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RESUMO

Neste estudo observamos os efeitos do bloqueio crénico do éxido
nitrico por uma (1s), duas (2s) e quatro (4s) semanas de tratamento sobre
a pressao arterial, frequéncia cardiaca e o controle reflexo da circulagao.

O bloqueio crénico do 6xido nitrico pela L-nitro-arginina-metil-éster
(L-NAME), na agua de beber, aumentou a pressao arterial média (PAM) em
mmHg (1s=144; 2s=153 e 4s=167) de maneira tempo-dependente, quando
comparado ao grupo controle (c=102). Tal aumento foi acompanhado pelo
aumento de consumo de L-NAME e pelo aumento da relagao peso do
coracgaol/peso corporal, um indice de hipertrofia cardiaca.

A frequéncia cardiaca (FC) basal nao foi diferente entre os grupos
tratados e o controle. O reflexo comandado pelos pressorreceptores
estava atenuado significativamente (c=-4,17; 1s=-2,72; 2s=-2,10 e 4s=2,41)
nos animais tratados, enquanto o reflexo cardiopulmonar estava
exacerbado, de forma semelhante, em todos os grupos tratados. E
possivel que a atenuagao do baroreflexo esteja relacionada ao aumento
da sensibilidade do reflexo cardiopulmonar onde houve tanto aumento da
resposta bradicardica em bpm (c=-77; 1s=-109; 2s=-114 e 4s=-122) quanto
da resposta hipotensora em mmHg (c=-14; 1s=-28; 2s=-29 e 4s=-31) . A
resposta hipertensora comandada pelos quimiorreceptores estava
diminuida enquanto a resposta de bradicardia praticamente nao se
alterou. Em todos os reflexos testados a bradicardia reflexa estava normal
ou aumentada. As respostas reflexas normalmente associadas a ativagcao
do ramo simpatico do sistema nervoso auténomo estavam reduzidas
enquanto os quimiorreceptores e os barorreceptores foram estimulados.
Ja a resposta de hipotensdao mediada pelos cardiopulmonares estava
aumentada nos animais hipertensos. Esses dados em conjunto sugerem
um aumento ténico da atividade simpatica periférica reduzindo a reserva
para respostas excitatérias e facilitando as respostas inibitérias.

Alteragcées do sistema renina angiotensina como aumento da
atividade da renina plasmatica nos animais tratados por duas semanas,
nao se correlacionaram com as alteragcées de PAM ou do controle reflexo

da FC. A atividade da enzima de conversao da angiotensina | (ECA) se



correlacionou positivamente com a hipertrofia cardiaca. Nao foram
observadas alterag6es da ECA pulmonar e da aorta.

Alteragcoes da atividade das enzimas antioxidantes mostraram
variagoes tempo-dependentes que culminaram, no grupo de quatro
semanas, com reducdao do estresse oxidativo expresso pela
quimiluminescéncia. Neste tempo de tratamento, o aumento da atividade
da enzima superéxido dismutase indica um papel para o anion
superoxido na fisiopatologia desse modelo de hipertensao.

Finalizando, o bloqueio da sintese do o6xido nitrico em ratos, pela
administragao crénica de L-NAME durante uma, duas e quatro semanas na
agua de beber, induziu hipertrofia cardiaca e aumentou a PAM. Esse aumento
foi maior apés 4 semanas de tratamento. Entretanto, diferentemente do que
esperavamos, as alteracdes do controle reflexo da circulagdo encontradas apos
uma semana, nao foram diferentes das encontradas em 4 semanas, com

excecgao do quimiorreflexo, que foi menor s6 na segunda e quarta semanas.

ABSTRACT

In this study it was observed the nitric oxide blockade effect over one
(1W), two (2w) and four weeks (4w) of treatment in the blood pressure, heart
rate and the reflex control of the circulation.

The chronic blockage of nitric oxide by L-nitro-arginine-methyl-ester (L-
NAME) in the water, increased the mean arterial pressure (MAP/mmHg) in a
time-dependent manner (1w=144; 2w=153; and 4w=167) when compared to
controls (c=102). This increase came with high L-NAME intake and ratio body

weight - heart weight, a cardiac hipertrophy index.



The basal heart rate was not different between treated and control
groups. In treated animals, the reflex comanded by baroreceptors was
significantly attenuated (c=-4,17; 1w=-2,72; 2w=-2,10 and 4w=2,41) in all
treatments while the cardiopulmonary reflex was exacerbated. It is possible that
the baroreflex attenuation may be related to the increased sensibility of the
cardiopulmonary reflex. There was an increased bradycardia in beats per
minute (c=-77; 1w=-109; 2w=-114 and 4w=-122) and hypotensive response in
mmHg (c=-14; 1s=-28; 2s=-29 e 4s=-31). The hypertensive response by
chemoreceptors was diminished, while the bradycardiac response remained
unchanged. In all tested reflexes, the bradycardia was normal or increased. The
reflex responses associated to sympathetic activation were reduced when
chemoreceptors and baroreceptors were stimulated. The hypotension,
produced by cardiopulmonar reflex, was augmented in hypertensive animals.
These data have suggested that there is a tonic increase of periferic
sympathetic activity which reduces its possible excitatory response and
facilitates its inhibitories response.

The alterations in renin-angiotensin system, such as the increased renin
plasmatic activity found in two weeks treated animals, were not related to MAP
alterations or heart rate reflex control. The angiotensin converting enzyme
(ACE) activity was not positively correlationed to cardiac hypertrophy. There
were no alterations in aorta and pulmonary ACE.

Alterations in the antioxidant enzyme activity showed a time-dependant
variation which were higher in the group treated during four weeks. The
oxidative stress measured by chemoluminescence, was also reduced in this

time of treatment. Superoxide dismutase activity was higher, indicating that



superoxide anion play an important role in the physiopathology of this model of
hypertension.

Finally, the nitric oxide blockage in rats by cronic L-NAME administration
in the water, for one, two and four weeks, induced cardiac hypertrophy and
increased in MAP. This increase was higher after four weeks of treatment. The
circulation reflex control alterations found after one week, were not different
from that after four weeks of treatment, except the chemoreflex which was lower

only in the second and fourth weeks.



1. INTRODUGAO

1.1 Hipertensao

As doencgas cardiovasculares representam uma das mais importantes
causas de morte nos paises ocidentais. Aproximadamente um milhdo de
pessoas morrem de doencgas cardiovasculares somente nos Estados Unidos.
Um grande numero dessas mortes anuais sdo devidas a infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e doencga renal crénica. Por essas razoes, € de
extrema importancia compreender os mecanismos envolvidos na regulagéo da
pressao arterial e, consequentemente, no suprimento sanglineo a cada érgéo
ou tecido.

A hipertensao arterial, influenciando uma série de doengas,
permanece como uma das causas mais comuns de morbimortalidade nas
sociedades desenvolvidas e em desenvolvimento; estando relacionada a
mudang¢as morfolégicas e funcionais no sistema cardiovascular e no
controle autondmico em humanos e animais (Tipton 1991). Considera-se
que o aumento das pressoes sistélica e de pulso refletem uma redugao da
complacéncia arterial, enquanto aumento das pressoes média e diastélica
refletem um aumento na resisténcia vascular. O limite entre pressodes
consideradas normais e/ou anormais ¢é dificil de definir, mas, por
convencgao, hipertensao sistélica supde valores de pressao sistélica
acima de 160 mmHg em pressao diastélica normal. Hipertensao diastoélica

esta presente quando a pressao diastélica em repouso excede 90 mmHg.



Em condi¢c6es normais, a pressao arterial deve ser mantida em uma
estreita faixa de variagcao, permitindo uma adequada perfusao tecidual. A
manuteng¢ao dos niveis pressoéricos dentro de uma faixa de normalidade
depende de variagdes do débito cardiaco, da resisténcia periférica ou de
ambos. Um grande numero de substancias e de sistemas fisiolégicos que
interagem de maneira complexa, e com redundancia de controle, estao
envolvidos ndo s6 na manutengao, como na variagdio momento-a-
momento da pressao arterial (PA). Esses sistemas regulam o calibre e a
reatividade vascular, a distribuicao de fluido dentro e fora dos vasos e o
débito cardiaco nas mais diversas situagcoes fisiologicas (Krieger et al.
1999).

Atualmente, quando se fala em fisiopatologia da hipertensao
arterial, além de citar o papel do controle neural, tem-se destacado a
participagcao do endotélio vascular, principalmente do éxido nitrico (Bohr
& Dominiczak 1991, Dominiczak & Bohr 1995).

Para melhor entender o envolvimento do endotélio e do 6xido
nitrico nos processos hipertensivos, algumas consideragoes serao feitas

envolvendo essas imprtantes participagoes.

1.2 Endotélio

As artérias sdo 6rgaos complexos cuja parede € um conjunto ativo e
integrado composto por células endoteliais, células musculares lisas e

fibroblastos, ligados uns aos outros por uma rede de interagdes autdcrinas e



paracrinas, capazes de se adaptar a multiplas variagbes hemodinamicas e
mecanicas (Gimbrone, Jr. et al. 1997). O vaso é capaz de perceber mudangas
no seu interior e de se adaptar a longo prazo a determinadas condigdes
hemodinamicas, modificando-se por producao local de mediadores, fatores de
crescimento e substancias vasoativas, que influenciam tanto estrutura, levando
a alteracao celular e remodelamento de matriz, como funcao (Tulis et al. 1998),
desencadeando um processo complexo e dindmico denominado
remodelamento vascular (Luscher and Noll 1995a).

O endotélio esta estruturado como uma camada unica de células
disposta entre a musculatura lisa e o0 sangue, numa posicao
anatomicamente estratégica dentro da parede do vaso sangiiineo, entre o
sangue circulante e o musculo liso vascular. Nesta posi¢cao, as células
endoteliais sao estimuladas por sinais hemodinanicos e humorais, sendo
como um efetor de respostas biolégicas que podem eventualmente afetar
a estrutura do vaso (Tulis et al. 1998, Luscher & Noll 1995a). Durante
muitos anos, o endotélio foi considerado apenas como uma barreira fisica
e “permeavel”, protegendo as células do musculo liso vascular da adesao
de leucécitos e plaquetas (Moncada et al. 1989, Nathan & Xie 1994).
Entretanto, dados pioneiros de (Furchgott & Zawadzki 1980) mostraram
que as respostas vasculares para acetilcolina e a outros agentes, sao
dependentes da integridade funcional do endotélio, demostrando sua
acao moduladora sobre o tonus vascular e sobre a atividade contratil da
musculatura lisa subjacente.

O endotélio participa ativamente da manutenciao da homeostase

vascular pelo balango entre substancias vasodilatadoras, como 6éxido



nitrico (NO) (Palmer et al. 1987), prostaciclinas e um fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) e vasoconstritoras como endotelina,
prostaglandina-H2, tromboxano-A2, angiotensina Il (Rubanyi 1993)
(FIGURA1). Alteragoes nas condicoes hemodinamicas ou de fatores
humorais podem resultar no desequilibrio destas forgcas moduladoras,
favorecendo a vasoconstricao (ou vasodilatagao) e contribuindo para o
aumento da resisténcia periférica vascular (Carvalho et al. 1995). A
hipertensao essencial pode ser citada como exemplo de uma condi¢ao no
qual o relaxamento dependente do endotélio esta anormal (Lahera et al.
1997).

Além disso, muitos trabalhos tém demonstrado a importancia do
endotélio na regulagao de varias respostas vasculares. As células endoteliais
regulam a proliferacdo de mondcitos (Pakala & Benedict 1999), o ténus
vascular (Moncada et al. 1991), a inflamagdo, o metabolismo lipidico
(Gimbrone, Jr. 1999), o crescimento celular, a migragao celular e a integracéo
com matriz extracelular (Weissberg 1999) através de mecanismos mediados
por receptores. Moléculas de adesédo expressas pelo endotélio agem como
iniciadores criticos para a resposta inflamatéria, mediando a passagem de
leucdcitos da circulagéo para o tecido (Gibbons & Dzau 1994).

A maioria das complicagbes cardiovasculares esta relacionada a
alteragdes na estrutura e fungéo vascular, e uma perda da fungcédo endotelial
estd associada ao envelhecimento (Luscher et al. 1990) e a hipertensao
(Vanhoutte 1989). A disfungcdo endotelial pode, entdo, ser considerada como
uma das mais importantes causas fisiopatolégicas que atuam no

desenvolvimento da doenga cardiovascular (Taddei et al. 1995).
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FIGURA 1 - Substancias vasoativas derivadas do endotélio. O endotélio é a
fonte de fatores de relaxamento (direita) e de contracao vascular (esquerda).

AT, angiotensina; Ach, acetilcolina; ADP, difosfato de adenosina; Bk,
bradicinina; cAMP/cGMP, monofosfato de adenosina/guanosina ciclico; EDHF,
fator hiperpolarizante derivado do endotélio; 5-HT, 5-hidroxitriptamina
(serotonina); ET, endotelina-1; L-Arg, L-arginina; NO, oxido nitrico; PGlop,
prostaciclina; TGF (1o , fator de transformacdo do crescimento [lp; Thr,

trombina; TXAp, tromboxana As. Os circulos representam os respectivos

receptores. L-NMMA, NG-Monometil L-Arginina, inibidor da NO sintase;

Ouabaina, inibidor da Nat-K* ATPase. (Esquema adaptado de Luscher & Noll

1995b).



1.3 Oxido nitrico

Desde os primeiros achados de (Furchgott & Zawadzki 1980)), e pela
comprovagao de Moncada et al. (1991), o éxido nitrico tem sido envolvido em
muitos processos fisiolégicos e fisiopatoldgicos, incluindo uma variedade de
doengas cardiovasculares (Moncada et al. 1991), sendo atualmente
considerado o paradigma da dilatagao dependente do endotélio.

O éxido nitrico € uma molécula gasosa e reativa que funciona em altas
concentragbes como defesa a patdégenos e células tumorais, e em baixas
concentragbes como um sinal em diversos processos fisiolégicos, incluindo
regulacéo do fluxo sangiiineo, neurotransmissdo, aprendizado e meméria. E
um notavel sinalizador celular devido a seu baixo peso molecular e rapida
difusdo, habilidade para permear as membranas celulares (natureza lipofilica),
propriedade que elimina a necessidade de receptores ou da presenca de
enzimas proteoliticas para NO (Crane et al. 1997)

Na fase gasosa, o NO reage com o oxigénio formando dioxido de
nitrogénio (NO;). Porém, na fase aquosa, forma nitrito. In vivo, nitrito
reage com varias espécies ativas (p.ex. oxihemoglobina), e um produto
final estavel é formado podendo ser medido no plasma, o nitrato. O NO
tem alta afinidade pelo grupo heme e portanto reage com metaloproteinas
como a hemoglobina e a guanilato ciclase soluvel. A ativagcao desta ultima

enzima, leva a formagao da guanosina ciclase 3’5’-monofosfato (GMPc),



que nas células da musculatura lisa vascular, leva a diminuigao do calcio
intracelular com consequente relaxamento (Szabo 1995).

Em condicdes fisiologicas o NO provavelmente atua como um
importante “scavenger” de radical livre, como o anion superéxido (O;),
limitando a toxidade associada com estas moléculas, inibindo a
agregacao plaquetaria e a adesao leucocitaria na célula endotelial.

Em macréfagos, a fungao biolégica do NO e de seus produtos de
degradacao é conter e eliminar organismos invasores, demostrando que
o NO também tem efeitos citotéoxicos diretos. O NO ao reagir com o
radical superoéxido, por exemplo durante a septicemia, acaba formando
produtos finais que incluem o peroéxido nitrito (OONO’; um potente e
reativo oxidante) e diéxido de nitrogénio, que em solugdao aquosa forma
acidos nitrosos e nitricos, e disso nitrito e nitrato, que estao elevados na
septicemia (Grunfeld et al. 1995).

