AVALIACAO DO CONTROLE BARORREFLEXO ARTERIAL
EM CAMUNDONGOS ATEROSCLEROTICOS (ApoE

KNOCKOUT) COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2R1C

Veronica Accioly Peotta

Tese de Doutorado em Ciéncias Fisiologicas

Doutorado em Ciéncias Fisiologicas

Universidade Federal do Espirito Santo

Vitéria-ES, 2004

VERONICA ACCIOLY PEOTTA



AVALIACAO DO CONTROLE BARORREFLEXO ARTERIAL
EM CAMUNDONGOS ATEROSCLEROTICOS (ApoE

KNOCKOUT) COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias Fisiolégicas do Centro Biomédico da
Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para a obtengdo do Grau de
Doutora em Ciéncias Fisiolégicas.

Orientador: Prof? Dr? Silvana dos Santos Meyrelles

Co-orientador: Prof Dr Elisardo Corral Vasquez

Vitoria
2004



Peotta, Veronica Accioly

AVALIACAO DO CONTROLE BARORREFLEXO ARTERIAL EM

CAMUNDONGOS  ATEROSCLEROTICOS (ApoE  KNOCKOUT) COM

HIPERTENSAO RENOVASCULAR / Veronica Accioly Peotta — Vitoria, 2004. XIX

135p.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias

Fisiolégicas — Centro Biomédico — Universidade Federal do Espirito Santo
Orientadora: Prof2 Dr® Silvana dos Santos Meyrelles

1. Camundongo ApoE knockout 2. Barorreflexo 3. Hipertensdo Renovascular

4. Aterosclerose

Veronica Accioly Peotta

AVALIACAO DO CONTROLE BARORREFLEXO ARTERIAL EM
CAMUNDONGOS ATEROSCLEROTICOS (ApoE KNOCKOUT) COM

HIPERTENSAO RENOVASCULAR

COMISSAO EXAMINADORA




Prof? Dr® Maria Claudia Irigoyen — Instituto do Coragdo USP (INCOR-

USP)

Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva — Faculdade de Medicina do

Triangulo Mineiro

Prof. Dr. Antonio de Melo Cabral — Universidade Federal do Espirito

Santo (UFES)

Prof. Dr. Elisardo Corral Vasquez - Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES)

Co-orientador

Prof® Dr? Silvana dos Santos Meyrelles - Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES)

Orientadora




Prof® Dr? Ester Miyuki Nakamura Palacios

Coordenador do PPGCF - UFES

Vitéria, 15 de dezembro de 2004.



A minha familia, por todo amor e
compreensao.
AGRADECIMENTOS
Aos meus pais, Roberto e Maria Helena, os quais, por meio de uma educagao que
eu julgo perfeita, me proporcionaram uma seguranga emocional para que eu

construisse os meus objetivos e, assim, tentar realiza-los da melhor maneira

possivel. Obrigada pelo amor e carinho incondicional de vocés.

Aos meus irmaos, Bob e Bruno, por serem tdo amorosos, brincalhdes e, portanto,

especiais para mim.

Ao Carlos, o melhor amigo e companheiro que alguém poderia desejar.

A Renata, minha filha de coracdo, a qual, com sua dogura, esperteza e alegria,

conquistou um lugar eterno no meu coragao.

A nona Pia, por ser a matriarca e uma das responsaveis pela existéncia da linda

familia que eu tenho.



As minhas grandes amigas Angelina e Patricia, pelo simples fato de serem amigas

de verdade.

Aos meus pais cientificos, Professor Vasquez e Professora Silvana, que, além da
dedicacgao inquestionavel, me contagiaram com o amor pela pesquisa cientifica na

fisiologia cardiovascular.

Aos amigos do laboratério — Agata, Breno, Camille, Débora, Lidia, Maine,
Michelly, Robéria e Thiago —, pelas horas de descontragdo e também pelo apoio

nos momentos de frustragao.

A Agata em especial, uma das pessoas mais doces e amigas que ja conheci.

Ao Breno em especial, um verdadeiro gentleman, que, além da sua bondade e
amizade pura, realizou, com muita dedicagao, os cortes histologicos dos animais

experimentais.

Aos colegas da pds-graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da UFES.

A Prof® Dra Jacqueline Isaura Alvarez Leite, do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade do Estado de
Minas Gerais (UFMG), a qual contribuiu com a ferramenta principal deste estudo,

os camundongos ApoE knockout.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fotografia da aorta de um camundongo ApoE * com 16 semanas de

Figura 3 — Fotografia de um camundongo C57BL/6 com os cateteres arterial e

1722211 1< J 39
Figura 4 — Valores basais de pressao arterial média e freqiiéncia cardiaca em
camundongos C57BL/6 e ApOE " sham € 2R1C.......c.ccoeeeeeeeeeeeeeeeen. 52

Figura 5 — Valores de peso corporal em camundongos C57BL/6 e ApoE " sham e

12 SRS 54
Figura 6 — Peso ventricular e relagdo peso ventricular/peso corporal em

camundongos C57BL/6 € ApOE " sham € 2R1C........cooueeeeceeeeeeeeeeeeeen. 55
Figura 7 — Fotografia dos rins de camundongos C57BL/6 e ApoE * sham e

12 5 SRR 56

Figura 9 — Relagao peso do rim clipado/peso do rim contralateral e relagao peso

renal/peso corporal em camundongos C57BL/6 e ApoE ™ sham e

Figura 10 A — Registros tipicos durante a avaliagao do barorreflexo por meio de

uma injecdo de fenilefina em camundongos C57BL/6 e ApoE



Figura 10 B — Registros tipicos durante a avaliagao do barorreflexo por meio de
uma injecdo de fenilefrina em camundongos C57BL/6 e ApoE  2R1C......
Figura 11 A — Registros tipicos durante a avaliagao do barorreflexo por meio de

uma injecao de nitroprussiato de sédio em camundongos C57BL/6 e ApoE

Figura 11 B — Registros tipicos durante a avaliagao do barorreflexo por meio de

uma injecao de nitroprussiato de sédio em camundongos C57BL/6 e ApoE

Figura 12 — Avaliacao do barorreflexo ponto a ponto por meio de uma injecao de
fenilefrina em camundongos C57BL/6 e ApoE ” sham e 2R1C.................. 65
Figura 13 — Média dos ganhos durante a avaliagao do barorreflexo (fenilefrina)

ponto a ponto em camundongos C57BL/6 e ApoE ™ sham e

Figura 14 - Avaliacao do barorreflexo ponto a ponto por meio de uma injecao de

nitroprussiato de sodio em camundongos C57BL/6 e ApoE ' sham e

Figura 15 - Média dos ganhos durante a avaliacdo do barorreflexo (nitroprussiato

de sodio) ponto a ponto em camundongos C57BL/6 e ApoE ™ sham e

Figura 16 - Avaliacao do barorreflexo por regressao linear durante uma injecao de
fenilefrina em camundongos C57BL/6 e ApoE ” sham e 2R1C.................. 71
Figura 17 - Avaliacao do barorreflexo por regressao linear durante uma injecéao de

nitroprussiato de sodio em camundongos C57BL/6 e ApoE ' sham e

Figura 18 - Avaliagcao do barorreflexo por barocurvas ajustadas em camundongos



C57BL/6 € APOE ™ Sham € 2RAC ... 75
Figura 19 — Dosagem de colesterol plasmatico em camundongos C57BL/6 e ApoE
T SHAM € 2RAC ... 77
Figura 20 — Imunohistoquimica para receptores AT1 no arco aodrtico de
camundongos C57BL/6 € APOE 7 Sham € 2R1C.......ocueueeeeveeeeeeeeeeeeeereen, 80
Figura 21 - Imunohistoquimica para receptores AT nos ventriculos de
camundongos C57BL/6 € APOE " sham € 2R1C.......ccooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeene. 82
Figura 22 - Imunohistoquimica para receptores AT nos rins de camundongos
C57BL/6 sham e 2R1C, aumento de 200X........coouiiieiiieeiiiieeeeeeeeeeeeeeeas 84
Figura 23 - Imunohistoquimica para receptores AT1 nos rins de camundongos
C57BL/6 sham e 2R1C, aumento de 400X.........ueeiiieiiiiiiiieiieieeeeeieeies 85
Figura 24 - Imunohistoquimica para receptores AT, nos rins de camundongos
ApoE 7 sham e 2R1C, aumento de 200X..........cooveeeeeeeereereeeeeeeeeseeeneen 87
Figura 25 - Imunohistoquimica para receptores AT nos rins de camundongos

ApoE 7 sham e 2R1C, aumento de 400X.........ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 88



LISTA DE ABREVIATURAS
- 2R1C: 2rins - 1clipe
- Mg: micrograma
- ul: microliltro
- °C: grau Celsius
- ApoE: apolipoproteina E
- bpm: batimentos por minuto
- dl: decilitro
- DOCA: acetato de desoxicorticosterona
- ECA: enzima conversora de angiotensina
- epm: erro padrao da média
- FC: frequéncia cardiaca
- g: grama
- HDL: lipoproteina de alta densidade
- i.p.: intraperitonial
- i.v.: intravenosa
- kg: quilograma
- LDL: lipoproteina de baixa densidade
- L-NAME: N"-nitro-L-arginina metil éster
- mg:miligrama
- ml: mililitro
- mm: milimetro
- mmHg: milimetro de mercurio
- NaCl: Cloreto de sédio

- NO: 6xido nitrico



- NOS: oxido nitrico sintase

- NTS: nucleo do trato solitario

- p: probabilidade

- PAM: presséo arterial média

- PAP: pressao arterial pulsatil

- PBS: solucéao de fosfato salina

- Ph: potencial hidrogenidnico

- Ul: unidades internacionais

- VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade

- VS: versus



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT
1. INTRODUGAGQ.......cceeteiereirresiesestsseseesessssessssessssessssessesesssssssenssssssssenssssnnes 16
1.1.  Importancia da Regulacédo Neural Reflexa da Pressao Arterial............. 16
1.2.  Controle Neural da Presséo Arterial em Situagbes Fisiopatologicas.....17

1.3.  Mecanismos Envolvidos no Desenvolvimento da Hipercolesterolemia,

Aterosclerose € HipertenS&0.........cuuoiiiiiiiiiiiiiie e 20
1.4. Hipertensdo Renovascular 2R1C........cccooooiiiiiiiiiiecceee e, 25
1.5.  Camundongos Apolipoproteina E Deficientes (ApoE Knockouf)............ 27
2. OBUETIVOS.......ooeeiieiieeeeereerssssssssssssssssssssssss s s ss s s s s s s e sessssssssnsssssssssnnnnnnnnes 33
2.2 ODbjJetivoS GeIaiS......ccooi it 33
2.3 Objetivos ESPECIfiCOS......cuviiiiiiiiiieii e 33
3. METODOLOGIAL........ e errr e es s s ssssssss s s s smmssnnnnns s s s nnseesensssnnnns 35
3.1.  Animais EXperimentais. ..o 35
3.2.  Grupos EXperimentaiS..........ccooeiiiiiiiiiiiii e 35
3.3. Producédo Experimental da Hipertensdo Renovascular 2 Rins-1Clipe

24 531 1 TSP 36
3.4. Instrumentagao para Medidas Hemodinamicas............cccoeeeveeeeeeeeneennnns 37
3.5.  Protocolos EXperimentais........cccooiiieiiiiiiiiieeeeeeee e 40

3.5.1. Drogas Utilizadas no Protocolo Experimental do Barorreflexo

N (=] 4 = | U 40
3.5.2. Estudo 1: Avaliagao do Controle Barorreflexo da Pressao Arterial........ 40
3.5.3. Estudo 2: Parametros Ponderais..........cccooeeveeeiiiiiiiecieeceeee e 45
3.5.4. Estudo 3: HiStolOgia. .....cceuviiiiiiiiiii it 45
3.5.5. Estudo 4: Imunohistoquimica...........ccccoviviiiiiiiiiiic e 47
3.5.6. Estudo 5: Dosagem de Colesterol Plasmatico.............cccceeeeeieeenininnnnnne. 48
3.6.  Analise EstatistiCa...........oovveiiiiiiii 49
4. RESULTADOS........ccccccmmnneemeerrrrrrersrr s s sssssssssss s s s ssssssssssssssssssesssssesssnnnnn 5

4.1. Valores Basais de Pressao Arterial Média e de Frequéncia cardiaca em

Camundongos com  Hipertensdo  Experimental Renovascular

4.2. Parédmetros Ponderais de Camundongos com  Hipertensao
Renovascular 2ZRAC ... ..o 53



4.3. Avaliacdo do BarorreflexXo.........ooueueeiiiiiiiee e 59
4.3.1. Analise do Barorreflexo por Variagdes da Frequéncia Cardiaca Ponto a

PONTO. . 64
4.3.2. Anadlise do Barorreflexo por Regressao Linear.............ccccceeevevvevvevninnnnns 70
4.3.3. Analise do Barorreflexo por Barocurvas Ajustadas............ccccccceveeeeennnn. 74
4.4. Dosagem do Colesterol PlasmatiCo............ccccuvimiiiiiiiiiiiiiiieeeees 76
v 3 S TR 11018 To] o 1] (oo [ 1 141 {o= TR 78
T R AN oo 3 Y o y (o7 TSR 78
4.5.2. VeNIrICUIOS.......cce ettt e e e e e e e e e e e e e aaaeearnnnees 81
TR T {1 1= PSSR 83
5. DISCUSSAOD.......coeeeerrerrerresersesessessesssssssesessessssssssssessssssssessssssssssssssnsssesses 89
5.1. Valores Basais de Pressao Arterial Média e de Freqliéncia cardiaca em

Camundongos com  Hipertensdo  Experimental = Renovascular

24 30 S 89
5.2. Parametros Ponderais de Camundongos com Hipertensao

Renovascular 2R1C........ouiiiee e 94
5.3. Barorreflexo Arterial...........cooooiiiiiiiiie 97
5.4. Colesterol PlasmatiCo...........uuuuiiiiiiiiiiiieeeiee e 103
5.5. Histologia e Imunohistoquimica para os Receptores AT da Angiotensina

Ll e e —————————————————aaaaas 104
5.5.1. NO ArCO AOITICO.....ceeiiiieiicee et e e e e e e e annnees 106
5.5.2. NOS VentriCulOS.........cooiiiiiii e 109
5.5.3. INOS RINS. .. 110
6. CONCLUSOES........cocoeiiteececiresesassss e sss s e s s ssssesnssnssssesnssnsnnannns 113

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccoccoeerereeerreeeeereessesss e seeseeens 116



RESUMO

O barorreflexo arterial € um reflexo neural de controle cardiovascular que
corrige as variagdes bruscas de pressao arterial, garantindo a perfusdo adequada de
todos os tecidos do organismo. Seus receptores, chamados de barorreceptores, estdo
localizados no arco adrtico e seio carotideo. Este reflexo pode estar alterado diante de
algumas fisiopatologias, tais como a hipertenséo arterial e a aterosclerose. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o barorreflexo arterial em camundongos com
hipertensdo experimental renovascular 2 rins 1 clipe (2R1C - angiotensina |l
dependente) associada ou ndo com aterosclerose.

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 e ApoE * knockout,
machos, com 8 semanas de idade e peso corporal de 23g, em média. Estes animais
foram submetidos a uma hipertensao experimental 2R1C, por meio de implantagao de
um clipe na artéria renal esquerda, produzindo uma estenose durante 28 dias,
semelhante a estenose renal observada em humanos. Os animais controles (sham)
passaram pelos mesmos procedimentos cirurgicos, exceto por ndo receberem o clipe.
Para os parametros hemodinamicos, a artéria carotida foi cateterizada para o registro
de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia (FC) e a
veia jugular cateterizada para a administragdo de drogas vasoativas. Testamos o
barorreflexo farmacologicamente com uma Unica injegdo intravenosa de fenilefrina
(48ug/kg) e nitroprussiato de sodio (24ug/kg). Ao término do teste do barorreflexo,
coletamos amostras de sangue para a dosagem de colesterol plasmatico e
sacrificamos os animais, para analisarmos alguns parametros ponderais. Em seguida,
realizamos a imunohistoquimica para os receptores AT4 da angiotensina Il no arco
aortico, ventriculos e rins dos animais.

