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RESUMO

A hipertensdo € uma doenga onde o envolvimento de espécies
ativas de oxigénio tem sido sugerido. Neste trabalho, foi utilizado o
modelo de hipertensdo desenvolvido por Goldblatt e colaboradores em
1934, onde é feito o clampeamento da artéria renal esquerda de ratos e
o rim contralateral € mantido intacto. Foram objetivos deste trabalho
verificar os efeitos do clampeamento renal esquerdo na pressao arterial
sistélica, diastolica e média e frequéncia cardiaca e efetuar uma analise
temporal do estresse oxidativo, através da medida de lipoperoxidacéo e
atividade das enzimas antioxidantes catalase, superéxido dismutase,

glutationa transferase e glutationa peroxidase.

Para tanto, foram utilizados ratos machos Wistar divididos em oito
grupos experimentais: hipertensos de 7, 14, 21 e 28 dias apds o

procedimento cirurgico, e respectivos controles.

A presséo arterial média foi sempre significativamente superior
nos grupos hipertensos em relagcdo aos respectivos controles, sendo
20% maior no grupo 7 dias, 14% maior no grupo 14 dias, 23% maior no
grupo 21 dias, e 22% maior no grupo 28 dias. Ndo foram observadas
alteractes na frequéncia cardiaca nos distintos grupos experimentais. A

lipoperoxidagao igualmente n&o foi modificada. A atividade da enzima



glutationa peroxidase mostrou-se 74% maior nos coragdes do grupo
hipertenso 7 dias em relagédo aos respectivos controles, 213% maior nos
rins direitos do grupo hipertenso 7 dias em relagao aos controles e 196%
maior nos rins esquerdos do grupo hipertenso 7 dias em relagao aos
controles. Nos demais tempos, nao foram verificadas diferengas na
atividade desta enzima. As enzimas catalase, superoxido dismutase e
glutationa transferase nao foram alteradas ao longo do periodo de

experimentacéo.

Os resultados encontrados mostram que a enzima glutationa
peroxidase esta alterada somente na primeira semana de hipertenséo.
Este fato sugere uma resposta adaptativa da enzima ao estresse
promovido pela hipertensdo. Ao sétimo dia, ndo foram observadas
alteragcbes na lipoperoxidacdo, possivelmente devido a protecéao
oferecida pela glutationa peroxidase. Antes deste periodo, no entanto, &
possivel que a elevagdo da pressdo desencadeie um aumento da
producdo de radicais livres, com incremento da lipoperoxidacao

previamente a ativagdo desta enzima.
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1. INTRODUGAO

1.1 HIPERTENSAO

A hipertensdo é uma elevagdo sustentada da pressao arterial
sistémica e pode ser produzida por aumento do débito cardiaco ou
principalmente pelo aumento da resisténcia periférica. Na doencga
cronica, o mecanismo reflexo barorreceptor € reajustado para manter a
pressdo arterial elevada. A hipertensdo é uma anormalidade muito
comum nos seres humanos, sendo o principal fator de risco para
doencas cardiovasculares, como hipertrofia do musculo cardiaco, infarto
do miocardio, arteriosclerose, trombose de vasos cerebrais, hemorragia
cerebral, insuficiéncia renal, entre outros problemas. Estas doencas séao
principalmente desenvolvidas pelo inadequado controle da pressao
arterial em individuos hipertensos, sendo que a correlacdo é mais
intensa com a pressdo arterial sistolica do que com a diastdlica

(CARRETERO, 2000).



Esta enfermidade pode ser produzida por varios fatores ou ter
causa desconhecida, sendo chamada de hipertensao essencial, primaria
ou idiopatica. Na verdade, a causa deste tipo de hipertensdo nao é
exatamente desconhecida, pois existem diversos fatores, chamados
“fatores hipertensinogénicos", que aumentam a pressao arterial, como
obesidade, resisténcia a insulina, alto consumo de alcool, sedentarismo

e estresse, entre outros (GANONG, 1995; CARRETERO, 2000).

Cerca de 90 a 95% das pessoas hipertensas apresentam
hipertensdo essencial, existindo dados que demonstram uma forte
tendéncia hereditaria ligada a isso (GUYTON & HALL, 1996).
Informagdes obtidas no projeto Genoma Humano e em estudos recentes
sobre as bases genéticas da hipertensdo podem revolucionar os
tratamentos e auxiliar no desenvolvimento de terapias mais efetivas,
baseadas no gendtipo do paciente (CARRETERO, 2000). Na
hipertens&o, observa-se uma disfuncdo endotelial, mas ainda nao se
pode afirmar se ela esta relacionada com a causa da hipertensdo ou é
secundaria a esta (EVORA et al, 1995). Na maior parte dos pacientes
hipertensos, as endotelinas, que sdo peptideos com potente acéo
vasoconstritora derivados do endotélio, estdo em niveis normais no
plasma, podendo estar elevadas somente em pacientes com hipertenséo

severa (SCHIFFRIN, 1998).



Devido aos varios problemas decorrentes da hipertensdo, e do
crescente numero de casos da doenca, foram desenvolvidos varios
modelos experimentais para o estudo desta em animais. Em sua maior
parte, estes procedimentos envolvem a manipulagdo dos rins, do
sistema nervoso ou das supra-renais, além da inibicdo da sintese de
oxido nitrico. Também ha varias cepas de ratos que desenvolvem
hipertensdo espontaneamente (ratos espontaneamente hipertensos-
SHR), ou quando alimentados com dieta rica em soédio (ratos DAHL)
(RIBEIRO, 1992; JOVER, 1993; GANONG, 1995). O estudo de animais
hipertensos poderia elucidar alguns mecanismos envolvidos na
hipertensdo, facilitando o controle clinico desta e melhorando a

qualidade de vida de pacientes com esta doenga.

1.2 MODELO DE HIPERTENSAO GOLDBLATT

O modelo de hipertens&o descrito por Goldblatt e colaboradores em
1934 é um modelo renovascular de hipertensdo. Neste modelo, o procedimento
envolve restricdo do suprimento de sangue para o rim esquerdo, por
clampeamento da artéria renal esquerda, sendo que o rim direito pode ser
mantido intacto (modelo 2 rins, 1 clipe) ou ser retirado (modelo 1 rim, 1 clipe). A
artéria renal esquerda € a escolhida para colocagdo do clipe devido as

dificuldades de se acessar a artéria renal direita em ratos (RUZICKA, 1994).



Em ratos, a constricdo de uma das artérias renais, preservando-se
o rim contralateral, resulta em progressiva elevagédo da pressao arterial,
cujos niveis pressoéricos dependem do grau de constricdo imposto pelo
clipe e da extensdo desta constrigdo. A aplicacdo do clipe de prata na
artéria renal esquerda produz pequena elevacéo da presséo arterial ja
no primeiro dia apds a estenose. A elevagdo gradual da presséo
independe do grau de estenose imposto pelo clipe, mas os valores de
pressao arterial atingidos variam conforme este grau, podendo causar

hipertensdo de moderada a severa (RUZICKA, 1994).

medala

urgier

Figura 1: Demonstrag&o do local de colocagao do clipe na artéria renal.



O peso inicial dos animais deve ser verificado, pois o
estreitamento produzido pelo clipe ira variar conforme o peso do animal.
Em cerca de 10 a 20% dos animais a pressao arterial € normalizada
apds uma resposta pressora inicial, e os rins destes animais

normalmente mostram-se atréficos (RUZICKA, 1994).

1.2.1 Mecanismos pressores

No modelo 2 rins, 1 clipe, o estabelecimento e a manutencéo da
hipertensdo dependem principalmente do sistema renina-angiotensina
(SRA), existindo componentes pressores /ra’pidos (agudos) e lentios
(cronicos) para o desenvolvimento da hipertensdo. O componente
rapido, neste modelo, é o aumento da resisténcia periférica total
mediada por angiotensina Il circulante. O componente lento € o aumento
no volume sanglineo mediado por acdes renais da angiotensina Il e
aldosterona, efeitos tréfi;:os da angiotensina |l nos musculos cardiacos e
lisos vasculares (resultando em hipertrofia cardiovascular), e efeitos da
angiotensina |l na atividade simpatica, além de ativacdo do SRA
vascular. Nesse modelo, o rim contralateral ao que recebeu o clipe
excreta com eficiéncia a sobrecarga de sodio imposta pelo rim
isquémico, prevenindo assim o acumulo deste ion no organismo. Dessa
forma, este modelo de hipertensdo esta associado com altos niveis de

renina plasmatica e hipersecrecéo de aldosterona (RUZICKA, 1994).



Embora o rim contralateral ndo produza o fator iniciador da
hipertenséo, este tem um papel importante no desenvolvimento desta. O
rim intacto apresenta um aumento de atividade na enzima conversora de
angiotensina intra-renal, e contém altos niveis de angiotensina I,
embora apresente baixos niveis de renina (RUZICKA, 1994). Neste

modelo, o sistema de endotelinas ndo é ativado (SCHIFFRIN, 1998).

