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RESUMO

A hipertensdo ¢ uma doenga multifatorial em que varios mecanismos
fisiopatoldgicos estdo interagindo. Entre eles, conhecemos melhor o sistema renina-
angiotensina (SRA) e o sistema nervoso auténomo (SNA). Mais recentemente, foi
demonstrado por Furchgott e Zawazdski, 1980, a importancia do endotélio vascular na
modulagdo do ténus vascular. O 6xido nitrico (NO), sintetizado e liberado pelo endotélio
integro, atua também como uma molécula antiadesiva para células inflamatorias. Seu
bloqueio pode, portanto, contribuir para adesdo de células inflamatorias ao endotélio
vascular, alterando o tonus vasodilatador.

O objetivo do estudo atual foi comparar as alteragdes funcionais e alteragdes
inflamatorias na superficie endotelial em animais normais e hipertensos. O papel do NO e do
SRA nas alteragGes inflamatorias endoteliais e a participa¢do do controle neural da pressdo
arterial (PA) no controle reflexo da freqiiéncia cardiaca (FC), foram considerados.

Para isto, foi desenvolvido um estudo experimental no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular no Instituto de Ciéncias Basicas de Saude da UFRGS e no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Foram incluidos no estudo 21 ratos machos Wistar, randomizados
em 3 grupos de 7 ratos cada. Grupo A (LNA), Grupo B (lig.Ao); Grupo C (controle). O

estudo foi realizado em sete dias.
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O grupo A recebeu LNA (w-nitro-L-arginina), via oral, diluidlo em agua na
concentra¢do de 2,74mM, por 7 dias. No grupo B foi realizada ligadura total de aorta entre
as artérias renais. O grupo C recebeu apenas agua. Os registros de PA, FC e reflexo
barorreceptor foram obtidos de maneira direta. A atividade da renina plasmatica (ARP) foi
realizada ao final do estudo. A andlise dos dados foi realizada em microcomputador
batimento-a-batimento no sistema CODAS. ApoOs o registro final, os animais eram
sacrificados e os segmentos de aorta fixados em formalina a 10%. Foram realizados cortes
histologicos de 7u de espessura, corados com hematoxilina-eosina. Um examinador “cego”
analisou as ldminas quanto a presenga de células inflamatérias na superficie endotelial.
Utilizamos ANOVA - analise de varidncia - e como testes complementares Wilcoxon,
Mann-Whitney, Kruskal Wallis e Fisher. Um P<=0,05 foi considerado significante.

Ao final do estudo, os grupos A e B atingiram niveis semelhantes de hipertensdo
(15247 vs. 149+5mmHg). A FC foi maior no grupo com o NO bloqueado (463£16bpm),
bem como o indice de sensibilidade do reflexo barorreceptor na avaliagdo da bradicardia
reflexa. Nao houve diferenga na taquicardia reflexa entre os grupos A ¢ C. O grupo B
apresentou uma diminuigdo no indice da sensibilidade do reflexo para resposta
taquicardica. A ARP foi maior no grupo com Lig Ao (12+4Angil/ml/h) do que no grupo A
(6£1.6Angll/ml/h) e C (5.70 9Angll/ml/h). Quanto a presenga de células inflamatorias
aderidas ao endotélio vaséular, verificamos a sua presenca em 86% dos ratos no grupo com
o NO bloqueado e em apenas 29% dos ratos com lig Ao, sendo que o grupo controle ndo
apresentou células inflamatonias aderidas ao endotélio. A presenca de células do tipo

inflamato6rias aderidas ao endotélio, comparada por ANOVA, ndo mostrou diferenga
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estatistica entre os grupos A e B (p = 0,10). Entretanto, comparados com o controle
normotenso, somente o grupo A apresentou diferenga significativa (p=0.0004).

Com base nessa diferenga, especula-se que as alteragdes inflamatorias se devam
antes ao bloqueio do NO do que a hipertensdo apenas. Qutros mecanismos de controle da
PA, como o SRA e o SNA, também podem estar contribuindo para a resposta inflamatoria
encontrada. Cabe, no futuro, elucidar melhor a hipertensdo como uma doenga inflamatoria

endotelial, uma vez que a hipertensdo € considerada um dos principais fatores de risco para

aterosclerose.



ABSTRACT

Hypertension is recognized as a disease of the vascular system and it is associated
with an increased prevalence of atherosclerosis. Recent studies demonstrated the role of
endothelium in the regulation of the vascular tone suggesting that in hypertension the
endothelium may be functionally and or structurally abnormal. Indeed, it has been
demonstrated that the NO blockade by inhibition of NO syntesis increase leukocyte
adhesion to post-capillary endothelium. However, it is unclear whether endothelial changes
observed in hypertension are related to hypertension itself or related to altered NO actions
found in hypertension. Therefore, the aim of this study was to caracterize the adhesion of
inflammatory cells to the endothelium in two different models of experimental hypertension:
one secundary to aortic ligation and another secondary to NO blokade. Another objetive is
associated the stuctural vascular changes with the functionally alterations.

Three randomized groups of male Wistar rats were followed during one week.
Group A (n=7) was given w-nitro-L-arginine (LNA) added to a concentration of 2.74mM
as drinking water;, Group B (n=7) had aortic ligation performed between renal arteries and
Group C (n=7) received tap water. Direct blood pressure records, heart rate and
baroreceptor reflexes were performed on day 1 and at the end of the experimental period,
when the plasma renin activity was measured and the rats were killed, the aorta removed

and fixed in 10% buffered formalin. Qualitative assement of the vascular endothelium was
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performed by an observer blinded to the origem of the animals using hematoxylin-eosin
stain. Data was reported as mean + SEM and analyzed by ANOVA followed by Wilcoxon
and Mann-Whitney tests. Kruskal Wallis Test was used as a complementar test. To compare
the categorical variables — histology — the Fisher exact test was used. A p<=0.05 was
considered significant.

We found that NO blockade by LNA (Group A) as well as aortic ligation (Group
B) induce similar increase in mean arterial pressure (MAP) values (152%7 vs. 149+5mmHg),
which were significantly different from control rats (Group C, 104+4mmHg). Resting heart
rate (HR) was higher in LNA-treated rats (463+16bpm) than in rats with aortic ligation
(345+6bpm) or control rats (369+17bpm). The baroreflex control of heart rate to the
increase in arterial pressure was larger in LNA-treated rats than in rats of groups B and C.
Tachycardic responses to the decrease in arterial pressure were similar betweem groups A

and C, while rats with high-renin hypertension (group B) showed an impairment of those

responses.

Plasma renin activity (PRA) was not different in LNA-treated and control rats
(6£1.6 vs. 5.710.9ngAngl/ml/h). However, PRA was significantly increased in aortic ligated
rats (12+4ngAngl/ml/h). Cells adherent to the vascular endothelium were observed in
6/7(86%) of rats in the group A, in only 2/7 (29%) of rats in the Group B and in none of the
Group C. A significant increase in inflammatory cells in Group A vs. C (p=0.0004) was
demonstrated but not between Group B vs. C (p<0.46), suggesting that in hypertension the
presence of inflammatory cells may be more closely related to nitric oxide blokade than to

hypertension alone. Another physiopathologycal mechanisms involving the renin-
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angiotensin system on the sympathetic activity appears to be important for the hypertensive

changes of the vascular endothelium in both, LNA-treated and aortic ligated rats.



1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA HIPERTENSIVA

A hipertensdo arterial, influenciando uma série de doengas, permanece como uma
das causas mais comuns de morbimortalidade nas sociedades desenvolvidas e em
desenvolvimento . A HA é um dos mais importantes fatores de risco das doengas
cardiovasculares. Estima-se que 15-25% dos norte-americanos adultos sdo hipertensos .

A prevaléncia da HA no Brasil gira em torno de 20-25% da populagdo adulta @ De
acordo com diversos estudos populacionais, verificou-se que a hipertensfo arterial tem alta

prevaléncia também no Brasil, variando entre 11% dos adultos de Porto Alegre e Volta

Redonda e 25% dos em Araraquara @

A pressdo arterial € o produto final de uma série de fatores incluindo aqueles que
controlam o calibre e a responsividade vascular, também aqueles que regulam o volume
intra e extravascular e, por fim, aqueles que controlam o débito cardiaco .

A HA ¢ uma doenga multifatorial em que varios mecanismos fisiopatologicos estdo
envolvidos, o que torna o estudo isolado de um ou outro mecanismo dificil de ser

realizado. Dentro desse contexto, alguns mecanismos fisiopatoldgicos sdo bem conhecidos

e outros nem tanto. Atualmente, quando se fala em fisiopatologia da HA, além de citar o
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papel do controle neural e do SRA, tem-se destacado a participagéio do endotélio vascular,

principalmente do NO, conforme esquema abaixo

DOENCA MULTIFATORIAL

v

INTERACAO DE SISTEMAS = N RVS

ENDOTELIO VASCULAR//OXIDO NIiTRICO ?
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1.2. FATORES ENVOLVIDOS NA REGULACAO DA PRESSAO

ARTERIAL

1.2.1. Controle reflexo da pressio arterial

O reflexo comandado pelos pressorreceptores é um mecanismo de sinalizagdo e
regulagio precoce das alteracdes da PA momento-a-momento 7. Representa um
mecanismo fundamental no controle neural da circulag@o, tendo uma agdo tonica inibitoria,
e uma agdo reflexa inibindo ou aumentando a atividade simpdtica e parassimpatica,
funcionando como um tampdo a cada mudancga brusca de PA “®. A disfuncio desse
reflexo promove alteragdes no controle neural da PA, o que pode levar a instabilidade
circulatéria, aumentando a morbidade e a mortalidade cardiovascular €12,

Um numero de estruturas nervosas centrais e periféricas sdo interconectadas para

prover o controle da circulacio *'¥

. Os receptores arteriais sinoadrticos de alta presséo
e os cardiopulmonares de baixa pressdo podem também estar alterados na HAS . Esses
reflexos, quando ativados pelo aumento de PA efou  pressio venosa central,
respectivamente, respondem com uma diminui¢do na FC e PA por estimulo vagal e por
inibigio simpatica '“'*'9 Por outro lado, quedas sibitas da PA levam a ativagio
simpatica e & inibigdo vagal, ocorrendo uma taquicardia reflexa @°.

Quando a hipertensdo € sustentada, a adaptagdo permite que mesmo os individuos
hipertensos possam regular a PA momento-a-momento. Assim, a cada aumento de PA
havera diminuigdio na FC, que pode, entretanto, ter um ganho menor ¢”. Alguns estudos
sugerem que este novo ajuste no barorreceptor possa ser mediado pela Ang II no SNC,

envolvendo a bomba de Na, prostaglandinas e o NO %2,
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Muito se fala sobre o NO produzido pelo endotélio vascular na manutencdo do
tonus vasodilatador constante. Entretanto, a presenga da enzima NO sintase no SNC, mais
precisamente no nucleo do trato solitario ¢ na por¢do rostral da medula ventrolateral,
sugere que o NO possa estar envolvido também no controle neural central da PA (7:2126)

Vérios estudos em animais comprovam que tanto o NO neuronal como o endotelial
vascular contribuem para a regulagio do tdnus vasomotor e da PA #*® O NO atuando
centralmente promove uma diminuigio da atividade simpatica e da queda na PA 2.

Cunha e cols., 1993, demonstraram que a HA observada em ratos tratados
cronicamente com L-NAME, depende de um aumento no tonus simpatico vascular e
cardiaco, bem como de uma diminui¢do no tdonus cardiaco vagal. Tem sido demonstrado
que a HA é acompanhada por bradicardia ap6s o bloqueio agudo do NO (preSsorreceptor
ainda ndo ajustado), mas no bloqueio crénico do NO observou-se taquicardia, indicando
que o barorreflexo, apos este periodo, ndo estd operando normalmente quando se bloqueia
0 NO @239

A interagdo de substancias locais produzidas pelo endotélio pode atuar em trés
niveis de controle cardiovascular: célula-a-célula, transmissdo nervosa - SNC e na
modulagio do reflexo localmente. Por exemplo, o NO atua como um comunicador entre o
endotélio e as células da musculatura lisa, bem como entre os neurdnios em nivel

central®.