Existem atualmente evidéncias convincentes de que o NO é um
importante mensageiro molecular que desempenha um papel critico no
relaxamento vascular, na transmissao neuronal e na modulagao imune
(Moncada et al. 1991). A importancia do NO para a homeostase
cardiovascular pode ser demonstrada pelo bloqueio agudo (Lahera et al.
1991, Moncada et al. 1989, Palmer et al. 1987) ou crénico (Ribeiro et al.
1992) da sintese do NO por L-Nitro-arginina-metil-ester (L-NAME) que
levam a hipertensao arterial. Foram observadas alteragbes no
mecanismos autonémicos (Cunha et al. 1993, Scrogin et al. 1998) e na
sensibilidade do baroreflexo (Vasquez et al. 1994b) envolvidos no

controle cardiovascular na hipertensao induzida por bloqueio da sintese



do NO. Reducgao na variabilidade da PAM apés bloqueio agudo também se
observa em animais submetidos a sobrecarga salina (Lacchini et al. 2001).
Além disso, muitos trabalhos tém demonstrado que o modelo
experimental de hipertensao por bloqueio da sintese do NO esta
frequentemente associada com resisténcia periférica a agao da insulina,
sugerindo a necessidade de estudos que elucidem as possiveis
correlagoes entre estas alteragoes fisiolégicas. (Scherrer et al. 1994,
Angelis Lobo et al. 1999)

A biossintese do NO no organismo ocorre via oxidagao da L-arginina é
catalisada pela enzima NO sintase (NOS), com a participacdo da forma
reduzida do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotidio (NADPH) como um
doador de elétron. Um esquema geral da reagao da NO sintase é ilustrada na
Figura 2, onde observa-se que a conversao da L-arginina para L-citrulina e NO,
catalisada pela NOS, é uma oxidagao de cinco elétrons de um dos nitrogénios
guanidinicos da L-arginina. O primeiro passo, a oxidagdo de dois elétrons, é
uma hidroxilagdo que forma NG-hidroxi-L-arginina como um produto
intermediario ligado a enzima. O segundo passo, uma oxidagao de trés elétrons
envolve remogao de elétron, inser¢gao de oxigénio e quebra da ligagdo carbono-
nitrogénio para formar L-citrulina e NO. O mesmo doador de elétrons, a forma
reduzida do NADPH, é requerido em ambas as etapas. Os atomos de oxigénio
que sao incorporados ao NO e a L-citrulina derivam-se de moléculas distintas

de oxigénio (Andrew & Mayer 1999).
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FIGURA 2 - Reacao de sintese do NO (Andrew & Mayer

1999)

1.4 Controle reflexo da presséao arterial

E de fundamental importancia que a presséo arterial seja mantida dentro
de uma estreita faixa de variacdo. Varios sdo os mecanismos que regulam a
pressdo arterial, classificados genericamente como mecanismos locais,
hormonais e neurais. Os mecanismos neurais transportam informacgdes
periféricas, tais como nivel pressérico, volemia, pH e temperatura, através de
receptores especificos, e enviam estas informagcbes a areas do sistema
nervoso central envolvidas na integragao das respostas. Através de alteragdes
de tébnus simpatico e vagal, respostas especificas dos o6rgaos efetores
(coragao, vasos de resisténcia e vasos de capacitancia), contribuem para a
estabilizacdo e manutencado da pressao arterial, ampliando a capacidade do
organismo de sobreviver e de se adaptar(Franchini & Cowley, Jr. 1996).

Dentre os mecanismos neurais responsaveis pela regulacdo momento a
momento da pressao arterial estdo os pressorreceptores, os comandados pelos

quimiorreceptores e aqueles comandados pelos receptores cardiopulmonares.



1.4.1 Pressorreceptores

Os pressorreceptores arteriais, mecanorreceptores sensiveis as
deformacbes vasculares e presentes principalmente no seio carotideo
(pressorreceptores carotideos) e na crossa da aorta (pressorreceptores
aorticos), devido ao acoplamento de sua atividade com o ciclo cardiaco e de
sua alta sensibilidade de detectar as alteragbes agudas de presséo arterial,
constituem o principal sistema de regulacao reflexa neural de ajuste momento-
a-momento da pressao arterial (Krieger 1970, Guyton et al. 1980).

Os pressorreceptores arteriais dao origem a um complexo arco reflexo
constituido por fibras aferentes (nervo do seio carotideo e nervo depressor
aortico), integragcado central (amigdala, hipotalamo lateral, nucleo parabraquial
da ponte) (Franchini et al. 1994) e eferéncia representada pelo sistema nervoso
simpatico que atua no coragdo e nos vasos, e pelo sistema nervoso
parassimpatico (nervo vago) que atua no coragdo. Assim sendo, através do
reflexo comandado pelos pressorreceptores adrticos e carotideos, o sistema
nervoso central mantém uma eficiente regulagéo sobre o débito cardiaco e a
resisténcia periférica, regulando a pressao arterial.

Embora os receptores arteriais sejam capazes de se adaptar aguda e
cronicamente a altos niveis de PA (Krieger 1989), a disfungcéo baroreflexa tem
sido documentada na hipertensdo arterial e em outras doencas
cardiovasculares em estudos clinicos e experimentais (Irigoyen & Krieger 1998,
Zanchetti & Mancia 1991). Ha dados na literatura sugerindo que a atenuagao

do baroreflexo pode ser causa (Gordon et al. 1981) e/ou consequéncia



(Zanchetti & Mancia 1991) da hipertensao. As alteragdes do controle reflexo da
freqUéncia cardiaca (FC) ou da atividade simpatica renal na hipertensao pelo
bloqueio da sintese do 6xido nitrico sdo controversas, havendo demonstragdes
de aumento nado alteracdo ou redugao da sensibilidade dos pressoreceptores
(Vasquez et al. 1994a, Banting et al. 1996, Scrogin et al. 1994b). Sao poucos
os dados sistematicos obtidos durante o curso temporal da hipotensao por L-

NAME.

1.4.2 Cardiopulmonares

Estudos realizados em animais e em seres humanos tém demostrado
que o controle reflexo do sistema cardiovascular depende também dos
receptores cardiopulmonares (Zanchetti & Mancia, 1991). Os receptores
cardiopulmonares estdo localizados em diferentes estruturas da regido
cardiopulmonar, incluindo atrios, ventriculos, vasos pulmonares e parénquima
pulmonar (Krayer,1961, Kappagoda et al. 1972).

A presenca no coracao de receptores capazes de alterar o sistema
cardiovascular foi descrita ha mais de 100 anos, com a observacdo de que
injecbes intravenosas de alcaldéides do veratrum em cées, causavam
diminuicdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, sendo que essas
respostas eram inibidas pela vagotomia bilateral (Bezold & Hirt, 1867). O
estudo dos efeitos cardiovasculares dos alcaléides do veratrum mostrou que os
receptores para esse reflexo estavam localizados no coragao, principalmente
nos ventriculos. A via aferente é representada pelo vago e a via eferente

determina tanto uma inibicdo do sistema simpatico para os vasos, como uma



estimulacao vagal para o coragao. Outras substancias, quando administradas,
também foram capazes de determinar o mesmo tipo de resposta, sendo que
esse reflexo recebeu o0 nome de Bezold-Jarish.

A avaliagcdo da sensibilidade dos reflexos cardiopulmonares em
condigdes normais ou fisiopatoldégicas em animais, pode ser realizada através
da ativacao ou da desativacido dos receptores cardiopulmonares.

A ativacao do reflexo de Bezold-Jarish, em animais, pode ser realizada
por estimulagdo quimica ministrando agentes farmacolégicos. Existe um
grande numero de substancias quimicas que estimulam as terminacgoes
aferentes vagais, chamadas fibras-C vagais, no coragao e pulmdes, produzindo
respostas depressoras. Dentre essas substancias, a serotonina (5HT) € uma
sustancia usualmente utilizada por sua especificidade em estimular apenas as
fiboras-C vagais existentes na regido cardiopulmonar (Thoren, 1979)
estimulando os pressorreceptores arteriais. Essa estimulacdo determina
hipotensdo e bradicardia que caracteriza o reflexo de Bezold-Jarish.
Recentemente, foi demonstrado que ratos com diabetes experimental que
foram ministrados com estreptozotocina, apresentaram o reflexo
cardiopulmonar preservado quando estimulado quimicamente com serotonina
mas tamponado durante a expansao de volume (Oliveira et al. 1999, Thoren
1979).

O reflexo de Bezold-Jarisch tem sido testado em diferentes modelos de
hipertensdo experimental, mas os resultados nao sao comparaveis. Ha relatos
de atenuagdo em ratos espontaneamente hipertensos (Verberne et al. 1988,
Thames & Johnson 1985) assim como relatos de sensibilizagdo em animais

tratados com bloqueadores do NO (Araujo et al. 1995).



Nao sdo conhecidas as alteragdes desse reflexo durante o curso

temporal da hipertensao pelo bloqueio do NO.

1.4.3 Quimiorreceptores

Os quimiorreceptores se localizam no arco adrtico e no seio carotideo,
incorporando-se aos nervos vago e glossofaringeo. Projetam-se ao nucleo do
trato solitario em sua porcdo mais lateral (Marshall et al. 1994). As fibras
aferentes quimiosensiveis disparam a cada diastole e sao estimuladas,
principalmente, durante alteragbes das pressdes parciais de oxigénio (PO2) ,
gas carbdnico (PCO2) e pH (Franchini & Krieger 1992).

A resposta a estimulagcdo dos quimiorreceptores € bastante ampla,
envolvendo primariamente os centros respiratérios, aumento da ventilacdo
(freqUéncia respiratoria e volume de ar corrente) e alteragdes na regulagao
cardiovascular (queda da FC seguida de aumento da PA), além da reacao de
alerta (Marshall et al. 1994).

Uma forma eficiente de se estimular os quimiorreceptores periféricos € a
administragdo endovenosa de cianeto de potassio KCN, (Franchini et al.,
1992). Doses baixas de KCN desencadeiam um comportamento de alerta,
acompanhado de taquipnéia seguido por taquicardia e hipertensdo, enquanto
que a administracdo de doses altas de KCN determinam intensa bradicardia e
aumento da pressao arterial (Franchini et al , 1992 ; Daly MB & Tatons A. ,
1979)

Na hipertensao arterial, ha evidéncias sugerindo alteragdo da resposta

cardiovascular e mesmo de resposta respiratoria desencadeada pelos



quimioreceptores periféricos. E provavel que essa alteracdo seja secundaria a
elevacdo de pressao arterial, ndo se descartando que, em algumas
circunstancias haja participagao discreta dos quimiorreceptores na génese da
hipertensdo arterial. Do ponto de vista anatomo-patolégico, € descrito que
individuos hipertensos possuem corpos carotideos aumentados, com
alteragdes estruturais nas paredes dos vasos intra-glomicos (Trzebski 1992).
Estudos experimentais em ratos (Franchini, 1992) demonstraram
hiperreatividade do reflexo comandado pelos quimiorreceptores periféricos em
ratos espontaneamente hipertensos. Demonstraram também a acao ténica dos
quimiorreceptores sobre a PA (Franchini, 1992) assim como o efeito de
desnervacado carotidea em reduzir tonicamente a atividade simpatica renal
(Irigoyen et al. 1991). Ndo existem dados sobre o controle quimiorreflexo da

circulagao na hipertensao pelo bloqueio da sintese do NO.

1.5 Espécies Ativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

A produgado de energia no organismo provém, em ultima instancia, de
processos oxidativos que implicam em consumo de oxigénio e produgao de
diéxido de carbono.

As espécies reativas de oxigénio (EAO) sao fortes oxidantes e as células
apresentam varios mecanismos de protecio contra elas.

O radical superoxido € convertido até perdxido de hidrogénio (H20;) pela
enzima superoxido dismutase (SOD), que é encontrada em quantidades
elevadas nas células de mamiferos e que acelera a reacdo a 10* vezes a

freqUéncia para dismutagao espontanea num pH fisiolégico (Reagéao 1).



Reacao 1
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Por sua vez, o H,O, é metabolizado a agua e oxigénio por duas
importantes enzimas intracelulares: a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx) (reacao 2).

Reacéao 2

H,0, + H,0,—*"* 5 0, + 2H,0

A catalase desempenha um importante papel na eliminacdo do H,O,,
promovendo a sua catélise até agua.

A GPx também funciona como mecanismo de protecdo contra o
estresse oxidativo, convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG), removendo H,O, e formando agua (reacao 3) (Ferrari et al.,

1985).

Reacao 3
2GSH + H,0,— GSSG + 2H,0

Como as EAO sao continuamente formadas em pequenas quantidades
pelos processos normais do metabolismo, todas as células aerdbias possuem
mecanismos para mitigar seus efeitos agressivos. A organizacao estrutural da
célula é, por si s6, importante para a separagcdo dos reagentes das reagoes de
formagao de EAO uns dos outros (Dormandy 1978).

Em situacbes de estresse, como na isquemia-reperfusao, tecidos de
mamiferos podem aumentar a producédo de H,O, e outras EAO varias vezes
(Garlick et al. 1987,Pietri et al. 1989, Slezak et al. 1995) demonstraram um
incremento de H,O, da ordem de 250% no momento da isquemia e de 600%

nos primeiros 5 minutos de reperfusdo. Oliveira et al. (1995) demonstraram



uma aumentada resisténcia ao estresse oxidativo em ratos com hipertenséo
por renina alta.

Um dos principais mecanismos de lesdo nestes modelos de estudo, € a
lipoperoxidagcdo (LPO). As membranas das células de mamiferos contém
grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) que podem
sofrer lesdo peroxidativa. Reacdes de lipoperoxidagdo em cadeia, com
subsequiente quebra de membranas celulares e lipossomais, podem ser
induzidas por EAO geradas enzimaticamente. O radical hidroxil e
possivelmente o0 oxigénio singlete reagem com lipidios insaturados de
biomembranas, resultando na geragdo de radicais lipoperoxidos (LOO),
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e produtos da fragmentagdo como o
malondialdeido (MDA), cuja determinacdo é um dos métodos utilizados para
avaliacao do estresse oxidativo.

A baixa concentragdo de SOD e CAT no espacgo extracelular (Salin &
McCord, 1977) resulta na aumentada susceptibilidade dos componentes do
espaco intersticial ao fluxo de EAO. Em principio, qualquer mecanismo que
provoque aumento do consumo de oxigénio tecidual promove incremento da
geracgao de EAO.

O perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) é
importante para a manutengao da integridade celular.

Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse oxidativo
quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes (Sies &

Mehlhorn 1986).



1.6 Hipertrofia cardiaca

O termo hipertrofia € normalmente interpretado como um processo
adaptativo, devido ao aumento da pos-carga que impdéem ao coragao uma
condigdo maior de trabalho, ou ativagcdo de receptores adrenérgicos, como
resultado da atividade simpatica aumentada (Tarazi et al. 1982, Cabral et al.
1988, Morgan & Baker 1991). A hipertensdo é geralmente associada a
modificagdes estruturais dos tecidos cardiovasculares (Head et al. 1991) que
podem ser causadas por efeito direto de hormébnios ou sistemas como o
sistema renina-angiotensina.

Dependendo da dose e do tempo de tratamento pode-se encontrar
reducao do peso do ventriculo e do tamanho do cardiomidcito (Oliveira, 2000)
ou hipertrofia (Arnal et al. 1993).

Outros estudos mostram a hipertrofia em animais tratados com L-NAME
(Lantelme et al. 1994, Scrogin et al. 1994a) o que nos leva a investigar a
ocorréncia da hipertrofia e suas possiveis relagcdes com alteracdes no controle

reflexo do sistema cardiovascular.

1.7 Sistema renina angiotensina

O sistema renina angiotensina (SRA) corresponde a um complexo
sistema hormonal, cujo papel fundamental esta relacionado com o controle da
pressao arterial e homeostasia hidroeletrolitica do organismo (Menard 1993).
Classicamente o SRA ¢é entendido como um sistema enddcrino cuja substancia

ativa, angiotensina Il (Ang Il), € a responsavel pela maioria dos efeitos



fisiologicos observados.

O primeiro componente da cascata bioquimica do SRA é a renina. A
renina é uma enzima proteolitica sintetizada e estocada nas células
justaglomerulares localizadas nas arteriolas aferentes renais. Os pricipais
estimulos para a liberagao desta enzima sao a hipoperfusao renal (produzida
por hipotensédo ou deple¢ao de volume), o aumento da atividade simpatica e a
queda da concentragdo de NaCl nas células da macula densa. A renina é
altamente especifica pelo seu substrato, o angiotensinogénio, sintetizada
principalmente no figado. Do figado, este substrato é secretado para a
circulagao para ser clivado pela renina, gerando o decapeptideo angiotensina |
(Ang ). Este, por perda de dois aminoacidos terminais, € posteriormente
convertido em um octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il). Esta conversao
ocorre pela agdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA), presente
principalmente nas membranas das células endoteliais da circulagdo pulmonar.

As duas agoes classicas da Ang Il atuam no sentido de inverter a
hipovolemia e hipotensao (para melhorar a perfusao tecidual), que sao os
estimulos deflagradores da liberagdao de renina. Primeiro, a Ang Il
promove retencao renal de sédio e agua causando consequentemente
expansao do volume plasmatico. Este efeito é mediado tanto pelo
aumento da secrecao de aldosterona pelo cértex adrenal, como pela
estimulagcao direta da reabsorgcao tubular de sédio, ou ainda pelo seu
potente efeito dipsogénico. Segundo, a Ang Il produz vasoconstricao
arteriolar, elevando a resisténcia vascular sistémica e levando a um
aumento da pressao sanguinea arterial. Interessantemente, o SRA exerce

acoes importantes em ambos os sistemas de controle, determinando os



niveis de pressao arterial e sua variabilidade, ao mesmo tempo em que é
regulado por tais sistemas (Averill and Diz 2000).

Essa visdo classica do SRA, onde o sistema seria essencialmente
dependente da existéncia do horménio circulante para produzir seus efeitos
fisiolégicos, vem sofrendo profundas modificagdes na ultima década. Hoje, o
SRA é visto de forma mais ampla, onde a multiplicidade de funcdes do sistema
€ produto também da acgao “paracrina” e “autécrina” da Ang Il e de alguns de
seus metabdlitos produzidos localmente em varios tecidos.