Os valores de PAM e a FC foram significativamente maiores nos animais
submetidos a técnica 2R1C quando comparados com os dos controles sham, sem

diferengas entre C57BL/6 e ApoE ™. Os animais hipertensos apresentaram hipertrofia



ventricular quando comparados com os animais sham, sem diferencas entre os
grupos C57BL/6 e ApoE . Nos animais C57BL/6 e ApoE *" com hipertenséo 2R1C, o
barorreflexo mostrou-se exagerado frente ao vasoconstritor fenilefrina e atenuado
frente ao vasodilatador nitroprussiato de sodio. Interessante foi o resultado do grupo
ApoE 7 sham, que apresentou o dobro da resposta taquicardica do animal C57BL/6
sham apos a injegdo do nitroprussiato de sodio. A imunohistoquimica revelou um
mecanismo de downregulation dos receptores AT4 no arco aodrtico dos animais
C57BL/6 2R1C e upregulation no mesmo vaso dos animais ApoE” 2R1C, quando
comparado com os respectivos animais sham. Nos ventriculos dos animais 2R1C,
além de estar aumentada quando comparada com os animais sham, a expressao dos
receptores AT, esta localizada no pericardio e endocardio. Ja nos animais ApoE ",
estavam distribuidos por todo o ventriculo. Nos rins, houve um aumento da expressao
dos receptores AT, no rim contralateral, mas sobretudo no rim clipado dos animais
C57BL/6 e ApoE " quando comparado com os respectivos animais sham, sendo este
aumento mais pronunciado nos animais ApoE "2R1C.

Podemos concluir que, nos estagios iniciais da aterosclerose, o componente
taquicardico do barorreflexo estd exagerado. A hipertensdo 2R1C exacerba o
componente bradicardico e atenua o componente taquicardico do barorreflexo nos

camundongos C57BL/6 and ApoE™ mice.



ABSTRACT

The arterial baroreflex is a cardiovascular neural reflex that adjust the changes
in arterial pressure, promoting an adequate perfusion of all organism tissues. The
baroreflex receptors, called baroreceptors, are localized in the aortic arch and carotid
sinus. This reflex may be impaired in some pathopysiological conditions like arterial
hypertension and atherosclerosis. Thus, our goal was to evaluate the arterial
baroreflex in mice with 2 kidneys -1 clip (2K1C) renovascular hypertension associated
or not with atherosclerosis.

Male C57BL/6 and ApoE ™ mice with 8 weeks and 23 g of body weight received
a clip on the left renal artery for 28 days producing a stenosis like the renal human
stenosis. This hypertensive group was called 2K1C. The control group was
submmitted been submmited to the same procedures, except for not receiving the clip
and were called sham-operated. For the hemodynamic recordings, the carotid artery
received a catheter for pulsatil arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) measurements and the jugular vein received a catheter for the
drugs administration. The baroreflex was evaluated with an intravenous single injection
of phenylephrine (48 ug/kg) or sodium nitroprusside (24 ug/kg). At the end of the
baroreflex evaluation we colected some blood samples for cholesterol analysis and
the animals were euthanized for the body and organs parameters analysis. The
immunohistochemical for the AT, angiotensin Il receptors expression was done in the
aortic arch, ventricles and kidneys.

The 2K1C group presented hypertension, tachycardia and ventricular
hypertrophy with no differences between C57BL/6 and ApoE . The baroreflex
response was exaggerated during the phenylephrine injection and attenuated during
the sodium nitroprusside injection in both the 2K1C C57BL/6 and ApoE ™ groups.
Interesting data were observed in the ApoE ” sham group showing 2-fold the

tachycardic response of the C57BL/6 sham group during the sodium nitroprusside



injection. The immunohistochemical reported a downregulation of the AT receptors in
the aortic arch of the C57BL/6 2K1C hypertensive group and an upregulation of these
receptors in the ApoE " 2K1C hipertensive group. The ventricles presented an
upregulation of the AT, receptors in both renovascular C57BL/6 and ApoE - groups.
The non-stenotic kidney of the hypertensive groups showed an increase in the
expression of the ATy receptors but the stenotic kidney presented an upregulation of
these receptors when compared with the sham group, no differerences were observed
between the C57BL/6 and ApoE ™ groups.

In conclusion, at the early stage of atherosclerosis the tachycardic component
of the BR is exaggerated. The 2K1C hypertension exacerbates the bradycardic and

attenuate the tachycardic component of the BR in C57BL/6 and ApoE™ mice.



1. Introducao
1.1. Importancia da Regulagao Neural Reflexa da Pressao Arterial

O sistema cardiovascular mantém a perfusdo dos tecidos, transportando
para estes nutrientes e oxigénio e retirando deles os catabdlitos do metabolismo
intracelular. Para o bom desempenho dessa fungédo, o organismo deve manter a
pressao arterial em niveis adequados e, portanto, o bombeamento do sangue
através do coracao, a conducédo do sangue por meio do sistema arterial, as trocas
capilares nos tecidos e o retorno venoso devem atuar em harmonia. A
manutengdo da homeostase cardiovascular é realizada por meio de mecanismos
locais, humorais e neurais de regulacdo da fungado cardiovascular que interagem
entre si.

O controle da pressao arterial momento-a-momento € um desses
mecanismos e ¢é realizado pelos barorreceptores arteriais, os quais s&o
mecanorreceptores localizados na curvatura da artéria aorta e na bifurcacdo do
seio carotideo dos mamiferos (Alexander & Decuir, 1963). Este controle neural da
funcdo cardiovascular € conhecido como o controle barorreflexo da pressao
arterial e, embora venha sendo investigado por anos, ainda ndo € completamente
compreendido, principalmente nas diferentes fisiopatologias do sistema
cardiovascular, como a aterosclerose e a hipertensdo, e especialmente quando
estas duas aparecem juntas.

Os barorreceptores sao constituidos por terminacdes nervosas livres
situadas na camada adventicia da aorta e do seio carotideo na carétida interna,
que dao origem aos nervos depressores aodrtico e carotideo, respectivamente.
Estas aferéncias incorporam-se aos nervos vago e glossofaringeo, os quais

transmitem as informagdes das terminagbes barorreceptoras para o nucleo do



trato solitario na porgao dorsal do bulbo (Chalmers e Pilowsky, 1991; Chapleau,
1999; Reis, 1999).

Em situagdes fisioldgicas, aumentos na pressao arterial resultam em maior
numero de potenciais de agao que trafegam pelas aferéncias barorreceptoras para
0 nucleo do trato solitario, resultando em um aumento da atividade vagal para as
células contrateis cardiacas, com simultanea diminuigdo da atividade simpatica
para as mesmas, e também para a vasculatura de resisténcia periférica. Esta
ativacao das eferéncias vagais com simultanea retirada da atividade simpatica
resulta em uma diminuicdo do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica
e, consequentemente, corrige a pressao arterial inicialmente elevada (Krieger,
1970). Por outro lado, durante diminuicbes na pressao arterial, ocorre um
processo inverso ao descrito acima. Ou seja, o numero de potenciais de agao que
chegam ao nucleo do trato solitario € muito reduzido, uma vez que os
barorreceptores nao estao distendidos. Essa auséncia de informagao faz com que
0 nucleo do trato solitario interprete que a pressao arterial precisa ser corrigida
para valores mais elevados e, portanto, ha um crescimento da atividade simpatica
para o coracao e para a vasculatura periférica, aumentando a resisténcia vascular
com a consequentemente elevagcao da pressao arterial. Estes ajustes reflexos
neurais sao capazes de manter a pressao arterial em niveis adequados e estaveis,
0 que é uma condig¢ao fundamental para garantir a perfusdo adequada de todos os
tecidos e ajuda a manter a homeostase do sistema cardiovascular.

1.2. Controle Neural da Pressao Arterial em Situagoes Fisiopatoldgicas

Devido aos barorreceptores serem mecanorreceptores e, portanto,
sensiveis ao estiramento, estes estdo vulneraveis quando ha alteragdes da

pressao arterial. Por exemplo: quando a pressdo arterial € mantida elevada



prolongadamente (hipertensédo), esse sistema deixa de se opor ao aumento
pressoérico e se adapta a esse novo patamar de pressao arterial (Moreira et al.,
1990; Krieger et al., 1982). O deslocamento da faixa normal de atuagdo do
barorreflexo para esse novo nivel de pressao arterial € conhecido como resetting
ou reajuste (Krieger et al, 1982; Korner, 1989) e sabe-se hoje que esse processo
pode ser bastante rapido, levando apenas alguns segundos para realizagcdo dos
ajustes (Moreira et al., 1990).

Ha estudos mostrando que o controle barorreflexo da freqiiéncia cardiaca e
da atividade nervosa simpatica para os vasos de resisténcia pode ser influenciado
por diferentes fisiopatologias, tais como a hipertensao arterial (Head e Adams,
1988; Moysés et al.,, 1994; Vasquez et al., 1994; Dias da Silva et al., 1994;
Meyrelles et al., 1998; Irigoyen & Krieger, 1998), infarto do miocardio (Meyrelles et
al., 1996) e hipertrofia cardiaca (Meyrelles et al., 1998).

Portanto, diante de determinadas fisiopatologias cardiovasculares, um dos
mecanismos mais eficientes para corrigir momento-a-momento os desvios da
pressao arterial deixaria de exercer plenamente seu papel e, desse modo,
contribuiria para o agravamento das doencgas cardiovasculares. Baseados nesse
entendimento, a maioria dos pesquisadores desta area acredita que, mais do que
causa, a disfuncao barorreflexa € uma consequéncia de estados fisiopatolégicos
do sistema cardiovascular. Destacamos, ainda, que alteragbes no controle
barorreflexo arterial poderiam resultar em alteragdes de outros importantes
mecanismos neurais de regulagdo cardiovascular, tais como os reflexos
cardiopulmonares (receptores que respondem a alteragdes de volume cardiaco) e
o quimiorreflexo (que responde a variagbes na composicao dos gases

sanguineos), e cuja importdncia para a manutencdo da homeostase



cardiovascular tem sido amplamente demonstrada (Franchini e Krieger, 1992;
Vasquez, 1994; Vasquez et al., 1997; Chapleau, 1999; Mohanty, 1999; Peotta et
al., 2001).

Dentre as fisiopatologias cardiovasculares experimentais e clinicas, a
hipercolesterolemia e a aterosclerose poderiam estar entre as que mais afetam a
funcao barorreflexa, por tratar-se de doencas inflamatérias que comprometem a
estrutura e a funcdo das artérias e, consequentemente, também afetando as
terminagdes nervosas barorreceptoras que se localizam na camada adventicia do
arco aortico e seio carotideo.

Embora haja um grande numero de estudos sobre o mecanismo de
funcionamento do barorreflexo, principalmente apds a publicagcdo do modelo de
desnervacdo sino-adrtica por Krieger (1964), pouco se sabe sobre as
consequéncias da hipercolesterolemia e da doenga aterosclerdtica para o
funcionamento do controle barorreflexo da presséao arterial, (Xie et al., 1988; Dart
et al., 1991; Meyrelles e Chapleau, 2000), e ainda menos quando estas estao
acompanhadas de hipertensao arterial.

1.3. Mecanismos Envolvidos no Desenvolvimento da Hipercolesterolemia,

Aterosclerose e Hipertensao

O processo aterosclerético, o qual pode ser favorecido por uma pré-
disposicado genética, consiste do excessivo acumulo de lipideos dentro da parede
arterial, especialmente na camada intima (Naito, 1996). Os niveis plasmaticos
elevados do lipideo colesterol, situagcdo conhecida como hipercolesterolemia, &
considerado um dos principais fatores de risco para a determinagdo de
aterosclerose. O tipo de colesterol que esta elevado na hipercolesterolemia é

chamado de LDL (Low Density Lipoproteins).



Quando particulas de LDL tornam-se excessivas na artéria, acabam
sofrendo uma oxidagdo, passando a chamar-se de LDL modificada e sao
internalizadas pelos macréfagos. A internalizagao leva a formagao de perdxidos de
lipideo e facilita o acumulo de éster de colesterol, resultando na formacido das
células espumosas na camada intima dos vasos. Uma vez modificada e capturada
pelos macrofagos, a LDL modificada ativa a formagéao de mais células espumosas.
Essa remocao e a captura de LDL modificada sao partes importantes do papel
protetor dos macrofagos na resposta inflamatéria inicial e minimizam os efeitos da
LDL modificada nas células endoteliais e do musculo liso. A LDL modificada é a
maior causa das lesdes endoteliais e do musculo liso subjacente. Além disto,
exerce efeitos quimiotaxicos para mondcitos, resultando no recrutamento destas
células para o local de acumulo das células espumosas, bem como ativam a
superexpressdao do gene para o fator estimulador de coldénias de macréfagos,
contribuindo para expandir a resposta inflamatéria através da diferenciacao de
mondcitos em macrofagos e a entrada de novos mondcitos nas lesdes. Esta
primeira etapa inflamatéria € chamada de estrias gordurosas, ou seja, as primeiras
lesbes ateroscleroticas que vao se complicando e passam, posteriormente, a ser
chamadas de lesdes aterosclerdticas complicadas ou avancadas (Ross, 1999).

As lesbes aterosclerdticas iniciais ocorrem em locais em que o fluxo de
sangue apresenta-se alterado, interferindo no shear stress e nas caracteristicas
normais do endotélio, reduzindo a produgdo de o6xido nitrico. Estes fatores
ocorrem principalmente nas bifurcagbes da aorta, pois nesses locais o fluxo de
sangue torna-se turbilhonar. O processo de formacado das placas ateromatosas
pode ser descrito como constituido por seis fases essenciais, tais quais: 1)

disfuncao endotelial; 2) infiltragdo de particulas de LDL, leucécitos circulantes,



especificamente os linfocitos T, e mondcitos na camada subendotelial; 3) oxidagao
da LDL; 4) formagdo das células espumosas; 5) migracdo e proliferacdo do
musculo liso vascular na camada subendotelial com sintese de matriz extracelular;
6) lesdes estruturais no endotélio seguida de deposigcédo de plaquetas e formagao
de trombos (Luz & Coimbra, 2004).

As lesdes ateroscleréticas tém grande probabilidade de causar a isquemia
no coragao e cérebro, resultando em infarto do miocardio e acidentes vasculares
cerebrais. Esta doenca contribui majoritariamente para o alarmante numero de
individuos que morrem por doencas cardiovasculares e, por isto, constitui-se em
um dos principais alvos de preocupacao pelas organiza¢gdes mundiais de saude.

Apesar da aterosclerose ser freqlentemente associada com
arteriosclerose, elas diferem entre si em algumas caracteristicas (O’Rourke, 1999).
Arteriosclerose €& difusa, generalizada, dilatatéria e causa problemas
predominantemente na porgao inicial do sistema arterial devido ao enrijecimento
arterial, podendo estar presente em individuos idosos e hipertensos na auséncia
de outros fatores de risco. Em contrapartida, aterosclerose, a qual € um dos
enfoques do presente estudo, € focal, vasoconstritiva, pode causar problemas
isquémicos predominantemente nas por¢des terminais do sistema arterial como
consequéncia da obstrucdo vascular ou podendo causar ainda embolismo
aterogénico. Aterosclerose poderia ser definida, geralmente, como uma
consequéncia de estados crbénicos de niveis elevados de colesterol plasmatico,
causando nos vasos sangulineos uma doenca inflamatéria (Ross, 1999).

Embora aterosclerose e hipertensdo sejam doencas distintas e nem todo
individuo com aterosclerose desenvolva hipertensao arterial e, tampouco, a vice-

versa, ha um elevado numero de individuos que manifestam esta combinagao



(Alexander, 1995; Pullicino, 1999). Atualmente, existem varias evidéncias
postulando que a hipertensao arterial predispbe a aceleragdo da aterosclerose,
pelo menos em parte devido ao sinergismo entre pressao arterial elevada e
estimulos aterogénicos via angiotensina Il para indugéo de alteragdes nos vasos
sanguineos como agdes pro inflamatérias, aumentando a formagéao de peréxido de
hidrogénio e de radicais livres, como radicais hidroxil e anions superoxidos.
(Alexander, 1995; Sugiyama et al., 1997; Ross, 1999). Estas substancias reduzem
a formagao de o6xido nitrico pelo endotélio, aumentando a adeséo de leucdcitos e
a resisténcia periférica. Portanto, alteragdes morfofuncionais na musculatura lisa e
na camada endotelial vascular durante os processos hipertensivos séao
consideradas como um importante fator de risco para a aterosclerose (Chonobian,
1999; Doyle, 1992; Kannel e Wilson, 1999).

Evidéncias experimentais para o problema acima vém de estudos
demonstrando que a alimentagao rica em colesterol poderia aumentar a expressao
da enzima conversora de angiotensina e dos receptores da prépria angiotensina |l
nas paredes vasculares (Hof e Hof, 1988; Potter et al., 1998; Yang et al., 1998).
Experimentos feitos com coelhos Watanabe, que sédo geneticamente
hiperlipidémicos devido aos receptores de LDL serem ineficientes, mostraram que
a inducédo de hipertensdo arterial nesses animais leva a um dramatico aumento do
processo aterosclerdtico (Chonobian et al., 1989).