Chapleau e cols., 1995, afirmam que alteragSes importantes no barorreflexo
ocorrem em situagOes fisiologicas e patologicas, como na HAS, aterosclerose e no
envelhecimento. Essas alteragdes ndo sdo decorrentes apenas de mudangas na estrutura e
na distensibilidade do vaso. Os trabalhos atuais ressaltam as propriedades funcionais da

parede vascular, em particular do endotélio, visto que a disfun¢do endotelial pode alterar
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o barorreflexo diminuindo a sensibilidade do mesmo na HAS e na aterosclerose. A
atividade barorreceptora € modulada pela bomba Na-K e por fungdes paracrinas das
prostaciclinas, radicais livres, NO e fatores liberados por agregados de plaquetas. Radicais
livres contribuem para a disfungdo do barorreflexo na aterosclerose, assim como os
agregados de plaquetas, promovendo agressdo local ao endotélio e liberagio de substancias
que interferem com o barorreflexo V.

Analisando estes estudos, poder-se-ia acreditar que os infiltrados inflamatérios
com adesdo de leucocitos ao endotélio vascular também estariam contribuindo, de algum

modo, para alterar o barorreflexo na doenga hipertensiva.

1.2.2. Sistema renina-angiotensina

O sistema SRA desempenha um papel importante na patogénese da HA ®?. Esta
envolvido na homeostase cardiovascular, tanto como um fator de crescimento como um
horménio pressor ®”. Atualmente, definimos o SRA como:

a) sistema hormonal circulante;

b) componente tecidual,

¢) sistema celular ou intracelular.

O efeito da renina é fazer com que a enzima de conversdo da angiotensina (ECA)
promova a conversdo da Ang I em Ang Il. Ativada, a Ang II promove vasoconstric¢io
(aumento SNS); aumento de volume (aumenta aldosterona); produz hipertrofia vascular e

cardiaca e também esta relacionada as alteragdes endoteliais encontradas na hipertensdo

(1,32-35)
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O SRA ¢ um dos mais importantes fatores de regulagio de volume e da PA. Tanto
um aumento quanto uma diminui¢do na produgdo de renina resulta em severos distarbios

(36)

na homeostase circulatoria O SRA modula varias fungdes neuroendocrinas e

autondmicas, as quais, através de mecanismos de feedback, determinam a liberagiio de

renina nas CJG do rim ¢*%%

. Existem diferentes modelos experimentais de HA,
envolvendo o SRA, como: coactagdo de aorta, ligadura de aorta, 2 rins, 1 clip-Goldblatt
(aumento de ARP) € o modelo DOCA-sal, em que hi uma diminui¢do da ARP ¢7*®
Basicamente existem trés estimulos principais para liberagio de renina pelo
Ti m(39,40):
a) baixa pressdo de perfusdo renal,

b) diminui¢do de sal na macula densa,

¢) aumento da atividade do simpatico renal.

Atualmente, tem-se estudado o papel do SRA sobre o endotélio vascular. Vital e
cols., 1988, foram um dos primeiros grupos de pesquisadores que sugeriram que o NO
inibe a secre¢do de renina, € que uma vez inibindo o NO, a secre¢io de renina estaria
elevada V.

Em Campinas, Ribeiro e cols., 1992, estudaram a inibigfo cronica da sintese do NO
em ratos normais e observaram que havia um aumento na atividade da renina plamatica na
quarta semana de inibigdo do NO pelo L-NAME. Concluiram que havia um aumento de
PA importante envolvendo a participagdo do SRA, mas que este ndo deve constituir o
nico sistema de regulagdo da PA neste modelo de hipertens@o, pois mesmo ap0s inibir os

receptores para Ang Il com Losartan, ndo se observou uma normalizagio completa da

PA“2)
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O modelo de HA por ligadura total da aorta criado por Rojo-Ortega e Genest, em
1968, ¢ um dos modelos de hipertensdo por renina alta “”. Em experimentos usando ratos
de baixo ;;eso, a ligadura de aorta gerou HA maligna em todos animais estudados
(Carreterro e cols.,1971) . Chatelain e cols., 1980, confirmaram estes achados e verificaram
que havia um aumento 7 vezes maior na ARP nos ratos que desenvolviam HA maligna
versus aqueles com HA benigna. A histologia dos vasos, realizada 12 dias apos a Lig Ao,
revelou que havia deposito fibrindide, hipertrofia da camada média, proliferagcio de
colageno na adventicia e infiltragdo de células inflamatérias (mononucleares). Tais
altera¢des foram encontradas principalmente no coragdo, figado, intestino e mesentério.
Os autores concluiram que em ratos com Lig Ao, a coexisténcia de fatores humorais
elevados, tais como a renina e os corticoides, elevagdo da PA e severa doenga vascular
necrotizante contribuiam para o desenvolvimento e manutengdo da hipertensdo maligna™.

Nicoletti e cols., 1996, estudaram o modelo de hipertensio com renina alta
(Goldblatt), quanto a presenga de células inflamatorias e a atividade do SRA. Verificaram
que a correlagdo entre a densidade de macrofagos e PA, bem como a ARP podem indicar
que as angiotensinas e/ou a elevagdo da PA estariam sinalizando a mobilizac¢do de células
inflamatorias. Essas células poderiam levar a fibrose miocardica através da liberagdo de
mediadores como os fatores de crescimento e citoquinas que atuariam sobre o0s
fibroblastos™. O estudo acima, relacionando a ARP com infiltrado inflamatério na doenca

. . L, . . , . .. . . 4
hipertensiva, revela as possiveis propriedades pro-inflamatorias das angiotensinas 7.
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1.2.3. Endotélio vascular - éxido nitrico

Nos ultimos 15 anos, muitos estudos tém demonstrado que o endotélio vascular
ndo € apenas uma simples barreira  entre o sangue e os tecidos, mas sim um o6rgio
metabolicamente ativo que atua como um complexo sistema modulador com iniimeras
fungdes. Na regulagdo do tonus vascular, além do controle neurogénico exercido pelo
SNA, estdo envolvidos mediadores vasculares locais, tais como os provenientes do
endotélio e as células sangiiineas (plaquetas, leucocitos, monacitos) “®.

A importancia do endotélio vascular em modular a atividade da musculatura lisa
dos vasos e, portanto, a regulagdio do tdnus vascular foi sugerida pela primeira vez por
Furchgoot e Zawadski, 1980 .

O endotélio integro, além de produzir fatores de relaxamento, como o NO, as
prostaciclinas, produz também fatores de contragio dependentes do endotélio (EDCF),
como endotelina, tromboxano e Ang II ®*°®_ O balango entre as substincias vasoativas
constritoras e dilatadoras dependentes do endotélio é de vital importdncia para a
manutengdo da homeostase vascular *-%°%)

A enzima que sintetiza o NO a partir do aminoacido, L-arginina, foi identificada
como NO sintase (NOS) que é uma oxigenase calcio/calmodulina dependente ¢"%%.

Para formagdo de NO também sfo necessarios alguns cofatores, como a
calmodulina, NADPH e conforme a ativagio do processo, a presenga de calcio (53-59)

Com respeito a NOS, existem pelo menos dois tipos:

A) Constitutiva: citosolica, calcio/calmodulina dependente, conhecida como 6xido

nitrico sintase constitutiva (NOSc). O NO produzido por esta enzima atua

como um mecanismo transdutor envolvendo varias respostas biologicas ©>°%.
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B) Induzivel: citosolica, calcio/calmodulina independente, conhecida como 6xido
nitrico sintase indutivel (NOSi). A NOSi ¢ expressa apds a ativagdo de
macrofagos, células endoteliais e um namero de outras células por citoquinas.

Este tipo de NO est4 geralmente associado a processos patologicos >,

O metabolismo do NO se da através da NOS que se apresenta sob as formas de trés
isoenzimas ©*°9.
I - presente em células neuronais e epiteliais;

Il - presente em macrofagos e outras células incluindo musculo liso vascular;

III- presente em células endoteliais.

O aumento do célcio intracelular resulta na ligagio do calcio e calmodulina, os
quais permitem a ativagdo da NOS que, atuando sobre a L-arginina gera NO e L-citrulina,
que s3o os dois produtos da reagio enzimatica ©>>”. O NO entdo se difunde rapidamente
para a célula do musculo liso para ativar a guanilato ciclase solivel, estimulando a
biossintese de guanidino monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc, por sua vez, desencadeia
a ativagdo das quinases e a fosforilizagdo das proteinas, resultando no relaxamento da

musculatura lisa dos vasos, conforme ilustrado na Figura 1 %
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Figura 1 - Sintese do 0xido nitrico pelas células endoteliais. Figura esquematica

rota metabélica do NO. Modificada do artigo de Conger e cols., 1994.

da
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Palmer e cols, 1989, documentaram uma enzima que inibia de forma competitiva a
sintese de NO pelas células endoteliais: NG-monomethyl-L-arginina, que ¢ um analogo da
L-arginina @49 A grande diferenga entre os inibidores do NO, na sua ag¢do sobre o
tecido vascular, da-se por diferengas na captagdo, distribuigdio e metabolismo dos
compostos ©®. O azul de metileno também ¢ utilizado para inativar a guanilate ciclase
solivel e, portanto, impedir a atuagio do NO sobre a musculatura lisa vascular ¢9. A
hemoglobina inibe a a¢do do NO pela formagio de um composto Hb/NO, o qual ndo ¢
revertido com o uso da L-arginina (Fig.1) ©6646667),

NO ¢ liberado por varios estimulos quimicos e mecanicos sobre a superficie
endotelial. E liberado em resposta a Ach, adenina, trombina, substdncia P, noradrenalina,
calcio ionophore A 23187, bradicinina e o estresse de cisalhamento ou a pressdo de
deslocamento do sangue sobre o lumen vascular “>%7" Cabe salientar que, além do NO,
o endotélio libera outros mediadores em resposta a varios estimulos. As vezes, um mesmo
estimulo, por exemplo o estresse de cisalhamento, pode atuar sobre dois mediadores, o NO
e a PGI2, como se pode observar na figura 2 a seguir 72,

A cada momento novas pesquisas vém atribuindo ao NO novas fungdes. No sistema
cardiovascular, além de manter um tonus vasodilatador constante, possui uma atividade
antitrombotica por intervir na ativagio, agregacio e adesio de plaquetas ao endotélio %%,

Além disso, o NO inibe a adesdo de leucocitos ao endotélio, impedindo a liberagdo
de substincias vasoativas pelos leucocitos ativados, como os dnions superoxidos ®B1-89)
Também exerce um efeito inibitorio sobre a proliferagdo das células da musculatura lisa

A 0-93
dos vasos - mitogénese 7%,
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Lumen vascular >
Fluxo sangiiineo -, Plaquetas
Trombina. \ _ g SubstanciaP 5yt
Hipéga [/ _ACh.

Célula
muscular
lisa

Figura 2 - Representacio esquematica dos mediadores do tonus vascular liberados

pelo endotélio vascular em resposta aos estimulos quimicos e mecénicos.

Modificada do artigo de Mehta e cols., 1995.

Atualmente, o endotélio vascular pode ser caracterizado como um sistema orgénico
modulador para manter o equilibrio dindmico vascular e celular ao detectar estimulos que
induzem remodelamento e alteragdes da reatividade vascular ®?. Na verdade, o endotélio

R . . 55
vascular € o Unico sistema que simultaneamente controla o tono e a estrutura vascular ©3),

1.3. DISFUNCAO ENDOTELIAL NA HIPERTENSAO ARTERIAL E
ATEROSCLEROSE

Qualquer fator quimico ou fisico que rompa o equilibrio dindmico em nivel

endotelial, isto €, o equilibrio entre os fatores vasorrelaxantes e vasoconstrictores
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dependentes do endotélio, pode levar a uma alteragdo na liberagdo de mediadores
derivados do endotélio, culminando com a ruptura da homeostase vascular e celular ©**>,
Atualmente, varias patologias estdo associadas com um certo grau de disfungéo

endotelial. As doengas mais estudadas sio: HA, insuficiéncia cardiaca, hipertensio
pulmonar, dislipidemia, asma, cirrose, choque séptico e diabete (33.36.39,61.96.97) - A questdo
mais polémica na literatura € se a disfungdo endotelial é a causa ou conseqiiéncia dessas
patologias, particularmente na hipertensgo ©*'%?.

