses numeros se igualam [16]. A prote¢cdo nas mulheres contra DCV
estd associada aos altos niveis de estrogénio (E2) enddgeno, o que € abruptamente

reduzido ap6s a menopausa.
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Ademais, parece que o aumento de DCVs nas mulheres pdés-menopausa, pode estar
associada ao maior estresse oxidativo nessa fase [17]. O estresse oxidativo, pode ser
causado pelo aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), ou
ainda, pela reducdo no sistema antioxidante enddégeno, formado por diversas
proteinas e enzimas, como a superoxido dismutase (SOD) e catalase. Estudos
indicam que a reducéo dos niveis de estrogénio leva ao aumento do estresse oxidativo
[18,19] e que isso pode estar associado a piora na resposta vascular e, ainda, a danos

no tecido cardiaco e renal [20].

O estrogénio promove diversos efeitos benéficos ao sistema cardiovascular (SCV),
como o aumento da producédo do NO, além de acdo anti-inflamatoria e antioxidante
[21-24]. Entretanto, diversos estudos demonstram que a sua reposi¢ao nesse periodo
€ controversa, no que diz respeito ao SCV [25-27]. Deste modo, se faz necessario a
pesquisa de novas alternativas terapéuticas para prevencédo e/ou tratamento das
DCVs nas mulheres no periodo da perimenopausa

Assim, apesar do conhecimento sobre os efeitos da LIRA no SCV, pouco se sabe
sobre os seus efeitos nas mulheres e, especialmente, no periodo pos-menopausa.
Nossa hip6tese é que o tratamento com a LIRA ira promover beneficio ao SCV,
melhorando a contratilidade e o sistema redox cardiaco. Nosso objetivo é avaliar os
efeitos do tratamento crénico com LIRA em ratas ovariectomizadas e o seu impacto
sobre parametros hemodinamicos e a expressdo de proteinas antioxidantes e de

mobilidade de célcio.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas ratas SHR com 2 meses de idade, pesando 150-200g. Os animais
foram fornecidos pelo Laboratério de Acompanhamento Experimental do Complexo
Biopraticas da Universidade Vila Velha (UVV) e mantidos em gaiolas coletivas (5
animais/gaiola) com livre acesso a dgua e comida (Ragdo padrdo para biotérios -
Moinho Primor ®), com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura e umidade
controlados. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o recomendado

pelo Guia de Cuidados Animais e Uso de laboratérios do National Institute of Health
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(Garber, 2010) e previamente aprovado pela Comissdo de Etica para o bem-estar
animal da UVV (n° 540-2019).

Protocolo experimental

Os animais foram separados aleatoriamente em 3 grupos: Grupo SHAM controle (S),
os animais foram submetidos a cirurgia ficticia e tratados com veiculo (injecédo
subcuténea — s.c.. de solucéo salina — NaCl 0.9%) em volume semelhante ao grupo
tratado com LIRA; Grupo ovariectomizado controle (O), os animais foram submetidos
ovariectomia e tratados com veiculo; Grupo ovariectomizado tratado com LIRA (OL),
0s animais foram ovariectomizados e receberam a Liraglutida (Novo Nordisk Pharma
Ltd., Gladsaxe, Dinamarca) no seguinte esquema de tratamento: nas primeiras quatro
semanas a dose foi de 0.6 mg/kg uma vez ao dia, seguido de mais quatro semanas
com a dose de 0.6 mg/kg duas vezes ao dia (Saber & Abd EI-Rahman, 2019). Todos

os tratamentos foram mantidos por oito semanas.

Os animais tiveram o peso medido ao inicio, no meio (quatro semanas) e ao fim do
tratamento. O ganho de peso foi calculado por meio do A peso. Ao fim do tratamento
os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e a avaliacéo

hemodinamica.
Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada 24h antes do inicio do tratamento, sob anestesia com
cetamina (80 mg/kg, intraperitoneal - i.p. Syntec do Brasil Ltda) e xilazina (12 mg/kg,
i.p Konig laboratories, SA). Incisdes dorsolaterais bilaterais foram realizadas através
da pele, o tecido muscular subjacente foi dissecado para localizacdo dos ovarios e
trompas de falépio. Apds a localizacdo, o tecido foi suturado e os ovarios foram
removidos. O musculo e a pele foram suturados com sutura absorvivel. Nos animais

SHAM o mesmo procedimento foi realizado sem, entretanto, a retirada dos ovarios.

Avaliacao do ciclo estral

O ciclo estral foi determinado por meio da analise de esfregacos vaginais. Para tanto,
as células epiteliais vaginais foram coletadas e examinadas em microscépio Optico,

pelo mesmo pesquisador, reduzindo possiveis varaveis analiticas, no mesmo periodo
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do dia (8:00 - 10:00 AM) [28]. Os experimentos foram realizados nos animais do grupo
SHAM apenas quando elas se encontravam no proestro.

Glicemia em Jejum e Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado conforme descrito previamente [30].
Resumidamente, ap6s em jejum prévio de 12 horas foi administrada a glicose (2 g/kg,
i.p.) e a glicemia dosada imediatamente nas amostras de sangue da cauda nos
tempos 0’, 5°, 10’, 20’, 30’, 60’ e 120 min utilizando glicosimetro (OnCall Plus II, Acon®,
USA).

