REMODELAMENTO VASCULAR EM CAMUNDONGOS
ATEROSCLEROTICOS NA COEXISTENCIA DE

HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2R1C

Breno Valentim Nogueira

Dissertacao de Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas
Universidade Federal do Espirito Santo
Vitoria — ES, 2005



BRENO VALENTIM NOGUEIRA

REMODELAMENTO VASCULAR EM CAMUNDONGOS
ATEROSCLEROTICOS NA COEXISTENCIA DE

HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2R1C

Dissertacdao de mestrado apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas do
Centro Biomédico da Universidade Federal do
Espirito Santo, como requisicdo para obtencdo do
Grau de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

Orientador: Prof. Dr. Elisardo Corral Vasquez

Vitéria
2005



BRENO VALENTIM NOGUEIRA

REMODELAMENTO VASCULAR EM CAMUNDONGOS
ATEROSCLEROTICOS NA COEXISTENCIA DE

HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2R1C

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Elisardo Corral Vasquez (Orientador)

Profa. Dra. Silvana dos Santos Meyrelles (Co-Orientadora)

Prof. Dr. Carlos Alberto Redins (examinador interno)

Profa. Dra. Kelly Fabiane Santos Ricardo (examinador externo)

Vitoria, de de




Dados Internacionais de Catalogagao-na-publicagao (CIP)

(Biblioteca Central da Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

N778r

Nogueira, Breno Valentim, 1979-

Remodelamento vascular em camundongos ateroscleroticos
na coexisténcia de hipertensao renovascular 2R1C / Breno
Valentim Nogueira. — 2005.

141 f. 1l

Orientador: Elisardo Corral Vasquez.

Co-Orientadora: Silvana dos Santos Meyrelles.

Dissertagcao (mestrado) — Universidade Federal do Espirito
Santo, Centro Biomédico.

1. Aterosclerose. 2. Hipertensao renovascular. 3. Sistema
renina-angiotensina. 4. Aorta. |. Corral Vasquez, Elisardo. Il.
Meyrelles, Silvana dos Santos. Ill. Universidade Federal do
Espirito Santo. Centro Biomédico. IV. Titulo.

CDU: 612




Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, é
primitiva e infantil — e, no entanto, € a coisa mais
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Albert Einstein (1879-1955)

A Vida é um verdadeiro paradigma, que tentamos
desvendar com curiosidade através da ciéncia.
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RESUMO

O camundongo knockout para apolipoproteina E (apoE"') € um modelo para
hipercolesterolemia e aterosclerose, cujas lesbes se localizam principalmente nas
grandes artérias. Sabe-se também que este processo é afetado pela angiotensina Il.
Por isto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aterosclerose e da hipertensao
renovascular sobre a morfologia do arco aortico, um dos sitios das terminagdes
barorreceptoras.

Camundongos, machos, 12-14 semanas de idade, C57 e apoE” foram
submetidos a estenose da artéria renal, para producado da hipertensao 2-rins e 1-clipe
(2R1C; n=11 por grupo) e comparados com os respectivos controles (Sham, n=11 por
grupo). Apos 28 dias, a pressao arterial media (PAM), no animal acordado, foi maior
nos grupos C57-2R1C e apoE-2R1C (12813 e 126+3 mmHg) do que nos seus controles
(103£2 e 104+2 mmHg, p<0,01, ANOVA). Em seguida, os animais foram sacrificados e
perfundidos, sob pressdo equivalente a PAM de cada animal. A area de secgao
transversa do arco aértico foi maior no grupo C57-2R1C (0,75+0,05 mm?) do que no
grupo C57-Sham (0,65+0,02 mm?, p<0,01, ANOVA), enquanto que no grupo apoE-
2R1C verificou-se uma tendéncia a maiores valores do que nos apoE-Sham (0,7310,03
vs. 0,68+0,04 mm?) e um aumento significante quando comparado com os C57-Sham
(p<0,05, ANOVA). A area de parede vascular também foi maior nos grupos hipertensos
(C57: 0,18+0,01 e apoE: 0,19+0,01 mm?) do que nos grupos controles (C57: 0,15+0,01
e apoE: 0,17+0,01 mm?, p<0,05, ANOVA). A area do lumen apresentou valores que
seguiram o mesmo padrao da area de secgao transversa.

Os dados indicam que a hipertensao 2R1C, por si s6, causa um remodelamento
positivo (alargamento compensatoério) no arco adrtico de camundongos C57. Além de
que no estagio inicial da aterosclerose, a associagado desta hipertensdo agrava o
processo de remodelamento de maneira significativa quando comparado com o controle
C57.
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ABSTRACT

ApoE"' knockout mouse is a model for studies of hypercholesterolemia, which is
characterized by developing atherosclerotic lesions mainly in great arterial vessels such
as the aortic arch, which is a site of baroreceptor nerve endings. In addition, it is known
that angiotensin affects the atherosclerotic process and baroreflex sensitivity. Thus, the
aim of this study was to evaluate morphological changes in the aortic arch in ApoE”
mice with renovascular hypertension.

Male (12-14 weeks old) C57 and ApoE™ mice received a clip (0.12mm) on the
renal artery to induce renovascular hypertension (C57-HT, N=11; ApoE-HT, N=11) and
were compared with age-matched sham mice (C57-Sham, N=11; ApoE-Sham, N=11).
After 28 days, mean arterial pressure (MAP) measured in conscious animals was higher
in C57-HT and ApoE-HT (12813 and 1263 mmHg) than in their respective controls
(103£2 and 10412 mmHg, p<0.05). The animals were euthanized and perfused with a
fixative solution at pressure equal to the MAP observed in each animal. The cross
section area of the aortic arch was greater in C57-HT and ApoE-HT (0.76+£0.05 and
0.73£0.03 mm2) than in their respective controls (0.64+0.02 and 0.63+0.03 mm2,
p<0.05). The wall vessel area was also greater in these hypertensive groups (0.18+0.01
and 0.1920.01 mm2) than in the normotensive groups (0.15+0.01 and 0.17£0.01 mmz2,
p<0.05). Consequently, the lumen vessel area followed the same results.

In conclusion, our data indicate that at least at the early stage of atherosclerosis
the remodeling process is not yet observed in the ApoE"' mouse. Renovascular
hypertension by itself leads to a positive remodeling of the aortic arch, which is

aggravated by the association with atherosclerosis when compared with the C57 control.
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1 Introducgao

A aterosclerose € a principal causa de morte nas sociedades dos paises
Ocidentais e em muitos paises da Asia. Essa é uma doenca cardiovascular complexa,
que resulta da interagdo entre multiplos fatores genéticos e ambientais, tais como a
hipercolesterolemia e a hipertensao arterial sistémica (HAS) (Wilson, 1994; Braunwald,
1997; Ross, 1999; Balaguer, 2004). Entretanto os mecanismos da aterosclerose e da
HAS e suas alteragbes no organismo nao estdo totalmente compreendidos. Sabe-se
que tanto a aterosclerose quanto a HAS promovem o remodelamento vascular (Glagov
et alii, 1987; Baumbach & Heistad, 1989; Levy et ali, 1991). Além de que, o
remodelamento vascular, decorrente das alteragbes na estrutura vascular frente a
estimulos dessas doencgas, correlaciona-se positivamente com diversos eventos
cardiovasculares, como angina, ruptura de placa, infarto do miocardio e morte subita
(Ward et alii, 2000; Jorms;jo et alii, 2002; Pasterkamp & Smits, 2002).

1.1 Epidemiologia e Fatores de Risco

A prevaléncia e a gravidade da aterosclerose entre individuos e grupos estao
relacionadas com diversos fatores alguns constituintes do individuo (idade, sexo e
fatores genéticos) e outros adquiridos. Os fatores de risco que predispdem a
aterosclerose e cardiopatia isquémica estao descritos em diversos estudos como sendo
a hipercolesterolemia, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, tabagismo, histéria
familiar, hipertricliceridemia, hiper-homocisteinemia e infecgdes por virus e bactérias
intracelulares (Neaton et alii, 1992; Lewington et alii, 2002, Guimaraes, 2003; Favarato
& Luz, 2003; Higuchi et alii, 2003). Dentre os estudos prospectivos destacam-se mais
notavelmente o estudo de Framingham (Massachusetts) e o Multiple Risck Factor
Intervention Trial (MRFIT) (Balaguer, 2004). O British Regional Heart Study (BRHS),
que acompanhou por 10 anos 6.513 homens ingleses, reafirma que os fatores de risco
mais importantes para o surgimento da aterosclerose sdo em ordem decrescente: a
hipercoleterolemia, a hipertensédo arterial e o tabagismo (Emberson et alii, 2003). Ha

demonstragdes epidemiologicas claras de que a hipertensao e a hipercoleterolemia s&o



os fatores de risco que mais prevalecem em portadores de aterosclerose. Em paises
ocidentais do hemisfério norte ha predominio de hipercoleterolemia (Cotran et alii, 2000;
Favarato & Luz, 2003; Emberson et alii, 2003), enquanto que no Brasil, ha predominio
da HAS (Santos et alii, 1994; Mansur et alii, 1997).

A hiperlipidemia €& reconhecida como importante fator de risco para a
aterosclerose, sendo que as maiores evidéncias apontam mais especificamente para
hipercolesterolemia. O principal componente do colesterol sérico total associado a um
risco aumentado € o colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDL — low density
lipoprotein). Deficiéncias genéticas envolvendo o receptor da LDL em qualquer uma de
suas etapas metabdlicas levam a hipercolesterolemia familiar, de modo que os niveis
elevados de colesterol induzem a aterosclerose prematura e aumentando o risco de
infarto do miocardio (Hobbs et alii, 1990; Goldstein & Brown, 1992; Garcia et alii, 2001).
Em contraste, ha uma relacdo inversa entre a aterosclerose sintomatica e os niveis de
proteina de alta densidade (HDL — high density lipoprotein). Os niveis aumentados de
HDL estao relacionados ao menor risco de cardiopatia isquémica. Acredita-se que a
HDL tenha a capacidade de mobilizar o colesterol do ateroma em desenvolvimento e
estabelecido, transportando para o figado para sua excregédo na bile. Portanto, a HDL
participa do transporte reverso do colesterol, explicando assim a sua designagao de
“colesterol bom’. Sabe-se que o exercicio e o consumo moderado de etanol elevam os
niveis de HDL, enquanto que a obesidade e o tabagismo os reduzem (Cotran et alii,
2000).

1.2 Morfologia Vascular

Didaticamente, os vasos arteriais sao divididos, de acordo com o calibre
crescente, em arteriolas, artérias de médio calibre ou musculares e artérias de grande
calibre ou elasticas. Mas os diferentes vasos apresentam caracteristicas peculiares de
sua estrutura, havendo uma transigao gradual de um tipo para outro. Com excec¢éo dos
capilares, a partir de certo aumento de calibre todos os vasos sanguineos sao formados
por trés camadas celulares distintas: a tunica intima, média e adventicia. A camada

intima apresenta uma camada de células endoteliais que reveste a superficie interna do



vaso. Este endotélio se apdia na camada subendotelial, que consiste em tecido
conjuntivo frouxo, muito delicado, e que ocasionalmente apresenta células musculares
lisas esparsas. Nas artérias, a camada intima apresenta ainda a lamina elastica interna,
que € a camada mais externa da intima, separando-a da média. A lamina elastica
interna é fenestrada para permitir a difusdo de nutrientes do sangue para as células
situadas externamente na parede arterial. Devido ao desaparecimento da pressao
sanguinea e a contragao dos vasos no momento da morte, a tunica intima das artérias
geralmente se apresenta nos cortes com aspecto ondulado. A tunica média é formada
principalmente por células musculares lisas, dispostas circularmente, as quais se
agregam quantidades variaveis de fibras elasticas, fibras reticulares (colageno tipo Ill) e
proteoglicanas, sintetizados pelas mesmas. Nas artérias, a média possui também uma
l&mina limitante elastica externa, que a separa da tunica adventicia. A tunica adventicia
é formada principalmente por tecido conjuntivo, com fibroblastos, fibras colagenas
(colageno tipo |) e elasticas. A camada adventicia se continua gradativamente com o
tecido conjuntivo dos 6rgaos vizinhos. Os vasos de grande calibre apresentam os vasa
vasorum (vasos dos vasos), que sao arteriolas, capilares e vénulas que se ramificam
profusamente e desempenham funcao nutridora das tunicas adventicia e média, onde
os nutrientes e sangue nao chegariam por difusdo a partir da luz do vaso, devido a
grande espessura da parede. O vasa vasorum ocorre com menor freqiéncia nas
artérias do que nas veias, atingindo a adventicia e apenas parte da tunica média
(Junqueira & Carneiro, 1999).

As artérias elasticas sdo a aorta e seus grandes ramos, como as iliacas e
carotidas. Tém cor amarelada devido ao acumulo de elastina na tunica média, a tunica
intima apresenta-se muito espessa, devido ao grande desenvolvimento da camada
subendotelial, rica em fibras elasticas, quando comparada com outros vasos. A
membrana elastica interna ndo é evidente, pois se confunde com as membranas da
camada seguinte. A tunica média é formada por uma série de membranas elasticas
perfuradas, dispostas concentricamente. Estas membranas estdo intercaladas por
células musculares lisas, fibras colagenas, proteoglicanas e glicoproteinas. As laminas
elasticas aumentam de numero e de espessura durante o crescimento. Ndo se pode

distinguir com exatiddo a membrana elastica externa. A camada adventicia é



relativamente pouco desenvolvida. A grande quantidade de laminas elasticas na tunica
média permite a regulagdo do fluxo sanguineo, uma vez com que sangue ejetado
durante a sistole ventricular distende o tecido elastico sob o impacto das mais altas
pressdes sanguineas do sistema, e durante a diastole o recuo elastico impulsiona o
sangue. Além da manutencdo dos niveis de pressédo diastdlica como consequéncia
dessa agao, o fluxo e a presséo arterial se tornam cada vez mais regulados a medida

que o sangue se distancia do coragao.

Eidstica - } ftima
infema —— - j

| ; < | Adventitia

Vasa vﬁﬁm

Figura 1: Corte transversal de aorta toracica humana, tratado por uma coloragéo para fibras elasticas
(orceina), no aumento de 60x. Observe as trés camadas que constituem a parede da artéria: 1. camada
intima, 2. camada média, 3. camada adventicia, composta por tecido conjuntivo (notar a presenga de
vasa vasorum). As laminas elasticas interna e externa sdo menos evidentes nas artérias do tipo elastico

do que nas artérias do tipo muscular. Fonte: Atlas de Histologia — Sobotta.

Em locais especificos das artérias, como seio carotideo e arco adrtico,
encontram-se terminagdes nervosas livres que formam uma rede na camada
adventicia, proximo a borda medioadventicial. Fazendo parte do barorreflexo, essas

terminagcdes nervosas livres sdo mecanorreceptores (barorreceptores) responsaveis



pela aferéncia de sinais da pressao arterial. Feixes de colageno unem as varicosidades
entre si, aos fibroblastos, as laminas elasticas e as células musculares da camada mais
externa da média. Estando assim, as terminagcbdes unidas fortemente entre si e os
elementos vasculares, de modo que as tensdes circunferenciais deformam a parede
vascular juntamente com as fibras nervosas sensibilizando-as e levando ao surgimento
de muitos potenciais de agcado durante a passagem da onda de pulso e elevagao da
pressao arterial. Alteracbes na estrutura da parede vascular com consequente
diminuicao da distensibilidade, podem afetar o desencadeamento dos potenciais de
acao dessas terminacgdes, diminuindo assim a sensibilidade dos barorreceptores, e
dificultando a adaptacdo da presséao arterial diante de diferentes situacdes internas ou
externas, em determinadas doengas como na aterosclerose (Agell-dames et alii, 1974;
Cox et alii, 1980; Hosomi et alii, 1986; Dart et alii, 1991; Li Z et alii, 1996), hipertensao
arterial (Isnard et alii, 1989; Zanchetti & Mancia, 1991; Moysés et alii, 1994; Chapleau et
alii,i1995) e diabetes mellitus (Bennet et alii, 1976; McVeigh, 1996), decorrente do
préprio envelhecimento (Byyny et alii, 1995; Carvalho Filho et alii, 1983), ou mesmo por
uma mudanga na composicdo da parede por excesso de calcio — elastocalcinose
(Niederhoffer et alii, 1997).

1.3 Aterosclerose

Historicamente, com relagdo a patogenia da doenga, predominaram duas
hipéteses para a aterogénese: uma delas enfatizava a proliferacdo celular na intima
como reagao a entrada de proteinas e lipidios plasmaticos do sangue, enquanto a outra
postulava que a organizagcdo e o crescimento repetido de trombos resultavam na
formagao da placa. Atualmente, a patogenia da doenga incorpora elementos de ambas
as teorias antigas, além de considerar os fatores de risco. Este conceito, conhecido
como hipotese de resposta a lesdo, considera a aterosclerose como uma resposta
inflamatoria crénica da parede arterial iniciada por algum tipo de lesdo do endotélio
(Ross, 1993). A resposta inflamatoria desencadeada por determinados estimulos
celulares, deve-se a diversas interagcdes celulares, que ocorrem através do contato

intercelular e mediadores polipeptidicos soluveis de curta agdo, as denominadas



citocinas, que sao responsaveis por muitas interagdes e funcbes efetoras. As lesdes
aterosclerdticas se caracterizam pelo espessamento focal da intima, proliferacido das
células musculares lisas e aumento do material extracelular do tecido conjuntivo, com
deposigao do colesterol nas células musculares e macréfagos. No centro das placas
maiores, quando muitas dessas células estdo carregadas de colesterol, forma-se um
residuo grumoso amarelado formando as chamadas placas ateromatosas (lesées
gordurosas), que sao visiveis a olho nu quando avangadas. O termo ateroma deriva da
palavra grega para mingau, devido ao aspecto descrito dessas lesdes. As alteragdes
podem estender-se a parte interna da tunica média, e o crescimento da placa pode

chegar a obliterar o vaso sanguineo, levando as graves consequéncias.