Panza e cols., 1993, analizando a resposta vascular & Ach em pacientes hipertensos
e normotensos, constataram que o aumento no fluxo sangiiineo € a menor queda na
resisténcia vascular foram significativamente menores nos hipertensos, inferindo uma
piora no relaxamento vascular dependente do endotélio, sugerindo disfungdio endotelial
(103,104,105).

A vasodilatacdo dependente do endotélio esta prejudicada em modelos genéticos de
HA (SHR e Dahl), bem como em modelos de HA adquirida, por exemplo: na coactagio de
aorta, ligadura de artéria renal, sobrecarga salina e mineralocorticoide ¢°®,

Estudos anteriores demostram que a hipertensdo esta associada com a extensdo e
com a gravidade da aterosclerose ‘"' Assim como Owens e Reidy, 1985, outros
estudos demonstraram que a hipertensdo € acompanhada por um aumento na renovagdo de
células endoteliais com concomitante aumento na permeabilidade a macromoléculas,
principalmente nos ramos da aorta '>''® Portanto, a hipertensio pode aumentar a
responsividade endotelial a fatores que promovam a adesdo de monocitos 198 " As células
endoteliais multiplicam-se e a sua morfologia varia. As células expandem-se para a luz do
vaso. As jungdes firmes (fight junctions) que asseguram a coesdo da monocamada

endotelial so descontinuas e menos organizadas (Figura 3). A esse conjunto de alteragdes
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se deve o aumento da permeabilidade endotelial, em particular a infiltragio de

macromoléculas 17,

Arteria hipertensa de rato. Superficie endotelial

Figura 3 — Alteracdes do endotélio vascular na artéria normal e hipertensa de rato
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Embora a maioria dos estudos indique que na HA ocorra disfungéio endotelial, este
achado ainda € controverso, pois existem trabalhos bem conduzidos que ndo encontraram
diferencas na vasodilatagio dependente do endotélio em pacientes hipertensos e

(118-122)

normotensos Além disso, alguns autores, estudando diferentes modelos de

hipertensdo, ndo encontraram evidéncias de que a disfungdo endotelial seria um
mecanismo permissivo para o desenvolvimento da HA, como a literatura sugere, € que a
sintese do NO, in vivo, poderia ser normal ou até aumentada 12123129

Crocroft e cols., 1994, analisaram as varia¢des do fluxo sangiiineo na artéria
braquial em resposta aos diferentes estimulos em homens hipertensos e normotensos. Ndo
encontraram diferenca na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, o que sugere
que a disfungdo endotelial na HA ndo seja um achado universal a todos os hipertensos e
que, talvez, a severidade, o tipo e a duracdo da HA, além dos fatores genéticos e
ambientais, possam predispor mais certos grupos de hipertensos a disfungéo

endotelial %12,

Alteragdes morfologicas e funcionais no endotélio vascular ocorrem na hipertensdo
experimental e em humanos (125-128) Entretanto a severidade do defeito, os leitos vasculares
estudados e os modelos de hipertensdo s@o heterogéneos. Parece haver uma piora na
fun¢do vasodilatadora endotelial na aorta, carotidas, arteriolas cerebrais e mesentéricas na
HA. Na circulagdo coronaria, este defeito € menos pronunciado, pois a produgdo de NO
parece estar aumentada para compensar o aumento do ténus vascular na HA (125.129)

A hipertensdo induz vasculopatia associada a inumeras alteragGes na expressdo,
secre¢do e a¢do de mediadores e receptores das células endoteliais, das células musculares
lisas, das plaquetas e monocitos (49 Tais mudangas levam & hipercontratilidade, maior

interagdo dos elementos figurados do sangue com a parede vascular e a proliferagdo e
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migragdo de células musculares lisas. Esses eventos pioram o fluxo local e podem causar
oclusdo vascular **"*". Como se observa acima, a doenca hipertensiva, gerando disfungio
endotelial, pode estar associada precocemente com a aterosclerose 2.

Atualmente, a aterosclerose tem sido encarada como uma doenga inflamatoéria. O
recrutamento de monocitos dentro da parede arterial € um dos eventos mais precoces na
patogénese da aterosclerose **). Ha evidéncias de que a hipertensdo também possa exercer
estresse oxidativo sobre a parede arterial. Portanto, a doenga hipertensiva predispde a
aterosclerose pelo sinergismo entre a eleva¢do da PA e outro estimulo aterogénico que

induz estresse oxidativo sobre a parede arterial ¢*”.

1.3.1. Participacdo dos leucdcitos

Crescentes estudos indicam que os leucdcitos estdo associados a patofisiologia da
aterosclerose, incluindo infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, isquemia
intestinal, hipertensdo , colapso circulatério ¢+18:131.136-140)

Embora esteja bem estabelecido o papel do NO em modular o fluxo sangiiineo em
varios tecidos, apenas recentemente foram conhecidas suas propriedades antiadesivas para

leucécitos e plaquetas %141,

Estudos recentes demonstraram que a inibi¢do de NO com inibidores (L-NAME,
L-NMMA) produz adesdo de leucocitos em vénulas pos-capilares > 0 NO parece

estar envolvido na regulagdo da interacdo dos leucocitos com a parede vascular, visto que

inibe a ativagdo dos leucocitos in vitro e in vivo 9
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Com base nesses resultados, tem-se sugerido que o NO ¢ um importante modulador

endogeno da adesdo de leucocitos, embora o mecanismo de ag@o ainda ndo seja bem

conhecido &,
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Figura 4 — Representac¢iio da adesfio de Leucécitos ao endotélio vascular quando o

oxido nitrico é bloqueado. Modificado do artigo de Kubes e cols., 1991.

A interagdo de PMN com o endotélio vascular pode ser importante no controle da
PA, na medida em que pode estar contribuindo para a disfungio endotelial (77,85,108.140)
Uma vez ativados, os PMN liberam uma variedade de fatores vasoativos, como enzimas
proteoliticas, dnions superoxidos e outros radicais livres também citotoxicos (61,83,145,146,148)
Quando gerados em grandes quantidades, os radicais livres lesariam o endotélio,
promovendo contragio da musculatura lisa vascular, inativagdo do NO e, por fim,

predispondo ao desenvolvimento da aterosclerose °. Qutra possibilidade ¢ que as
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proteases e os oxidantes derivados dos PMN, assim como a ativagdo de macrofagos,
plaquetas e outras células, possam liberar substincias que aumentariam a permeabilidade

61,83,85,116,145-147,149,150,152
vascular ¢ 145-147. ),

Schmid-Schonbein e cols., 1991, sugerem que os leucdcitos contribuem para a
patogénese das alteragOes vasculares e a subseqiiente injuria a orgdos-alvo na hipertenséo.
Os mesmos autores propdem que leucdceitos circulantes ativados podem levar a uma
alteragdo na distribuicdo dos mesmos nos tecidos. Como conseqiéncia os PMN podem
aderir ou se aglomerar em vénulas pos-capilares. Os PMN sdo capazes de influenciar
diretamente o fluxo sangiiineo em vénulas pos-capilares por aderirem e se fixarem
lentamente a superficie endotelial, aumentando a resisténcia local durante a sua presenga
em pré-capilares e capilares @29,

A maioria dos estudos que relacionam ades@o de leucocitos ao endotélio vascular
sugerem que para haver ativagdo das células endoteliais € necessario um estimulo, seja
mecdnico ou quimico, por exemplo a dislipidemia, a isquemia de reperfusdo, a denudagdo

(153,154)

endotelial nas angioplastias Resta avaliar se a propria elevagdo da PA na

hipertensdo constitui um estimulo para ativar o endotélio vascular U39 A importéncia
desses eventos reside no fato de que as alteragcdes do endotélio vascular sdo comuns a

. . e . (108,135,1
doenga hipertensiva e aterosclerética (%%13>149),
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1.3.2. Participacio da pressio arterial elevada

Folkow e cols., 1978, afirmaram que a PA elevada per se seria um dos principais
fatores associados as altera¢Oes estruturais encontradas na doenga hipertensiva (135.158)
Alguns estudos ndo excluem a possibilidade de que a propria elevagdio da PA possa
modificar as propriedades funcionais e estruturais do musculo liso e do endotélio vascular
na hipertensgo 471719,

As forgas fisicas exercidas sobre a parede vascular pela passagem de sangue
intraluminal sdo consideradas pressdo e estresse de cisalhamento. A presséo ¢ exercida em
angulo reto com o eixo principal do fluxo, levando ao estiramento tangencial da parede
vascular. O estresse de cisalhamento, por outro lado, é uma forga exercida no mesmo eixo
que o fluxo de sangue *1%9. O efeito do estresse sobre a liberagdo de fatores vasoativos
tem sido muito estudado. Enquanto as adesGes de PMN ao endotélio sdo diretamente
influenciadas pelo estresse de cisalhamento, o efeito da pressdo per se ndo € bem
esclarecido V.

Safar, 1996, verificou que a parede arterial pode ser alterada através de varios
mecanismos de pressdo envolvidos, por exemplo: alteragdes no estresse fixo, estresse
pulsatil ou mesmo por um aumento na variabilidade destes diferentes tipos de estresses
vasculares. Na HA a heterogeneidade da arvore vascular estd associada a diferencas na
estrutura da parede arterial °®. Diferentes taxas de distensibilidade (células muscularres

lisas e elastina) e ndo-distensibilidade (colageno) do tecido vascular podem influenciar o

grau de espessamento arterial s,
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Baseado nesses estudos, é possivel que a elevac@o da PA per se, contribua para as

alteracGes endoteliais encontradas na HA, inclusive a adesdo de leucocitos ao endotélio
vascular (156,158,161,163,173).

Davies e cols., 1986, verificaram que, in vifro, a oscilagdo do fluxo sangiiineo ao
invés da magnitude do estresse de cisalhamento per se, pode ser o maior determinante
hemodinamico que induz a renovagio de células endoteliais ¢,

Jonathan e cols., 1997, estudando como as veias safenas respondem ao fluxo
arterial, observaram que a deformagdo circunferencial induz a rapidas mudangas na
expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1, ao passo que o aumento na
concentragio de NOS foi a principal resposta encontrada ao maior estresse de
cisalhamento. Com base nestes achados, concluiram que a célula endotelial possui
receptores na superficie que detectam altera¢Ges no fluxo e na pressio e que, uma vez
ativados, acionam proteinas do citoesqueleto e a expressdo de diferentes gens (e-NOS,
MCP-1, ICAM-1, VCAM-1), o que pode promover a maior proliferagdo das células
musculares lisas, formagio de matriz EC e outras alteragdes na parede vascular '™

Bell e Borh, 1991, avaliaram o efeito direto da PA sobre a resposta vascular na
hipertens@o por coactagdo de aorta e concluiram que tanto a PA elevada per se quanto as
mudangas endoteliais encontradas estdo associadas a resposta alterada da musculatura lisa
vascular na hipertensao 67,

Hishikawa e cols., 1995, estudando os efeitos da pressdo arterial sobre as células
endoteliais in vitro, demonstraram que a PA transmural inibe a liberagdo de NO das células
endoteliais humanas. Em outro estudo, também mostraram que a PA per se pode aumentar
os niveis de endotelina-1 através da ativagdo da fosfolipase C e da proteina kinase C em

cultura de células endoteliais humanas ®V,
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A maioria dos modelos de hipertensdo arterial com renina alta apresentam uma
resposta vasodilatadora dependente do endotélio diminuida (Bell e Borh, 1991; Miller e
cols.,1987) nos segmentos de aorta toracicas acima da coactagdo de aorta. Tal resposta
endotelial alterada estaria associada diretamente com a elevacdo da PA, visto que as aortas
abdominais, ndo hipertensas, tinham resposta vasodilatadora dependente do endotélio
preservada.

Néo encontramos nenhum estudo que relacionasse a PA elevada com a adesdo de
PMN ao endotélio vascular.