Cateterizacdo e medidas hemodinamicas

Uma semana apos a avaliacdo do TTG os animais foram anestesiados com cetamina
e xilazina (100/10 mg/kg i.p., Syntec do Brasil Ltda; Konig laboratories, SA) para a
realizacdo das medidas hemodinamicas. Um cateter de polietileno (PE-50) preenchido
com solucao salina (NaCl, 0.9%) foi inserido na artéria carétida direita. O cateter foi
ligado a um transdutor de pressdo (MP100-CE) acoplado a um sistema de aquisi¢ao
de dados biol6gicos (Biopac Systems®, Santa Barbara, CA, EUA). Os dados de
pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) foram registrados
durante quinze minutos na carétida e, em seguida, o cateter foi guiado até o ventriculo
esquerdo (VE) e mantido por 30 minutos, para aquisicdo dos parametros da presséo
sistélica final do ventriculo esquerdo (PSVE). Ap6s o procedimento, o cateter foi
retirado do VE e a PAD foi novamente medida, 0os animais que apresentassem
reducdo da PAD superior a 10 mmHg seriam excluidos do estudo, pois ha indicativo
de dano a valvula aortica. Nenhum animal precisou ser excluido do presente estudo.
Os dados foram analisados no software LabChart, versao 7 (AD Instruments, Castle
Hill, Australia).

Coleta de orgéaos

ApoOs a avaliacdo hemodinamica, os animais foram eutanasiados por exsanguinacao
engquanto ainda estavam anestesiados. Os 6rgaos foram entédo retirados (VE, utero,
gordura perirrenal e inguinal), limpos em tampao fosfato (PBS, pH = 7.2), secos, em

seguida pesados. A tibia foi retirada, limpa e medida. A raz&o do peso dos 6rgaos pelo
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comprimento da tibia (mm) foi usada como parametro de hipertrofia do 6rgdo. O VE
foi armazenado em -80° C para a determinagéo da expressao das proteinas.

Western blotting

As amostras de VE (100 mg) foram homogeneizadas em tampao de lise [Tris-HCL pH
7,4 (10 mM), PMSF (1 mM), NavO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM)
e coquetel inibidor de protease (1:100)]. O teor total de proteinas foi medido atraves
do ensaio de Bradford [31]. 100 mg de proteinas foram separadas por eletroforese
usando 7,5-10% de SDS PAGE. As membranas de nitrocelulose foram blogueadas
com 5% de leite sem gordura e depois expostas aos seguintes anticorpos primarios:
antiSERCAZ2a ([1:1000], Affinity BioReagents, LOT UI2839274 CO, USA); anti-PLB
([1:1000], invitrogen, LOT TI270655, CO, USA), SOD 1 e 2? ([1:200], LOT 0801 Sigma,
Estados Unidos); Catalase (CAT) ([1:2000] Sigma, LOT E1418, Estados Unidos); e
anti-Glicealdeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ([1:4000], Merck Millipore, LOT
015M4824V, Alemanha). As membranas foram entdo incubadas com os anticorpos
secundarios (anti-mouse ou anti-rabbit monoclonal IgG), que eram conjugados
peroxidase ([1:5000], Abcam, Inc., EUA). As bandas foram quantificadas usando o
software Bio-Rad Image Lab 5.2.1 e os niveis de intensidade das bandas foram
normalizados utilizando o GAPDH.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média +/- erro padrdo da média (EPM), e a anélise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versdo 8 (Software
Graph Pad, La Jolla, CA, USA). Os dados tiveram a normalidade avaliada pelo método
de Kolmogorov-smirnov. Os dados foram comparados utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Nos dados onde
avaliacdo da influéncia do tempo sobre o parametro avaliado, foi utilizada analise de

variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post hoc de Sidak’s.
Resultados
Ganho de peso e hipertrofia de 6rgéos

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados da razdo do peso dos o6rgdos pelo

comprimento da tibia apds o tratamento de oito semanas com liraglutida. E possivel
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observar que o tratamento promoveu reducdo no peso das gorduras inguinal e

perirrenal nos animais.

Tabela 1. Dados ponderais dos animais submetidos ao tratamento com Liraglutida em modelo
de privacdo de estrogénio

Grupos
Parametro Fip
S 0] oL
VE/TB 0.01949+0.0001 2 0.01923+0.00012  0.02012+0.001 @ 0.9891/0.3949
U/TB 0.01172+0.0016 @  0.00186+0.0002°  0.002062+0.0002°  122.8/<0.0001
GPR/TB 0.01466+0.0022 2  0.01886+0.00132  0.004653+0.0008° 3696 / <0.0001
GI/TB 0.033+0.0064 2 0.06125+0.00822 0.03332+0.0059 b 4.88 /0.0304

VE = Ventriculo esquerdo; U= Utero; GPR= Gordura perirrenal; Gl = Gordura inguinal; TB=
Comprimento da tibia. Letras diferentes na mesma linha representam diferencgas estatisticas.