Rim direito Rim esquerdo
| | HIPERTENSAO | |
\ Aplicagio do clipe
Excregdo da 1
sobrecarga
de sodio 1 Atividade SRA
inibicio A ang IT

!

etenca ydio
Retengdo 06 SO0 g T Secrecdo de aldosterona
¢ liquidos

Figura 2: Mecanismo pressor do modelo de hipertensé&o 2 rins 1 clipe.
SRA: sistema renina-angiotensina

Ang Il: angiotensina Il



1.3 RADICAIS LIVRES

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica
capaz de existéncia independente que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo assim altamente reativos e capazes de atacar

qualquer biomolécula (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Durante a respiragédo celular, o oxigénio recebe 4 elétrons de uma
so vez através da enzima citocromo oxidase, mas, devido a sua
coﬁfiguragéo eletronica, ele pode receber um elétron de cada vez,
formando compostos intermediarios que sido altamente reativos. Estes
compostos sdo chamados espécies ativas de oxigénio (EAO), sendo
alguns radicais livres, que sdo formados em aproximadamente 5% do
processo de transformacdo celular de oxigénio até agua (YU, 1994).
Existem outras fontes de radicais livres no organismo, que podem ser
enzimaticas ou n&o, como resultado da atividade de cicloxigenases,
lipoxigenases, xantina oxidase, aldeido oxidase, oxidagdo de
catecolaminas, flavinas e ferridoxinas e varias outras oxidases, além de
reacdes catalisadas por ferro e cobre (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999). Além disso, também ha a formacdo de EAO em processos
inflamatdrios, quando ocorre isquemia-reperfusdo, ativacdo de
neutrofilos, hiperoxia, exposicao a radiagdo, entre outros processos

(HARRIS, 1992).
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Figura 3. Formagao sequencial das espécies ativas de oxigénio

05 - radical superéxido
H20, - peréxido de hidrogénio

OH' - radical hidroxil

Séo espécies ativas de oxigénio (EAQO) o anion radical superoéxido,
o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil, além de formas de oxigénio
com o spin alterado. Cada uma destas EAQO tem caracteristicas préprias,
mostrando diferente reatividade e tempo de meia-vida (YU, 1994). A
molécula diatomica de oxigénio € um radical livre, mas possui spins
paralelos, o que dificulta a reag&o quimica com outras moléculas e torna
o0 oxigénio mais estavel quimicamente. As formas de oxigénio mais
reativas sd0 os oxigénios "singlets" A e £, que nao possuem restricio de
spin e por isso sdo muito mais reativas que o oxigénic molecular no
estado fundamental. O perdxido de hidrogénio apresenta todos os
elétrons emparelhados, portanto ndo € um radical livre, mas possui a
propriedade de atravessar facilmente membranas biolGgicas, e pode
formar espécies radicais. Ja o anion superdéxido e o radical hidroxil s&o

radicais livres, pois apresentam elétrons desemparelhados (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 4: Distribuicdo eletrbnica da molécula de oxigénio e alguns de seus
derivados

(modificado de Halliwell & Guteridge, 1999)

A mais reativa das espécies ativas de oxigénio é o radical hidroxil,
que é formado quando o perdxido de hidrogénio, reage com os ions
ferro ou cobre, através da reacdo descrita por Fenton em 1894. Este
radical ataca quase todas as moleculas encontradas nos organismos
vivos, tendo uma meia-vida extremamente curta (YU, 1994). Quando o
peréxido de hidrogénio reage com o anion superéxido, com catalise de
ions divalentes de metais de transicao, através da reacao descrita por
Haber-Weiss em 1934, também é formado este radical. Assim que o

radical hidroxil € formado, reage imediatamente com qualquer
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biomolécula em sua vizinhanca, podendo, por ser uma molécula
pequena e nao possuir carga, atravessar membranas e causar dano ao
DNA. O anion superéxido tem uma meia-vida mais longa que o radical
hidroxil, sendo mais estavel quimicamente, mas podendo também reagir
com biomoléculas, sendo altamente tdxico em muitos sistemas

biolégicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; GOLDSTEIN, 1996).

Reag3o de Fenton: H,0, +Fe™” /Cu* ——>Fe™ /Cu” + OH" + OH"™

Reacgéo de Haber-Weiss: H,0, + 07 —Fel S OH' +OH™ + 0,

Figura 5: Reacgbes de formagao do radical hidroxil

Muitos sdo os efeitos deletérios conhecidos que s&o provocados
ou influenciados pelas EAQO, como artrite, enfisema, catarata, lesdo
isquémica, entre outras (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Além
disso, diversas enzimas tém sua atividade modulada por radicais livres,

como a aconitase, diversas hidratases e desidratases (GARDNER,

1995).

Os mecanismos pelos quais as células sdo destruidas pelas EAO
ainda ndo sao perfeitamente claros. Sabe-se que elas atacam os lipidios
de membrana, num processo denominado lipoperoxidacéo (LPO). Esta

modificacdo estrutural altera as propriedades das membranas, sobretudo



11

a permeabilidade e a capacidade de transporte, o que pode acarretar a
liberagcdo de enzimas que degradam os lisossomos e rapidamente
destroem as células. A peroxidacdo dos lipidios também acontece
fisiologicamente, sendo um processo continuo que ocorre nas
membranas celulares para formagao de prostaglandinas e leucotrienos a
partir do acido araquidonico, para formacédo de vesiculas de endocitose
e exocitose, além de processos de renovacao das membranas celulares.
As EAO podem também levar a destrui¢cdo de proteinas, através da

oxidacao de grupamentos sulfidril, além de oxidar o DNA (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999).

Na figura 6, observamos a representacdo esquematica da
peroxidagédo lipidica. Na primeira fase da LPO, uma EAO, provavelmente
o radical hidroxil ou o oxigénio “singlet’” (espécie com o0s spins
antiparalelos), atrai um atomo de hidrogénio do lipidio, formando um
radical centrado no carbono. Este, na presenca de oxigénio, da origem a
um radical peroxil, o qual reage com uma nova molécula de lipidio,
gerando o lipoperdoxido e um novo radical centrado no carbono. Essa
reacdo continua em cadeia, e a fase final ocorre quando dois radicais
reagem entre si formando um tetroxido instavel que pode ser
decomposto. O lipoperéxido sofre rearranjo molecular, formando

malondialdeido e outros aldeidos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999;

THOMAS, 1997).
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1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

As células desenvolveram mecanismos de protecdo para lidarem
com a toxicidade do oxigénio, que sdo o0s antioxidantes. Estes s&o
definidos como qualquer substadncia que, quando presente em baixas
concentragbes comparadas a um substrato oxidavel, retardam ou
previnem a oxidagdo deste substrato, que pode ser lipidio, proteina,
DNA ou outras moléculas (HALLIWELL, 1997). Os mecanismos de agéo
dos antioxidantes s&o diversos, e podem incluir remog¢édo do oxigénio
presente no meio, varredura das EAO ou seus precursores, inibicdo da
formacéo das EAOQO, quelagdo de metais que catalisam sua formacgéo,
inducdo de aumento da geracdo de antioxidantes endodgenos, entre
outros mecanismos, envolvendo muitas vezes integracdo funcional de
varios destes componentes (HALLIWELL, 1997). Os antioxidantes
minimizam os disturbios no meio interno e preservam a 6tima atividade
celular, além de estarem estrategicamente compartimentalizados nas

organelas celulares para gerarem protecdo maxima (YU, 1994).

Existem antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. Como
antioxidantes ndo enzimaticos existem as vitaminas A e E, o acido
ascorbico, o acido urico, a glutationa, a melatonina, certos flavondides,
entre outros. Dentre os antioxidantes enzimaticos responsaveis pela
detoxificacdo das EAO podemos citar a catalase, a superéxido

dismutase, e a glutationa peroxidase (SIES, 1997).
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A regulacdo das enzimas antioxidantes, necessaria para
manutencdo da homeostase celular em condicdes adversas ao
organismo, depende de varios fatores, como especificidade do 6rgao,
idade, estagio de desenvolvimento, perfil hormonal e disponibilidade de

cofatores (HARRIS, 1992).

As vitaminas A e E s&o lipossoluveis, estando presentes em
alguns tecidos de mamiferos, ja a vitamina C, por ser hidrossoltvel,
possui mais ampla distribuicdo no organismo. A vitamina C age
reciclando a vitamina E, mas em grandes quantidades pode se tornar
pro-oxidante (YU, 1994). Estudos demonstram que os carotendides e a
vitamina A podem ser antioxidantes efetivos, reduzindo o
desenvolvimento de doencgas cardiacas, porém, em excesso podem ser

toxicos (PALACE, 1999).

A glutationa € o mais abundante tiol de baixo peso molecular
presente em células de mamiferos. Além de ser um importante
antioxidante n&o enzimatico, participa de reagbes de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase e a glutationa transferase.
Sua acgéo antioxidante se deve a presenca de um grupamento sulfidrila,

qgue atua como doador de elétrons (SIES, 1999).