Com base nos estudos ja apresentados, ainda ndo é bem conhecido o mecanismo
pelo qual o endotélio capta e traduz as mudangas nas for¢as hemodindmicas, mais
precisamente a pressdo de cisalhamento e a deformagdo circunferencial. O papel relativo
das for¢as hemodindmicas e do metabolismo da parede vascular na progressdo e na
gravidade da doenga aterosclerdtica permanece ndo esclarecido %7,

Existem varias hipoteses levantadas procurando esclarecer os mecanismos
envolvidos na disfungdo endotelial no modelo de hipertensdo por bloqueio do NO. Entre
0s mecanismos mais estudados estdo:

a) hiperatividade do SRA,;

b) hiperatividade simpética;

¢) aumento na sensibilidade aos vasoconstrictores na musculatura lisa dos vasos,
ou uma diminui¢do aos vasodilatadores;

d) aumento dos EDCFs e/ou diminui¢do dos EDRFs;

e) diminui¢do da sensibilidade do barorreflexo;

£) outros mecanismos.



1. INTRODUCAO 22

Os estudos apresentados, relacionando a hipertensdo com a aterosclerose e a
participagdo fundamental do endotélio e das células infamatorias, ressaltam a importancia
do estudo atual a ser apresentado, visto que a reagdo inflamatoria na hipertensdo representa
uma area de pesquisa prospera, em que os mecanismos que fazem da doenga hipertensiva
um dos principais fatores de risco para aterosclerose comegam a ser melhor

compreendidos, embora muitas questdes permanegam ndo esclarecidas.



2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1. HIPOTESE

No modelo de HA por bloqueio do NO haveria maior adesdo de células
inflamatorias ao endotélio e que tais alteragdes sejam decorrentes deste bloqueio e nio

apenas dos niveis tensionais elevados.

2.2. OBJETIVOS

1. Identificar um modelo de hipertensdo arterial que ao final de uma semana induza
niveis tensionais equiparaveis ao grupo com NO bloqueado, e que servird como grupo
controle hipertenso.

2. Comparar o modelo de HA por bloqueio do NO com o modelo de ligadura de
aorta quanto as alteragdes funcionais e as altera¢des celulares inflamatorias no endotélio, a
partir de niveis tensionais semelhantes .

3. Avaliar a participagdo do controle neural e do SRA na HA através do
barorreflexo e da medida da atividade da renina plasmatica, respectivamente, nos dois

modelos de hipertenséo.



3. MATERIAL E METODOS

Foi desenvolvido um estudo experimental no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do Instituto de Ciéncias Basicas de Saude da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS) e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

3.1. ANIMAIS

O experimento foi relizado com ratos Wistar provenientes do biotério do Instituto.
Foram incluidos no estudo 21 ratos machos, com peso entre 200 - 300g., adultos jovens.
Durante o experimento os ratos ficavam em gaiolas isoladas e tinham livre acesso a agua e a
ragdo Purina (Nutripal, POA, RS, BR). A temperatura média era de 22°C e o ciclo

diurno/noturno natural.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram randomizados em trés grupos: A, Be C.

Grupo A (n = 7): estes ratos tinham peso médio de 231g. e receberam w-nitro-L-
arginina (LNA), via oral, diluido em agua na concentragio de 2,74mM, baseado no estudo
de Danamberg e cols, 1993. Este estudo foi um dos primeiros a utilizar o LNA por via oral

para produzir hipertensdio sustentada em ratos normais no periodo de 3 a 7 dias 7.
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Grupo B (n = 7): neste grupo foi realizado a ligadura total de aorta abdominal e
artéria renal E, conforme descrito por Rojo-Ortega e Genest, 1968. O peso médio dos
ratos foi 201g.. Este modelo de hipertensio mecinico consiste na completa ligadura da
aorta entre a origem das artérias renais com atrofia do rim esquerdo e subseqiiente
hipertensdo na maioria dos animais. Rojo-Ortega e cols. descreveram, ao final da segunda
semana de ligadura, que a mortalidade foi de 20% “Y. O nivel de PA ao final do
experimento, variou entre 145-230mmHg. Optamos pelo modelo de ligadura de aorta em
virtude do mesmo apresentar uma evolugdo da hipertensdo semelhante ao modelo com
LNA, e também por j4 ter estudado tal modelo em outros trabalhos do laboratério 7”17,

Grupo C (n=7): estes ratos receberam apenas 4gua, via oral. O peso médio foi de

215g.. Grupo controle.

3.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

No dia anterior ao registro de PA, os animais foram anestesiados com éter sulfurico
para colocagdo de catéteres de polietileno (PE-10, com didmetro interno de 0,0lmm que
estava conectado ao PE-50, com didmetro interno de 0,05mm). As cénulas foram
preenchidas com soro fisiologico 0,9%, e posicionadas no interior da aorta toracica e da
veia cava superior, através da artéria cardtida interna e veia jugular para registro de PA,
FC, coleta de sangue e administrag@o de drogas, respectivamente. Através de uma pequena
incisdo na regido cervical anterior a esquerda em dire¢do ao feixe vasculo-nervoso, as
extremidades das canulas com menor calibre (PE-10) foram introduzidas na artéria carotida

e na veia jugular. As canulas foram fixadas com fio de algoddo na artéria e na veia, e suas
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extremidades mais calibrosas foram passadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da
regido cervical e fixadas com fio de algoddo na pele do animal. Para manter o acesso
venoso e arterial, heparina 0,01ml era diluida em 5ml de SF a 0,9% e 1ml era infundido em
ambas as canulas. Cada rato foi mantido em uma caixa (Plexiglas, 25x15x10cm) durante a

realizagdo do experimento.

3.4. LIGADURA DE AORTA

Foi utilizada a técnica de Lig Ao, descrita por Rojo-Ortega em 1968. Com o animal
em decubito lateral, anestesiado com éter, realizou-se uma incisio no flanco lateral .
esquerdo com exposi¢do das visceras e identificacdo do rim. Uma tragio leve do rim em
direcdo ao abdome, permitia a visualizagdo da aorta, veia e artérias renais. Foi utilizado uma
dose de penicilina G cristalina intramuscular para profilaxia de infecgio. Em seguida, com
o auxilio de uma lupa (DF Vasconcellos, modelo 8703) procedeu-se ao isolamento da aorta
entre as artérias renais, tendo o cuidado de preservar os nervos da regido. Um fio para
sutura cirirgica foi utilizado para a ligadura total de aorta. Apds a sutura da parede, o

animal foi colocado em uma gaiola isolado. Ver Figura 5.
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Figura 5 - Representacio esquematica do procedimento de ligadura de aorta

realizado nos ratoes do grupo B. Vista dorsal

3.5. SEQUENCIA E PROTOCOLO EXPERIMENTAIS

Nos grupos A e C, a canulagio foi realizada um dia antes do inicio do experimento,
e as medidas de PA e FC foram realizadas no dia seguinte. Ao final do estudo, no sétimo
dia, novas medidas de PA, FC, reflexos e também renina plasmatica foram coletadas. Apos,

os animais foram sacrificados € um segmento de aorta toracica retirado. Retiramos e
congelamos também os rins para estudo posterior.

No grupo B, no inicio do estudo, tentamos seguir 0 mesmo protocolo estabelecido
para os demais grupos, mas, o que se observou é que a mortalidade em uma semana

aumentava muito (70-80%), quando se canulava e ligava a aorta do animal desde o
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primeiro dia. Portanto, neste grupo, optou-se por realizar a ligadura de aorta no primeiro
dia e a canulagdo, com as medidas de PA, FC, reflexos e coleta de renina, apenas no sétimo
dia. Ap0s, os animais também foram sacrificados e o segmento de aorta toracica retirado.
Também retiramos e congelamos os rins para estudo posterior.

Quanto as perdas, no grupo A, dois ratos morreram durante o estudo, um por
sangramento por excesso de heparina na cdnula e o outro de causa desconhecida. Um rato
foi excluido do estudo porque o sal do LNA n3o foi bem diluido em agua. No grupo B, a
mortalidade, ao longo do estudo chegou a 50%. Por exemplo, de cada quatro ratos por
semana em que se ligava a aorta, apenas um ou dois sobreviviam até o final do estudo.

Ratos com peso superior a 250g. tinham maior mortalidade.
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Grupo A
LNA
(n=7)

LNA

Grupo B
Lig. Ao
(n=7)

Grupo C
Controle
(0=7)

Ligadura
da Aorta

M + ARP + Rb S

7 dias

7 dias

C M + ARP + Rb S

H,O

M

M + ARP +Rb S

7 dias

Onde:

C. canulagio

Protocolo experimental

S: sacrificio do animal

P: patologia

MEDIDAS: inclui medidas de PA e FC
ARP: coleta da renina plasmatica

Rb: reflexo barorreceptor
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3.8. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS PRESSORRECEPTORES

Apos o registro da PA e da FC, uma extensdo de aproximadamente 20cm (PE_10)
foi conectada na canula venosa para posterior inje¢do de drogas vasoativas.

Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador ol cuja acdio predominante se dd nas arteriolas periféricas causando
vasoconstrigio, foi usada para provocar aumento da PA. Esse aumento da PA ¢
normalmente seguido de bradicardia reflexa comandada pelos pressorreceptores.

Nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um
potente vasodilatador direto tanto de arteriolas como de veias e cuja acdo se d por meio da
ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese e 3°,5’- guanosina monofosfato (GMP
ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos, foi utilizada para provocar queda da
PA. Essa queda é normalmente seguida por uma resposta taquicardica reflexa comandada
pelos pressorreceptores.

Apds os animais terem permanecido em condi¢gdes de repouso por 15 minutos, a
sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da inje¢o em bolus de fenilefrina
(0,025; 0,05, 0,1; 0,2; 0,4, 0,8; 0,16; 0,32 ug) e nitroprussiato de sédio (0,05; 0,1;
0,2; 0,4; 0,8¢0,16 nug).

Fenilefrina e nitroprussiato foram injetados randomicamente entre os animais,
iniciando-se a sessdo com um ou outro farmaco nas suas doses sucessivas. O volume
injetado foi de 0,1ml em cada dose. Foi observado um intervalo entre cada dose para que
os valores de PA e FC retornassem aos niveis basais. O pico maximo ou minimo da PAM

foi registrado ap6s cada dose de fenilefrina ou nitroprussiato e comparado aos valores de
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PAM do periodo controle. Para cada injecdo de droga, a variagdo maxima da FC foi
comparada com os valores de freqiiéncia cardiaca do periodo-controle, imediatamente antes
da injegdo das drogas, para posterior quantificagio das respostas. O indice de sensibilidade
do reflexo foi avaliado pela razdo entre as variagdes de FC e PAM (bpm/mmHg) em cada

(178)

grupo estudado

3.9. ATIVIDADE DA RENINA PLASMATICA (ARP)

A atividade da renina plasmatica foi medida ao término do experimento em todos os
grupos, geralmente 24 horas apds as medidas de PA, FC e reflexo. No procedimento, eram
colhidos 1ml de sangue em um tubo de ensaio com EDTA. Apos a centrifugac@o, o plasma
era colhido e congelado para analise posterior. A ARP foi medida por radioimunoensaio e

expressa em ng (Angll/ml/h).

3.10. ANALISE HISTOLOGICA

Ao final do experimento, os animais eram sacrificados pelo método da decapitag@do.

O segmento de aorta toracica foi retirado 1cm acima do sitio da ligadura de aorta no grupo
B e nos demais grupos foi retirado na mesma altura da aorta toracica.

Os segmentos retirados foram colocados em formalina a 10%, colocados em

blocos de parafina e levados ao Laboratorio de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto

Algre. Foram feitos cortes histologicos de 7u, corados com HE e analisados em

microscopio com objetivas de 10X e 40X.
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As células endoteliais foram consideradas aquelas que apresentavam um nucleo
chato ligadas a lamina elastica interna. As células foram consideradas de natureza
inflamatoria quando se observava um nucleo pequeno, em forma de anel aderido a
superficie endotelial e em alguns casos infiltrando o espago subendotelial. A analise

histologica foi realizada por um observador “cego” quanto a origem dos segmentos de

aorta estudados.