1.3.1 Fluxo Sangiiineo e Aterosclerose

As células endoteliais formam uma interface entre o sangue circulante e a
parede vascular, servindo como uma barreira que € modulada por diferentes estimulos
(quimicos e mecanicos) e responsavel por diversas agdes vasculares. Tanto as células
endoteliais quanto as células musculares lisas respondem a forgcas mecanicas como a
pressao e o fluxo sanguineo, e essas respostas desempenham um importante papel na
regulacado vascular da saude e doenca. De modo que o fluxo e a pressao sangulinea
sdo responsaveis respectivamente pelo estresse tangencial (de cisalhamento ou shear
stress) e o estresse circunferencial (ou radial) (Chien, 2003). Em pontos especificos das
artérias, como as ramificagdes, Ostios vasculares e curvaturas, surgem alteragdes
caracteristicas do fluxo sanguineo, no qual geralmente a velocidade do fluxo é mais
elevada, de modo que o fluxo deixa de ser laminar e torna-se turbilhonar. Nesses locais
ha uma localizagao preferencial das lesdes ateroscleréticas, de modo que as forcas
hemodinamicas parecem desempenhar um papel fundamental na génese da
aterosclerose (Glagov et alii, 1988; Cornhill et alii, 1990). Foi demonstrado que nos
pontos de ramificacao arterial (fluxo turbilhonar), quando comparado com locais onde o
fluxo é laminar, ha uma alta permeabilidade a LDL (Gerrity et alii, 1977) e sao locais
preferenciais de localizagdo de macrofagos abaixo das células endoteliais (Malinauskas

et alii, 1995). A raiz da aorta (proximo a valva), seio coronario (esquerdo



principalmente), curvatura menor do arco aoértico, as principais ramificagdes da aorta,
carétida (seio carotideo), artéria pulmonar, 6stios intercostais, artérias renais e artérias
iliacas sao os locais de predilecao para a desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas
nos camundongos apoE"' € que em sua maioria se correlacionam anatomicamente com
os locais de lesdes encontradas no ser humano (Nakashima et alii, 1994; Tse et alii,
1999, Hartiley et alii, 2000; Bentzon et alii, 2003).

A ativacdo de receptores de membranas celulares modula a expressao de
numerosos genes. Uma via que parece mediar a expressao de muitos genes durante a
ativacao endotelial € o fator de transcri¢ao, o fator nuclear kappa B (NF-«B)/sistema I«kB
de fatores transcricionais. O shear stress hemodinamico induz o NF-kB para expressao
de moléculas de adeséo nas células endoteliais (Walpola et alii, 1995). Ha evidéncias
de que existem diversos tipos de sensores da membrana que sao ativados por
estimulos mecanicos, incluindo proteina G ligada ao receptor (Kuchan et alii, 1994),
canais ibnicos (Olesen et alii, 1988; Schwartz et alii, 1992; Traub et alii, 1999;
Romanenko et alii, 2002), proteinas de jungéo intercelular (Osawa et alii, 2002) e
glicocalice (Satoh et alii, 2000), esses respondem principalmente ao shear stress. Além
de que, a bicamada lipidica da membrana celular pode também participar da mecano-
sinalizagao (Chien, 2003). A fluidez da membrana plasmatica é influenciada pelo nivel
do fluxo sanguineo (Davies, 1995; Haidekker et alii, 2000; Butler et alii, 2002). De modo
que o aumento do shear stress aumenta a fluidez da membrana nas células endoteliais
(Haidekker et alii, 2000). Dois tipos principais de receptores de membrana, o receptor
de tirosina quinase e as integrinas, respondem aos estimulos mecanicos (Jalali et alii,
2001). As integrinas também desempenham um papel critico na modulagdo no
metabolismo de lipidios das células endoteliais em resposta ao shear stress (Liu et alii,
2002).

Quimiocinas, que séo citocinas que afetam o movimento dos leucécitos, como a
proteina quimiotatica dos mondcitos 1 (MCP-1) secretada por células endoteliais,
macrofagos ativados bem como por outros tipos celulares, promove a infiltracdo de
monacitos na parede vascular. A expressao do gene para MCP-1 e sua secregao esta
diretamente relacionado com o fluxo sanguineo. O aumento do shear stress aumenta a

expressao de MCP-1 em cultura de células endoteliais humanas (Shyy et alii, 1994). A



auséncia de MCP-1 em camundongos com auséncia do receptor para LDL
(ateroscleréticos) reduz significativamente a formagao de lesdes ateroscleréticas destes
animais (Gu et alii, 1998). Através da técnica de DNA microarray, Chen et alii (2001)
investigaram a expressdo génica de células endoteliais de aorta humana em cultura,
submetidas a baixo shear stress, com fluxo laminar de 12 dinas/cm? por 24 h.
Observando-se que os genes relacionados a inflamacao e proliferagdo sofrem down-
regulation, enquanto que genes envolvidos na sobrevivéncia das células endoteliais,
para angiogénese e remodelamento vascular (metaloproteinase-1) sofrem upregulation.
O fluxo turbilhonar aumenta o numero de mitoses e acelera a morte das células
endoteliais, além de aumentar a permeabilidade de macromoléculas, como a LDL e de
albumina, através da camada endotelial (Weinbaum et alii, 1985; Chien et alii, 1988; Lin
et alii, 1989).

1.3.2 Hipercolesterolemia e Modificagao dos Lipidios

A liberacéo de trigliceridios dos hepatécitos requer a associagao a apoproteinas
(apoB-100, apoE, apoA, etc.) para formar as lipoproteinas, as quais podem entao
percorrer a circulagdo sanguinea. Parece haver dois mecanismos para remogao de LDL
do plasma: um mediado por um receptor de LDL e outro mediado por receptores de
LDL oxidada (receptor removedor — scavenger). A LDL pode ser modificada pela
oxidacao, glicozilacdo (no diabetes), agregacao, associacdo com proteoglicanas, ou a
incorporagao a complexos imunes, sendo estas alteragbes a principal causa de injuria
ao endotélio e ao musculo liso na aterosclerose (Ross, 1999). A LDL se difunde do
plasma para o espago subendotelial e se liga a proteoglicanas de matriz extracelular
que promove a reteng¢do da LDL na intima (Camejo, 1982). Uma vez que a LDL é retida
no espacgo subendotelial, ela sofre uma modificagdo quimica através da peroxidagao
lipidica. Steinberg et alli (1989), conjetura que a LDL oxidada (Ox-LDL) seja a
responsavel pelo inicio da reacao inflamatdria na aterosclerose, através da ativacao das
células endoteliais, e pelo recrutamento de células do sistema imunoldgico (mondcitos e
linfocitos T). Estudos posteriores confirmaram que minimas quantidades de Ox-LDL

podem estimular a liberagdo de MCP-1 (Cushing et alii, 1990) e do fator estimulador de



coloénia para macrofagos (Rajavashisth et alii, 1990) pelas células endoteliais, o que
poderia levar facilmente ao desenvolvimento de estrias gordurosas pelo recrutamento
de mondcitos e sua diferenciagdo em macréfago no vaso. Ox-LDL ativa o endotélio
através da via do fator de transcricdo nuclear kB, que leva ao aumento da expressao de
moléculas de adesao celular, como P-selectina, VCAM-1 (molécula de adesao celular-
vascular do tipo 1) e ICAM-1 (molécula de adesao intercelular do tipo 1) de forma a
permitir a ligagao de leucdcitos ao endotélio (Collins et alii, 1995; Maziere et alii, 1996).
A falta do receptor para proteina MCP-1 (CCR2) diminui acentuadamente a formagéao
de placas ateromatosas em camundongos apoE™. Esses dados revelam o importante
papel da MCP-1 nos estagios iniciais de desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas, e
sugere novamente que o aumento desta quimiocina por quantidades minimas de Ox-
LDL é uma chave importante da ligagcao entre hiperlipidemia e a formagéo de estrias
gordurosas (Boring et alii, 1998).

A LDL modificada também é quimiotatica para mondcitos, de modo que ocorre
uma maior atragdo destas células, que por sua vez aumentam a expressao de genes
para o fator estimulador de colbénia para macrofagos (M-CSF) e fator estimulador de
colénia para granuldcitos (G-CSF), além do gene para proteina quimiotatica de
monadcitos derivada das células endoteliais (Rajavashisth et alii, 1990). Através desses
fatores mondcitos se diferenciam em macrofagos na parede vascular, e entdo passam a
englobar o Ox-LDL através de receptores scavenger, ficando repletas de vacuolos
lipidicos em seu citoplasma compostos de colesterol e ésteres de colesterol. Exibindo
entdo o aspecto de uma célula espumosa (foam cells). Agregados dessas células
formam os ateromas amarelos carregados de colesterol na parede vascular. A remogao
e o0 sequestramento da LDL modificada sao etapas importantes no inicio, papel protetor
dos macrofagos na resposta inflamatéria e minimiza os efeitos da LDL modificada nas
células endoteliais e musculares lisas (Ross, 1999). Mediadores da inflamagéo como o
fator de necrose tumoral o (TNF- a), interleucina-1 (IL-1) e M-CSF aumentam a ligacao
da LDL ao endotélio e musculo liso e aumentam a transcrigdo do gene do receptor de
LDL (Stopeck et alii, 1993). Apdés a ligacdo da LDL modificada com o receptor
scavanger inicia uma série de eventos intracelulares que induz a liberagdo de

moléculas inflamatdrias que perpetuam a inflamacédo. Formando-se assim, um circulo



vicioso de inflamacao, modificacdo de lipoproteinas, e manutencdo de mais inflamacéao
na artéria pela presenca desses lipidios. Trabalhos em camundongos apoE™ knockout
compostos, deficientes para os receptores scavenger A (Sr-A) ou CD36, tém redugéao
das lesbes ateroscleréticas (Suzuki et alii, 1997; Febbraio et alii, 2000). Outros
receptores scavenger tém surgido como CD32, CD64, LOX e o SR-PSOX
(Steinbrecher, 1999; Shimaoka et alii, 2000). A utlizagdo de antioxidantes,
principalmente o probucol e também a vitamina E, pode reduzir o tamanho das lesdes,
e possui efeito antiinflamatorio, prevenindo a maior expressao de moléculas de adeséao
para mondcitos (Fruebis et alii, 1997). A oxidacdo de acidos graxos na LDL gera
aldeidos reativos (malondialdeido-MDA, e 4-hidroxinonenal) que modificam proteinas,

que desta maneira funcionam como antigenos (Wuttge et alii, 1999).
1.3.3 Patogenia

O desenvolvimento de regides focais de lesdo endotelial crénica, de agressao
branda geralmente, leva a disfuncdo endotelial, caracterizada pelo aumento da
permeabilidade endotelial e aumento da adesdo de leucdcitos. Os disturbios
hemodinamicos que acompanham a fungao circulatéria normal e os efeitos adversos da
hipercolesterolemia s&o cruciais para esse processo. De modo que ha acumulo de
lipoproteinas na parede vascular, principalmente LDL que possui um elevado conteudo
de colesterol, bem como de proteinas de muito baixa densidade (VLDL), que sé&o
oxidadas inicialmente pelas células endoteliais (Steinberg, 1997). Varios dos ativadores
das células endoteliais, como forgas hemodinamicas e produtos lipidicos, possuem em
comum a capacidade e provocar estresse oxidativo, que ativa a via do NF-«kB, que por
sua vez leva a resposta biolégica implicadas na inflamagdo, como a expressao de
moléculas de adesao, secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, apoptose, etc.
(Baeuerle et ali, 1996). Trabalhos mostram a inibicdo do NF-«B por antioxidantes, como
a cisteina (Meyer et alii, 1993; Schenk et alii, 1994). O prejuizo da func¢do edotelial em
camundongos apoE-deficiente (apoE"'), € causada pelo aumento da producdo de
anions superoxidos ('O;) e reducdo da atividade enzimatica da eNOS. Assim, a

inativagado quimica do NO pelo ‘O e reducdo da biosintese do NO s&do mecanismos



chaves responsaveis pela disfuncdo endotelial em aortas de camundongos
aterosclerdticos apoE” (d’Uscio et alii, 2001). Consequentemente, ha uma maior
expressao selectinas (P, E e L) no endotélio para rolagem e ativagdo dos leucdcitos
circulantes, além da expressdo de moléculas de adesao no endotélio, como ICAM-1
(molécula de aderéncia intercelular 1) e principalmente VCAM-1 (molécula de aderéncia
as células vasculares 1), que levam a adesdo firme de leucdcitos circulantes,
principalmente mondcitos além de linfécitos T, seguido da migracao destas células para
0 espacgo subendotelial da camada intima (Dong, et alii, 1998; Bourdillon et alii, 2000;
Collins et alii, 2000; Kitagawa, et alii, 2001; Cybulsky, et alii, 2001; Steinberg, 2002).
Uma vez que os mondcitos penetram na intima, atraidos por moléculas como MCP-1 e
a Ox-LDL, eles se diferenciam através do M-CSF em macréfagos que aumentam a
oxidagdo dos lipidios e passam a expressar receptores scavengers para Ox-LDL,
fagocitando assim as Ox-LDL e se transformando em células espumosas ricas em
lipidios. A adesao de plaquetas ocorre nas areas focais de desnudacdo ou a leucocitos
aderentes. A Ox-LDL, fatores das plaquetas ativadas, macréfagos e outras células
vasculares estimulam a migracédo das células musculares lisas da média para a intima.
Estudos em ratos submetidos a angioplastia, sugerem que o fator de crescimento dos
fibroblastos basico (bFGF, basic fibroblast growth factor), liberados de células
vasculares mortas, possa iniciar a proliferagdo das células musculares lisas da camada
média (Lindner & Reidy, 1991), enquanto que o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF, platelet-derived growth factor) pode induzir a migracdo dessas
células para a intima (Ferns et alii, 1991). Em estagios mais avancados da
aterosclerose, se a hipercolesterolemia ou outro evento desencadeante persiste, ha
intensa proliferacdo das células musculares lisas localizadas na intima, e em menor
intensidade fibroblastos, que desenvolvem intensa proliferagdo de matriz extracelular,
resultando em acumulo de colageno e proteoglicanas. Ha acumulo de lipidios
principalmente nos macréfagos, mas também este acumulo ocorre nas células
musculares lisas que também se tornam espumosas. Com a morte dessas células pela
toxidade do excesso de lipidios intracelulares, além da penetracdao direta no vaso,
ocorre o acumulo de lipidios no meio extracelular, o que pode formar o chamado core

necroético. Com a progressdo da lesdao, o ateroma celular gorduroso, geralmente, é



modificado pela deposig¢do adicional de colageno e proteoglicanas. Na face da intima
voltada para luz vascular, o tecido conjuntivo forma a capa fibrosa (capsula fibrosa),
formando assim o ateroma fibrogorduroso (Schwartz et alii, 1995). Alguns desses
ateromas maduros sofrem proliferagdo celular adicional e formagdo de tecido
conjuntivo, produzindo placas fibrosas. Com freqiéncia pela agdo de proteases, as
placas sofrem ruptura com trombo superposto, que levam ao surgimento de eventos
clinicos catastroficos. Na doenca avangada, também, fibroblastos e células musculares
lisas com calcificagdo extracelular originam as lesdes fibrocalcificadas.

As células T foram identificadas em lesdes ateroscleréticas humanas e em
lesbes ateroscleréticas de camundongo apoE"' (Jonasson et alii,1986; Zhou et alii,
1996). Tanto macrofagos quanto as células T ativadas, secretam potentes citocinas que
levam a inflamagdo na parede vascular (Jonasson et alii, 1985; Zhou et alii, 1998;
Frostegard et alii, 1999). A interacdo de CD44 em leucdcitos ativados com hialuronato
no endotélio medeia o rolamento sob condigbes shear stress, o que é fundamental para
a migracado dos linfécitos T ativados nos locais de inflamagbes. Essa interagao é
seguida pela ligacdo entre as integrinas das células inflamatérias com moléculas de
adesao firme expressas pelo endotélio, como VCAM-1/VLA4, enquanto que a interagao
ICAM-1/LFA-1 parece nao ser tdo importante (Grendele et alii, 1996 Siegelman et alii,
2000).

A American Heart Association possui uma classificacdo para as lesdes
aterosclerdticas, subdividida em seis tipos, comegcando com as células espumosas
isoladas (pontos gordurosos), passando pelo estagio de estrias gordurosas, ateromas e
fibroateromas até as lesbes complicadas (Figura 2). O diagrama também inclui os
mecanismos de crescimento no decorrer de décadas e as correlagdes clinicas. Do tipo
| ao IV, as mudangas morfolégicas ocorrem principalmente devido ao acréscimo da
acumulacgao de lipidios. As setas entre os tipos V e VI, indicam o aumento da espessura
das lesdes quando ha precipitagdo trombdtica na superficie da lesdo. A lesao do tipo IV
pode evoluir diretamente para a do tipo VI com o surgimento de evento trombatico. A
lesdo do tipo VI é caracterizada por um evento como ruptura da placa levando a
formagado do trombo, ou hemorragia na parede vascular, sendo que a lesdo do tipo VI

pode retornar ao estado do tipo V com a cicatrizacdo do rombo. Trombos repetitivos



(superpostos) em variadas extensdes de tempo no mesmo local, podem ser o
mecanismo principal de oclusdo gradual nas artérias de médio calibre (Stary et alii,
19953, b).

