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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ uma condicao clinica multifatorial caracterizada por
elevacao sustentada dos niveis pressoricos > 140 e/ou 90 mmHg. A HAS ¢ o principal fator de
risco para deméncia vascular e acidente vascular cerebral, por causar importantes mudancas
cerebrovasculares, tornando assim o cérebro propenso a infartos, micro aneurismas e
isquemias. Além disso, foi descrita uma associagdo positiva entre hipercolesterolemia e
comprometimento cognitivo em humanos. No entanto, faltam estudos que avaliem de forma
independente o papel da hipertensao e da hipercolesterolemia, ou sua associacdo, no
comprometimento cognitivo. Entre os modelos animais utilizados para compreender o
impacto da HAS, o rato espontaneamente hipertenso (SHR) ¢ um modelo de hipertensdo
comumente empregado, pois apresenta aumentos progressivos na pressao arterial a medida
que envelhecem, semelhante a HAS na idade adulta jovem em humanos. Assim, a hipotese do
estudo foi de que a hipercolesterolemia seria capaz de causar prejuizos cognitivos em SHR,
assim como a reducdo da pressdo arterial produziria efeitos benéficos na cognicdo de SHR.
Deste modo, o objetivo do estudo foi de avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica (DH), a qual
induz hipercolesterolemia, e do tratamento com captopril e anlodipino sobre a locomocgao e
memoria dos ratos hipertensos. A locomoc¢ao, memoria de reconhecimento, memoria espacial
de curta duragdo e a memoria de trabalho dos ratos foram avaliadas por meio dos testes do
campo aberto, teste de reconhecimento de novos objetos, teste do labirinto em T e teste do
labirinto em Y. A hipercolesterolemia foi induzida por meio da dieta hiperlipidica. O
protocolo experimental foi realizado com ratos das linhagens Wistar e SHR durante sete
semanas ¢ ao inicio e final do protocolo experimental os ratos foram submetidos aos testes de
memoria e a pletismografia de cauda, para registro da pressdo arterial sistolica. A
administracao dos farmacos captopril (25mg/Kg/dia) e anlodipino (10mg/Kg/dia) foi realizada
diariamente por meio de ingestdo voluntéria pelos ratos, juntamente com geleia de morango e
agua. Os SHR que receberam dieta padrdo apresentaram maior pressao arterial, menor peso
corporal e menor ingesta alimentar, permaneceram tempo maior no centro do aparato, sem
demonstrar prejuizos na memoria de longo prazo e memoria de trabalho, comparados aos
ratos WISTAR. Os ratos WISTAR que receberam a DH, em comparacdo aos ratos WISTAR
que receberam dieta padrdo, aumentaram seu peso, apresentaram maiores concentragdes de
colesterol total e de LDL, e menor concentragdo de HDL. Estes ratos percorreram uma menor
distancia no campo aberto, porem, ndo apresentaram prejuizo na memoria de reconhecimento,
memoria espacial de curto prazo e memoria de trabalho. Os SHR que receberam DH nao
tiveram altera¢do de peso corporal, porém, apresentaram aumento do colesterol total e LDL.
No entanto, a hipercolesterolemia em SHR nao alterou a distancia percorrida no campo aberto
ou a duracdo no centro do aparato e também ndo induziu prejuizo na memoria de
reconhecimento, memoria espacial de curto prazo e memoria de trabalho. Estes dados indicam
que a HAS ou a hipercolesterolomia, ou a associagao destes dois fatores, ndo produziu déficit
de memoria em ratos. Os SHR que receberam tratamento com anlodipino e captopril
apresentaram diminuicdo da PAS comparados aos ratos que receberam veiculo. Entretanto,
nos testes de memoria, os ratos que receberam farmacos ndo apresentaram diferenga nos
parametros avaliados. Desta forma, conclui-se que a administragcdo de dieta hiperlipidica ndo
causou prejuizos na memoria dos ratos hipertensos e normotensos, assim como a utilizagao de
captopril e anlodipino também ndo provocou alteragdo na memoria dos SHR.

Palavras-chave:  hipertensdo, hipercolesterolemia, fung¢do  cognitiva, = memoria.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a multifactorial clinical condition characterized by an
increase in blood pressure levels > 140 and/or 90 mmHg. SAH is the main risk factor for vascular
dementia and stroke, as it causes important cerebrovascular changes, thus making the brain prone
to heart attacks, microaneurysms, and ischemia. Furthermore, a association between
hypercholesterolemia and cognitive impairment in humans has been described. However, there is
a lack of studies that independently evaluated the role of hypertension and hypercholesterolemia,
or their association, on cognitive impairment. Among the animal models used to understand the
impact of SAH, the spontaneously hypertensive rat (SHR) is a commonly used model of
hypertension, as it presents progressive increases in blood pressure, similar to SAH in adulthood
in humans. Thus, the hypothesis of the study was that hypercholesterolemia will cause cognitive
impairment in SHR and that the reduction in blood pressure will produce beneficial effects on
cognition in SHR. Therefore, the objective of the study was to evaluate the effects of
hypercholesterolemia, and treatment with captopril and amlodipine on the locomotion and
memory of hypertensive rats. The rats' locomotion, recognition memory, short-term spatial
memory and work memory were assessed using the open field test, new object recognition test, T-
maze test, and Y-maze test. Hypercholesterolemia was induced through a high-fat diet (HD). The
experimental protocol was carried out with WISTAR RATS and SHR for seven weeks and at the
beginning and end of the experimental protocol, the rats were subjected to memory tests and tail
plethysmography, for arterial pressure recording. The administration of the drugs captopril
(25mg/kg/day) and amlodipine (10mg/kg/day) was carried out daily through voluntary ingestion
by the rats, associated with strawberry jelly and water. The SHR that received a standard diet had
higher blood pressure, lower body weight, and lower food intake, remaining longer in the center
of the apparatus in the open field, without demonstrating impairments in recognition memory,
short-term spatial memory and working memory, compared to WISTAR rats. WISTAR rats that
received HD, compared to WISTAR rats that received a standard diet, increased their weight, had
higher concentrations of total cholesterol and LDL, lower concentrations of HDL. These rats
covered a shorter distance in the open field, however, they did not show impairment in
recognition memory, short-term spatial memory and working memory. The SHR who received
DH did not change their body weight, however, they showed an increase in total and LDL
cholesterol. Hypercholesterolemia in SHR did not change the distance covered in the open field or
the duration in the center of the apparatus and also did not induce impairment in recognition
memory, short-term spatial memory and working memory. These data indicate that hypertension
or hypercholesterolemia, or the association of these two factors, did not produce memory deficits
in rats. SHR that received treatment with amlodipine besylate, and captopril showed a decrease in
SBP compared to rats that received vehicle. Nevertheless, in memory tests, the rats that received
drugs showed no difference in the parameters evaluated. Therefore, it is concluded that the
administration of a high-fat diet did not cause any damage to the memory of hypertensive and
normotensive rats, likewise, the use of captopril and amlodipine did not cause changes in the
memory of SHR.

Keywords: hypertension, hypercholesterolemia, cognitive function, memory.
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1 INTRODUCAO
1.1  ASPECTOS GERAIS

A hipertensdao arterial sistétmica (HAS) ¢ uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por elevacdo sustentada dos niveis pressoricos > 140 e/ou 90 mmHg. A HAS
apresenta alta prevaléncia e baixas taxas de controle, sendo considerada um dos principais
fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas de saude publica
(BARROSO et al., 2021). Mesmo com a grande variedade de tratamentos existentes, a HAS
continua a ser a principal causa de morte cardiaca em todo o mundo, sendo responsavel por
10,4 milhdes de mortes por ano (UNGER et al., 2020).

A condi¢ao ¢ um importante fator de risco para doengas cerebrovasculares, levando ao
desenvolvimento da deméncia e déficits cognitivos (SASHIDA; FONTES; DRIUSSO, 2008).
A HAS ¢ o principal fator de risco para deméncia vascular e acidente vascular cerebral, por
causar importantes mudangas cerebrovasculares, tornando assim o cérebro propenso a
infartos, micro aneurismas e isquemias (TOMASSONI et al., 2004). No sistema nervoso
central a HAS causa diminui¢do do volume cerebral, aumento no volume dos ventriculos e
perda neuronal (TOMASSONI et al., 2004).

Evidéncias também apontam uma relagdo positiva entre hipercolesterolemia e o
desenvolvimento de  comprometimento  cognitivo (YAQUB et al, 2022)
(THIRUMANGALAKUDI et al., 2014). Estudos estabeleceram que o consumo de alimentos
com alta densidade energética afeta as mitocondrias, causando uma disfun¢do mitocondrial
(AOUN et al., 2012; PUTTI et al., 2016). No cérebro, as mitocondrias regulam a
neurotransmissdo que requer energia € a homeostase do célcio, que sdo mecanismos
fundamentais para a aprendizagem e memoria (MOREIRA et al., 2007). Sendo assim, estudos
mostram que a bioenergética mitocondrial nos tecidos centrais e periféricos ¢ afetada
negativamente pela dieta hiperlipidica em diferentes fases da vida, e esta perturbagdo
metabolica esta associada a deficiéncias cognitivas (DE PAULA et al., 2021; VILELA et al.,
2023).

Além disso, ¢ bem definido que a hipercolesterolemia contribui para a progressao da
HAS (RIOS, J.A. 2014). Segundo a Organizagio Mundial de Saide e a British Heart
Foundation, ¢ estabelecido que niveis elevados de colesterol aumentam os riscos de doengas
cardiacas (NAWATA, 2022). Considerando-se que pacientes hipertensos também podem
apresentam aumento da concentragdo plasmatica de colesterol, ¢ provavel que a
hipercolesterolemia seja um fator responsavel pelo comprometimento da cognicdo nestes

pacientes.
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1.2 MODELO DE HIPERTENSAO ARTERIAL GENETICA (SHR)

Os modelos de HAS em ratos podem ser divididos em modelos genéticos e induzidos.
Dentro dos modelos genéticos, temos modelos monogénicos, como os congénitos (ou seja,
com mutagdes em um fundo genético especifico ou linhagem pura) e transgénicos (ou seja,
geneticamente modificados, como linhagens knockout), bem como modelos poligénicos
(JAMA et al., 2022).

A Linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foi criada a partir da
Linhagem de Ratos Wistar Kyoto. Estes animais desenvolvem HAS a partir da quinta semana
de vida. Essa linhagem isogénica de ratos (individuos que apresentam o mesmo genoma entre
si) foi desenvolvida a partir do cruzamento de ratos WISTAR selecionados com pressdao
arterial elevada (OKAMOTO KOZO; AOKI KYUZO, 1963).