A angiotensina Il, o principal produto do sistema renina angiotensina, além
de causar hipertensdo arterial contribui também para a aterogénese e,
consequentemente, para a aterosclerose via receptores AT4. Dentre os efeitos
vasoconstritores da angiotensina Il ja conhecidos, devem ser destacados também

seus efeitos aterogénicos, principalmente oxidando LDL nos espacos



subendotelias, via ativagdo de macréfagos, transformando a LDL em uma
lipoproteina modificada (LDL-ang-Il), fazendo com que os macréfagos passem a
captura-las em uma taxa bem mais acelerada (Chonobian et al., 1989). Além disto,
a angiotensina Il aumenta a producdo de anions superoxidos e também de
radicais hidroxil via ativacdo da NADPH oxidase (Keidar,1998). Esses efeitos
aparecem nos primeiros estagios de aterogénese, que sao os de formacao das
células espumosas. Tudo indica que a angiotensina Il, que esta mais ativa nos
processos aterosclerdticos, ndo é aquela produzida via enzima conversora da
angiotensina (ECA), e sim pelas vias alternativas de producao, principalmente pela
via da quimase, que é a geracao mais comum de angiotensina Il a partir de
angiotensina | no coragdo e nos vasos sanguineos. Portanto, a angiotensina I,
com maior grau de atuagado nos processos ateroscleroticos, parece ser a obtida
pela via da quimase, uma vez que Arakawa e Urata (2000) observaram uma
relagado entre niveis elevados de colesterol plasmatico e atividade aumentada da
quimase arterial em pacientes com aterosclerose.

Devido ao fato da curvatura da aorta e da bifurcagao das artérias carétidas
estarem entre os locais comuns de aterosclerose e de placas ateromatosas
(Simon et al., 1998; Ollin, 1999), coincidindo com o local das terminagdes
barorreceptores arteriais, mudancas na distensibilidade, bem como no
funcionamento destes vasos, devem provavelmente afetar a sensibilidade dos
barorreceptores arteriais. Trabalhos recentes realizados em seres humanos (John
et al.,, 1999) e em coelhos (Wilfert et al., 2000) demonstraram que a resposta
vasoconstritora a angiotensina Il esta aumentada na aterosclerose e que a mesma
poderia ser devida a uma atenuagao da sensibilidade do barorreflexo (Wilfert et

al., 2000).



Até o momento, poucos trabalhos experimentais foram desenvolvidos
visando entender a influéncia da hipercolesterolemia e da aterosclerose na funcao
barorreceptora (Xie et al., 1988; Dart et al., 1991). Embora o coelho tenha sido
praticamente o animal preferencial para tais estudos, este apresenta algumas
desvantagens, como o seu grande porte, os gastos para a manutengao, os
cuidados na criagdo e o alto custo para a procriacdo em biotérios, além da
dificuldade de manipulacédo de seus genes. Em contraste com estas dificuldades,
o camundongo vem sendo o animal de laboratério cada vez mais utilizado e,
atualmente, o mais indicado para estudos de doencgas associadas com alteragdes
hereditarias na expressdao de seus genes (Vasquez et al, 1998, 1999),
principalmente pela facilidade de manipulacdo de seu genoma para nascerem com
predisposicao para desenvolvimento de fisiopatologias cardiovasculares como
aterosclerose e hipertensao arterial (Stec et al., 1988; Meyrelles e Chapleau, 1999,

2000).

1.4. Hipertensao Renovascular 2R1C

O modelo experimental de hipertensdo renovascular dois rins e um clipe
(2R1C) é amplamente estudado em ratos (Cabral et al., 1998; Moyses et al., 1994;
Dedeogllu & Springate, 2001) e, mais recentemente, também em camundongos
(Johns et al., 1996; Wiesel et al., 1997; Madeddu et al., 1998; Murat et al., 2000;
Cervenka et al., 2002; Cervenka et al., 2003; Mazzolai et al., 2004; Lazartigues et
al., 2004).

Neste modelo experimental, a hipertensao é induzida por uma estenose
unilateral da artéria renal devido ao implante de um clipe (Goldblatt et al,1934),

que obstrui parcialmente o fluxo sanguineo, causando uma reducao da pressao de



perfusdo renal, o que estimula o aumento da sintese da enzima renina e a
liberacdo desta pelas células do aparelho justaglomerular do rim clipado. A renina
cliva angiotensinogénio em angiotensina | que, por sua vez, é transformada em
angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina localizada principalmente
no pulmao. A angiotensina Il circulante, via efeitos diretos sobre os receptores
AT1a, aumenta a resisténcia periférica total agudamente. Conseqlientemente,
aumenta a pressao arterial, além de também ter acdo em quase todos os 6rgaos e
tecidos (Mitchell & Navar, 1995). Varias dessas agdes contribuem para aumentar a
resisténcia vascular periférica e a pressao arterial.

Com o aumento progressivo da pressao arterial sistémica, a pressao de
perfusdo e o fluxo para o rim clipado é restabelecido e o rim contralateral nao
clipado, submetido a elevagdes progressivas da pressao arterial, passa a nao
liberar mais renina. A cascata de eventos iniciada pelo aumento da secrecao de
renina pelo rim clipado leva a um aumento de angiotensina |l circulante, a qual,
por sua vez, inibe a producédo de renina pelo rim ndo clipado. Essa redugao é
comprovada pela diminuicdo do RNA mensageiro para renina (von Thun et al.,
1994). Os efeitos diretos e indiretos do aumento da concentragao de angiotensina
Il circulante resultam em um crescimento da produg¢ao de aldosterona no cortex
adrenal, avolumando ainda mais a atividade do sistema nervoso simpatico e
contribuindo para prejudicar a excreg¢ao do rim nao clipado (Mitchell et al., 1995;
Ploth 1983). Essa interacdo de efeitos contribui para os estagios iniciais da
hipertensdo 2R1C, em que a atividade de renina plasmatica e de angiotensina |l
circulante estdo elevadas. Assim que a pressao de perfusao renal é restabelecida,
as concentracdes de renina plasmatica e de angiotensina Il circulante retornam a

valores normais. Entretanto, a pressao arterial continua elevada e, mesmo durante



a manutencdo desse estagio, a angiotensina Il intrarenal elevada continua a
exercer efeitos na funcdo do rim nao clipado — o que mantém a pressao arterial
elevada.

O nivel elevado de angiotensina Il intrarenal no rim nao clipado mostra que
ha um acumulo de angiotensina Il circulante no rim e/ou mecanismos de produgao
de angiotensina Il alternativos e que ndo dependem de renina, como por exemplo,
as quimases, catepsina A, G e D e tonina (Navar et al., 1998).

Portanto, a hipertensdo renovascular 2R1C é sustentada por valores
elevados de angiotensina Il, ndo a circulante, mas sim a angiotensina Il intrarenal
no rim nao clipado. E, como consequéncia funcional, € a angiotensina Il intrarenal
elevada que vai ser a responsavel por alterar a reabsor¢ao tubular, que apresenta-
se aumentada, e a fungdo hemodindmica, nesse modelo experimental,
sustentando assim a hipertenséo arterial (Navar et al., 1998). Além disso, nao
podemos esquecer dos sistemas renina-angiotensina locais, os quais atuam
diretamente no sistema cardiovascular como coragao e vasos sanglineos (Volpe

et al., 2003), aumentando ainda mais os efeitos da angiotensina Il.

1.5. Camundongos Apolipoproteina E Deficientes (ApoE Knockouft)

A busca do conhecimento sobre como o0s genes controlam o
desenvolvimento e a fungao das células dos diversos sistemas dos mamiferos
teve seu inicio no principio deste século. Foi a partir dos avangos nos ultimos
anos, com técnicas de biologia molecular, que o camundongo tornou-se um
poderoso instrumento de investigacdo. Embora os genes também possam ser
manipulados em ratos, as particularidades metodoldégicas que permitem interferir

nas células embrionarias pluripotentes (embryonic stem cells), conferem ao



camundongo propriedades Unicas. Estas células sédo provenientes da massa
celular interna do blastocisto do camundongo, contribuindo para a formagao do
embrido quando injetadas em morulas e, assim, permitindo a formacado de
embrides contendo o transgene desejado. Entretanto, se o objetivo for a obtengao
de um alelo nulo (knockout), o gene enddgeno de interesse sera trocado por uma
construgcao contendo uma mutagdo especifica que interrompa a expressdo do
gene. Isto pode ser feito com técnicas de recombinacdo homdloga, a qual tem
maior freqléncia nas células embrionarias pluripotentes, visto que estas sao
células ainda totalmente indiferenciadas (Piedrahita et al., 1992; Zhang et al.,
1992).

Essas técnicas de biologia molecular permitiram a criagcdo de um modelo
murino para a deficiéncia da apolipoproteina E (ApoE) por Piedrahita et al (1992) e
Zhang et al (1992), visando um melhor entendimento da hipercolesterolemia e da
aterosclerose  humana. O camundongo ApoE knockout ja nasce
hipercolesterolémico, apresentando niveis de colesterol plasmatico total 5-6 vezes
maior que os camundongos isogénicos controles C57BL/6, mesmo sob uma dieta
normal (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992; Seo et al., 1997; Shi et al.,
1997; Hofker et al., 1998). Esses camundongos ApoE-deficientes tém um
dramatico aumento das lipoproteinas plasmaticas VLDL (Very Low Density
Lipoproteins), IDL (Intermediate Density Lipoproteins) e LDL e uma redugédo de
HDL (High Density Lipoproteins) (Plump et al., 1992; Breslow, 1993). Além disto,
os camundongos ApoE knockout desenvolvem um tipo de aterosclerose genética
muito semelhante a hiperlipidemia tipo Ill que ocorre em humanos, tornando esse

modelo experimental o mais utilizado atualmente nos estudos da evolugdo do



processo aterosclerético, assim como, na aterosclerose estabelecida (Plump et al.,
1992).

Estudos histopatolégicos nesses animais revelam lesdes em todas as fases
da aterosclerose e em toda a extensao da arvore adrtica, principalmente na
curvatura inferior do arco aodrtico, local em que encontram-se as terminacdes
barorreceptoras (figura 1). As primeiras lesbes com estrias gordurosas e células
espumosas se desenvolvem a partir de 8 semanas de idade e progridem para
lesdes avancadas depois de 20 semanas. Os principais locais das lesdes incluem
a raiz aortica, a curvatura inferior do arco aértico, as ramificagées aodrticas como a
artéria caroétida, a artéria mesentérica superior, a artéria renal, a bifurcagao adrtica
e a artéria pulmonar (Nakashima et al., 1994).

A ApoE, uma glicoproteina rica em arginina de 34-kD e com trés isoformas
nos humanos (Ez, E; e E4), € a maior componente da superficie das lipoproteinas
plasmaticas, que serve como ligante para receptores que medeiam a depuracgao
de muitas classes de lipoproteinas plasmaticas, incluindo os quilomicrons, HDL e
VLDL (Mahley, 1988) e que, além disso, tem efeitos pleiotrépicos bioldgicos. Foi
primeiramente encontrada sendo sintetizada por uma variedade de células
periféricas como, por exemplo, macréfagos e astrocitos. Mais recentemente,
novas propriedades fisiolégicas foram entdo identificadas (Mahley, 1998 e
Mazzone, 1996). Somado a isto, a ApoE pode também ter papel na modulagéao
imune, afetando a secrecao de varias citocinas (Kelly et al., 1994). Também inibe
a agregacao plaquetaria (Riddell et al., 1997), exerce efeitos antiproliferativos
(Kelly et al., 1994), contribui para o efluxo de colesterol das células nas lesdes
aterosclerdticas (Von Eckardstein., 1996) e possui capacidades antioxidantes

(Miyata & Smith, 1996). A maior fonte de ApoE é encontrada no figado. A segunda



maior fonte de ApoE esta nos rins, sendo produzida pelas células mesangiais,
mais na regiao cortical do que na medular (Chen et al., 2001). Nos rins, a ApoE
tem um papel protetor, prevenindo a proliferagcado das células mesangiais, evitando
0 acumulo das mesmas, acumulo esse que € uma das principais caracteristicas

das doengas renais (Chen et al., 2001).



2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o mecanismo neural de controle da pressao arterial em
camundongos hipercolesterolémicos (ApoE knockout), associados ou ndo, com a

hipertensao arterial renovascular 2R1C.

2.2. Objetivos Especificos

o Estabelecer a técnica de producdo do modelo de hipertensdo experimental

renovascular 2R1C em camundongos C57BL/6 (controles) e ApoE knockout.

e Observar se a condicao de hipertensdo associada com hipercolesterolemia

estaria acelerando o processo aterosclerético nos camundongos ApoE 2R1C.

» Avaliar a sensibilidade do controle barorreflexo da pressao arterial em
camundongos ApoE knockout acordados, em presenga ou néo de hipertensao

renovascular 2R1C.

e Investigar possiveis alteracbes dos parametros corporais e cardiovasculares
tais como: peso corporal, presenca de hipertrofia ventricular, hipertrofia e
atrofia renais em camundongos hipercolesterolémicos com hipertenséo
renovascular 2R1C.

o Avaliar a expressao dos receptores AT4 da angiotensina Il no arco aortico,
ventriculos e rins dos animais com hipercolesterolemia e hipertensao

renovascular 2R1C.



Figura 1: Fotografia da aorta de um camundongo ApoE * com 16 semanas de
idade. As setas apontam para os pontos esbranquicados, indicativos de presenca
das lesbes ateroscleroticas: (1) curvatura inferior do arco adrtico, (2) aorta
toracica, (3) aorta abdominal, (4) ramificacdo da artéria renal esquerda e (5)
bifurcagao iliaca.

Embora o camundongo ApoE-deficiente seja um modelo adequado para o
estudo da corregdo génica na dislipoproteinemia genética (Rouis et al., 1999),
ainda faltam estudos que demonstrem os efeitos da hipercolesterolemia e da

aterosclerose sobre os mecanismos de regulagdo cardiovascular, como, por



exemplo, o barorreflexo e, sobretudo, quando associados com a hipertensao
renovascular 2R1C.

Portanto, o principal questionamento do presente estudo é:

Como estariam funcionando os barorreceptores e, conseqiientemente, o
controle barorreflexo da pressdo arterial quando ha uma combinacdo de duas

fisiopatologias tais como a aterosclerose e a hipertenséo arterial?



3. Metodologia

3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos da raga C57BL/6 (controles) e ApoE
knockout (hipercolesterolémicos), machos, pesando em média 23g e idade de
aproximadamente 8 semanas. Os animais eram provenientes de uma colénia de
reproducdo de responsabilidade do nossa propria instituicdo, sendo criados e
mantidos no Biotério do Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular do
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas no Centro Biomédico da
UFES. Tém a garantia de serem isogénicos. Isto é: todos filhos de casais irmaos
e, portanto, com o minimo de variabilidade genética. Os mesmos recebiam agua e
racao a vontade e tinham controlados o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como
a temperatura (22+2°C) e a umidade do local onde eram mantidos (70%). A
criacdo e 0 manuseio experimental dos exemplares foi realizada de acordo com as
normas estabelecidas pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca

(CTNBIO) e American Physiological Society (APS), respectivamente.

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em dois grandes grupos experimentais:

e (C57BL/6 - controles

e ApoE knockout (ApoE ™) - hipercolesterolémicos

Esses grupos, por sua vez, foram ainda subdivididos em:



. Normotensos - controles sham

o Hipertensos - 2R1C

3.3. Produgao Experimental da Hipertensdo Renovascular 2 Rins-1Clipe
(2R1C)

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (91 mg/kg) e
xilazina (9,1 mg/kg i.p.), colocados em posi¢cao decubito lateral e, com o auxilio de
uma lupa cirurgica (Opto eletrénica S/A Sn-2002, Sao Carlos, SP), o rim esquerdo
foi exposto, por meio de uma pequena incisdo lateral. Apés um completo
isolamento da artéria renal esquerda, um clipe de ago inox de dimensdes
3x2x1mm (Exidel SA, Suica - ver maiores detalhes na figura 2), desenvolvido
especificamente para a utilizagdo em camundongos, com uma abertura de 0,12
mm foi, entdo, colocado na artéria renal esquerda, proximo a aorta abdominal,
determinando uma estenose renal semelhante a estenose renal humana. Em
seguida, o rim foi acomodado cuidadosamente na cavidade retroperitoneal, as
incisdes peritoneal e abdominal foram suturadas e, apds receberem uma dose de
antibiético (penicilina — 100Ul, Eurofarma LTDA, Sao Paulo, SP), recuperaram-se
da anestesia. Para os normotensos, foram realizados os mesmos procedimentos
cirurgicos acima, exceto pela nado colocagdo do clipe na artéria renal, o que
denominamos de cirurgia ficticia (sham). Durante toda a cirurgia, a temperatura
corporal era controlada por uma manta térmica regulada para manter a

temperatura em torno de 37°C.



Os camundongos foram mantidos durante 28 dias em gaiolas individuais,
com livre acesso a agua e ragao. O ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como, a
temperatura e a umidade do local onde permaneciam, eram controlados em

22+2°C e 70%, respectivamente.

Figura 2: Fotografia de um clipe de ago inox
(0,12mm) utilizado na cirurgia para a produgado da
hipertensdo experimental renovascular 2R1C em

camundongos.