4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados s3o apresentados como média e desvio-padrdo. Utilizamos analise de
variancia - ANOVA - e optamos por testes ndo paramétricos devido ao n reduzido. Para
andlise dos dados repetidos dos ratos de um mesmo grupo e entre dois grupos diferentes
utilizamos ANOVA/ Wilcoxon, Mann-Whitney. Para comparar dados obtidos apos medidas
repetidas entre os trés grupos utilizamos o Teste de Kruskal Wallis V’?. Para analise das
variaveis categoricas — histologia — foi utilizado o Teste exato de Fischer. Um p < 0,05 foi

considerado significante.



5. RESULTADOS

5.1. EFEITOS DO LNA E DA LIGADURA DE AORTA SOBRE A

PRESSAQO ARTERIAL E A FREQU&NCIA CARDIACA
5.1.1. Efeito sobre a pressio arterial nos trés grupos em sete dias

Os dados de PA obtidos dos registros continuos de 30 minutos de duragio
(batimento-a-batimento) dos animais esta representado nas figuras a seguir. A medida
basal da PAM no grupo A (102 + 6mmHg ) no primeiro dia antes da intervengdo, foi
semelhante ao grupo controle (grupo C) (103 + 5SmmHg). Ressalto que optamos por ndo
realizar as medidas basais no grupo B porque a soma dos procedimentos de canulagio e Lig
Ao estavam elevando muito a mortalidade neste grupo. E provavel que a PAM basal neste
grupo fosse semelhante aos outros, pois 0s animais eram oriundos da mesma cepa. Apds
sete dias de estudo obtivemos um aumento significativo na PAM no grupo que recebeu
LNA (102 £ 6 vs. 152 £ TmmHg, p=0.01). Nédo se observou variagdo na PAM no grupo C

(Figura 6).
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Figura 6 - Pressiio arterial média (PAM) nos grupos A e C no 1° e 7° dias de estudo.

Um p < 0,05 foi considerado significativo.

Como observamos na figura 7, o grupo com o NO bloqueado (grupo A), bem
como o grupo com ligadura de aorta (grupo B), obtivemos um aumento de PAM
semelhante ao final do estudo (152 £ 7 vs. 149 + 5 mmHg), a qual foi significativamente
diferente dos valores obtidos no grupo controle (104 = 4mmHg). Também ndo encontramos
diferenga entre os grupos A e B com relagdo a PA diastolica e sistolica (139 £ 7 vs. 132 £

SmmHg) e (178 + 14 vs. 185 £ 9mmHg), respectivamente, durante o desenvolvimento da

hipertensdio em sete dias. Ver Tabela 1.
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Fig. 7 - Pressiio arterial média (PAM) nos grupos A, B e C no 7° dia de estudo. Um

p < 0,05 foi considerado significativo.

TABELA 1
Representaciio das medidas de pressio arterial média (PAM), pressio arterial
diastélica (PAD), sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) nos grupos A, Be C no 7°
dia de estudo.

Grupos PAM FC PAD PAS
(mm Hg) (bpm) (mmHg) (mmHg)
A-LNA 15247 463+16 13947 178+14
(0=7) NS NS NS
B-Lig Ao. 14945 34516 13245 18519
=7
C-Control. 10444 369117 9345 12616
(0=7)

Os dados foram apresentados como média e desvio-padrdo e analisados por ANOVA.
Um p < 0,05 foi considerado significativo
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5.1.2. Efeito sobre a freqiiéncia cardiaca nos trés grupos em sete dias:

No primeiro dia, a medida basal da FC nos grupos A e C foi semelhante (371 + 15
bpm e 373 + 10 bpm), respectivamente. Apos sete dias, a FC no grupo A apresentou um
aumento significativo comparado a medida inicial (371 + 15 vs. 463 + 16bpm, p=0,01). A

FC ndo variou no grupo C, conforme a Figura 8.
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Figura 8 - Freqiiéncia cardiaca (FC) nos grupos A e Cno 1° e 7° dias de estudo. Um

p < 0,05 foi considerado significativo.

A comparago da FC nos trés grupos, ao final do estudo, mostrou que os animais
com o NO bloqueado apresentaram taquicardia (463 + 16 bpm) comparado com os ratos
com Lig Ao (345 + 6 bpm) e os ratos-controle (369 + 17 bpm). Sendo que nido houve

diferenga na FC entre os grupos B e C (Figura 9).
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Figura 9 - Freqiiéncia cardiaca (FC) nos grupos A, B e C no 7° dia de estudo. Um

p < 0,05 foi considerado significativo.

5.2. MEDIDA DA ATIVIDADE DA RENINA PLAMATICA (ARP)

A ARP, obtida ao término do estudo, ndo mostrou diferenca entre o grupo A e C
(6 £ 1,6 vs. 5,7 + 0,9ngAngl/ml/h). Entretanto, a ARP foi significativamente maior no

grupo com Lig Ao (12 + 4ngAngl/ml/h) (Figura 10).
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Figura 10 - Atividade da renina plasmatica (ARP) nos grupos A, B ¢ C no 7° dia de

estudo. Um p < 0,05 foi considerado significativo.

5.3. AVALIACAO DO REFLEXO BARORRECEPTOR

5.3.1. Bradicardia reflexa

A sensibilidade dos pressorrecetores para aumentos progressivos da pressdo arterial
foi avaliada através do indice calculado pela variagio da FC (A FC) obtida apos um
determinado aumento de PAM (A PAM). O indice médio de cada grupo, obtido pela média
de todas as respostas em cada animal, foi maior nos ratos tratados com LNA (2,64 +
0,8bpm/mmHg) do que nos hipertensos por renina alta (0,8 + 0,2bpm/mmHg) ou nos

controles (1,20 £ 0,3bpm/mmHg).
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Figura 11 - Avaliaciio da resposta bradicardica. Grafico mostra o indice de
sensibilidade (Is) do refllexo nos trés grupos ne 7° dia. Um p < 0,05 foi

considerado significativo.

5.3.2. Taquicardia reflexa

A sensibilidade dos pressorreceptores, obtida ap6s uma determinada queda de PAM
(A PAM), também foi avaliada através do indice médio de cada grupo a partir da média de
todas as respostas em cada animal. Tal indice mostrou que os ratos tratados com LNA ndo
foram diferentes dos ratos-controle. (3,0 £2,0 vs. 4,0 £ 1,8bpm/mmHg), enquanto que os

hipertensos por renina alta mostraram uma grande diminui¢do na sensibilidade (0,9 *

0,3bpm/mmHg).
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Figura 12 - Avaliacio da resposta taquicardica. Grafico mostrando o indice de
sensibilidade do reflexo (Is) nos trés grupos no 7° dia de estudo. Um p

< 0,05 foi significativo.

5.4. ANALISE HISTOLOGICA DOS SEGMENTOS DE AORTA NOS TRES

GRUPOS

As células aderidas a superficie endotelial, de natureza inflamatoria, foram
observadas em 6/7 (86%) dos segmentos de aorta nos ratos com o NO bloqueado, em
apenas 2/7 (29%) nos ratos com Lig Ao e em nenhum rato do grupo-controle. Apesar de
ndo ter sido detectada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos A ¢ B
(p =0,10), a comparagdo do grupo A com o grupo C foi significativa (p = 0,004), enquanto

a comparacdo do grupo B com o C néo foi significativa (p = 0,46).
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Figura 13 - Foto ilustrativa mostrando células inflamatérias aderidas ao endotélio
vascular de um rato do grupo A. Coloragio histologica realizada com
hematoxilina-eosina e microscopia optica convencional com aumento de 40X.

Figura 14 - Foto ilustrativa mostrando o endotélio vascular normal. Retirado de um
rato do grupo C.
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Figura 15 - O grifico mostra a analise histologica dos segmentos de aorta nos grupos
A, B e C no 7° dia de estudo. Os dados foram expressos em percentagem de
células inflamatorias aderidas ao endotélio vascular encontradas nos

segmentos estudados. Um p<0,05 foi considerado significativo.
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Objetivamente, ao comparar os modelos de HA por inibigdo do NO com a Lig Ao
em ratos encontramos:

- hipertensdo arterial em niveis semelhantes nos dois grupos em sete dias;

- diferengas nos mecanismos de controle neuro-humorais da PA:

- freqiiéncia cardiaca, na atividade barorreflexa;

- atividade da renina plasmatica;

- diferencas histologicas:

- a presenca de células do tipo inflamatorias aderidas ao endotélio vascular.

6.1. QUANTO A PRESSAO ARTERIAL

Embora diferentes mecanismos fisiopatologicos sejam responsaveis pelo
desenvolvimento e pela manutengdo da HA no grupo com o NO bloqueado e no grupo com
Lig Ao, niveis tensionais semelhantes foram obtidos ao longo de uma semana. O
interessante € que mesmo tendo comparado um modelo mecéanico, Lig Ao, com um modelo

farmacolégico, inibigdo do NO, o aumento da PA encontrado foi semelhante.
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Muitos estudos na literatura analisam os efeitos hemodindmicos e metabolicos da
hipertens@o induzida pelo bloqueio do NO, assim como os mecanismos fisiopatologicos
que contribuem para este novo modelo de hipertensio *>"**'*  No estudo atual,
utilizando LNA na concentragdo de 2,74Mm por via oral em 7 dias, obtivemos um
aumento significativo nos niveis tensionais ¢ um aumento na FC ©®. Tal achado vai ao
encontro dos resultados obtidos por outros autores como Gardiner e cols., 1990, utilizando
modelo de hipertensdo semelhante com ratos Brattleboro (déficit genético de vasopressina)
também obtivera um aumento da PA e uma reducdo na FC em sete dias. Este resultado
conflitante comparado aos nossos achados em rela¢do a FC pode ser atribuido as diferentes
doses do inibidor do NO que sdo utilizadas (sendo que no estudo de Gardiner e cols., talvez
nem todos os animais ja tivessem adaptado seus pressorreceptores aos novos niveis
tensionais).

Dananberg e cols., 1993, utilizando LNA na concentrag@o de 2,74mM por sete dias,
via oral, em ratos conscientes (Sprague-Dawley), demonstraram que a PA subiu
significativamente, comparada ao grupo controle (156 + 6 vs. 120 + 9mmHg) “’®. Os
resultados obtidos em relagdo a PA foram semelhantes aos encontrados no nosso estudo.

Como se observou em nosso trabalho, a elevagdo da PA no grupo de ratos tratados
com ‘LNA reproduz os achados da literatura, e confirma que a administragdo oral de LNA
pode servir como modelo de hipertensdo cronica por deficiéncia de NO, possibilitando que
novos estudos sejam realizados a fim de melhor avaliar a participagdo do endotélio na
doenca hipertensiva.

Ao contrario do modelo de HA por bloqueio do NO, os mecanismos

fisiopatologicos envolvidos no modelo de HA por Lig Ao entre as artérias renais sdo mais
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conhecidos. Caracteriza-se por um modelo de HA com renina alta que tem sido utilizado
por varios pesquisadores para estudar os mecanismos neuro-humorais que contribuem para

(44,45,184-187)

a doenga hipertensiva . No estudo atual, observamos elevacdo da PA apos sete

dias de ligadura.

6.2.QUANTO A FREQUENCIA CARDIACA E REFLEXO

BARORRECEPTOR

Observamos, no estudo atual, que a participagdo da atividade simpatica também
pode estar contribuindo para as alteragdes endoteliais encontradas nos grupos A e B, pois
encontramos diferengas no comportamento da FC e do barorreflexo em ambos os grupos
estudados.

Verificamos que o grupo de ratos que recebeu LNA apresentou um aumento
significativo na FC (463 + 16bpm) em sete dias de experimento, comparando com a medida
basal (371 + 15 bpm) com o grupo B (345 + 6 bpm) e o grupo C (369 + 17bpm). E
possivel que a maior taquicardia no grupo A se deva ao curso temporal da hipertensdo e a
adaptagdo dos pressorreceptores aos novos niveis tensionais. Em outras palavras,
provavelmente a taquicardia ocorreu porque houve uma adapta¢do dos receptores e um
provavel aumento no tonus simpatico.