O SHR ¢ um modelo de HAS comumente empregado que apresenta aumentos
progressivos na pressao arterial a medida que envelhecem, semelhante a HAS na idade adulta
jovem em humanos (BAGBY; MCDONALD; MASS, 1979; ELY; TURNER; EH, 1990). A
semelhanca entre a HAS humana e a observada no SHR inclui a predisposi¢ao genética para
hipertensdo sem etiologia especifica, aumento da resisténcia periférica total sem expansao de
volume e resposta igual a tratamentos com farmacos (TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Além das manifestagdes no sistema nervoso central que a HAS provoca nos SHR, a
HAS do SHR adulto estd associada com um aumento da resisténcia periférica total e um
débito cardiaco normal ou diminuido (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998). Com o
desenvolvimento da HAS, SHR desenvolve uma progressiva hipertrofia cardiaca
(FROHLICH, 1977). Os SHR também apresentam aumento na frequéncia cardiaca
(DICKHOUT; LEE, 1998). Além disso, os SHR também apresentam comprometimento da
memoria (JOHNSON; MILLER; CIPOLLA, 2020).

O uso de ratos Wistar Kyoto como um controle confidvel para os SHR ¢ uma questao
de debate, especialmente no que diz respeito as suas respostas comportamentais
(TCHEKALAROVA et al., 2023). Autores descrevem o comportamento dos ratos Wistar
Kyoto como um comportamento depressivo em comparacdo com outras linhagens
(TCHEKALAROVA et al., 2023; WRIGHT; GILMOUR; DWYER, 2020). Assim, a
diminui¢do da atividade motora de ratos Wistar Kyoto em comparacdo com ratos Wistar e
SHR foi demonstrada por muitos pesquisadores, levando a interpretacdes equivocadas sobre
os resultados de testes comportamentais como o teste do campo aberto o qual analisa a

locomog¢ao dos ratos (PARE, 1993; SAGVOLDEN; BIL~THEN; LARSEN, 1993). Sendo
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assim, os ratos WISTAR podem ser utilizados como animais controles adequados para as

analises comportamentais realizadas.

1.3 DECLINIO DA COGNICAO E DEMENCIA NA HIPERTENSAO ARTERIAL

A HAS ¢ considerada fator de risco para diversas doengas, incluindo acidente vascular
cerebral hemorragico e isquémico (WATTS et al., 2013). A pressdo arterial cronica elevada
leva a diversas alteracdes patologicas, incluindo hipertrofia das células musculares lisas,
alteragdes na resisténcia arterial e modulagao do equilibrio hemodindmico no tecido cerebral
(RIOS et al., 2014). Esses processos aumentam o risco de doenga cerebrovascular através de
um mecanismo envolvendo doenc¢a de pequenos vasos, isquemia, estresse oxidativo e
inflamagdo (RIOS et al., 2014).

Estudos recentes, realizados em humanos, mostram que a HAS compromete a
integridade estrutural, a arquitetura da rede e a fun¢do da microcirculagdo cerebral
envelhecida, promovendo diversos mecanismos de danos neurovasculares, os quais
exacerbam o declinio cognitivo (UNGVARI et al., 2021). Um estudo de revisdo sistematica
com meta-analise mostrou que a HAS na meia-idade aumenta o risco relativo de deméncia ao
longo da vida em 20 a 54% e o uso de terapia anti-hipertensiva estd associado a uma reducao
mais modesta no risco de deméncia (HUGHES et al., 2020).

Os mecanismos de comprometimento cognitivo causado pela HAS incluem ativacao
excessiva do sistema renina-angiotensina-aldosterona, estresse oxidativo, disfuncdo
endotelial, resposta inflamatoria, aumento da variabilidade da pressdo arterial, aumento da
rigidez arterial, aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, deposi¢dao de [3-
amiloide, dano arteriolar da substincia branca, atrofia cerebral, doenca cerebral de pequenos
vasos e angiopatia amildide cerebral (UNGVARI et al., 2021). Além disso, a vasoconstri¢ao
induzida pela producdo reduzida de oxido nitrico, um importante vasodilatador, agrava a
disfungdo endotelial, resultando em reducdo do fluxo sanguineo cerebral e alteragdes na
estabilidade da barreira hematoencefalica, causando danos isquémicos a estrutura cerebral e
comprometimento cognitivo (GULIAEV, 2019).

Além do comprometimento da memoria, camundongos hipertensos também revelam
deficits nos tracos de memoria rinocortical (memoria de curto prazo), que podem ser
atribuidos a alteracdes estruturais corticais, como, por exemplo, alteracdes no numero e
morfologia das espinhas dendriticas, alteragdes na substancia branca ou hipoperfusdo cerebral
por causa de uma regulacdo do fluxo sanguineo prejudicada (MEISSNER et al., 2017). O
estudo de Johnson e colaboradores (2020), realizado com SHR e ratos WISTAR, mostra que
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durante a HAS cronica, a diminui¢do do contetdo de elastina é correlacionada com o aumento
da rigidez da aorta, aumento da rigidez e remodelacdo das arteriolas do hipocampo,
hipoperfusdo do hipocampo e déficit de memoria. Estudos clinicos sugerem que o
enrijecimento aortico influencia diretamente a cognicdo, incluindo a funcao de memoria
dependente do hipocampo através da disfuncdo cerebrovascular (JOHNSON; MILLER;
CIPOLLA, 2020). Em estudos anteriores foi observado um desempenho inferior dos SHR em
uma variedade de tarefas relacionadas a memoria, incluindo evitacdo condicionada e tarefas
de aprendizagem espacial motivadas por recompensas ou nao (KNARDAHL; KARLSEN,
1984; SUTTERER; PERRY; DEVITO, 1980; TERRY et al., 2000).

Além dos mecanismos citados acima, pode-se relacionar HAS e declinio cognitivo ao
sistema renina-angiotensina, o qual estd hiperativado na HAS. Este sistema realiza a
regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico, bem como da resisténcia vascular periférica. Além
de realizar a manutengdo da homeostase, o sistema renina-angiotensina ¢ um regulador
essencial da pressao arterial (ATLAS, 2007). A superativagao do sistema renina-angiotensina
provou estar envolvida no desenvolvimento de multiplas doengas cardiovasculares e
distirbios metabolicos, como HAS, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, obesidade ¢
diabetes, muitos dos quais foram identificados como fatores de risco para comprometimento
cognitivo (BOUSTANY et al, 2004). Quando ocorre a diminui¢ao do fluxo sanguineo renal, a
renina ¢ gerada pela hidrélise de seu precursor, a pro-renina, e entdo liberada diretamente na
circulagdo. Na presenca de renina, o angiotensinogénio ¢ convertido em angiotensina I e
posteriormente em Angiotensina-II pela acdo da enzima conversora de angiotensina
(BOUSTANY et al, 2004).

Estudos também demonstram que a Angiotensina-II prejudica o acoplamento
neurovascular e a fun¢do cognitiva independentemente de sua resposta pressora, destacando o
efeito deletério da superativacao do sistema renina-angiotensina na memoria (FARACO et al.,

2016).

14  TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

O tratamento da HAS ¢ composto por diversas medidas como mudanca de habitos de
vida, alimentagdo saudavel, pratica de atividade fisica e uso de medicacdes. A forma inicial
para tratamento da HAS ¢ a mudanca de comportamentos e apos ¢ realizado o tratamento com
medicamentos para controle da HAS. As cinco principais classes de farmacos anti-
hipertensivos sdo: diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio, inibidores da enzima

conversora de angiotensina, bloqueadores dos receptores da angiotensina II e beta
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bloqueadores, estes farmacos demonstraram reducdes significativas da pressdo arterial
comparadas com placebo, acompanhadas de diminui¢des consideraveis dos desfechos
cardiovasculares fatais ¢ nao fatais, beneficio relacionado fundamentalmente com a redugao
da pressao arterial (BARROSO et al., 2021).

A HAS tem sido reconhecida como uma importante condi¢do que possui tratamento
e assim, podendo prevenir ou retardar o aparecimento de déficits cognitivos relacionados com
a deméncia (IADECOLA; GOTTESMAN, 2019). Em estudos randomizados e observacionais
realizados, pesquisadores relatam que medicagdes anti-hipertensivas proporcionam um efeito
protetor contra o declinio da cognicdo (MAZZARO et al., 2014). Revelando assim, que
algumas classes de medicamentos anti-hipertensivos podem diminuir o risco de deméncia de
forma mais eficaz do que outras (MAZZARO et al., 2014). Entretanto, autores relatam que a
comparagao direta entre diferentes classes de medicamentos anti-hipertensivos ¢ escassa e o
tempo de acompanhamento nesses estudos pode ter sido muito curto para detectar efeitos

clinicos (NAESSENS et al., 2023a).

1.5  HIPERCOLESTEROLEMIA, DECLINIO COGNITIVO E HIPERTENSAO
ARTERIAL

O colesterol ¢ um componente importante das membranas celulares e ¢ fundamental
para a manuten¢do da estrutura e funcdo da membrana (GOEDEKE, FERNANDEZ-
HERNANDO, 2012). O cérebro tem cerca de 25% da quantidade total de colesterol do corpo,
entretanto, pouco colesterol entra no cérebro derivado da dieta, e todo o colesterol acumulado
no cérebro durante o periodo de rapida mielinizagao pode ser explicado por sua sintese local
pelos astrocitos (PFRIEGER; UNGERER, 2011). No entanto, estudos mostram que pacientes
que apresentaram colesterol sanguineo aumentado apresentaram comprometimento cognitivo
leve evoluindo para deméncia (LI et al., 2016).

Estudos experimentais e clinicos demonstraram uma correlacdo significativa entre
niveis elevados de colesterol plasmatico e comprometimento do relaxamento vascular
dependente do endotélio (KAESEMEYER et al., 1999). Um comprometimento da
complacéncia arterial periférica foi descrito em pacientes com niveis elevados de colesterol
sérico e poderia contribuir para o aumento da pressdo arterial (FUKUDA et al., 2023). O
tratamento com farmacos para tratamento da hipercolesterolemia, ao reduzir os niveis séricos
de colesterol, pode aumentar a complacéncia arterial, melhorando, assim, a capacidade

vasodilatadora das grandes artérias (FUKUDA et al., 2023).
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No cérebro, a HAS estd associada a mudancas degenerativas de capilares
intracerebrais e arteriais associadas a lesdes na microvasculatura cerebral (DURON; HANON,
2008). Estas mudangas podem comprometer a fun¢do da barreira hematoencefalica, levando a
um aumento da permeabilidade de proteinas no parénquima cerebral (DURON; HANON,
2008). O aumento do colesterol pode estimular o processamento da proteina precursora
amiloide e aumentar a producdo e agregacdo de peptideo amiloide AP in vivo e in vitro
(RUSHWORTH, HOOPER, 2011). Além disso, aumentos de peptideo amiloide AP modulam
o metabolismo neuronal do colesterol e estimulam a hiperfosforilagdo e acimulo de proteina
tau, o que desencadeia a neuropatologia da Doenga de Alzheimer (SPARKS et al., 2011).