Nomenclatura e principal Seqiiéncias Principal Inicio mais Correlagao
aspecto histolégico na mecanismo precoce clinica
progressao de

crescimento

Lesao tipo I (inicial)
Macrofago isolado |

Células espumosas A partir da

. X * primeira
Lesao tipo Il (estria década
gordurosa) I Crescimento Clinicamente
Acumulo de lipidios principalmente silenciosa
principalmente intracelular + por acumulo
Les3o tipo Il (intermidiaria) de lipidios
Alteragdes do tipo Il e i
pequenos reservatorios A partir da
extracelulares de lipidios terceira

+ década

Lesao tipo IV (ateroma)
Alteracso do tipo Il e nucleo — v
de lipidio extracelular
Leséo tipo V (fibroateroma) l
Centro de lipidio e camada Aumento Clinicamente
fibrotica, ou multiplos nucleos LV < acelerado do silenciosa ou
de lipidios e camadas musculo liso A partir da manifesta
fibroticas, ou principalmente e colageno quarta
calcificada ou principalmente l década
fibrética
Leséao tipo IV (complicada) Ly VI Trombose,

Defeito de superficie, hematoma
hematoma-hemorragia,

Figura 2: Classificagdo das lesdes ateroscleréticas humanas segundo a American Heart Association. Os
numerais romanos indicam as caracteristicas histolégicas dos seis tipos de lesdes. As setas indicam a

seqliéncia nas alteragbes morfolégicas. Modificado Stary et alii, 1995.

1.4 Hipertensao Renovascular

Sabe-se que a hipertensao arterial € uma doencga de origem multifatorial, como ja
descrito em 1949, pelo Dr. Irv Page em sua teoria do “mosaico” (Page, 1949). A
hipertensao arterial incide aproximadamente um bilhdo de pessoas no mundo, trazendo
consigo uma série de complicagbes generalizadas ao organismo que geralmente

passam a ser sintomaticas em sua fase tardia de evolugdo (Kaplan, 1997). A



hipertensao renovascular ocorre entre 2 a 5% de todos os casos de hipertensao da
populacao geral (Lewandowski, 2003). A prevaléncia pode ser maior do que 40% nos
pacientes que possuem hipertensdo secundaria. A maioria desses individuos, a
formacao de placas de ateroma provocando a estenose da artéria renal, € a principal
causa da hipertensao renovascular (Ozsarlak & Parizel, 2004; Textor 2004). Entretanto
deve-se ressaltar que nem toda estenose da artéria renal leva a hipertensdo ou
nefropatia isquémica.

Desde o trabalho original de Goldblatt et alii, em 1934, que mostra uma elevagao
substancial da pressao arterial em cées através da colocagao de um clipe de prata na
artéria renal para suprimir o fluxo sanguineo, muito se avangou no conhecimento deste
tipo de hipertenséo provocado pela estenose da artéria renal. Ha dois tipos classicos de
hipertensdo com obstru¢ao do fluxo sanguineo da artéria renal, a chamada hipertensao
1 rim, 1 clipe (1R1C), na qual é promovida a estenose da artéria renal por um clipe em
volta da artéria e remogao do rim contra-lateral; e a hipertenséo 2 rins, 1 clipe (2R1C),
em que apenas um clipe causa a estenose da artéria renal com redugéo crbnica da
perfusdo, sem remogao do outro rim. Esses modelos recebem o nome genérico de
hipertensdo de Goldblatt. Ja no primeiro dia apds a aplicagao do clipe na artéria renal,
observa-se uma pequena elevacdo da pressao arterial. O tempo de manutencao da
pressdo elevada e os niveis pressoricos atingidos no modelo 2R1C dependem da
espécie e do grau de estenose da artéria renal (Ferrario et alii, 1971; Carretero et alii,
1977; Leenen et alii, 1984; Cabral et alii, 1997; Fazan et alii, 2001). O mecanismo
envolvido na hipertensdo 2R1C é diferente do observado na hipertensdo 1R1C
(Ledingham, 1971; Carretero et alii, 1977). Na hipertensdo 2R1C o estabelecimento e a
manutengao da hipertensdo dependem principalmente da ativagao continua do sistema
renina-angiotensina. Nesse modelo o rim contra-lateral excreta com eficiéncia a
sobrecarga de sodio imposta pelo rim isquémico, o que previne o acumulo de sddio
nesse modelo (Cabral et alii, 1997). O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha
um importante papel na homeostasia do sistema cardiovascular. O horménio
biologicamente ativo Angiotensina Il (Ang Il) tem varias agbes relacionadas a pressao

sanguinea (Reid et alii, 1978).



Na arteriola aferente dos glomérulos renais encontramos células epiteliais
cubicas denominadas de células justaglomerulares. Essas células desempenham um
importante papel no SRA, e estdo em intimo contato com as células que formam a
macula densa no tubulo convoluto distal dos néfrons. Davis, descreve em 1973 o
mecanismo da liberacdo da renina. De modo que determinados estimulos, como
alteragdes do fluxo sanguineo renal, alteracbes de pressao hidrostatica nos capilares
glomerulares e no ritmo da filtragcdo glomerular, fazem com que as células
justaglomerulares secretem na circulagdo sanguinea e na linfa renal a renina, uma
importante enzima que age sobre o angiotensinogénio (alfa-2-globulina) plasmatico
formando um decapeptideo denominado de angiotensina | (Ang 1). A Ang | é entédo
convertida em uma forma ativa, o octapeptideo conhecido como angiotensina I, através
da enzima conversora de angiotensina (ECA) presente no plasma e na superficie
endotelial, principalmente endotélio pulmonar. Ao contrario de humanos e ratos,
camundongos podem carrear um ou dois genes para renina, no entanto, a linhagem
C57BL/6 possui um unico gene para renina (Field & Gross, 1985).

A Ang-ll € um potente vasoconstritor que também estimula a secregcao de
aldosterona pelo cértex da supra-renal, o que eleva pressao arterial. A Ang-Il possui
também varios efeitos troficos proliferativos. E um dos produtos metabdlicos da Ang-ll é
a angiotensina 1-7 (Ang-1-7), que funciona como um inibidor da Ang-ll, pois possui
efeitos que se opde aos da Ang-ll. Por exemplo, a Ang-1-7 aumenta a sensibilidade do
barorreflexo, diminui a acido simpatica, possui acao anti-proliferativa celular e é
vasodilatadora; enquanto, enquanto que a Ang-ll diminui a sensibilidade do
barorreflexo, estimula o sistema simpatico, tem efeitos proliferativos e é vasoconstritora.
(Santos et alii, 1988; Dzau et alii, 1991; Ferrario, 1998). O sistema renina-angiotensina
pode ser um elemento chave na resposta inflamatoéria. A Ang-ll é reconhecida como um
fator de crescimento que regula a proliferagao celular e o processo de fibrose. De modo
que a Ang-ll pode iniciar a inflamagdo pelo aumento indireto da permeabilidade

vascular e recrutar células inflamatorias (Suzuki et alii, 2003).

1.5 Remodelamento Arterial



Thoma, em 1893, descreve que 0s vasos sanguineos alargam-se para acomodar
o aumento do fluxo para um érgéo, como por exemplo, durante o crescimento natural
ou hipertrofia ventricular esquerda (Langille, 1996; Ward et alii, 2000). Um grande
interesse nesse fendbmeno foi despertado, estimulado por observagbes nas quais 0s
vasos alargam-se radialmente para compensar um progressivo crescimento das placas
aterosclerdticas, postergando assim, a limitagcdo do fluxo causada pela estenose
(Armstrong et alii, 1985; Glagov et alii, 1987). Os tecidos vasculares respondem as
mudangas nas forgcas mecanicas impostas a eles com mudangas no ténus vasomotor
em curto prazo, e com remodelamento estrutural quando as variagcbes persistem
(Cowan et alii, 1998). O fluxo e a pressao sangliinea sao responsaveis respectivamente
pelo estresse tangencial (de cisalhamento ou shear stress) e o estresse circunferencial
(ou radial) (Chien, 2003).

O termo “remodelamento arterial” foi previamente usado para descrever qualquer
mudanga na estrutura de parede vascular. Entretanto, mais recentemente, esse termo
tem sido usado especificamente para se referir a mudanga no tamanho do vaso quando
comparado com a artéria controle de referéncia (Glagov et alii, 1987; Ward et alii, 2000;
Hollestelle et alii, 2004). Esse fendbmeno foi descrito por Glagov et alii em 1987, que
relatou uma correlagcdo positiva entre a lamina elastica externa e a area de lesdes
ateromatosas em artérias coronarias humanas. Nas placas ateroscleréticas que
causam uma estenose do lumen menor do que 40% ha um aumento no tamanho do
vaso para compensar o crescimento da placa, resultando em um aumento da area do
lumen (Glagov et alii, 1987).

O tamanho do vaso é determinado pela area de seccgao transversal do vaso
(AST,), sendo esta a area contida dentro dos limites da lamina elastica externa, que
pode ser mensurada de diferentes maneiras. O aumento do tamanho vascular é
referido como remodelamento positivo e a diminuicdo como remodelamento negativo,
havendo diferentes sinbnimos para o mesmo tipo de remodelamento (tabela 1; figura 3).
Quando o remodelamento positivo esta presente, mas é insuficiente para prevenir a
estenose luminal, o termo inadequado remodelamento positivo € utilizado. Mas ha uma
série de outras terminologias utilizadas na literatura para se referir ao mesmo tipo

remodelamento ou a determinadas caracteristicas peculiares de um determinado



remodelamento. O aneurisma é definido como dilatagdes locais maiores do que 50%
em relagcéo ao seu didmetro normal (Daugherty et ali, 2002).

Terminologia do Remodelamento Arterial

Sinénimos para Mudangas no Tamanho do Vaso

Aumento Diminuicao
Remodelamento para fora Remodelamento para dentro
Alargamento compensatoério Encolhimento (paradoxal)
Remodelamento positivo Remodelamento negativo
Remodelamento expansivo (Excéntrico) Remodelamento constritivo (Concéntrico)
Remodelamento Glagoviano Remodelamento Antiglagoviano

Tabela 1: A tabela mostra os diferentes sindnimos para o aumento ou diminuigdo no tamanho do vaso.

- VASO . A
&

> Aneurisma
> 50%

“Perfeito”
Remodelamento Positivo

4t="Inadequado Ex. Sindrome

Remodelamento
Positivo

Cicatrizagso 4@l | Ruptura da Placa

Negativo

Figura 3: Relacdo entre o tamanho do vaso (AST,) e o lumen (AST,) com desenvolvimento de placa
ateromatosa, determinando o remodelamento vascular. Partindo-se do vaso normal no cruzamento das
retas. Com a formagéo da placa aterosclerética, pode ocorrer o remodelamento positivo com preservagao

do tamanho do lumen. O aneurisma (supercompensacgao) é determinado quando o vaso tem um aumento



superior a 50% do seu tamanho original. O vaso n&do consegue compensar a formacgéo de placa > 40%
da area do lumen. A ruptura da placa seguida do processo de cicatrizagdo pode levar ao remodelamento
negativo. Modificado de: Ward et alii, 2000.

Além do mais, o remodelamento pode resultar em acréscimo, nenhuma
mudanca, ou um decréscimo na quantidade total do material vascular. Essas alteracbes
formam uma subclassificacdo para o remodelamento vascular, que incluem os termos
hipertrofico, eutrofico e hipotréfico, respectivamente (figura 4). Esses termos séao
utilizados geralmente em trabalhos que envolvem as artérias de resisténcia, tendo
como base mudangas no didmetro do lumen vascular e na relagdo parede:luz
(wall:lumen ratio) ou mais precisamente a razao média:lumen (Mulvany et alii, 1996;
1999). O didmetro interno e a espessura da parede dos vasos sdo adequados ao fluxo
de sangue de cada setor da circulagao. Tanto o diametro interno quanto a espessura da
parede dos vasos diminuem em diregao a periferia, e a razédo parede:luz (p:l) ndo varia
muito. Essa razdo aumenta nas pequenas artérias e arteriolas, mas decresce nos
capilares e € muito menor nas veias e artérias pulmonares do que na circulagao
sistémica de diametro comparavel (Shepherd & Vanhoutte, 1980; Franchini, 1999). Sao
consideradas como artérias de resisténcia aquelas que possuem a area de secgao
transversa <400 pym, quando vaso relaxado, e as arteriolas <100 uym (Intengan &
Schiffrin, 2000). O remodelamento nos vasos de resisténcia difere do remodelamento
encontrado nas grandes artérias de individuos hipertensos. Isso € provavel porque o
requerimento funcional das grandes artérias ndo deve incluir o estreitamento do lumen,
para realizagdo de sua fungdo primaria de transportar o sangue. Assim, um aumento da
razdo p:l das grandes artérias, com a manutencédo do lumen normal, necessariamente
implica no aumento da quantidade de tecido da parede arterial (Schiffrin & Hayoz,
1997). No remodelamento eutrdfico ha redugéo no tamanho do vaso AST, e da area de
secgao transversal do lumen (AST.), sem alteragdo da area de secgao transversa da
camada média, resultando no aumento da razdo média-lumen. Esse tipo de
remodelamento predomina nas artérias de resisténcia em modelos no qual o SRA pode
desempenhar um importante papel, como nos ratos espontaneamente hipertensos
(SHR — spontaneously hypertensive rats) e na hipertensdo 2R1C em ratos (Mulvany et

alii, 1977; Li et alii, 1996), em humanos o remodelamento eutréfico € encontrado em



pacientes com hipertensdo essencial moderada (Schiffrin et alii, 1993; Rosei et alii,
1995). Enquanto que o remodelamento hipertréfico apresenta redugdo AST,, por
aumento da espessura da camada média que o invade, com aumento também da razéo
média-lumen. O remodelamento hipertréfico € predominante nos modelos de ratos com
hipertensdo severa no qual o sistema da endotelina é ativado, como o modelo de
hipertensao deoxicorticosterona (DOCA)-sal, 1R1C, e Dahl sal-sensiveis (Intengan &
Schiffrin, 2000). O remodelamento negativo hipotrofico € encontrado nas arteriolas
aferentes do rim dos ratos SHR e quando ha reducdo do fluxo nas artérias
mesentéricas de rato, onde ha reducdo do didmetro do lumen acompanhado do
decréscimo da area de seccao transversal da camada média. Ja o remodelamento
positivo nas artérias de resisténcia ocorre quando se realiza tratamento anti-hiprtensivo

com inibidor da ECA e nas situa¢gdes com aumento de fluxo (Mulvany et alii, 1999).

Hipotréfico Eutréfico Hipertréfico
{ AST,, = AST,, tAST,
vpil 4 pil tpil

Negativo \

© .0
QL
O O

Figura 4: A figura mostra as diferentes maneiras que o remodelamento pode modificar a area de

Positivo |

seccao transversal da camada média dos vasos (ASTy) e a razédo p:l. No centro esta representado um
vaso normal. O remodelamento pode ser positivo ou negativo, de acordo com o didmetro do lumen. E
ainda subdividido em hipotréfico (com diminuigdo da ASTy) e da razao p:l, eutrofico (sem alteragdes na
ASTy, vasos da coluna central) e hipertréfico (com aumento da ASTy), ambos com aumento da razéo p:l.
Modificado de Mulvany, 1999.



Ha uma maior freqiéncia de remodelamento positivo na aterosclerose, mas
algumas variagbes do remodelamento em resposta a aterosclerose dependem do leito
vascular envolvido. Por exemplo, as artérias iliacas e femorais possuem uma
propensao a desenvolver o inadequado remodelamento positivo ou remodelamento
negativo, enquanto que nas artérias renais, carotidas e coronarias ha uma maior
propensdo ao desenvolvimento do remodelamento positivo (Pasterkamp et alii, 1997).
Também é mais freqliente o inadequado remodelamento positivo ou remodelamento
negativo no diabético tratado com insulina do que no diabético ndo tratado com insulina
(Kornowski et alii, 1998), e mais comum em fumantes do que nao-fumantes, e menos
frequente na hipercolesterolemia (Tauth et alii, 1997). Estudos pds-morte e através de
ultra-sonografia, tém demonstrado que aproximadamente 15% dos segmentos de
coronarias epicardicas humanas apresentam remodelamento negativo (Mintz et alii,
1997; Gussenhoven et alii, 1997; Taylor et alii, 1999). Apesar de o remodelamento
sofrer influéncia do leito vascular, ha frequentemente uma marcada variabilidade no tipo
de remodelamento desenvolvido ao longo do mesmo vaso (Pasterkamp et alii, 1996;

Mintz et alii, 1997).

1.6 Camundongos — Modelos Animais

Ha diversos modelos animais para aterosclerose. Sendo que a primeira
evidéncia da aterosclerose experimental surgiu em 1908, quando Ignatowiski descreve
espessamento da intima com formagédo de grandes células claras na aorta de coelhos
submetidos a dieta rica em proteina animal (como carne, leite e ovos) (Jawiefi et alii,
2004). Inumeros estudos foram realizados com animais de grande porte, como primatas
nao-humanos, suinos e coelhos (Gerrity, 1981; Faggiotto & Ross, 1984; Rosenfeld et
alii, 1987). No entanto, sdo de dificil manutencao e alto custo. Outras espécies, como
caes e ratos, ndo sdo bons modelos de aterosclerose, pois ndo desenvolvem lesao
espontanea e requerem pesadas modificagdes na dieta para produgdo de lesao

vascular. Apesar dos coelhos nao desenvolverem lesdes espontaneas, eles foram



muito utilizados, pois sdo bastante responsivos ha mudancgas dietéticas e desenvolvem
lesdo em pouco tempo (Drobnik et alii, 2000).