Alguns autores tém demonstrado que a hipertensdo é acompanhada de bradicardia
no bloqueio agudo do NO ®, provavelmente porque o reflexo ainda no tenha se adaptado.
Dados semelhantes foram encontrados em coelhos e porcos, em que a inibi¢gdo aguda do

NO levou a bradicardia por mecanismo reflexo *”. Por outro lado, no bloqueio crénico do
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NO ocorre taquicardia, indicando que ja ocorreu adaptagdo do reflexo aos novos niveis
tensionais. Tal achado € semelhante ao encontrado em nosso estudo.

S@o muitas as evidéncias que demonstram altera¢des na sensibilidade do reflexo
comandado pelos pressorreceptores na hipertensio "' Também é conhecida e
detalhadamente estudada a adaptagdio aguda ou tardia deste reflexo durante o processo
hipertensivo !”. Isto garante aos individuos hipertensos a manutengdo deste importante
mecanismo de controle da PA momento-a -momento, mesmo que com gaﬁho menor
(10,17,21,192)'

Ribeiro e cols., 1992, sugerem que a vasoconstric¢do periférica, observada quando o
NO ¢ inibido, também pode ser conseqiiéncia da hiperatividade simpatica diretamente
relacionada & inibigdo do NO, uma vez que é sabido que o NO é um neurotransmissor
autondmico inibitorio “>'*¥. Esta hiperatividade simpatica pode ser responsavel pela
taquicardia encontrada neste modelo de hipertensdo e também pode justificar a maior
taquicardia encontrada no grupo A no estudo atual.

Na andlise dos resultados dos reflexos no grupo A encontramos dados semelhantes
aqueles encontrados por Vasques e cols., 1994, que verificaram que no bloqueio cronico do
NO por seis dias havia um aumento no ganho do barorreflexo, indicando que a principal
alteragdo do reflexo estava associada a uma resposta bradicardica exagerada. Da mesma
maneira, também verificamos na analise do reflexo, uma resposta bradicardica exagerada
aos aumentos de PA, mas uma resposta taquicardica normal as quedas de PA. Como ja
descrito na literatura, € possivel que no modelo de hipertensdo por inibi¢do do NO ocorra
um aumento no tonus vascular e simpatico cardiaco, bem como uma concomitante

N A r 9
diminuigdo no ténus cardiaco vagal .
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A questdo a ser levantada é por que ou qual mecanismo que leva ao aumento do
ganho do reflexo na hipertensio por bloqueio do NO? Mais precisamente, o ganho
observado refere-se ao aumento da bradicardia. Esta resposta poderia até ser esperada se
considerassemos que a FC de repouso estaria aumentada, garantindo, na verdade, um
aumento na resposta, mais por deslocamento da faixa de funcionamento do que uma
melhora na sensibilidade.

A questdo € polémica, pois alguns autores tém demonstrado em seus estudos que o
tratamento com L-NAME ¢ acompanhado por uma progressiva atenuagio do barorreflexo,
0 que poderia estar contribuindo para a vasoconstric¢io neurogénica e a hipertensdo
92242 Estes estudos nio comprovam se a atenuagio do baroreflexo é a causa e ndo a
consequéncia da hipertensdo. Em contrapartida, Qiu e cols., ¢ outros sugerem que o
tratamento com L-NAME € acompanhado por um reflexo barorreceptor normal ou mesmo
aumentado “**'”. No presente estudo, nossos resultados na andlise do barorreflexo,
quando inibimos o NO, sio semelhantes aos referidos por Vasquez e cols., 1994. E
provavel que os diferentes resultados encontrados na literatura, com relagdo ao
comportamento do barorreflexo no modelo de hipertensdo por inibi¢do do NO, se devam-se
a diferentes métodos, amostras, protocolos experimentais, inibidores do NO e
principalmente ao tempo de estudo.

No grupo de ratos com Lig Ao, grupo B, obtivemos a medida da FC e do
barorreflexo no sétimo dia do estudo. Na ocasido, observamos que a FC no grupo B (345 +
6bpm) nao foi diferente do grupo controle (369 + 17bpm), mas foi menor que no grupo A
(463 + 16bmp). Verificamos, portanto, que, para niveis tensionais semelhantes nos grupos

A e B, obtivemos frequiéncias cardiacas diferentes.
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Na tentativa de elucidar algum mecanismo que pudesse estar contribuindo para a
hipertensdo e justificar o comportamento da FC no grupo B, também analisamos o
barorreflexo. Observamos uma nitida atenuagdo na sensibilidade do reflexo, tanto na
resposta bradicardica quanto na taquicardica. Isto implica dizer que a cada aumento da PA
houve uma menor resposta bradicardica e a cada queda da PA houve uma menor resposta
taquicardica.

Nossos dados sugerem que o reflexo estaria adaptado ou ajustado a niveis de PA
mais elevados no modelo de hipertensdo por ligadura de aorta. Ja foi demonstrado que apds
5 horas de clampeamento da aorta o baroreflexo esta ajustado a um nivel de PA mais
elevado.

O modelo de Lig Ao, e 0 modelo de coactagdo de aorta sdo dois modelos mecénicos
de hipertensdo que cursam com niveis de renina elevados, isto €, hd um importante aumento
na atividade do sistema renina-angiotensina nestes dois modelos (89 Brooks e cols., 1997,
demonstrariam que a Ang II afeta o barorreflexo através de mecanismo dependente e
independente de PA "*® O sitio onde a Ang II atua no reflexo pode incluir os
barorreceptores, o0 SNC, a bomba de sodio, prostaglandinas e o NO 7.

Na verdade, a ativagdo do SRA pode alterar o baroreflexo de varias maneiras. Pode
aumentar o volume extracelular através de aldosterona, da vasopresssina, além de aumentar
o tonus simpatico periférico e no SNC pode até inibir diretamente o reflexo %1519,
Também verificou-se que o clampeamento da aorta tem sido associado com o aumento das
catecolaminas na circulagdo sistémica. Entretanto, Salgado e cols., 1994, no modelo de

coactagdo aguda de aorta, ndo encontraram evidéncias da participa¢do das catecolaminas
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na fase inicial deste modelo de hipertensdo. No estudo, atual ndo avaliamos a participagio
das catecolaminas sobre o barorreflexo **”.

Moreira e cols., 1994, avaliando a participagdo da Ang II e a ECA na alteragdo do
barorreflexo no modelo de Lig Ao, observaram que o aumento da Ang II afeta mais a
resposta bradicardica (deprimida) do que a resposta taquicardica do barorreflexo. Logo,
concluiram que neste modelo a bradicardia reflexa ¢ mais rapidamente afetada **.

Nossos dados apontam para uma piora no barorreflexo no grupo B nos dois
sentidos, tanto na resposta bradicardica quanto na taquicardica. Provavelmente isto se deva
a agdo central da Ang II endogena, conforme ja demonstrado em inimeros trabalhos na

literatura @7%184-187.199)

No grupo B, onde ha uma hiperatividlade do SRA, nossos resultados sdo
confirmatorios de outros trabalhos na literatura, inclusive de nosso laboratoério, em que fora
demonstrado atenuagdo da sensibilidade do controle reflexo da FC. Vale lembrar,
entretanto, que embora tenha sido demonstrado que a Ang II tenha uma agfo facilitatoria
sobre a atividade simpatica, ndo foi encontrado aumento toénico de atividade simpatica basal
nesse modelo ®*”.

Por outro lado, no grupo A, com o NO bloqueado, ndo encontramos uma redugio
na sensibilidade do reflexo. O aumento na bradicardia reflexa pode talvez ser explicado pelo
aumento da FC basal. De qualquer forma, o grupo A mostrou hiperatividade simpatica:
aumento da FC basal e da resposta taquicardica.

Em sintese, a hipertensdo provocou altera¢des das respostas reflexas de FC. Na Lig

Ao houve alteragdo nos dois bragos do reflexo: bradicardia e taquicardia. No grupo com
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NO bloqueado, a resposta taquicardica normal pode representar um aumento de atividade

simpatica, se considerarmos os niveis basais de FC.

6.3. QUANTO A ATIVIDADE DA RENINA PLASMATICA

A medida da ARP no grupo com o NO bloqueado foi semelhante ao grupo controle
(6 + 1,6 vs. 5,9 + 0,9Angl/ml/h) em uma semana de experimento. E provavel que nio tenha
ocorrido uma elevagdo na ARP no grupo que recebeu LNA devido ao curto periodo de
tempo estudado. Baseado em nossos achados, € possivel inferir que, num primeiro
momento, o SRA ndo esteja contribuindo para a elevacdo dos niveis tensionais neste
modelo de hipertens@o. Nossos achados vdo ao encontro dos resultados obtidos por Ribeiro
e cols., 1992, em que foram estudados ratos que usaram L-NAME, via oral, por quatro a
seis semanas, onde se verificou que o aumento da ARP se dava a partir da quarta semana
#2200 pecentemente, Knoblich e cols.,1996, demonstraram que o bloqueio do NO, por
cinco a sete dias com L-NAME intraperitoneal, promove hipertensdo associada com
supressdo da liberagdo de renina, além de provocar uma marcada diminuigdo do estimulo
pressorico para estimulagdo da renina. O autor ainda sugere que deva haver pouco, se
houver, ajuste compensatorio do mecanismo barorreceptor intrarrenal para o controle da
liberagiio renal de renina neste modelo ®?. Portanto, ¢ provavel que outros mecanismos
fisiopatologicos — neuro-humorais, barorreflexo, vasoconstrictores locais, endotelina —
estejam contribuindo para o aumento da PA quando bloqueamos o NO por uma semana.

E sabido que a ativagio do SRA est4 relacionada com a manutengio da HA apds o

bloqueio crénico do NO M#4212%9 - Algyuns estudos in vitro sugerem que o NO endogeno
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inibe a liberagio de renina (Vidal e cols.,1988); embora esta seja uma questdo controversa
(Baylis e cols.,1992). Sigmon e cols., 1993, demonstraram em ratos que a inibigdo do NO
produz aumento na ARP. J& Navarro e cols., 1994, estudando o bloqueio do NO em ratos
anestesiados, verificaram um aumento na PA sem que ocorresse aumento na ARP ®°7.
Esses resultados contraditorios sdo conseqiiéncia dos diferentes mecanismos que regulam a
secre¢@o da renina. O aumento da PA tende a diminuir a ARP, ja o bloqueio do NO tende a
aumentar a ARP. Portanto, o nivel de renina depende do equilibrio entre for¢as opostas.
Além disso, os resultados discrepantes podem ter ocorrido devido as diferentes doses do
inibidor do NO utilizado e ao tempo de estudo @2,

Em varios estudos experimentais com bloqueadores do NO foram encontados niveis
elevados de renina apos as primeiras semanas de estudo “>*°'?%2?19 Segundo Yamada e
cols., 1996, provavelmente, os niveis elevados de renina se devam a um desarranjo no
parénquima renal, especialmente relacionado a isquemia glomerular observada neste
modelo. Sugerem ainda, que a hiper-reninemia esteja contribuindo para o agravamento da
hipertensdo e também para o surgimento de HVE, numa fase mais tardia neste modelo de
HA @'Y Com base em nossos resultados, o inicio e a manutencio da HA, numa fase inicial,
parecem ndo estar relacionados com os niveis circulantes da renina ®°V.

Nossos resultados levantam questdes sobre o porqué da ndo elevagdo da renina
quando bloqueamos o NO por sete dias. Sigmon e cols., 1993, propuseram que isto fosse o
resultado da combinac¢do do aumento da pressdo de perfusdo renal e da retirada do tonus
simpatico renal. Outros, todavia, t€ém evidenciado que a supressdo da renina pela inibi¢do do
NO possa ocorrer independentemente de mecanismos hemodindmicos e neurais que

~ . 06,212
regulam a secregdo de renina ®***'?.
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Nossos resultados sdo consistentes com outros trabalhos publicados na literatura

176 2 . ey e A . e e .
176212 em que a inibigdo cronica do NO, nas semanas iniciais de estudo demostraram

baixos niveis de renina circulante “>?"2%>211),

No estudo atual, observamos um aumento da ARP no grupo de ratos com Lig Ao.
Certamente, um dos motivos que levaram ao aumento da ARP neste grupo foi a baixa
press@o de perfusdo renal, a qual constitui um dos principais estimulos para liberagdo de
renina. Outro mecanismo de a¢do que pode estar envolvido na liberagdo de renina € a
propria PA per se, pois esta descrito que a tensdo da parede vascular e a pressdo transmural
podem ser importantes componentes sinalizadores da hemodindmica. Ao transmitir estes
sinais para o aparato justaglomerular, pode haver ou nio liberagdio de renina “*”. Nossos
achados confirmam o que esté descrito na literatura. Esta bem documentado que o clamp
de aorta acima das artérias renais promove uma hiperatividade do SRA “*>. Fregonese e
cols., 1995, confirmaram a relevancia do SRA no modelo de coacta¢do de aorta aguda em
ratos com deficiéncia genética de vasopressina.