O SRA é o maior regulador fisiolégico de volume de fluidos corpéreos,
balanco eletrolitico e pressao arterial. Contudo, os mecanismos pelos quais
estas agbes ocorrem ainda ndo sdo completamente entendidos (Carey et al.

1997).

1.7.1 - Sistema Renina-Angiotensina Local

A utilizacao de métodos bioquimicos aliados a técnicas modernas de
biologia molecular permitiram evidenciar a existéncia de muitos componentes
do SRA em tecidos periféricos. A deteccdo de um ou mais mRNAs destes
componentes (angiotensinogénio, renina, enzima conversora e receptores de
Ang IlI) em varios tecidos como glandulas adrenais, rins, coragao, vasos e
cérebro deram suporte a existéncia de SRA locais (Griendling et al. 1993).

Algumas controvérsias existem ainda hoje em relacdo a definicao de
SRA locais. Para alguns autores o termo “SRA local’ apenas se justifica
quando todos os componentes sdo sintetizados “in situ”. Somente nestas

condicbes, o sistema poderia ser considerado como operando de forma



independente do sistema enddcrino (Danser & Schalekamp 1996). Entretanto,
a definicdo de SRA local ndo necessariamente depende da sintese dos
componentes do sistema na mesma célula (Paul et al, 1992). Alguns desses
componentes podem ser provenientes da circulagdo, desde que significantes
passos regulatérios ocorram localmente.

Desta forma, a tendéncia hoje € aceitar que os componentes circulantes
possam ser absorvidos pelos tecidos, mas que os compartimentos dentro
destes tecidos tém também a capacidade de gerar Ang Il com concentragdes
de substrato e cinéticas diferentes ainda desconhecidas (Dzau 1988). Como
exemplo, um conjunto de evidéncias sugere que a Ang Il no coragédo pode agir
como um fator de crescimento (Yamazaki et al. 1996), aumentando a produgao
de uma variedade de proteinas que estdo relacionadas com a hipertrofia
cardiaca (Miyata & Haneda 1994). O horménio mostrou promover uma

resposta hipertrofica em células musculares lisas.

1.8 Enzima Conversora de Angiotensina |

A Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA) é uma dipeptidil
dipeptidase carboxi-terminal, cujos substratos principais sd&o Ang | e
bradicinina, mas também hidrolisa outros peptideos, como a substancia P. A
enzima, ao clivar o dipeptideo carboxi-terminal de seus dois principais
substratos, leva a formacédo da Ang Il, um potente vasoconstritor e inativa o
vasodepressor bradicinina levando a formacao de peptidios inativos. A ECA é
uma glicoproteina integral de membrana, ancorada a bicamada lipidica através

de uma sequéncia de aminoacidos hidrofébicos (17 amino-acidos), localizados



na extremidade C-terminal. A orientacdo da enzima na membrana ocorre de tal
forma que seus sitios cataliticos, presentes na por¢cao amino-terminal, estao
expostos na superficie extracelular (Erdos & Skidgel 1987, Hooper et al. 1987,
Soubrier et al. 1988).

Embora a ECA seja encontrada no plasma, a concentragdo da enzima
neste compartimento corresponde a uma pequena fracdo daquela encontrada
nos diferentes tecidos. Entre os diversos componentes do SRA, a ECA parece
particularmente importante como mediadora e reguladora da producédo de Ang
Il no coracédo, na medida em que possui um amplo espectro de expressao no
endotélio de todos os vasos sanguineos deste 6rgdo, bem como em midcitos e
fibroblastos cardiacos.

Estudos em situagbes patolégicas como hipertrofia cardiaca, indicam
que a ativacdo do SRA local parece desempenhar importante papel na
patogénese do processo. Em trabalhos anteriores foi demonstrado que a
hipertrofia cardiaca, induzida por tratamento crénico com isoproterenol, esta
associada a elevagao da atividade da ECA no ventriculo esquerdo de rato. Os
resultados mostraram que existe correlacdo entre a hipertrofia e a atividade da

enzima (Oliveira et al, 1996).



2. HIPOTESE

A hipertensao induzida pelo bloqueio da sintese do 6xido nitrico
produz alteragoes do controle reflexo da circulagao, tempo dependente, e

relacionadas a adaptagoes bioquimicas e morfométricas do miocardio.



3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi quantificar as alteragées do controle
reflexo da circulagao durante o curso temporal da hipertensao provocada
pelo bloqueio da sintese do 6xido nitrico, bem como avaliar alteragoes

bioquimicas, morfométricas do miocardio e suas associagoes.

Especificos:

- Avaliar a sensibilidade dos reflexos comandados pelos
pressorreceptores, receptores cardiopulmonares e
quimiorreceptores na hipertensao induzida pelo bloqueio da
sintese do 6xido nitrico durante uma, duas e quatro semanas de
tratamento.

- Medir as alteragoes de massa do coragao apdés uma, duas e
quatro semanas de bloqueio do NO e compara-los com o grupo
controle.

- Medir a atividade da renina plasmatica, enzima conversora de
angiotensina plasmatica e tecidual apés uma, duas e quatro
semanas de bloqueio do NO e compara-las com o grupo
controle.

- Medir o estresse oxidativo através da quantificagcao de enzimas

antioxidantes e de lipoperoxidagao pela quimiluminescéncia.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 98 ratos machos Wistar, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Pelotas e da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, com aproximadamente 12 semanas de idade, pesando entre 250 e 300g.
Os animais foram mantidos em caixas individuais, em ambiente com
temperatura controlada (20°C - 25°C) e com um ciclo claro escuro de 12 horas

(das 6:00h as 18:00h).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Grupo Controle Normotenso

Animais que receberam agua e comida ad libitum foram subdivididos

em trés grupos: para avaliagdo da sensibilidade reflexa, para avaliagdo da

funcao vagal e para as medidas bioquimicas.

4.2.2 Grupos Tratados Hipertensos

Animais que receberam L-NAME e comida ad libitum também foram

subdivididos em trés grupos. Um grupo recebeu L-NAME para avaliagdo da

sensibilidade reflexa; outro grupo foi tratado para avaliagdo da fungao vagal e



no terceiro grupo foram feitas as medidas bioquimicas. Os tempos de
tratamento foram os seguintes:

- Uma semana de hipertensao

- Duas semanas de hipertensao

- Quatro semanas de hipertensao

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Inducdo da Hipertensao

Os animais foram tratados com N®-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME,
750mg/l) diluido na &agua de beber durante uma (100mg/kg/dia), duas
(125mg/kg/dia) e quatro (128mg/kg/dia) semanas. A solugao foi trocada a cada

2 dias e/ou suplementada quando necessario.

4.3.2 Procedimento Cirurgico

No dia anterior ao registro de pressao arterial/reflexos, os animais foram
anestesiados com Ketamina (100mg/kg) e Cloridrato de Xylazina (20mg/kg)
para implantacdo dos catéteres de polietileno. As canulas foram preenchidas
com soro fisiolégico 0,9% e heparina sddica (Liquelme-Roche, 5000U) na
proporcao de 0,5ml para 0,02ml, respectivamente, e posicionadas no interior da
aorta abdominal (PE-10, didmetro interno de 0,01 mm), e da veia cava inferior
(PE-50, diametro interno de 0,05 mm). Através de uma pequena incisdo na

regido ingnal esquerda em diregdo ao feixe vasculo-nervoso, as extremidades



das canulas foram introduzidas na artéria e veia femural, para obtengcao dos
registros de pressao arterial, frequéncia cardiaca e administragao das drogas,
respectivamente. As céanulas foram fixadas com fio de algodao, passadas
subcutaneamente, e exteriorizadas no dorso da regiao cervical onde foram
fixadas a pele com fio de algodao. Ao final da cirurgia, os animais receberam
uma Unica injecdo  (0,1ml) intramuscular de penicilina G (Benzetacil®,

Fontoura-Wyeth, 60.000 U).

4.3.3 Registro de Pressao Arterial

Vinte e quatro horas apds a canulagao, estando o animal acordado, a
canula arterial foi conectada a uma extensao de 20 cm (PE-50), permitindo livre
movimentagdo do animal pela caixa (Plexiglas, 25x15x10cm) durante todo o
experimento. A extensédo foi conectada a um transdutor eletromagnético (P23
Db, Gould-Statham, Oxnard, CA, EUA) ligado a um pré amplificador (Hewlet-
Packard 8805C, Puerto Rico, EUA). Os sinais de pressao arterial foram
gravados durante 20 minutos em um microcomputador equipado com sistema
de aquisigado de dados (CODAS, 1Kz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA)
que permitiu a andlise dos pulsos da pressao, batimento a batimento
(frequéncia de amostragem 1000 Hz por canal), para estudo dos valores de
pressao arterial sistdlica, diastolica, média e frequéncia cardiaca. Os valores de

frequéncia cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da pressao arterial.

4.3.4 Coleta de Sangue



Apds 24 horas da medida de pressao arterial/reflexo, procedeu-se a
coleta de 1 ml de sangue através da canula arterial. O sangue foi coletado em
tubos contendo EDTA (3,8%), mantido no gélo, e rapidamente centrifugado a
4°C por 10 minutos a 3000 rpm (Sorvall RC-5B, Du Pont Instruments,
Connecticut, EUA). As amostras foram armazenadas em freezer -70°C para

posterior analise dos niveis plasmaticos de renina.

4.3.5 Peso do coragao e peso corporal

Os animais foram pesados minutos antes de serem mortos e o coragao
foi pesado imediatamente apds a sua retirada. Esses dados foram utilizados
para calcular a relagdo entre o peso do coragédo/peso corporal (indice de
hipertrofia), expressa em mg de coragdo/g de peso corporal. Essa relagcédo &
aceita pela literatura como uma medida adequada de hipertrofia cardiaca no

rato (Kawagushi et al., 1997).

4.4 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE REFLEXA

441 Pressorreceptora

Apds o registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca em repouso
durante 20 minutos, foram injetadas as drogas vasoativas fenilefrina e
nitroprussiato de sddio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA).

Fenilefrina um potente estimulador o4, cuja agao predominante se da

nas arteriolas periféricas causando vasoconstricdo, foi usada para provocar o



aumento da pressao arterial, com consequente bradicardia reflexa comandada
pelos pressorreceptores.

Nitroprussiato de sodio, um potente vasodilatador tanto de arteriolas
como de veias, cuja acao se da por meio da ativacdo da guanilato ciclase e
aumento da sintese de 3’, 5-guanosina monofosfato (GMP ciclico) na
musculatura lisa de vasos e outros tecidos, foi usado para provocar queda de
pressao arterial com consequente taquicardia reflexa comandada pelos
pressorreceptores.

Apds conectar o animal ao sistema de registro, aguardou-se a
estabilizacao da pressao arterial e frequéncia cardiaca aos niveis de repouso,
para dar inicio a gravagao por 20 minutos dos niveis cardiovasculares basais.

A sensibilidade pressorreceptora foi testada através da injecado em bolus
de fenilefrina e nitroprussiato de sédio (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6;
3,2; 8 e 10 pg) de forma randomizada. O volume injetado foi de 0,1 ml em
cada dose, sendo observado um intervalo minimo entre injegcbes para que a
pressao arterial e freqlUéncia cardiaca retornassem aos valores basais de
repouso. Os picos, maximos e minimos, da pressado arterial média foram
registrados apds cada dose de fenilefrina ou nitroprussiato e comparados aos
valores de pressdo arterial média do periodo controle. Para cada dose de
droga injetada, a variagdo maxima ou minima da frequéncia cardiaca foi
comparada com os valores de frequéncia cardiaca do periodo controle,
imediatamente antes da injecdo das drogas, para posterior quantificacao das
respostas.

Os indices de resposta pressora ou depressora foram calculados a partir

da inclinagdo da reta, obtida da variagcdo da PA (mmHg) em relagdo a cada



dose de fenilefrina ou nitroprussiato de sddio (por dose em ug/ul) para cada
rato avaliado. Os valores apresentados representam a média dos indices
obtidos em cada grupo.

Os indices médios de bradicardia e taquicardia reflexa foram
estabelecidos através do calculo da razdo entre as variagbes da frequéncia
cardiaca a da pressdo arterial média (AJFC/ATPAM, para aumentos de
pressédo arterial e ATFC/AYPAM, para quedas de pressao arterial), sendo que a
variacado de presséao arterial foi o estimulo e a variagdo da frequéncia cardiaca
foi a resposta reflexa decorrente deste estimulo.

A sensibilidade do reflexo pressorreceptor também foi analisada através
de uma equacéo logistica sigmoidal (equagéao 4), utilizando o método proposta
por Head & McCarty (1987) e descrito por Potieri, Venezuela, Scavone &
Michelini (1998). Nesta analise utilizam-se o programa Sigmoide v5 cedido por
Geofrey Head. No ajuste da equacgao logistica sigmoidal, as variagdes reflexas
da freqUéncia cardiaca, foram relacionadas com as variagdes da pressao
arterial média. O ganho obtido através da equacéo logistica foi utilizado como

indice de sensibilidade do reflexo pressorreceptor.

Equacéo 4
Y =P+ P2
1+ e P3 (xP4)
Onde P¢ = limite inferior da frequéncia cardiaca; P, = Faixa de variagao

da freqUéncia cardiaca (compreendida entre o limite superior e inferior da
freqUéncia cardiaca); P3 = coeficiente de curvatura da equacgao; P4, = PAMs,
que corresponde ao valor de PAM localizada na metade da faixa de variagao

da FC; G = Ganho ou inclinagcdo da curva entre os pontos de inflexao,



calculado pela seguinte formula: G = -P, (P3/4). O limite superior de taquicardia

reflexa foi calculado através da soma algébrica de P4 e P».

4.4.2 Cardiopulmonar

Assim que os valores de pressao arterial e frequéncia cardiaca mais
uma vez retornaram aos seus valores basais, foi dado inicio as injegdes
endovenosas (0,5; 1; 2; 4; 8; 16ug/kg) de serotonina.

A serotonina estimula receptores cardiopulmonares do tipo 5HT3 que
possuem aferéncias vagais mielinizadas quimiossensiveis, desencadeando o
reflexo de Bezold-Jarisch. O reflexo de Bezold-Jarisch envolve uma diminuicao
do tonus simpatico nos vasos de resisténcia e, uma ativacado das aferéncias
vagais sobre o marcapasso cardiaco. Como resultado, ocorre queda
simultdnea da presséo arterial e frequéncia cardiaca. Para cada inje¢cao da
droga, as variagbes de pressao e frequéncia minimas, foram registradas por
um periodo de dez segundos antes e quinze segundos apds a injecao da
droga. Esses valores foram comparados com os valores basais imediatamente
antes das injegcbes, para posterior quantificagcdo das respostas. As doses
subsequentes s6 foram administradas apds os parametros cardiovasculares
terem retornado aos niveis basais de repouso.

As respostas hipotensoras decorrentes da diminuicao do tono
simpatico nos vasos de resisténcia e bradicardicas, provocadas pela
ativagcao da eferéncia vagal sobre o coragao, que caracterizam o reflexo
cardiopulmonar Bezold-Jarisch, foram consideradas para quantificar a

sensibilidade do reflexo cardiopulmonar.



4.4.2.1 Bloqueio farmacoldgico

O bloqueio farmacolégico do sistema nervoso parassimpatico foi
realizado em outro grupo de animais, através da administracdo endovenosa de
um anti-colinérgico (Atropina, 4mg/Kg, Sigma — EUA), verificando-se a resposta
as injecbes de serotonina (presséao arterial e frequéncia cardiaca) 15 minutos

apos a administracado da atropina.

4.4.3 Quimiorreceptora

Apos os parametros cardiovasculares terem retornado aos valores
basais, o reflexo comandado pelos quimiorreceptores foi testado através de
injecoes endovenosas de cianeto de potassio (KCN, Merck).

KCN produz hipdxia histotéxica, pela combinagdo com a hemoglobina,
diminuindo a producdo de ATP, o que por sua vez estimula as células
quimiorreceptoras, desencadeando o quimiorreflexo. Em resposta a sua
estimulagdo, ocorre intensa bradicardia seguida de aumento da pressao
arterial.

Para testar a sensibilidade quimiorreceptora foram feitas injecbes em
bolus de dose crescentes de KCN ( 60, 100, 140, 180 ug/kg, Franchini et al.,
1996). O volume injetado em cada dose variou entre 0,10 e 0,15 ml.
Simultaneamente, sinais de pressao arterial e frequéncia cardiaca foram
registrados por um periodo de 10 segundos antes e 15 segundos apds a
injecdo da droga para analise posterior. Os valores de bradicardia

imediatamente antes do aumento da pressao arterial, assim como os valores



maximos de pressao arterial, obtidos pela comparagao entre os valores basais
e aqueles encontrados apés a injegao do KCN, foram usados para quantificar
as respostas da frequéncia cardiaca e da pressao arterial provocadas pela
ativacdo dos quimiorreceptores. As doses subseqientes s6 foram
administradas apos os parametros cardiovasculares terem retornado aos niveis
basais de repouso. Para quantificagdo das respostas de cada injegao da droga,
as variacoes de frequéncia minima e de pressao maxima, foram comparadas

com os valores basais imediatamente antes das injecdes.