Como esperado, a ovariectomia promoveu reducdo do peso do utero, o que nao foi
alterado pelo tratamento com a LIRA. De forma semelhante, ndo foi observado

impacto do tratamento sobre a hipertrofia do VE.

Com relacdo ao ganho de peso, observa-se que apés o periodo experimental (60 dias)
0s animais do grupo ovariectomizado (O) apresentaram ganho superior ao grupo S
(Figura 1, painel A; S: 175.7g+7.10g, O: 209.29+8.07g, OL: 197.1g+5.77 g), a LIRA,

entretanto, ndo foi capaz de impedir o ganho de peso ap6s 60 dias (Painel B).
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Figura 01. Dados de ganho de peso ao fim do tratamento (Painel A) e evolucéo de

peso dos animais ao longo dos 60 dias de acompanhamento (Painel B). Dados
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apresentados como médiat erro padrao da média. Dados comparados por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey (Interaction.
F=3.955, p=0.0455). * p<0.05 comparado a S.

Medida direta da pressao arterial

. A pressdao arterial média (PAM) encontrouse aumentada no grupo ovariectomizado
quando comparado ao grupo controle, e o tratamento com LIRA promoveu reducao e
normalizacdo da pressao arterial (S: 101.7+3.54; O: 119.9£2.65; OL: 102.6+2.85;
p=0.0017 S vs O; p=0.0011 O vs OL) apos 60 dias de tratamento (Figura 2).
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Figura 2: Dados da avaliacdo direta da pressdo arterial média (PAM). Dados
apresentados como médiazx erro padrao da média. Os dados foram avaliados por one-
way ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey (F=13.01, p=0.0004). **p<0,01.

Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado uma semana antes do fim do protocolo
experimental e nem o tratamento com LIRA ou a ovariectomia promoveram mudanca
no padréo de resposta (Figura 3; S: 16404+2801, O: 16208+668.8, OL: 12541+1593
AUC).
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Figura 3: Dados do teste de tolerancia oral & glicose. Area sob a curva (Painel A) e
curva representativa dos diferentes grupos de tratamento (Painel B). Dados
apresentados como médiat erro padrdo da média. No painel A os dados foram
avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey (F: 1.312,
p=0.2986)-

Avaliacdo hemodinamica

Como observado na Figura 4, a LIRA ndo modificou esses a PAS, PAD e PSFVE

parametros.
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Figura 4: Resultado das avaliagcbes hemodinamicas. Painel A: Dados da presséo
sistdlica no ventriculo esquerdo (F: 0,5936, P=0,5618); Painel B: Dados da pressao
diastélica no ventriculo esquerdo (F: 0,978, P=0,3934); Painel C: Dados de Presséo
sistélica final do ventriculo esquerdo — LVESP (F: 0.2502, P=0.7810); Dados
apresentados como média * erro padrdo da média. Todos os dados foram avaliados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.

Avaliacdo da expresséo de proteinas por Western blot

A avaliacdo da expressdo das enzimas antioxidantes demonstrou aumento da
catalase (CAT) no grupo OL (Figura 05, Painel C; S: 1.288 + 0.2204; O: 0.8852 +
0.1697; OL: 1.793 £ 0.2845) quando comparado ao grupo O, entretanto nao foi
possivel notar diferenca nas enzimas SOD1 e 2. Adicionalmente, a expressao da PLB
foi normalizada quando comparada eu animal controle (S) e a SERCA2a nao tive sua

expressao modificada com o tratamento com LIRA (Figuras 5; Painéis A — F).
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Figura 05. Avaliacdo da expressdo proteica no coracdo dos animais tratados com
LIRA. Painel A: Enzima superéxido dismutase 1 (SOD1; F: 0,3916, P=0,6843); Painel
B Enzima Superdxido Dismutase 2 (SOD2; F: 2,177, P=0,1479); Painel C: Enzima Catalase (CAT;
F: 3,916, P=0,0428); Painel D: Proteina Fosfolambam (PBL; F: 0,6435, P=0,5394); Painel E:
Proteina SERCA (F: 0,5869, P=0,5692); Painel F: Razdo entre a Serca e a PBL. A expressdo de
cada proteina foi normalizada pelo GAPDH. Os dados foram expressos como média * erro
padrdo da média SEM e avaliados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de
Tukey * p <0,05.



42

Discussao

Nosso estudo foi 0 primeiro a indicar que a administracéo de LIRA por 60 dias € capaz
promover mudancas nos parametros cardiovasculares em ratas SHR submetidas a
reducdo de estrogénio. Nosso estudo demonstrou, ainda, que a LIRA reduziu a PAM
e promoveu aumento da expressdo da enzima antioxidante catalase (CAT) e da
proteina fosfolambam no tecido cardiaco dos animais. Sendo assim, melhorando a

performance cardiaca em situacdo de reducédo de estrogénio.

Estudos indicam que o estrogénio tem efeito cardioprotetor, reduzindo o risco de a
mulher apresentar hipertensdo arterial e eventos cardiovasculares (infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, doencas tromboemboliticas) na fase pés-
menopausa, quando comparado com homens da mesma idade [32,33]. Na pés-
menopausa 0s hiveis de estrogénio estéo reduzidos e, evidéncias demonstram uma
associacao dessa reducdo com aumento da incidéncia de hipertensdo nas mulheres
[15,34].