A geracdo de perdxido de hidrogénio foi demonstrada como um
evento fisiologico diretamente relacionado ao consumo de oxigénio,
sendo a catalase e peroxidases as enzimas que metabolizam este

peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio, impedindo assim a formacéo
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de radical hidroxil e conseqliente dano celular. A catalase é altamente
especifica, e possui atividade apenas para hidroperoéxidos de hidrogénid,
de metila e de etila. A catalase esta presente principalmente nos
peroxissomas, e, por nao possuirem peroxissomas, alguns 6rgéos estao
mais expostos a danos, como o coragdo, pulmdes e cérebro. Nestes
6rgaos, um mecanismo de defesa pode ser a difusdo de perdxido de
hidrogénio para o sangue, onde reage com a catalase eritrocitaria

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

2H,0, —S=== .0 1 2H,0

Figura 7: Decomposicéo do peréxido de hidrogénio pela catalase

As superodxido dismutases sdo metaloenzimas que catalisam muito
eficientemente a dismutagcdo de dois ions superdxido para formar
oxigénio e perdxido de hidrogénio, que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas. A velocidade desta reacdo é 10* vezes
maior que a velocidade da dismutacdo espontanea em pH fisiologico
(FRIDOVICH, 1975; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Sua fungéo
enzimatica foi associada em 1969 a proteinas ja conhecidas que
continham cobre, que eram chamadas de cupreinas (MCCORD &
FRIDOVICH, 1969). Poréem, posteriormente foram descobertas outras
SODs que continham outros metais aléem do cobre, como manganés e

ferro (KEELE, 1970; YOST, 1973).
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No organismo humano, sdo encontrados dois tipos de SOD: as
gue contém cobre e zinco e sdo encontradas no citoplasma e as que

contém manganés e estdo presentes na matriz mitocondrial (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1999).

Tem sido reconhecido que estas enzimas, que estdo presentes em
quase todos os organismos vivos, sdo um sistema de defesa essencial
para a sobrevivéncia em condigcbes aerobias. O papel deletério do
superdxido durante a isquemia, que ocorre em transplante de 6rgaos,
muitas intervengdes cirurgicas e durante acidentes vasculares no
cérebro e coracao, sugerem que SOD pode ter um uso clinico potencial.
Isto levou muitos pesquisadores a procurar por SOD miméticos, pois a
SOD humana tem curta meia-vida (<10min), e ndo penetra nas células
(GOLDSTEIN, 1996). Além disso, a modulacdo da atividade da SOD
extracelular pode ser utilizada no tratamento de doencas vasculares,

como a arteriosclerose (LUOMA et al, 1998).

O mecanismo de catalise da dismutacdo do superdxido por SOD e
miméticos tem sido sugerido como “mecanismo ping-pong”’, no qual o

catalisador oscila entre dois estados de oxidacado (GOLDSTEIN, 1996).

2H* +20, —=250; +H,0,

Figura 8: Dismutacdo do radical superdxido pela superoxido dismutase
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Entre as peroxidases, a mais importante € a glutationa peroxidase,
que catalisa a reducgdo de muitos perdxidos, como perdxidos lipidicos e
peréxido de hidrogénio. Para a redugdo dos perdxidos, esta enzima
utiliza o grupamento sulfidril da glutationa reduzida, que pode ser
reciclado pela interacdo da forma oxidada com NADPH através da
enzima glutationa redutase. Os grupamentos sulfidrii doam dois
hidrogénios, formando uma ligacdo dissulfeto. Deste modo, uma
molécula de perdxido se transforma em um alcool, ou, no caso do
peréxido de hidrogénio, em agua. Ha dois tipos de glutationa peroxidase,
uma que utiliza selénio como cofator, que é encontrada tanto na
mitocdndria como no citosol, e uma selénio independente, que se
encontra apenas no citosol e metaboliza exclusivamente hidroperoéxidos

organicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

R - OOH+2GSH —= >R~ OH+GSSG+H,0

GSSG + 2NADPH —=— 2GSH + 2NADP"

Figura 9: Reducao de perdxidos pela glutationa peroxidase e regeneragéo da

glutationa reduzida pela glutationa redutase.

Onde: ROOH - perdxido organico, GSH - glutationa reduzida e GSSG -

dissulfeto de glutationa.
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Além disso, as enzimas chamadas glutationa S-transferases
(GSTs) também tém um importante papel fisiolégico na detoxificacéo de
potentes agentes alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente
ativos como herbicidas, pesticidas e xenobidticos. Estas enzimas
catalisam a reagdo destes compostos com o grupamento SH da
glutationa, neutralizando assim seus sitios eletrofilicos e transformando-
os em produtos mais hidrossoluveis, que s&0 mais facilmente

metabolizaveis (HABIG, 1974).

SG
NO, NO,
GST
+ GSH —mMm—>» + HCI
NO»

Figura 10: Exemplo de reacéo de detoxificagéo através da glutationa S-

Cl

NO,

transferase (GST)

Dessa forma, notamos a importancia da existéncia das enzimas
antioxidantes e dos antioxidantes ndo enzimaticos, pois, sem eles, seria
alterado o equilibrio celular, facilitando o surgimento de disfungdes que

poderiam levar a processos patolégicos.
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1.5 PAPEL DOS RADICAIS LIVRES NA HIPERTENSAO

O estresse oxidativo é definido como um disturbio no balan¢o dos
pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos pré-oxidantes, levando a um
potencial dano as células (HALLIWELL, 1997). No sistema vascular, o
estresse oxidativo causa uma reducao do vasorrelaxamento dependente
do endotélio. A regulagéo do tdbnus vascular, em condi¢des fisioldgicas e
patologicas, estd relacionada com mecanismos de oxi-redugao,
destacando-se o papel do 6xido nitrico, que é um radical livre gasoso
com atividade vasorrelaxante (MONCADA, 1991). As EAO podem
também ser importantes mediadores da regulagdo vascular, reagindo
com o NO endotelial. As mesmas podem estar envolvidas em varias
etapas da hipertensdo arterial, como aumento da resisténcia vascular
periférica, disfuncdo do relaxamento dependente do endotélio,
remodelagado vascular e complicagdes tardias, como hipertrofia cardiaca
(LAURINDO & LUZ, 1995). Estudos demonstram que o perdéxido de
hidrogénio induz contracdo de células endoteliais em cultura, um efeito
que parece ser essencialmente dependente de proteina quinase C e

calcio, que causam a liberagcéo de outros fatores vasoativos secundarios

(LOPEZ-ONGIL, 1999).
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Foram encontradas liga¢gdes entre a hipertensdo por doenca renal
cronica e sintese de oOxido nitrico. Em pacientes com faléncia renal
cronica, foi verificado um aumento nas concentragbes de arginina
dimetilada, um falso substrato de ocorréncia natural para a enzima NO

sintase, em niveis elevados o suficiente para inibir a sintese de NO

(KUO & SCHROEDER, 1995).

Pesquisas realizadas em pacientes com hipertensdo essencial
mostraram um aumento na produgdo de perdxido de hidrogénio e
superoxido, e também aumento dos niveis de lipoperéxidos em relacgdo a
individuos normais, além de diminuicdo da sintese de NO. Em pacientes
tratados com farmacos anti-hipertensivos, os niveis voltaram a ser
semelhantes aos dos controles. As concentragbes de antioxidantes tais
como vitamina E e superdoxido dismutase mostraram-se diminuidas

nestes pacientes (KUMAR & DAS, 1993).

Estudos em animais com hipertrofia cardiaca induzida por
aumento da pressdo arterial mostraram aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e reducado da lipoperoxidacdo, além de aumento
da tolerancia a condigcbes de estresse como isquemia-reperfuséo

(SINGAL, 1994).

O radical superoxido tem grande importancia na regulagéo
vascular, pois interage com o 6xido nitrico de varias maneiras, sendo
considerado um fator constritor derivado do endotélio. O superdéxido
reage diretamente com o NO, inativando-o e formando nitratos com

atividade biolégica reduzida, podendo também reagir e gerar
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peroxinitrito, que € um subproduto téxico, além de inativar diretamente a
guanilato ciclase no endotélio (LAURINDO & LUZ, 1995). Como o NO
possui acédo antioxidante por ser “scavenger’ de radicais peroxil, um
aumento na producdo de superoxido nos vasos poderia ndo somente
interferir com a regulagéo do tdnus vascular, por reacdo com o NO, mas

também por remover um antioxidante e gerar um forte pré-oxidante, que

é o peroxinitrito (HOGG et al, 1994, KOPPENOL, 1998).

O mecanismo de formagdao do peroxinitrito pela reagéo do
superoéxido com o NO é independente de ferro e outros ions de metais
de transicdo . O decaimento espontaneo do peroxinitrito a nitrato ocorre
apos sua protonacdo, formando radical hidroxil. O processo de oxidagao
B8nsfORIERHRS o P NS, 719 BOINNIR (SRPYS p&PRiniffHE

préximo ao do radical hidroxil (DENICOLA et al, 1995).