Desde 1992, o camundongo tem se tornado um excelente modelo para pesquisa
experimental em aterosclerose. O camundongo apresenta vantagens, por até o
momento ser o unico modelo com possibilidade de manipulagdo génica completa e
eficaz. Tanto os trangénicos com insercdo de genes exdgenos no genoma do
camundongo, que também pode ser feita em outras espécies, quanto a remocgao de
genes ou realocagao de genes enddgenos. Os camundongos sao altamente resistentes
a aterosclerose, provavelmente pelos seus altos niveis de HDL, a exce¢do sao os
camundongos C57BL/6 quando exposto a dieta com alto conteudo de colesterol
(Paigen et alii, 1990; Nishima et alii, 1993). Em 1992 surgiu a primeira linha de modelos
animais modificados geneticamente, derivado da linhagem C57BL/6, chamado de
camundongo deficiente para apolipoproteina E (apoE"'), pelo fato do gene para
produgéo da apolipoproteina E (apoE) ter sido inativado (knockout). O surgimento deste
modelo foi quase simultaneo, gerado por dois grupos de pesquisa, o de Piedrahita et alii
e Plump et alii, em 1992. A apoE é uma glicoproteina com aproximadamente 34 kD que
é sintetizada no figado, e participa de forma crucial no metabolismo dos lipidios
corporais, além de ser também sintetizada no cérebro e em outros tecidos tanto de
humanos quanto de animais (Jawien et alii, 2004). Uma das mais importantes fungdes
da apoE é servir como um ligante de alta afinidade para o receptor da apoB-apoE(LDL)
e para o receptor do quilomicrom remanescente, seguindo desse modo uma especifica
captacao das particulas que contém a apoE pelo figado (Zhang et alii, 1992). A apoE
também ¢é implicada no metabolismo HDL e no transporte reverso de colesterol
(Grimsditch et alii, 1999). O camundongo apoE” tem uma severa alteragdo do perfil das
lipoproteinas, que mostra um elevado conteudo de VLDL, que causa extrema
susceptibilidade a aterosclerose (Hofker et alii, 1998). A apoE humana é polimorfica,
consistindo de trés principais isoproteinas (apoE-2, apoE-3, apoE-4), sendo apoE-3 a
mais comum. Estudos também demonstram que alteragbes na producdo da apoE
estdo envolvidos na doenca de Alzheimer (Corden et alii, 1993).

Em sintese, um bom modelo animal para aterosclerose deve ter alguns critérios:

a natureza das lesbes deve ser similar a encontrada no ser humano; o perfil das



lipoproteinas plasmaticas e seu metabolismo devem ser semelhantes ao metabolismo
encontrado no ser humano; o tempo necessario para formacao das lesdes, e o tempo
para geracéo dos animais para estudos; a possibilidade de desempenhar manipulagdes
e imagens in vivo;, e a possibilidade do modelo de levar avangos na abordagem
genética. O camundongo apresenta muitos desses critérios, como o tempo de geragao
curto em 9 semanas, sendo 3 semanas de gestagdo e cerca de 6 semanas para o
animal atingir a maturidade sexual. Mas uma desvantagem € o seu pequeno tamanho,
o que dificulta manipulagbes cirurgicas e imagens in vivo. O perfil lipidico também é
muito diferente do apresentado pelos humanos, que carrega cerca de 75% do seu
colesterol plasmatico na forma de LDL. J& os camundongos, carregam mais do seu
colesterol na forma de HDL, que desempenha um papel de protecdo contra a
aterosclerose no ser humano (Jawief, et alii, 2004).

Embora haja limitagdes para estudos em humanos, um grande avango na
compreensao da aterosclerose vem sendo conseguido através dos modelos de animais
transgénicos que permitem novas perspectivas de estudo para o entendimento das

mesmas. Como principal exemplo, o camundongo apoE"'

, um modelo para estudos de
hipercolesterolemia, caracterizado pelo desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas
similares as encontradas no ser humano (Plump et alii, 1992; Piedrahita et alii, 1992).
Sendo este, o primeiro trabalho a analisar o impacto da coexisténcia de aterosclerose
com a hipertensao renovascular no remodelamento vascular ocorrido na aorta de

camundongos apoE™".
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes morfoldgicas e morfométricas no
arco aortico, nos sitios das terminagdes barorreceptoras, em camundongos apoE"' com

hipertensao renovascular (2R1C).

2.2 Objetivos Especificos

o Observar se o estagio inicial da aterosclerose é capaz de modificar os niveis de
pressao arterial; se os niveis pressoéricos da hipertensao renovascular sao diferentes

guando combinamos a aterosclerose;

e Verificar se ha remodelamento vascular neste estagio de aterosclerose; verificar se
ha, e qual o tipo de remodelamento vascular encontrado na hipertensdo 2R1C, e se

este difere quando associamos a aterosclerose;

e Quantificar a area da luz vascular nos animais ateroscleroéticos, hipertensos 2R1C e

hipertensos 2R1C-ateroscleroticos;

e Analisar se ha modificacdo da area de parede na aorta dos animais com
hipertensdao 2R1C; se a hipertensao 2R1C associada com aterosclerose tem efeito

somatério sobre a modificacao da area de parede vascular;

e Comprovar o remodelamento e suas caracteristicas através da relacdo parede:luz

(p:1) e do indice de remodelamento (RR);

e Analisar se a hipertensao renovascular por si s6 leva ao aumento da deposi¢ao
lipidica na aorta nos animais C57; ou se a associagcao entre hipertensado renovascular

2R1C e aterosclerose acelera a formacgao de placas ateromatosas;



e Analisar os parametros funcionais de tensdo e estresse de parede e suas

alteracées em fungao da hipertensao renovascular e aterosclerose;

e Encontrar achados histolégicos tipicos que possam envolver o remodelamento

vascular ou uma resposta provocada pela angiotensina Il.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos isogénicos da raga C57BL/6 e transgénicos
knockout para apolipoproteina E (apoE"'), machos adultos jovens com idade variando
entre 12-14 semanas (90 dias em média) e pesando em média 23 g. Os animais eram
provenientes de uma colonia de criacdo de responsabilidade do nosso préprio
laboratério, sendo criados e mantidos no biotério de Transgenes e Controle
Cardiovascular, pertencente ao Programa de Pds-Graduacado em Ciéncias Fisioldgicas
no Centro Biomédico da UFES. Os animais recebiam agua e ragéo (Nuvilab®) ad libitum
e tinham controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como, a temperatura
(22+2°C) e a umidade (70%) do local onde permaneciam. A utilizagcdo e o manuseio
experimental dos animais foram de acordo com as normas estabelecidas pelas
entidades cientificas.

Para os experimentos, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais (Organograma). Sendo controles C57-Sham (n = 11) e apoE- Sham (n =
12), chamados de sham por sofrerem uma cirurgia ficticia; e hipertensos
renovasculares 2 rins, 1 clipe (2R1C), C57-2R1C (n = 11) e apoE-2R1C (n = 11).



Grupos Exprimentais
n =45

L 4

C57 BL/6
n=22

Controle Normotenso Hlpertenso Controle Normotenso Hlpertenso
C57-Sham C57-2R1C Aterosclerdtico ApoE-2R1C
n=11 n=11 ApoE-Sham n=11
n=12

Organograma: O organograma dos grupos experimentais mostra a subdivisdo dos grupos controles

(Sham) e hipertensos (2R1C) nas respectivas linhagens de camundongos.

3.2 Producao da Hipertensao Renovascular (2 Rins-1 Clipe)

Os animais, com aproximadamente 23 g, foram anestesiados com uma
mistura de ketamina (91 mg/Kg) e xilazina (9,1 mg/Kg) i.p., colocados em posicao
decubito dorsal e com auxilio de uma lupa cirurgica (Opto Eletrénica S/A Sn-2002, Sao
Carlos, SP) o rim esquerdo foi exposto por meio de uma pequena incisao lateral. Apos
um completo isolamento da artéria renal esquerda, um clipe de aco inox de dimensbdes
3x2x1 mm (Exidel SA, Suica — figura 5), desenvolvido especificamente para
camundongos, com uma abertura de 0,12 mm, foi colocado na artéria renal préoximo a
aorta abdominal (Wiesel et alii, 1997). Em seguida, o rim foi gentiimente acomodado na

cavidade retroperitoneal, a incisdo abdominal suturada. Os animais receberam uma



dose do antibidtico penicilina (100 Ul), permitindo-se entdo que 0s mesmos se

recuperassem da anestesia.

Figura 5: A figura A mostra clipes de ago inox em uma escala para distadncia em centimetros; a figura B
destaca os clipes vistos em maior aumento de forma que é possivel determinar suas dimensdes; na
figura C, a seta branca indica o clipe implantado na artéria renal esquerda, com seu respectivo rim

isquémico.

Para os animais controles, foram realizados os mesmos procedimentos
cirargicos acima, exceto por n&do colocarmos o 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 mantendo-a em 37 °C.

Esses animais eram mantidos durante 4 semanas em gaiolas individuais e
recebiam agua e racao ad libitum, tinham controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro, a

temperatura (22+2 °C) e a umidade (70%) do local onde permaneciam.
3.3 Instrumentagao para Medidas Hemodinamicas

Por aquecimento, cateteres de 4 cm de comprimento (Micro-Renathane,
Braintree Science Inc , USA) tiveram reducao do seu didmetro para aproximadamente
0,22 a 0,25 mm. Esses foram preenchidos com solugdo de NaCl a 0,9% heparinizada

(100 Ul) e ocluidos com pinos de metal. Os animais foram anestesiados (ketamina 91



mg/Kg e xilazina 9,1 mg/Kg i.p.); um cateter foi inserido na artéria carotida direita para
registros de pressao arterial pulsatil (PAP), presséao arterial média (PAM) e freqiéncia
cardiaca (FC); outro cateter também foi inserido na veia jugular esquerda para a
administracdo de drogas em um outro estudo realizado em nosso laboratorio. Os
cateteres foram exteriorizados pela nuca dos animais com auxilio de um trocater.
Posteriormente suturadas as incisdes, estes animais receberam uma dose do
antibidtico penicilina (100 Ul). Todos os procedimentos cirdrgicos ocorreram com 0O
auxilio de uma lupa cirurgica e de uma manta térmica, tendo a cirurgia a duracédo de
aproximadamente 1 hora e sempre realizada no mesmo horario para todos os animais.
As medidas hemodindmicas foram realizadas apds um periodo minimo de 24 horas
apods a cirurgia, para que os animais pudessem se recuperar dos procedimentos.

Através de um transdutor de pressao e de um sistema de aquisicdo de dados
(BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA, USA), realizaram-se as medidas
hemodinamicas: PAP, PAM e FC.

3.4 Histoquimica

Os animais foram anestesiados com tiopental sdédico (100 mg/kg, ip), e
posteriormente realizou-se uma incisao toracica de forma que o coracao estivesse com
livre acesso para realizagao da perfusdo no animal. Para execugao da perfusao fez-se
uma incisdo no atrio direito e em sequéncia infundiu-se 50 ml de salina tampao fosfato
(PBS: 0,1 M; pH 7,4) no ventriculo esquerdo, seguido de 50 ml de formaldeido (4%),
ambos com pressao controlada igual a PAM do animal. Uma solugao simples para fazer
a perfusdao do animal com pressao controlada por forca da gravidade, por meio da
pressdo hidrostatica determinada pela altura da coluna liquida (1,36 cm H,O = 1
mmHg), com uso do frasco de Mariotti associado a um equipo (figura 6). A perfusdo sob
pressao controlada e igual a PAM permite manutencdo mais adequada do formato das
artérias, evitando também possiveis rupturas e degradagao das placas ateromatosas.
Enquanto que o frasco de Mariotti permite que o fluxo seja constante, e este foi mantido
em aproximadamente em 20 ml/min. Ao término da perfusdo foram retirados dos

animais: o coragdo, a arvore adrtica e rins que foram estocados isoladamente em



recipientes plasticos contendo solugao fixadora de PBS (0,1 M, pH 7,4) com 10% de

formaldeido (4%), até o momento da preparacao histologica.

"
1,36 emH,0 =1 mmHg

136 emH,0 = 100 mmg

Figura 6: Sistema de perfusdo sob pressado controlada de acordo com a variagdo da altura da coluna

hidrostatica (1,36 cm H,O = 1 mmHg). No alto vemos em maior detalhe o frasco de Mariotti.

A identificacado de lipidios requer a exclusao de solventes de gordura comumente
usados na inclusdo em parafina para as coloragdes de hematoxilina e eosina rotineiras.
A fim de identificar a gordura, foi necessario preparar secgdes teciduais congeladas de
tecidos frescos. Entdo as secgbes foram coradas com Oil Red-O, conferindo uma cor
vermelho-alaranjada aos lipidios presentes.

Apos a retirada do excesso de tecido conjuntivo perivascular do arco aértico,
com auxilio de pincas ponto-reta (INOX, n® 2 e 5) e de um estereomicroscopio
(ausJENA, Alemanha), fez-se com um bisturi a secgdo transversa do vaso
imediatamente antes do inicio do tronco braquiocefalico direito e imediatamente apds a

carotida comum esquerda, de forma que a andlise histolégica se detivesse a regido



compreendida entre estas ramificacdes da aorta, um dos principais sitios das
terminagbes barorreceptoras (figura 7-A). O arco aodrtico foi entdo emblocado em
gelatina incolor (Dr. Oetker, Brasil) a 24% e posteriormente congelados. O bloco de
gelatina contendo o segmento da aorta foi posicionado para que se obtivessem cortes
transversos com 8 um de espessura em um criostato (Jung CM 1800 — Leica, figura 7-
B) a -16 °C, de modo que o inicio dos cortes se desse do lado do tronco
braquiocefalico direito. Os cortes teciduais foram feitos em quadruplicata, e
posicionados em laminas de vidro preparadas adequadamente para adesao do tecido.
A maior parte dos cortes foi destinada para coloragdo com Oil Red-O, uma outra parte
para coloracdo com hematoxilina-eosina (HE), outra para Verhoeff que cora fibras

elasticas.

Figura 7: A figura A mostra o coragéo e a aorta apos a retirada do tecido conjuntivo excedente, e
em maior aumento, o arco adrtico, no qual as barras brancas indicam a regido selecionada para a
realizagdo dos cortes. Em B, vemos o criostato Jung CM 1800 — Leica, pertencente ao
Departamento de Patologia do Centro Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo. C

mostra o bloco de gelatina posicionado pronto para a obtenc&o de cortes transversos da aorta.

As laminas histoldgicas foram lavadas com agua quente (= 45 °C) e detergente
por cerca de 30 minutos, seguindo de diversas lavagens somente com agua quente e

finalmente recobertas por uma solugao de gelatinizagdo (500 mL de agua destilada, 5 g



de gelatina incolor e 0,5 g de sulfato de crémio potassio/KCr(SQO,), ) para que ocorresse
adesao dos cortes na mesma. As laminas permaneceram nessa solugao a temperatura
de 50 °C por 2 minutos e posteriormente foram secadas em uma estufa a temperatura

de 45 °C por um periodo de no minimo 24 horas.

Os cortes teciduais foram corados com Oil Red-O (Sigma-Aldrich) para detecgao
de lipidios neutros. A solucao de estoque foi preparada contendo 300 mg de Oil Red-O
em 100 ml de 2-propanol ou isopropanol (Reagentes Analiticos, Dindamica), e a solugao
para corar contendo 24 ml de Oil Red-O do estoque e 16 ml de agua destilada
misturados por 10 minutos, centrifugados e filtrados. As laminas contendo os cortes
foram posicionadas a uma altura de cerca de 2 mm da superficie de um recipiente
fechado, para evitar a evaporagao do solvente, de forma a se criar entdo uma interface
liquida (solucdo de Oil Red-O) entre o vidro da lamina e do recipiente. Este
posicionamento permite que precipitados cristalinicos formados se depositem no fundo
do recipiente, e ndo na lamina, sendo esta formacado de precipitados do corante um
grande inconveniente dessa coloracdo. Também, para minimizar esse problema a
solugédo de Oil Red-O para coloragao foi centrifugada por um periodo de 2,5 minutos a
4000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415D). Os cortes ficaram em contato com o corante
por 10 minutos, e posteriormente também foram lavados em agua corrente por mais

cerca de 10 minutos.

A coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) também foi realizada, de modo que
os tecidos sdo corados em azul-arroxeado as estruturas baséfilas e em rdseo-
avermelhado as estruturas aciddfilas. Sendo que os cortes teciduais foram expostos
primariamente a eosina por 10 minutos, em seguida lavados por mais 10 minutos; e
novamente corados com hematoxilina por 5 minutos, seguido da lavagem em agua
corrente por cerca de 10 minutos. O método de Verhoeff foi empregado para
visualizagdo das estruturas elasticas vasculares, corando em azul intenso escuro a
preto as fibras e laminas elasticas, e quando empregado a floxina (0,5%), as demais
estruturas aparecem em vermelho. Os cortes ficaram expostos por 15 minutos ao
Verhoeff e foram mergulhadas em solugéo de FeCls a 2% por 10 segundos e entdo

lavadas em agua corrente por mais 15 minutos.



Ao término da impregnagdo por corantes dos cortes, realizou-se a montagem
para preservagcao dos cortes, de forma que uma solugdo de montagem especifica,
constituida de glicerol em PBS e azida sédica 0,1% (mouting medium, Sigma®),
banhava os cortes e uma laminula de vidro (24 x 60 mm, n° 1, Herka®, Alemanha)
cobria a lamina. A borda entre a laminula e a lamina que continha os cortes foi coberta

com esmalte incolor para evitar a evaporagao da solugdo de montagem.