4.5  ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1 Morte dos animais e preparo do material de estudo

Os animais pertencentes aos grupos de dosagens foram pesados e
sacrificados através de decaptagao. O sangue foi coletado e centrifugado por
cinco minutos a 3000rpm em centrifuga refrigerada, entre 0 e 4°C (Sorval RC
5B-rotor SM24, Du Pont Instruments, EUA), para separagéo do plasma. Os
glébulos vermelhos foram lavados trés vezes em solugao fisiolégica e mantidos
na geladeira (sem congelar). As amostras consistiram de 75ul de glébulos
lavados, adicionados a 500ul de soro fisiologico. A analise da
quimiluminescéncia foi realizadas no mesmo dia ou no maximo no dia seguinte.
Para determinacao da atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase e
glutationa peroxidase foram tomados 100ul da solugéo contendo os glébulos
vermelhos lavados. Essa solugao de globulos vermelhos foi diluida em 1 ml da

solugcado com 1mM de acido acético e 4 mM de sulfato de magnésio. As



amostras foram congeladas e posteriormente determinadas as atividades das

enzimas.

4.5.2 Dosagem de Proteinas e da concentragdo de hemoglobina

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrao uma solugao de albumina bovina
na concentragao de 1mg/ml (Lowry, 1951). Os resultados foram expressos
em mg de proteina/ml de amostra.

A medida da concentracao de hemoglobina foi realizada de acordo
com o método de cianometahemoglobina. Esse método baseia-se na
oxidagcdao do ferro da hemoglobina pelo ferricianeto de potassio em pH
fracamente alcalino (7,7-8,0). Forma-se metahemoglobina que é
convertida em cianometahemoglobina ao reagir com cianeto de potassio.
Para a realizagcao da medida, foram pipetados 5ml de solugao de Drabkin
(KCN 9 mM e KjFe (CNg)] 0,9mM) e 20 ul de glébulos vermelhos
previamente preparados. A leitura foi feita em espectrofotometro Cary
com comprimento de onda de 546 nm. A concentragcao de hemoglobina

foi expressa em mg/mi

4.5.3 Medida de Lipoperoxidagéo (LPO)

4.5.3.1 Quimiluminescéncia Iniciada por t-BOOH (QL)



O método consiste em adicionar um hidroperdoxido organico de origem
sintética (o hidroperoxido de tert-butii — t-BOOH) a solugdo contendo os
globulos vermelhos, avaliando-se a capacidade de resposta produzida pela
amostra. A base para esse teste reside no fato de os hidroperéxidos serem
espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios da amostra, por
um mecanismo radicalar, e gerando produtos emissores de luz quantificavel.

A quimiluminescéncia foi medida, no mesmo dia em que foi realizada a
coleta de sangue, em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Bromma, Sweden) com o circuito de
coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio. O meio de reagao no
qual foi realizado o ensaio consistiu em 4 mL de uma solugdo tampao de
fosfatos (30mM), contendo KCI 120 mM (pH 7,4), ao qual foi adicionado 10 pnl
dos globulos vermelhos previamente lavados e diluidos em soro fisiologico.
Foram realizadas trés leituras, considerada como a emiss&o basal de luz pelo
homogeneizado. O hidroperoxido de tert-butila foi usado na concentragédo de
400 mM, dos quais foram adicionados 30 uL no meio de reagédo. Foi medida a
emissdo maxima de luz e desta, descontada a emissdo basal do
homogeneizado para fins de calculo. Os resultados foram expressos em
contagens por segundo (cps) por grama de hemoglobina (Gonzales Flecha et

al, 1991).

454 Enzimas antioxidantes

454.1 Catalase (CAT)



A taxa de decomposigdao do peroxido de hidrogénio & diretamente
proporcional a atividade da CAT, e obedece a uma cinética de pseudo primeira
ordem com relagao a este. Desta forma, o consumo de H,O, pode ser utilizado
como uma medida de atividade da enzima CAT.

O ensaio consiste em medir a diminuicdo da absorbancia a 240nm,
comprimento de onda onde ha a maior absorcao pelo peréxido de hidrogénio,
utilizando-se cubetas de quartzo devido a alta energia do comprimento de onda
no qual foram realizadas as medidas.

Para a realizacao das medidas foi usada uma solugao tampao
consti- tuida de fosfatos a 50 mM em pH 7,4. Foram adicionados 955yl
deste tampao e 30ul de amostra (solugcdao de glébulos vermelhos
previamente preparada) na cubeta do espectrofotometro, sendo esta
mistura descontada contra um branco de tampao fosfato. A seguir foram
adicionados 15ul de peréxido de hidrogénio (0,3 mol/l) e foi monitorada a
diminuicao da absorbancia durante dois minutos no comprimento de
onda selecionado.

Os resultados foram expressos em pmoles por mg de proteina

(Boveris & Chance, 1973).

4542 Superoxido Dismutase (SOD)

As superoxido dismutases catalisam a reacdo de dois anions

superoxido, com a consequente formagao de peroxido de hidrogénio, que é

menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a CAT e a



glutationa peroxidase. A velocidade da reagado catalisada pela SOD & 104
vezes maior que a velocidade de dismutacado espontadnea em pH fisioldgico.

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD esta
baseada na inibicdo da reacdo do radical superéxido com o pirogalol. O
superoéxido é gerado pela auto-oxidagao do pirogalol quando em meio basico. A
SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superéxido com o
sistema de deteccéo.

Uma vez que nao se consegue determinar a concentragdo da enzima
nem sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo,
se utiliza a quantificagcdo em unidades relativas. A oxidagédo do pirogalol leva a
formacdo de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420
nm. A atividade da SOD ¢é determinada medindo-se a velocidade de formacao
do pirogalol oxidado (Marklund, 1985).

Para tanto, primeiramente foi efetuada uma curva padrdo usando as
concentracdes de 0; 0,25; 0,5 e 1 unidade de SOD, através da qual foi obtida a
equacao da reta para realizacdo dos calculos. Foram adicionados a cubeta a
solugéo tampao (tris 50mM e EDTA 1mM), 4ul de solugao de catalase (30uM) e
volumes adequados das solugdes de SOD, obtendo-se as concentracdes
desejadas.

No meio de reagdo, foram utilizados 15 ul da amostra de globulos
vermelhos previamente preparada, tampao Tris-Fosfato, 8 ul de pirogalol
(24dmM) e 4 pl de catalase (30uM). O aparelho foi zerado e as leituras
realizadas. A variagao na absorbancia foi acompanhada a 420 nm durante 2

minutos e os resultados expressos em U SOD/mg de proteina.



454.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A amostra foi preparada adicionando-se uma mistura de cianetos para
inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina, a fim de que esta néo
interferisse no ensaio. Para medir a concentragdo de hemoglobina, misturou-se
100 pl da solugéo de glébulos vermelhos com 1ml da solugédo de Drabkin e fez
a leitura a um comprimento de onda de 546nm.

Depois de conhecida a concentracdo de hemoglobina, tomou-se, para
cada 0,6mg/ml de hemoglobina, 100 pl de solugdo transformante que
transforma toda a hemoglobina em cianometahemoglobina inibindo a atividade

peroxidante da hemoglobina.

SOLUCAO DE DRABKIN:
e 8,5% da solugdo de KCN (9mM)
e 66% da solugéo de Kz[Fe(CN)g] (0,9mM)

e (.S.p. 10 ml de agua destilada

SOLUCAO TRANSFORMANTE:
e 50% de KCN (9mM)

e 50% de Ks[Fe(CN)s] (0,9mM)

Como a GPx catalisa a reagcdo de hidroperoxidos com glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducéo
do hidroperdxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o

consumo de NADPH na reacao de reducéo acoplada a reagao da GPx.



Para tanto, na cubeta do espectrofotbmetro, foram adicionados 2,15 pul
de tampao (EDTA 1mM em fosfato de potassio, pH 7,7), 100ul de NADPH
(10mM), 150 pl de hidroperoxido de tert-butil (10 mM) e 50 ul de glutationa
redutase. Foi registrada a absorbancia por um periodo de aproximadamente
um minuto a 340nm, para obtencdo da linha de base. Apds esse momento,
foram adicionados 50 ul de glutationa reduzida (100mM em &cido metaférico a
5%) por mais um minuto. Logo apds foram adicionados 500 ul da amostra
transformada e leu-se por mais um minuto. A atividade da GPx foi medida em
um espectrofotdmetro de marca Varian, modelo Cary. Os resultados foram

expressos em umoles/min/mg de proteina (Flohé & Gunzler, 1984).

4.5.5 Determinacado da Atividade da Renina Plasmatica

A atividade indireta da renina plasmatica foi determinada por
radioimunoensaio (REN-CT2, Cis Bio International) para determinacdo de
Angiotensina | no plasma coletado com EDTA. Este ensaio permite uma
medida indireta da atividade da renina plasmatica. Os resultados sao
expressos como ng de angiotensina | liberados por ml por hora (ng de

Angl/mi/h).

4.5.6 Dosagem da atividade da ECA

A atividade da enzima foi determinada em homogenatos de
coragao, pulmao, rim e aorta. A dosagem da atividade enzimatica em

tecidos foi realizada de acordo com (Oliveira & Krieger, 1995). Os tecidos



foram homogeneizado em tampao borato 0,4 M contendo sacarose 0,32 M,
pH 7,2. Os homogenatos foram centrifugado (3000 rpm, 10 min.) e o
sobrenadante utilizado para as medidas fluorimétricas. 20 ul de amostra
de tecido e 10 ul de soro foram incubados com 480 pul ou 490 ul de Hip-
His-Leu (5 mM) por 15 min para soro e pulmao, e por 30 min para os
demais tecidos a 37 °C. Apos esse tempo a reacio foi paralisada pela
adicao 1,2 ml de NaOH 0,34 N. O produto da reagao, His-Leu, foi medido
fluorimetricamente (365 nm para excitagao e 495 nm para emissao) apos a
adicao de 100 ul de uma solugao de o-phthaldialdehyde (2 % em metanol)
cuja reacgao foi interrompida apés 10 min com a adigao de 200 ul de HCI (3
N) e posterior centrifugacao (3000 rpm, por 10 min., temperatura
ambiente). Nos brancos (To), o homogenato dos tecidos e soro foram
adicionados apdés o término da reagcao com NaOH, com o objetivo de
corrigir a fluorescéncia intrinseca das amostras. Todos os ensaios foram
realizados em ftriplicatas. Em todos os experimentos sao feitas curvas-
padrao, relacionando-se intensidade de fluorescéncia com a quantidade
de produto formado (His-Leu). Os resultados foram expressos em nMoles
His-Leu/ min./mg de proteina ou nMoles His-Leu/min/ml para soro. A
proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se

como padrao albumina bovina (BSA, 1mg/ml).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica dos dados, foi utilizado o software GraphPad

Instat, versao 3.0 para Windows 95 (GraphPad Software, San Diego, California,



EUA). Os graficos mostrados nas figuras foram gerados pelo software MS
Excel 2000.

Para as analises estatisticas dos resultados foram calculadas as
médias e erros padroes das médias. Diferentes testes foram utilizados
para comparagao das médias dos grupos e estabelecer correlagoes.

Para as respostas cardiovasculares foram utilizadas analise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA), quando se fez necessario. O
teste complementar usado foi o teste de TUKEY.

As dosagens bioquimicas foram comparadas entre os grupos
através de ANOVA para dados nao pareados.

O teste de regressao linear foi utilizado para testar correlagao entre
ao dados individuais.

Os valores apresentados sao as médias + erro padrao e foram

considerados significantes quando p<0,05.



5. RESULTADOS

5.2 CONSUMO DE L-NAME

O consumo de L-NAME (mg/kg/dia) foi aumentando gradativamente da
primeira a quarta semana. Esses aumentos em mg/kg/dia foi significativamente
diferente entre os grupos tratados por uma semana (99,91 + 6,59; n=12) e
quatro semanas (128,39 + 7,80; n=13). Quando comparados, uma e duas
semanas (125,38 + 6,94; n=12), a diferenca ndo foi significativa. Estes

resultados estdo apresentados na FIGURA 3.
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FIGURA 3 — Consumo de L-NAME (mg/kg/dia) dos animais tratados por uma
semana, duas e quatro semanas. Os valores representam medias + erro

padréao.

t p<0,05 em relagdo ao grupo de uma semana de tratamento.



5.2 EFEITO DO BLOQUEIO DA SINTESE DO OXIDO NITRICO SOBRE A

PRESSAO ARTERIAL E A FREQUENCIA CARDIACA

O bloqueio da sintese do 6xido nitrico provocou um aumento
significativo da presséao arterial média (mmHg) nos grupos tratados por
uma (144,58 + 7,25; n=12), duas (153,34 + 4,58; n=12) e quatro
semanas (167,63 + 5,51;n=13) em relagao aos controles (102,61 + 1,79;
n=11). A pressao no grupo de quatro semana também foi maior do que
o grupo tratado por uma semana. Os dados de pressao arterial obtidos
dos registros continuos de vinte minutos (batimento a batimento) est&o
apresentados na FIGURA 4 .
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FIGURA 4 — Presséao arterial média (mmHg) durante registro de repouso por

vinte minutos nos grupos estudados. Os valores representam medias + erro

padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

T p<0,05 em relagao ao grupo tratado por uma semana.
A freqliéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) n&o diferiu

significativamente entre o grupo controle (377 + 12,72) e os animais tratados

por uma (395 + 13,67), duas (419 +£16,31) e quatro semanas (406 + 12,01).



5.3 EFEITO DO BLOQUEIO DA SINTESE DO OXIDO NiTRICO

SOBRE A RESPOSTA DA PRESSAO ARTERIAL

5.3.1 Resposta hipotensora ao nitroprussiato de sédio

A resposta hipotensora (indice médio em mmHg) desencadeada pela
injecdo de doses crescentes de nitroprussiato de sdédio, mostrou-se
significativamente aumentada nos animais tratados por uma (5,48 + 1,07;
n=12), duas (7,42 + 1,04; n=12) e quatro semanas (6,71 + 1,07; n=13) quando
comparadas ao grupo controle (2,48 + 0,48; n=11). Nao houve diferenca
considerando o tempo de tratamento entre os grupos. Os resultados séo

mostrados na (FIGURA 5).

5.3.2 Resposta pressora a fenilefrina

A resposta pressora (indice médio em mmHg) desencadeada pela
injegdo de doses crescentes de fenilefrina mostrou-se sem alteragcéo
significativa entre o grupo controle (4,51 + 0,39; n=11) e os tratados por uma
(5,48 + 0,24; n=12), duas (5,67 + 0,28; n=12) e quatro semanas (5,13 + 0,65;

n=13).
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FIGURA 5 — Resposta hipotensora (indice/inclinagao da reta) pela injecdo de

nitroprussiato de sédio. Os valores representam medias + erro padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

5.4 EFEITO DO BLOQUEIO DA SINTESE DO OXIDO NITRICO SOBRE A
SENSIBILIDADE DO REFLEXO PRESSORRECEPTOR ANALISADA

PELO iNDICE DE SENSIBILIDADE

5.4.1 Taquicardia reflexa

A resposta taquicardica (AFC/APAM; indice médio em bpm/mmHg),
decorrentes das quedas de PAM produzidas pelas injecdes de doses
crescentes de nitroprussiato de sdédio, foi significativamente reduzida nos
animais tratados por uma (1,10 + 0,15), duas (0,79 + 0,15) e quatro semanas
(0,98 + 0,10) quando comparados aos controles (3,16 + 0,27) (FIGURA 6). N&ao

houve diferenca entre os grupos tratados.
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FIGURA 6 — Resposta taquicardica (indice médio em bpm/mmHg) decorrente
da injecao de nitroprussiato de sodio. Os valores representam medias + erro

padrao.

* p<0,05 em relacédo ao grupo controle.

5.4.2 Bradicardia reflexa

A resposta bradicardica (indice médio em bpm/mmHg), decorrente dos
aumentos da PAM produzidas por inje¢cdes de doses crescentes de fenilefrina,
nao diferiu significativamente entre o grupo controle (1,58 + 0,14; n=11) e os
tratados por uma (1,76 = 0,23; n=12), duas (1,71 £ 0,19; n=12) e quatro
semanas (1,79 + 0,26; n=13). Os resultados sao representados pelas médias +

erro padrao.

5.5 SENSIBILIDADE DO REFLEXO PRESSORRECEPTOR ANALISADA PELA

CURVA SIGMOIDE



A TABELA 1 e a FIGURA 7 mostram a sensibilidade do reflexo
pressorreceptor para a frequéncia cardiaca, avaliada a partir do ajuste de uma
equacao logistica sigmoidal aos dados de pressao arterial média e freqliéncia

cardiaca.