Desta forma, ha evidéncias da existéncia de relagdo entre HAS, hipercolesterolemia e
0 comprometimento cognitivo. No entanto, o impacto da hipercolesterolemia sobre o déficit
cognitivo associado a HAS ainda ¢ um tema pouco estudado. Portanto, o objetivo deste estudo

foi avaliar os efeitos da HAS e hipercolesterolemia sobre a funcdo cognitiva de ratos.
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2 HIPOTESE

e A hipercolesterolemia sera capaz de causar prejuizos cognitivos em SHR.

e A redugdo da pressao arterial produzira efeitos benéficos na cognicao de

SHR.

3 OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetivou investigar o papel de uma dieta hiperlipidica e HAS sobre

a cogni¢do de ratos hipertensos.
4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1  AVALIAR OS EFEITOS DA ADMINISTRACAO DA DH EM RATOS WISTAR E
SHR SOBRE:
e locomogao e comportamento do tipo ansioso dos animais por meio do teste
campo aberto;
e memoria de reconhecimento dos animais por meio do teste de
reconhecimento de novos objetos;
e memoria espacial de curto prazo dos animais por meio do labirinto em T;

e memoria de trabalho dos animais por meio do teste labirinto em Y.

42  AVALIAR OS EFEITOS DA REDUCAO DA PRESSAO ARTERIAL SOBRE A
FUNCAO COGNITIVA DE SHR. DESTA FORMA, FORAM AVALIADOS OS
EFEITOS DO TRATAMENTO DE SHR COM CAPTOPRIL E ANLODIPINO SOBRE:

e locomogdo e comportamento do tipo ansioso dos animais por meio do teste
campo aberto;

e memoéria de reconhecimento dos animais por meio do teste de
reconhecimento de novos objetos;

e memoria espacial de curto prazo dos animais por meio do labirinto em T;

e memoria de trabalho dos animais por meio do teste labirinto em Y.
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5METODO
5.1 AMOSTRA

Foram utilizados ratos normotensos da linhagem Wistar com 16 semanas de idade
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e SHR
com 16 semanas de idade, fornecidos pelo Laboratorio de Genética Comportamental
(Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, UFSC).

Os animais foram mantidos no Biotério do Centro de Ciéncias Biologicas em caixas
plasticas padrao coletivas (50X30X10cm), trés animais por caixa, com livre acesso a racdo e
agua. Permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade de 50 +
10%), com ciclo claro escuro de doze horas.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo n° 3064221121
(ANEXO A).

52  DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental esté ilustrado nas Figuras 1 e 2. Os animais foram divididos
em 7 grupos: I) WISTAR + dieta padrdo; 1) SHR + dieta padrao; III) WISTAR +DH; IV)
SHR + DH; V) SHR controle; VI) SHR + Tratamento com anlodipino e VII) SHR +
Tratamento com captopril.

Os grupos I a IV receberam dieta padrdo ou DH (balanceada padrdo, amendoim
torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na propor¢ao de 3:2:2:1) durante 7 semanas,
conforme apresentado na Figura 1. Os animais dos grupos I a IV foram submetidos aos testes
de memoria e avaliagdo da pressdo arterial no inicio e final do protocolo experimental, além
da andlise do colesterol plasmético. Os ratos dos grupos V a VII receberam dieta padrdo e os
grupos tratados receberam besilato de anlodipino (10mg/Kg) e captopril (25 mg/Kg)
conforme representado na Figura 2. Os grupos VI e VII receberam os medicamentos
anlodipino e captopril administrados diariamente, por meio de administragdo voluntaria
durante 7 semanas, e foram submetidos aos testes de memoria e avaliacdo da pressao arterial,

no inicio e final do protocolo experimental.
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Figura 1 — Protocolo experimental dos grupos [ a IV
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Figura 2 — Protocolo experimental dos grupos V a VII
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5.3  INTERVENCOES

5.3.1 Dieta hiperlipidica

A hipercolesterolemia foi induzida nos ratos por meio de dieta hiperlipidica (DH). A
DH foi composta por ragdo balanceada padrdo, amendoim torrado, chocolate ao leite e
biscoito de maisena, na propor¢ao de 3:2:2:1, como descrito anteriormente (ESTADELLA et
al., 2004; SPERETTA et al., 2012a). Todos os componentes da DH foram triturados,
misturados e oferecidos aos ratos em forma de pellets. Essa dieta era composta por 20g de
proteina (17,3% kcal), 20g de gordura total (40% kcal), 48g de carboidrato (41% kcal) e 4g de
fibra (1,7% kcal) por cada 100g de dieta (ESTADELLA et al., 2004; SPERETTA et al.,
2012a). Os ratos do grupo controle foram alimentados com dieta padrdo. Dessa forma, os
ratos receberam dieta padrdo (controles) ou DH por sete semanas e seu peso e ingesta

alimentar foram controlados semanalmente.

5.3.2 Anti-hipertensivos

Os SHR receberam tratamento com farmacos anti-hipertensivos, durante as sete
semanas de protocolo experimental. As doses dos medicamentos foram definidas seguindo
dados disponiveis na literatura. A dose administrada de captopril utilizada foi de 25 mg/kg/dia
(TOMAZ DE CASTRO et al., 2021) e o besilato de anlodipino foi administrado na dosagem
de 10 mg/kg/dia (DEL MAURO et al., 2020).

Os medicamentos anti-hipertensivos, anlodipino e captopril, foram administrados
juntamente com geleia de morango (Sitio Palmara, Antonio Prado, Rio Grande do Sul, Brasil)
misturada com 4dgua em uma seringa. Os ratos foram treinados a ingerir voluntariamente o
conteudo da seringa, conforme realizado previamente em nosso laboratorio (ROBERTO et al.,
2021; ALFLEN et al., 2023). Inicialmente foi realizada a aclimatacdo a seringa de 1 mL
contendo 0,5 mL de 4gua e 0,5 mL de geleia para os grupos controle e intervengdo por sete
dias. Ap0s isso, para os animais que receberam besilato de anlodipino foi oferecido para cada
animal individualmente 0,5 mL de geleia de morango + 4gua + besilato de anlodipino em uma
seringa de 1 mL de volume, diariamente, pelo periodo de sete semanas. Para os animais do
grupo que recebeu o medicamento captopril, foi administrada sua dose diaria fracionada em
duas vezes ao dia, no turno manha, no horério entre 9 e 12 horas da manha e no periodo da
tarde entre as 15 e 17 horas. Os animais receberam 0,25 mL de geleia de morango + agua +
captopril em cada administragdo. Os ratos do grupo controle receberam apenas a agua e 0,5

mL de geleia de morango (veiculo) durante as sete semanas do protocolo experimental.
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5.4  REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL

5.4.1 Registro indireto da pressao arterial

A Pressao Arterial Sistolica (PAS) dos ratos foi mensurada por meio do método de
pletismografia de cauda, também conhecida como tail-cuff plethysmography. As medidas do
pulso arterial da cauda dos ratos foram obtidas por um sensor fotoelétrico (Pletismografo
Coda, Kent Scientific Corporation, Torrington, CO, USA).

Os ratos foram previamente aclimatados por dois dias consecutivos aos contensores €
a sala de experimentos antes do procedimento do registro da pressdo arterial. Para isso, os
ratos permaneceram em uma antessala livre de ruidos por uma hora. Logo apos, na sala de
experimentacdo, os ratos foram aclimatados aos contensores € ao manguito de borracha, o
qual foi encaixado na porcao proximal da cauda dos ratos, em uma plataforma pré-aquecida
por cinco minutos, a qual é fundamental para permitir a detecgdo do pulso arterial na cauda
dos animais pelo pletismografo, apos foram realizadas trés ou mais medidas consecutivas da
pressao arterial dos ratos.

No terceiro dia, os ratos foram submetidos a aclimatagdo na antessala por uma hora,
depois, na sala de experimentacdo, foram acomodados no contensor ¢ o manguito de borracha
foi encaixado na regido proximal da cauda dos ratos e ligado ao esfigmomanometro, o qual
insufla e desinfla automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente trinta segundos.
Proximo ao manguito, um transdutor de pulso cilindrico (sensor) conectado ao amplificador e
conversor analogico digital (Kent Scientific, CODA- Torrington) registrou 3 ou mais medidas
consecutivas da PAS dos ratos. A média dessas medidas foi calculada para a obten¢do dos

valores finais de PAS.
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Fonte: autoria propria (2024).
(A) Onda de pulso arterial da cauda (mV; em vermelho); (B) Registro de pressdo (mmHg; em azul); (C) Registro
da frequéncia cardiaca (bpm; em verde).

5.5 TESTES DE MEMORIA
5.5.1 Campo Aberto

O Campo Aberto foi desenvolvido por Hall (1934) para avaliar a locomogdo e o
comportamento do tipo ansioso em ratos. O aparato consiste em uma caixa de madeira
quadrada (60 x 60cm), contendo uma arena em cinza cercada por paredes brancas, de 40 cm
de altura. Os animais foram posicionados no centro do aparato e testados por cinco minutos.
As sessoes foram gravadas utilizando uma camera digital acima do aparelho, posteriormente,
analisaram-se os videos por meio do software ANY-maze® (Stoelting, USA). O centro foi
virtualmente definido como uma area quadrada central de 10x10cm, e as areas contiguas as
paredes foi considerada a area periférica. Quantificamos a distancia percorrida em toda a
arena (em metros) € o tempo no centro e na periferia do campo aberto (em segundos). O teste
foi realizado em todos os blocos experimentais, entre 08h00Omin e 12h00min. Ao retirar cada

animal do teste, o aparato foi higienizado com élcool etilico hidratado 70° INPM.

5.5.2 Teste de reconhecimento de novos objetos

A tarefa de reconhecimento espontdneo de novos objetos foi realizada para avaliar a
capacidade de um roedor de reconhecer um estimulo apresentado anteriormente
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Neste teste foi avaliada a memoria de reconhecimento.
A preferéncia pelo objeto novo, demonstrada por um aumento no tempo de exploracdo para
aquele item, indica que um trago de memoria para o objeto familiar foi devidamente
codificado, consolidado e entdo recuperado para orientar o comportamento do roedor durante
a sessao de teste (COHEN; STACKMAN, 2015a). O teste de reconhecimento de novos
objetos ¢ composto por trés fases: habituagdo, amostragem e a fase de teste (PIRES et al.,
2009).