3.5 Analise Morfométrica

Com uso de um microscopio trinocular (Olympus AX70, figura 8) acoplado a uma
camera digital (VK-C150, Hitachi, Japao) fez-se a captura de imagens das laminas, e
estas foram analisadas em programas de imagem especificos (Leica EWS 2100 e
Image J). Esses procedimentos foram efetuados no Departamento de Morfologia do
Centro Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo. Para a captura das
imagens foram utilizadas objetivas de 4x e 40x, de modo que a ampliagao final real na
tela do monitor (13’) foi igual a 126x e 1260x respectivamente. Todas as imagens

obtidas foram de 640x480 pixels, e foram analisados 10 cortes de cada animal.

Figura 8: Microscoépio trinocular da marca OIympus®, modelo AX70, pertencente ao Departamento de

Morfologia do Centro Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo.



Para as medigdes das imagens capturadas com a objetiva de 4x, utilizou-se o
programa Leica EWS 2100. Sendo analisadas 10 cortes transversos por animal nesse
aumento, o que perfez um total de 440 imagens. Através das ferramentas oferecidas
pelo programa Leica EWS 2100 fez-se a medida de 4 didmetros. Devido a forma
eliptica do vaso, e assim existirem diferentes didmetros, foi necessario calcular a média
dos didmetros para que se obtivesse a area da secgao transversal do vaso e da luz
vascular, para que indiretamente fosse realizada a medida da area de parede do vaso.
Foram utilizados 2 didmetros para o calculo da AST, (figura 9-A), sendo estes o de
maior e menor didmetro da elipse, que vao do limite da lamina elastica externa (divisao
entre as camadas adventicia e média) de um lado ao lado contra-lateral do vaso. Em
seguida apds a obtencdo da média dos didmetros, fez-se a divisdo do diametro por 2
para obtengao do raio (r) do vaso, e assim pudesse ser calculada a area do circulo com
a formula: A = . r’. Outros autores simplificam em um sé calculo esse procedimento,
através da formula: ©.{[(D + d)/2] : 2)* (Schiffrin & Hayoz,1997; Rocha, 2003), sendo D o
didmetro maior e d o didmetro menor da elipse. O mesmo procedimento foi realizado
para o calculo da area da luz, porém os diametros limitaram-se de um bordo ao outro
oposto do endotélio vascular (figura 9-B). As duas areas foram calculadas
isoladamente, obtendo-se uma area total que contém a area de parede somada com a
area da luz (AST,), e a area da luz vascular (AST.). A area de parede, contendo as

camadas média e intima, foi determinada pela diferenga entre essas duas areas (AST)p).



Xp=D+d r= XD

Onde:

' XD = média dos diametros
D = maior didmetro
d = menor didmetro
n=Pl=3,14
r = raio

“; W Diag: 0. 46TEmm

Figura 9: As fotomicrografias mostram as ferramentas do programa Leica ESW, para a determina¢ao do
didmetro vascular. Em A observam-se os dois didmetros externos, com seus respectivos comprimentos,
para a determinagdo da area de secgao transversa. E em B vemos os dois didmetros para a

determinagao da area do lumen vascular.

Para comprovar o padrdao de remodelamento vascular, e eliminar a interferéncia
de outros parametros ponderais, faz-se necessario a realizacdo de relagdes para
obtencdo de indices. Nao foi necessaria a correcao pelo peso corporal através da
relacdo da AST arterial pelo peso corporal, uma vez em que nao houve diferenca
estatistica entre o peso nos diferentes grupos. Porém, foi determinada a relagéao
parede-luz (p:l). Para o calculo da razédo p:l, realizou-se a divisdo entre a espessura da

parede pelo didametro do lumen. A espessura da parede foi calculada pela diferenca



entre a média dos didmetros utilizados para o calculo da AST, (até a Iamina elastica
externa) pela média dos didmetros utilizados para o calculo da AST, (XDex — XDin). De

modo que a razdo p:l foi encontrada pela seguinte férmula:

p:l = _XDex (mm) — XDin (mm)
XDin (mm)

Também se calculou a raz&do de remodelamento ou indice de remodelamento
(RR), através da razao entre a AST, dos animais controles (sham) pela AST, dos
respectivos animais 2R1C. Sendo considerado remodelamento positivo quando o RR >
1,05; a auséncia de remodelamento quando o RR entre 0,95 e 1,05; e o remodelamento
negativo , quando o RR < 0,95 (Pasterkamp et alii, 1995a; Schoenhagen et alii, 2000;
Yang et alii, 2003). Passando esses valores do RR para percentual temos: auséncia de
remodelamento quando o RR esta entre 95 e 105; RR > 105 indica remodelamento
positivo e o RR< 95 indica remodelamento negativo.

Utilizando-se o programa Image J foi quantificada diretamente a éarea de
deposicdo de lipidios na parede vascular, incluindo as camadas média e intima, os
resultados foram expressos em umz. Devido a idade jovem dos animais, as lesdes
foram pouco evidentes na maioria dos casos e de dificil quantificacdo para aumentos
menores sendo, portanto esta medida com a objetiva de 40x importante para o
fornecimento de dados mais precisos quanto ao inicio da formacao e area real das
lesdes. Nesse aumento foram selecionados 6 campos de cada corte (figura 10), sendo
sempre selecionados os campos com maior deposicao de lipidios. Perfazendo um total
de 60 imagens por animal, visto que foram analisados 10 cortes, e 2640 imagens no
total para este estudo utilizando-se a objetiva de 40x.

Achados histoldgicos tipicos que possam envolver o remodelamento vascular

também foram documentados.
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Figura 10: A figura central mostra um corte transversal da aorta de um camundongo apoE-Sham
com a objetiva de 4x. As outras seis imagens, realizada com a objetiva de 40x, mostram os pontos
de maior deposi¢ao de lipidios na parede vascular. A barra com a objetiva de 4x corresponde a 1

mm, enquanto que a barra nas outras seis imagens obtidas com a objetiva de 40x correspondem a

10 um.

3.6 Medidas de tensao e estresse de parede

Posteriormente foram determinados parametros funcionais, como a tensao de
parede e estresse parede, para verificar os efeitos do envolvimento entre aterosclerose
e angiotensina Il, proveniente da hipertensdo 2R1C, na modulagdo desses parametros.
A tensdo de parede (T), que € a forca exercida pela parede vascular para resistir a
deformagado promovida por uma determinada pressao, esta relacionada diretamente
com o didmetro vascular (Brekke, 2002). Neste estudo, a tensdo de parede foi

determinada simplificadamente pela lei de Laplace:
T=Pxr

Onde,

T = tensao de parede;



P = PAM (mm Hg) na qual o vaso foi fixado;
r = raio do vaso (mm), encontrado através da divisdo por dois da média dos

didmetros do lumen.

A tensdo de parede é calculada pela multiplicacdo da pressao transmural pelo
raio, onde a pressao transmural é a diferenca entre a pressao arterial pela pressao
tecidual. Porém, a pressao transmural foi considerada como sendo a PAM do animal,
uma vez que a PAM foi a pressao para realizagao da perfusao e fixagao do vaso. Visto
que para a realizagao da perfusdo o animal se encontrava com uma grande incisdo no
térax, e este exposto a pressao ambiental no nivel do mar, que € o marco zero para
comparacgao das pressdes corporais, a pressao tecidual foi considerada como zero.

O estresse de parede (o) é definido como a forca exercida sobre o material
dividido pela area sobre a qual a forca é exercida (Schifrin & Hayoz, 1997; Brekke,
2002). Neste estudo considerou-se o estresse de parede como sendo a forga que a
estrutura de uma artéria, mais especificamente a area de secgao transversa da parede
vascular (ASTp — que engloba as camadas média-intima), exerce sobre a parede do
vaso em resposta a uma determinada tensdo. Dessa forma, o estresse de parede leva

em conta espessura da parede e é definido como:

Onde,
o = estresse de parede;
T = tensao de parede;

h = espessura da parede, ou a AST,.

3.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM. As médias dos valores
foram analisadas estatisticamente utilizando-se analise de varidncia (ANOVA) de uma

via, completamente randomizadas, seguida do teste post hoc de Fisher. O teste t de



Student foi utilizando para comparagéo quando desejada entre 2 amostras, sejam elas
pareadas (teste t pareado) ou independentes. As diferengcas foram consideradas

significantes quando p<0,05.
3.8 Protocolo Experimental

Cortes de um segmento especifico da aorta de animais com a mesma faixa de
peso e idade, foram analisados histologicamente. Corantes especificos foram utilizados
com diferentes finalidades. A analise deste estudo visou responder as seguintes

questdes:

1- Quais sao as alteragbes morfométricas e morfolégicas encontradas no arco
aortico no camundongo apoE (aterosclerético)?

Para isso, foram comparados os animais C57 com os animais apoE"'

. Visto que a
linhagem apoE"' € derivada dos animais isogénicos C57. Baseado na literatura, através
da impregnacéo com Oil-Red-O, buscou-se a deteccao de lesdes ateroscleréticas em
formacgdo; e através da analise morfométrica, um possivel remodelamento vascular na
idade estudada, uma vez que sabidamente a aterosclerose leva ao remodelamento

vascular.

2- Quais sado as alteragcbes morfométricas e morfolégicas encontradas no arco

aortico do camundongo com hipertensao 2R1C?

Tendo em vista os efeitos proliferativos e hipertensivos da Ang-ll, buscou-se
confrontar os dados encontrados na literatura, para o remodelamento positivo
encontrado na aorta de camundongos C57-2R1C. Para isso, compararam-se 0s

animais C57-Sham com os animais C57-2R1C.

3- Qual a influéncia da associacdo entre a aterosclerose e hipertensao

renovascular 2R1C na morfologia e no remodelamento vascular do arco aoértico?



Dados epidemiolégicos mostram que a hipertenséo arterial sistémica é um dos
principais fatores de risco para a aterosclerose. Visto a auséncia de dados na literatura
com relagdo ao remodelamento vascular associando essas doengas, fez-se necessario
este estudo através da comparacdo entre os modelos experimentais apoE-sham e
apoE-2R1C.



4- RESULTADOS




4. Resultados
4.1. Valores Basais de Pressao Arterial Média e de Freqiiéncia Cardiaca em

Camundongos com Hipertensao Experimental Renovascular 2R1C

Conforme o esperado, a figura 11 mostra que a técnica para a produgido da
hipertensao renovascular 2R1C em camundongos causou uma elevacéao significativa da
PAM basal em aproximadamente 24 mm Hg, tanto nos animais C57-2R1C (128 + 2,6
mm Hg) quanto nos animais apoE-2R1C (126 + 2,6 mm Hg), quando comparados com
os valores encontrados nos seus respectivos controles sham (103 + 2,1 e 104 + 2,1 mm
Hg). Nao ha diferencas estatisticas da PAM basal quando comparamos 0s grupos
C57BL/6 e apoE”, evidenciando que a aterosclerose na idade estudada (12-14
semanas) ndo agravou a hipertensao renovascular 2R1C nos camundongos apoE™".

Os valores basais de frequéncia cardiaca seguem o mesmo padrao da PAM,
visto que a hipertensdo renovascular 2R1C causou taquicardia, tanto no grupo C57-
2R1C (633 + 26 bpm) quanto no grupo apoE-2R1C (576 + 27 bpm) quando comparado
com os respectivos animais sham (C57 = 499 + 19 bpm; apoE™ = 500 + 22). Nao

havendo diferengas entre os grupos C57BL/6 e apoE™".
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Figura 11: Valores basais de PAM (mm Hg) e de FC (bpm) de camundongos C57BL/6 (n=11) e
apoE™ (n=12) normotensos (sham) e hipertensos (C57-2R1C, n=11; apoE-2R1C, n=12) apds

28 dias de estenose da artéria renal. Os valores indicam média + EPM. ** p<0,01.



4.2 Area de Seccgao Transversal Vascular (ASTv)

No grafico mostrado da figura 12, podemos observar mudangas ocorridas na
area de seccgao transversal dos vasos (area contida nos limites da lamina elastica
externa), de modo que ha aumento da area do arco adrtico nos animais com
hipertensdo renovascular C57-2R1C quando comparados com seu respectivo controle
C57-Sham. Porém, ndo houve uma diferenca estatistica quando comparado o animal
apoE-2R1C com seu controle apoE-Sham. Os valores da AST, nao foram diferentes
entre o grupo C57-2R1C (0,75+0,05 mm?) quando comparado com o grupo de
camundongos aterosclerdticos apoE-2R1C (0,73+0,03 mm?). Também nzo houve
diferengas estatisticas entre os grupos controles normotensos, com valores: C57-Sham
= 0,6520,02 mm?; apoE-Sham = 0,68+0,04 mm?.
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Figura 12: Area de seccéo transversal do arco aértico, dos animais C57-Sham (n = 11) e apoE-
Sham (n = 12), e dos animais hipertensos C57-2R1C (n = 11) e apoE-2R1C (n = 11). Os valores
indicam média + EPM. * p<0,05.



Na figura abaixo (figura 13) podemos observar cortes tipicos da aorta, ilustrando
a diferenga na area vascular transversa, seguindo o padrdo exposto no grafico de
barras. Na figura 14, estdo tracados os dois didmetros no limite da Idmina elastica

externa, respectivo a cada corte, para determinagao da AST,.
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Figura 13: Cortes transversais tipicos da aorta dos camundongos C57BL/6 e apoE™
normotensos e hipertensos, corados com Oil-Red-O. As setas apontam para lesdes
ateroscleréticas. A barra branca, contida no retangulo preto, possui 1 mm na fotografia

realizada com a objetiva de 4x.
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Figura 14: Cortes transversais tipicos da aorta dos camundongos C57BL/6 e apoE™
normotensos e hipertensos, corados com Qil-Red-O. Os tragos representam os didmetros com
seus respectivos valores, obtidos através das ferramentas do programa Leica EWS 2100. A
barra branca, contida no retangulo preto, possui 1 mm na fotografia realizada com a objetiva de
4x.

4.3 Area de Seccao Transversal da Luz Vascular (AST,)

A area de secéo transversal da luz do arco adrtico somente foi significativamente
diferente entre os animais C57-Sham (0,50+0,02 mm?) e C57-2R1C (0,57+0,04 mm?).
Os valores encontrados nos subgrupos apoE-Sham e apoE-2R1C foram

respectivamente 0,51+0,03 mm? e 0,54+0,02 mm? (figura 15).
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Figura 15: No grafico da area de secgao transversal do lumen do arco aértico, em mm?, dos
animais C57-Sham (n = 11) e apoE-Sham (n = 12), e dos animais hipertensos C57-2R1C (n =
11) e apoE-2R1C (n = 11). Os valores indicam média + EPM. * p<0,05.

A figura 16 mostra os cortes tipicos da aorta, com os didmetros que se limitaram
de um bordo ao outro oposto do endotélio vascular. Para que posteriormente se

realizasse o calculo da AST,.



C57-Sham

ApoE-Sham ApoE-2R1C

Figura 16: Os mesmos cortes da figura 14, porém os tragcos representam os didmetros
utilizados para o calculo da AST,, obtidos através das ferramentas do programa Leica EWS
2100. Objetiva de 4x.

4.4 Area de Secgio Transversal da Parede Vascular (AST,)

O grafico de barras, da figura 17, ilustra as diferengas de AST, encontradas
entre os diferentes grupos. Quando comparado o grupo C57-Sham (0,15+0,005 mm?)
com o grupo C57-2R1C (0,18+0,01 mm?) observa-se uma elevada significancia
(p<0.01), de forma que a hipertensdo gerada pela ativagdo do sistema renina-
angiotensina aumentou a AST, dos animais. A presenca da aterosclerose implicou no
aumento da espessura da parede vascular, havendo diferengca estatistica entre os
grupos controles (C57-Sham = 0,150,005 mm? vs apoE-Sham = 0,17+0,01 mm?;

p<0.05). Quando comparado os animais ateroscleréticos, observamos um efeito aditivo



da hipertensdo 2R1C sobre a aterosclerose do controle normotenso (apoE-Sham =
0,1740,01 mm?, apoE-2R1C = 0,19+0,01 mm? p<0,05). N&o foi observado diferenca

entre os valores da AST, entre os grupos hipertensos renovasculares.
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Figura 17: No grafico observa-se a area de secgao transversal da parede vascular dos
diferentes grupos animais C57-Sham (n = 11) e apoE-Sham (n = 12), e dos animais hipertensos
C57-2R1C (n = 11) e apoE-2R1C (n = 11). Os valores indicam média + erro padrdo da média. **
p<0,01; * p<0,05; T p<0,05 vs C57-Sham.

4.5 Relagao Parede:Luz (p:l)
A relacao p:l esta representada na tabela abaixo. De modo que a relagao tende a

estar aumentada nos grupos C57-2R1C, apoE-Sham e apoE-2R1C quando

comparados com o controle C57.



Tabela 2 - Raz&o parede:luz (p:l)

Grupos (n) p:l
C57-Sham (11) 0,14+0,01
C57-2R1C (11) 0,18+0,03
apoE-Sham (12) 0,17+0,01
apoE-2R1C (11) 0,16+0,01

Dados expressos em média
EPM

4.6 Razdo ou indice de Remodelamento (RR)

O indice de remodelamento tem como referéncia a AST, do animal C57-Sham.
Por isso, seu valor é considerado como 100+5%, sendo este o padrdo da normalidade.
Lembrando-se que é considerado como remodelamento positivo quando o RR > 105; a
auséncia de remodelamento quando o RR entre 95 e 105; e o remodelamento negativo,
quando o RR < 95. A média dos animais C57-2R1C mostra um aumento de 9,97% em
relacdo ao controle normotenso, o que confirma o padrao de remodelamento positivo
desses animais. Quatro animais (ver tabela em anexo) do grupo apoE-Sham mostraram
um RR de padrédo positivo. O grupo apoE-2R1C mostra um aumento de 7,17% em
relacdo ao controle normotenso C57. Tomando-se como referéncia o grupo apoE-
Sham, o RR do grupo apoE-2R1C mostra um aumento de apenas 2,75% (32 coluna da
tabela 3).