3.4. Instrumentagao para Medidas Hemodinamicas

Apés 28 dias de estenose da artéria renal, os animais foram anestesiados e
cateteres de 4cm de comprimento (Micro-Renathane, Braintree Science Inc, USA)
e .040mm de diédmetro externo x .025mm de diametro interno, submetidos a
reducdo do diametro para aproximadamente 0,22 a 0,25mm por meio de
aquecimento, foram inseridos na artéria carétida direita para registros de pressao

arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM), bem como de freqiéncia



cardiaca (FC), e também na veia jugular esquerda, para a administracdo de
drogas. Previamente aos implantes dos cateteres, esses foram preenchidos com
uma solugdo de NaCl a 0,9% heparinizada (50Ul) e obstruidos com pinos de
metal. Os cateteres foram exteriorizados na nuca dos animais com auxilio de um
trocater (figura 3). Posteriormente, as incisbes foram suturadas e administrado
antibidtico penicilina na mesma dose descrita no item 3.3. O cateter arterial foi
acoplado a um transdutor de pressao, o qual, por sua vez, foi conectado a um
sistema de aquisi¢cao de dados (BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA, USA) para
afericado de PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm). O cateter da veia jugular foi
conectado a uma canula extensora para facilitar a administragdo das drogas sem
manipular o animal.

Os animais foram utilizados para os experimentos somente apds um
periodo minimo de 24-48 horas, para que pudessem recuperar da cirurgia. Todos
os procedimentos cirurgicos foram desenvolvidos com o auxilio de uma lupa
cirurgica e de uma manta térmica, tendo a cirurgia durado aproximadamente 1

hora, sendo sempre realizada no mesmo horario para todos eles.



(A)

(B)

Figura 3: Fotografia de um camundongo C57BL/6 com os
cateteres arterial e venoso exteriorizados na nuca (A),

vista lateral e (B) vista frontal.



3.5. Protocolos Experimentais
3.5.1. Drogas Utilizadas no Protocolo Experimental do Barorreflexo

Arterial

- Fenilefrina: droga vasoconstritora (simpatomimética) seletiva para receptores o

encontrados nos vasos sangiiineos;

- Nitroprussiato de sodio: droga vasodilatadora.

As drogas utilizados no estudo do barorreflexo foram obtidas da Sigma-Aldrich

Chemicals Co (St Louis, MO, USA), e diluidas em solugdao de NaCl a 0,9%.

Estudo 1: Avaliagao do Controle Barorreflexo

Este estudo foi idealizado visando responder ao seguinte questionamento:

Como estaria funcionando o barorreflexo arterial em camundongos
ateroscleréticos associado ou ndo com hipertensdo renovascular 2R1C

(dependente de angiotensina 11)?

Buscando respostas para esses questionamentos, apés 24-48 horas da
implantagdo dos cateteres, a atividade dos barorreceptores arteriais foi verificada

nos camundongos acordados. Apds um periodo de estabilizagcdo da presséo



arterial e da frequéncia cardiaca de aproximadamente 20 minutos, os
experimentos foram iniciados.

O barorreflexo foi avaliado pela resposta cronotropica reflexa frente aos
aumentos ou diminui¢gdes da pressao arterial por meio de uma unica injegao in
bolus e randomizada dos agentes fenilefrina (48,0ug/kg, em um volume de 5ul) e
nitroprussiato de sédio (24,0ug/kg, em um volume de 5pl), respectivamentente.
Para empurrar o volume apds a administracdo de cada uma das drogas, foi
injetado 35ul de salina 0,9% por meio de uma seringa Hamilton. Portanto, apds os
testes do barorreflexo, o volume de liquido total injetado no animal foi de no
maximo 80ul. As doses das drogas utilizadas foram escolhidas por promoverem
alteragbes na PAM de até 50mmHg. Entre a injecdo de uma droga e a outra, foi
respeitado um intervalo minimo de 30 minutos para que a pressao arterial e a FC
retornassem aos valores basais iniciais.

Para a obtengdo dos dados, a atividade dos barorreceptores arteriais foi

verificada por meio de trés analises diferentes validas na literatura da area:

1. Analise Ponto a Ponto

A analise do barorreflexo ponto a ponto consistiu na analise das variagdes
absolutas (bpm) ou relativas (%) da FC em cinco pontos consecutivos de variagao
pressora ou depressora da pressao arterial média (5, 10, 15, 20 e 25mmHg, para
a fenilefrina e -5, -10,-15,-20 e -25mmHg para o nitroprussiato de sodio).

A sensibilidade ou ganho do barorreflexo foi calculada por meio de uma
média da relagao variagao de FC/variagdao de PAM para cada ponto (intervalo de

5mmHg), a qual foi expressa em bpm/mmHg e chamada de média dos ganhos.



A analise ponto a ponto permitiu verificarmos as variacbes cronotropicas
reflexas e a sensibilidade ou ganho do reflexo em cada um dos pontos,
separadamente, para a fenilefrina (resposta bradicardica) e para o nitroprussiato
de sodio (resposta taquicardica). Este método ja foi utilizado recentemente em

outro estudo como o de De Angelis et al. (2004).

2. Andlise por Regressao Linear

Trata-se de uma representacdo muito comum do barorreflexo arterial em
que, assim como a analise ponto a ponto, também se analisam as respostas
cronotropicas reflexas bradicardicas e taquicardicas separadamente. Neste
método, ja utilizado em outro estudo em nosso laboratério (Gava et al., 2004), a
regressao linear é calculada por meio da equacéao da reta (y=ax+b), aplicada para
as variagdes de FC em resposta a fenilefrina ou ao nitroprussiato de sédio em
cada intervalo de 5mmHg de PAM. Esta formula permitiu obter o valor de r que
representa o coeficiente de correlacao.

Optamos por fazer a regresséao linear por ser mais uma representacaéo do
barorreflexo que permite quantificar separadamente o papel preponderante do

componente parassimpatico e simpatico frente as variagdes bruscas de PAM

3. Analise pelo Método das Barocurvas

Um método também muito utilizado para a analise do barorreflexo élaquele
em que todos os componentes do barorreflexo sdo analisados juntos por meio de
uma sigmodide ajustada por um programa de computador. Este tipo de

representacdo do barorreflexo foi escolhido para analisarmos o conjunto de



respostas do reflexo, como platd de bradicardia, platd de taquicardia, faixa de

atuacéao e sensibilidade do barorreflexo.

Calculo para a Obtencao da Barocurva:

Para a analise da barocurva, foram considerados a sensibilidade (ou
ganho) do reflexo, os platés de taquicardia e bradicardia reflexas maximas e a
faixa de atuacdao do reflexo. Valores de pico de PAM e FC, em resposta a
fenilefrina e ao nitroprussiato de sodio, foram ajustados a uma equagao logistica
sigmoidal através de programa pessoal e baseado no algoritmo de Marquardt
(1963). O método de curvas segue a seguinte equacao:

FC =P/ {1 + exp[P2(PAM — P3)]} + P4
Onde P4 é a faixa de FC (diferenga entre o platd de bradicardia e o platd de
taquicardia); P, € o coeficiente de inclinagao (que independe da faixa de FC); P; é
a PAM no ponto médio da faixa de FC (PAs); e P4 € o platd de bradicardia. Os
ganhos instantaneos (G) para a inteira curva do barorreflexo foi determinado pela
primeira derivada da fungao logistica, conforme equacéao a seguir:
Gpam = P1P2expPo(PAM — P3)/[1 + expP2(PAM — P3)]?

A sensibilidade do barorreflexo, derivada do ganho maximo (-P¢ x P,/4), foi
calculada como o ganho no ponto em que a PAM coincide com o centro da por¢ao
reta da funcao logistica da curva sigmaide.

Este procedimento de analise da fungao barorreflexa, através de sigmodides
ajustadas por computador, tem sido extensivamente utilizado e validado em
trabalhos prévios de nosso laboratério e de outros (Meyrelles et al., 1996 e 1998;

Moysés et al., 1994; Vasquez et al., 1994; Vasquez et al., 1997; Michelini 2003)



Apods o estudo do barorreflexo, alguns camundongos de todos os grupos
experimentais foram sacrificados com uma superdosagem de pentobarbital sddico,
para que pudéssemos fazer a quantificacido dos parametros ponderais, como peso
corporal, peso ventricular e renal e presenca de hipertrofia ventricular, bem como
a analise imunohistoquimica para receptores AT da angiotensina no arco aortico,

ventriculos e rins.

Estudo 2: Parametros Ponderais

Este estudo foi idealizado para tentar responder ao seguinte

questionamento:

Quais seriam os efeitos da hipertenséo renovascular 2R1C (dependente de

angiotensina Il), no coragéo e rins de camundongos ateroscleroticos?

Para tanto, o coragao e os rins dos camundongos C57BL/6 e ApoE ™, sham
e 2R1C foram separados para a quantificacdo do peso seco. Os atrios foram
descartados, permanecendo somente os ventriculos. Os indices em valores
absolutos foram calculados por meio da relagdo peso ventricular/peso corporal
(mg/g).

Para os rins, os indices absolutos foram calculados por meio da relagao
peso do érgao/peso corporal (mg/g).

Estudo 3: Histologia



Este estudo foi realizado visando responder ao seguinte questionamento:

Sera que a hipertensdo associada a aterosclerose poderia agravar a

hipertrofia ventricular e renal?

Alguns dos animais sacrificados no item 3.5.2. foram separados para a
documentagao de hipertrofia ventricular e morfologia dos rins. Para isto, o torax foi
aberto e a aorta perfundida por meio do ventriculo esquerdo com 20ml de salina
tampao fosfato (PBS 0,1M), pH 7,4 sob uma pressdao de 100mmHg para os
animais normotensos (C57BL/6 e ApoE 7 sham) e de 125mmHg para os animais
hipertensos (C57BL/6 e ApoE " 2R1C), até ser totalmente exangiiinada através de
uma incisao no atrio direito e continuada com paraformaldeido tamponado a 4%. A
pressao de perfusao foi controlada para ser semelhante a pressao arterial média
dos animais, permitindo a integridade das artérias e evitando, assim, as possiveis
rupturas e degradacao das placas ateromatosas. Os rins e o coragao (ventriculos)
foram removidos e montados em gelatina a 25% (Dr. Oetker, Brasil) e
imediatamente congelados a -16°C. Apds 24 horas, as amostras foram
seccionados a 8um (ventriculos) e 20um (rins) de espessura em micrétomo
criostato a -20°C (ANCAP, Campinas, SP). Posteriormente, os cortes foram
coloridos com hematoxilina (Sigma-Aldrich) e analisados com o uso de um
microscopio optico (Olympus AX70) acoplado a uma camera digital (Leica, Scam
pro, Adobe Photoshop). As amostras foram fotografadas e analisadas por um

programa de captura de imagem (Leica EWS 2100).



Estudo 4: Imunohistoquimica

Este estudo foi realizado para responder o questionamento abaixo:

a) Qual seria o papel da angiotensina Il no arco adrtico, coragao e rins de
camundongos hipercolesterolémicos/ateroscleréticos com hipertenséo
2R1C?

b) Existiria upregulation ou downregulation dos receptores AT; da

angiotensina Il nos sitios da inervagéo barorreceptora?

Para obtermos respostas destes questionamentos, foi realizada a
imunohistoquimica para os receptores AT da angiotensina Il para o arco aortico,
ventriculos e rins. Para tanto, utilizou-se um kit (Large Volume Dako LSAB® e
Peroxidase, Dako corporation Carpinteria, CA, USA).

Seguindo o mesmo procedimento do item 3.5.4., os cortes obtidos do arco
aortico (8um), ventriculos (10um) e rins (15um) apés 24 horas foram lavados com
salina tampao fosfato (PBS) 1X com pH 7,4 e tratados com peréxido de hidrogénio
(H202) a 3% em PBS durante 5 minutos, para bloquear a atividade da peroxidase
endégena. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS 1X e incubados por 30
minutos a 25°C com um anticorpo policlonal primario de camundongo contra os
receptores AT da angiotensina Il (anti-AT;, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA;
200ug/ml) diluido (1:200) em PBS 1X. Depois da lavagem em PBS 1X, os cortes
foram tratados por 15 minutos com um anticorpo secundario biotinilado anti-
camundongo, anti-coelho e anti-cabra, para evitar ligagdes inespecificas. Vencida

esta etapa, os cortes foram lavados com PBS 1X e tratados com estreptavidina,



um conjugado de peroxidase por 15 minutos. Passando pela estreptavidina
peroxidase, as amostras foram lavadas em PBS 1X e incubadas com uma solucao
cromogénica por 5 minutos para os cortes de rim e 10 minutos para os de arco
aodrtico e ventriculos. Todos as solugbes utilizadas no protocolo de
imunohistoquimica faziam parte do kit, exceto o anticorpo.

Concluido esse protocolo, foi realizada a contra-coloragdo com

hematoxilina (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) para detalhamento celular.

Estudo 5: Dosagem de Colesterol Plasmatico

Este estudo foi idealizado visando responder o seguinte questionamento:

A hipertensdo renovascular 2R1C poderia alterar os niveis de colesterol plasmatico

de camundongos ApoE ™" ?

Com este objetivo, foi coletado sangue de alguns animais de todos os
grupos experimentais para a realizacdo da dosagem de colesterol. Ao final dos
experimentos, foi retirada uma amostra de sangue arterial (400ul) proveniente da
artéria carétida. Imediatamente apds a coleta, a amostra era centrifugada em
1.600 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos para a separagao do plasma
(40ul) que era coletado e congelado por até 90 dias. Quando reuniamos um
numero de amostras adequado, era realizada a dosagem do colesterol plasmatico
utilizando um kit colorimétrico (Bioclin, Belo Horizonte, MG) com leitura em

espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 500nm.



Normalmente, para este tipo de procedimento, utiliza-se uma amostra de
sangue venoso. Foram feitas varias tentativas na veia caudal, plexo venoso orbital
€ na veia jugular, todas sem éxito porque obtinhamos apenas algumas gotas de
sangue e o volume de plasma que o0 nosso kit exigia era alto, em torno de 1ml. Por
uma facilidade metodolégica, esse volume sO era obtido por meio da artéria
carétida, que ja estava cateterizada. Apesar disto, os valores de colesterol
encontrados no sangue arterial foram semelhantes aos achados em trabalhos que

coletavam sangue venoso, validando assim, a nossa metodologia.

3.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com valores de média + erro padrdao da
mesma. As médias dos valores foram expressadas estatisticamente, utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) de uma via, completamente randomizada, se o
objetivo era comparar os parametros ponderais, seguida do teste post hoc de
Fisher, ou entdo, ANOVA de duas vias, para medidas repetidas, se o objetivo era
comparar as variagées de FC durante a avaliagdo do barorreflexo, seguida do
mesmo teste post hoc. O teste t de Student foi utilizado quando a comparagéao
desejada foi entre duas amostras pareadas (teste t pareado) como os resultados
de colesterol plasmatco. As diferengcas foram consideradas significantes quando

p<0,05.



4. Resultados
4.1. Valores Basais de Pressao Arterial Média e de Frequiéncia Cardiaca
em Camundongos com Hipertensao Experimental Renovascular 2R1C

A figura 4 mostra que a técnica para a produgdo da hipertensao
renovascular 2R1C em camundongos causou, conforme o esperado, um aumento
significativo da pressao arterial média basal, tanto nos animais C57BL/6 2R1C
(128 + 2,6mmHg) quanto nos hipercolesterolémicos ApoE"' 2R1C (126 +
2,6mmHg), quando comparados com os valores encontrados nos seus respectivos
grupos controles sham (103 + 2,1 e 104 + 2,1mmHg). N&o observamos diferengas
significativas da PAM basal quando comparamos os grupos C57BL/6 e ApoE"',
demonstrando que a hipercolesterolemia ndo agrava a hipertensao renovascular
2R1C, pelo menos em camundongos ApoE"' com 12 semanas de idade.

Entretanto, quando verificamos os valores basais de frequiéncia cardiaca,
observamos que a hipertensdo renovascular 2R1C causa taquicardia tanto no
grupo C57BL/6 2R1C (633 + 26 bpm) quanto no grupo ApoE” 2R1C (576 + 27
bpm) quando comparado com os respectivos animais sham (C57BL/6: 498 + 19

bpm; ApoE™: 500 + 22 bpm), sem diferencas entre os grupos C57BL/6 e ApoE™".
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Figura 4: Valores basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) de camundongos C57BL/6
(n=9) ApoE™ (n=10) normotensos (sham) e hipertensos (2R1C) apds 28 dias de
estenose da artéria renal. Os valores indicam média + erro padrao da média. **

p<0,01, vs controles sham.