*NO + 07 ——ONOO" «*— ONOOH—— NO, +OH"

Figura 11: Reagdo do 6xido nitrico (NO) com superdxido (O ) formando
peroxinitrito (ONOO ), que € rapidamente protonado (ONOOH), e a

decomposicdo do mesmo em nitrato (NO>) e radical hidroxil (OH ).
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1.6 HIPOTESE

As células podem tolerar um ligeiro estresse oxidativo, que
frequentemente resulta em regulacdo da sintese de defesas
antioxidantes para restaurar o balango oxidante/antioxidante. Assim, o
organismo se adapta ao aumento do estresse oxidativo, aumentando
suas defesas antioxidantes para protecdo contra um mais severo
estresse aplicado subsequentemente, ou modificando a sensibilidade de
alvos normalmente vulneraveis ao dano oxidativo, sem no entanto

aumentar suas defesas antioxidantes.

O presente estudo procurou verificar se 0 aumento continuado da
pOs-carga imposto pela hipertensdo poderia provocar adaptacbes do
sistema antioxidante nos tecidos-alvo da hipertensdo (coracéo e rins). O
desenho experimental foi planejado para testar a hipdtese de que, frente
a um estresse agudo (hipertensdo 7 dias), o sistema antioxidante estaria
ativado, o que nao se observaria a longo prazo, tendo em vista os

processos adaptativos dos tecidos.
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1.6 OBJETIVOS

- Verificar os efeitos do clampeamento renal esquerdo na pressao
arterial sistolica, diastélica e média e frequéncia cardiaca aos 7, 14, 21 e

28 dias ap6s o procedimento cirurgico.

- Efetuar uma analise temporal do estresse oxidativo, através da
medida de lipoperoxidagdo e atividade enzimatica antioxidante nos
animais hipertensos de 7, 14, 21 e 28 dias, e nos seus respectivos

controles.
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2. METODOLOGIA

2.1 ANIMAIS ESTUDADOS

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 250-320 g,
| provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude. Os
animais foram mantidos em caixas plasticas de 27x26x31 cm, com o
assoalho coberto de serragem, sendo 5 animais por caixa. Eles
receberam agua e alimentacéo é‘vontade e foram mantidos em periodo

de 12 horas luz/12 horas escuro, com temperatura em torno de 25 °C.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estabelecidos oito grupos experimentais:
- grupo hipertenso 7 dias (n=9),

- grupo controle 7 dias (N=7),

- grupo hipertenso 14 dias (n=7),

- grupo controle 14 dias (n=6),

- grupo hipertenso 21 dias (n=9),
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- grupo controle 21 dias (n=6),
- grupo hipertenso 28 dias (n=9),

- grupo controle 28 dias (n=7).

Nos grupos hipertensos, foi colocado um clipe na artéria renal
esquerda, que foi mantido durante cada um dos tempos de tratamento
(7, 14, 21 e 28 dias) e nos grupos controle foi realizada cirurgia de
simulacdo, sem colocagdo de clipe, com o0s mesmos tempos de

tratamento.

2.3 CIRURGIA DE CLAMPEAMENTO RENAL

A cirurgia foi realizada sob anestesia com 90 mg/Kg de cetamina e
10 mg/Kg de xilazina para cada animal. Os animais foram inicialmente
depilados na regido abdominal, apds foi feita uma incisdo nesta regiao, e
foram afastados os tecidos para a localizacdo da artéria renal. Nos
animais hipertensos, foi colocado um clipe com 0,30 mm de diametro
interno e 2 mm de extensdo na artéria renal esquerda, deixando-se
intacto o rim direito. Nos animais controle, foi realizada a mesma
cirurgia, sendo que o clipe néo foi colocado. Este modelo de hipertenséo

foi descrito por Goldblatt, em 1934 (GOLDBLATT, 1934).
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Figura 12: Cirurgia de colocacéo do clipe.

2.4 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL

2.4.1 Canulagao

O procedimento cirdrgico, bem como os cuidados pés-operatérios,
foram baseados na descricdo feita por Waynforth e Flecknell (1992). Um
dia antes do final de cada tempo de tratamento, os animais foram
anestesiados da mesma forma que para a cirurgia de clampeamento e
receberam catéteres na artéria carodtida, exteriorizados na regido dorsal.
Os catéteres foram confeccionados com tubos de Tygon PE- 90,
conectados a tubos de polietileno PE-50 (Clay Adams, USA). As canulas

foram mantidas desobstruidas utilizando-se 0,01 ml de heparina sddica
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(Liquemine - Roche, 5.000 U) em 0,1 ml de solucdo de NaCl 0,9%,

durante a lavagem que precedia cada registro de presséo.

2.4.2 Registro e processamento de sinais

Apés a cateterizacdo, foram feitos registros de pressao batimento-
a-batimento nos animais acordados. Para evitar alteragbes significativas
na medida devido ao estresse provocado por ruidos, os animais foram

levados para o local de registro cerca de 15 minutos antes do mesmo

para adaptacao.

Os registros foram feitos conectando-se a canula arterial a um
transdutor de pressdo (P23Db, Gould-Statham, Oxford, CA, USA)
acoplado a um condicionador de sinais Hewlett Packard (HP 8805C) que
se encontrava ligado por um seletor de canais a placa analdgico-digital
CODAS (AT/MCA CODAS - DATAQ Instruments, Inc., Akron, Ohio, USA)
em computador 486 (66MHz e 8Mb RAM). A frequéncia de amostragem
utilizada foi de 2000 KHz para os registros de PA e freqliéncia cardiaca
(FC). O programa utilizado (CODAS) permite trabalhar diretamente com
a onda de pulso, que é vista na tela do computador, e os dados podem
ser gravados em disco rigido. Neste mesmo programa, podem-se
executar calculos a partir dos valores obtidos, gerando-se uma planilha
com valores de pico (sistole), vale (diastole) e periodo (entre um pico e

outro), para cada onda de pulso. Assim, € possivel trabalhar com valores
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de pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastdlica (PAD),
pressado arterial média (PAM) e periodo de cada pulso de pressdo. A
partir dos periodos entre um pico e outro, calculam-se os valores de
frequéncia cardiaca (FC) (para cada batimento), através do inverso do
periodo multiplicado por 60 (segundos). Apds gravados os sinais em
disco rigido, gera-se uma planilha que pode ser analisada em programa
Excel for Windows, a partir da qual se obtém, para cada animal
experimental registrado, valores de PAS, PAD, PAM e FC, bem como

seus respectivos graficos.

2.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO DOS HOMOGENEIZADOS

Os animais foram sacrificados apo6s o registro de pressao arterial
através de anestesia etérea. Os coragbes e rins foram rapidamente
retirados e homogeneizados durante 30 segundos em KCI| 1,15% (5 mL
por g de tecido) contendo fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) na
concentracdo de 100mM em iso-propanol e na quantidade de 10ulL por
ml de KCI adicionado. O PMSF € um inibidor de proteases, e foi utilizado
para que nao houvesse degradacdo das enzimas cuja atividade foi
medida. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a
temperatura de 0 a 4°C, por 10 minutos a 1000 g, e o sobrenadante foi
retirado e congelado em freezer a -80°C para as dosagens posteriores

(LLESUY et al, 1985).
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2.6 QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrédo uma solugéo de albumina bovina
na concentracdo de 1 mg/mL (LOWRY, 1951). Para a realizagdo das

dosagens foram utilizados os seguintes reagentes:

a) NaHCOs3 (bicarbonato de sdédio) 2% em NaOH (hidréxido de

sdédio) 0,1N;
b)CuS04.5H,0 (sulfato de cobre)1%,;
c) KNaC4H406.4H,0 (tartarato de sédio e potassio) 2%

Foi preparada a fresco uma mistura utilizando-se 50 ml do

reagente "a", 0,5 ml do "b" e 0,5 ml do "c".

Foram adicionados 20uL de homogeneizado de tecido em 0,78 mL
de agua destilada e 2 mL do reativo descrito acima, aguardando-se 10
minutos. Apds esse tempo, foram adicionados com agitagdo 0,2 mL do
reativo de Folin Ciocalteau, diluido em agua destilada na proporgéo 1:3.
Apds 30 minutos, a solugdo adquiriu coloragdo azulada que foi medida

em espectrofotometro marca Varian, modelo Cary a 625 nm.
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O calculo foi feito utilizando-se fator de corre¢éo calculado a partir
da curva de calibragdo construida utilizando-se a solugcdo padrdo de

albumina na concentragdo 1mg/mL.

2.7 LIPOPEROXIDAGAO

A lipoperoxidacéo foi quantificada por dois métodos experimentais,

quimiluminescéncia e substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

2.7.1 Quimiluminescéncia

O método consiste em adicionar um hidroperdxido organico de
origem sintética ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
capacidade de resposta produzida pela amostra. A realizagdo deste tipo
de teste consiste no fato de que os hidroperdxidos s&o espécies
guimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios por um mecanismo

radicalar que gera produtos que emitem luz pela amostra em estudo.