Tabela 3- indice de Remodelamento Vascular (RR)
Grupos R:R R:R

C57-Sham (11) - -

C57-2R1C (11) 114,97+7,91 -
apoE-Sham (12) 101,68+5,16 -
apoE-2R1C (11) 112,17+3,92 107,75+3,76

Dados expressos em média + EPM



4.7 Area Transversal de Deposigio de Lipidios na Parede Vascular (AST;p)

As barras representadas na figura 18 demonstram a area dos lipidios corados
pelo Oil-Red-O, dada em pm?. Os animais da linhagem C57BL/6 apresentam uma
minima area de lipidios corados, enquanto que os animais da linhagem apoE"‘
apresentam extensiva area marcada pelo corante. Nao houve diferenca estatistica entre
os grupos C57BL/6 (C57-Sham = 844,6+315,3 um? C57-2R1C = 1497,1+380,7 pm?),
ou entre os grupos normotenso e hipertenso aterosclerético (apoE-Sham =
67732,6+13462,4 um? apoE-2R1C = 81274,4+14751,2 ym?).
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Figura 18: No grafico observa-se a area transversal de deposi¢cao de lipidios na parede

vascular dos diferentes grupos animais C57-Sham (n = 9) e apoE-Sham (n = 9), e dos animais



hipertensos C57-2R1C (n = 10) e apoE-2R1C (n = 9). Os valores indicam média + erro padrao

da média.

4.8 Tensao de Parede (T)

A tensao de parede € a resisténcia da parede vascular a deformacdo em
resposta a uma determinada presséo, e ¢é influenciada pelo grau de estresse ao nivel
dos microfilamentos da parede vascular, sendo dada em unidade de forga por area de
parede. A analise deste parametro possibilitou o estudo da influéncia do sistema renina-
angiotensina (HAS) sobre a fung&o vascular, bem como as influéncias da aterosclerose
em seus estagios iniciais. Neste estudo, os calculos para medida da tenséo e estresse
de parede nao refletem as flutuagées durante o ciclo cardiaco, uma vez que para
realizagao dos calculos utilizou-se a PAM. A tabela 4 mostra os valores médios da
tensdo de parede nos deferentes grupos experimentais. E mostra que os animais
hipertensos possuem aumento da tensdo de parede; em menor propor¢ao também se

observa certo aumento da tensdo nos animais aterosclerdticos normotensos.

Tabela 4 - Tensao de Parede (T)

Grupos T (mm Hg/mm)
C57-Sham (11) 20615
C57-2R1C (11) 309+11**
apoE-Sham (12) 26419
apoE-2R1C (11) 31046

Dados expressos em média + EPM; **p
< 0,01 vs respectivo controle (ANOVA)

4.9 Estresse de Parede (0)

O estresse de parede é a forca exercida pela parede vascular por unidade de

area, que tem como objetivo manter o grau de tensdo, principalmente ao nivel da



camada média vascular, em resposta as alteracdes de pressao arterial. O estresse
neste nivel normaliza a tensao de parede. Com o objetivo de verificar se 0 aumento da
tensdo, promovida pela hipertensdo 2R1C, manteve relagédo direta com o aumento da
area de secc¢ao transversa da parede vascular, foi determinado o estresse de parede da

aorta. A tabela 5 apresenta os valores do o dos animais apoE” e C57BL/6.

Tabela 5 - Estresse de Parede (o)
Grupos O (mm Hg/mm2)

C57-Sham (11) 173369

C57-2R1C (11) 1762+129

apoE-Sham

(12) 1585190
apoE-2R1C

(11) 1674194

Dados expressos em média
EPM

4.10 Achados Morfolégicos
4.10.1 C57-Sham
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Figura 19: Animal C57-Sham (animal numero 40) a partir da caixa (box). Na figura A é
possivel visualizar o tronco braquiocefalico direito (TrBC); e em C é possivel visualizar

melhor o lipidio perivascular (Lip). Note a integridade da estrutura vascular (figura D)

sem deposicio de lipidios ou outras alteragdes. Coloracao Oil-Red-O.

Figura 20: Segmento da aorta de C57-Sham (animal numero 40). As 3 setas com
apenas uma cabega apontam para o nucleo de células endoteliais, da estreita camada
intima; Med representa a camada muscular média da artéria, Adv a camada adventicia

e Lip o lipidio perivascular. Coloragdo HE, objetiva 40x.

4.10.2 C57-2R1C
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Figura 21: Segmento da aorta de C57-2R1C (animal numero 50). Na imagem A pode
ser observada a grande quantidade de lipidio perivascular (Lip), e a auséncia de
deposicao lipidica nas camadas intima e média. Na figura B e C a seta de cor preta
indica uma descontinuidade da lamina elastica. A caixa em C demarca a regiao
amplificada na figura D, onde as setas brancas apontam para células endoteliais
hipertroficas e com pequeno grau de hiperplasia quando comparado com C57-Sham.
4.10.3 ApoE-Sham
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Figura 22: Sequéncia de ampliacdo de uma lesdo aterosclerética de um animal apoE-

Sham (animal numero 37) a partir da caixa (box). As imagens seguem a sequéncia das
objetivas de 4x, 10x, 20x e 40x. Coloragao Oil-Red-O.
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Figura 23: Fotomicrografia de cortes da aorta do mesmo animal apoE-Sham (animal

nuamero 37) com objetivas de 40x. Em A artéria foi corada com Oil-Red-O. As setas
indicam ruptura da lamina elastica interna, a impregnacgao dos lipidios pelo corante &
vista na cor vermelho-alaranjado. Na figura B de um corte sequencial da aorta corado
com HE, pode ser visto nas caixas brancas células claras, devido ao elevado conteudo
de lipidio ndo corado (macrofagos/células espumosas), aderidas ao endotélio. Também
€ possivel visualizar as varias e sinuosas laminas elasticas que constituem a artéria de

grande calibre.

Figura 24: Fotomicrografia do arco aodrtico de animal apoE-Sham (animal numero 37)
corado com Verhoeff-floxina. As setas brancas indicam a ruptura de duas laminas
elasticas na regido subjacente a lesao aterosclerética. Objetiva de 100x com imerséo

em oleo.

4.10.4 ApoE-2R1C



Figura 25: Sequéncia de ampliagdo de duas lesbes ateroscleréticas de um animal
apoE-2R1C (animal numero 58) a partir das caixas (box). As imagens foram realizadas
com objetivas de 4x, 20x, 40x e 100x. As setas indicam ruptura da lamina elastica

interna. Coloracédo Oil-Red-O.

Figura 26: Setores da aorta de um animal apoE-2R1C (animal numero 58), nos locais
das lesbes ateroscleroticas, coradas com HE. As imagens foram realizadas com

objetiva 40x.



Figura 27: Imagens em maior aumento (objetiva de 100x) setores da figura anterior
(figura 26) de animal apoE-2R1C (animal numero 58). Coloragédo HE. E possivel ver
com maior detalhe as células inflamatdrias envolvidas na formacdo da placa

ateromatosa.




Figura 28: Imagens do arco aortico de camundongos apoE-2R1C. Em A (animal 5) e
em B (animal 20) é possivel ver em maior detalhe as lesbes ateroscleréticas coradas
em vermelho-alaranjado. Em C (animal 43) e em D (animal 53) mostra a infiltragao de

lipidios na camada média (célula muscular lisa espumosa). Coloragao Oil-Red-O.

Figura 29: Imagens do arco aértico de camundongo apoE-2R1C (animal 58). As figuras
A e B mostram uma grande placa ateromatosa que se desprendeu para luz vascular. As

setas com duas pontas nas figuras A e C apontam para regides de grande hipertrofia da



camada média. Em D e E é possivel visualizar o inicio das lesdes aterosclerdticas,

apontadas pelas setas. Coloracao Oil-Red-O.

Figura 30: Imagens do arco aértico de camundongo apoE-2R1C (animal 5- fig A, 53- fig
B). Na figura A, as setas indicam descontinuidade da lamina elastica interna. Em B, as
setas de uma ponta indicam os pontos de brusca interrupgcao da lamina elastica. A seta

de duas pontas mostra a hipertrofia muscular na area da lesao.



5- DISCUSSAO




6- CONCLUSAO




Discussao

Diversos estudos clinicos e epidemioldgicos tém identificado a HAS como sendo
um independente e potente fator de risco para a doenga aterosclerética (Lithell, 1994;
Alexander, 1995; Emberson et alii, 2003; Balaguer, 2004). Apesar do grande progresso
no entendimento da aterosclerose, ainda nao estdo totalmente compreendidos os
mecanismos que envolvem a associacado entre hipertensado e aterosclerose. Com os
avangos na producado de trangénicos e inativacdo génica, o camundongo tem se
tornado o mais importante modelo animal para pesquisa cardiovascular (Robbins, 1993;
Dzau et alii, 1995; Jawien, et ali, 2004). Permitindo assim, a ampliacdo das
possibilidades para melhor compreensao dessas doencas.

Este estudo foi o primeiro a analisar o remodelamento vascular no arco aodrtico
de camundongos apoE™ com hipertensdo renovascular 2R1C. Outros trabalhos
também mostram o remodelamento vascular (Seo et alii, 1997; Bonthu et alii, 1997;
Moghadasian et alii, 1999; Lutgens et alii, 2001; Bentzon et alii, 2003) e os efeitos da
Ang Il na formacéao da placa ateroscleroética ou parede vascular de camundongos apoE”
- (Weiss et alii, 2000; Saraffi et alii, 2003 Mazzolai et alii, 2004). O tipo de
remodelamento esta intimamente envolvido com o leito vascular (Pasterkamp et alii,
1997; Ward et alii, 2000) e com mudangas nos diversos fatores que interferem na
homeostasia vascular, como o fluxo sanguineo e a pressao arterial. Em condigdes
patolégicas, como hipertensao, aterosclerose, hiperlipidemia, hiper-homocisteinemia, e
diabetes, onde a geracéo de espécies reativas derivadas do oxigénio esta aumentada,
as respostas do SRA podem ser acentuadas. Esses eventos redox-susceptiveis podem
contribuir para os processos celulares que estdo envolvidos disfuncdo vascular e
remodelamento estrutural (Touyz, 2000; 2004; Griendling et alii, 2000; Wilcox, 2002). O
entendimento dos mecanismos que direcionam as respostas do remodelamento
vascular pode levar a busca de novas estratégias de tratamento e prevencdo dos
disturbios vasculares.

O estabelecimento e a manutencdo da hipertensdo 2R1C dependem
principalmente da ativagdo continua do sistema renina-angiotensina, cujo principal

horménio biologicamente ativo é a Ang Il, a qual tem importante agcado vasoconstritora.



Atuando diretamente nos receptores AT4 dos vasos pré-capilares, a Ang Il eleva a
pressao arterial através do aumento da resisténcia arterial periférica (Heeneman et alii,
1997). Em camundongos, este tipo de hipertensdo renovascular (2R1C), também é
dependente do sistema renina-angiotensina, cujo principal promotor da elevagao de
pressao arterial € o alto nivel plasmatico de Ang Il (Wiesel et alii, 1997). Wiesel et alii,
demonstra que quatro semanas apdés a clipagem os camundongos 2R1C apresentam
elevacdo da pressao sanguinea de aproximadamente 20 mm Hg maior do que a
pressao do grupo controle. Em camundongos 2R1C, com abertura do clipe de 0,12-mm,
€ observado um significante aumento da pressao sanglinea duas semanas apdés a
cirurgia, sem aumento adicional apds quatro semanas. Clipes com a abertura de 0.11
mm induzem um alto percentual de infarto renal, e clipes com de 0,13-mm de abertura
nao produzem hipertensdo (Wiesel et alii, 1997). Neste presente trabalho, como
esperado, a implantagdo do clipe de aco, calibrado a 0,12 mm, na artéria renal
esquerda, apos 28 dias levou a HAS nos animais. A aterosclerose ndo agravou os
niveis de hipertensdo. Isso provavelmente por se tratar de estagios iniciais da
aterosclerose, nao havendo ainda um aumento consideravel da rigidez vascular
provocada pela aterosclerose em seus estagios avangados (Wang et alii, 2000), no qual
ocorre perda de fibras elasticas, calcificacdo, etc. Até mesmo a formacido de placas
ateromatosas nas artérias renais, o que poderia causar obstrugdo do fluxo das artérias
renais e ativacdo do SRA, o que elevaria a pressao dos animais ateroscleroéticos
controles. Através da infusdao por microbombas osmoéticas (minipumps) implantados
subcutaneamente, na dose de 7 mg/kg/d, Weiss et alii (2001) descrevem uma elevacgao
de pressao nos animais C57BL/6 e apoE"' maior do que 50 mm Hg em 4 semanas. Isso
provavelmente por ser uma dosagem de Ang Il muito acima da produzida pela
hipertensdo 2R1C. Sendo, portanto, o0 modelo de clipagem (2R1C) mais proximo da
realidade fisiopatoldgica de uma hipertensao arterial.

Os valores de FC basal seguiram o mesmo padrao da pressao arterial, visto que
a hipertensao renovascular 2R1C causou taquicardia em ambos os grupos C57BL/6 e
apoE™ quando comparados com os respectivos grupos controles. O aumento da
frequéncia cardiaca nesse modelo provavelmente ocorre pelos efeitos da Ang Il em

diferentes areas do sistema nervoso central determinando aumento do tono simpatico



cardiaco. A potenciacdo do efeito simpatico também ocorre ao nivel vascular e da
medula adrenal. No terminal simpatico a Ang Il estimula a sintese de norepinefrina,
potencia sua liberagao pelo estimulo neural e bloqueia a recaptagao neuronal, esses
efeitos aumentam a resposta simpatica (Shepherd & Vanhoutte, 1980; Heeneman et
alii, 1997).

O remodelamento vascular é uma resposta homeostatica normal para mudancas
no fluxo e tracao radial, numa tentativa de restaurar o shear stress e tensdo de parede
respectivamente (Langille, 1996; Krams et alii, 1998; Tuttle et alii, 2001). O tipo de
remodelamento, positivo ou negativo, € um importante determinante do lUmen vascular,
tanto na hipertensao quanto na aterosclerose. Na hipertensdo o remodelamento arterial
parece ocorrer primariamente para a normalizacdo do estresse de parede. A pressao
elevada causa aumento na tensédo de parede que se reflete principalmente nas células
musculares lisas e a matriz extracelular da parede vascular. O padrdao de
remodelamento vascular é altamente dependente do tamanho e fung¢ao do leito arterial
estudado (Pasterkamp et alii, 1997; Ward et alii, 2000). Em parte isso pode ser refletido
sobre a principal influéncia do fluxo sangiineo na estrutura arterial (Langille, 1996). O
fluxo sanguineo afeta as artérias por via da forga friccional experimentada pela parede
vascular (estresse tangencial ou shear stress). As células endoteliais sdo as células
mais influenciadas pelo shear stress. Em resposta ao shear stress o endotélio libera
grande variedade de fatores vasoativos que afetam o ténus e o crescimento das células
da parede vascular.

Na hipertensdo, a maior parte dos estudos envolvendo o remodelamento
vascular se concentra nas pequenas artérias de resisténcia (Baumbach & Heistad,
1989; Schiffrin et alii, 1993; Mulvany et alii, 1999), visto que a resisténcia vascular
periférica € um dos principais determinantes da pressao arterial. Porém, sabe-se que na
presenga de HAS os grandes vasos, como a aorta, apresentam o aumento do didmetro
(Bevan et alii, 1979; Limas et alii, 1983; Safar et alii, 1984; Mayet et ali, 2003).

Neste estudo como esperado a elevagao da pressao arterial, no modelo 2R1C,
levou ao remodelamento positivo do arco aértico dos camundongos C57BL/6 quando
comparado com a artéria de referéncia do grupo controle C57-Sham. O remodelamento

positivo foi determinado pela posicdo da lamina elastica externa. Mas nao houve



apenas um aumento da area de secgao transversal do vaso (AST,), como também
ocorreu 0 aumento significativo da area do lumen vascular (AST.) no arco aértico do
grupo C57-2R1C. Os autores que estudam o remodelamento em artérias de resisténcia
consideram o didametro do lumen como sendo um dos parametros para determinacao
do padrdao de remodelamento; enquadrando assim, este como sendo também um
remodelamento positivo. O remodelamento positivo pode ser também comprovado pelo
indice de remodelamento médio (RR) que foi igual 114,97, correspondendo ao
percentual de 9,97% maior do que a artéria controle. Este padrdo de remodelamento
positivo na aorta do modelo C57BL/6 submetido a hipertensdo Goldblatt 2R1C, ja havia
sido documentado através do aumento do da area de seccéo transversal do vaso
(Wiesel et alii, 1997), o que comprova de certa maneira, os achados e a veracidade
deste trabalho.

Desde o trabalho de Glagov et alii (1987), em coronarias humanas, sabe-se que
na presenga de placas ateroscleréticas ha uma maior tendéncia ao surgimento do
remodelamento positivo, para compensar a redugéo do fluxo sanguineo. De modo que
nas placas ateroscleréticas que causam uma estenose do liumen menor do que 40% ha
um aumento no tamanho do vaso para compensar o crescimento da placa, resultando
em um aumento da area do lumen (Glagov et alii, 1987). Visto entdo, que o
remodelamento arterial tem sido identificado como o determinante primario do tamanho
da luz vascular, e ndo o tamanho da placa aterosclerética (Pasterkamp et alii, 1995b;
1997). O remodelamento positivo na presenga de aterosclerose também é encontrado
em modelos animais, como ratos, em primatas ndo-humanos, porcos, etc. (Baumbach
& Heistad, 1989; Clarkson et alii, 1994; de Smet et alii, 1998). O remodelamento
positivo parece ocorrer para impedir a disfungao endotelial e o crescimento da placa
(Ward et alii, 2000).