Os efeitos protetores do estrogénio parecem ocorrer por meio do seu efeito
vasodilador, via endotélio vascular, que leva a liberacdo de fatores de relaxamento
(6xido nitrico, prostaciclina, fator hiperpolarizante) e, por acédo direta no musculo liso
vascular [35,36]. No coracdo o estrogénio modula positivamente a contratilidade
cardiaca, uma vez que pode alterar proteinas envolvidas na mobilidade do célcio
[37,38]. Além disso, estudos indicam que a terapia de reposicdo hormonal pode
melhorar a contratilidade cardiaca em mulheres na pds-menopausa [39,40].

No nosso estudo, utiizamos um modelo que mimetiza a privagdo de estrogénio da
menopausa e, avaliamos o impacto do tratamento em duas importantes proteinas

envolvidas na mobilidade do calcio, a fosfolambam (PLB) e a SERCA2a.

Nossos resultados demonstram que houve reducédo da expresséo proteica do PLB,
sem alteracdo da SERCA2a, além de tendéncia a aumento da razdo SERCA2a/PLB
nas ratas ovariectomizadas (O) e, que a liraglutida impediu essas alteracdes,
igualando os resultados aos valores da rata SHAM (S). A PLB regula a ca2+-afinidade
do SERCAZ2a, faciltando a absorcdo de calcio no reticulo sarcoplasmatico e
relaxamento muscular, que € considerado um importante mecanismo intracelular

envolvido na contratilidade miocardica [ 63]
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Esses resultados contribuem para explicar o aumento da performance cardiaca nas
ratas O e indicam que a LIRA pode modular a contratilidade por meio de alteragéo da
PLB. O PLB é um repressor de variaveis contrateis basais do ventriculo esquerdo [41],
e seria de se esperar que alteracdes nos niveis de PLB resultassem em alteracdes na
contratilidade miocérdica.

Na literatura encontramos estudos que mostram que a ovariectomia em ratas
hipertensas (SHR, [37] e normotensas (wistar, [38] levam a reduc¢ao da contratilidade
cardiaca, assim como em mulheres na pés-menopausa [39,40]. No estudo de [37], foi
mostrado que a ovariectomia em ratas SHR leva a aumento da expresséao proteica da
PLB e da razdo da PLB/SERCA2a, o que explicaria a menor performance cardiaca
observada nessas ratas. Entretanto, ao examinarmos a metodologia, encontramos
gue nesse estudo as ratas foram ovariectomizadas com 3 meses de idade, 0 que
difere do nosso estudo e, portanto, justifica os resultados controversos.

Por outro lado, [38] observou reducdo na forgca de contragdo nos animais
ovariectomizados, apenas 60 dias apos a privacdo de estrogénio, entretanto, o seu
modelo de estudo foi animais normotensos o que pode, pelo menos em parte, explicar
as diferencas observadas. Adicionalmente, outros estudos encontraram que a
ovariectomia ndo levou a alteracdo de parametros funcionais [42,43] e, em relagcéo a
reposicdo com estrogénio, os resultados dos estudos mostram desde, ndo alteragéo
[42] ou até mesmo reducéo [43] desses parametros.

E importante destacar, que o aumento em parametros que avaliam a contratilidade
cardiaca, nem sempre sdo benéficos e, podem representar aumento inicial da
atividade do sistema nervoso simpético, como acontece em mulheres na fase pos-
menopausa [44], como forma de estimular a capacidade contratil do coracdo, mas que
em longo prazo, poderia levar a insuficiéncia cardiaca, por promover o down regulation
dos receptores B-adrenérgicos [45,46].

Em nosso estudo, observamos ainda que a ovariectomia promoveu aumento da
pressao arterial dos animais e que a LIRA foi capaz de normalizar esses valores
(Figura 2). Um estudo clinico randomizado com 4725 individuos (homens e mulheres)
gue receberam LIRA (3,0 mg/dia) ou placebo por 32 e 52 dias demonstrou que a LIRA
promove reducéo da PAS independentemente da associacdo com diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) [47].

O GLP-1 possui agéo vasodilatadora no sistema cardiovascular [48-50]. E estudos

utilizando a LIRA demonstram que ela promove beneficio ao sistema cardiovascular
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e, que esse beneficio se da, entre outras coisas, por aumentar a biodisponibilidade do
NO, que é um potente vasodilatador [51,52].

Nosso estudo demonstrou que a LIRA é capaz de reduzir a pressao arterial dos
animais SHR ovariectomizados, ap0s 60 dias de tratamento. Esses dados corroboram
os dados da literatura que mostram que o tratamento com LIRA melhora o desfecho
cardiovascular, independente dos efeitos sobre a obesidade e glicemia [51,53,54].
Esse efeito na pressdo pode ser associado, pelo menos em parte, ao aumento da
expressdo da enzima catalase observado (Figura 5, Painel C). Tendo em vista que o
estresse oxidativo, que é caracterizado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs) elou a perda de atividade das enzimas antioxidantes, tem efeito direto na
biodisponibilidade NO, reduzindo-a [55,56].