4.2. Parametros Ponderais de Camundongos com Hipertensao

Renovascular 2R1C

Na figura 5, verificamos os valores médios do peso corporal dos animais
antes e depois da estenose da artéria renal. Conforme o esperado, nem a
hipertensado renovascular 2R1C e a hipercolesterolemia alteraram o peso corporal
dos animais C57BL/6 e ApoE ™ (25,2+0,4 e 24,2+0,44g, respectivamente) apos 28
dias de estenose quando comparado com os animais sham (26,2+0,4 e 25,5+0,79,
respectivamente). Os animais de todos os grupos ganharam, em média, 2g, o que
foi considerado um ganho de peso normal do crescimento do animal nesta idade.

Na figura 6, observamos os dados de hipertrofia ventricular, calculada por
meio da relagcdo peso ventricular/peso corporal. Verificamos um aumento do peso
ventricular e, consequéntemente, da relagdo peso ventricular/peso corporal nos
animais C57BL/6 2R1C (27,5+0,6mg e 1,10+0,04mg/g) e ApoE"' 2R1C
(28,3+1,0mg e 1,17+0,03mg/g), quando comparado com 0s respectivos animais
sham (C57BL/6: 26,0+0,6mg e 0,99+0,02mg/g; ApoE”: 26,4+0,8 e
1,04+0,03mg/g). O grupo ApoE” 2R1C apresenta valores de hipertrofia
ventricular, evidenciada pela relagdo peso ventricular/peso corporal, maior do que
o grupo C57BL/6 2R1C, sugerindo que a hipercolesterolemia aliada a hipertensao

2R1C nesses animais seriam as responsaveis por este resultado.
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Figura 5: Valores de peso corporal inicial e final (g) de camundongos C57BL/6
(n=9) e ApoE 7" (n=10) normotensos (sham) e hipertensos (2R1C) apos 28 dias de

estenose da artéria renal. Os valores indicam média + erro padrao da média.
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Figura 6: Peso ventricular (mg) e relacdo peso ventricular/peso corporal (mg/g) de
camundongos C57BL/6 (n=9) e ApoE ** (n=10) normotensos (sham) e hipertensos
(2R1C) apds 28 dias de estenose da artéria renal. Os valores indicam média +

erro padrao da média. * p<0,05 e ** p<0,01, vs controles sham.



Um resultado esperado, visto na figura 7, foi que, nos animais hipertensos,
tanto os C57BL/6 quanto os ApoE” mostraram uma atrofia do rim clipado e uma
hipertrofia do rim contralateral, quando comparado com os animais sham. lIsto
reflete-se quando fazemos a relagao peso do rim clipado/peso do rim contralateral
(mg) e também na relagdo peso renal/peso corporal (mg/g) como pode ser visto

nas figuras 8 e 9.

(A) (B)

Figura 7: (A), fotografia do rim contralateral e clipado de um animal C57BL/6
sham e um animal C57BL/6 2R1C ap6s 28 dias de estenose da artéria renal. (B),
fotografia do rim contralateral e clipado de um animal ApoE * 2R1C apés 28 dias

de estenose da artéria renal. A seta aponta para o clipe na artéria renal esquerda.
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Figura 8: Peso do rim clipado (mg) e peso do rim contralateral (mg) de
camundongos C57BL/6 (n=9) e ApoE " (n=10) normotensos (sham) e hipertensos
(2R1C) apds 28 dias de estenose da artéria renal. Os valores indicam média +

erro padrao da média. * p<0,05 e ** p<0,01, vs controles sham.
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Figura 9: Relacao peso do rim clipado/peso rim contralateral (mg) e relagdo peso
renal/peso corporal (mg/g) de camundongos C57BL/6 (n=9) e ApoE * (n=10)
normotensos (sham) e hipertensos (2R1C) apds 28 dias de estenose da artéria
renal. Os valores indicam média + erro padrdao da média. * p<0,05 e ** p<0,01, vs

controles sham.



4.3. Avaliagao do Barorreflexo

Na figura 10 A, estdo ilustrados os registros tipicos de pressao arterial
pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC) dos
animais C57BL/6 e ApoE *~ sham, apés a administracdo de fenilefrina. A figura 10
B mostra os registros tipicos de PAP, PAM e FC dos animais C57BL/6 e ApoE -
2R1C ap6s a administracdo de fenilefrina. Como podemos observar ndao houve
diferenca entre os grupos C57BL/6 e ApoE ” nem na figura 10 A e nem na 10 B.
Entretanto, quando comparamos a figura 10 A com a 10 B verificamos que tanto o
animal C57BL/6 2R1C quanto o ApoE + 2R1C respondem com uma bradicardia
exagerada frente aos aumentos de pressao apos a injecao de fenilefrina quando
comparados com os respectivos animais controles sham (figura 10 A).

A figura 11 A mostra os registros registros tipicos de PAP, PAM e FC dos
animais C57BL/6 e ApoE 7~ sham apds a administracdo de nitroprussiato de sédio.
Conforme observamos n3o ha difrenca entre os grupos C57BL/6 e ApoE ™. Ja a
figura 11 B ilustra os registros tipicos de PAP, PAM e FC dos animais C57BL/6 e
ApoE  2R1C ap6s a administragcdo de nitroprussiato de sodio. Quando
analisamos as respostas frente as diminuicdes da pressao arterial determinada
apos a injecdo de nitroprussiato de sddio, o animal C57BL/6 2R1C e o ApoE -
2R1C apresentam uma resposta atenuada quando comparada com os animais
controles sham (figura 11 A), sem diferencas entre o animal C57BL/6 2R1C e
ApoE " 2R1C. Na mesma figura, observamos que o animal ApoE sham tem uma

resposta taquicardica maior do que o animal C57BL/6 sham.
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Figura 10 A: Registros tipicos de presséao arterial pulsatil (PAP), média (PAM) e de
frequéncia cardiaca (FC) durante a avaliagdo do barorreflexo apds a injecédo de

" sham apos 28

fenilefrina (48 pg/kg, i.v.) em camundongos C57BL/6 sham e ApoE
dias de estenose da artéria renal.

Fenilefrina — Animais 2R1C
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Figura 10 B: Registros tipicos de pressao arterial pulsatil (PAP), média (PAM) e de
frequéncia cardiaca (FC) durante a avaliagdo do barorreflexo apds a injecao de
fenilefrina (48 pg/kg, i.v.) em camundongos C57BL/6 2R1C e ApoE " 2R1C apds 28
dias de estenose da artéria renal.

Nitroprussiato de Sédio — Animais sham
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Figura 11 A: Registros tipicos de pressao arterial pulsatil (PAP), média (PAM) e de
frequéncia cardiaca (FC) durante a avaliagdo do barorreflexo apds a injecao de
nitroprussiato de sédio (24 pg/kg, i.v.) em camundongos C57BL/6 sham e ApoE

sham apoés 28 dias de estenose da artéria renal.
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Figura 11 B: Registros tipicos de presséo arterial pulsatil (PAP), média (PAM) e
de frequéncia cardiaca (FC) durante a avaliagdo do barorreflexo apds a injegéo de
nitroprussiato de sédio (24 pg/kg, i.v.) em camundongos C57BL/6 2R1C e ApoE -
2R1C apos 28 dias de estenose da artéria renal.

4.3.1. Anadlise do Barorreflexo por Variagées da Frequéncia Cardiaca

Ponto a Ponto



Estudo 1: Apds a Injecdo de Fenilefrina

A figura 12 ilustra o resultado do barorreflexo ponto a ponto em valores
absolutos (bpm) e relativos (%) apds a injecao de fenilefrina. Observamos que os
animais hipertensos renovasculares C57BL/6 e ApoE - responderam com uma
bradicardia reflexa significativamente maior (p<0,05; ANOVA) do que os
respectivos controles sham. Sem diferengas entre os grupos C57BL/6 e ApoE 7+

Na figura 13, avaliamos a sensibilidade do barorreflexo para aumentos de
pressao (fenilefrina) evidenciada pelo ganho médio. Verificamos que o ganho
médio, ou seja, a sensibilidade do reflexo, esta aumentada (p<0,05; ANOVA ou
teste t de Student) nos animais renovasculares C57BL/6 e ApoE” apds a

administracao de fenilefrina quando comparados com os animais controles sham.
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Figura 12: Variacdo de frequéncia cardiaca em valores absolutos (bpm) e
relativos (%) durante a avaliagao do barorreflexo obtido apds injecéo de fenilefrina
(48ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6 sham (n=7), ApoE " sham (n=8),
C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os valores indicam média + erro

padrao da média. * p<0,05, vs controles sham.
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Figura 13: Avaliagdo da sensibilidade (ganho médio) do barorreflexo obtido apdos
injecao de fenilefrina (48ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6 sham (n=7), ApoE
" sham (n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os valores indicam
média + erro padrao da média. * p<0,05, vs controles sham.

Estudo 2: Apds a Injecdo de Nitroprussiato de Sédio




A figura 14 ilustra o resultado do barorreflexo ponto a ponto em valores
absolutos (bpm) e relativos (%) apos a injecdo de nitroprussiato de sdédio.
Observamos que os animais hipertensos renovasculares C57BL/6 e ApoE™,
responderam com uma taquicardia significativamente menor (p<0,05; ANOVA) do
que os respectivos controles sham. Sem diferengas entre animais C57BL/6 e
ApoE” 2R1C. Entretanto, observamos que os animais ApoE " sham respondem
com uma taquicardia exagerada quando comparados com os animais C57BL/6
sham.

Na figura 15, avaliamos a sensibilidade do barorreflexo para diminuicoes de
pressao (nitroprussiato de sodio) evidenciada pelo ganho médio. Verificamos que
o ganho médio, ou seja, a sensibilidade do reflexo, esta diminuida (p<0,05;
ANOVA ou teste t de Student) nos animais renovasculares C57BL/6 e ApoE ™
apos a administragdo de nitroprussiato de so6dio quando comparados com o0s
animais controles sham. E que o exagero da resposta taquicardica dos animais
ApoE 7~ sham, visto na figura 13, conseqiientemente reflete-se na sensibilidade do
reflexo, evidenciada pelo ganho médio aumentado (18,0+1,4 bpm/mmHg) destes
animais quando comparamos com o0s animais C57BL/6 sham (8,7+0,8

bpm/mmHg).
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Figura 14: Variacdo de freqiéncia cardiaca em valores absolutos (bpm) e
relativos (%) durante a avaliagdo do barorreflexo obtido apds injecdo de
nitroprussiato de sodio (24ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6 sham (n=7),

ApoE 7 sham (n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os valores



indicam média + erro padrdo da média. * p<0,05, vs controles sham e §, vs

controles C57BL/6 sham.
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Figura 15: Avaliagdo da sensibilidade (ganho médio) do barorreflexo obtido apdos
injecdo de nitroprussiato de sodio (24 ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6

sham (n=7), ApoE 7~ sham (n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os



valores indicam média + erro padrdo da média. * p<0,05 vs controles sham e § p<
0,01, vs C57BL/6 sham.

4.3.2. Analise do Barorreflexo por Regressao Linear

Estudo 1: Apds a Injecdo de Fenilefrina

Quando analisamos os resultados da figura 16, que expressa os dados de
todos animais individualmente, bem como da média dos grupos C57BL/6 e ApoE™
sham e 2R1C apds a injecdo de fenilefrina, verificamos que os animais
renovasculares respondem mais do que o0s animais controles sham, sem

diferencas entre os grupos C57BL/6 e ApoE™.
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Figura 16: Regressao linear individual dos animais (superior) e da média dos
grupos (inferior) durante a avaliagcdo do barorreflexo obtido apds injegcao de
fenilefrina (48ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6 sham (n=7), ApoE * sham
(n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os valores no grafico inferior
indicam média + erro padrao da meédia.

Estudo 2: Apds a Injecdo de Nitroprussiato de Sédio




Quando analisamos os resultados da figura 17, que expressa os dados de
todos animais individualmente, bem como, da média dos grupos C57BL/6 e ApoE ~
" sham e 2R1C apods a injecdo de nitroprussiato de sodio, verificamos que os
animais hipertensos renovasculares respondem menos (p<0,05; ANOVA) do que
0s animais controles sham, com diferengas entre os grupos C57BL/6 sham e
ApoE " sham, em que este Ultimo apresenta uma resposta taquicardica

exagerada.
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Figura 17: Regresséao linear individual dos animais (superior) e da média dos
grupos (inferior), durante a avaliacdo do barorreflexo obtido apds injecao de
nitroprussiato de sodio (24 ug/kg, i.v.), em camundongos C57BL/6 sham (n=7),
ApoE 7 sham (n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE "~ 2R1C (n=8). Os valores no
grafico inferior indicam média + erro padrdo da média.

4.3.3. Analise do Barorreflexo por Barocurvas Ajustadas



A figura 18 ilustra a representag¢ao do barorreflexo por meio de uma analise

sigmoide, chamada de barocurva ajustada. Como podemos verificar, observamos

todos os integrantes do barorreflexo como os platés de bradicardia e taquicardia, a

faixa de atuacdo do reflexo e a sensibilidade (ganho) dado pela inclinagédo da

porcao reta do grafico. Os dados mostram um deslocamento da curva dos animais

renovasculares C57BL/6 e ApoE 7 para a direita, evidenciando a presenca de

hipertensao, entretanto, sem alteragao na sensibilidade (ganho) do reflexo quando

comparamos animais renovasculares e sham. Nao ha diferenga significativa entre

os platés de bradicardia e taquicardia, faixa de variagao e ganho do barorreflexo,

nos animais renovasculares quando comparados com os controles e nem mesmo

entre os grupos C57BL/6 e ApoE 7 (tabela 1).

Tabela 1: Parametros da Barocurva

Parametros Grupos Experimentais
C57BL/6 sham C57BL/6 2R1C ApoE sham  ApoE 2R1C
n=7 n=7 n=8 n=8

Platé de bradicradia (bopm) 339,67+26,85
Platé de taquicardia (bpm) 595,17+22,69
Faixa de variagao (bpm) 255,33+20,35
PAM 50 (mmHg) 102,0+3,52

Ganho (bpm/mmHg) - 5,9810,46

371,86+30,67
629,14+33,57
257,0+31,68

126,86+2,43*

- 6,5+0,52

329+12,66 348,5+46,06
642,67+36,63 675,33+27,72
313,33+30,78 326,0+37,69
102,5+4,86  129,83+3,52*

-7,13+0,67 -6,43+0,58

Valores de médiaterro padrao da média.*p<0,05 vs C57BL/6 e ApoE "~ sham.

Barocurva - Fenilefrina e Nitroprussiato de Sodio
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Figura 18: (A) analise sigmoidal do barorreflexo por barocurva e (B) avaliacao da
sensibilidade (ganho) do barorreflexo, obtido apds injecao de fenilefrina (48ug/kg,
i.v.) e nitroprussiato de soédio (24ug/kg,i.v.) em camundongos C57BL/6 sham
(n=7), ApoE " sham (n=8), C57BL/6 2R1C (n=7) e ApoE " 2R1C (n=8). Os valores
indicam média + erro padrao da meédia.

4.4. Dosagem de Colesterol Plasmatico



Com o intuito de garantir a fidelidade dos nossos resultados, realizamos os
testes de dosagem de colesterol plasmatico em alguns animais dos diferentes
grupos experimentais, para certificarmos de que os animais ApoE"' eram
hipercolesterolémicos e para saber se havia alguma alteragdo quando esses eram
submetidos ao modelo experimental de hipertensao renovascular 2R1C.

Conforme previsto, na figura 19 verificamos que os valores encontrados de
colesterol plasmatico dos animais ApoE ’ sham e 2R1C foram significativamente
maiores (613+94 e 448+36mg/dL, respectivamente) do que os dos animais
C57BL6 sham e 2R1C (139+13 e 108+13mg/dL, respectivamente). Curiosamente,
0s animais ApoE"' sham apresentaram valores de colesterol plasmatico

significativamente mais elevados do que os animais ApoE"' 2R1C.
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Figura 19: Grafico mostrando os valores de colesterol plasmatico (mg/dL) dos
animais C57BL/6 sham n=5, ApoE  sham n=5, C57BL/6 2R1C n=6, ApoE -
2R1C n=6, apos 28 dias de estenose da artéria renal. Valores de média + erro
padrdao da média. ** p<0,01 vs C57BL/6 sham e C57BL/6 2R1C. § p<0,05 vs

ApoE™ sham.



4.5. Imunohistoquimica
4.5.1. Arco Adrtico

A imunohistoquimica para a expressao dos receptores AT, da angiotensina
Il nos sitios das terminacdes barorreceptoras, localizadas na camada adventicia
do arco aortico, pode ser vista na figura 20. Podemos observar, por meio da
coloragao marrom (cromogénio), que, no animal C57BL/6 sham, a expressao dos
receptores ATq esta presente na camada adventicia do vaso, onde localizam-se os
fibroblastos. Entretanto, quando verificamos o animal C57BL/6 2R1C, n&o ha a
presenca da coloragdo marrom, que indica a expressdo dos receptores ATj.
Portanto, a imunohistoquimica revelou que, no modelo experimental de
hipertensdo renovascular 2R1C (renina-angiotensina dependente) em
camundongos, ha um dowregulation dos receptores AT .