Pouco se sabe sobre a interacido entre aterosclerose e HAS no remodelamento
vascular. Em virtude disso e de outros fatores, buscou-se a interagao entre essas duas
doengas no modelo apoE-2R1C. Os dados encontrados neste trabalho mostram que
nado houve diferencas estatisticas, para o remodelamento vascular do arco adrtico,
quando comparadas as AST, e a AST. dos grupos ateroscleréticos apoE-Sham e

apoE-2R1C. Uma vez que houve uma grande variabilidade no grupo apoE-Sham. De



forma que alguns animais do grupo apoE-Sham ja apresentavam um pequeno grau de
remodelamento positivo. Também nao houve diferenca estatistica quando se comparou
0s grupos controles apoE-Sham com C57-Sham. Mas se comparado o grupo apoE-
2R1C com o controle C57-Sham, observa-se uma diferenga significante. Indicando um
remodelamento positivo em relagdo ao grupo C57-Sham. Os resultados mostram que a
hipertensdo 2R1C acelera o processo de remodelamento positivo nos animais apoE'/',
mesmo nao havendo diferengas estatisticas quando se comparam a AST dos grupos
apoE"' normotenso com o hipertenso, porém isso se torna claro quando se compara o
grupo apoE-2R1C com o grupo C57-Sham. Uma vez que o camundongo apoE” é
derivado da linhagem C57BL/6, pode-se considerar o animal C57BL/6 como sendo o
controle do animal aterosclerético apoE"'. Essa comparagao também é realizada em
outros trabalhos (Jormsjo et alii, 2002; Bentzon et alii, 2003). Portanto, se os animais
C57BL/6 normotensos forem considerados controles, podemos classificar o
remodelamento dos animais apoE-2R1C como sendo um perfeito remodelamento
positivo, com aumento da AST, e manuteng¢ado da AST,.

Um dos trabalhos envolvendo os fatores de risco cardiovascular e o
remodelamento da artéria coronaria, conclui que os fatores de risco como hipertenséo e
hipercolesterolemia prejudicam o remodelamento positivo e mesmo predispdéem as
artérias epicardicas ao remodelamento negativo nos estagios iniciais da aterosclerose
(Britten et alii, 2003). O tratamento clinico para redugcéo dos niveis de colesterol é
relacionado com a melhora da area do lumen coronariano e da funcao endotelial, que é
resultado do aumento da area do vaso e nao da reducdo da area de placa, sendo este
um reflexo do remodelamento vascular (Hamasaki et alii, 2000).

Outros estudos em camundongos apoE"' também descrevem a ocorréncia do
remodelamento positivo (Seo et alii, 1997; Bonthu et alii, 1997; Moghadasian et alii,
1999; Lutgens et alii, 2001; Choudhury et alii, 2002; Bentzon et alii, 2003). Toll-like
receptor 4 (Tlr4) € um receptor para lipopolissacarideos (LPS) que esta envolvido no
remodelamento positivo com ou sem formacao da neointima, sugerindo um importante
papel do TIr4 em todos os tipos de remodelamento arterial positivo. Provavelmente

através da upregulation desses receptores e de seus ligantes (Hollestelle et alii, 2004 ).



Estudos com ratos mostram que o receptor AT para Ang Il desempenha um
papel crucial no remodelamento, através de alteragdes da matriz tecidual (Otsuka et alii,
1998). Trabalhos mostram que a infusdo de Ang Il em camundongos apoE™ provoca o
aumento da formagao de aneurisma, principalmente na aorta abdominal (Daugherty et
alii, 2000; Weiss et alii, 2001; Daugherty & Cassis, 2002). Bem como o aumento da
infiltragdo de macréfagos na camada média, que é associado a degradacao de elastina.
Sendo que as lesbes aterosclerdticas s6 se formam em torno de 56 dias apds a
formacao do aneurisma devido as mudancas do fluxo sanguineo (Saraffi et alii, 2003).

O remodelamento positivo esta associado com o fendtipo de placa instavel,
portanto predispondo ao surgimento de eventos subitos (Ward et alii, 2000; Pasterkamp
& Smits, 2002). O aumento da degradagcao de moléculas de matriz celular pode levar ao
aumento da infiltragdo de células musculares lisas e acelerar o processo
aterosclerdtico. Ha evidéncias de que as metaloproteinases (MMPs) e proteases
serinas sao importantes mediadores da degradacdo da matriz extracelular. As
proteases cisteina e aspartica também vém sendo implicadas no processo de
remodelamento vascular, devido as suas atividades elastolitica, colagenolitica e
gelatinolitica. Macréfagos e células musculares lisas produzem um grande numero de
proteases, como as serinas, cisteinas, aspartica, MMPs (Leake et alii, 1983; Carmeliet
et alii, 1997). A expressdao de MMPs e serinas foi demonstrada na parede arterial de
camundongos apoE™ (Jeng et alii, 1999). Em camundongos apoE™ o aumento da
expressao de catepsinas (principalmente a S) na lesdo aterosclerética, sugere que
estas proteases podem participar no remodelamento da matriz extracelular associado
com o processo aterosclerético e um maior risco de ruptura da placa (Jormsjo et alii,
2002). Muitas MMPs, incluindo MMP-2, MMP-3 e MMP-9, tém sido encontradas em
excesso em placas na regido de remodelamento positivo comparadas com placas em
regides de remodelamento negativo (Pasterkamp et alii, 2000; Schoenhagen et alii,
2002). Sabe-se que a Ang Il estimula a liberacdo de MMP-2 (Wang et alii, 2003; Arenas
et alii, 2004). O excesso de MMPs pode enfraquecer a capa fibrotica levando a sua
ruptura, o que explica a associagao entre remodelamento positivo e sindromes
coronarianas agudas por diversos investigadores (Yamagishi et alii, 2000; Bezerra et

alii, 2001). O camundongo apoE-/- pode fornecer valiosos estudos envolvendo as



relagdes entre macrofagos, expressdo de MMPs e remodelamento positivo. Porém a
ruptura da placa na raiz da aorta raramente é observada neste modelo (Zhou et alii,
2001; Bentzon et alii, 2001). Mazzolai et alii (2004), mostra também no modelo apoE™
2R1C o aumento da vulnerabilidade das placas ateroscleréticas. Com aumento da
infiltracdo de macréfagos na parede vascular e redugao da quantidade de musculo liso
nas areas de placa. Enquanto que no modelo 1R1C as placas exibem um fendtipo
estavel.

O remodelamento positivo em resposta ao aumento de fluxo € amplamente
dependente da producado de NO pelo endotélio em resposta ao shear stress (Tronc et
alii, 1996) e a MMPs (MMP-2 e MMP-9) (Abbuzzese et alii, 1998). O NO aparenta
desempenhar um papel central nesse processo, pois pode causar a indugao de MMPs
(Sasaki et alii, 1998), inibir a proliferagdo e promover a apoptose das células
musculares lisas (Cooke et ali, 1997). Em contraste, em estados de baixo fluxo,
acentuada producdo de fatores de crescimento mitogénicos e fibrogénicos, como o
PDGF e TGF-B, provavelmente medeiam o remodelamento negativo pelo aumento da
proliferagdo de musculo liso e deposi¢cao de colageno, enquanto a inducado de MMPs
ajuda a reorganizar a estrutura vascular (Mondy et alii, 1997; Bassiouny et alii, 1998).
Em curto tempo a Ang Il estimula a liberacdo de NO, modulando assim sua agao
vasoconstritora; em longo prazo, enquanto o NO reduz a expressao de AT¢ no vaso, a
Ang Il influéncia a expressao de todas as trés isoformas de NO sintase (Millatt et alii,
1999) que podem participar dos processos de sinalizagcdo e regulagdo do
remodelamento vascular. O balango entre Ang Il e NO é fundamental para homeostasia
vascular, visto seus diversos efeitos antagénicos (Millatt et alii, 1999).

Algumas especificidades das lesdes em resposta ao remodelamento podem ser
atribuidas a quantidade de calcio presente (Lerman et ali, 1998) e a alterada
hemodinamica local. Células do musculo liso vascular da aorta de ratos expostas a LDL
e Ang Il respondem com aumento do mRNA para o receptor AT4 da Ang Il, levando a
proliferagao celular e liberagéo de calcio (Nickenig et alii, 1997).

A area da parede vascular (ASTp), envolvendo as camadas intima e meédia,
mostra resultados interessantes. O grupo de animais C57BL/6 com hipertensao

renovascular 2R1C, teve uma grande significancia estatistica (p<0,01) quando



comparado com o grupo controle C57-Sham. Mostrando que a hipertensdo 2R1C
elevou a area de parede da aorta desses animais. O controle apoE"' em relacdo ao
controle C57BL/6 apresentou um aumento da area de parede (p<0,05), devido ao
processo aterosclerético. Quando o animal apoE"' € submetido a hipertensdo 2R1C ha
um maior aumento da area de parede, o que mostra o efeito somatério da aterosclerose
com a hipertensao dependente da Ang Il. Se compararmos os grupos apoE-2R1C com
o grupo C57-2R1C, nao observamos diferengas estatisticas, mostrando assim, que a
hipertensao Goldblatt 2R1C por si s6 leva ao aumento da area de parede vascular. A
hipertensdo sustentada leva a mudancas estruturais da parede arterial. Essas
alteragdes incluem o aumento da degradacgédo e sintese de colageno e destruicéo e
reconstrucdo das fibras de elastina (Zarins et alii, 1986; Poiani et alii, 1990; Bishop &
Lindahl, 1999), que eventualmente levam ao remodelamento da parede arterial e
modificagdes em suas propriedades (Chrysant, 1998). Sabe-se também, que a Ang Il
estimula a produgao de fibras colagenas, bem como a proliferagdo do musculo liso
vascular (Dzau et alii, 1991; Griendling et alii, 1993), o que provavelmente levou ao
aumento da AST, dos animais submetidos a hipertensdo renovascular. Em coelhos
hipercolesterolémicos submetidos a coarctagdo da aorta para produgao de hipertensao
arterial acima da regiao da coarctagdo, ha um aumento do colageno tipo | e Ill em
resposta a hipertensdo. Enquanto que o aumento de tropoelastina esta associado a
formagao de células espumosas nas lesdes ateroscleroticas (Xu et alii, 2000). Sabe-se
também, que a Ang Il, independentemente do nivel de pressédo arterial, promove a
proliferagao das células musculares lisas vasculares (Su et alii, 1998).

Neste trabalho, a relacdo p:l foi calculada pela divisdo entre a espessura da
parede pelo diametro do lumen, alguns trabalhos fazem a relagao p:l entre a area da
parede vascular dividida pela area da luz vascular. Através dessa relagao é possivel
observar as caracteristicas do remodelamento vascular, tendo-se como base a razao
entre o diametro da luz vascular e a espessura da parede vascular. Tendo-se a p:l do
grupo C57-Sham como base para as comparagdes entre os outros grupos, observa-se
que os demais grupos tiveram uma tendéncia ao aumento desta relagcdo. Mesmo com o
aumento da luz vascular do grupo hipertenso (C57-2R1C), a relagcéo p:l tende a se

manter elevada, mostrando entdo, o aumento da area de parede (média-intima) desses



animais. Segundo os autores que consideram a mudanga no didmetro do lumen para
ocorréncia do remodelamento, se houvesse aumento dessa relacdo associado a
mudanca no didmetro do lumen vascular, poderiamos subclassificar o remodelamento
em positivo hipertrofico.

Os camundongos apresentam em média cerca de 2 anos de vida, enquanto o

homem possui cerca de 75 anos. Camundongos homozigotos apoE™

jovens, com 5-6
semanas de idade, tém adesao de mondcitos nas células endoteliais da aorta. O que
pode ser detectado facilmente através da microscopia eletrbnica, que também
demonstra a migragao transendotelial dos monécitos sanguineos. A maior parte dos

camundongos apoE™

apresentam lesdes do tipo estrias gordurosas entre 6-10
semanas de idade, compostas principalmente de células espumosas com migragao de
células musculares lisas (Plump et alii, 1992; Tangirala et alii, 1995). As lesdes do tipo
estria gordurosa evoluem rapidamente para as lesdes avangadas, que em sua maioria
sdao formadas por um core necrotico rodeado por células musculares lisas que
sintetizam matriz extracelular, incluindo colageno e elastina. De modo que algumas das
lesbes complexas podem formar uma capa fibrética ja por volta de 15 semanas. Por
volta de 32 semanas o camundongo pode apresentar infiltragdo da média com
formacdo de aneurisma na aorta. E por volta de 40 semanas, as lesbes podem
desenvolver grandes depdsitos calcificados (Reddick et alii, 1994; Hofker et alii, 1998).
Devido ao seu tamanho diminuto, pesando 30g quando adulto, a analise das lesbes
aterosclerdticas em camundongos requer certas habilidades. Paigen et alii foram
pioneiros na quantificagdo das placas ateroscleréticas em camundongos, em 1987
descrevem varias metodologias para a quantificacdo das lesdes ateroscleroticas. A
maior parte dos trabalhos mensura a area de lesdo aterosclerotica através de secgcao
transversal da raiz da aorta, tendo como referéncia a base cardiaca para o correto
posicionamento da aorta para realizagdo do corte transversal. Neste trabalho a
quantificacdo microscopica das lesdes ateroscleréticas se focou no arco aédrtico, mais
precisamente entre o tronco braquiocefalico direito e a carétida comum esquerda, para
uma possivel correlagdo com outros trabalhos que envolvam as terminacdes
barorreceptoras localizadas nesta regido. Visto que os animais apoE™ utilizados neste

estudo se encontravam com idade variando entre 12-14 semanas, onde as lesbes do



tipo estria gordurosa estdo evoluindo para lesbes avancgadas, foi necessario uma
avaliagcdo mais precisa com maior aumento (objetiva de 40x) para a detecgcédo de
minimas areas de lesbes ateroscleroticas.

Ha décadas, através da associacdo entre hipertensdo arterial e hiperlipidemia
em diversos modelos animais, sabe-se que a hipertenséo acelera ou agrava a formagéao
de placas ateroscleréticas (Hollander, 1976a; et alii, 1976b; McGill et alii, 1985).
Estudos mais recentes também comprovam os efeitos da hipertensdo acelerando a
deposigao de lipidios na parede arterial (Heistad et alii, 1991; Roux et alii, 1992;
Chobanian, 1992). Em camundongos apoE™, a infusdo de Ang Il (Weiss et alii, 2001) ou
a producado do modelo 2R1C acelera o desenvolvimento de aterosclerose (Mazzolai et
alii, 2004). Além de que a ativagao de receptores AT1 para Ang Il, promove aumento da
oxidacdo da LDL, captacdo de Ox-LDL e formagao de células espumosas (Keidar &
Attias, 1997a; Ross, 1999; Morawietz et alii, 1999). Tanto a Ang | quanto a Ang Il estao
presente em mondcitos humanos, sendo que a Ang Il encontra-se em maior quantidade
nestas células (Kitazono et alii, 1995). No presente estudo o desenvolvimento da
hipertensdo 2R1C nos camundongo apoE"' nao promoveu o aumento significante das
lesbes aterosclerdticas em relagédo ao grupo controle apoE-Sham. Os animais apoE"'
apresentaram grande variabilidade na area de deposi¢ao lipidica, o que pode ter
prejudicado a analise estatistica, de forma a nao apresentar uma significancia
consideravel entre os grupos, visto que o erro padrao da média dos diferentes grupos
se sobrepuseram. Uma outra provavel explicacdo para o resultado conflitante com a
literatura, pode ser dada pelo fato dos animais apresentarem lesées ateroscleréticas
jovens. De modo que o tempo de exposi¢cao e os niveis de Ang Il circulantes nao foram
suficientes para o agravamento das lesbes. No trabalho Weiss et alii (2001),
provavelmente as doses de infusdo de Ang Il foram muito superiores aos niveis
plasmaticos de Ang Il promovidos pela hipertensdao 2R1C. Cassis et alii, também
demonstra em 2004, a existéncia de diferengas no metabolismo da Ang Il entre ratos e
camundongos. As diferengas dos peptideos circulantes, da regulagcao do receptor para
Ang Il, e reatividade vascular contribuem para a diminuicdo da resposta a infusdo de
Ang Il em camundongos quando comparado com ratos. Assim, doses maiores de Ang Il

podem ser requeridas para elicitar os efeitos da Ang Il em camundongos. No outro



estudo que envolve o modelo apoE” 2R1C (Mazzolai et alii, 2004), e a conseqliente
formagdo de Ang Il circulante, o aumento da area das placas ateroscleréticas pode ter
ocorrido devido aos maiores niveis de PAM (140+ 2 mm Hg) em relagdo ao presente
trabalho (126,4 + 2,6 mm Hg). De maneira que a pressao arterial mais elevada favorecga
a deposicao de lipidios na parede vascular. A forca radial desenvolvida pela presséo
arterial € um fator preponderante para a aterogénese. Por exemplo, a formagao de
placas ateromatosas nao ocorre em leito pulmonar cuja pressao arterial € baixa,
contudo na presenga de hipertensdo pulmonar sdo observadas lesdes semelhantes
aquelas da circulagao sistémica (Favarato & Luz, 2003). Outro exemplo é o modelo de
coarctacado de aorta, no qual as placas s6 se formam nos vasos acima do ponto de
estenose onde a pressdo sanguinea € mais elevada, e o0 uso de agentes anti-
hipertensivos reduz a progressdo das placas (Hollander et alii, 1976b; Roux et alii,
1992). Xu et alii, também mostra que a hipertensao é capaz de sustentar a progressao
da placa aterosclerdtica apesar da redugédo da hipercolesterolemia (Xu et alii, 1991).
Outro ponto de inter-relacionamento entre hipertensao e aterosclerose € que a Ang lI
também estimula a producdo de endotelina, que leva ao aumento de pressédo e
predispde a aterogénese, aumentando a tendéncia ao vasoespasmo (Heistad et alii,
1995; Favarato & Luz, 2003).