Como observamos, o modelo de HA por inibigdo cronica do NO ndo tem apenas
uma causa. Nao esté claro que a remog@o do efeito vasodilatador do NO esteja relacionada
com outros sistemas de controle da PA. O importante a ser mencionado é que a doenga
hipertensiva, € de natureza multifatorial, havendo uma interagdo de fatores que atuam em
diferentes fases do curso da doenga, ora havendo a participagdo de um ou outro mecanismo
fisiopatolégico atuando preferencialmente ",

Conforme indica o estudo atual é provavel que o SRA ndo seja 0 mecanismo

fisiopatologico responsavel pelo aumento da PA na primeira semana de bloqueio do NO em

ratos. Em contrapartida, o SRA parece ser o determinante das alteragdes na HA
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renovascular. Entretanto, ndo se podemos excluir um papel em nivel tecidual ou celular para
o SRA na HA por LNA, assim como ndo se podemos ignorar as alteragdes do endotélio na

hipertens@o por renina alta.

6.4. QUANTO AS ALTERACOES INFLAMATORIAS ENDOTELIAIS

A disfun¢do do endotélio vascular e as altera¢gdes do NO tém sido muito estudadas
na HAS. O estudo realizado, relacionando a presenga de células inflamatoérias aderidas ao
endotélio na doenga hipertensiva, representa uma nova linha de pesquisa para tentar elucidar
ou compreender melhor o que ocorre na intimidade dos vasos na HAS. Atualmente, muito
se fala em adeso, migragdo de células inflamatorias ao endotélio vascular lesado. A
ativagdo inapropriada dos leucocitos na mediagdo da disfungéo vascular, em vérios modelos
de inflamagdo, inclui estudos de 1squemia/reperfusdo, re-estenose pos-ACTP e inclusive a
aterosclerose, dai a importincia em elucidar o que acontece na hipertensdo arterial, que
constitui um dos principais fatores de risco para a doenca aterosclerética @*'>217).

A proposta inicial do estudo apresentado € constatar a presenca de células
inflamatérias no endotélio vascular em dois modelos de hipertensdo para verificar o papel
independente do NO. No estudo atual, encontramos uma maior percentagem na adesio de
células do tipo inflamatorias sobre o endotélio vascular na aorta toracica do grupo de ratos
com o NO bloqueado.

Embora ndo tendo encontrado diferenga estatisticamente significativa quanto a
adesdo de células inflamatorias ao endotélio vascular (p=0,10), entre os grupos com LNA e

Lig Ao, a percentagem de células inflamatorias aderidas ao endotélio no grupo com Lig Ao
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foi consideravelmente menor (29%) do que no grupo com LNA (86%). Curiosamente, na
comparagdo dos grupos A e B com o controle, encontramos diferenca significativa apenas
com o grupo A. Com base apenas nas percentagens de células inflamatorias aderidas ao
endotélio vascular, nossos dados sugerem que na hipertensdo arterial, a adesividade
endotelial para leucocitos possa estar mais relacionada ao bloqueio do NO do que a
hipertensio per se, pois o aumento da PA per se provavelmente nio infuencia diretamente a
adesdo de células inflamatorias ao endotélio vascular, visto que ambos os grupos (A e B)
foram expostos aos mesmos niveis tensionais, € observou-se maior adesdio no grupo A.
Além do que, ndo encontramos diferenga na adesividade entre os grupos B (hipertenso) e o
C (normotenso).

Rudic e cols., 1998, também sugerem que a hipertensio per se ndo atua diretamente
sobre o remodelamento vascular anormal, e confirmam a importancia da participagdo do
NO para o remodelamento vascular. O estudo sugere que a participagdo da NOS endotelial
¢ de vital importancia, pois atuaria como um mecanossensor na superficie endotelial,
mediando a liberagdo de NO conforme as alteragoes hemodinidmicas, regulando a renovagdo
da matrix EC, a proliferagio, a proliferagio de células da musculatura lisa e a
responsividade aos fatores de crescimento; eventos que estdo intimamente relacionados com
o processo de remodelamento vascular @,

Recentemente foi demonstrado que o endotélio vascular atua como um modulador
intrinseco do fluxo sangiiineo e da estrutura vascular (s3,56). Os achados no atual estudo,
demonstrando a elevagido da PA e a presenga de células inflamatérias aderidas ao endotélio

vascular quando o NO ¢ bloqueado, reforcam as propriedades antiadesivas do endotélio
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vascular. Na realidade, ndo sabemos com certeza qual o papel ou a importancia das células
inflamatdrias aderidas ao endotélio na doenga hipertensiva.

Recentemente, outro estudo, realizado para avaliar a participagdo da elevag@o da PA
sobre as alteragGes vasculares renais, também sugeriu que a PA elevada talvez ndo seja o
principal fator associado com as alteragdes vasculares na doenga hipertensiva, ressaltando a

participagio do endotétio vascular %

Chatziantoniou e cols.,1998, analisando a
nefropatia causada pela deposi¢do de colageno tipo 1 e o aciimulo de matrix EC na
hipertensdo, também verificaram que a inibigdo do NO induz a precoce ativa¢do do gen que
produz o colageno tipo 1 nos glomérulos e arteriolas aferentes. Tal ativagdo precede a
elevacdo da PA, sugerindo que a expresdo deste gen sobre o rim, quando o NO ¢é
bloqueado, ¢ independente do aumento da PA.

A taxa de renovagdo (furnover) endotelial tem sido considerada melhor indicador
de lesdo endotelial do que o exame visual da superficie, pois, quando lesados, os tecidos
reparam-se rapidamente “°”. Owens e Reidy, 1985, demonstraram um aumento da
renovagdo endotelial consequente a lesdo endotelial nas aortas toracicas de ratos
hipertensos com Lig Ao, mas ndo nas aortas abdominais, as quais ndo estavam expostas a
alta presso. No estudo atual, analisando apenas os segmentos de aorta toracica acima da
Lig Ao, €, portanto, hipertensos, encontramos células inflamatorias aderidas ao endotélio da
aorta toracica em 29% dos ratos com Lig Ao , o que ndo diferiu significativamente
comparado ao grupo controle . Isto nos sugere que a PA elevada ndo teria afetado a
adesdo de leucocitos ao endotélio. Esses resultados podem ser decorrentes do tempo de

desenvolvimento da HA, visto que Owens e Reidy obtiveram seus dados quatro a sete

semanas apos a Lig Ao, e o estudo atual foi realizado em apenas uma semana. Qutra
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possivel diferenga pode ter ocorrido devido ao reduzido tamanho da amostra em nosso
estudo, assim como, pode estar se processando uma resposta adaptativa as alteragdes das
forgas hemodinamicas atuando sobre a parede vascular e o endotélio “*'**').

Embora nossos métodos de analise histologica dos segmentos de aorta toracica ndo
nos permitam identificar qual o tipo de leucécito esta aderido a superficie endotelial, muitos
trabalhos na literatura tém demonstrado através de estudos utilizando imuno-histoquimica
que os leucocitos mais encontrados sio mononucleares (linfocitos, monécitos) 2%

Se analisarmos a adesd@o de leucécitos ao endotélio vascular nos grupos tratados A
e B em separado, sem considerar o grupo controle, observaremos que nio houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles, apesar da percentagem de ratos com células
inflamatorias aderidas ao endotélio ter sido muito maior no grupo A (86% vs. 29%).
Considerando os achados estatisticos, em que ndo verificamos diferenga na adesividade
endotelial para leucocitos nos dois grupos estudados, podemos inferir que a PA elevada
pode estar contribuindo para a génese das alteragdes vasculares endoteliais. Além do que, a
inibigdo do NO ndo teria um papel independente na adesdo de células inflamatorias ao
endotélio, ressaltando a importéncia da elevag@o dos niveis tensionais. Ndo podemos excluir
que possa haver alguma alteragdo no NO que esteja contribuindo para hipertensdo no
modelo de Lig Ao, favorecendo a adesividade de leucdcitos ao endotélio vascular, também
neste grupo.

Como j& apresentamos em nosso estudo, nio obtivemos diferenga significativa na
adesdo de leucocitos ao endotélio vascular dos ratoa com Lig Ao e controle (29% vs. 0% -
P=0.46). A impressdo inicial é de que o nivel de pressdo arterial ndo tenha influenciado a

adesividade endotelial para os leucocitos, ou que o comprometimento endotelial no grupo B
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ndo tenha afetado a produgdo, liberagdo ou consumo de NO e que este possa estar até
normal ou aumentado para compensar o aumento no tonus vascular devido ao aumento da
PA. Alguns autores também acreditam nessa possibilidade &*>"'%"'.

E possivel que, se obtivéssemos uma amostra ¢ um tempo de observagdo maiores,
poderiamos ter encontrado mais altera¢Ges inflamatorias na superficie endotelial do grupo
de ratos com Lig Ao, pois € sabido que a fungdo endotelial pode ser acometida em

diferentes fases na evolugio do processo hipertensivo ©''¥

. Portanto, conforme os
achados do estudo atual, e baseado na literatura, é possivel que a resposta inflamatoria no
endotélio vascular ocorra de modos e em tempos diferentes dependendo do tipo de
hipertensdo. Talvez a hipertensio com renina alta acometa a produgdo do NO e a
adesividade endotelial mais tardiamente do que no modelo de hipertensdo por inibigdo do
NO.

Pucci e cols., 1994, observaram uma resposta vasoconstrictora ao L-NAME em
segmentos de aorta toracica de ratos com hipertensdo por coactagdo de aorta por 7 a 14
dias. Os segmentos de aorta abaixo da coactagdo, expostos a PA normal ou baixa ndo
contrairam em resposta ao L-NAME ®". O autor ressalta a importincia dos niveis
tensionais elevados nas mudangas morfoldgicas e funcionais na parede vascular de ratos
com coacta¢do de aorta. Verificaram também que apos 28-42d, o L-NAME j4 ndo mais
provocava constricgdo nas aortas toracicas hipertensas de ratos com coactagéo de aorta e
Doca-sal. Do estudo acima, depreende-se que a exposi¢do da aorta a PA elevada ¢

necessaria, porém ndo o suficiente para provocar uma resposta constrictora da aorta ao L-

NAME, e que o tempo de observagdo pode ser fundamental no acometimento da fungdo



6. DISCUSSAO 60

endotelial. Talvez anormalidades humorais, como a hiperatividade do SRA também estejam

envolvidas neste processo '?% %7,

De fato, ao contrario da maioria dos estudos na literatura, alguns mostram que a
liberag@o de NO de aortas isoladas é semelhante em ratos hipertensos € normotensos e que
a resposta pressora e vasoconstrictora ao tratamento com inibidores do NO s@o semelhantes

(228)

em ratos normotensos ¢ SHR Como ja relacionamos, existem estudos que sugerem

que a participacdo da PA elevada per se seja um dos fatores mais importantes na génese das
alteragdes vasculares na doenga hipertensiva, porém outros estudos apontam para outros
fatores, principalmente associados a fungdo endotelial alterada, independentemente do nivel
tensional 208222:230232)

O papel da endotelina é controverso na hipertensdo. Apesar de ndo termos avaliado
a endotelina no estudo atual, reconhecemos sua importdncia como um prostandide
vasoconstricctor “*>. Na HA, os niveis circulantes estfio inalterados, exceto na presenca de
insuficiéncia renal e aterosclerose. Entretanto, a produgfo vascular local pode estar elevada
@3 Além disso ®*, sugere-se que haja uma pequena participagio da endotelina na
hipertensdo crénica por L-NAME, bem como sobre as alteragdes na estrutura vascular.