A catalase (CAT) é uma enzima que tem papel de eliminar o peréxido de hidrogénio
(H202), importante radical, decompondo-o H202 em &gua e oxigénio [55]. Estudos
indicam que o desenvolvimento da hipertenséo no periodo pés-menopausa pode estar
relacionado ao maior estresse oxidativo nesse periodo (revisado por Lopez-Ruiz et al.
2008; Kander et al. 2017), deste modo, podemos inferir que a LIRA promoveu reducéo
nas espécies reativas de oxigénio e que isso pode aumentar a biodisponibilidade de

NO e, consequentemente, promover a reducéo da presséo arterial dos animais.

Nosso estudo demonstrou que no grupo OL houve reducéo dos pesos das gorduras
inguinais e perirrenais (Tabela 1), entretanto, mesmo havendo ganho de peso no
grupo O, a LIRA néo foi capaz de prevenir esse aumento (Figura 1, painel A-B). [59]
tratando ratas wistar ovariectomizadas demonstrou que a LIRA (4 pg /kg/dia) foi capaz
de prevenir o ganho de peso, o que difere do nosso estudo. Entretanto, nosso estudo
foi o primeiro a avaliar o impacto da LIRA no ganho de peso de animais SHR

ovariectomizados, o que pode justificar a diferenca nos resultados.

Adicionalmente, demonstramos que os animais tratados com LIRA apresentavam
reducado no tecido adiposo perirrenal e inguinal. [60] observaram o mesmo efeito em
machos orquiectomizados e, ainda, justificaram esse resultado ao aumento da
lipogénese e termogénese nos animais, promovido pela ativacao do receptor de GLP-
1.

A distribuicdo de gordura corporal na mulher muda conforme o tempo, sendo
observado aumento da gordura visceral na pés-menopausa [61]. As gorduras

viscerais, estdo associadas ao aumento da resisténcia vascular, aumento da presséo
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intrarenal, resisténcia a insulina e desequilibrio pro-inflamatoério [62]. A LIRA tem
demonstrado eficdcia na reducdo tanto da gordura subcutdnea quanto visceral
independentemente de seus efeitos de reducédo da glicose [59,60]. Sendo assim,
nossos dados indicam que a LIRA tem resultados interessantes nos depésitos de
gordura viscerais, 0 que pode ser associado aos beneficios cardiovasculares e
metabolicos observados.

Resumindo, tratamento com LIRA promoveu reducédo na pressao arterial e aumento
da expressdo da enzima antioxidante catalase sem, entretanto, promover mudanca
na contratilidade cardiaca e, ainda aumentou a expressao da proteina fosfolambam.
Estes achados sdo importantes, pois indicam uma alternativa terapéutica para o
tratamento de mulheres pds-menopausa, tendo em vista 0s beneficios

cardiovasculares da LIRA.

Podemos concluir que a LIRA promoveu beneficio cardiovascular nas ratas
hipertensas e ovariectomizadas tratadas cronicamente. acreditamos que 0s
mecanismos antioxidantes estejam relacionados a efeitos protetores adicionais ao
coracdo, em uma situacdo de reducdo dos niveis de estrogénio independente da
funcdo cardiaca. Houve uma reducdo significativa da reducédo de gorduras viscerais
apos o tratamento com a LIRA, o que provavelmente contribuiu para melhoria dos
niveis pressoricos, através da reducado da resisténcia vascular, resisténcia a insulina

e desequilibrio pro-inflamatério.
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APENDICE

1. METODOS
1.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas espontaneamente hipertensas (Spontaneously
hypertensive rats - SHR) com aproximadamente 2 meses de idade, pesando 150-
200g. Os animais foram fornecidos pelo Laboratério de Acompanhamento
Experimental do Complexo Biopraticas da Universidade Vila Velha (UVV) e mantidos
em gaiolas coletivas (5 animais/gaiola) com livre acesso a agua e comida (Racgéao
padrdo para biotérios - Moinho Primor ®), com ciclo de claro-escuro de 12 horas e
temperatura e umidade controlados. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os principios éticos de experimentacao animal, descritos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Anima (CONCEA, 2018) e aprovados pela

Comisséo de Etica para o bem-estar animal da UVV (n° 540-2019).

1.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram separados aleatoriamente em 3 grupos experimentais, de
acordo com o protocolo de tratamento ao qual foram submetidos, os animais do grupo
S foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM):

v S (n=8), animais submetidos a cirurgia ficticia e tratados com veiculo (injecdo
subcutédnea — s.c. de solugéo salina — NaCl 0.9%) em volume semelhante ao

grupo tratado com LIRA;
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v O (n=8), animais submetidos a ovariectomia e tratados com veiculo (injecao
subcutanea — s.c. de solucao salina — NaCl 0.9%) em volume semelhante ao
grupo tratado com LIRA;