O aparato experimental consiste em uma caixa de madeira quadrada (60 x 60cm),
contendo uma arena em cor cinza cercada por paredes brancas, de 40cm de altura. O
procedimento experimental consiste em trés fases: habituacdo, amostragem e a fase de teste
propriamente dita. A habituacdo foi composta por uma sessdo com duracdo de 5 minutos, na
qual o animal foi colocado no aparato para livre exploracdo. Vinte e quatro horas apds o
experimento de habituacdo, foi realizado um treinamento. No treinamento, os animais foram

reexpostos ao campo aberto por cinco minutos, porém, nesta apresentacdo (treino) dois
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objetos idénticos, dois cubos, foram apresentados aos animais. Os ratos foram colocados no
centro do aparato com estes dois objetos idénticos por cinco minutos. Os objetos foram
colocados a 7cm das paredes do campo aberto.

ApoOs a fase de treinamento, os ratos foram removidos do aparato por 60 minutos.
Passado o intervalo entre treino e teste, o objeto antigo (mesmo da sessdo de treino) € um
objeto novo, de outro formato (por exemplo, um cubo e uma esfera) foram introduzidos e a
interacdo com os objetos foi novamente registrada por cinco minutos. O tempo gasto pelos
animais explorando os objetos novos e antigos foi registrado durante os cinco minutos. Este
tempo de exploracdo dos objetos foi utilizado para o céalculo do indice de discriminagdo de
objetos, utilizado como parametro de memoria (LEGER et al., 2013). Para minimizar a
presenca de pistas olfativas, os objetos foram cuidadosamente limpos com 10% de etanol apos
cada tentativa. Para analisar o desempenho cognitivo, foi calculado um indice de
discriminacdo do novo objeto: (T novo - T antigo) / (T novo + T antigo), onde T novo ¢é o
tempo gasto explorando o objeto novo e T antigo ¢ o tempo gasto explorando o objeto antigo.

O indice de discriminagdo varia de -1 a +1, com pontuagdes negativas indicando
preferéncia pelo objeto familiar e pontuagdes positivas significando preferéncia pelo objeto
novo (BROADBENT et al., 2010; QUILLFELDT, 2015).

As sessOes foram gravadas utilizando uma camera digital acima do aparelho e os
parametros comportamentais foram registrados por um software de rastreamento de animais

(Any-maze, Stoelting, EUA).

5.5.3 Labirinto em T

O labirinto em T ¢ uma tarefa simples comumente usada em pesquisas de memoria
(PACKARD; MCGAUGH, 1996). Embora o labirinto tenha a forma de um sinal de mais, um
braco ¢ bloqueado para criar uma forma de T. O teste do labirinto em T foi utilizado para
avaliar a memoria espacial de curto prazo em roedores.

O teste de alternancia for¢ada foi conduzido por meio de um labirinto simétrico de
madeira preto. Cada braco do labirinto em T possuiu 30 cm de comprimento, 9 cm de largura
e 12 cm de altura. Para reduzir o estresse dos animais, a luz na area de teste foi reduzida para
30 £ Slux. O teste consistiu em uma sessao de treinamento de 5 minutos (T1) seguido de uma
sessdo de teste de 5 minutos (T2). Em T1, os animais foram colocados no final do braco
inicial, de frente para a parede e longe do centro, e tiveram a oportunidade de explorar dois
bracos do labirinto em T, enquanto a entrada no terceiro brago foi bloqueada. Apds a sessao

de treinamento, o animal retornou a sua gaiola por um intervalo de 30 minutos entre as
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sessoes. Em T2, o braco 3 foi liberado e os animais foram novamente colocados no brago
inicial e, em seguida, foi permitido o acesso aos trés bragos do labirinto. O numero de
entradas (definido pela colocagdo das quatro patas em um braco) e o tempo gasto em cada
brago foram registrados. O tempo no braco novo [%] foi definido como o tempo gasto no
brago novo dividido pelo tempo gasto em todos os bragos durante o teste T2. Alternancia
espontanea foi calculada com base na férmula que leva em consideragdo o numero de
entradas nos trés bragos, dividido pelo nimero de alternancias (o numero total entradas nos
bragos - 2)/numero de alternancias x 100 (DEACON, RAWLINS; 2006).

As sessOes foram gravadas utilizando uma camera digital acima do aparelho e os
parametros comportamentais foram registrados e analisados por um software de rastreamento

de animais (Any-maze, Stoelting, EUA).

5.5.4 Labirinto em Y

O teste de labirinto em Y ¢ utilizado para avaliar a memoria de trabalho ou
operacional em roedores (DEACON & RAWLINS, 2006). O labirinto simétrico em Y, feito
de madeira, possui trés bragos separados por 120 graus. Cada braco do labirinto em T
utilizado tinha 30 cm de comprimento, 9 cm de largura e 12 cm de altura. Cada rato foi
colocado no centro do labirinto Y e o animal foi liberado para explorar livremente o labirinto
durante uma sessdo de 8 minutos. A entrada no braco foi considerada quando as patas
traseiras do rato foram completamente colocadas no braco. Desta forma, a sequéncia € o
numero total de entradas em cada brago do labirinto foram determinadas. Alternancia
espontanea foi calculada pela férmula, descrita por Deacon (2006), que considera o nimero
de entradas nos trés bragos, dividido pelo nimero de alternancias (o nimero total entradas nos
bracos - 2)/numero de alternancias x 100 (DEACON, RAWLINS; 2006).

As sessOes foram gravadas utilizando uma camera digital acima do aparelho e os
parametros comportamentais foram registrados e analisados por um software de rastreamento

de animais (Any-maze, Stoelting, EUA).

5.6  ANALISE BIOQUIMICA

Ao final do protocolo experimental, apos os testes de memoria, os animais dos grupos
I) WISTAR + dieta padrdo; II) SHR + dieta padrdo; III) WISTAR + DH; IV) SHR + DH;
foram privados de alimentos por seis horas e anestesiados com cetamina (90 mg/kg, i.p.,
Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacgu, SP, BR) e xilazina (10 mg/kg, i.p.,

Hertape Calier Saude animal S/A, Juatuba, MG, BR) e a coleta de sangue por puncao cardiaca
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foi realizada para determinar os niveis plasmaticos de colesterol. O sangue foi centrifugado a
3.500 rpm e o soro congelado a -80° C. O Colesterol total, Lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e triglicerideos foram analisados no soro usando-se kits enzimaticos de acordo com as
instrucdes do fabricante (Labtest Diagnodstica S.A., Minas Gerais, Brasil).

Primeiramente, SuL de amostra de soro foram transferidos para um microtubo
contendo 500uL de reagente padrao de trabalho, conforme instru¢des do fabricante,
totalizando trés microtubos de solucdo (amostra + reagente). Apds homogeneizagao da
solucdo, 250 uL de cada solugao foram pipetadas em cada pogo, em triplicata, em uma placa
de leitura de 96 pocos.

Para obten¢ao dos valores de colesterol e triglicerideos do padrao e do branco, 250 uLL
dos respectivos reagentes foram pipetados em cada poco, também em triplicata. Em seguida,
as placas foram incubadas a 37°C por 10 minutos. A absorbancia foi determinada a 500 nm
por espectrofotometria (Multileitora Infinite M200, Tecan, Suiga) e, para o calculo dos dados,
foram utilizadas as formulas descritas abaixo. Os resultados foram expressos como mg/dL.

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram calculadas a partir da formula de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972), que se encontra descrita
abaixo:

Colesterol LDL = colesterol total — colesterol HDL — triglicerideos / 5

As demais concentragdes de colesterol e triglicerideos foram obtidas a partir dos
seguintes calculos:

Colesterol (mg/dL) = absorbancia da amostra x 200 absorbancia do padrdo

Triglicerideos (mg/dL) = absorbéancia da amostra x 200 absorbancia do padrao

Colesterol HDL (mg/dL) = absorbancia da amostra / absorbancia do padrao x 4

57 EUTANASIA

A andlise dos parametros de eutandsia humanitaria teve como base o documento
ENV/IM/MONO(2000)7 da OECD “GUIDANCE DOCUMENT ON THE RECOGNITION,
ASSESSMENT, AND USE OF CLINICAL SIGNS AS HUMANE ENDPOINTS FOR
EXPERIMENTAL ANIMALS USED IN SAFETY EVALUATION”. Ao final do protocolo
experimental os animais foram anestesiados utilizando Cetamina (200 mg/kg, i.m.) e Xilazina

(40 mg/kg, 1.m), apds foi realizada coleta de sangue através de puncgdo cardiaca, os animais
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que que permaneceram vivos apos a coleta de sangue receberam overdose de anestésico para
eutanasia.

E importante ressaltar que os animais foram monitorados diariamente, ¢ a qualquer
sinal de declinio da satde e bem-estar de um animal, em qualquer momento dos
procedimentos expostos no projeto, foi aplicado o ponto final humanitario, ou seja, eutanésia
humanitaria, no intuito de impedir um prolongamento do sofrimento ou que os animais sejam
submetidos a algum sofrimento potencialmente identificado. Estes sinais de declinio da saude
e bem-estar de um animal incluem um ou mais dos seguintes itens:

» Deambulagdo prejudicada (e prolongada) impedindo o animal de alcancar dgua ou
comida, ou anorexia prolongada;

* Excessiva perda de peso e/ou emagrecimento extremo e/ou desidratacdo severa;

» Significativa perda de sangue;

* Evidéncias que sugiram faléncia de 6rgao irreversivel;

* Auséncia prolongada de respostas voluntarias a estimulos externos;

» Dificuldade de respiragao (persistente);

* Incapacidade de permanecer em pé (prolongada);

» Convulsdes persistentes;

» Auto-mutilagao;

* Diarréia prolongada;

* Reducao significativa (e sustentada) na temperatura corporal;

» Tumores substanciais;

5.8  ANALISE ESTATISTICA
A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferengas foram analisadas
com o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Tukey. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 O TRATAMENTO COM DIETA HIPERLIPIDICA NAO ALTEROU A PRESSAO
ARTERIAL SISTOLICA DOS RATOS WISTAR E SHR.

A PAS dos animais foi analisada na primeira ¢ na ultima semana do protocolo
experimental por meio de pletismografia de cauda. Os SHR apresentaram PAS maior que os
animais WISTAR (p<0,0001; FIGURA 4).