Na mesma figura também esta representado a imunohistoquimica do arco
aortico de um animal ApoE"' sham. Ha presenca de lesdes ateromatosas (indicada
pelas setas) na camada intima do vaso formando o que conhecemos como
camada neointima. Além disso, observamos que a camada adventicia no vaso
desses animais, além de estar mais espessa do que a dos animais C57BL/6 sham
(sem lesbes ateromatosas), também apresenta uma marcacdo maior para os
receptores AT, evidenciada pela coloragdo marrom, demonstrando que ha um
upregulation desses receptores no camundongo ApoE” (com lesdes
ateromatosas). Entretanto, quando analisamos a imagem do corte do arco aodrtico

de um animal ApoE™

2R1C na mesma figura, observamos que a marcacgao para
os receptores AT, esta mais acentuada nos locais de presenca das placas
(indicado pelas setas), na camada neointima e também na muscular, sem

evidéncias de expressdo na camada adventicia. Embora a camada adventicia



nao tenha apresentado expressdo para os receptores AT4, ha um nitido
espessamento dessa camada envolvendo modificacbes na estrutura da matriz

extracelular.
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Figura 20: Imunohistoquimica do arco aértico de uma animal C57BL/6 e ApoE ™
2R1C, apoés 28 dias de estenose da artéria renal esquerda, comparados com os
respectivos animais sham. As setas apontam os locais de placas ateromatosas e a

coloracdo marrom indica a expressao de receptores AT4. L: lUmen; I: intima; M:



média; A: adventicia e NI: neo-intima. Os cortes foram contracoloridos com

hematoxilina. Esses dados foram reprodutivos em 2 animais de cada grupo.

4.5.2. Ventriculos

A figura 21 ilustra os resultados da imunohistoquimica ventricular para a
expressao dos receptores AT da angiotensina Il. Podemos observar que houve
uma maior expressdo dos receptores AT1 nos animais renovasculares quando
comparado com os respectivos controles. A expressao parece estar localizada nos
tecidos conjuntivos (pericardio e endocardio), sem evidéncias no tecido muscular
(miocardio) do animal C57BL/6 sham. Entretanto, em relagdo ao animal ApoE
com hipertensao 2R1C, parece que a expressao nao esta restrita somente ao
tecido conjuntivo e sim generalizada por todo o ventriculo, embora mais acentuada

no pericardio e endocardio.
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Figura 21: Imunohistoquimica para os receptores AT, cardiacos. Cortes dos
ventriculos de uma animal C57BL/6 e ApoE™ 2R1C, ap6s 28 dias de estenose da
artéria renal esquerda, comparados com os respectivos animais sham. As setas
apontam os locais de maior expressdo dos receptores AT¢. Esses dados foram
reprodutivos em 2 animais de cada grupo.

4.5.3. Rins



Na figura 22, verificamos os resultados da imunohistoquimica para os
receptores AT da angiotensina Il nos rins dos animais C57BL/6 sham e 2R1C. O
rim contralateral (hipertrofiado) do animal C57BL/6 2R1C apresentou uma
coloracdo marrom indicando um aumento da expressao dos receptores ATj.
Quando comparamos esse resultado com o rim correspondente no animal
C57BL/6 sham, nao observamos a mesma intensidade da coloracdo marrom.
Portanto, podemos sugerir que no rim contralateral do animal 2R1C ha um
upregulation dos receptores ATj.

Em relacdo ao corte histolégico do rim clipado (atrofiado) do animal
C57BL/6 2R1C, observamos uma intensa marcacao para os receptores AT
quando comparado com o animal C57BL/6 sham, evidenciando o papel da
angiotensina |l na atividade inflamatéria nesse rim, que apresenta regides
isquémicas e necroticas.

Na figura 23, podemos observar que as células dos tubulos contorcidos
distais e proximais do rim hipertrofiado do animal 2R1C estéo coloridas de marrom
indicando a expressao dos receptores AT4, 0 que nao foi verificado no rim
correspondente do animal sham.

Um outro resultado que merece atencéao, tanto na figura 22 quanto na 23, é
a morfologia dos glomérulos do rim clipado (atrofiado), que apresentam-se
alterados e provavelmente reduz a capacidade funcional normal desse rim, se
comparado com o rim contralateral, e até mesmo do animal sham em que a
morfologia dos glomérulos esta inalterada. Nao ha diferencas em relacédo a
morfologia (figura 23) e nem mesmo ao numero dos glomérulos (figura 22) quando
comparamos o rim hipertrofiado do animal 2R1C com o rim correspondente do

animal sham.



C57BL/6 sham

Rim intacto esquerdo

C57BL/6 2R1C
Rim contralateral (hipertrofiado)

“}l

200X

Figura 22: Imunohistoquimica para os receptores AT, renais. Cortes dos rins
(regido medular) de uma animal C57BL/6 2R1C, apos 28 dias de estenose da
artéria renal esquerda, comparado com o animal controle (sham). As setas
apontam os glomérulos e a coloragdo marrom indica os pontos de maior
expressao dos receptores AT4. Os cortes foram contracoloridos com hematoxilina.

Os dados foram reprodutivos em 2 animais de cada grupo.



C57BL/6 sham
Rim intacto direito

Rim intacto esquerdo
N

C57BL/6 2R1C

Rim contralateral (hipertrofiado
1 .'1' o

Rim clipado (atrofiado)

10 jim at 40k

400X

Figura 23: Imunohistoquimica para os receptores AT, renais. Cortes dos rins
(regido medular) de uma animal C57BL/6 2R1C, apos 28 dias de estenose da
artéria renal esquerda, comparado com o animal controle (sham). As setas
apontam os glomérulos e a coloragdo marrom indica os pontos de maior
expressao dos receptores AT4. Os cortes foram contracoloridos com hematoxilina.
Os dados foram reprodutivos em 2 animais de cada grupo.

Na figura 24, observamos os resultados da imunohistoquimica para os

receptores AT; no rim de um animal ApoE™ sham e de um animal ApoE”" 2R1C.



Como verificamos, ndo ha marcagdo de cromogénio, evidenciada pela coloragao
marrom, no rim intacto direito e nem no esquerdo do animal ApoE™ sham.
Entretanto, quando verificamos o corte histolégico dos rins do animal ApoE"'
2R1C, observamos que ha uma grande expressdo dos receptores AT4 no rim
clipado (atrofiado), evidenciada pela coloragdo marrom, quando comparado com o
animal sham, e até mesmo com o rim contralateral (hipertrofiado) do mesmo
animal ApoE"' 2R1C, que, apesar de estar expressando mais AT;{ quando
comparado com o correspondente do animal sham, ainda assim ndo esta tdo

acentuada como a observada no rim clipado. Nos animais ApoE™

2R1C, parece
que ha uma maior expressao de receptores AT no rim atrofiado (figura 25) do que
nos animais C57BL/6 2R1C (figura 23), sugerindo uma interferéncia da
hipercolesterolemia na expressao do receptor AT4 no rim estenosado dos animais
ApoE” 2R1C.

Na figura 25, ndo parece haver diferengcas em relagdo ao numero de
glomérulos quando comparamos o0s animais hipercolesterolémicos sham com o0s
hipercolesterolémicos 2R1C. Nessa figura, podemos observar também, porém,
detalhadamente o resultado da imunohistoquimica para os receptores AT o qual

foi demonstrado estar expresso no rim contralateral e essa expressao muito maior

no rim clipado.
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Figura 24: Imunohistoquimica para os receptores ATy renais. Cortes dos rins
(regido medular) de uma animal ApoE™ 2R1C, apds 28 dias de estenose da artéria
renal esquerda, comparado com o animal controle (sham). As setas apontam os
glomérulos e a coloragdo marrom indica os pontos de maior expressdao dos
receptores ATy. Os cortes foram contracoloridos com hematoxilina. Os dados

foram reprodutivos em 2 animais de cada grupo.



ApoE 7" sham
Rim intacto direito Rim intacto esquerdo

ApoE " 2R1C
Rim contralateral (hipertrofiado)

i, '.." by i 4 L

i i
11 jim at 4k

LT

400X

Figura 25: Imunohistoquimica para os receptores AT, renais. Cortes dos rins

" 2R1C, apés 28 dias de estenose da

(regido medular) de uma animal ApoE
artéria renal esquerda, comparado com o animal controle (sham). As setas
apontam os glomérulos e a coloragdo marrom indica os pontos de maior

expressao dos receptores AT4. Os cortes foram contracoloridos com hematoxilina.

Os dados foram reprodutivos em 2 animais de cada grupo.



5. Discussao
5.1. Valores Basais de Pressao Arterial Média e de Frequéncia Cardiaca
em Camundongos com Hipertensao Experimental Renovascular 2R1C

Atualmente, estudos vém demonstrando que, no modelo experimental de
hipertensdo renovascular 2R1C, tanto em ratos quanto em camundongos, os
niveis de angiotensina Il plasmatica estdo aumentados até o 7° dia de estenose da
artéria renal, e que, posteriormente, esses niveis retornam aos valores basais
(Navar et al., 1998; Lazartigue et al., 2004). Ou seja: aos 28 dias de estenose, o
modelo em questdo € angiotensina Il plasmatica normal. Portanto, a hipertenséo
parece ser mantida por niveis elevados de angiotensina Il intrarenal no lado nao
clipado, aumentando a reabsor¢cdo de sédio e, possivelmente, também, pelo
aumento da producgdo de angiotensina |l tecidual por meio da enzima conversora
de angiotensina (ECA) tecidual ou pelas vias alternativas de produgéo da
angiotensina Il (Navar et al., 1998).

Os dados dos valores basais de pressao arterial dos camundongos com
hipertensdo renovascular 2R1C, no presente estudo, foram considerados
modestos quando comparamos com os valores desse mesmo modelo em outras
espécies. Por exemplo: no rato, a hipertensao renovascular 2R1C produz valores
basais de PAM de aproximadamente 170mmHg (Moyses et al., 1994), niveis estes
considerados de uma hipertensdo grave. Schlager (1984), observou que as
diferentes racas de camundongos isogénicos geneticamente hipertensos
apresentam uma tendéncia a niveis de pressdo arterial bem reduzidos, se
comparados com ratos espontaneamente hipertensos, e isto estende-se também
para outros modelos experimentais de hipertensdo em camundongos, como o

modelo L-NAME (Peotta et al., 2001), DOCA-sal (Johns et al., 1996), renovascular



1 rim-1clipe (Wiesel et al., 1997), e até mesmo o préprio modelo em questao, o
2R1C (Johns et al .,1996; Wiesel et al., 1997; Madeddu et al., 1998; Murat et al.,
2000; Cervenka et al., 2002 e 2003).

O modelo de hipertensdo experimental renovascular 2R1C em
camundongos assemelha-se muito ao observado em coelhos, os quais também
desenvolvem uma hipertensao arterial considerada moderada, com acréscimo de
apenas 20mmHg (Head & Burke, 2001). Uma explicagao para os niveis modestos
de hipertensdo no modelo 2R1C em camundongos talvez seja a ativagao
exagerada do sistema vasodilatador do 6xido nitrico (NO) e/ou do sistema das
cininas como a bradicinina, contrabalanceando os niveis elevados de hipertensao,
uma vez que o proprio NO faz a mediagao dos efeitos vasculares da bradicinina.
Essa explicagdo é confirmada pelo estudo de Madeddu et al. (1998), em que
observaram que camundongos knockout para o receptor B, da bradicinina com
hipertensdao 2R1C apresentavam um aumento significativo de pressao arterial de
32 e 38mmHg apds 14 e 28 semanas, respectivamente, de estenose da artéria
renal.

O papel do NO contrapondo a exacerbagdo dos efeitos
vasoconstritores da angiotensina ||l no modelo renovascular 2R1C em
camundongos também foi demonstrado por Cervenka et al. (2002). Neste estudo,
foi administrado um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS) agudamente em
camundongos knockout para o receptor ATia da angiotensina com hipertensao
2R1C e observou-se um aumento exagerado da hipertensdo. O aumento da
atividade da NOS no modelo 2R1C em camundongos pode ser atribuido aos
niveis elevados de pressdo, mesmo sendo caracterizado como uma hipertensao

moderada, exacerbando o shear stress endotelial, o que € um potente estimulo



para a liberacdo de NO, ou mesmo por agbes diretas da angiotensina |l
estimulando a producao de NO via ativacdo de receptores AT 4 como indicado por
Pueyo et al (1998).

Um outro dado que pode explicar o fato do camundongo nao atingir niveis
elevados de pressao arterial como os ratos foi observado por Cassis et al (2004)
em que, nos camundongos, 0s niveis basais de angiotensina Il circulante
apresentam-se elevados quando comparado com os ratos e, portanto, haveria um
downregulation dos receptores AT1. Os mesmos autores demonstraram que este
fato é verdadeiro para camundongos C57BL/6 apds infusdao de angiotensina Il se
comparado com ratos Sprague-Dawley.

Contrastando os nossos dados, Mazzolai et al. (2004) e Lazartigues et al.
(2004), encontraram valores de pressao arterial média de 140 e 160mmHg,
respectivamente, no mesmo modelo utilizado neste presente estudo. Entretanto, o
primeiro utilizou camundongos ApoE"' considerados jovens com 5 semanas de
idade, o que poderia ter determinado niveis mais elevados de pressdo, e o
segundo utilizou o método de registro para pressao arterial por meio de telemetria
em camundongos C57BL/6 durante os 28 dias de estenose da artéria renal. A
telemetria € considerada um método eficiente para a monitorizacao da pressao
arterial por um longo tempo, mas 28 dias talvez seja um intervalo excessivo para
manter o animal com o probe, pois poderia estar causando desconforto e, com
isso, contribuindo para atingir o valor de 160mmHg de PAM.

O fato da maioria dos registros hemodinamicos no presente estudo terem
sido realizados apenas 24 horas apos a cirurgia de implantagdo dos cateteres
poderia ter contribuido para os valores encontrados de PAM e de FC. Entretanto,

foi realizada a medida dos registros hemodinamicos (dados nao mostrados) em



alguns animais com 24 e 48 horas apds a cirurgia e verificamos que nao ha
alteracao dos valores encontrados para PAM e FC.

Os niveis de pressao arterial observados nos nossos animais com 12
semanas de idade n&o foram agravados pela presenga de
hipercolesterolemia/aterosclerose. Corroborando os nossos dados, Yang et al.
(1999) demonstraram que camundongos ApoE"' s6 desenvolvem hipertensao
espontanea quando ha a presenca de lesdes graves com capa fibrética causando
uma disfung¢ao endotelial e, consequentemente, uma hipertensao de até 16mmHg,
0 que ocorre somente em animais com idade a partir de 30 semanas. Neste
mesmo estudo, foi comprovado que camundongos ApoE"' com 8 semanas de
idade apresentam apenas hipercolesterolemia sem disfungdo endotelial e sem
hipertensao arterial. Como 0s nossos animais tém em média 12 semanas de vida,
pode-se dizer que nesta idade as lesdes sao formadas por células espumosas e
estrias gordurosas. Portanto, ainda ndo desenvolveram lesbes graves o suficiente
para causar hipertensdo nos animais ApoE ” sham e nem mesmo agravar a
hipertensdo nos animais ApoE"' 2R1C.

Em nosso estudo, tanto os C57BL/6 quanto os ApoE"' apresentaram-se
taquicardicos apos 28 dias de estenose da artéria renal. O mesmo resultado
também foi demonstrado em camundongos C57BL/6 com hipertensdo 2R1C apods
14 dias (Wiesel et al., 1997), ap6s 28 dias (Wiesel et al.,, 1997; Madeddu et
al.,1998) e também em um outro estudo em nosso laboratério (dados nao
publicados) apés 14 dias de estenose da artéria renal. Este resultado é uma
caracteristica do modelo 2R1C em camundongos, uma vez que em ratos so
observa-se uma taquicardia transitoria com 7 dias de estenose e depois de 28 dias

a mesma desaparece (Moyses et al., 1994). A fisiologia do camundongo talvez



possa explicar este fato, porque, nesses animais, devido ao pequeno porte, a FC
basal ja € maior que a do rato, pois 0 coragao precisa manter o débito cardiaco e
em fungdo do seu tamanho e, para exercer adequadamente esta funcao, precisa
aumentar o cronotropismo. Somado a isto, esses animais tém uma predominancia
do tébnus simpatico basal (Jumrussirikul et al., 1998; Wickman et al., 1998;
Janssen et al.,, 2000; Gehrmann et al., 2000; Just et al., 2000) e quando sao
submetidos a uma hipertensdao 2R1C que é dependente de angiotensina Il e
sabendo-se que a angiotensina Il aumenta a atividade simpatica (Kobayashi et al.,
1978), possivelmente, seja este o motivo pelo qual os camundongos com
hipertensao renovascular 2R1C apresentam-se taquicardicos.