v/ OL (n=8), animais submetidos a ovariectomia e tratado com liraglutida, (Novo
Nordisk Pharma Ltd., Gladsaxe, Dinamarca) no seguinte esquema de
tratamento: nas primeiras quatro semanas a dose foi de 0.6 mg/kg uma vez ao
dia, seguido de mais quatro semanas com a dose de 0.6 mg/kg duas vezes no
seguinte esquema de tratamento: nas primeiras quatro semanas a dose foi de
0.6 mg/kg uma vez ao dia, seguido de mais quatro semanas com a dose de
0.6 mg/kg duas vezes ao dia conforme descrito anteriormente por Saber & Abd
El-Rahman (2019)

n=8 n=8 n=8
S oL
(¢}
SHAM OVARIECTOMIZADAS + LIRA
. OVARIECTOMIZADAS L A
CIRURGIA FICTICIA L - ~ (injec&@o subcuténea com
(injecéo suchuCt:?rcl)ega})/c)om solucéo (injegao Su?,?é?g?& /g)o m solugdo liraglutida 0.6 mg/kg)
aCl 0.9%

Figura 01. Esquematizacéo da divisdo de grupos

Os animais foram pesados no inicio do protocolo e separados aleatoriamente
em grupos. O ganho de peso e a pressao arterial sistolica (PAS) foram verificados
semanalmente durante todo protocolo experimental. A medida da glicemia em jejum
e teste de tolerancia a glicose foram realizados 48h antes da eutanasia dos animais

conforme o cronograma de experimento (Figura 02).
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Figura 02. Cronograma de experimento

1.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

A ovariectomia foi realizada sob anestesia conforme Brasil et al., (2015),
utilizando o anestésico Hidrocloreto de Cetamina (80 mg/kg) e o relaxante muscular
Xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) no quadrante inferior esquerdo do

abdébmen.

A técnica consiste em uma incisdo de 1,0 a 1,5 cm entre a Ultima costela e a
coxa, a 1,0 cm da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular,
abertura da cavidade peritoneal para posterior ligadura das trompas uterinas e
remocao dos ovarios. O procedimento foi realizado bilateralmente. Apds a retirada dos
ovarios foi realizada sutura da musculatura e da pele com fio de nylon 3,0
monofilamentado. Ao final do procedimento foi administrado 0,1 ml do antibiotico

Enrofloxacina a 2,5% (Flotril®, Schering-Plough) via intramuscular.

O grupo submetido a cirurgia ficticia (S), foi submetido a uma inciséo na parede
abdominal, sob 0 mesmo procedimento anestésico, mas nao foram retirados os

ovarios. Ao final do procedimento os animais foram alocados em gaiolas individuais
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1.4 MEDIDA INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL POR PLETISMOGRAFIA DE
CAUDA

A pressao arterial sistolica (PAS) foi avaliada semanalmente durante o
protocolo experimental e determinada utilizando o método nédo invasivo da
pletismografia de cauda (EEF 306, Insight LTDA). Brevemente, os animais foram
aclimatados 3 dias antes do inicio das afericdes. A aclimatagdo consistiu no
acondicionamento do animal por cerca de 10 minutos no equipamento, evitando a
influéncia do estresse sobre a presséo arterial. No dia do registro os animais foram
acondicionados nas camaras de contencédo, em seguida acondicionados na camara
aquecida a 35 * 2°C por 5 minutos, com um cuff de pulso acoplados na regiao proximal
da cauda. O valor da PAS foi obtido através dos sinais do transdutor acoplado a um
computador, como descrito em trabalhos anteriores (Baldo et al.,, 2011). Foram
realizadas 3 leituras consecutivas com intervalo de 1 minuto entre as medidas. A
medida individual da PAS foi calculada pela média das leituras, sendo descartados os

registros associados com movimento da cauda.

1.4AVALIACAO DO CICLO ESTRAL PELO ESFREGACO VAGINAL

A determinacdo da fase do ciclo estral foi realizada a fim de confirmar a
ovariectomia e avaliar a atividade ovariana das ratas submetidas a cirurgia ficticia, que
é influenciada diretamente pelos niveis de estradiol. Varias alteracdes ocorrem nos
tecidos do aparelho reprodutor das fémeas durante o ciclo estral completo duro de
quatro a cinco dias, ou seja, a cada cinco dias ocorre ovulagdo, e esta dividido nas

seguintes fases conforme YENER et al., (2007):

v Proestro -marcado pelo aumento dos niveis séricos de estradiol e pico do
horménio luteinizante (LH), ha atividade proliferativa do epitélio vaginal, com o
predominio de células arredondadas, epiteliais nucleadas (Figura 4- b1, b2 e
b3).

v Estro — ocorre a queda dos niveis de estradiol, coincidindo com a ovulacdo e
formacdo do corpo luteo. H& diminuigdo da proliferacdo do epitélio vaginal,
apresentando esfregaco vaginal constituido predominantemente de células

cornificadas anucleadas (Figura 4- d1, d2 e d3).
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v Metaestro e Diestro - Esses periodos apresentam concentracdes baixas dos
niveis de estradiol. Ao esfregaco vaginal na fase Metaestro, observa-se
leucocitos em numeros mais altos, células cornificadas e algumas células
arredondadas (Figura 4- cl, c2 e c3). Em contrapartida, na fase Diestro,