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid
Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden)
com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o canal de
tritio. As determinacdes foram realizadas em sala escura, em frascos de

vidro mantidos na penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela
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luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio
consistiu em 3,5mL de uma solucédo tampéo de fosfatos 20mM, contendo
KCI 140mM (pH 7,4), a qual foi adicionado 0,5 mL de homogeneizado.
Apds esse momento, foi realizada uma leitura inicial, considerada a
emissdo basal de luz pelo homogeneizado. O hidroper6xido organico
utilizado foi o hidroperéxido de tert-butila, na concentragcdo de 400mM,
dos quais foram adicionados 30ul no meio de reagao, para obter-se uma
concentracdo final de 3mM. Foi medida entdo a emissao de luz e desta
foi descontada a emiss&o basal do homogeneizado para fins de calculos.
Os resultados foram expressos em contagens por segundo (cps) por

miligrama de proteina (GONZALEZ FLECHA et al, 1991).

2.7.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS)

Esta técnica é bastante utilizada para medir a LPO, pois o acido

tiobarbiturico reage com os produtos desta, entre eles o malondialdeido

e outros aldeidos.

A técnica consiste em aquecer 0 material biolégico a ser testado
na presenca de acido tiobarbiturico, para medir
espectrofotometricamente a formacao de um produto de coloragéao
rosea. Para tanto, foi utilizada uma aliquota de 0,25 mL de
homogeneizado, a qual foram adicionados 0,75 mL de acido

tricloroacetico a 10%, que tem a funcdo de desnaturar as proteinas
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presentes e acidificar o meio de reagdo. Esta mistura foi, entdo, agitada
e centrifugada durante 3 minutos a 1000 g. Foram retirados 0,5 mL do
sobrenadante e a este foram adicionados 0,5 mL de acido tiobarbiturico
0,67%, que reage com os produtos da lipoperoxidagdo formando um
composto de coloragao rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos a
100°C e resfriada. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a
535nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em nmoles

de TBA-RS por mg de proteina (BUEGE & AUST, 1978).

2.8 CATALASE

A taxa de decomposicdo do peréxido de hidrogénio é diretamente
proporcional a atividade da catalase, e obedece a uma cinética de
pseudo primeira ordem com relacdo a esse. Dessa forma, o consumo de

peréxido de hidrogénio pode ser utilizado como uma medida de atividade

da enzima catalase (Figura 7).

O ensaio consiste em medir a diminuicdo da absorbancia a 240
nm, comprimento de onda onde ha a maior absor¢do pelo perdxido de
hidrogénio. Foram utilizadas cubetas de quartzo devido a alta energia

presente neste comprimento de onda.
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Para a realizacdo das medidas, foi utilizada uma solugdo tampéo
constituida de fosfatos a 50 mM e pH 7,4. Foram colocados 955 pulL
deste tampédo e 10 ul de amostra de tecido na cubeta do
espectrofotometro, sendo esta mistura descontada contra um branco de
tampédo fosfato. Apdés esse momento, foram adicionados 35 ulL de
peroxido de hidrogénio 0,3 M e foi monitorada a diminuigdo da
absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram

expressos em pmoles por mg de proteina (BOVERIS & CHANCE, 1973).

2.9 GLUTATIONA PEROXIDASE

A amostra foi preparada adicionando-se uma mistura de cianetos
para inibir a atividade de pseudo-peroxidase da hemoglobina. Foram
utilizadas solucdes de cianeto de potassio (KCN 9 mM) e ferricianeto de
potassio (Ks[Fe(CN)s] 0,9 mM), obtendo-se o reativo de Drabkin, para
medir a quantidade de hemoglobina. Depois de conhecida a
concentracdo de hemoglobina, estas mesmas solugbes foram utilizadas
em diferente proporg¢do, obtendo-se a solugdo transformante, para a

transformacgao de toda a hemoglobina em cianometahemoglobina.
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SOLUGAO DE DRABKIN:
* 0,85 mL da solugdo-mée de KCN
* 6,6 mL da solucdo-mae de Kz[Fe(CN)86]
* g.s.p. 10 mL agua destilada
SOLUCAO TRANSFORMANTE:
e 50mLKCN

e 5,0 mL Ks[Fe(CN)e]

Como a glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reagdo de
hidroper6éxidos com glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa
oxidada (GSSG) e o produto da reducgéo do hidroperéxido, a atividade da
enzima pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na

reacdo de reducdo acoplada a reagao da GPx (Figura 9).

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotdbmetro de marca
Varian, modelo Cary. Foi monitorada a diminuicdo de absorbancia do
NADPH a 340 nm, em um meio de reacdo contendo os seguintes

reagentes:

e Solugédo tampé&o de fosfatos 143 mM e EDTA 1 mM (pH 7,5)

e NADPH 10 mM

e Azida sbédica 1 mM | utilizada para inibir a atividade da catalase
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¢GSH 5 mM
«Glutationa redutase 0,25 U/mL
e Hidroperoxido de tert-butila 0,5 mM

Na cubeta do espectrofotometro, foram adicionados 330 ulL de
tampao, 50 pL da amostra de coragdo ou amostra de rins, 500 uL de
NADPH, 10 plL de azida sédica, 50 pL. de GSH e 10 uL de GR. Foi
registrada a absorbancia por um periodo de aproximadamente 2
minutos, para obtencdo da linha de base. Apds esse momento, foram
adicionados 50 ulL de hidroperéxido de tert-butila, e a diminuicdo da
absorbancia devida ao consumo de NADPH foi monitorada por mais 3
minutos. Os resultados foram expressos em nmoles por minuto por mg

de proteina (FLOHE & GUNZLER, 1984).

2.10 GLUTATIONA S-TRANSFERASE

As glutationas transferases sdo um grupo de enzimas que
catalisam reag¢bes de conjugacdo de glutationa com varios substratos,
tendo um importante papel na detoxificacdo de agentes alquilantes.
Todas as transferases s3o ativas com o composto cloro-dinitro-benzeno
(CDNB), sendo a conjugacgao deste com GSH utilizada para quantificar-

se sua atividade (Figura 10). A formacdo do composto corado dinitro-



36

fenil-glutationa (DNP-SG), foi medida espectrofotometricamente a 340

nm (MANNERVIK & GLUTHENBERG, 1981).

A atividade da glutationa transferase (GST) foi medida
acompanhando-se a reagdo de forma¢do do DNP-SG a 340 nM em um
meio de reagdo contendo 850 uL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,5), 50
ul de GSH 20 mM, 50 ul. de CDNB 20 mM, e 50 uL de amostra. A

atividade da GST foi expressa em nmoles/minuto/mg de proteina.

2.11 SUPEROXIDO DISMUTASE

As superoxido dismutases catalisam a reacdo de dois anions
superdxido, com a consequente formacdo de perdéxido de hidrogénio
(Figura 8), que é menos reativo e pode ser degradado por outras
enzimas, como a catalase e a glutationa peroxidase. A velocidade da
reacdo catalisada pela SOD é 10* vezes maior que a velocidade de

dismutacao espontanea em pH fisioldgico.

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD esta
baseada na inibigdo da reacdo do radical superdxido com o pirogalol. O
superdxido € gerado pela auto-oxidacao do pirogalol quando em meio
basico. A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical
superdoxido com o sistema de detecgdo. Dado que nao se pode
determinar a concentragdo da enzima nem sua atividade em termos de

substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a quantificacdo em
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unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade
de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do detector. A
oxidagao do pirogalol leva a formacao de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é determinada
medindo-se a velocidade de formag&o do pirogalol oxidado

(MARKLUND, 1985).

No meio de reagédo, foram utilizados 973 ul de tampéo tris 50 mM
(pH 8,2), 8 uL de pirogalol 24 mM, 4 uL de catalase 30 uM. O aumento
na absorbancia foi acompanhado a 420 nM durante 2 minutos. Esta
curva obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma curva
padrao utilizando trés concentragcdes distintas de SOD (0,25U, 0,5U e
1U), através da qual foi obtida a equacao da reta para realizagdo dos

calculos. Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Apoés a realizagado de todos os testes, foram calculadas as médias,
e os erros padrdes dos fendmenos estudados para cada um dos grupos.
Para analise dos dados, foi realizado o teste de analise de variancia
complementado com o teste de comparagbes multiplas de Student-
Newmann-Keuls. As diferengas foram consideradas significativas para

um nivel de significancia de, pelo menos, 5%.
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3. RESULTADOS

Os valores apresentados sdo a média de cada grupo + 0 erro
padréo da média. Para cada fendbmeno estudado ha uma figura, a fim de

permitir uma melhor visualizagdo dos dados.

3.1 CIRURGIA DE CLAMPEAMENTO RENAL

Foi observado que cerca de 20% dos animais ndo desenvolveram
hipertensdo. Alguns animais, cerca de 5%, apds o final do tratamento
estavam com os rins esquerdos atroficos, porém estes animais

apresentavam hipertenséo.
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Figura 13: Demonstracéo da atrofia apresentada por alguns dos rins esquerdos
dos animais hipertensos. Em 1, vé-se um rim nado isquémico de tamanho
normal (rim direito), e em 2, um rim atréfico de um animal hipertenso (rim

esquerdo).
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3.2 PRESSAO ARTERIAL

Foram analisadas a pressdo arterial sistolica (PAS), diastdlica

(PAD), e a média (PAM) de cada grupo.