No entanto, o tratamento com a DH ndo alterou a pressao arterial sistolica dos ratos
WISTAR ou SHR ao final do protocolo experimental. Além disso, a Figura 4 mostra que

ratos de mesma linhagem iniciaram o protocolo experimental com valores semelhantes de

pressao arterial.
Figura 4 — Pressdo Arterial Sistolica
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 4. Pressdo arterial sistolica dos ratos no inicio e final do protocolo experimental. A DH néo alterou a PAS
dos ratos WISTAR ou SHR. Os ratos WISTAR apresentaram maior PAS comparados aos SHR. A normalidade
dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferengas foram analisadas com os testes ANOVA de duas vias para
medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato
espontaneamente hipertenso; DH: Dieta Hiperlipidica.
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6.2 O TRATAMENTO COM DIETA HIPERLIPIDICA AUMENTOU O PESO
CORPORAL DOS RATOS WISTAR, ENTRETANTO, NAO ALTEROU O PESO
COPORAL DOS SHR

Os valores de peso corporal e a ingesta alimentar dos animais foram analisados
semanalmente durante o protocolo experimental; estes dados sdo apresentados na FIGURA 5.
Os ratos WISTAR apresentaram maior peso corporal comparados aos ratos dos grupos SHR
(p<0,2; FIGURA 5A). A DH induziu ganho de peso nos ratos WISTAR (p=0,0027; FIGURA
5A), entretanto, ndo causou ganho de peso nos SHR (p=0,5433; FIGURA 5A).

Na terceira e quinta semana os ratos WISTAR que receberam dieta padrdo
apresentaram maior ingesta alimentar comparados aos SHR que receberam DH (p<0,02;
FIGURA 5B). Na terceira e na sexta semanas de protocolo experimental os ratos WISTAR
que receberam DH apresentaram maior ingesta alimentar comparados aos ratos do grupo SHR
que recebeu dieta padrao (p=0,001; FIGURA 5B). Na terceira ¢ na sexta semana os ratos
WISTAR que receberam DH ingeriram mais alimento que os SHR que receberam DH
(p<0,04; FIGURA 5B). Na terceira e na quarta semanas os ratos WISTAR que receberam
dieta padrio apresentaram maior ingesta alimentar que os SHR que receberam dieta padrao

(p<0,004; FIGURA 5B).

Figura 5 — Peso corporal e ingesta alimentar
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Figura 5. (A) Peso corporal. Observa-se que os ratos WISTAR apresentaram maior peso corporal que os animais
SHR. Além disso, os animais WISTAR que receberam DH apresentaram maior peso corporal ao final do
protocolo experimental. (B) Ingesta alimentar. Na terceira e na sexta semanas de protocolo experimental os ratos
WISTAR DH apresentaram maior ingesta alimentar comparados ao grupo SHR que recebeu dieta padrio. Na
terceira e quinta semana os ratos WISTAR apresentaram maior ingesta alimentar comparados aos SHR que
receberam DH. Na terceira ¢ na sexta semana os ratos WISTAR que receberam DH ingeriram mais alimento que
os SHR que receberam DH. Na terceira ¢ na sexta semanas os ratos WISTAR apresentaram maior ingesta
alimentar que os SHR que receberam dieta padrdo. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as
diferencas foram analisadas com o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido pelo pds-teste de
Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato espontaneamente hipertenso, DH: Dieta
Hiperlipidica.

6.3 O TRATAMENTO COM DIETA HIPERLIPIDICA AUMENTOU O COLESTEROL
TOTAL, LDL E HDL EM RATOS WISTAR E AUMENTOU O COLESTEROL TOTAL E
LDL EM RATOS SHR, ENTRETANTO, NAO HOUVE AUMENTO DE
TRIGLICERIDEOS.

Os valores de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos dos ratos foram analisados
no final do protocolo experimental, a partir do soro coletado do sangue dos animais; estes
dados estao apresentados na FIGURA 6.

Os ratos WISTAR que receberam DH apresentaram maiores taxas de colesterol total
comparados aos ratos que receberam dieta padrao (p=0,0001; FIGURA 6A). Além disso, os
SHR que receberam DH também apresentaram maiores concentragdes de colesterol total
comparados aos SHR que receberam dieta padrao (p=0,0367; FIGURA 6A).

Os ratos WISTAR que receberam dieta padrdo apresentaram maiores concentragdes de
colesterol total que os SHR que também receberam dieta padrao (p=0,0003; FIGURA 6A).
Entre os ratos que receberam DH, os ratos WISTAR apresentaram maiores concentragdes de

colesterol total comparados aos SHR (p<0,0001; FIGURA 6A).



35

Na Figura 6B podemos observar a concentracdo de HDL. Os ratos WISTAR que
receberam DH ou dieta padrao apresentaram concentragdo de HDL maiores comparados aos
SHR que receberam dieta padrao ou DH (p<0,04; FIGURA 6B). Os ratos WISTAR que
receberam DH apresentaram menores concentragdes de HDL quando comparados aos ratos
que recebem dieta padrao (p=0,0477; FIGURA 6B).

A Figura 6C mostra que a concentracdo de LDL dos ratos WISTAR que receberam
DH foi superior a concentragdo de LDL dos ratos que receberam dieta padrao (p<0,0001;
FIGURA 6C). Os SHR que receberam DH também apresentaram maiores concentracdes de
LDL comparados aos ratos que receberam dieta padrao (p=0,0357; FIGURA 6C).

A DH no alterou a concentracdo de triglicerideos nas linhagens WISTAR ¢ SHR
(FIGURA 6D).

Figura 6 — Colesterol total, HDL, LDL e Triglicerideos
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 6. (A) Colesterol total. Observa-se que os ratos WISTAR e SHR que receberam DH apresentaram maior
concentragdo de colesterol total que os ratos que receberam dieta padrdo. (B) HDL. Os ratos WISTAR que
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receberam DH ou dieta padrdo apresentaram maior concentragdo de HDL comparados aos animais SHR que
receberam DH ou dieta padrdo. Além disso, os animais WISTAR que receberam DH apresentaram menor HDL
comparados aos ratos WISTAR que receberam dieta padrdo. (C) LDL. Os ratos WISTAR ou SHR que
receberam DH apresentaram maiores concentragdes de LDL comparados aos ratos que receberam dieta padréo.
(D) Triglicerideos. A DH ndo alterou a concentrac¢do de triglicerideos dos animais. A normalidade dos dados foi
testada (Shapiro-Wilk) e as diferencas foram analisadas com o teste ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste
de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato espontancamente hipertenso; DH: Dieta
Hiperlipidica.

6.4  TESTE CAMPO ABERTO

O teste campo aberto foi realizado na semana anterior ao inicio do protocolo
experimental e na semana que antecedia o final do protocolo experimental com o objetivo de
avaliar a locomocao e o comportamento do tipo ansioso dos animais, estes dados estdo
representados na FIGURA 7.

Os SHR que receberam DH ou dieta padrdo permaneceram um tempo maior no centro
do aparato comparados aos ratos WISTAR que receberam DH ou dieta padrao no inicio € no
final do protocolo experimental (p<0,04; FIGURA 7A). A DH nao alterou o tempo que os
ratos WISTAR ou SHR permaneceram no centro do aparato no teste campo aberto.

Na figura 7B podemos observar que os SHR que receberam a dieta padrio
permaneceram menor tempo na periferia do aparato no inicio do protocolo experimental,
comparados aos ratos WISTAR (p= 0,0446; FIGURA 7B). A DH nao alterou o tempo que os
ratos WISTAR ou SHR permaneceram na periferia do aparato.

A distancia percorrida pelos animais pode ser observada na figura 7C. No final do
protocolo experimental, os ratos WISTAR que receberam DH percorreram uma menor
distancia no aparato durante o teste comparados aos ratos WISTAR que receberam dieta

padrao (p=0,00022; FIGURA 7C).

Figura 7 — Teste campo aberto: duragao no centro do aparato, duragdo na periferia do aparato

e distancia percorrida pelos ratos
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Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 7. (A) Duracdo no centro do aparato. Os SHR permaneceram maior tempo no centro do aparato
comparados aos ratos WISTAR. No entanto, ndo houve influéncia daDH. (B) Duragdo na periferia do aparato.
Os fatores linhagem e DH ndo alteraram a duracdo que os ratos permaneceram na periferia do aparato. (C)
Distancia percorrida. A DH reduziu a distancia percorrida pelos ratos WISTAR no final do protocolo, porém,
ndo influenciou este parametro nos SHR. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferencas
foram analisadas com o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato espontaneamente hipertenso; DH: Dieta Hiperlipidica.

6.5 TESTE DE RECONHECIMENTO DE NOVOS OBJETOS

O teste de reconhecimento de novos objetos foi realizado na semana que antecedia o
inicio do protocolo experimental e durante a semana que antecedia o final do protocolo
experimental, os pardmetros analisados estdo apresentados na FIGURA 8.

Na figura 8A podemos observar o indice de discrimina¢do do novo objeto. Nao houve
diferenca entre as linhagens neste parametro. A DH nao alterou este parametro em ratos
WISTAR e SHR. O tempo de exploragdo dos objetos, encontrado na figura 8B, também nao
apresentou diferenca entre as linhagens ou entre os animais que receberam dieta padrdo ou

DH.

Figura 8 — Teste de reconhecimento de novos objetos: indice de discriminagao e tempo de

exploragdo no teste de reconhecimento de novos objetos
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 8. (A) Indice de discriminagdo. Os fatores linhagem ¢ DH ndo alteraram este parimetro em ratos
WISTAR e SHR. (B) Tempo de exploracdo dos objetos. A DH n@o alterou o tempo de exploracdo dos objetos
pelos ratos; também ndo houve diferenga entre as linhagens. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk)
e as diferencas foram analisadas com o teste ANOVA de duas viaspara medidas repetidas seguido pelo pos-teste
de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato espontaneamente hipertenso; DH: Dieta
Hiperlipidica.

6.6  TESTE DO LABIRINTOEM T

O teste do labirinto em T foi realizado na semana que antecedeu o inicio do protocolo
experimental e na semana que antecedeu o final do protocolo experimental, os dados
encontram-se na FIGURA 9.

Nao houve diferenca entre os grupos de animais WISTAR e SHR que receberam ou
ndo DH nos parametros de alternancia espontanea e nimero total de entradas nos bragos do

labirinto.

Figura 9 — Teste do labirinto em T: nimero total de entradas nos bragos do labirinto e taxa de

alternancia espontinea
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 9. (A) Numero total de entradas. (B) Taxa de alternancia espontanea. Os fatores linhagem e DH néo
alteraram estes parametros. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) ¢ as diferengas foram analisadas
com o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido pelo poés-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. SHR: Rato espontancamente hipertenso; DH: Dieta Hiperlipidica.