observa-se esfregaco constituido praticamente por leucdcitos (Figura 4- al, a2

e a3).
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Figura 03. Fotomicrografias de vaginais esfregacos de ratos fémeas com trés
métodos diferentes. Dioestrus fase é representada em al, a2 e a3, pré-estro em bl,
b2 e b3, metoestro em cl, c2 e c3 e estro em d1, d2 e d3. Leucdcitos (L) célula
intermediéria (1), célula cornificada (C), célula parabasal (P) e superficial célula (S) séo

indicados (Yener et al., 2007).
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A determinacdo da fase estral das ratas foi realizada por meio da analise
microscépica do esfregaco vaginal a fresco, observando os trés tipos celulares:
células arredondadas nucleadas, células maduras cornificadas e leucocitos (Goldman
et al., 2007). O fluido vaginal foi coletado por meio de micropipetas plasticas 20uL de
solucéo salina (NaCl 0,9%), transferido para laminas de vidro, misturado com uma
gota de lugol e sobreposto com laminula para posterior observacdo em microscopio
Optico com lente objetivas de 10x e 40x de aumento. Este procedimento foi realizado

diariamente, durante 7 a 10 dias, entre oito e dez horas da manha (Becker et al., 2005).

O experimento foi realizado nas fémeas ovariectomizadas apés confirmacao da
interrupcdo do ciclo e com caracteristica de citologia vaginal compativel com a fase
estro. Ja as fémeas submetidas a cirurgia ficticia, foram incluidas no experimento

apenas quando estivessem ciclando normalmente e na fase Proestro.
1.5GLICEMIA EM JEJUM E TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG)

Foram colhidas amostras de sangue da cauda e a glicemia medida pelo
glicosimetro a base de tira (On Call® - MedLevensohn). O teste foi realizado 48h antes
da avaliacdo hemodinamica, obedecendo o tempo de recuperacdo dos animais. O
teste de tolerancia a glicose foi realizado apos jejum de 12 horas. Injetou-se glicose
por via intraperitoneal (2g/Kg), seguido de afericdo da glicemia basal e nos tempos de
5, 10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos, segundo Jgrgensen et al., (2017), com

modificacdes.
1.6 AVALIACAO HEMODINAMICA

ApoOs 48h da realizacdo do TTG os animais foram anestesiados com cetamina
e xilazina (100/10 mg/kg i.p., Syntec do Brasil Ltda; Konig laboratories, SA) para a
realizacdo das medidas hemodinamicas. Atingindo o ponto cirdrgico, os animais foram
rapidamente afixados em uma mesa cirdrgica na posi¢ao supina para o procedimento
de cateterismo ventricular esquerdo como descrito anteriormente por (Forechi et al.,
2012). Uma tricotomia foi realizada na altura do pescoc¢o seguida de uma pequena
incisdo na pele, Apoés localizagédo e disseccdo da artéria carotida direita, um cateter
de polietileno (PE-50) preenchido com solucdo salina (NaCl, 0.9%) e heparina foi
inserido através do lumen do vaso até a aorta, sendo posteriormente avancado até o

ventriculo esquerdo. O cateter foi ligado a um transdutor de pressao (MP100-CE)
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acoplado a um sistema de aquisicdo de dados bioldgicos (Biopac Systems®, Santa
Barbara, CA, EUA).

Os dados de presséo arterial sistolica (PAS), presséo arterial diastélica (PAD)
foram registrados durante quinze minutos na carétida e, em seguida, o cateter foi
guiado até o ventriculo esquerdo (VE), para aquisicdo dos parametros da pressao
sistdlica final do ventriculo esquerdo (PSFVE) como descrito por (Nascimento et al.,
2016). ApoOs o procedimento, o cateter foi retirado do VE e a PAD foi novamente
medida, os animais que apresentassem reducdo da PAD superior a 10 mmHg seriam
excluidos do estudo, pois h& indicativo de dano a valvula adértica. Nenhum animal
precisou ser excluido do presente estudo. Os dados foram analisados no software

LabChart, versdo 7 (AD Instruments, Castle Hill, Australia).

1.7EVOLUCAO PONDERAL E COLETA DE AMOSTRAS

Semanalmente o peso corporal dos animais foram verificados de ambos os
grupos. Apés a hemodinamica os animais foram eutanasiados por decapitacdo, a
cavidade toracica foi exposta, onde foi possivel exteriorizar o coracdo e

posteriormente realizar a separacéo do atrio direito (AD) e dos ventriculos.

Os animais tiveram o coracdo lavado em solucdo salina, foram secos,
separados o VE e pesados. O VE foi congelado imediatamente para as analises
posteriores de Western blotting. O utero, gordura perirrenal (GPR), gordura inguinal
(GI) também foram isolados, lavados com solucéo fisiolégica e pesados utilizando
uma balanca analitica de preciséo. A tibia também foi isolada, limpa e medida seu
comprimento. A massa dos 6rgaos foi estimada pela razdo do peso do 6rgao (g) pelo

comprimento da tibia (cm).
1.8EXPRESSAO PROTEICA PELA TECNICA DE WESTERN BLOTTING

1.8.1 Quantificacdo de proteinas e preparo das amostras

As amostras do VE foram homogeneizadas em tampao de lise contendo: Tris-
HCL pH 7,4 (10 mM), NavO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM), PMSF
(1 34 mM) e inibidor de protease (diluicdo 1: 100). Os homogeneizados do tecido
cardiaco foram centrifugados por 20 minutos a 12.000 rpm com temperatura a 4° C

(Eppendorff, Alemanha). Apos a centrifugacdo foi coletado o sobrenadante para
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quantificar a concentracao de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando a albumina de soro bovina (BSA) como padrédo. Os homogeneizados do
tecido cardiaco foram centrifugados por 20 minutos a 12.000 rpm com temperatura a
4° C (Eppendorff, Alemanha). Apos a centrifugacao foi coletado o sobrenadante para
quantificar a concentracao de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando a albumina de soro bovina (BSA) como padréao.