Recentemente, Mazzolai et al. (2004) e Lazartigues et al. (2004) realizaram
estudos em camundongos com hipertensao renovascular 2R1C e nao observaram
taquicardia. Entretanto, em relagdo ao primeiro autor os animais tinham idades
diferentes das dos nossos animais e o segundo utilizou uma metodologia diferente
para os registros hemodindmicos a qual foi por meio de telemetria durante um
longo periodo (28 dias). Portanto, pode existir diferengas entre cada laboratério de
pesquisa em relagao aos niveis basais de PAM e de FC no modelo experimental
de hipertensdo renovascular 2R1C em camundongos. Além disso, nos dois
estudos citados os valores basais de FC dos respectivos animais controles (sham)
eram 630 e 600 bpm, valores considerados elevados para camundongos da

linhagem C57BL/6 que é de 450 a 500 bpm (Ryan et al., 2002).



5.2. Parametros Ponderais de Camundongos com Hipertensao
Renovascular 2R1C

O modelo de hipertensado renovascular 2R1C é conhecido por determinar
hipertrofia ventricular em ratos (Cabral et al., 1998; Moyses et al., 1994; Dedeogllu
& Springate, 2001), camundongos (Wiesel et al., 1997; Cervenka et al., 2002),
mas nao em coelhos (Wilfert et al., 2000).

Estudos anteriores em camundongos C57BL/6 (Wiesel et al., 1997,
Cervenka et al.,, 2002; Mazzolai et al., 2004) mostram que, no modelo de
hipertensao experimental 2R1C, ndo ha perda de peso ao final dos 28 dias de
estenose da artéria renal. Dados que corroboram 0s nossos € que nos permitem
identificar a presencga de hipertrofia ventricular nos nossos animais 2R1C, uma vez
que esses nao perderam peso e tinham os valores de peso ventricular maiores do
que dos animais normotensos. A hipertrofia ventricular, muitas vezes, é
estabelecida erroneamente devido a uma perda de peso dos animais ao longo do
periodo de estenose e, como os valores da mesma sédo determinados por meio da
relacdo peso ventricular/peso corporal, poderiam estar levando a um resultado
falso positivo.

A hipertensdao crbnica resulta em modificacdes estruturais do sistema
cardiovascular, e em particular causa hipertrofia ventricular, na qual representa
uma adaptacdo ao aumento da sobrecarga cardiaca. Além disso, existem outros
fatores hipertroficos, como a angiotensina Il que, além de causar efeitos
hemodinamicos, contribui diretamente para a resposta hipertrofica via ligagcao aos
receptores AT4a, estimulando fatores de crescimento nos midcitos e fibroblastos
cardiacos (Murat et al., 2000). Foi demonstrado no mesmo estudo que a

hipertrofia ventricular no modelo 2R1C em camundongos ocorre as custas de



angiotensina |l, estimulando a ativacdo de proteinas quinases mitogénicas
(MAPK). A hipertrofia ventricular observada deve-se provavelmente mais aos
efeitos diretos (celulares) da angiotensina Il do que da prépria hipertensédo, uma
vez que a hipertensdo dos nossos animais é considerada modesta, por ser de
apenas 20mmHg. Entretanto, ndo podemos descartar totalmente a influéncia do
fator hemodinamico.

Nossos resultados de hipertrofia ventricular corroboram estudos anteriores
em camundongos C57BL/6 com hipertensdo 2R1C (Wiesel et al.,1997; Madeddu
et al.,, 1998; Murat et al., 2000) e contrastam os de Mazzolai et al. (2004) em
camundongos C57BL/6 e ApoE™ com hipertensdo 2R1C. Vale ressaltar que, neste
ultimo, os exemplares foram clipados com apenas 5 semanas de idade enquanto,
no nosso estudo e nos demais, isto aconteceu com 8 semanas de idade.

Uma consequéncia no modelo experimental 2R1C é a presenca de atrofia
do rim clipado e de uma hipertrofia do rim contralateral, resultado considerado
classico neste modelo em outras espécies como caes e ratos (Goldblatt et
al.,1934; Miksche et al., 1970), e que pode ser estendido também para os
camundongos (Wiesel et al.,, 1997). Nossos dados também reproduziram este
mesmo fato e, portanto, confirmaram o sucesso da nossa técnica.

A atrofia observada do rim clipado de alguns animais ApoE” 2R1C foi
ligeiramente mais acentuada do que nos animais C57BL/6 2R1C. Isto deve-se,
possivelmente, pela presencga inicial de pequenas lesdes de estrias gordurosas e
células espumosas evoluindo para as lesbes intermediarias na artéria renal
esquerda de alguns animais, ja que, a partir da 122 semana de idade, comegam a
aparecer lesdes ateroscleroéticas consideradas intermediarias nessa area (Yang et

al.,1999). Portanto, alguns dos nossos animais poderiam estar em uma fase



limitrofe de evolugcdo das estrias gordurosas para as lesdes ateroscleréticas
intermediarias, o que contribuiria para que a estenose fosse mais acentuada do
que o calibre de 0,172mm que o clipe proporciona. De fato, alguns animais ApoE™"
2R1C (dados ndo mostrados) no dia do experimento ndo apresentavam
hipertensdo e, quando era realizada a retirada dos rins para serem pesados,
observava-se que o rim clipado apresentava-se isquémico, fibrético e com perda
de tecido, provavelmente devido a uma estenose severa ao ponto de bloquear o

fluxo sangliineo para o mesmo.

5.3. Barorreflexo Arterial

O barorreflexo, principal mecanismo neural de ajustes rapidos da pressao
arterial, e que pode estar alterado diante de algumas fisiopatologias como, por
exemplo, hipertensao arterial e aterosclerose, ja foi estudado em outras espécies
de mamiferos como coelhos e ratos (Moysés et al., 1994; Wilfert et al., 2000; Head
et al., 2001). Entretanto, quando o camundongo surgiu como a espécie favorita
para os estudos da fisiologia cardiovascular, devido as inumeras técnicas de
engenharia genética que tornam possivel a produgcdo de descendentes
transgénicos e knockout, uma nova corrida foi iniciada para reproduzir as técnicas
de estudo que ja eram bem estabelecidas em outras espécies. Nessa fase atual
da pesquisa em fisiologia cardiovascular, constatamos que a fisiologia do
camundongo é completamente diferente da de outras espécies, a comegar quando
observamos as tantas modificacdes e adaptagées do controle barorreflexo nos
diferentes modelos experimentais de hipertensao arterial em camundongos, e

também quando estudamos esses modelos em animais knockout.



Os nossos dados demonstram que o barorreflexo na hipertensao
renovascular 2R1C em camundongos esta exagerado, frente aos aumentos de
pressao, e atenuado, frente as diminuicbes da mesma. Esse resultado é diferente
do mesmo modelo em ratos, em que ha um prejuizo do barorreflexo (Moysés et
al., 1994), e também em coelhos, em que a sensibilidade cardiaca dos
barorreceptores mostrou-se atenuada (Head & Burke, 2001). Na tentativa de
explicar este resultado, seguimos a linha de raciocinio de que o camundongo ja &
um animal simpatotdnico, ou seja, tem uma predominancia da atividade nervosa
simpatica para o coragao e vasos periféricos (Jumrussirikul et al., 1998; Wickman
et al.,, 1998; Janssen et al.,, 2000; Gehrmann et al., 2000; Just et al., 2000).
Portanto, quando submetido a uma hipertensao angiotensina Il elevada, a qual,
sabe-se, estimula a atividade do sistema nervoso simpatico (Kobayashi et
al.,1978), a atividade simpatica torna-se ainda mais intensa. Baseado neste
entendimento, e conhecendo como funciona o controle barorreflexo, quando
desafiamos esse sistema com aumentos de pressdo arterial, os animais
renovasculares apresentam uma retirada simpatica que torna-se muito mais
significativa do que a dos animais que nao estao sob a influéncia da angiotensina
II. Além disso, os animais com hipertensdo 2R1C apresentam-se taquicardicos,
provavelmente pela atuacdo da angiotensina Il estimulando a atividade simpatica.
Por este motivo, a reserva cronotdpica nesses € maior, o que contribuiria ainda
mais para o exagero da resposta bradicardica observada apos a administragdo de
fenilefrina.

Em contrapartida, seguindo 0 mesmo raciocinio acima, quando o sistema
do barorreflexo é desafiado com diminuicdes de pressao arterial, a resposta

cronotopica de reserva € muito reduzida, pois estdo taquicardicos e, com isso,



tentamos explicar o motivo pelo qual os animais com hipertensdo 2R1C
respondem pouco apos a administragao do nitroprussiato de sédio. Um dado que
nos surpreendeu foi o da resposta reflexa taquicardica exagerada dos animais
ApoE 7" sham, que eram hipercolesterolémicos normotensos. Esses responderam
mais ao nitroprussiato de sodio do que todos os outros grupos, inclusive o grupo
dos C57BL/6 sham. O interessante foi que ambos partiam dos mesmos valores de
FC basal.

Para tentar explicar esse resultado, sugerimos que 0s animais com
hipercolesterolemia,tanto os normotensos (sham) quanto os hipertensos (2R1C),
ja apresentavam algumas lesdes iniciais na regiao do arco aértico e da bifurcagao
carotidea, o que estaria prejudicando a recepc¢édo do sinal pelos barorreceptores
aorticos e carotideos. Esse prejuizo na recepgéo do sinal poderia ser causado por
modificagdes na organizagao das estruturas presentes na camada adventicia dos
vasos (arco aortico e seio carotideo), local em que encontram-se os sitios das
terminacbes barorreceptoras, em decorréncia do processo aterosclerético. Os
barorreceptores, por serem mecanorreceptores sensiveis ao estiramento, estariam
sofrendo algum tipo de prejuizo, como a perda da sensibilidade para detectar as
diminui¢cdes de pressao arterial.

A especulagdao acima pode ser reforcada pelos estudos de Angell-James
(1974) que, elegantemente, realizou os registros do nervo aodrtico durante as
alteracbes de pressado arterial em coelhos ateroscleréticos, e observou uma
diminuicdo da freqiéncia de disparos dos impulsos nervosos das fibras aferentes
dos barorreceptores, demonstrando que ha uma reducao da atividade aferente
barorreceptora na aterosclerose. Portanto, para o nosso entendimento, estariam

trafegando menos potenciais de agao via nervo depressor adrtico e glossofaringeo



em dire¢cdo ao nucleo do trato solitario (NTS) nos animais ApoE " do que nos
animais C57BL/6. Consequentemente, frente as diminuigdes de pressao arterial
pelo nitroprussiato de sodio, o NTS interpreta a informacdo de que é preciso
aumentar a atividade simpatica para o coragao e vasos sanglineos e, com isso, é
desencadeada a resposta taquicardica reflexa. Considerando que o camundongo
ja € um animal simpatotdnico, o aumento da atividade simpatica, levando a
taquicardia reflexa nos animais ApoE sham apds uma diminuicdo da pressao,
torna-se bem mais acentuado, pois tém uma predominancia da atividade simpatica
para o0 coracdo e vasos e, aliado a isto, apresentam lesdes nos locais das
terminacdes barorreceptoras, dificultando a recepcao do sinal. Entretanto, se isso

for verdadeiro, por que os animais ApoE 7

2R1C também n&o responderiam
exageradamente ao nitroprussiato de sédio? Provavelmente, responderiam, mas
vale ressaltar que ja estdo taquicardicos em decorréncia dos efeitos da
hipertensdo 2R1C (angiotensina 1Il), e que essa taquicardia pode estar
mascarando esse efeito frente as diminuicées da pressao arterial.

Das diferentes analises utilizadas neste estudo para avaliar a sensibilidade
do barorreflexo, a média dos ganhos e a regressao linear mostraram-se relevantes
se comparada com o meétodo da barocurva. Para avaliar a sensibilidade do
barorreflexo em estados normais ou fisiopatologicos, o método escolhido para a
analise devera ser aquele que adapta-se aos objetivos do protocolo experimental.
No presente estudo, para a analise da média dos ganhos e da regressao linear,
foram considerados os métodos mais adequados por permitirem avaliar
separadamente a sensibilidade determinada frente as respostas cronotrépicas

reflexas bradicardicas (ativagdo do componente parassimpatico e retirada do

simpatico) e taquicardicas (principalmente por ativagdo componente simpatico),



enquanto, o método de analise por meio de barocurva analisa a sensibilidade dos
componentes simpatico e parassimpatico juntos. Em nosso estudo, quando
utilizamos a barocurva para representar o barorreflexo nos camundongos com
hipertensdo renovascular 2R1C, devido a resposta estar exagerada para os
aumentos de pressado, e atenuada para as diminuigdes de pressdo, o que
observamos € uma anulagao dessas respostas, uma vez que esse metodo analisa
0s componentes simpatico e parassimpatico conjuntamente. Por isto, a maioria
dos estudos de barorreflexo em camundongos utiliza a regressao linear. Portanto,
o0 método ideal para a analise do barorreflexo vai depender nao s6 do protocolo
experimental, mas também do animal experimental escolhido para o estudo.

Poderiamos ter estudado o barorreflexo por meio de analise espectral, em
que verificam-se as variagbes espontaneas de pressao arterial e de FC.
Entretanto, nosso objetivo foi desafiar o sistema para testar a sensibilidade do
barorreflexo diante de duas fisiopatologias: hipertensao arterial e aterosclerose.
Por este motivo, optamos por testar o sistema farmacologicamente com fenilefrina
e nitroprussiato de sodio, ao invés de realizar a analise espectral.

Nossos resultados ndao nos permitem afirmar que o barorreflexo esta
prejudicado nos animais com hipertensao renovascular 2R1C, pois, na realidade,
esse sistema esta exagerado para os aumentos de pressao (resposta
bradicardica) e atenuado para as diminuigdes de pressao (resposta taquicardica).
Estudos adicionais de registro da atividade do nervo depressor adrtico e do nervo
simpatico renal, assim como utilizagdo de bloqueadores do componente simpatico
e do parassimpatico como o atenolol e a atropina, seriam necessarios para
sabermos qual dos componentes do barorreflexo estariam alterados na

hipertensdo 2R1C em camundongos.



Em nosso trabalho, poderiamos nos questionar se 0 camundongo seria um
bom modelo experimental para os estudos do barorreflexo, uma vez que esses
animais, simpatotonicos, apresentam uma fisiologia completamente diferente da
de outras espécies, tais como os coelhos e ratos, vagoténicos como os humanos,
e que foram extensivamente utilizados para a analise do controle neural do
barorreflexo arterial. Isto, apesar de apresentar algumas desvantagens — como,
por exemplo, o pequeno porte, dificultando a realizagdo dos procedimentos
cirargicos e o comportamento irriquieto, tornando a manipulacdo das manobras
que envolvem o protocolo experimental do barorreflexo dificeis, a garantia de
sucesso de um bom registro de pressao arterial ser extremamente dificil e a
peculiariedade da fisiologia dessa espécie que estda em direcdo oposta aos
estudos baseados em ratos, coelhos e humanos. Ainda assim, é o unico modelo
animal experimental que oferege a ferramenta mais importante, atualmente, que é
de producgao dos modelos geneticamente modificados, os animais transgénicos e
knockout, que nos auxiliam a entender cada vez melhor os processos fisiologicos,
e que continua e continuara sendo a espécie escolhida para os estudos em
fisiologia por um bom tempo, até que sejam vencidos os obstaculos metodoldgicos
da producgao de coelhos e ratos transgénicos e knockout. Atualmente, ja existem
ratos transgénicos. Entretanto, ainda n&o é possivel a produgao de ratos knockout.

Vale a pena ressaltar que o presente estudo € pioneiro em avaliar o
barorreflexo no modelo experimental de hipertensao renovascular 2R1C em

camundongos e também em camundongos ApoE"'.

5.4. Colesterol Plasmatico



Os valores de colesterol plasmatico total dos animais ApoE"' estdo de
acordo com os encontrados na literatura para idades proximas a das nossas
cobaias (Nakashima et al., 1994; Yang et al., 1999). Entretanto, um resultado que
nos surpreendeu foi de que nos ApoE™ sham os niveis de colesterol plasmatico
eram mais elevados do que nos ApoE"' 2R1C, indicando um envolvimento da
angiotensina |l na depuracdo daquela gordura. Este resultado também foi
demonstrado nos estudos de Daughterty et al. (2000) em um modelo de infusao
de angiotensina Il sem hipertensdo arterial. Uma explicagcédo para isto seria de que
nos 2R1C a hipertensdao é considerada angiotensina Il elevada (Navar et al.,
1998), e a mesma estaria contribuindo para a captura do colesterol (LDL) da
circulacdo e transportando-o para a parede dos vasos onde estariam sendo
depositados. Esta explicagdo é sustentada pelo fato de outros estudos
demonstrarem que a angiotensina |l modifica a LDL-colesterol e aumenta a
captacdo desta pelos macréfagos, via receptores scavengers. Estes sao os
receptores para LDL oxidada presente nos macréfagos, formando as células
espumosas que acumulam-se na camada neo-intima dos vasos (Cardona-
Sanclemente et al.,1994; Keidar et al., 2001). Talvez este dado estenda-se
também para o camundongo com hipertensdo 2R1C, um modelo dependente de
angiotensina Il, pois a taxa de captura de colesterol plasmatico parece estar
aumentada visto que os niveis de colesterol plasmatico dos animais com
hipertensdao 2R1C serem inferiores aos dos animais normotensos. Keidar et al.
(2001), sugerem que o efeito da angiotensina Il aumentando a captura de LDL
pela aorta de ratos é independente da sua agéo pressorica.