6.7  TESTE DO LABIRINTO EM Y

O teste do labirinto em Y foi realizado na semana que antecedeu o inicio do protocolo
experimental e na semana que antecedeu o final do protocolo experimental, os dados
encontram-se na FIGURA 10.

Observa-se que ndo houve diferenca entre as linhagens de ratos (FIGURA 10). A DH
ndo alterou o nimero total de entradas pelos animais nos bragos do labirinto em Y, conforme
representado na figura 10A. Na figura 10B esta representada a taxa de alternancia espontanea,

a qual também nao foi alterada pela DH.

Figura 10 — Teste do labirinto em Y: ntimero total de entradas nos bragos do labirinto e taxa

de alternincia espontanea
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Figura 10. (A) Numero total de entradas. (B) Taxa de alternancia espontdnea. Nao houve diferenga entre as
linhagens. A DH nao alterou o nimero total de entradas ou a taxa de alterndncia espontanea dos ratos WISTAR e
SHR. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferencas foram analisadas com o teste ANOVA
de duas viaspara medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. SHR: Rato espontaneamente hipertenso; DH: Dieta Hiperlipidica.

6.8 O TRATAMENTO COM CAPTOPRIL E ANLODIPINO DIMINUIU A PRESSAO

ARTERIAL SISTOLICA DOS RATOS SHR A PARTIR DA TERCEIRA SEMANA DE

PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Nos grupos experimentais IV a VIII, ou seja, SHR tratado com veiculo (controle),
SHR tratado com anlodipino e SHR tratado com captopril, a pressdo arterial sistélica dos
ratos foi analisada na primeira semana de protocolo experimental, ou seja, antes do
tratamento, e a cada duas semanas até a finalizacdo do protocolo experimental. Os dados
referentes a pressao arterial sistolica encontram-se na FIGURA 11.

Na quinta semana de protocolo experimental os SHR tratados com captopril
(p<0,0001; FIGURA 11) ou anlodipino também apresentaram PAS menor que os animais do
grupo controle (p<0,0001; FIGURA 11).

Na quinta semana de protocolo experimental os SHR tratados com captopril também
apresentaram valores menores de PAS comparados aos ratos do grupo controle (p<0,0001;
FIGURA 11), os animais que foram tratados com anlodipino também apresentaram PAS
menor que os animais do grupo controle (p<0,0001; FIGURA 11).

Os ratos que receberam captopril também apresentaram menores valores de PAS
comparados aos ratos controles na sétima semana de tratamento (p<0,0001; FIGURA 11),
assim como os ratos que receberam anlodipino (p<0,0001; FIGURA 11).

Nao houve diferenca entre os valores de PAS entre os grupos que receberam captopril

ou anlodipino durante o protocolo experimental.
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Figura 11 — Pressdo arterial sistolica dos ratos SHR tratados com veiculo, anlodipino e

captopril
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 11. Pressdo Arterial Sistolica. Na terceira semana de protocolo os ratos que receberam captopril
apresentaram PAS menor que os ratos do grupo controle. Na quinta ¢ na sétima semana os ratos dos grupos que
receberam captopril ou anlodipino apresentaram menor PAS comparados ao grupo controle. Ndo houve
diferenga entre os grupos que receberam medicamentos diferentes. A normalidade dos dados foi testada
(Shapiro-Wilk) e as diferencas foram analisadas com o teste ANOVA de duas viaspara medidas repetidas
seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6.9 O TRATAMENTO COM ANLODIPINO E CAPTOPRIL NAO ALTEROU O PESO
CORPORAL E INGESTA ALIMENTAR DOS RATOS SHR.

O peso corporal e a ingesta alimentar dos animais foram analisados semanalmente
durante o protocolo experimental. O peso corporal dos ratos pode ser analisado na Figura
12A. O tratamento com anlodipino ou captopril ndo alterou o peso corporal dos ratos no final
do protocolo experimental. Além disso, também ndo houve diferenga entre os ratos que
receberam anlodipino e captopril e os ratos do grupo controle.

A figura 12B mostra a ingesta alimentar dos ratos durante o protocolo experimental.
Nao houve diferenca entre os ratos que receberam tratamento comparados aos ratos do grupo

controle.
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Figura 12 —Peso corporal e ingesta alimentar dos ratos SHR tratados com veiculo, anlodipino

e captopril
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 12. (A) Peso corporal. O tratamento com anlodipino ou captopril nio alterou o peso corporal dos SHR
comparados aos ratos do grupo controle. (B) Ingesta alimentar. Este pardmetro também nio sofreu alteragdo nos
grupos que receberam tratamento. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferengas foram
analisadas com o teste ANOVA de duas viaspara medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

6.10 TESTE CAMPO ABERTO

O teste campo aberto foi realizado na semana anterior ao inicio do protocolo
experimental e ao final do protocolo experimental, na sexta semana de protocolo. Os dados
referentes ao tempo de duragdo no centro e na periferia e distancia percorrida no aparato estao
dispostos na FIGURA 13.

Nao houve diferenca entre os grupos de ratos que receberam captopril ou anlodipino
nos parametros de tempo de duragcdo no centro, tempo de duragdo na periferia e distancia

percorrida no campo aberto.
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Figura 13 — Teste campo aberto: duracao no centro do aparato, duragdo na periferia do aparato

e distancia percorrida pelos ratos SHR tratados com veiculo, anlodipino e captopril
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 13. (A) Durag@o no centro do aparato. (B) Duragdo na periferia do aparato. (C) Distancia percorrida. O
tratamento com captopril ou anlodipino néo alterou os parametros de tempo de durag@o no centro e na periferia e
a distancia total percorrida pelos ratos. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as diferengas
foram analisadas com o teste ANOVA de duas viaspara medidas repetidas seguido pelo pds-teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6.11 TESTE DE RECONHECIMENTO DE NOVOS OBJETOS

O teste de reconhecimento de novos objetos foi realizado na semana que antecedia o
inicio do protocolo experimental e durante a sexta semana de protocolo experimental, os
parametros analisados estdo na FIGURA 14.

Na figura 14A podemos observar o indice de discriminacdo do novo objeto. O
tratamento com captopril ou anlodipino ndo alterou este pardmetro. O tempo de exploragao
dos objetos, encontrado na figura 14B, também nao apresentou diferenca entre os animais que

receberam captopril ou anlodipino.
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Figura 14 — Teste de reconhecimento de novos objetos: indice de discriminacdo e tempo de
exploragdo no teste de reconhecimento de novos objetos dos ratos SHR tratados com veiculo,

anlodipino e captopril
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 14. (A) Indice de discriminagdo. (B) Tempo de exploragdo dos objetos. O tratamento com captopril e
anlodipino ndo alterou os pardmetros analisados acima. A normalidade dos dados foi testada (Shapiro-Wilk) e as
diferengas foram analisadas com o teste ANOVA de duas viaspara medidas repetidas seguido pelo pos-teste de
Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6.12 TESTE DO LABIRINTOEM T

O teste do labirinto em T foi realizado na semana que antecedeu o inicio do protocolo
experimental e na sexta semana de protocolo experimental, os dados encontram-se na
FIGURA 15.

Na figura 15A podemos observar o niimero total de entradas nos bracos do labirinto.
No final do protocolo, os ratos que receberam tratamento com captopril apresentaram um
menor numero de entradas nos bragos do labirinto comparados aos animais do grupo controle

(p=0,0392; FIGURA 15A).
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Na figura 15B encontra-se a taxa de alternancia espontanea dos ratos durante o

labirinto em T, ndo houve diferenga entre os grupos tratados neste parametro.

Figura 15 — Teste do labirinto em T: Numero total de entradas nos bragos do labirinto T e taxa

de alternancia espontanea dos ratos SHR tratados com veiculo, anlodipino e captopril
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Fonte: Autoria propria (2024).
Figura 15. (A) Numero total de entradas. Os animais tratados com captopril apresentaram um menor niumero de
entradas nos bragos do labirinto comparados ao grupo controle ao final do protocolo. (B) Taxa de alternancia
espontanea. O tratamento com captopril ou anlodipino ndo alterou este parametro. A normalidade dos dados foi
testada (Shapiro-Wilk) e as diferengas foram analisadas com o teste ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguido pelo pds-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6.13 TESTE DO LABIRINTO EM Y

O teste do labirinto em Y foi realizado na semana que antecedeu o inicio do protocolo
experimental e na semana que antecedeu o final do protocolo experimental, os dados
encontram-se na FIGURA 16.

O tratamento com captopril e anlodipino ndo alterou o numero total de entradas pelos
animais nos bragos do labirinto em Y, conforme representado na figura 16A. Na figura 16B
estd representada a taxa de alterndncia espontdnea a qual também nao foi alterada pelo

tratamento com captopril e anlodipino.
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Figura 16 — Numero total de entradas nos bragos do labirinto em Y e taxa de alternancia

espontanea dos ratos SHR tratados com veiculo, anlodipino e captopril
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Figura 16. (A) Numero total de entradas. (B) Taxa de alternancia espontanea. O tratamento com captopril ou
anlodipino ndo alterou os parametros analisados no teste do labirinto em Y. A normalidade dos dados foi testada
(Shapiro-Wilk) e as diferencas foram analisadas com o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas

seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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7 DISCUSSAO

Atualmente, sabe-se que a HAS ¢ um dos principais problemas de saude publica e
possui repercussoes em todo o organismo. A principal repercussao abordada nesta pesquisa
foi o comprometimento cognitivo. Estudos mostram que além do prejuizo cognitivo causado
pela HAS, a hipercolesterolemia também possui influéncia neste prejuizo cognitivo
(FUKUDA et al., 2023).

SHR sao utilizados como um modelo de HAS nao diabética possuindo, assim, danos
progressivos em oOrgdos-alvo associados a HAS, sendo estes danos semelhantes a HAS
humana (ELMARAKBY; SULLIVAN, 2021). Em estudos realizados com SHR utilizando
uma dieta rica em gordura foi induzida ndo apenas doenca hepatica, mas também
insuficiéncia cardiaca (MAJANE et al., 2009). Esta combinacdo de doengas pode levar a uma
piora substancial do prognostico de sobrevivéncia em pacientes humanos assim como ocorre
no modelo animal (MAJANE et al.,, 2009). Os SHR também s3o mais susceptiveis a
distirbios nutricionais, lipidémicos, glicémicos e hiperinsulinemia devido a influéncias
genéticas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2009).

No presente estudo, buscou-se investigar a relagdo entre a hipercolesterolemia e a
HAS na cognigdo de ratos hipertensos, ¢ ap6s esta investigagdo procuramos identificar se o
controle da HAS poderia atenuar os prejuizos cognitivos. Desta forma, os SHR receberam
tratamento com farmacos utilizados no controle da pressdo arterial, sendo estes fairmacos
estudados atualmente e utilizados na clinica humana. Até o momento ainda se encontram
muitas dividas em relacdo aos mecanismos que relacionam a HAS, hipercolesterolemia e
declinio da cognig¢do, portanto, este estudo busca compreender esta ligagdo e, assim,
contribuir para a prevengao do declinio na cogni¢do também na pratica clinica.