5.5.1 Ganho médio do barorreflexo

Observou-se uma diminuigdo significante no ganho da equagéao
logistica sigmoidal (bpm/mmHg) entre os grupos tratados por uma, duas e
quatro semanas, quando comparados ao grupo controle. Esses resultados
expressam uma diminuigao no controle reflexo da frequéncia cardiaca, frente a
variagbes da pressao arterial média, provocadas pela injecbes de drogas

vasoativas (TABELA 1; FIGURA 7).

5.5.2 Ponto de equilibrio da curva sigmoide

O ponto de equilibrio da pressdo (PAMsg em mmHg), determinado pelas

corregcbes na frequéncia cardiaca (bpm), visto na curva sigmoéide como
resultado das injecbes em doses crescentes de fenilefrina e nitroprussiato de

sodio, diferiu significativamente entre os grupos (TABELA 1; FIGURA 7).



5.5.3 Variag¢des da frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca maxima, e minima (bpm); e a faixa de variagao da
freqUéncia cardiaca (Abpm) da curva sigmoéide, nao diferiram significativamente

entre os grupos (TABELA 1; FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Apresentacédo grafica do ajuste logistico sigmoidal médio dos ratos

tratados e controles. Os valores representam médias + erro padréo.



TABELA 1 — Sensibilidade do reflexo pressorreceptor para a frequéncia
cardiaca, avaliada a partir do ajuste de uma equacgao logistica sigmoidal aos

dados de pressao arterial média e freqiéncia cardiaca.

Controles 1 semana 2 semanas 4 semanas
(n=10) (n=11) (n=11) (n=09)

Ganho (bpm/mmHg) -4,17+045 -2,72+0,37* -2,10+0,23* -2,41+0,31*

MAPs50 (mmHg) 82,4+39 1345+ 16* 1399+94* 1654 +8,2*;

FC max. (bpm) 653 + 41,5 623 + 43,9 570279 537242

FC min. (bpm) 269 + 171 235 + 18,1 269 + 38,8 241 +394
A FC (bpm) 384 +49,8 387 + 54,2 299 + 50,7 296 + 46,1

Os valores apresentados representam as medias + erro padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

T p<0,05 em relagéo ao grupo de uma semanas de tratamento.

5.6 EFEITO DO BLOQUEIO DA SINTESE DO OXIDO NITRICO SOBRE A

SENSIBILIDADE DO REFLEXO CARDIOPULMONAR

5.6.1 Resposta hipotensora

A queda da PAM (mmHg) induzida por doses crescentes de serotonina
(respostas hipotensoras) foi maior nos grupos tratados por uma (-28,41 + 2,16;
n=12), duas semanas (-28,95 + 2,01; n=12), e quatro semanas (-31,57 + 1,97;

n=13) do que no grupo controle (-14,81 + 2,27; n=11), (FIGURA 8). Entretanto,



o tempo de tratamento ndo modificou a queda da PAM nos animais que

receberam L-NAME.
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FIGURA 8 — Respostas hipotensoras, em mmHg, decorrentes das inje¢des de

serotonina. Os valores representam médias + erro padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.
5.6.2 Bradicardia reflexa

Da mesma forma, a bradicardia reflexa (bpm) produzida pela
estimulacado dos receptores cardiopulmonares pela serotonina, foi maior nos
grupos tratados por uma (-109,28 + 7,99; n=12), duas semanas (-114,73 +
7,44; n=12), e quatro semanas (-122,01 + 7,27; n=13) do que no grupo controle

(-77,84 + 8,38; n=11), (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Resposta bradicardica, em bpm, produzida pela estimulagcao dos
receptores cardiopulmonares pela serotonina. Os valores representam médias
+ erro padréo.

+p<0,05 em relagao ao grupo controle

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE PARASSIMPATICA SOBRE A RESPOSTA
REFLEXA (HIPOTENSORA E BRADICARDICA) PRODUZIDA PELA
ESTIMULACAO DOS RECEPTORES CARDIOPULMONARES COM

SEROTONINA

5.7.1 Reflexo cardiopulmonar apés bloqueio com atropina

O bloqueio com atropina reduziu a resposta hipotensora em todos os
grupos. Entretanto a queda reflexa da PAM continuou sendo maior nos grupos
tratados por uma (-8,09 + 0,90; n=7), duas (-6,46 + 0,83; n=8) e quatro

semanas (-9,95 + 0,90; n=7) do que os controle (-2,32 + 0,92; n=6). Também



houve diferenga significativa na hipotensdo entre duas e quatro semanas de

tratamento (FIGURA 10).
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FIGURA 10 — Resposta hipotensora (mmHg) decorrente das injecbes de
serotonina apods bloqueio com atropina. Os valores representam medias + erro

padréo.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle

# p<0,05 em relagdo ao grupo de duas semana de tratamento.

Da mesma forma, a atropina reduziu de modo importante a
bradicardia reflexa em todos os grupos , abolindo as diferengas
observadas previamente ao bloqueio do vago. Esses resultados sugere
que essas diferencas se deveram ao parassimpatico cardiaco. As
respostas nao diferiram entre os grupos controle (-8,34 + 1,04; n=6), uma
(-8,33 + 1,09; n=7), duas (-6,48 + 1,00; n=8) e quatro semanas (-9,41 + 1,70;

n=7).



5.8 EFEITO DO BLOQUEIO DA SINTESE DO OXIDO NITRICO SOBRE A

SENSIBILIDADE DO REFLEXO COMANDADO PELOS QUIMIOR-

RECEPTORES

5.8.1 Resposta pressora

As respostas pressoras desencadeadas pela estimulacdo dos

quimiorreceptores por doses crescentes de KCN e expressas em variacao

percentual da PAM, aparecem na TABELA 2 e na FIGURA 11.

TABELA 2 - Percentagens das respostas pressoras resultantes

das injecoes de doses crescentes de cianeto de potassio.

Controles 1 semana 2 semanas 4 semanas
(n=11) (n=12) (n=12) (n=13)
100ug/kg (k2) 37,00+ 5,42 26,14 +4,06 42,02 +2,99 36,40 + 3,42
120ug/kg (k3) 48,00+ 5,13 35,64 +478 42,31 +4,01 40,01+ 2,93
140ug/kg (k4) 56,00+ 6,33 33,36 +4,59* 47,68 +5,42 37,22 + 2,46*
180ug/kg (k5) 54,00+ 4,52 33,74 £3,79% 41,27 +3,43* 38,26 + 3,23*

Os valores apresentados representam as medias + erro padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.
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FIGURA 11 — Resposta hipertensora, em percentagem, decorrente das

injecoes de cianeto de potassio (K2=100ug/kg; K3=120ug/kg; K4=140ug/kg;

K5=180ug/kg). Os valores representam medias + erro padrao.

* p <0,05 em relagao ao grupo controle

5.8.2 Resposta bradicardica

A bradicardia reflexa induzida pela estimulagdo dos quimiorreceptores a
partir da FC basal, expressa em variagao percentual, diferiu entre os grupos
tratados por uma (-42,97 + 2,23; n=12) e duas (-55,79 =+ 2,21; n=12) semanas.
Quatro semanas (-50,80 + 2,25; n=13) de tratamento e grupo controle (48,99 +

2,47; n=11) nao diferiram entre si e dos demais grupos (FIGURA 13).
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FIGURA 12 — Resposta bradicardica, em percentagem, as injecdes de doses

crescentes de KCN (K2=100ug/kg; K3=120ug/kg; K4=140ug/kg; K5=180ug/kg).

Os valores representam medias + erro padréo.

T p<0,05 em relagao ao grupo de uma semana de tratamento.
5.8.3 Relacao entre dose (KCN) e efeito (A PAM)

A correlagao linear (FIGURA 13) mostra o comportamento da %PAM
para cada injegcdo de KCN. Observa-se que no grupo controle existe
uma significativa correlagéo positiva (r préximo de 1) entre as doses de
KCN e os aumentos na %PAM, enquanto nos animais tratados esta
correlagao positiva perde significancia.
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FIGURA 13 — Correlagdes entre as doses de KCN (K1=60ug/kg; K2=100ug/kg;
K3=120ug/kg; K4=140ug/kg; K6=180ug/kg) e as variagdes na %PAM. Letra A=
grupo controle (p<0,05); B= 1 semana; C= 2 semanas e D= 4 semanas de

tratamento.

5.9 AVALIACOES MORFOMETRICAS

5.9.1 Peso do coracgao e indice de hipertrofia

O tratamento com L-NAME alterou significativamente o indice de
hipertrofia, porém n&o alterou o peso do coragao. Os animais tratados por duas
e quatro semanas apresentaram um indice de hipertrofia significativamente

aumentado quando comparados aos controles. Nao houve diferenca



significativa quanto ao indice entre uma semana de tratamento e controles

(TABELA 3).

TABELA 3 - indice de hipertrofia dos grupo controle e tratados

Controles 1 semana 2 semanas 4 semanas

(n=6) (n=10) (n=14) (n=17)
Peso(g) 0,73+ 0,17 0,72 +0,11 0,76 + 0,15 0,85+ 0,17
indice (mg/g) 2,8+ 0,11 3,3+0,17 3,6 £0,91* 3,6 +0,15*

Os valores apresentados representam as medias + erro padrao.

*p <0,05 em relagao ao grupo controle

Foi obtida uma correlagéo positiva (r=0,9; p < 0,05) entre a PAM
(mmHg) e o indice de hipertrofia, mostrando que quanto maiores os
valores de pressao arterial maior a hipertrofia cardiaca (FIGURA 14).

S S .

© .

2 D . i

IS ?2 5* 4

o r=0,9

S

©

= 0 : :

60 110 160 210

PAM (mmHQ)

FIGURA 14 — Correlagbes entre a PAM e o indice de hipertrofia cardiaca
(p<0,05).

5.9.2 Peso corporal



O peso corporal dos animais diferiu significativamente entre uma e duas
semanas de tratamento. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
controle e quatro semanas quando comparados entre si € aos demais grupos.
O peso foi obtido no final do tratamento quando foram iniciados os registros de

pressao arterial ou imediatamente antes dos animais serem mortos (TABELA

4).
TABELA 4 — Peso corporal dos animais controle e tratados
Controles 1 semana 2 semanas 4 semanas
(n=11) (n=12) (n=12) (n=13)
Peso (g) 219+ 25 244 + 35 208 + 33% 235 + 26

Os valores apresentados representam as medias + erro padrio.

T p<0,05 em relagdo ao grupo de uma semana de tratamento.

5.10 ANALISES BIOQUIMICAS

5.10.1 Quimiluminescéncia

Os valores de QL nos eritrocitos (contagem por segundo/mg de proteina)
mostraram-se significativamente diferentes entre o grupo tratado por um més
(5185 £ 521; n=5) e os grupos controle (7543 + 296; n=5) e uma semana (7148

+ 509) de tratamento (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — Quimiluminescéncia é apresentada em contagem por segundo

por mg de proteina (cps/mg de proteina). Os valores representam medias +

erro padrao.

*p<0,05 em relagao ao grupo controle.
T p<0,05 em relag&o ao grupo de uma semana de tratamento.

5.10.2 Atividade das enzimas antioxidantes nos eritrocitos

5.10.2.1 Catalase

A atividade da CAT (pmoles/mg de proteina) apresentou-se
significativamente diferente quando comparados o grupo controle (0,804 +
0,047; n=7) com os grupos tratados por duas (1,436 + 0,114; n=7) e quatro
semanas (1,784 + 0,111; n=10). O grupo tratado por uma semana (0,675 +
0,034; n=5) também apresentou diferenga significativa daqueles tratados por
duas (1,436 + 0,114; n=7) e quatro semanas (1,784 + 0,111; n=10), (FIGURA

16).
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FIGURA 16 — Atividade da catalase apresentada em pmoles/mg de proteina.

Os valores representam medias + erro padréo.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

T p<0,05 em relagdo ao grupo de uma semana de tratamento.

5.10.2.2 Superdxido dismutase

Os valores da atividade da SOD (U SOD/mg de proteina) mostraram-se
diferentes significativamente somente entre os grupos controle (14,99 + 2,51;
n=5) e quatro semanas (29,21 + 1,67; n=6) de tratamento. Os grupos tratados
por uma (20,71 + 1,88; n=6) e duas (23,05 £ 2,65; n=7) semanas né&o

diferiram (FIGURA 17).
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FIGURA 17 — Atividade da superdxido dismutase apresentada em U SOD/mg

de proteina. Os valores representam medias + erro padrao.

~ p<0,05 em relagao ao grupo de uma semana de tratamento.

5.10.2.3 Glutationa peroxidase

A atividade da GPx (nmoles/min/mg de proteina) diferiu
significativamente entre os grupos controle (1,24 + 0,09; n=5), uma (3,25 +
0,65; n=5) e duas semanas (4,29 + 0,24; n=5) de tratamento. Os grupos
tratados por duas e quatro (2,03 + 0,46; n=6) também apresentaram diferencga

significativa (FIGURA 18).
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FIGURA 18 — Atividade da glutationa peroxidase expressos em nmoles/min./mg

de proteina. Os valores representam medias + erro padrao.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

# p<0,05 em relagéo ao grupo de duas semana de tratamento.

5.10.3 Atividade da renina plasmatica

A atividade da renina plasmatica (ng de Angl/ml/h) mostrou-se
significativamente diferente entre os grupos controle (0,52 + 0,1; n=9) e duas
semanas (1,09 + 0,22; n=6). Os grupos tratados por uma (0,65 + 0,07; n=7)e

quatro semanas (0,77 + 0,11; n=8) nao diferiram (FIGURA 19).
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FIGURA 19 — Atividade de renina plasmatica (ng de Angiotensina | liberado por

ml/hora). Os valores representam medias + erro padréo.

* p<0,05 em relagao ao grupo controle.

Foi obtida uma correlagéo positiva (r=0,7) entre a renina
plasmatica e a frequéncia cardiaca, mostrando que a frequéncia
cardiaca € maior quando os niveis de renina plasmatica estao
aumentados (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — Correlagao positiva entre a atividade da renina plasmatica (ng de
Angiotensina | liberado por ml/hora) e a frequéncia cardiaca (bpm) (p < 0,05).

5.10.4 Medida da atividade da ECA

5.10.4.1 Renal



A dosagem da atividade da ECA no rim (nMoles His-Leu/min./mg de
proteina) diferiu significativamente entre os grupos controle (5,8 + 0,53; n=8) e
uma (9,1 £ 0,60; n=8) semana. Quatro semanas de tratamento foi diferente de

uma e duas semanas (8,1 + 0,81; n=8) de tratamento. O grupo tratado por

quatro (5,5 £ 0,47; n=10) nao diferiu (FIGURA 21).

o 157
&
~
£
€ © *
S £ 104
Q9
6 2
T o T
0w o DT
Q@
o
e
ot

0

Controle 1 semana 2 semanas 4 semanas

FIGURA 21 — Valores da medida da atividade da ECA no rim (nmoles His-

Leu/min./mg de proteina). Os valores representam medias + erro padrao.

* p<0,05 em relagdo ao grupo controle

T p<0,05 em relag&o ao grupo de uma semana de tratamento

# p<0,05 em relagdo ao grupo de duas semana de tratamento

A medida da atividade da ECA no rim foi inversamente correlacionada
(r=-0,8) com o consumo total de L-NAME, demonstrando que quanto
maior o consumo de L-NAME, menor a atividade da ECA renal (FIGURA

22).
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FIGURA 22 — Correlacédo inversa entre o consumo total de L-NAME e da

atividade da ECA renal (p < 0,05)

5.10.4.2 Ventricular

A atividade da ECA no ventriculo (nMoles His-Leu/min./mg de proteina)
mostrou-se significativamente diferente entre os grupos controle (1,74 + 0,21;
n=7) e duas semanas (2,68 + 0,18; n=9). Os grupos tratados por uma (2,44 +

0,32; n=6) e quatro semanas (1,93 + 0,16; n=9) n&o diferiram (FIGURA 23).
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FIGURA 23 — Valores da medida da atividade da ECA no ventriculo (nmoles

His-Leu/min./mg de proteina). Os valores representam médias + erro padrao.

* p<0,05 em relagédo ao grupo de uma semana de tratamento.

A atividade da ECA no ventriculo estava positivamente correlacionada a
pressao arterial (r= 0,7) indicando que quanto maior a PAM (mmHg)
maior a atividade da ECA no ventriculo (p<0,05) (FIGURA 24).
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FIGURA 24 — Correlagéo positiva (r=0,7) entre atividade da ECA no ventriculo
(nmoles His-Leu/min./mg de proteina) e a PAM (mmHg) (p<0,05).