3.2.1 Pressiao arterial sistolica

Os resultados de presséao arterial sistdlica estao representados na
figura 12. A pressao arterial sistélica foi 18% maior no grupo hipertenso
7 dias em relagdo ao grupo conirole 7 dias, 12% maior no grupo
hipertenso 14 dias em relagao ao grupo controle 14 dias, 23% maior no
grupo hipertenso 21 dias em relagdo ao grupo controle 21 dias, e 22%

maior no grupo hipertenso 28 dias em relacéo ao grupo controle 28 dias.



Pressdo arterial sistélica {mm Hg)

UFRGS
Inst. Cidncias Basicas da Saddd
Biblictesca

g B
*

3

=3
]
.
HH
vy

H

8

——controle
— hipertenso

8

Figura 14: Variagdo da pressdo arterial sistdlica (em mmHg) nos grupos

experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrao da média.

* representa diferenca significativa em relagdo ao respectivo grupo

controle (p<0,05).
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3.2.2 Pressao arterial diastolica

Os resultados de pressdo arterial diastdlica estdo representados
na figura 13. A pressao arterial diastolica foi 23% maior no grupo
hipertenso 7 dias em relagdo ao grupo controle 7 dias, 15% maior no
grupo hipertenso 14 dias em relagdo ao grupo controle 14 dias, 26%
maior no grupo hipertenso 21 dias em relacdo ao grupo controle 21 dias,
e 19% maior no grupo hipertenso 28 dias em relagcdo ao grupo controle

28 dias.
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Figura 15: Variagéo da pressdo arterial diastdlica (em mmHg) nos grupos

experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrdo da média.

* representa diferenca significativa em relagdo ao respectivo grupo

controle (p<0,05).
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3.2.3 Pressao arterial média

Os resultados estao representados na figura 14. A pressao arterial
média foi 20% maior no grupo hipertenso 7 dias em relagdo ao grupo
controle 7 dias, 14% maior no grupo hipertenso 14 dias em relagédo ao
grupo controle 14 dias, 23% maior no grupo hipertenso 21 dias em
relacdo ao grupo controle 21 dias, e 22% maior no grupo hipertenso 28

dias em relagéo ao grupo controle 28 dias.
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Figura 16: Variagdo da pressgo arterial média em mmHg nos grupos

experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como meédia + erro padrdo da média.

* representa diferenca significativa em relagdo ao respectivo grupo

controle (p<0,05).
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3.3 FREQUENCIA CARDIACA

A frequéncia cardiaca ndo mostrou alteracdes significativas entre

os grupos experimentais. Os resultados estdo demonstrados na figura

15.
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Figura 17: Variagdo da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto nos

grupos experimentais.
Os valores da figura s&o expressos como media + erro padrao da média.
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3.4 LIPOPEROXIDAGAO

A lipoperoxidagcdo foi avaliada através de quimiluminescéncia e

substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

3.4.1 Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia no homogeneizado de corag¢des, rins
direitos e rins esquerdos nao mostrou alteragdes significativas nos
grupos hipertensos em relagdo aos seus respectivos controles. Os

resultados sdo apresentados nas figuras 16, 17 e 18.
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Figura 18: Quimiluminescéncia em contagens por segundo por mg de proteina
no homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padréo da média.
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Figura 19: Quimiluminescéncia em contagens por segundo por mg de proteina

no homogeneizado de rins direitos nos grupos experimentais.

Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrdo da média.



QL (CPS/mg prot.)

50

12000 -
O controle

H hipertenso

10000 -

7 14 21 28 Tempo (dias)

Figura 20: Quimiluminescéncia em contagens por segundo por mg de proteina
no homogeneizado de rins esquerdos nos grupos experimentais.
Os valores da figura s&o expressos como média + erro padrdo da média.
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3.4.2 TBA-RS

O conteudo de TBA-RS medido no homogeneizado de coragdes,
ndo mostrou alteragdes significativas nos grupos hipertensos em relacéo
aos seus respectivos controles. Os resultados sdo apresentados na
figura 19. No tecido renal ndo foi possivel realizar esta medida, tendo

em vista que em algumas amostras a reacao de cor nao se verificou.
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Figura 21: Conteudo de TBA-RS em nmoles por mg de proteina no
homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.

Os valores da figura sdo expressos como média + erro padréo da média.
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3.5 CATALASE

A atividade da enzima catalase n&o mostrou diferencas
significativas nos homogeneizados de coragdes, rins direitos e rins
esquerdos entre os grupos estudados. Os resultados sdo apresentados

nas figuras 20, 21 e 22.
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Figura 22: Atividade da catalase em pmoles por mg de proteina no
homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.
Os valores da figura s&o expressos como media + erro padrdo da média.
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Figura 23: Atividade da catalase em pmoles por mg de proteina no
homogeneizado de rins direitos nos grupos experimentais.
Os valores da figura sao expressos como média + erro padrao da média.
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Figura 24: Atividade da catalase em pmoles por mg de proteina no
homogeneizado de rins esquerdos Nos grupos experimentais.
Os valores da figura s&o expressos como média + erro padrao da média.
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3.6 GLUTATIONA PEROXIDASE

Os resultados sdo apresentados nas figuras 22, 23 e 24, em
nmoles por minuto por mg de proteina . A atividade da enzima glutationa
peroxidase mostrou-se 74% maior nos coragdes do grupo hipertenso 7
dias em relacdo aos coragbes do grupo controle 7 dias, 213% maior nos
rins direitos do grupo hipertenso 7 dias em relagdo aos rins direitos do
grupo controle 7 dias e 196% maior nos rins esquerdos do grupo
hipertenso 7 dias em relagdo aos rins esquerdos do grupo controle 7
dias. Nos demais tempos de tratamento, nao foram verificadas

diferencas na atividade da enzima glutationa peroxidase.
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Figura 25: Atividade da glutationa peroxidase em nmoles por minuto por mg de
proteina no homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrao da média.

* representa diferenga significativa em relagdo ao respectivo grupo

controle (p<0,01).
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Figura 26. Atividade da glutationa peroxidase em nmoles por minuto por mg de
proteina no homogeneizado de rins direitos nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padréo da média.

* representa diferenca significativa em relacdo ao respectivo grupo

controle (p<0,01).
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Figura 27: Atividade da glutationa peroxidase em nmoles por minuto por mg de
proteina no homogeneizado de rins esquerdos nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrédo da média.

* representa diferenga significativa em relacdo ao respectivo grupo

controle (p<0,01).
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3.7 GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A atividade da enzima glutationa S-transferase nao mostrou
diferencas significativas nos homogeneizados de coragdes, rins direitos
e rins esquerdos entre os grupos estudados, porém a variagdo da
atividade desta enzima no homogeneizado cardiaco mostrou estreita
correlagdo com as variagées de pressdo arterial Os resultados séo

apresentados nas figuras 26, 27, 28 e 29.
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Figura 28: Atividade da glutationa S-transferase em nmoles por minuto por mg
de proteina no homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrao da média.
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Figura 29: Atividade da glutationa S-transferase em nmoles por minuto por mg
de proteina no homogeneizado de rins direitos nos grupos experimentais.

Os valores da figura s&o expressos como média + erro padrao da média.



GST (nmolesimin./mg prot.)

63

o
8

Hcontrole
Bhipertenso

»
8

I
8

©
3

3.00

N
3

2.00

g

8

28 Tempo (dias)

Figura 30: Atividade da glutationa S-transferase em nmoles por minuto por mg
de proteina no homogeneizado de rins esquerdos nos grupos experimentais.
Os valores da figura sao expressos como média + erro padréo da média.
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Figura 31: Correlacdo entre presséo arterial média e atividade da glutationa S-

transferase em homogeneizado cardiaco.
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3.8 SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da enzima superoxido dismutase ndo mostrou
diferencas significativas nos homogeneizados de coragdes, rins direitos

e rins esquerdos entre os grupos estudados. Os resultados séo

apresentados nas figuras 30, 31 e 32.
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Figura 32: Atividade da superoéxido dismutase em U SOD por mg de proteina

no homogeneizado cardiaco nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como meédia + erro padréo da média.
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Figura 33: Atividade da superodxido dismutase em U SOD por mg de proteina

no homogeneizado de rins direitos nos grupos experimentais.
Os valores da figura s&o expressos como media + erro padrdo da média.
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Figura 34: Atividade da superodxido dismutase em U SOD por mg de proteina

no homogeneizado de rins esquerdos nos grupos experimentais.
Os valores da figura sdo expressos como média + erro padrao da média.
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4. DISCUSSAO

Muitas evidéncias sugerem que ha o envolvimento de espécies
ativas de oxigénio na hipertensdo, mas permanece ainda obscuro se os
eventos oxidativos s&o simplesmente consequéncias do dano ao tecido,
ou se estdo envolvidos no mecanismo patogénico primario desta
doenca. Tanto um aumento na producdo de radicais livres ou uma
diminuicdo na produgdo de antioxidantes poderia causar estresse

oxidativo, e poderia contribuir para complica¢gbes cardiovasculares

(LACY, 1998).