Os grupos experimentais iniciais foram realizados com ratos WISTAR e SHR que
receberam DH ou dieta padrdo. No primeiro resultado apresentado neste estudo os SHR
mostraram maiores valores de PAS comparados aos ratos WISTAR, entretanto, a DH nao
aumentou a PAS dos ratos dos grupos que a receberam durante sete semanas. Este resultado
esta de acordo com o estudo realizado por Majane e colaboradores (2009), o qual mostrou que
a obesidade induzida por uma dieta rica em gordura (65% Kcal) em SHR, administrada por
cinco meses, nao estava associada a um aumento da pressao arterial (MAJANE et al., 2009).
A literatura relata que embora a disfuncdo da bomba cardiaca induzida pela obesidade ndo
possa ser atribuida a aumentos adicionais na pressdo arterial, deve ser considerada a
possibilidade de aumentos na pressdo arterial central que ndo sdo detectados pela

pletismografia de cauda (MAJANE et al., 2009).
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No entanto, este resultado diverge dos resultados encontrados por Zhang e
colaboradores (2024), que observaram aumento da pressdo arterial em ratos WISTAR tratados
com DH durante trinta dias. Esta divergéncia pode ser refletida pelas diferengas entre as dietas
utilizadas, em nosso estudo foi utilizada uma DH composta por 40% Kcal de gordura, em
compara¢do com a DH contendo 60% Kcal de gordura utilizada por Zhang e colaboradores
(2024). Assim como no estudo citado anteriormente, Speretta e colaboradores (2019)
utilizaram ratos Holtzman machos tratados com uma DH igual a utilizada em nosso estudo
pelo periodo de seis ou sete semanas e observaram aumento da pressdo arterial média
(SPERETTA et al., 2019). A divergéncia de resultados entre o estudo de Speretta e
colaboradores (2019) e o presente estudo pode estar relacionada a metodologia utilizada para
o registro da pressdo arterial. Speretta e colaboradores utilizaram a mensuragdo direta, pela
canulacdo da artéria femural e em nosso estudo utilizamos a pletismografia de cauda.

Além da concentragao lipidica na dieta, outro fator que pode interferir nos resultados ¢
o fator genético. As altera¢des induzidas pela dieta na regulagdo da pressdo arterial podem
diferir entre ratos hipertensos e normotensos. Isso ressalta a interagdo entre predisposi¢ao
genética e influéncias dietéticas. Os fatores genéticos podem afetar ndo apenas a pressdao
arterial, mas também as mudangas no peso corporal (ZHANG et al., 2024).

Em nosso estudo, os ratos WISTAR do grupo que recebeu DH apresentaram maior
peso corporal no final do protocolo experimental. Autores mostram que na linhagem
WISTAR a DH aumenta a adiposidade e o peso corporal dos ratos e este aumento
provavelmente esteja relacionado com a maior eficiéncia energética que estes animais
apresentam (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2009). Assim como obtido em nossos resultados,
autores sugerem que algumas semanas de dieta rica em gordura sdo suficientes para induzir
ganho de peso corporal, acimulo de gordura e alteragdes no perfil lipidico em ratos WISTAR
(ALVES, 2020; DRUMMOND, 2016; FRANCO; CAMPOS; DEMONTE, 2009).

Os SHR, diferentemente dos ratos WISTAR, ndo apresentaram aumento do peso
corporal com a ingestdao da DH, este resultado vai ao encontro com a literatura, a qual
demonstra que comparada as outras linhagens, os SHR possuem resisténcia ao aumento de
peso corporal quando submetidos a intervengdes hipercaloricas. Quando os SHR apresentam
alteracdo ponderal derivada do tratamento, essas variagdes sao mais amenas em comparagao
as observadas em ratos normotensos (CONTRERAS; KING, 1989; ZHANG et al., 1994).

A literatura relata que ainda existe muita controvérsia sobre o ganho de peso de ratos
alimentados com a DH, a possivel explicagdo para estes resultados poderia ser a auséncia de

padronizacao das dietas hiperlipidicas utilizadas nos diversos estudos (GARLIPP et al., 2011).
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Muitos desses estudos ndo descrevem a quantidade exata de lipidios da dieta, sua densidade
energética (hipercalorica ou isocalérica), o tempo de exposicao a dieta ou os tipos de gordura
utilizados (gordura animal ou vegetal) (GARLIPP et al., 2011).

A ingesta alimentar dos ratos foi avaliada semanalmente e a quantidade de alimento
que os animais ingeriram foi calculada de acordo com o consumo médio de alimento. Na
terceira e na sexta semanas de protocolo experimental, os ratos WISTAR que receberam DH
apresentaram maior ingesta alimentar comparados aos SHR que receberam dieta padrao ¢ DH.
No entanto, a ingestdo alimentar foi semelhante entre ratos WISTAR que receberam dieta
padrdo ¢ DH. Em estudo anterior, utilizando a mesma DH que a utilizada neste estudo, os
ratos WISTAR ndo apresentaram diferenca na ingesta alimentar consumida durante o
tratamento, os autores relatam que os ratos sdo sensiveis tanto a energia quanto ao alto teor de
gordura das dietas no que diz respeito ao controle da ingestdo alimentar decorrente da
saciedade (SPERETTA et al., 2012b).

O colesterol total e o HDL também foram menores nos SHR comparados aos ratos
WISTAR. Segundo a literatura este resultado pode ser explicado devido a maior excre¢dao de
colesterol, somada a deficiéncias na captacdo entérica e no transporte molecular (YUAN;
KITTS, 2002).

A DH produziu aumento do colesterol total ¢ LDL em ratos WISTAR e SHR. E
estabelecido que o LDL atua como o principal contribuinte para doencas cardiovasculares e o
HDL atua como protetor (RUSSELL; PROCTOR, 2006). A dislipidemia ¢ caracterizada por
altos niveis de colesterol sérico, especialmente LDL (YIN et al., 2012). Autores relatam que
as particulas de LDL sdo os principais transportadores de colesterol no sangue. Quando estas
particulas estdo sobrecarregadas na corrente sanguinea, elas tendem a ser oxidadas e
absorvidas pelos macrofagos, que ficam presos nas paredes dos vasos sanguineos,
contribuindo para a formacao de placas ateroscleroticas (ZHANG; LIU, 2015).

A DH reduziu a concentracdo plasmatica de HDL apenas em ratos WISTAR. As
particulas de HDL transportam o colesterol de volta ao figado através do transporte reverso do
colesterol, seja para excre¢do ou para sintese de hormonios (ZHANG; LIU, 2015). Estudos
sugerem que uma alimentacdo composta por uma dieta rica em gordura afeta o metabolismo,
a regulacdo, o acimulo e o transporte de lipidios. Desta forma, os niveis de colesterol total e
HDL nao sao alterados da mesma forma, por que o colesterol se acumula no figado enquanto
as particulas HDL mantém a sua capacidade de transporte de colesterol (HOJNA et al., 2024).

Nosso estudo possuiu o objetivo de avaliar a cogni¢@o dos ratos apds uma dieta padrao

e uma DH. Desta forma, a locomocdo e comportamento do tipo ansioso, a memoria de
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reconhecimento, memoria espacial de curto prazo e a memoria de trabalho dos ratos foram
avaliadas. O primeiro teste realizado foi o teste do campo aberto, os SHR permaneceram um
maior tempo no centro do aparato comparados aos ratos WISTAR. Estudos mostram que alta
atividade e maior tempo gasto na zona interna apresentam baixos niveis de ansiedade
(WARTON; HOWELLS; RUSSELL, 2009). Sendo assim, os SHR apresentaram niveis de
ansiedade mais baixos do que os ratos WISTAR, corroborando com outros estudos realizados
(FRANCA et al., 2020; RAMOS et al., 2002a; SONG et al., 2021). A literatura ainda
apresenta controvérsias sobre o comportamento ansioso dos SHR. Ramos e colaboradores
(2002) relatam que baixos niveis de ansiedade sdo caracteristicos da cepa SHR, pois
geralmente exploram ambientes mais aversivos quando comparados com as outras linhagens,
entretanto, outros autores, como Russell e colaboradores (2005) e Sagvoden e colaboradores
(2008), relatam que os SHR apresentam comportamento ansioso e hiperatividade (RAMOS et
al., 2002; RUSSELL; SAGVOLDEN; JOHANSEN, 2005; SAGVOLDEN et al., 2008).

No teste do campo aberto, a DH alterou apenas o parametro de distancia percorrida no
grupo de ratos WISTAR. Os ratos Wistar que receberam DH diminuiram a distincia
percorrida durante o teste no final do protocolo experimental.

O presente estudo avaliou a memoria de reconhecimento por meio do teste de
reconhecimento de novos objetos. Este teste baseia-se na tendéncia do animal de se aproximar
e explorar a novidade e reconhecer um estimulo previamente apresentado (COHEN;
STACKMAN, 2015b). O indice de discriminacdo varia de -1 a +1, com pontuacdes negativas
indicando preferéncia pelo objeto familiar e pontuagdes positivas significando preferéncia
pelo objeto novo (BROADBENT et al., 2010; QUILLFELDT, 2015). Um rato que esteja
cognitivamente intacto passara a maior parte do tempo investigando o novo objeto e, portanto,
tera um indice de discriminagdo positivo. Entretanto, um rato com memoria prejudicada nao
lembrara do objeto familiar e gastard tempo igual investigando ambos os objetos
(BROADBENT et al.,, 2010; QUILLFELDT, 2015). Nao houve diferenga no indice de
discriminacao dos ratos nos grupos experimentais estudados, assim como nao houve diferenca
no tempo de exploragdo do objeto novo pelos ratos das linhagens WISTAR e SHR, indicando
que tanto a HAS como a hipercolesterolemia ndo impactaram a memoria de reconhecimento
de ratos.