5.10.4.3 Adrtica

Os valores da medida da atividade da ECA na aorta (nMoles His-
Leu/min./mg de proteina) ndo apresentou-se diferente significativa entre os
grupos controle (64,88 + 7,31; n=8), uma (54,36 + 4,79; n=7), duas (64,99 +
6,19; n=9) e quatro semanas (74,60 *+ 6,41;n=8) de tratamento, porém

apresentou correlagéo positiva com o consumo de L-NAME (FIGURA 25)
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FIGURA 25 — Correlagao positiva (r=0,7) entre atividade da ECA na aorta

(nmoles His-Leu/min./mg de proteina) e o consumo total de L-NAME (ml)

(p<0,05).

5.10.4.4 Pulmonar

Os valores da medida da atividade da ECA no pulmao (nMoles His-
Leu/min./mg de proteina) ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos

controle (189 + 9,31; n=6), uma (212 + 23,40; n=8), duas (193 + 24,04; n=7) e

quatro semanas (171 + 18,43;n=9) de tratamento.



6. DISCUSSAO

O objetivo desta tese foi estudar o efeito temporal do bloqueio da sintese
do oxido nitrico, produzido pelo L-NAME, sobre a pressao arterial, a freqiéncia
cardiaca e o controle reflexo da circulagao: e estudar as alteragcdes bioquimicas
do estresse oxidativo e do sistema renina angiotensina, que ocorrem nesse
modelo de hipertensdo, bem como correlaciona-las com as alteracdes

encontradas no controle reflexo da pressao arterial.

6.1 Pressdo arterial e freqii€éncia cardiaca

O bloqueio da sintese do 6xido nitrico administrado na dgua de beber
produziu aumento da PAM, pressdo arterial sistélica (PAS) e pressdo
arterial diastélica (PAD) em todos os grupos tratados, independente do
tempo de tratamento. Esse aumento ndo foi entretanto, acompanhado de
variagdo da FC basal uma vez que ndo se observou diferenga entre os grupos

tratados e o controle.

Desde a disponibilizagdo dos primeiros bloqueadores da NO sintase
(Rees et al. 1989) ficou demonstrado que o bloqueio agudo ou crénico dessa
enzima foi capaz de aumentar a PA de forma fugaz ou sustentada (Vasquez et
al. 1994; Minami et al. 1995; Gardiner et al. 1990a; Souza et al. 2001; Sander
et al. 1997; Cunha et al. 1993). Em 1989, Rees e col. mostraram que a subita
interrupcdo da sintese de NO com o analogo da L-arginina N® -monometil-L-

arginina (L-NMMA) marcadamente elevou a PA em coelhos, um efeito que foi



revertido pela administracdo de L-arginina. Esse achado foi confirmado em
varias espécies, incluindo o homem (Filep 1993). Esse efeito agudo entretanto,
nao significava que o NO era indispensavel no controle da circulagao de forma
crbnica, uma vez que outros sistemas vasodilatadores poderiam ser
recrutados, a longo prazo, para compensar a deficiéncia do NO. De fato, depois
dos trabalhos de Baylis e col. (1992) e Ribeiro e col. (1982), usando L-NAME
em duas diferentes doses, ficou estabelecido que o bloqueio crénico do 6xido
nitrico pode levar a hipertensao arterial sistémica. Muitos sdo os trabalhos na
literatura que atualmente referem a hipertensao pelo uso dos bloqueadores da
NO sintase (Arnal et al. 1992; Lahera et al. 1992). Entretanto, existem grandes
diferencas quanto ao tempo de tratamento e quanto a dose empregada e
naturalmente quanto aos mecanismos fisiolégicos envolvidos na manutencao
da hipertensdo nessas circunstancias. Por exemplo, a ingesta de L-NAME (60-
90 mg/dia) durante 6 dias promoveu marcada hipertensao (176 + 5 mmHg) em
ratos Wistar machos (250-300g de peso corporal) (Vasquez et al. 1994)
enquanto o consumo de 50 mg/dia durante duas e meia a trés semanas elevou
a PAM para 155 + 13 mmHg, também em ratos Wistar (Banting et al. 1996).
Esse mesmo autor observou que a administragao aguda de L-NAME (50mg/kg,
intraperitonial) elevou a PA de 109 + 10 para 145 + 15 mmHg.

Mais recentemente, (Sander et al. 1997) demonstraram que injegbes
endovenosas de L-NAME produziram aumentos na PAM dose dependente
usando 0,5; 1,0; 2,5 e 5mg/kg de L-NAME em ratos "Sprague-Dawley."

Além de todas essas diferencgas vale lembrar que o uso de bloqueadores
diferentes pode produzir respostas variaveis, dependendo da dose como ja foi

demonstrado por Gardiner e col. (1990b).



E provavel que a hipertensdo obtida pela administracdo aguda ou
cronica de curta duracao (6-8 dias) esteja relacionada mais a alteragdes
funcionais (Mattson & Wu 2000) enquanto que o bloqueio crénico parece estar
associado a complexas alteracdes estruturais, independente do nivel de
pressao arterial atingido. Dados de Ribeiro e col. (1992) mostraram que apds
uma semana de tratamento com L-NAME, a correcido da hipertensdo pela L-
arginina aguda foi apenas parcial. Os mesmos autores mostraram, entretanto,
que a retirada do tratamento apds quatro semanas, regride a hipertenséo,
enquanto Morton e col. (1993) observaram hipertensdo persistente apos
suspensdo da inibicdo do NO depois de quatorze semanas de tratamento. No
presente trabalho a PAM aumentou em todos os grupos tratados, embora esse
aumento tenha sido mais pronunciado apés quatro semanas. Esse aumento foi
acompanhado pelo aumento do consumo de L-NAME da primeira para a
segunda semana, enquanto a PAM n&o se alterou. Somente na quarta
semana, mesmo sem alteracdo do consumo de L-NAME, a PAM aumentou
mais ainda, indicando que outros mecanismos, talvez estruturais, pudessem
estar participando.

Da mesma forma que a PA, diferentes ajustes da FC basal acompanham
variagdes agudas ou crdnicas da hipertensao pela inibicdo do NO. No presente
estudo, néo foi observado alteragbes da FC basal entre os grupos controle e
tratados. Entretanto existem dados na literatura mostrando que o aumento
agudo (por administracdo endovenosa) € acompanhado de bradicardia, um
efeito provavelmente mediado pelos pressorreceptores arteriais (Gardiner et al.

1990a) e dependentes da variagdo aguda da PA. Ja as observagdes feitas até



8 horas apods a ingesta espontanea de uma solugcdo de L-NMMA (Gardiner et
al. 1990a) nao mostrou alteragdes consistentes de FC, salvo na primeira hora.
Considerando que o mecanismo de adaptacdo dos pressoreceptores arteriais
pode se estender até 48 horas, € possivel que os valores de FC basais dentro
de normalidade apds o tratamento com L-NAME sejam devidos nédo s6 a
adaptacdo aguda dos pressoreceptores (Krieger 1989) mas também ao
comprometimento da funcido pressoreceptora nesses animais. De fato,
trabalhos de Silva e col. (1994) demonstraram que o tratamento com L-NAME
reduz a resposta estimulatoria induzida pelo isoproterenol. No presente
trabalho, uma, duas e quatro semanas de tratamento pela ingesta espontanea
de L-NAME na agua de beber, ndo modificou a FC basal. Entretanto, Vasquez
e col. (1994) mostraram taquicardia de repouso em animais tratados por seis
dias, que foi atribuida ou a retirada quase total do vago (Cunha et al. 1993) ou
mesmo ao aumento da atividade simpatica para o coragao (Souza et al. 2001).
Em tratamentos crbénicos (Qadri et al. 1999) de até onze semanas (Angelis et
al. 1999), ndo foram observadas alteragbes tbnicas da fungdo vagal ou
simpatica para o coragao, sugerindo que novos ajustes possam ter ocorrido

durante esse tempo.

6.2 Reflexo pressorreceptor

Um dos mais poderosos mecanismos de controle da PA, momento a
momento, € o comandado pelos pressorreceptores arteriais (Krieger 1970).
Uma atenuagdo do reflexo pressorreceptor pode repercutir na variabilidade

da PAM e da FC determinando ajustes mais ou menos adequados em



situagdes de risco como no infarto agudo do miocdrdio ou na hipertensdo
(Parati et al. 2001). Dessa forma, alteragdes na sensibilidade do controle
reflexo da FC ou da PA podem contribuir para o estado hipertensivo (Cat et

al. 2001).

No presente estudo, observamos redugao da sensibilidade do controle
reflexo da FC especialmente com relagao a taquicardia, em resposta as quedas
de PAM, em todos os grupos tratados. A bradicardia reflexa em resposta aos
aumentos de PAM, nao foi diferente daquela observada nos animais controle.
Nosso objetivo nesse estudo, ao avaliarmos o efeito do tempo de tratamento,
foi melhor entender os achados controversos da literatura (Lantelme et al.
1994; Scrogin et al. 1998), uma vez que a melhora ou atenuagdo do
barorreflexo tem sido documentado. Nossos resultados de atenuacéao
confirmam aqueles obtidos apds tratamento de curta duracéo (7 dias) (Souza et
al. 2001) ou longa duracgao (4-5 semanas) (Lantelme et al. 1994), mas algumas
consideracdes se fazem necessarias. A maior parte dos trabalhos avalia a
sensibilidade pela equagao sigmoide, expressando as variagdes com um unico
valor de ganho (Lantelme, 1994; Souza et al. 2001; Scrogin et al. 1994). Em
nosso estudo avaliamos que o ganho pela equagdo da sigmdide estava
reduzido e podemos ainda acrescentar que esta redugao se deve a taquicardia
reflexa, uma vez que a resposta bradicardica avaliada pelo indice de
sensibilidade, ndo mudou pelo tratamento.

Deve-se ressaltar que nos trabalhos que referem alteragdo da
bradicardia reflexa, seja para aumento de sensibilidade (Vasquez et al., 1994)
ou reducédo (Souza et al. 2001) os animais apresentaram taquicardia basal em
menores tempos de tratamento (6-7 dias). E possivel que nestas circunstancias

(6-7 dias) e durante a hipertensdo de mais longa duracdo (2 a 5 semanas)



diferentes mecanismos na regulacao de FC possam estar participando. Uma
das possibilidades é a de que um aumento do tonus simpatico para o coragao
pudesse estar justificando um aumento da FC basal e uma redugéo na reserva
para aumentos desse FC (Souza et al. 2001) assim como justificaria um
aumento da reserva para quedas de FC (Vasquez et al. 1994). Nossos animais
tratados por 7 dias, entretanto, apresentaram FC basal igual a dos controles,
sugerindo um controle autonémico diferente. Entretanto, a redugao da resposta
de taquicardia poderia indicar ndo s6 um aumento do tonus simpatico como
uma reducado do tonus vagal (Cunha et al. 1993). Vale lembrar que 2 ou 4
semanas de tratamento ndo mudou o padrao de resposta reflexa comandada
pelos baroreceptores, embora ndo possamos excluir mecanismos diferentes
envolvidos em respostas reflexas de igual intensidade.

Observando a variagao total de FC (AFC) obtida pela equacgédo da
sigmoide podemos ver que ndo ha diferenga entre os grupos, enquanto que a
PAMs, e o ganho apresentam variagdes simultédneas. Entretanto os aumentos
de PAM de 63, 69 e 100% em 1, 2 ou 4 semanas de tratamento, sdo
acompanhados de redugdo do ganho de 35, 50 e 43%, indicando que as
mudancas de PA e do controle reflexo resultam de diferentes mecanismos. De
fato, se considerarmos a FC maxima obtida pela sigmodide veremos que ela é
proporcionalmente menor, comecando pelos controles até as 4 semanas de
tratamento, mas as diferengas ndo s&o significativas. Uma analise de
correlacdo entretanto, mostrou uma relagdo inversa entre tratamento e FC
maxima (r=0,9; p< 0,02) indicando que quanto mais longo o tratamento, menor
a reserva maxima de frequéncia cardiaca. Que fatores estariam contribuindo

para isso? Novos ajustes do sistema nervoso autbnomo, ou outras alteragdes.



Um fator a ser considerado € o indice de hipertrofia que estda aumentado em 2
e 4 semanas de tratamento. Esse processo sabidamente pode alterar a
sensibilidade do baroreflexo, sendo considerado um fator determinante na
reducao dessa sensibilidade (Banting et al. 1996). Existem na literatura dados
de que o déficit do baroreflexo esta associado com o desenvolvimento da
hipertrofia em SHR (Head & Adams 1988) e que a regressao da hipertrofia
ventricular esquerda esta associada a uma melhora da sensibilidade dos
receptores cardiopulmonares (Grassi et al. 1988). Esses achados remetem a
uma possibilidade: a de que poderia haver uma ligacdo entre o grau de
hipertrofia cardiaca e o nivel de déficit do baroreflexo. Adams e col. (1995) néo
encontraram em ratos tratados por L-NAME nem hipertrofia cardiaca, nem
reducao da sensibilidade dos pressoreceptores.

Tantas diferengcas e resultados contraditérios devem ser devidos a
diferengcas metodoldgicas tais como duragdo do tratamento, recuperagao da
anestesia, diferentes tempos pos operatorios que foram respeitados para testar
os reflexos ou mesmo diferencas na sensibilidade dos animais ao bloqueio do
oxido nitrico (Forster et al. 2001).

Alteragbes do arco reflexo comprometendo a via aferente, a integragao
central e/ou a via eferente podem ser consideradas como responsaveis pela
atenuacdo do baroreflexo. Os aferentes baroreceptores podem ter sua
atividade modificada pela falta crénica de 6xido nitrico (com o uso de L-NAME),
uma vez que nao existem evidéncias de que a funcio baroreceptora possa ser
afetada pelo Oxido nitrico (Matsuda et al. 1995). Entretanto, dados néao
publicados de nosso laboratério ndo mostraram diferencas na curva de fungao

dos pressoreceptores (atividade do nervo adrtico x PAM) entre ratos normais e



tratados com L-NAME por 7 dias. Existem estudos sugerindo que o NO pode
ter um papel na integragao central do baroreflexo, principalmente no nucleo do
trato solitario (NTS) (Pontieri et al. 1998). Também o NO agindo no NTS
poderia levar a um aumento na PAM e na FC (Matsumura et al. 1998). Além
desses, varios outros estudos indicam um papel para o NO de regulagéo
central dos reflexos (Hirooka et al. 1996, Kagiyama et al. 1997). Dessa forma, a
atenuacdo do controle reflexo da FC observada nesses estudos podem
também ser devidas a ag¢ao central do L-NAME uma vez que esta demonstrado
qgue esse inibidor atravessa a barreira hematoencefalica (Ma et al. 1995).

Como citado anteriormente, alteragdes da fungédo vagal e da atividade
simpatica periférica (Cunha et al. 1993) observadas apds alguns dias de
tratamento, ndo mais sédo detectados apos 11 semanas (Angelis et al. 1999),
sugerindo alteragdes temporais nas vias eferentes do reflexo. Outro
mecanismo que poderia estar envolvido na reducdo de sensibilidade do
baroreflexo, poderia ser a ativagdo do sistema renina angiotensina, uma vez
que estd bem estabelecido o papel da angiotensina na redugdo dessa
sensibilidade (Oliveira et al. 1992, Pontieri et al. 1998). Entretanto, um aumento
da atividade da renina plasmatica s6 foi observada apés duas semanas de
tratamento enquanto que a atenuacdo do baroreflexo ocorreu em todo os
tempos de tratamento. Mesmo a correlacéo positiva entre a atividade da renina
plasmatica e a FC basal ndao parece contribuir para o entendimento da sua
regulacao reflexa, embora maior renina estivesse associada com maior FC de
repouso no grupo L-NAME duas semanas. Desta maneira, parece que a
inibicdo do baroreflexo sobre a FC em todos os tempos de tratamento, poderia

estar associada a alguma alteragao do controle cardiovascular que tivesse



ocorrido também em todos esses tempos.

Uma outra possibilidade que deve ser considerada, € a inter-relacao
entre os diferentes aferentes responsaveis por diferentes reflexos, uma vez que
ja se demonstrou a modulacdo de um grupo de aferentes sobre a funcao

reflexa comandada por outro grupo de receptores (Abboud et al. 1976).

6.3 Reflexo Cardiopulmonar

De fato, o reflexo mediado pelos receptores cardiopulmonares esteve
em fodos os tempos de tratamento, exacerbado nos animais hipertensos no

presente estudo.

A importancia dos reflexos cardiopulmonares na regulagao
cardiovascular tem sido reconhecida ha mais de um século (Bezold & Hirt,
1867). A maioria dos estudos sobre esses reflexos tem sido feita em caes e
gatos, mas nos ultimos quinze anos um crescente numero de trabalhos tem
sido realizados no rato e no homem, inclusive no nosso laboratério (Consolim-
Colombo et al. 2000, Oliveira et al. 1999). Estes receptores estdo localizados
em diferentes estruturas da regido cardiopulmonar incluindo o atrio, ventriculos,
vasos pulmonares e parénquima pulmonar (Kappagoda et al. 1972) o que torna
seu estudo muito dificil. Os sinais neurais seriam conduzidos através de vibras
vagais nao mielinizadas e em menor numero, mielinizadas (Thoren 1979). Os
efeitos reflexos da estimulacéo dos receptores cardiopulmonares podem induzir
alteracbes na mesma direcdo. Por exemplo, a infusdo de volume induz um
aumento simultdneo na FC e na PA (reflexo de Bainbridge) e a ativagédo de

receptores ventriculares mediados pelo vago induz simultaneamente



bradicardia e hipotensao (o reflexo de Bezold-Jarisch). Os sinais aferentes dos
receptores cardiopulmonares sao integrados centralmente no tronco cerebral.