Embora nado tenha sido estatisticamente significante e apenas uma

tendéncia, parece que a angiotensina |l aumenta a captagdo de colesterol



plasmatico mesmo sem a presenga de hipercolesterolemia, uma vez que o grupo
C57BL/6 2R1C apresentou um valor ligeiramente inferior dos niveis de colesterol

plasmatico quando comparado com o grupo C57BL/6 sham.

5.5. Histologia e Imunohistoquimica para os Receptores AT, da

Angiotensina Il

Sabe-se que a angiotensina |l, o maior efetor do sistema renina-
angiotensina, ndo esta so envolvida nas doengas cardiovasculares, mas também
apresenta uma participacdo especial no desencadeamento do processo
aterosclerético (Schmidt-Ott et al., 2000). No passado, acreditava-se que esse
peptideo afetava a aterosclerose exclusivamente devido aos seus efeitos
hemodinamicos. Nas ultimas décadas, foi demonstrado que, além dos efeitos
hemodinamicos, a angiotensina Il possui efeitos celulares que determinam
modificagdes estruturais na parede dos vasos, como as observadas na doenca
aterosclerética (Schmidt-Ott et al., 2000). Todos os componentes do sistema
renina-angiotensina — tais como angiotensinogénio, angiotensina I, angiotensina
II, enzima conversora da angiotensina e renina — apresentam RNAmM nos vasos
sanguineos (Schmidt-Ott et al., 2000), o que reforga o papel crucial desse sistema
na patogénese da doencga aterosclerdtica.

Os efeitos da angiotensina |l sdo mediados pela proteina G acoplada aos
receptores AT1 e AT, e a maior parte dos efeitos celulares da angiotensina Il, o
que corresponde a 90%, é desencadeada pela ligagdo dos receptores AT¢ (Yang
et at.,, 1998). Os mesmos autores também demonstraram que, em coelhos com
aterosclerose em decorréncia de hipercolesterolemia, a densidade dos receptores

AT4 na camada muscular dos vasos desses animais apresentava-se aumentada



em 5 vezes, e que ha um aumento significante da ligagao do receptor AT, com a
angiotensina Il na camada neointima das artérias lesionadas. Portanto, a
angiotensina Il via seus receptores AT, tem um papel importante na hipertensao
renovascular 2R1C e também na patogénese da aterosclerose. A partir deste
conhecimento, realizamos a técnica de imunohistoquimica, um método qualitativo
para analisarmos a expressdo dos receptores AT4 da angiotensina Il nas
terminagdes nervosas barorreceptoras do arco adrtico dos camundongos com
hipertensao renovascular 2R1C, associada ou ndo com hipercolesterolemia.

A imunohistoquimica reportou que, em situacodes fisioldgicas, a expressao
dos receptores AT4 da angiotensina |l em camundongos esta presente na camada
intima e adventicia do arco adrtico. O primeiro, em contato com a circulagao
sanguinea, e o ultimo, local no qual encontram-se os fibroblastos, que séo células
residentes do tecido conjuntivo, mas que também migram para o musculo liso
vascular, transformando-se em miofibroblastos, que tém como fung¢ao o reparo e
cicatrizacao do tecido. Os fibroblastos presentes na camada adventicia dos vasos
ja é conhecido por expressar receptores AT que estdo envolvidos na proliferagao
do musculo liso vascular e participam de todo o processo de reparo, bem como da
atividade inflamatéria. Por outro lado, nos camundongos com hipertensdo 2R1C
ha um downregulation dos receptores AT4, 0 que seria explicado talvez pelo
excesso de angiotensina |l proveniente das vias alternativas de angiotensina Il
como a via da quimase (Arakawa e Urata, 2000).

Os dados da imunohistoquimica dos animais hipercolesterolémicos
normotensos revelaram que, além da presenca de lesdes formadas por células
espumosas e estrias gordurosas na camada neointima do vaso, a presenga dos

receptores AT, esta restrita apenas a camada adventicia do arco adrtico, local em



que encontram-se os fibroblastos, demonstrando que, nesses animais, as lesées
aterosclerdticas iniciais ainda nédo estdo envolvendo a migragcado dessas células
para o musculo liso vascular. Em contraste, verificamos que, nos animais
hipercolesterolémicos hipertensos, ha um upregulation dos receptores ATy,
observado pela maior expressao destes na camada neointima e média e,
principalmente, nos locais em que encontram-se as lesbes ateroscleroticas
iniciais, sem evidéncias de expressdao na camada adventicia. Este dado foi
particularmente interessante porque a marcacao dos receptores AT4 serviu como
um marcador indireto da migracao dos fibroblastos da camada adventicia para a
muscular, transformando-se em miofibroblastos e, assim, cumprindo o seu papel
na atividade inflamatoéria e de reparo.

O espessamento da camada adventicia, bem como o aumento da
expressédo dos receptores AT no arco aortico dos animais ateroscleroticos em
nosso estudo, pode ser explicado pelos dados de Arakawa e Urata (2000),
sugerindo que a hipercolesterolemia ativa os mastdcitos da camada adventicia a
liberarem a quimase, uma enzima que participa das vias alternativas de produgao
de angiotensina Il independentemente da enzima conversora de angiotensina.
Com a liberagao de quimase pelos mastocitos, ha um aumento da concentragao
de angiotensina |l e de interleucinas-1p na camada adventicia. Essas citocinas
sdo conhecidas por serem proaterogénicas e, provavelmente, por facilitar a
deposicdo de lipidios na camada intima. A prépria quimase € conhecida por
promover inumeras agbes proaterogénicas, como a degradagdo de matriz
extracelular e a modificacdo das apolipoproteinas Al e B, além de exercer um
papel importante nas alteragdes estruturais caracteristicas do remodelamento

vascular, que ja foi demonstrado nesses mesmos animais por outro estudo em



nosso laboratério (dados n&o publicados). A quimase também pode ser ativada
por uma outra condigao fisiopatolégica, a hipertensédo arterial. Essa informagéao
pode explicar o fato dos animais hipercolesterolémicos com hipertensdao 2R1C,
que é dependente de angiotensina |l, apresentar maior espessamento do que os
animais com somente hipercolesterolemia, e também a explicar o upregulation da
expresséo dos receptores AT4 na camada muscular intima e, principalmente, no
local das lesdes aterosclerodticas nesses animais.

O aumento da expressdao dos receptores AT;s nos animais
hipercolesterolémicos e hipertensos parece estar mais relacionada com o seu
papel na patogénese da aterosclerose. Ou seja, muito mais no seu envolvimento
na proliferacdo do musculo liso vascular, na captacdao de LDL-oxidada, no
recrutamento de mondcitos circulantes e na adesdo de macréfagos do que seus
efeitos hemodinémicos. Esse ultimo ndo pode ser totalmente descartado e parece
ocorrer uma combinagdo dos efeitos hemodinamicos e celulares, porém mais
acentuado dos efeitos celulares.

A analise imunohistoquimica mostra que, nos ventriculos dos animais com
hipertensdo 2R1C, ha uma maior expressdo dos receptores AT; do que nos
animais sham, evidenciada pela coloracdo marrom. Interessante € que esse
aumento da expressao esta localizado nos tecidos pericardicos e endocardicos,
sem evidéncias no miocardio. Ou seja, parece que a expressao esta aumentada
somente nos tecidos conjuntivos (pericardio e endocardio) e nao no muscular
(miocardio). Uma hipétese para discutirmos esse dado seria de que ha uma
liberacdo de proteases, como a quimase, pelos mastdcitos, células residentes do
tecido conjuntivo, em decorréncia de um estimulo que seria o de hipertensao

arterial. O aumento da liberagdao de quimase estaria produzindo angiotensina Il, a



qual, via seus receptores AT, presentes nos fibroblastos cardiacos, estaria
contribuindo para a ativagado de proteinas mitogénicas envolvidas na hipertrofia
ventricular que, em nosso estudo, mostrou-se presente nos animais com
hipertensao renovascular 2R1C.

Nos animais ateroscleréticos com hipertensdo 2R1C, a expressao dos
receptores AT4, apesar de mais acentuada no pericardio e endocardio, também
esta presente no miocardio. Este dado é importante porque, nesses animais, além
da hipertensao arterial dependente de angiotensina Il (2R1C) estar aumentando a
expressao desses receptores, existe a contribuicdo também da
hipercolesterolemia que é conhecida por estar ativando a enzima quimase a
produzir mais angiotensina Il e, assim, mais receptores para esse peptideo
(Arakawa e Urata, 2000). Esses dados s&o particularmente interessantes em
nosso estudo porque talvez possam nos ajudar a compreender os resultados de

hipertrofia ventricular dos animais ApoE -

2R1C, que apresentaram valores
ligeiramente maiores do que os animais C57BL/6 2R1C.

A imunohistoquimica renal mostrou que ha uma maior marcagdo com
cromogénio (coloracdo marrom) no rim contralateral (hipertrofiado) dos animais
com hipertensao 2R1C quando comparado com o rim correspondente dos animais
controles, evidenciando um aumento da expressdo dos receptores ATy,
principalmente nas células dos tubulos contorcidos proximais e distais. Esse
resultado poderia ser explicado devido aos niveis elevados de angiotensina Il
intrarenal, caracteristico da hipertensao experimental 2R1C (Navar et al., 1998).
Ja no rim clipado (atrofiado), o que observamos foi uma superexpressao dos

receptores AT, em todo ele, o que talvez tenha uma relagdo com a atividade da

angiotensina Il no processo inflamatério do tecido renal, o qual apresentava



regides de necrose. O fato de observarmos a alteragcdo da morfologia dos
glomérulos do rim clipado dos animais hipertensos ja era esperado, porque esse
tem um prejuizo da sua fungao fisiolégica normal em decorréncia da estenose da
artéria renal.

Nos animais ApoE™"

2R1C, a imunohistoquimica renal revelou que, assim
como nos animais C57BL/6 2R1C, ha um aumento da expressao dos receptores
AT+ no rim contralateral e uma superexpressédo no rim clipado. A superexpressao
desses receptores parece maior no rim estenosado do animal ApoE"' 2R1C do
que no animal C57BL/6 2R1C. Este fato possivelmente possa ser explicado pelos
niveis elevados de angiotensina Il aliados a presenga da LDL-colesterol no rim
atrofiado, agravando o processo inflamatoério nesse rim.

Estudos recentes de Chen et al. (2001) e Wen et al. (2002) sobre a
morfologia renal em camundongos ApoE"' demonstraram que ha um prejuizo da
funcao renal pelo depdésito de lipideos nos glomérulos, levando a uma inflamagao
com infiltragcdo de macroéfagos e formacao de células espumosas, determinando
nefropatias como a glomerulonefrite e a glomeruloesclerose. No presente estudo,
nao observamos a presenca dessas nefropatias, o que pode ser explicado pela
idade dos animais, em média de 12 semanas, e, na realidade, eram
hipercolesterolémicos em transicdo para aterosclerose, porém com lesdes
intermediarias e nao suficientes para acometer os rins como as observadas nos
estudos de Chen et al. (2001) e Wen et al. (2002), em que os animais tinham
idade de aproximadamente 36 semanas e apresentavam lesdes avangadas.

Sabe-se que o camundongo apoE"'

apresenta uma redug¢ao do numero de
glomérulos e que a idade é um fator importante para a progressdo das lesdes

morfoldgicas renais, iniciando-se a partir de 24 semanas de idade e consideradas



severas em animais com 36 semanas (Wen et al., 2000). Em nosso estudo, nao
observamos alteragdo no numero de glomérulos e nem mesmo a presencga de
uma hipertrofia dessa estrutura em nenhum dos grupos experimentais, nem
mesmo associando hipertensio arterial e aterosclerose, provavelmente devido a
idade dos mesmos.

Vale ressaltar que este estudo € pioneiro em realizar a imunohistoquimica
para os receptores AT, da angiotensina Il no arco adrtico, ventriculos e rins de
animais hipercolesterolémicos com hipertensao experimental renovascular 2R1C.

O camundongo ApoE"' € um modelo experimental que oferece uma
infinidade de possibilidades de estudos na fisiologia cardiovascular, renal, e
neurofisiologia, dentre outras areas afins. Os resultados deste presente estudo
resultaram em muitos questionamentos que ainda precisam ser investigados. Por
exemplo: como estara a fungao renal desses animais? Poderiamos também testar
a terapia génica de reposi¢cao do gene da ApoE e observarmos se ha a melhora
das inumeras fisiopatologias que os animais ApoE"' com lesdes avancadas. Assim
como utilizar as técnicas de biologia molecular para localizarmos a expresséo de
substancias relacionadas a ApoE ou estudar a reatividade vascular nesses
animais, dentre outras idéias que vao surgindo a partir dos estudos nesse modelo
de animal experimental. Entretanto, para realizarmos essas pesquisas,
necessitamos entender melhor a fisiologia do camundongo, bem diferente dos
modelos experimentais utilizados anteriormente nos estudos em fisiologia, como

os ratos e coelhos.



6. Conclusoes

o Os camundongos C57BL/6 e ApoE”" 2R1C apresentaram hipertens&o
arterial, com presenca de taquicardia e hipertrofia ventricular. Considerando
que a angiotensina I, elevada no modelo 2R1C, aumenta a atividade
simpatica, é possivel que seja esta a razdo pela qual os animais
renovasculares apresentaram uma taquicardia significativa em relagado aos

seus controles.

o A presenca de hipertrofia ventricular pode ter sido uma consequéncia das
acdes diretas (efeitos celulares) da angiotensina Il, via receptores AT no
coragdao, causando aumento dos midcitos e fibroblastos cardiacos e

também indiretas (efeitos hemodinamicos).

o A resposta bradicardica reflexa frente a administracdo de fenilefrina, esta
aumentada nos animais hipertensos (2R1C) quando comparada com os
animais normotensos (sham), sem diferencas entre os grupos, sugerindo

que essa alteracao é devido a hipertensdo 2R1C e nao a aterosclerose.

o Em contraste, a resposta taquicardica reflexa frente a administracao de
nitroprussiato de sodio, apresenta-se atenuada nos animais 2R1C quando
comparado com os animais sham. Os animais apoE"' sham responderam
mais ao nitroprussiato de sodio (resposta taquicardica) do que os animais

C57BL/6 sham.



Consequentemente, a sensibilidade (média dos ganhos) do BR esta
aumentada em resposta a fenilefrina e prejudicada em resposta ao
nitroprussiato de sodio nos camundongos C57BL/6 e ApoE” com

hipertensdo 2R1C, quando comparados com os animais sham.

Das diferentes analises utilizadas neste estudo para avaliar a sensibilidade
do barorreflexo, a média dos ganhos e a regressao linear mostraram-se

relevantes se comparadas com o método da barocurva.

A hipertensdo 2R1C n&o acelera a progressao da aterosclerose, visto pela
presenca de apenas estrias gordurosas e de pequenas lesdes
ateroscleréticas semelhantes no arco aértico dos animais ApoE™ sham e

2R1C.

A hipertensao renovascular 2R1C causou um aumento no didmetro do arco
aortico dos animais hipertensos, tanto nos C57BL/6 quanto nos animais

ApoE™, sendo mais significante nos ApoE” 2R1C.

A imunohistoquimica do arco adrtico revelou que ha um downregulation dos
receptores AT, da angiotensina |l nos camundongos C57BL/6 com
hipertensdo renovascular 2R1C e um upregulation desses receptores nos
camundongos ApoE"' com hipertensdo 2R1C quando comparado com o0s

controles.



A analise imunohistoquimica do arco aortico além de ter identificado os
locais de expressao dos receptores AT também evidenciou que a camada
adventicia nos animais ateroscleréticos sham e, principalmente nos animais
aterosclerdticos com hipertensdo 2R1C, apresentavam-se espessas e bem

desenvolvidas quando comparado com 0s animais controles.

A expresséao dos receptores AT, mostrou-se aumentada nos venticulos dos
camundongos com hipertensdao renovascular 2R1C, no pericardio e
endocardio dos animais C57BL/6 e nos animais ApoE™, além destas

regides, também no miocardio.

A imunohistoquimica renal demonstrou um upregulation dos receptores AT

no rim contralateral (hipertrofiado) dos camundongos C57BL/6 e ApoE™

2R1C se comparado com os respectivos animais controles.
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