As espécies ativas de oxigénio podem ter um duplo papel. Por um
lado, poderiam afetar a resisténcia vascular por inativar o éxido nitrico,
causando vasoconstricdo arteriolar e elevagdo na resisténcia
hemodinamica periférica. Por outro lado, poderiam desencadear
mecanismos para a formacao de lesées (SWEI, 1997). Em razao disto,
tém sido desenvolvidos diversos trabalhos para tentar elucidar os
mecanismos da hipertensdo e a participacdo das espécies ativas de
oxigénio, buscando fornecer subsidios para futuras pesquisas e

alternativas clinicas para o tratamento da hipertensdo, como o uso de

antioxidantes.
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Neste estudo, foi feita uma avaliacdo temporal do
desenvolvimento da hipertensdo renovascular Goldblatt 2, para verificar
possiveis alteragcdes nas enzimas antioxidantes e na lipoperoxidagao do
coragédo e rins dos animais hipertensos. Para tanto foram utilizados
quatro diferentes tempos de hipertensao: 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28
dias, de forma que os resultados pudessem mostrar o perfil oxidativo no
desenvolvimento deste modelo de hipertensdo. A aplicagdo do clipe ja
resulta em aumento da pressdo arterial apdés um dia do procedimento,
porém o alcance do platd se dé& cerca de uma semana apods 0
procedimento cirargico (RUZICKA, 1994). Em razao disto, o primeiro
tempo utilizado neste trabalho foi sete dias de hipertensdo. Os animais
que sofreram a cirurgia de colocacéo do clipe na artéria renal esquerda
mostraram aumento da presséo arterial sistélica, diastélica e média em
relacdo aos animais controle em todos os tempos de tratamento. Além
disso, neste trabalho foi observado também que cerca de 20% dos
animais nao desenvolveram hipertenséo, resultados que estdo de acordo
com dados da literatura (RUZICKA, 1994). Alguns animais, cerca de 5%,
estavam, apos o final do tratamento, com os rins esquerdos atréficos.
Contudo, estes animais apresentavam hipertensdo, demonstrando que o
fluxo sangluineo para o rim nao foi impedido, somente diminuido. Os
animais que nao desenvolveram hipertensdo estavam com os rins
esquerdos com aparéncia normal. N&o desenvolveram a patologia
provavelmente devido a pequena estenose da artéria renal, que nao foi

suficiente para desencadear a doencga.
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Com relacdo a angiotensina ll, que esta aumentada neste modeio
de hipertensado, tradicionalmente atribui-se um efeito vasoconstritor
predominante por interagcdes com o receptor de angiotensina do tipo 1
(AT1) no musculo liso vascular. Recentemente, foi descrito um novo
mecanismo sinalizador, que pode ter importantes efeitos fisiolégicos e
fisiopatoldgicos. Estudos demonstraram que a hipertenséo induzida por
angiotensina |l aumenta a producédo vascular de anion superodxido via
NADH e NADPH oxidases ligadas a membrana (RAJAGOPALAN, 1997)
e também estdo aumentadas as atividades destas oxidases em ratos
geneticamente hipertensos (ZALBA, 2000). Foram excluidas outras
fontes de producédo de superdxido, como xantina oxidase, cicloxigenase
e outras enzimas. Os passos desta ativagdo ainda n&o s&o claros, mas
parecem envolver estimulo de fosfolipase Az e liberagcdo de acido
araquidonico. Este aumento na producdo do anion superdxido pode
contribuir para as alteragcdes no relaxamento vascular dependente do
endotélio, por promover inativacdo do Oxido nitrico. A reacao entre
superoxido e 6xido nitrico é extremamente rapida, excedendo inclusive a
velocidade de reacdo entre o superéxido e a enzima superéxido
dismutase. Dessa forma, o equilibrio entre superéxido, NO e SOD é
ténue, e pequenas mudancas nos niveis de qualquer destes pode alterar
substancialmente a regulagcdo do tdnus vascular, elevando a presséao

arterial (RAJAGOPALAN, 1997).



71

Sendo assim, o sistema renina-angiotensina nao somente
influencia a pressao arterial, mas pode afetar uma variedade de outros
importantes fendmenos fisioldgicos, por aumentar a producdo de
radicais livres, como super6xido e peroxinitrito. Estes podem levar a
oxidacao de diversos substratos ou a ativacdo de proto-oncogenes,
como c-fos e c-jun (OSKARSSON, 1997). Alem da hipertensdo, este
sistema também participa na producdo de superdxido via NADH e

NADPH oxidases em processos ateroscleréticos (WANHOLTZ, 1999)

O tratamento com anti-hipertensivos que bloqueiam a atividade da
enzima conversora da angiotensina ou antagonizam o efeito da
angiotensina Il sobre o receptor AT4, diminuem os niveis plasmaticos de
peréxido de hidrogénio, indicando menor produc¢édo de superoéxido. Estas
observacdes indicam que a produc¢do de radicais livres na hipertenséo
pode ser mediada pelo aumento da atividade do sistema renina
angiotensina, mas ndo foram realizados estudos com outras classes de
anti-hipertensivos para verificar se estes também afetam a producéo de
EAO (LACY, 1998). Além disso, os inibidores da ECA inibem a
degradacéo de bradicinina e outras cininas, que liberam 6xido nitrico;
assim, além de aumentarem a liberagdo de o6xido nitrico, diminuem a

produgdo de superdéxido (OSKARSSON, 1997).
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Na fase cronica da hipertensdo, causada pelo modelo utilizado
neste trabalho, ocorre uma facilitagdo da liberacdo de noradrenalina
mediada por angiotensina |l (RUZICKA, 1994). Pacientes com
hipertensdo essencial tem hiperresponsividade a noradrenalina, que
pode envolver um mecanismo dependente de inativagdo de 6xido nitrico
por EAO, pois esta vasoconstricdo € diminuida pelo tratamento com

ascorbato (LEMBO, 2000).

Alguns trabalhos mostram que ocorre aumento da lipoperoxidacao
na hipertensdo, em plasma de pacientes (RUSSO, 1998), neutréfilos de
pacientes (SAGAR, 1992) e 6rgdos de animais hipertensos (BOCK,
1998). O aumento da lipoperoxidacdo nesta enfermidade pode ser
devido ao aumento do consumo de oxigénio, o que levaria a um aumento
na formacado de EAO. Muitos procedimentos tém sido usados para medir
a LPO, mas todos os métodos tratam-se de medidas indiretas e nenhum
deles reune todos os critérios necessarios, tais como sensibilidade ,
seletividade e praticabilidade, ndo havendo uma técnica completamente
adequada. Portanto, a literatura aconselha a utilizar dois ou mais
métodos. Se os resultados forem concordantes, considera-se que houve
uma resposta positiva. Neste trabalho, foram utilizados dois métodos:
TBA-RS e quimiluminescéncia, nos quais os resultados foram
concordantes. N&o foram observadas altera¢gdes na lipoperoxidacédo dos
coracbes e rins dos animais hipertensos em relagdo aos controles,
resultado diferente do encontrado em trabalhos anteriores de nosso
laboratdric utilizando o modelo de hipertensao por inibicdo da sintese de

oxido nitrico, onde foi verificado aumento da lipoperoxidacdo nos
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coragbes dos animais hipertensos (BOCK, 1998). O aumento da
lipoperoxidag@o encontrado no trabalho utilizando o inibidor da sintese
de o6xido nitrico L-NAME pode ter ocorrido por efeito toxico deste nos
6rgaos, ou por lesbes isquémicas causadas pela hipertensdo. Além
disso, os valores de pressao arterial média (7 dias 130 mmHg, 14 dias
116 mmHg, 21 dias 135 mmHg e 28 dias 127 mmHg), sistdlica (7 dias
148 mmHg, 14 dias 134 mmHg, 21 dias 155 mmHg e 28 dias 145
mmHg)e diastolica (7 dias 111 mmHg, 14 dias 95 mmHg, 21 dias 114
mmHg e 28 dias 105 mmHg), encontrados nos animais hipertensos neste
estudo sdo muito menores que o0s valores encontrados nos animais
tratados com L-NAME (21 dias pressdo arterial média 167 mmHg,
pressdo arterial sistélica 192 mmHg e pressdo arterial diastdlica 146
mmHg). Desta forma, a pequena elevacdo da pressao arterial no modelo
de hipertensdo Goldblat 2 poderia ser a explicagdo para ndo ocorrerem
aumentos na lipoperoxidacdo. Complementando este fato, foi
demonstrado que tanto a inibigdo cronica quanto a aguda da sintese de
NO causam lesbes miocardicas isquémicas em ratos, principalmente
fibrose e alguns focos necréticos, que podem ser relacionados com a
acdo de radicais livres. Essas lesdes s&o similares as observadas em
pacientes sofrendo de hipertensdo arterial cronica. Além disso, ratos
com hipertensdo renovascular (Goldblatt), desenvolvem hipertrofia
ventricular esquerda mas nao apresentam estas lesfes isquémicas.
Como as lesdes podem ser devidas a ac&o de radicais livres, e este

modelo ndo apresenta tais lesbGes, o fato de ndo ocorrer aumento da
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lipoperoxidagéo estd de acordo com estes dados (MORENO JR., 1995;

MORENO JR., 1997).