No presente estudo, o reflexo de Bezold-jarish (ou reflexo
cardiopulmonar) foi determinado por inje¢cdes crescentes em bolus de
serotonina e as respostas de FC e da PA, bradicardia e hipotensido, foram
sempre maiores nos animais hipertensos. Essas respostas normalmente sao
medidas por ativagdo do vago, e inibicdo do simpatico, respectivamente
(Thoren 1979). Na hipertensédo renovascular existem relatos de atenuagao do
reflexo cardiopulmonar em coelhos, caes (Kezdi 1976, Mohanty et al. 1986) e
ratos (Thames & Johnson 1985). Na hipertensdo humana tem sido
demonstrado que o reflexo cardiopulmonar esta aumentado, normal ou mesmo
diminuido (Zanchetti & Mancia 1991).

Alteracdes deste reflexo na hipertensdo parecem ser secundarios ao
estado hipertensivo, e além disso, acompanhados de hipertrofia cardiaca. Esta
hipétese tem suporte em estudos no homem mostrando um aumento da
resposta reflexa em hipertensos limitrofe e normalidade da resposta em
hipertensos moderados, ambos sem evidéncias ecocardiografica e
eletrocardiografica de hipertrofia cardiaca. Por outro lado, em hipertensos
severos e com hipertrofia cardiaca, a resposta reflexa estava atenuada. Além
disso a regressao da hipertrofia estad associada com a melhora das respostas a
ativagcao dos receptores cardiopulmonares (Zanchetti & Mancia 1991).

Nossos resultados comparados a esses da literatura, parecem
paradoxais. Nao s6 observamos aumento da sensibilidade do reflexo
comandado pelos receptores cardiopulmonares em todos os tempos de

tratamento, como a hipertensdo pelo bloqueio do NO foi acompanhada de



hipertrofia cardiaca, aqui expressa pela relagao peso do coragao/peso corporal.
E note-se, ndo houve diferenca entre o peso corporal dos animais nos
diferentes grupos. Assim, observamos aumento da resposta de bradicardia e
aumento da resposta de hipotensao, sugerindo maior ativagdo do vago e maior
retirada do simpatico. O bloqueio com a atropina mostrou uma redug¢ao de mais
de trés vezes nessas respostas de bradicardia e hipotensdo, tanto nos
controles como nos grupos hipertensos.

Entretanto, mesmo reduzida, a resposta de hipotensdo manteve-se
maior nos hipertensos, sugerindo que a uma mesma intensidade de estimulo
dos cardiopulmonares, a resposta de retirada do simpatico foi maior.

Como explicar esse aumento na resposta reflexa em presenca de
hipertensdo e de hipertrofia, dois fatores que solidamente contribuem para a
reducdo dos reflexos elicitados por estimulagdo dos receptores
cardiuopulmonares?

Sabidamente, o processo de hipertrofia cardiaca pode levar a uma
modificagdo estrutural do arranjo das fibras miocardicas relacionado com
reducdo da resposta dos receptores cardiopulmonares nessa condicdo. Os
achados de reducao das respostas reflexas elicitadas pelos cardiopulmonares
em atletas normotensos e com hipertrofia ventricular esquerda (Giannattasio
1990), bem como em ratos com hipertrofia induzida por catecolaminas sem
alteracao de PA (Meyrelles et al. 1994), confirmam esta idéia.

Deve-se considerar, entretanto, que os aferentes vagais aqui
estimulados pela serotonina sao provavelmente fibras C-vagais que se
originam da regido cardiopulmonar (Thoren 1979). Estimulos minimos ou

variagbes dos volumes e das pressdes intra-cardiacas sao capazes de



estimular esse aferentes (Thames & Johnson 1985). O modelo de hipertensao
pelo bloqueio do NO induz uma provavel reducdo dos volumes de sangue e
plasmaticos (Balaszczuk et al. 2002) sugerindo que a contragdo cardiaca na
sistole ocorre em um ventriculo com um reduzido volume. Ora, esta parece ser
uma situagdo experimental que simula o que ocorre na sincope vaso-vagal,
onde existe também um aumento da sensibilidade dos cardiopulmonares, que
ativados, levam a uma grande bradicardia e hipotensdo com perda da
consciéncia nos individuos acometidos (SRA 1993). Em outras palavras,
individuos suscetiveis e que portanto sofrem da chamada sindrome
neurocardiogénica, quando em ortostatismo deslocam o sangue para os
membros inferiores. Os barorreceptores arteriais assim ativados induziriam um
aumento da atividade simpatica sobre o coracdo levando a um aumento da
contratilidade cardiaca. Esse aumento resultaria em estimulo poderoso
conduzido por fibras C vagais, que provocariam a resposta classica de
bradicardia e hipotensao.

De fato, resultados de nosso laboratério ainda ndo publicados mostram
reducdo do débito cardiaco e do volume sistdlico de animais tratados com L-
NAME por 7 dias acompanhado do aumento da resposta reflexa dos
cardiopulmonares (De Angelis et al., 2000).

Dessa forma, parece que a redugao dos volumes intracardiacos e a
ativacdo do simpatico sobre o coracdo poderia ser relativamente mais
importante em aumentar, do que a hipertrofia em reduzir a sensibilidade do
reflexo cardiopulmonar nesse modelo.

Outra questao interessante nesse sentido € a idéia de que a importancia

relativa de um estimulo ou fator na sensibilidade de um reflexo, depende do



balancgo final entre fatores estimuladores ou inibidores. Por exemplo, sabe-se
que um dos mais importantes moduladores da atividade simpatica renal € o
reflexo cardiopulmonar. Pequenas variagées de volume ou distensao do atrio
levam a uma importante reducao da atividade simpatica renal (Thames 1978).
E possivel que nos nosso animais hipertensos o aumento da sensibilidade dos
cardiopulmonares evidenciado pela maior bradicardia e hipotensdo, ndo cause
inibicdo semelhante de atividade simpatica renal, uma vez que ja se
demonstrou aumento da atividade simpatica renal nesse modelo de
hipertensdo (Matsuoka et al. 1994). Em outras palavras parece que nao ocorre
reducdo da atividade simpatica que levaria ao aumento do volume urinario de
agua e sal nesse modelo, uma vez que homeostaticamente pode ser mais
importante regular volume, mesmo as custas da PA elevada. Dados anteriores
do nosso laboratério, em animais diabéticos, evidenciaram que a expansao de
volume nesses animais ndo reduz a atividade simpatica renal como ocorre nos
normais, pois a regulagdo do volume parece ser prioritaria nesse modelo
(Oliveira et al. 1999).

Finalizando, deve-se levar em conta que o aumento de sensibilidade
dos cardiopulmonares pode estar associado a redugdo de sensibilidade do
baroreflexo nesse modelo, uma vez que essa associagdo parece ocorrer em
todos os tempos de tratamento. Estd bem estabelecido que a variagdo da

sensibilidade dos reflexos com fibras aferentes vagais module a integragdo

central do baroreflexo (Abboud et al. 1976).

6.4 Quimiorreflexo



O quimiorreflexo tem sido estudado como um dos componentes neurais
da regulacgdo da PA (Marshall 1987). Um grande numero de evidéncias da
literatura tem mostrado que os quimioreceptores periféricos ndo sé contribuem
para o controle da ventilacdo, mas também participam dos mecanismos neurais
envolvidos no controle da PA (Sun et al. 1995).

Mudancgas na atividade dos aferentes quimiorreceptores especialmente
hipdxia severa, causam respostas reflexas primarias sobre o sistema
cardiovascular; elicitam ajustes centrais na ventilagdo e na fungéo
cardiovascular como uma tentativa de manter uma perfusdo adequada aos
diferentes orgéos e tecidos (Mifflin 1992).

No presente estudo, as respostas hipertensoras desencadeadas
pela administracdo do KCN (TABELA 2) n&o se modificam nas doses menores,
mas estao reduzidas nas doses maiores nos animais tratados por uma, duas e
quatro semanas, quando comparadas ao grupo controle.

Sabendo que as respostas hipertensoras dependem de ativacdo do
simpatico, e reconhecendo que pode haver hiperatividade simpatica para
diferentes territdrios (Souza et al. 2001), a redugdo dessas respostas pode
estar relacionada com uma menor reserva em face de um maior nivel ténico.
Por outro lado, a observagao da figura 11 sugere que os grupos tratados néo
modificam a resposta hipertensora a medida que a dose de KCN foi
aumentando. Por esse motivo, as diferengcas observadas sao s6 nas doses
maiores, onde o controle apresentou resposta significativa. De fato, se
observarmos a figura 13, veremos que a relagdo dose (KCN)/efeito (A%PAM)
s6 foi significante no grupo controle (A). Isso poderia indicar saturagdo das
respostas nos grupos tratados desde a primeira dose, pois a medida que
aumenta a dose, ndo se modifica a resposta de hipertensao. E possivel que se

tivéssemos usado dose menores de KCN pudéssemos ver essas respostas nos

animais hipertensos. Pelos resultados que dispomos podemos apenas dizer



que os grupos hipertensos respondem igual ou de forma reduzida quando
comparados ao grupo controle.

A analise de resposta de bradicardia induzida pela administragcao de
KCN foi semelhante em todos os grupos, exceto por uma resposta maior
observada nos animais tratados por duas semanas. De fato, a figura 12 mostra
mais claramente que o grupo de duas semanas de L-NAME apresentou as
maiores bradicardias. Considerando os resultados obtidos no teste do reflexo
baroreceptor e do reflexo cardiopulmonar onde a resposta bradicardica estava
normal ou aumentada respectivamente, podemos concluir que o tratamento
com L-NAME por uma, duas e quatro semanas nao modifica ou até aumenta a
funcao cardio-vagal.

Trabalhos anteriores de nosso laboratério mostraram em animais
diabéticos reducao da resposta de bradicardia reflexa em resposta ao KCN, e
aumento da bradicardia em resposta a estimulagao elétrica do vago (Dall'Ago
et al. 1997) e pela administragdo de metacolina, sugerindo que a redugao do
reflexo estivesse associada a uma redugao do tonus vagal. Essa redugéao, por
seu lado, estaria associada a um aumento adaptativo do numero de receptores
muscarinicos no coragao.

Embora se tenha referéncias de que a ativacdo do quimiorreflexo pela
hipoxia esteja aumentada nos ratos espontaneamente hipertensos (Fukuda et
al. 1987), em ratos hipertensos por bloqueio do 6xido nitrico isso nédo esta
claro.

Considerando que na hipdxia cronica, as influéncias vasoconstritoras
reflexas do sistema simpatico estdo reduzidas e/ou a influéncia vasodilatadora

locais de hipdxia estdo aumentadas, o Oxido nitrico poderia ter um papel



facilitatério na vasodilatagdo induzida pela adenosina e outros dilatadores
dependentes do NO, e um papel de atenuador da vasoconstricado evocada pela
noradrenalina (Marshall 1998).

No presente modelo de hipertensdo, o bloqueio do NO deve alterar
necessariamente estas respostas homeostaticas.

Finalizando, dados recentes do nosso laboratério (ndo publicados)
indicam que no bloqueio cronico do NO (7 dias) a intensa vasoconstricao &
acompanhada de uma maior captacdo de O, nesses animais, revelados por

aumento da PO, arterial em presenca de PCO; normal.

6.5 Estresse oxidativo

Segundo, Nordmann (1994) as EAO promovem estresse oxidativo
quando as defesas antioxidantes da célula sdo insuficientes para deter a
produgdo pro-oxidante. Grandes quantidades de EAO, incluindo o dnion
superéxido e o perdxido de hidrogénio, sdo produzidas nas células
vasculares, e atuam como importantes sinalizadores intracelulares. Um
ndmero crescente de trabalhos na literatura tem demonstrado o papel
fundamental do estresse oxidativo na patogénese das doengas
cardiovasculares (Cai & Harrison 2000). Geralmente, o aumento da produgdo
das EAO contribui para a desregulagdo de processos fisiolégicos, que levam
as alteragdes estruturais e funcionais observadas nhas doengas (Zalba et al.
2000).

Trabalhos na literatura vem evidenciando que a maior geragdo de
EAO causa uma diminuigdo do NO biodisponivel, o que induz prejuizo na
fungdo endotelial, levando (entre outras) a uma redugdo ha vasodilatagdo

dependente do endotélio (Panza et al. 1990). Rubanyi & Vanhoute (1986) e



Gryglewski e col. (1986) determinaram que o NO pode ser destruido pelo
radical superdxido e protegido por scavenger de EAO como a SOD. Dessa
forma, a redugdo na disponibilidade de NO pode resultar ndo sé da
diminuigdo da atividade das vias de produgdo de NO como também do
aumento da inativagdo oxidativa do NO pelo radical superéxido. A disfungdo
da vasodilatagdo dependente do endotélio, associadas com aumento do
estresse oxidativo, particularmente com a maior produgdo do radical
superdoxido, tem sido observada em pacientes com hipertensdo,
hipercolesterolemia, diabetes, fumantes, além de velhos (Berry et al. 2001;
Cai & Harrison 2000; Carr & Frei 2000).

Em modelos animais, muitos trabalhos recentes vem somando
evidéncias do aumento da geragdo de EAO em tecidos vasculares de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Cosentino et al. 1998, Suzuki et al.
1995, Zalba et al. 2001). Suzuki et al. (1995) demonstraram aumento da
produgdo de superdxido em arteriolas mesentéricas de SHR in vivo.
Grunfeld et al. (1995) verificaram maior geragdo do danion superdxido em
cultura de células endoteliais de aorta de SHR comparada com culturas de
ratos Wistar Kyoto. Consentino et al. (1998) mostraram aumento na
liberagdo de superéxido e perdxido de hidrogénio em preparagées de anéis
de aorta de SHR. Além disso, Zalba et al. (2001) evidenciaram que a
disfungdo endotelial estava mais associada com um excesso de geragdo de
dnion superéxido do que com a diminuigdo da produgdo de NO em aortas de
SHR adultos.

A reagdo do dnion superéxido com o NO leva a produgdo do
peroxinitrito (Beckman et al. 1990), um potente oxidante provavelmente
responsdvel pela injdria tecidual. Os peroxiniritos induzem a oxidagdo de
proteinas, de DNA e de lipideos nas células vasculares (Ballinger et al.

2000). Além disso, achados recentes sugerem que o aumento das EAO



podem estimular a hipertrofia e a hiperplasia das células musculares lisas do
vaso (Griendling et al. 2000).

O estresse oxidativo tem sido implicado como fator comum de vdrios
modelos de hipertensdo, incluindo hipertensdo: renal (Vaziri et al. 1998),
induzida por ciclosporina (Lopez-Ongil et al. 1998), sal-sensivel (Swei et al.
1997), pré-eclampsia (Roggensack et al. 1999), essencial (Lacy et al. 1998)
Kumar & Das et al., 1997), associada ao diabetes (Giugliano et al. 1995)
(Orie et al. 1999), e associada a obesidade (Dobrian et al. 2001). Além disso,
o importante papel do estresse oxidativo na génese e na manutengdo da
hipertensdo tem sido corroborada por estudos que demonstram melhora nas
disfungdes da hipertensdo pelo fratamento com anti-oxidantes (Atarashi et
al. 1997, Suzuki et al. 1995, Usui et al. 1999).

No modelo de hipertensdo induzida pelo bloqueio da sintese do NO
pela administragdo de L-NAME, Usui et al. (1999) demonstraram aumento
da produgdo do radical superdxido em anéis de aorta de ratos Wistar Kyoto
hypertensos (7 dias L-NAME, 1mg/mL), sugerindo um aumento de estresse
oxidativo. No presente estudo, a medida de QL em eritrdcitos, que reflete
o balango entre pré-oxidantes e anti-oxidantes, ndo apresentou alteragdo
apos 7 dias de bloqueio da sintese do NO, sugerindo um equilibrio oxidativo
nesta fase da hipertensdo por L-NAME, em contraposigdo aos achados de
Usui et al. (1999).