No teste do labirinto em T, utilizado para avaliar a memoria espacial de curto prazo,
ndo houve diferenca entre as linhagens de ratos ou entre as dietas nos pardmetros de nimero
total de entradas nos bragos do labirinto e taxa de alternincia espontanea. Em concordancia

com nosso resultado, no estudo realizado por Boitard e colaboradores (2014), ratos Wistar
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machos alimentados com DH contendo 24% de gordura durante quatro semanas apos o
desmame (3 semanas) ou na fase adulta (12 semanas) ndo apresentaram prejuizo na memoria
espacial de curto prazo quando comparados a animais tratados com dieta padrao (BOITARD
et al., 2014). No estudo de Kosari e colaboradores (2012) ratos da linhagem Longe Evans
receberam uma dieta ocidental, contendo 21% de gordura ou uma dieta rica em gorduras
contendo 60% de gordura durante doze semanas, ap6s o tratamento os pesquisadores
concluiram que estas dietas causaram prejuizo na memoria espacial de curto prazo e na
memoria de trabalho, em ratos machos da linhagem Long Evans. Em nosso estudo os ratos
Wistar tratados com a DH ndo apresentaram prejuizos na memoria, porém utilizamos ratos de
linhagens diferentes e nossa dieta foi composta por 40% Kcal de gordura, divergindo assim
das dietas utilizadas no estudo de Kosari e colaboradores (2012).

As pesquisadoras Clements e Wainwright (2006) sugerem que os SHRs ndo
apresentam um déficit de memoria de referéncia espacial no teste do labirinto em T e por isso,
as entradas em bragos errados do labirinto podem ser o resultado de um comportamento
hiperativo e ndo de déficits cognitivos (CLEMENTS; WAINWRIGHT, 2006). Em constraste
a este estudo, em nosso estudo ndo houve diferenca entre as linhagens de ratos ou entre as
dietas nos parametros de numero total de entradas nos bragos do labirinto em T, sendo assim,
os SHR ndo apresentaram comportamento hiperativo neste teste.

Considerando o papel predominante do cortex pré-frontal na memoria espacial
(KISHIKAWA et al., 2014), utilizamos o teste do labirinto em Y para analisar o indice de
alternancia e avaliar a fungao da memoria de trabalho. Ratos com memoria de trabalho intacta
possuem comportamento de alternancia espontanea, lembrando do braco do labirinto em que
estiveram recentemente e alternam entre os bracos do labirinto. Caso a memoria de trabalho
esteja prejudicada o rato retorna ao brago do labirinto que acabou de visitar (YABUKI et al.,
2014). E relatado que os SHR tém um desempenho ruim no teste do labirinto Y em
comparagdo com outras linhagens de ratos, embora isso possa ser atribuido ao fato de terem
um transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade em vez de memoria prejudicada
(KISHIKAWA et al., 2014; YABUKI et al.,, 2014; YOON et al.,, 2013). Entretanto, no
presente estudo, os ratos de ambas as linhagens e tratamentos apresentaram alternincia
espontanea e numero total de entradas nos bracos do labirinto semelhantes, sendo assim, nao
houve diferenca entre as linhagens ou entre os tratamentos nos parametros avaliados. A partir
deste resultado ndo podemos inferir que os SHR apresentaram déficit de memoria espacial ou

que a DH impactou este parametro.
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Foi demonstrado que no teste de reconhecimento de novos objetos, a dificuldade
apresentada pelos ratos SHR na discriminag@o entre o objeto novo e o familiar ocorre devido
a um prejuizo na aquisi¢cdo de informagdes durante a fase na qual os objetos sdo apresentados
a esses animais pela primeira vez, que pode ser conseqliéncia da impulsividade ou da
dificuldade de manter uma atengdo sustentada (PIRES, 2008).

Além dos grupos experimentais realizados para analisar os efeitos da DH na cognigdo
dos ratos, realizamos também grupos experimentais em que os SHR receberam tratamento
com farmacos anti-hipertensivos amplamente utilizados na clinica humana para analisar se
ocorreria melhora na cognicdo ¢ memoria dos ratos apds tratamento da HAS. Entre os
farmacos anti-hipertensivos mais utilizados, foram escolhidos farmacos da classe de
bloqueadores dos canais de célcio, o besilato de anlodipino, sendo este um medicamento anti-
hipertensivo comumente prescrito e, também, um farmaco pertencente a classe dos inibidores
da enzima conversora de angiotensina, o captopril, que ¢ um firmaco indicado para
tratamento da HAS e alguns casos de insuficiéncia cardiaca (SANTELLO JOSE LUIZ;
MION JUNIOR, 1998).

O tratamento com captopril diminuiu a PAS dos ratos a partir da terceira semana de
protocolo experimental, ja o tratamento com besilato de anlodipino diminuiu a PAS dos ratos
a partir da quinta semana do protocolo experimental. Este resultado mostra que as
intervengoes reduziram expressivamente € PAS dos ratos hipertensos.

Com base nos resultados apresentados no presente estudo, podemos inferir que o
tratamento com os farmacos anti-hipertensivos ndo provocou alteragdo no peso corporal e na
ingesta alimentar dos ratos durante o protocolo experimental. Estudos mostram que a inibi¢ao
da enzima conversora de angiotensina por meio de medicamentos (por exemplo, captopril,
perindopril) pode levar a uma redugdo do peso corporal e da massa gorda devido ao aumento
da oxidagdo da gordura como resultado do aumento da adiponectina, a qual ¢ liberada pelo
tecido adiposo (WEISINGER et al., 2009). Porém, no presente estudo, este efeito nao foi
observado.

No teste do campo aberto e nos demais testes de memoria realizados (reconhecimento
de novos objetos, labirinto em T e labirinto em Y) ndo foram observadas alteragdes
decorrentes da administragdo dos medicamentos. Sabe-se que o anlodipino, assim como a
nimodipina e a felodipina sio potentes reguladores dos canais de Ca?" sensiveis a voltagem do
tipo L (ZUPAN et al., 1996). Sua importancia na terapia cardiovascular ¢ conhecida por muito
tempo (ZUPAN et al., 1996). O anlodipino e a nimodipina sdo documentados também no

tratamento de mania aguda (BRUNET et al., 1990) e estados hipomaniacos (AUBY et al.,
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1992) podendo melhorar a aprendizagem e a memoria em idosos, ratos, coelhos, macacos
com deficiéncia cognitiva (DEYO et al., 1989: SANDIN et al., 1990; LEVERE E WALKER,
1991) e em ratos com lesdes cerebrais, principalmente no hipocampo ou no cortex
(ANDERSEN et al., 1990; FINGER et al., 1990). Estudos trazem que o tratamento com
besilato de anlodipino preveniu um aumento da resisténcia vascular da vasculatura cerebral
em SHR, sendo este um efeito benéfico deste farmaco sobre a vasculatura cerebral
(NAESSENS et al., 2023b). O tratamento com besilato de anlodipino (5mg/kg/dia) durante
sete semanas corrigiu parcialmente a estrutura e funcdo cerebrovascular, sugerindo que a
reducdo da pressdo arterial por si s6 protege da disfuncdo vascular (NAESSENS et al.,
2023b). Em nosso estudo utilizamos a dose de 10mg/kg/dia de anlodipino e assim como no
estudo de Naessens e colaboradores (2023) o tratamento com anlodipino também diminui a
PAS dos SHR, entretanto, em nosso estudo nao foi realizada avaliagdo da fungdo vascular.
Assim, buscamos identificar se esta melhora na fungdo cerebrovascular também estaria
manifestada na cogni¢ao e memoria dos SHR, o que nao foi observado.

As alteragdes induzidas pelo captopril no comportamento dos ratos podem estar
relacionadas a acdo simpatolitica resultante da inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(REPOVA et al., 2019). A literatura mostra que o tratamento com captopril teve atividade
protetora contra lesdes mediadas pelo estresse oxidativo em fatias cerebrais de ratos
normotensos ¢ hipertensos (FROSINI et al., 2021). Entre os varios potenciais mecanismos,
ndo pode ser descartada a possibilidade de a inibigdo da enzima conversora de angiotensina
levar a um aumento da bradicinina cerebral reduzindo a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (JOHNSON et al., 2019). As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem ser
consideradas essenciais para o desenvolvimento adequado das fungdes neuronais quando
ocorrem em quantidades baixas ou moderadas (SALIM, 2017). Entretanto, quando estdo em
excesso, sdo prejudiciais e podem levar ao estresse oxidativo, podendo levar a liberagdo de
sinais inflamatdrios, resultando em neuroinflamacao, perda de funcdo e, consequentemente,
em alteracdes comportamentais (AUGUST et al., 2020; CIRULLI; MUSILLO; BERRY,
2020; DIAS et al., 2020). No entanto, no presente estudo a administracdo de captopril por 7
semanas nao produziu efeitos na memoria de SHR. Este resultado diverge dos resultados
encontrados em outros estudos, Wyss e colaboradores (1992) mostraram que o tratamento
cronico com captopril evitou os déficits de aprendizagem e memoria observados em SHR,
apoiando assim a hipotese de que a pressdo arterial elevada ndo controlada se correlaciona
negativamente com o desempenho cognitivo (WYSS; FISK; VAN GROEN, 1992).

Entretanto, no estudo de Wyss foi realizado um tratamento com captopril durante nove meses,
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em nosso estudo realizamos o tratamento por apenas sete semanas, sendo esta uma possivel
explicagdo para a divergéncia entre os resultados.

No estudo de Gannon e colaboradores (2024), no qual foi utilizado o farmaco
captopril, administrado na agua de beber, durante trés meses, foi observada melhora da
perfusdo do hipocampo e restauracdo da funcdo da memoria de longo prazo no teste de
reconhecimento de novos objetos, sem melhorar a memoria de trabalho, este resultado sugere
que a disfunc¢ao induzida pela HAS pode ser a causa do declinio da memoria dependente do
hipocampo nos SHR (GANNON et al., 2024). Sendo assim, os farmacos anti-hipertensivos
utilizados neste estudo diminuiram a PAS, mas nao alteraram o comportamento dos ratos nos

testes de memoria.
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8 CONCLUSAO

Em conjunto, conclui-se que a administragdo de DH ndo causou prejuizos na
cogni¢do dos SHR e ratos Wistar, assim como a utilizacdo de captopril e anlodipino também
ndo provocou alteracdo na memoria dos SHR.

Sao necessarios novos estudos para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos
na relacdo entre hipercolesterolemia, HAS e declinio cognitivo e assim, surgirem novas

abordagens para a prevengdo de declinio cognitivo associado a HAS e hipercolesterolemia.

Limitacdes

Sao necessarias maiores investigacdes a respeito do efeito da hipercolesterolemia no
cortex pré-frontalde ratos hipertensos e Wistar, visto que o cortez pré-frontal € a principal area
responsavel pela cognigdo ¢ memoria.

Em nosso estudo, nao foi possivel realizar também a analise de insulina e citocinas
inflamatorias, estas analises permitiriam um maior entendimento a cerca dos efeitos da DH no
organismo dos ratos. Entretanto, nosso estudo serviu como uma pesquisa inicial em busca de

identificar formas de tratamento dos prejuizos a memoria e cogni¢ao causados pela HAS.
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