Cheng e cols., 1996, sugerem um possivel elo de ligacdo entre hipertensdo e
aterogénese. O autor verificou que a deformidade do vaso, determinada pela pressdo
arterial, induz a expressdo da ICAM-1 contribuindo para adesdo de monodcitos as células
endoteliais onde a deformidade causada pela pressdo é maior, iniciando o processo de

(159)

aterosclerose * . Apos avaliar os resultados encontrados em diversos estudos citados

acima, e baseado nos achados do estudo atual, podemos inferir que a importancia dos
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efeitos deletérios da elevagdo da PA per se estdo intimamente relacionadas ao
comprometimento da fungio endotelial ¢

Apesar de se tratar de diferentes modelos de hipertensio, em que diferentes
variaveis sdo estudadas em tempos também distintos, alguns autores, como; Laurent €
cols.; Pucci e cols.; Becerek e cols., Cheng e cols. sugerem que a elevagio da PA seja um
fator importante na génese de lesGes vasculares na doenga hipertensiva. Entretanto, no
estudo atual, acreditamos que a participagdo do endotélio vascular, mais precisamente do
NO, seja o fator mais intimamente relacionado as leses inflamatorias associadas a HAS e a

aterosclerose ?98-222:240)

Na verdade, torna-se dificil associar a patologia vascular encontrada na hipertensio
com um ou outro mecanismo isoladamente, pois 0 que ocorre € uma constante interagdo
entre os mais diversos agentes fisiopatoldgicos associados ao processo hipetensivo, como,
por exemplo, as for¢as hemodindmicas, a alteracdo endotelial, a ativagio do SRA, os
prostandides vasoconstrictorese a hiperatividade simpatica. Resta saber se as altera¢Ges nas
forgas hemodindmicas que ocorrem na hipertensdo seriam suficientes para gerar a ativagio
endotelial, e se, ativado, as alteragdes pro-inflamatorias endoteliais estariam associadas com
mudangas na expressdo fenotipica da parede vascular, determinando o desenvolvimento da

(s
aterosclerose “*1 %%,

6.4.1. Quanto ao tipo de vaso sangiiineo

No estudo atual, o vaso estudado foi a aorta toracica, um vaso de condugio e ndo

um vaso de resisténcia. Nos ultimos anos, mais aten¢do tem sido dada as grandes artérias
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na patofisiologia da HA e das doengas cardiovasculares “****”. Mudangas nas pequenas
artérias sd3o responsaveis pela elevagio da PAM na HA. Entretanto, a amplitude da
oscilag@o da PA, isto €, a pressdo de pulso, € influenciada por mecanismos que envolvem as
grandes artérias, principalmente através da diminuig¢do na elasticidade ou na complacéncia.
Varios fatores podem modificar as propriedades elasticas das grandes artérias (alteragio na
estrutura, elevada pressdo transmural, substincias vasoativas) e, portanto, afetar a fungio
cardiaca e a circulagdo sistémica levando a lessio vascular @*”,

A maioria dos estudos realizados para estudar as propriedades antiadesivas do NO
sio realizados analisando vénulas mesentéricas ou vénulas pré-capilares de ratos @”. O
estudo atual analisa a presenga de células inflamatdrias aderidas ao endotélio de vasos de
condutdncia, no caso aorta toracica de rato. Apesar dessas diferengas nos métodos de
estudo, como os diferentes tipos de vasos utilizados, nossos dados vdo ao encontro da
literatura, que confirma a presenca de células aderidas ao endotélio quando o NO ¢
bloqueado.

A importancia em compreender melhor o que se passa nas grandes artérias €
fundamental para a interpretagdo das complicagdes hipertensivas relacionadas com o
coragdo e com os grandes vasos @ Na verdade, atualmente os vasos de condugio, como a
aorta, se constituem-se em um dos principais alvos para os efeitos da PA na génese de

lesdes vasculares descritas ao longo da doenga aterosclerotica 1*+>).
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Considerando os resultados obtidos em nosso estudo, cabe-nos questionar o0 que
poderia justificar a diferenga na percentagem de células inflamatorias aderidas ao endotélio
vascular nos grupos hipertensos.

Quanto a PA, observamos, ao final do estudo, que ambos os grupos de ratos
tratados atingiram niveis tensionais semelhantes, sugerindo que a resposta inflamatoria
pode ndo ter sido influenciada pelos niveis tensionais.

Quanto a FC, observamos que o grupo de ratos com o NO bloqueado apresentou
uma resposta taquicardica, ja o grupo com Lig Ao nZo apresentou alteragio na FC. E
possivel que o SNS esteja hiperativo no modelo de hipertensdo por bloqueio do NO e que,
talvez, este aumento no tonus simpatico seja produto da inibi¢do direta do NO, uma vez
conhecida a agiio da NOS no SNC “**_ A questdo a ser respondida ¢ se essas alteragdes
no SNS poderiam explicar as altera¢Ses estruturais de natureza inflamatéria detectadas
neste grupo de ratos. Pauletto e cols., 1991, encontraram evidéncias indiretas sobre o papel
do SNS no desenvolvimento de doengas vasculares. Em experimentos utilizando
simpaticoliticos verificaram que havia uma reducdo na hipertrofia da camada média e da
aterogénese, melhorando ndo apenas a hemodindmica, mas também os efeitos deletérios das
catecolaminas sobre a parede arterial ***. Na tentativa de justificar a menor percentagem de

células inflamatoérias aderidas ao endotélio vascular no grupo com Lig Ao, cabe ressaltar
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que a FC ndo variou neste grupo e, portanto, ndo haveria uma hiperatividade adrenérgica
participando das alteragOes estruturais encontradas neste modelo de HA.

Os resultados obtidos através da analise dos reflexos comandados pelos
pressorreceptores mostram resposta taquicardica normal no grupo LNA com FC basal
aumentada, sugerindo desbalango autondomico do controle da FC em direcdo ao dano
simpatico. O mesmo ndo aconteceu no grupo com Lig Ao, o qual, aliado aos dados prévios
de literatura, sugerem uma diminui¢do do tdnus simpatico nesse grupo. Essa talvez seja a
diferenca mais importante entre os grupos hipertensos.

Quanto ao SRA, observamos ao final do experimento que ocorreu uma elevagdo na
ARP no grupo com Lig Ao e ndo foi encontrada alteragdo na ARP no grupo com o NO
inibido. Nesse caso, € improvavel que o SRA esteja ativado no grupo com LNA e, portanto,
ndo deve estar participando do estimulo para adesdo de células inflamatdrias ao endotélio
vascular. E possivel que, se o estudo fosse prorrogado por quatro a seis semanas,
encontrassemos uma maior participacdo do SRA, conforme sugerem alguns estudos sobre
este modelo “”, e, possivelmente, novas alteragdes estruturais na parede dos vasos
pudessem ser encontradas. Ja no grupo com Lig Ao observamos que o aumento na ARP
pode estar contribuindo para a adesdo de células inflamatorias ao endotélio vascular (29%).
O aumento na ARP compromete a integridade endotelial através da diminui¢do do NO e do
efeito pro-inflamatorio das angiotensinas “®. Apesar de nfio termos avaliado a fungdo
endotelial no grupo com ligadura, ¢ provavel, com base na literatura **”, que a fungdo
endotelial também esteja comprometida, possibilitando a adesdo de células inflamatérias ao
endotélio vascular, embora em menor percentagem comparado a inibi¢do direta do NO,

como podemos verificar em nossos achados.
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— O tamanho reduzido da amostra, principalmente devido a alta mortalidade dos
ratos com peso superior a 220gr., que ndo sobreviviam por uma semana apos a Lig Ao.
Observamos que ratos com menos de 200gr. sobreviviam por mais tempo, porém ndo
poderiamos utilizar ratos com menos de 200gr., porque obteriamos uma diferenga no peso
desses ratos ao comparar com os outros grupos. E possivel que tal dificuldade possa ter

influenciado nos achados da analise histologica dos grupos tratados.

— Auséncia do grupo controle ideal para o grupo com Lig Ao. A maioria dos
estudos, em que ha alguma interveng@o cirirgica nos ratos, vem acompanhada por um
grupo controle chamado sham-operated, no qual € realizada uma pequena cirurgia sem lesar
o rato, apenas para gerar o estresse cirurgico. Embora seja considerado o grupo controle
ideal para comparagdo com grupos de estudo onde se realiza algum procedimento invasivo,
alguns autores apontam que o controle ideal seria o placebo®”.

— Analise histologica basica — HE. Na verdade, ndo podemos afirmar qual o tipo de
célula que estd aderida ao endotélio vascular da aorta, mas podemos caracteriza-la
fenotipicamente, com razoavel grau de seguranga, como do tipo inflamatoria. Nao sabemos,

portanto, se a célula aderida ao endotélio da aorta é um mondcito,linfocito ou PMN.

Baseado em estudos anteriores, pressupde-se que haja um predominio de mondcitos e
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linfocitos. Futuramente, seria necessario realizar um estudo de imuno-histoquimica para

identificar o tipo de célula inflamatoria observada neste estudo.



9. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos em nosso estudo permite concluir que:

Encontramos a presenca de células inflamatorias aderidas ao endotélio vascular
em 86% dos ratos com o NO bloqueado e em apenas 29% dos ratos com

ligadura de aorta.

Sugerimos que dependendo do modelo de hipertensdo estudado ¢ possivel
associar a doenga hipertensiva com o processo inflamatorio mediado pelas

alteragGes endoteliais envolvendo a participagdo do NO.

Ressaltamos que ndo obtivemos diferenga estatisticamente significativa quanto a
adesdo de células inflamatorias nos grupos hipertensos, mas a comparagdo de
ambos com o grupo controle sugere que tais alteracdes se devam antes pelo

bloqueio do NO do que pela hipertensdo apenas.

As alteragdes no reflexo barorreceptor, bem como as alteragtes na atividade da
renina plasmatica sugerem que tanto o sistema nervoso autdnomo como o

sistema renina-angiotensina podem estar contribuindo para as alteragdes
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histologicas de natureza inflamatéria encontradas no endotélio vascular de ratos

hipertensos.

— Novas pesquisas relacionando a hipertensdo com o processo inflamatério em
nivel endotelial, assim como as influéncias neuro-humorais associadas, podem

esclarecer melhor a relagdo existente entre a hipertensdo arterial e a

aterosclerose.
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11. ANEXO

PLANILHA DE DADOS COM TODOS OS RATOS ESTUDADOS

RATO GRUPO PESO PAM1 PAM2 FCi1 FC2 PAD1 PAD2 PAS1 PAS2 (el Infl
1 A-LNA 0 97 144 385 499 86 128 118 175 sim
2 A 250 101 150 355 488 91 144 121 163 sim
3 A 293 115 150 345 490 106 140 135 169 nio
4 A 210 104 143 380 399 100 133 111 163 sim
5 A 200 95 160 375 393 82 145 120 189 sim
6 A 999 104 158 374 478 89 139 135 195 sim
7 A 205 100 162 388 498 90 146 120 194 sim
1 B-LIG.AO 200 0 144 0 350 0 131 0 170 ndo
2 B 198 0 148 0 348 0 129 0 186 sim
3 B 205 0 146 0 341 0 132 0 176 ndo
4 B 200 0 148 0 354 0 130 0 184 ndo
5 B 210 0 148 0 346 0 126 0 192 sim
6 B 198 0 153 0 338 0 135 0 190 nfo
7 B 0 0 160 0 338 0 142 0 198 ndo
1 C-CONTR 240 104 106 355 375 95 94 122 126 nio
2 C 245 103 101 375 338 90 86 130 131 nio
3 C 200 114 112 379 374 102 100 136 136 nio
4 C 205 101 102 388 384 91 92 120 122 nio
5 C 198 100 108 378 386 92 101 118 124 ndo
6 C 0 101 102 370 354 90 90 124 126 nfo
7 C 204 98 99 368 378 91 90 112 118 ndo