Neste aspecto, mudangas nas defesas anti-oxidantes poderiam estar
bloqueando o aumento dos fatores pré-oxidantes (aumento do radical
superoxido), levando a uma QL semelhante entre os grupos controles e L-
NAME hipertensos (1 semana). De fato, a atividade da GPx, uma enzima
importante na defesa contra o dano oxidativo, apresentou-se aumentada
(=100%) apdés uma semana de tratamento com L-NAME, no entanto, a

atividade da CAT ndo foi alterada. A atividade da SOD, que catalisa a



dismutagdo do superdxido em peréxido de hidrogénio, uma EAO
potencialmente menos deletéria, foi semelhante entre controles e L-
NAME de 1 semana, apesar de ~40% de aumento em valores absolutos nos
ratos hipertensos. Esses resultados sugerem que a maior geragdo do
radical superdxido pode estar sendo contrabalangada com o aumento das
enzimas antioxidantes, resultando em valores normais de QL apés 1 semana
de hipertensdo induzida por L-NAME.

No entanto, alguns aspectos metodoldgicos devem também ser
levados em consideragdo para interpretagdo destes resultados. Primeiro, a
dose utilizada por Usui et al. (1999) foi mais elevada (1g/L) em comparagdo
ao utilizado no presente estudo (750 mg/L). Segundo, as medidas foram
realizadas em tecidos diferentes (aorta x eritrécito) e de ratos de
linhagens diferentes.

Apés 4 semanas de hipertensdo por L-NAME as atividades da SOD
(=100%) e da CAT (=120%) nos eritrécitos apresentaram um exacerbado
aumento em relagdo ao grupo controle. Provavelmente esta grande ativagdo
dos mecanismos antioxidantes celulares preveniu o estresse oxidativo,
induzindo redugdo da QL no grupo hipertenso tratado 4 semanas com L-
NAME quando comparado aos controles.

Além disso, a hormalizagdo da atividade da GPx em 4 semanas, que até
a 2° semana estava aumentada, pode ser devido ao aumento da geragdo de
peréxido de hidrogénio anteriormente documentada na literatura (Arnaiz et
al., 1997; De Angelis et al. 2000). Apesar de no presente estudo a produgdo
de peréxido de hidrogénio ndo ter sido quantificada, o aumento da atividade
da CAT, um scavenger especifico desta EAO, a partir da 2° semana de
hipertensdo pode indicar um aumento na formagdo de peréxido de
hidrogénio neste modelo. De fato, trabalhos anteriores de nosso laboratdrio

demonstraram uma correlagdo positiva entre a redugdo da atividade da GPx



e o aumento da atividade da CAT no mdsculo grande dorsal de ratos
diabéticos (De Angelis et al., 2000). Dessa forma, o aumento da atividade
da SOD deve estar contribuindo para a dismutagdo do radical superéxido
em perdxido de hidrogénio, que por sua vez, esta sendo reduzido em Hz0 e
O: pela aumentada atividade da CAT e da GPx.

Recentemente, vdrios autores vem demonstrando que o bloqueio
cronico (4-8 semanas) da sintese do NO por L-NAME, produz mudangas na
estrutura vascular (fibrose e espessamento da camada media) e
remodelamento ventricular (fibrose e hipertrofia) em modelos de animais /n
vivo. Takemoto et al. (1997a e b) evidenciaram um aumento da atividade da
ECA associado a danos vasculares e no miocdrdio apds 1 semana de L-NAME.
Estes mesmos autores verificaram que o uso de bloqueadores da ECA ou de
receptor da angiotensina IT na hipertensdo por L-NAME preveniam estas
alteragdes. Essa observagdo sustenta a hipdtese de que uma diminuigdo da
atividade da NO sintase poderia levar a uma ativagdo local da ECA, gerando
angiotensina II, o que contribuiria para o hipertrofia ventricular. Além
disso, Usui et al (1999) demonstraram que ratos hipertensos por L-NAME
(7 dias) apresentavam hipertensdo, diminuigdo da NOx, aumento da geragdo
de superdxido e aumento da atividade da ECA na aorta. O tratamento
simultdneo de antioxidantes e L-NAME na dgua de beber, induziu
hipertensdo, mas sem alteragdo na produgdo de superodxido e na atividade da
ECA em relagdo aos controles normotensos. Estes achados indicam um
importante papel do estresse oxidativo na ativagdo da ECA tecidual.

No presente estudo observamos alteragdes no perfil de estresse
oxidativo nas células sangliineas, sugerindo que outros tecidos, como o
cardiaco, estariam expostos ao dano oxidativo induzido pelo bloqueio da
sintese do NO. Dessa forma, um possivel aumento do estresse oxidativo ho

miocdrdio poderia estar associados ao aumento da ECA ventricular



verificada na 2° semana de tratamento com L-NAME. A correlagdo positiva
obtida entre a atividade da ECA e a hipertrofia ventricular, bem como entre
a PAM e a hipertrofia ventricular, reforgam a hipétese que o bloqueio da
sintese do NO por L-NAME, aumenta o estresse oxidativo no miocdrdio,
ativando a ECA vetricular, induzindo, por fim, a hipertrofia ventricular
observada neste trabalho a partir da 2° semana de hipertensdo por L-
NAME.

Reforgando a participagdo do sistema renina-angiotensina na
hipertensdo por bloqueio da sintese do NO muitos autores demonstraram
que a o tratamento agudo ou crénico com L-NAME induz aumento da renina
plasmdtica e da fungdo simpdtica (Hu et al. 1994; Laflamme et al. 1998,
Ribeiro et al. 1992). Este aumento da renina circulante foi documentada no
presente estudo na 2° semana de tratamento com L-NAME. Dobrian et al.
(2001) demonstraram que o aumento da renina circulante, e possivelmente
de angitensina II, poderia estar relacionado ao aumento do estresse

oxidativo observado em ratos obesos hipertensos.

6.6 Papel do sistema renina angiotensina na hipertensao pelo

bloqueio da sintese de NO

Tem-se estudado exaustivamente o papel do sistema renina
angiotensina (SRA) sobre o endotélio vascular e seu envolvimento com a
pressdo arterial (Ribeiro et al. 1992). O envolvimento do SRA e mais
especificamente da Angll na alteragao das fungdes cardiovasculares tem sido
um achado constante em varios modelos de hipertensédo (Berecek et al. 1983,

Floras et al. 1988, Guo & Abboud 1984, Irigoyen et al. 1991, Korner 1975). O



envolvimento da PA no controle da liberacdo de renina foi mostrado pela
primeira vez pelo grupo de Goldblatt em 1934, quando ficou estabelecido que
uma substancia vasopressora era liberada pelo rim em resposta a hipovolemia
e/ou hipotensdo. Esta substancia foi posteriormente identificada como sendo a
renina liberada pelo aparelho justaglomerular (AJG) (Inagami 1998, Phillips &
Schmidt-Ott 1999).

Na década de 50 ficou estabelecida a relagao inversa entre a pressao de
perfusdo e a liberagdo de renina pelo AJG (Stella & Zanchetti 1991). Além
disso tem sido mostrado atividade simpatica aumentada em presenca de niveis
endégenos elevados de Angll (Guo & Abboud 1984, Lee et al. 1980, Reid
1992, Saxena 1992, Unger et al. 1985, Wong et al. 1993). Sabe-se que a Angll
potencializa a atividade simpatica centralmente e estimula a transmisséao
ganglionar, bem como facilita a transmissao simpatica por agao pré sinaptica
(Saxena 1992).

O aumento da liberacao de renina e consequentemente da formacgao de
angiotensina, leva tanto a vasoconstrigdo da musculatura lisa dos vasos, pela
sua acao direta, como aumento da atividade simpatica periférica e central.
Além desses efeitos, ocorre estimulagao da sintese e secre¢cao de aldosterona
e vasopressina, bem como estimulacédo da sede (Guo & Abboud 1984, Jones &
Floras 1980, Moreira et al. 1988, Moreira et al. 1990). Este efeitos, em conjunto
promovem aumento da pressao arterial tanto em situacdes fisiolégicas como
patoldgicas.

Estudo tem demostrado que a hipertensdo causada pelo bloqueio
central agudo e cronico (Qadri et al. 1999), da sintese do 6xido nitrico, é

acompanhada pelo aumento da atividade simpatica renal. Estes achados



indicam que a atividade central autondmica ¢é, pelo menos parcialmente,
controlada pelo NO, sugerindo que os efeitos sistémicos da inibicao da sintese
do NO podem ser devidas a inibigao da sintese de NO a nivel central. De fato,
como discutido anteriormente, o L-NAME atravessa a barreira
hematoencefalica e interfere na formacao de 6xido nitrico a nivel central.

Considerando estas informagdes, de que forma a inibicdo da sintese do
oxido nitrico pode estar influenciando nossos resultados? Como o NO é capaz
de modular o tbnus vascular, tem se sugerido que o NO seria mais um
mecanismo de regulagao da renina. A presenga do NO na macula densa (MD)
reforca a possibilidade do papel do NO nos eventos dependentes da MD
(Schnermann 1998). Além disso, como visto anteriormente, a inibicdo da
sintese de oxido nitrico pelo L-NAME determina aumento da pressao arterial e
portanto altera a pressdo de perfusdao renal e tecidual. Nossos resultados
mostram um aumento significativo da renina plasmatica nas duas semanas de
tratamento com L-NAME, provavelmente devida a diminuicdo da perfusao
causada pelo forte constricdo do leito vascular. Esta vasoconstricido é
provocada ndo sO pela auséncia do NO mas também pelo aumento na
atividade simpatica central como demonstrado por Eshima e col. (2000).

Por outro lado, a diminui¢gao da renina plasmatica as quatro semanas de
tratamento, provavelmente se deva ao aumento da pressao arterial que
melhora a pressao de perfusdo renal e tecidual. Essa melhora na perfusao
tecidual explicaria a diminuicdo da liberacdo de renina pelo AJG. Tal fato
poderia explicar por que tanto no grupo tratado por uma e quatro semanas os
niveis de renina plasmatica encontram-se muito semelhantes aos niveis dos

animais controles. Embora com causas diferentes, o efeito final na perfusao



tecidual parece ser semelhante pois em ambos os tempos de tratamento nao
se verifica aumento da atividade da renina plasmatica. Estas respostas estao
de acordo com os resultados obtidos em varios estudos mostrando que sob
normo ou hipertensdo a pressdo de perfusao renal tem acado preponderante
sobre a secregao de renina (Wagner et al. 1999). Em nosso estudo, foi medida
a formacédo de angiotensina | a partir do angiotensinogénio e portanto o
aumento nas taxas de renina ativa.

Cabe ainda ressaltar que Scrogin e col. (1998) demonstraram que, em
ratos Sprague-Dawley tratados com L-NAME (100mg/l) durante uma semana,
houve aumento do volume urinario, embora esses animais tenham comido e
bebido quantidades similares aos controles e ndo tenha perdido peso. Estes
autores também demonstraram que a taxa de filtragcdo glomerular estava
aumentada, provavelmente devida ao aumento da diurese de pressao (Scrogin
et al. 1998). A diurese de pressao que ocorreria nos primeiros dias de
hipertensdo provavelmente determinaria a redugdo nos niveis de renina
plasmatica ja que neste caso a perfusao renal ndo estaria diminuida.

Os dados da literatura sdo bastante controversos quanto a atividade da
renina plasmatica, pois podemos encontrar resultados onde a renina
plasmatica esta aumentada (Ribeiro et al. 1992), inalterada (Jover et al. 1993)
ou diminuida (Arnal et al. 1993; Pollock et al. 1993) no modelo de hipertensao
pelo bloqueio do NO. O aumento observado por nds apds 2 semanas de
tratamento é naturalmente resultado de alguns mecanismos ja discutidos.
Entretanto, o aumento da atividade da renina plasmatica ndo parece estar
relacionado nem com a PAM nem com o controle reflexo, uma vez que essas

variaveis se mantiveram alteradas durante todo o tratamento, mesmo quando a



renina estava normal. Evidéncias sugerem que a atividade de renina
plasmatica pode ser impredizivel ndo se correlacionando coma acgao protetiva

do bloqueio crénico da Ang Il (Zatz & Baylis 1998).

6.7 Regulacédo da ECA durante a inibicao da sintese do 6xido nitrico

A ECA é uma metalopeptidase amplamente distribuida, ocorrendo
primariamente como glicoproteina ligada a membrana. Sua ampla distribuicdo
sugere que o controle da expressao génica depende especialmente do tipo
celular e do ambiente (Corvol et al. 1995). Estudos recentes mostram que a
expressao génica da ECA endotelial ¢é inibida pelos niveis de angiotensina no
plasma (Schunkert et al. 1993) e é estimulada por inibidores da ECA (King &
Oparil 1992). Ribeiro e col. (1992) mostraram que a administragdo de losartan
(antagonista de receptor AT¢) a ratos tratados cronicamente com L-NAME
preveniu tanto a hipertensdo quanto a injuria renal, sugerindo que o SRA
participa de forma decisiva nesse modelo de hipertenséo.

Analisando os resultados obtidos no presente trabalho, verifica-se que a
atividade da ECA no rim encontra-se aumentada apés uma semana de
tratamento e diminui as duas semanas. Nas quatro semanas de tratamento
ocorre uma diminui¢ao significativa em relagdo aos controles. A partir desse

diminuindo gradativamente até quatro semanas.

6.8 Consideragdes finais

A manutencgdo da pressao arterial em niveis adequados bem como da

composicao dos liquidos corpéreos e do volume fluido extracelular depende de



uma série de interagdes entre os diferentes sensores capazes de perceber
alteragbes relacionadas aos parametros cardiovasculares. No presente
trabalho testamos diferentes aferentes relacionados ao controle do sistema
cardiovascular e da pressao arterial com diferentes padrdes de projecao as
areas do tronco cerebral, mas cujos nucleos podem estar recebendo
informacdes de diferentes tipos de aferentes mediando diferentes respostas
reflexas (Abboud & Thames, 1983). Entretanto, a interacdo desses sinais
aferentes no nucleo do trato solitario quando diferentes reflexos estdo sendo
ativados simultaneamente bem como de que forma as vias eferentes atuam
para garantir o controle da circulagdo sao temas ainda ndo bem entendidos
(Chalmers et al.,, 1992). Experimentos em coelhos, por exemplo, mostraram
que a presencga de uma inibicdo tonica do sistema cardiovascular provocada
pelo baroreflexo reduz o reflexo de Bezold-Jarisch, enquanto que os
baroreceptores nado funcionam adequadamente se houver bloqueio da inibicao
ténica pelo reflexo cardiogénico (Chen, 1979). No presente trabalho, a redugcao
da resposta reflexa comandada pelos pressorreceptores € acompanhada de
aumento da resposta reflexa comandada pelos receptores cardiopulmonares
nos animais hipertensos, independente do tempo de tratamento. Da mesma
forma, a atenuagao do baroreflexo (aumentando) e a exacerbagao do reflexo
cardiopulmonar (reduzindo) funcionam como forgas opostas na determinacgéo
da atividade simpatica periférica, especialmente a renal. O aumento da
atividade simpatica periférica visto aqui pela manutencdo da resposta de
hipotensdo apdés o bloqueio com atropina nos animais tratados com I|-name,
pode se dever a um predominio dos aferentes cardiopulmonares em presenca

da adaptacao dos pressorreceptores ao novo nivel de PA (Krieger, 1989). De



fato, enquanto a resposta de retirada do simpatico foi maior nos animais
hipertensos, sugerindo um aumento tdnico dessa atividade simpatica, as
respostas de taquicardia e hipertensdo, que dependeram de um aumento
adicional sobre esse ténus estavam reduzidas ou ndo se modificaram durante a
estimulagcdo dos baro e dos quimiorreceptores. Por outro lado, as respostas
reflexas relacionadas a ativagado do parassimpatico cardiaco foram normais ou
aumentadas nos animais hipertensos. O aumento da bradicardia reflexa
elicitada pela serotonina (cardiopulmonares) poderia sugerir um aumento da
atividade do vago. Entretanto a resposta bradicardica normal pela estimulagao
dos pressorreceptores com fenilefrina indica o contrario, a menos que os
aferentes adrticos estivessem alterados. Entretanto, trabalhos nao publicados
de nosso laboratério demonstraram que a curva de funcdo dos baroreceptores
esta normal 7 dias apés o bloqueio com o L-Name.

Além disso, a resposta quimiorreflexa nédo foi claramente maior nos
animais hipertensos. Fica dificil portanto aceitar que o ténus vagal reduzido
pudesse ser o responsavel pelas respostas aumentadas de bradicardia como
referido por Vasquez e col. (1997) O tempo de tratamento pode ser o fator
responsavel por essas diferencas.

A medida das enzimas anti-oxidantes e da QL mostrou que durante o
curso temporal da hipertensdo pelo bloqueio do Oxido nitrico, ajustes
homeostaticos ocorreram de maneira a reduzir o estresse oxidativo ao final do
tratamento. O aumento da superdxido dismutase sugere participagao do ion
superoxido no processo hipertensivo, especialmente em face do bloqueio do
oxido nitrico. Nao se observou correlacdo dessas variaveis com o controle

reflexo da circulagdo. A ativagdo do sistema renina angiotensina parece ter



mais importancia a nivel do miocardio, onde a atividade da ECA se relacionou

com a peso do ventriculo, do que a nivel sistémico. Nao se observou relagao

direta do sistema renina angiotensina e a hipertensdo L-NAME dependente.
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