O aumento da LPO foi também demonstrado através das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico em plasma de pacientes com
hipertenséo essencial. Este resultado foi obtido utilizando-se a técnica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que é muito mais

sensivel que a técnica espectrofotométrica utilizada neste trabalho

(RUSSO, 1998).

Em termos de atividade enzimatica antioxidante, foi observado um
pronunciado aumento na atividade da enzima glutationa peroxidase nos
animais com sete dias de hipertensdo, em todos os 6rgdos estudados
(74% no coragédo, 213% nos rins direitos e 196% nos rins esquerdos).
Também foram observados aumentos na atividade desta enzima em
coragbes de ratos, utilizando o modelo de hipertensdo por inibicdo da
sintese de 6xido nitrico (BOCK, 1998), e no plasma de humanos com
hipertensdo essencial (RUSSO, 1998). Estes resultados sugerem uma
maior produgédo de lipoperoxidos aos sete dias de hipertenséo, ja que
estes sdo os principais substratos para esta enzima. Esta elevada
atividade enzimatica poderia contribuir para a manutencdo da LPO em
niveis semelhantes ao controle nesta fase. O notavel aumento da
atividade da GPx frente a uma pequena variagdo da pressdo arterial,
poderia também preparar os tecidos para enfrentar a manutencao da

presséo elevada nas fases subsequentes (14, 21 e 28 dias).
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As enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa S-
transferase n&o sofreram alteragées significativas nos diferentes tempos
de observacdo. No entanto, a variagao da atividade da enzima glutationa
S-transferase no coragdo dos animais hipertensos mostrou estreita
correlacdo com a variagdo da pressao arterial, mostrando que um
aumento da pressao arterial induz um aumento da atividade desta
enzima. Este incremento na atividade enzimatica poderia ser decorrente

de aumentada transcricdo do RNA mensageiro para esta enzima.

Apesar de nédo terem sido observadas alteragcdes na atividade da
enzima catalase neste estudo, trabalhos realizados em humanos
demonstram que os niveis de perdxido de hidrogénio sdo maiores em
pacientes hipertensos do que em normotensos. Da mesma forma, em
pacientes normotensos com risco genetico de hipertensdo, os niveis
desta EAO também sdo maiores em relagdo aos normotensos sem este
fator genético (LACY, 1998). Swei e colaboradores também verificaram
um aumento na concentragdo plasmatica de peréxido de hidrogénio em
ratos hipertensos Dahl sensiveis a sal em relacdo a seus controles

normotensos (SWEI, 1997).

Outro estudo sugere que os niveis de xantina oxidase e &acido
urico se correlacionam com a pressao arterial, estando elevados em
pacientes hipertensos. Assim, a origem do aumento do perdxido de
hidrogénio poderia ser a enzima xantina oxidase, que produz
superdxido, que por sua vez é convertido a peroxido de hidrogénio. A
utilizacado de alopurinol, um inibidor da enzima xantina oxidase que nao

€ "scavenger" de perdxido de hidrogénio, diminuiu a concentracéo deste,
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mostrando que a fonte de perdxido de hidrogénio pode ser esta enzima.
Outra fonte de peréxido de hidrogénio poderia ser o aumento de
leucécitos circulantes observado na hipertensao (LACY, 1998), ou
superoxido proveniente da acdo da cicloxigenase (TADDEI, 1998) e

NADH/NADPH oxidases (RAJAGOPALAN, 1997; ZALBA, 2000).

As evidéncias citadas sugerem que a excessiva producdo de
espécies ativas de oxigénio poderia ser um evento inicial na patogénese
da hipertensdo, precedendo o aumento da pressdo arterial. Esta
producdo de EAO poderia induzir um aumento (observado neste
trabalho) da atividade da enzima glutationa peroxidase, que também

detoxifica peréxido de hidrogénio.

A correlagdo entre tonus arteriolar e peréxido de hidrogénio
plasmatico sugere que animais que tem niveis maiores de perdxido de
hidrogénio podem também ter arteriolas em estado mais contraido.
Porém, a resposta observada ao peroxido de hidrogénio é
frequentemente bifasica em relagdo a contracdo ou dilatacdo, sendo

dependente da concentracdo (SWEI, 1997).

Recentemente, foi descrito um novo modelo de hipertenséo
experimental, através de indugdo de estresse oxidativo por inibicdo da
sintese de glutationa. Sugere-se que este modelo cause hipertensdo por
aumento da oxidacdo e inativacdo de O&xido nitrico, entre outros
mecanismos. Este fato €& corroborado pela diminuicdo da excregdo
urinaria de metabdlitos do Oxido nitrico, e pelo aumento das

concentragcbes de nitrotirosina, que é um dos produtos de reacdo do
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peroxinitrito com proteinas. O alto conteudo de nitrotirosina indica a
interacdo do 6xido nitrico com as espécies ativas de oxigénio. Neste
mesmo trabalho, o tratamento dos animais com vitamina E e vitamina C
reverteu parcialmente a hipertensdo, mostrando efetividade da terapia

com antioxidantes (VAZIRI, 2000).

Sendo o estresse oxidativo uma das possiveis causas da
hipertensdo, varios trabalhos utilizam a terapia com antioxidantes para
minimizar seus efeitos deletérios. Pesquisas realizadas em pacientes
com hipertensdo essencial mostram que a administragdo de SOD néo
diminui a pressao arterial, fato que pode ser explicado em parte pela
pobre penetrancia da enzima no liquido intracelular (GARCIA, 1995),
mas outros trabalhos utilizando SOD modificada quimicamente podem
produzir queda na pressdo arterial (RUSSO, 1998). Foi também
demonstrado que a utilizagcdo de SOD encapsulada em lipossomas é
efetiva na diminuigcdo da hipertensdo causada por infusdo de
angiotensina ll, mas ndo tem efeito sobre a infusdo de noradrenalina,
suportando a hip6tese da relagao da angiotensina Il com maior producao
de superédxido (OSKARSSON, 1997). Antioxidantes como dimetiltiouréia
e fulerenol foram utilizados para atenuar a hipertensdo pulmonar em
ratos, por serem scavengers de radicais livres (LAlI, 1998). Foi
observada diminuicdo nas quantidades de vitamina A e vitamina E em
pacientes hipertensos (RUSSO, 1998). Além disso, em animais com
deficiéncia de vitamina E, foi observado um aumento da inativacéo de
oxido nitrico por radicais superoxido (DAVIDGE, 1998). Outros autores

demonstraram que a utilizacgdo de vitamina C pode ser efetiva na
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reversdo da vasoconstricdo causada por epinefrina (LEMBO, 2000),
pode proteger o Oxido nitrico da inativagdo por superéxido em
concentragdes iguais as presentes normalmente no plasma, sugerindo
um efeito protetor tbnico na vasculatura (DUDGEON, 1998), além de

melhorar a fungdo endotelial em pacientes com hipertensdo essencial

(TADDEI, 1998).

No presente trabalho, ndo foram avaliados os antioxidantes nao
enzimaticos, como a glutationa e as vitaminas, mas pode haver alguma

alteracido destes no modelo de hipertensao experimental utilizado.

Este é o primeiro estudo a caracterizar o perfil oxidativo na
hipertensédo renovascular em ratos. O modelo de hipertenséo utilizado é
extremamente interessante, ja que nao envolve a utilizacéo de farmacos,
mas apenas procedimentos cirurgicos. Portanto, € um modelo com
menos interferentes. Foram determinadas quatro janelas temporais para
observacdo de parametros hemodinamicos e caracterizagdo do perfil
oxidativo. Para dar continuidade a este estudo, seria de extrema
relevancia efetuar o mesmo tipo de avaliagbes em tempos mais
precoces, assim como medir a producdo de anion superdxido no leito
vascular, oxidacdo de DNA e proteinas, além de técnicas de biologia
molecular para avaliar a transcricdo das enzimas antioxidantes

estudadas.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que:

O clampeamento da artéria renal esquerda induziu significativo
aumento da PAS, PAD e PAM, em todos os tempos avaliados,

sem alterar a frequéncia cardiaca.

A lipoperoxidagdo n&o estd aumentada neste modelo nos

tempos avaliados.

As enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa
transferase nao sofreram variagbes ao longo do periodo de

estudo.

Aos sete dias de hipertensao, observa-se uma ativagcdo da
glutationa peroxidase, efeito este que a longo prazo nao se

verifica.

A hipertensdo renovascular promove uma adaptagdo do
sistema antioxidante agudamente, de modo a compensar

possiveis incrementos da oxidagao dos lipidios de membrana.
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