1.8.2 Eletroforese e Transferéncia das amostras

As amostras homogeneizadas (50 pg) foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10-12,5% (gel de corrida: Tris 1,5M — SDS (0,1%)
pH 8,6, Bis/Acrilamida 30%, APS 10% e Temed) e 4% (gel de entrada: Tris 0,5M —
SDS (0,1%) pH 6,8, Bis/Acrilamida 30%, APS 10% e Temed). ApoOs a polimerizacao
dos géis, os mesmos foram colocados em uma cuba contendo tampao de corrida para
eletroforese (Tris Base 25 mM, Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e foi pipetado as
amostras nos pocos do gel de entrada. Logo apés, foi realizado a corrida das proteinas
por meio da eletroforese por aproximadamente 2 horas e 30 minutos a uma corrente
constante de 60V nos primeiros 20 min e depois a 100V, observando sempre o
marcador de peso molecular (PowerPacTM HC, BioRad, CA, EUA). Em seguida, foi
montado um sistema de sanduiche contendo o gel, membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF), papel filtro e esponjas para colocar na cuba com uma solugéo
de tampao de transferéncia (Tris Base 25 mM, Glicina 192 mM e Metanol 20%) que
foi mantida em aproximadamente 4° C durante todo processo de transferéncia das

proteinas para as membranas por um periodo de 2 horas a 80V.
1.8.3 Incubagéo com os Anticorpos

ApoOs a transferéncia em um sistema de blotting Umido, as membranas foram
blogueadas com TBS-T (NaCl 100 mM, Tris Base 10 mM, Tween 20 a 0,1%, pH 7,6)
+ leite desnatado (5%) por um periodo de aproximadamente 1 h e 30 min e depois
lavadas com TBS-T por 4 vezes de 5 min. Apos lavar as membranas, as mesmas

foram incubadas overnight aos seguintes anticorpos primarios: antiSERCA2a
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([1:1000], Affinity BioReagents, LOT UI2839274 CO, USA); anti-PLB ([1:1000],
invitrogen, LOT TI1270655, CO, USA); anti-p-Ser16-PLB ([1:1000], Abcam, LOT Inc.,
EUA); SOD 1 ([1:200], LOT 0801 Sigma, Estados Unidos); Catalase (CAT) ([1:2000]
Sigma, LOT E1418, Estados Unidos); e anti-Glicealdeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) ([1:4000], Merck Millipore, LOT 015M4824V, Alemanha). As membranas
foram novamente lavadas com TBS-T e incubadas por 1 h e 30 min com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase IgG anti-mouse ou rabbit (1: 5000; Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), de acordo com as especificacbes dos anticorpos
primérios. Os procedimentos de bloqueio, lavagem e incubacéo foram realizados sob
agitacao.

1.8.4 Deteccédo das Bandas de Proteinas

Ap6s a incubacdo com o0s anticorpos secundérios, foi adicionado nas
membranas 1 ml do reagente de deteccdo quimioluminescente ECL Prime Western
Blotting (GE Healthcare, Reino Unido) e, por fim, iniciou a imunodetecc¢ao por meio do
ChemiDoc (Bio-Rad). As proteinas foram quantificadas através do software Bio-Rad
Image Lab 6.0.1. As mesmas membranas foram usadas para determinar a expressao
de GAPDH que foi usado para normalizar os niveis de expressdo das demais

proteinas.

1.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como média = EPM. Os dados foram previamente
analisados, quanto a normalidade por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados foram analisados utilizando a analise de varidncia de uma via (one-way
ANOVA), seguido pelo teste post hoc de Tukey. Nos dados onde avaliacdo da
influéncia do tempo sobre o parametro avaliado, foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post hoc de Sidak’s. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism, versao 8 (Software Graph Pad, La
Jolla, CA, USA).
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CERTIFICADO

Certificamos que SANTOS, W.C.1 submeteu o trabalho: Tratamento crénico com liraglutida previne alteracgiio
na fungdio cardiaca em situagio de privagio de estrogénio em ratas SHR na modalidade Fisiologia Cardiaca:
SANTOS, W.C.1, GONCALVES, L.A.1, RONCHI, S.N.2, ANDRADE, T.U.1, LIMA, E.M.1, BISSOLLN.S.2,
BRASIL,G.A.1 trabalho apresentado na XXV Simpésio Brasileiro de Fisiologia Cardiovascular, realizado no

periodo de 28/01/2021 & 30/01/2021.
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