A Ang Il age por meio de seus receptores de membrana AT e AT, que possuem
fungdes antagbdnicas (Timmermans et alii, 1993). O receptor AT, causa vasoldilatacao e
inibicdo do crescimento do musculo liso vascular (Carey et alii, 2000). A maioria das
acdes da Ang-ll ocorre via receptores AT4 que possuem uma ampla distribuicdo, como
nas células musculares lisas, miocardio, pulmdes cérebro, rins, figado e glandulas
adrenais (Timmermans et alii, 1993). A ativagdo dos receptores AT pode, dependendo
do tipo celular, levar a contragcao celular, hipertrofia, proliferacdo ou apoptose
(Griendling et alii, 1993). Apesar dos efeitos da Ang 1-7 e do receptor AT, na
contraposicao dos efeitos da Ang Il, o NO (6xido nitrico) liberado pelo endotélio ainda é
considerado como o principal opositor aos efeitos da Ang Il (Millatt et alii, 1999). A
estimulacdo pela Ang-Il resulta na produgao de espécies reativas de oxigénio na parede
arterial que levam ao aumento da expressao de genes proinflamatérios e diminui¢cao da

biodisponibilidade do NO (Griendling et alii, 1997). Por via da Ang Il, assim como por



outros estimulos aterogénicos, ocorre o0 aumento na produgdo de radicais livres
derivados do oxigénio pela ativagdo da NADH/NADPH oxidase, que € o principal
componente dessa via metabdlica em células endoteliais, musculares lisas e
fibroblastos da adventicia (Griendling et alii, 1994; Laursen et alii, 1997). A angiotensina
Il também aumenta a expressdo de MCP-1 em aorta de modelos de hipertensao e em
cultura de células musculares lisas vasculares (Capers et alii, 1997; Chen et alii, 1998).
Além de aumentar a expressdao de moléculas de adesdao como ICMA-1 e VCAM-1,
através do estresse oxidativo (Chien et alii, 1998). Esses efeitos da Ang Il estédo
diretamente relacionados a disfungcéo endotelial. Estudos com animais experimentais
com inibicado da ECA ou bloqueio do receptor AT4, resultam no decréscimo do
desenvolvimento das lesbes aterosclerdticas (Kowala et alii, 1994; Keidar et alii, 1997b;
Makaritsis et alii, 1998).

Um enfraquecimento da lesdo aterosclerética levando ao evento critico, como a
ruptura da placa, pode resultar de um maior conteudo de lipidios, processo inflamatario,
apoptose e aumento da degradagédo de matriz na lesao ja formada (Ross, 1999). A Ang
Il altera o metabolismo de lipidios, proliferacdo das células musculares lisas,
coagulagao, e se comporta como um fator de crescimento (Nishimura et alii, 1997; Su et
alii, 1998). A ativagdo do receptor AT, aumenta a deposi¢cao de lipidios, inicia o
processo inflamatério por produgdo de interleucina 6 (IL-6) (Schieffer et alii, 2000;
Keidar et alii, 2001), estimula a apoptose da célula muscular lisa (Mallat & Tedgui, 2000
) e aumenta a atividade de metaloproteinases de matriz extracelular.

As forcas exercidas na parede vascular sdo fundamentais para a manutencao do
nivel de pressao, de modo que as artérias estdo sempre em estado de distensao radial
e estiramento longitudinal. Para um mesmo vaso, o0 aumento do calibre aumenta sua
rigidez, isto esta relacionado ao arranjo das fibras de colageno e elastina nas paredes
dos vasos. Em pequenos estiramentos, muitas fibras colagenas estdo em repouso, e
toda tensao na parede dos vasos tem origem nas fibras de elastina. Com o aumento do
estiramento, as fibras colagenas passam a contribuir progressivamente mais para a
tensdo na parede dos vasos. Portanto o comportamento elastico do vaso é determinado
nao apenas pelas propriedades elasticas dos materiais que o constituem, mas também

pelas formas e dimensdes do mesmo (Franchini, 1999). Nos vasos, a lei de Laplace



(1749-1827) indica que a tensdo na parede, necessaria para equilibrar a pressao
sanguinea que tende a distender um vaso, diminui com o raio deste. Desta forma, a
pressao necessaria para distender o vaso € inversamente proporcional ao tamanho da
luz arterial, isto €, quanto maior a luz, menor a pressao necessaria para promover sua
distensédo (Franchini, 1999; Brekke et alii, 2002). A maioria dos vasos tem tensdo
compressiva, sendo a aorta uma excecao. A lei de Laplace também explica como os
niveis locais de pressao intravascular determinam os niveis regionais de espessura e
raio dos vasos. De alguma maneira, a pressao local serve para ajustar a extensao e a
direcao do crescimento celular local, para manter a tensao nas paredes vasculares em
niveis toleraveis (Franchini, 1999). Particularmente, acredito que a lei de Laplace so6
deva ser aplicada até um determinado ponto, visto que o aumento da distensdo das
fibras da parede vascular ndo segue um padrao linear, de forma que a rigidez da
parede aumenta com a distensdo do vaso e isto requer pressées maiores para uma
maior distensdo. Assim como ocorre com o didmetro alveolar e a distribuicdo de
surfactante na parede alveolar, de modo que a aplicagdo da lei de Laplace deve ser
usada com cautela nos tecidos biologicos, pois estes sao dinamicos e respondem de
forma variada aos diferentes estimulos. Apesar do aumento de pressao arterial ser
diretamente proporcional a tensao de parede, o mesmo nao ocorre com o raio. Pois,
nas grandes artérias 0 aumento de pressao leva ao aumento do diametro vascular
(raio), o que segundo a lei de Laplace, deveria ocorrer inversamente.

As respostas vasculares sao especificas para o tipo de carga mecanica imposta na
parede arterial. Por exemplo, o0 aumento da tensido de estiramento da parede provoca
aguda vasoconstricdo que forma a autoregulagdo miogénica do fluxo sanguineo
periférico e o cronico espessamento da parede arterial que é associado com a
hipertensdo. Em contraste, 0 aumento do shear stress induz aguda vasodilatagcdo e
cronicamente o remodelamento com alargamento do didmetro arterial. Essas envolvem
a comunicagao intercelular, mediada por jungdes comunicantes, conexinas, e outros
receptores de membrana (Cowan et alli, 1998). A elevagdo de pressao sanguinea
aumenta o estresse de parede em uma distribuicdo ndo uniforme (Thubrikar et alii,
1990; Thubrikar & Robicsek, 1995). Tem sido proposto que o aumento do estresse de

parede seja um estimulo proinflamatério (Taylor, 1998), como evidenciado pela



associagao entre tensdo mecanica e espécies reativas de oxigénio (Howard et alii,
1997; Hishikawa et alii, 1997) e a expressao de produtos de genes inflamatdérios (Wung
et alii, 1997; Capers et alii, 1997). De fato, o estresse de parede tem se mostrado como
um estimulo relevante para o desenvolvimento da aterosclerose (Thubrikar et alii,
1988). Na hipertenséo a parede das grandes artérias fica menos distensivel, devido ao
aumento da rigidez arterial e diminuicdo da complacéncia arterial promovidas pela
hipertensao (Safar et alii, 1984; 1998; Lichtenstein et alii, 1998). Tanto a aterosclerose
quanto a hipertensao sdo associadas com o aumento da rigidez arterial. A infusao de
Ang Il em camundongos apoE”, mostra o aumento da rigidez da aorta, que foi
associado ao aumento do conteudo de colageno, diminui¢do do conteudo de elastina e
ruptura da lamina elastica interna (Tham et alii, 2002). Os vasos sanguineos nao
obedecem a lei de Hooke, de forma que eles possuem uma distensao elastica nao-
linear. Na hipertensdo a hipertrofia da parede arterial parece ocorrer primariamente
para a normalizagao do estresse de parede (Cadilhac & Giudicelli, 1986; Intengan et
alii, 1999). A pressao elevada (tragao radial) causa aumento na tensédo de parede que
se reflete principalmente nas células musculares lisas e a matriz extracelular da parede
vascular (Langille, 1996; Ward et alii, 2000).

Neste presente estudo a tensdo de parede, como esperado, estava mais elevada
nos animais hipertensos. Sem haver diferencas entre os grupos apoE-2R1C e C57-
2R1C. E no grupo aterosclerético controle, houve uma elevacédo da tensao em relagao
ao controle C57BL/6, mas ndo significante estatisticamente. O aumento da tensdo de
parede nos animais hipertensos é esperado, sendo originada pelo aumento da forga
radial promovida pela pressao arterial na parede vascular. A tensdo de parede é
correlacionada positivamente com o didmetro arterial (Glagov et alii, 1988; Thubrikar &
Robicsek, 1995; Vorp et alii, 1998). O estresse de parede estatisticamente foi igual
entre os diferentes grupos, o que provavelmente se deve ao aumento da area de
parede ocorrido na aorta dos animais hipertensos. Apesar de ser observado certa
diminuicao do estresse de parede nos animais ateroscleroticos.

Diversos e diferentes achados morfoléogicos tem sido atribuidos ao
remodelamento vascular. Tais como a interrup¢do ou destruicdo da lamina elastica

(elastolise) abaixo da regido da placa aterosclerética em humanos e em modelos



animais (Prescott et alii, 1999; Bentzon et alii, 2003; Saraff et alii, 2003), além da atrofia
da camada média (Crawford & Levene, 1953; Bentzon et alii, 2003) estdo envolvidos
com o remodelamento positivo. A grande destruicdo da média esta associada com a
formagdo de aneurisma (Saraff et alii, 2003). O espessamento da camada intima é
observado tanto na hipertensdo quanto na aterosclerose (Neves et alii, 1998). Neste
estudo as lesbes ateroscleréticas formadas se encontravam no estagio de estria
gordurosa ou evoluindo para lesbes avancadas. Também foram identificados pontos de
adesao de mondcitos, formando células espumosas na superficie do endotélio. Alguns
animais C57-2R1C, apoE-Sham e apoE-2R1C apresentaram nitida hipertrofia da
camada média. Nos animais o efeito da hipertensdo e da Ang Il pode ter exacerbado
esse efeito. Nas regides abaixo da placa aterosclerética de animais apoE"' normotenso
e hipertenso foi observado aumento da primeira camada de células lisas, como também
em outras regides. Também abaixo da placa nos animais apoE"' de ambos os grupos
observou-se a destruicdo da lamina elastica, o que parece ter claro envolvimento com
o remodelamento positivo (Masuda et alii, 1999). Em alguns animais hipertensos foi
observado um pequeno aumento da camada intima, o que pode ser o inicio de
proliferagdo da intima em resposta ao aumento do shear stress provocado pela
hipertensdo. No trabalho de Mazzolai et alii (2004), em camundongos apoE"'
submetidos a hipertensédo 2R1C, foi observado o aumento da infiltragdo de macréfagos,
fragmentacao da lamina elastica, auséncia de capa fibrética, e também foi observado
atrofia da média pela auséncia de a-actina que se relacionou com inflamacdo da

adventicia.

Complicagdes tanto nos casos de remodelamento negativo, como de reestenose
apods agioplastia, quanto dos eventos de ruptura da placa ateromatosa que geralmente
estao relacionados ao remodelamento positivo, podem ser prevenidos adequadamente
através da compreensao dos mecanismos que levam ao remodelamento (Ward et alii,
2000). O SRA desempenha um importante papel na aterogénese, assim como na HAS,
onde seus efeitos sdo bem estabelecidos. Isso pode ser evidenciado claramente pelo
bloqueio do receptor AT, ou pela inibicao da atividade da ECA (Kowala et alii, 1994;
Keidar et alii, 1997b; Makaritsis et alii, 1998). A geracgao local de Ang Il também pode

desempenhar um importante papel no desenvolvimento da aterogénese (Arakawa &



Urata, 2000). O HOPE frial sugere que a Ang |l pode estar envolvida no
desenvolvimento de aterosclerose em individuos hipertensos sem altos niveis de renina
(Yusuf et alii, 2000). O que também pode ser atribuido aos efeitos mecanicos da
hipertensao acelerando a deposigéo de lipidios na parede vascular (Chien et alii, 2003).
As limitacbes para estudos em humanos, apesar dos avancos nas técnicas de
avaliacao vascular in vivo como o ultra-som intravascular, podem ser superadas pelos
modelos de estudo animais. O modelo apoE"' submetido a hipertensdo 2R1C se
mostrou eficiente para a producdo de HAS, e pode trazer grandes avancgos na
compreensao dos mecanismos que envolvem o SRA, hipertensao arterial e

aterosclerose.



6- CONCLUSAO




Conclusao

Na idade jovem estudada a aterosclerose ndo alterou os niveis de hipertensao
arterial. Nossos dados também indicam que a hipertensdo renovascular (2R1C) por si
s6 leva ao remodelamento positivo (alargamento compensatorio) do arco adrtico, com
aumento da area de seccao transversal do vaso e do lumen vascular. A aterosclerose
nao causou o remodelamento vascular neste estagio inicial de lesdo. Porém quando
associamos a aterosclerose com a hipertensdo renovascular observamos o processo
de remodelamento positivo quando comparamos com o animal C57 normotenso. Com
aumento da area vascular e manutengao da area do lumen, o que € considerado um
padréao de perfeito remodelamento positivo. Isso pode ser claramente comprovado pelo

indice de remodelamento que se mostrou elevado no grupo apoE"'

hipertenso. Mas
esse remodelamento nao foi estatisticamente diferente do animal aterosclerético
normotenso, provavelmente por alguns destes animais apresentarem o processo inicial
de remodelamento.

Apenas a aterosclerose isolada (apoE-Sham) ja apresenta um aumento da area
de parede vascular, comparando-se com o controle C57. O grupo aterosclerético
hipertenso mostrou uma significante diferenga quando comparado com o grupo controle
aterosclerotico, mostrando que a hipertensao dependente de Ang Il aumenta a area de
parede na aterosclerose.

A hipertensao 2R1C, nos niveis de pressao arterial atingidos, ndo foi capaz de
aumentar a area das lesdes ateroscleroticas.

Como esperado, a hipertensdo promoveu o aumento da tensdo de parede

vascular. De igual maneira entre os animais ndo ateroscleroticos e ateroscleroticos. O



estresse de parede foi equivalente entre todos os grupos, inclusive nos animais

hipertensos. O que € explicado pelo aumento da area de parede do arco aortico.

“Quod me nutrit me destrur”
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ANEXOS




ANEXO |

Tabela: valores individuais do peso, idade e parametros morfométricos do grupo

C57
C57 Sh | Peso (g) | Idade(d) | X Dex (mm2) | X Din (mm2) | ASTv (mm2) | ASTL (mm2) | ASTp (mm2)
8 27 99 1 0,9 0,78 0,63 0,15
11 25 95 0,87 0,75 0,59 0,44 0,15
15 28 91 0,96 0,84 0,72 0,56 0,16
38 27,5 96 0,92 0,82 0,67 0,53 0,14
39 31,5 92 0,86 0,75 0,58 0,45 0,14
40 29,5 92 0,92 0,81 0,66 0,51 0,14
41 24,8 69 0,82 0,72 0,53 0,4 0,13
46 27 89 0,95 0,81 0,7 0,52 0,18
47 28 89 0,89 0,75 0,62 0,44 0,18
57 27,5 96 0,91 0,8 0,65 0,5 0,15
60 27 90 0,91 0,8 0,65 0,5 0,15
MEDIA 27,5 91 0,91 0,80 0,65 0,50 0,15
DP 1,86 7,90 0,05 0,05 0,07 0,06 0,02
EPM 0,56 2,38 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
Peso
C57 2R (9) Idade(d) | X Dex (mm2) | X Din (mm2) | ASTV (mm2) | ASTL (mm2) | ASTp (mm2)
3 25 86 0,89 0,74 0,62 0,43 0,19
6 27 98 1,03 0,91 0,83 0,66 0,17
9 22,5 115 0,89 0,79 0,63 0,49 0,14
12 26,5 101 1,09 0,97 0,93 0,74 0,19
31 26 85 0,9 0,75 0,63 0,44 0,19
30 27 85 0,86 0,75 0,58 0,45 0,14
44 28 86 1,15 0,81 1,05 0,81 0,24
45 28 84 1,12 0,99 0,99 0,76 0,22
50 26 88 0,9 0,77 0,64 0,47 0,17
55 26 96 0,9 0,77 0,63 0,46 0,17
56 26 96 0,94 0,81 0,69 0,51 0,18
MEDIA 26 93 0,97 0,82 0,75 0,57 0,18
DP 1,52 9,60 0,11 0,09 0,17 0,15 0,03
EPM 0,46 2,90 0,03 0,03 0,05 0,04 0,01

Onde: C57Sh = camundongo C57 Sham; C57 2R = camundongo C57-2R1C; X Dex = média do
maior didmetro; X Din = média do menor didmetro; AST = area de secg¢ao transvesal, V = do vaso, L
= do lumen, P = da parede; DP = desvio padrdo; EPM = erro padrdao da média.




ANEXO Il

Tabela: valores individuais do peso, idade e pardmetros morfométricos do grupo

ApoE.

ApoESh | Peso (g) | Idade(d) | X Dex (mm2) | X Din (mm2) | ASTV (mm2) | ASTL (mm2) | ASTp (mm2)

T2 25,5 93 0,86 0,69 0,58 0,37 0,21
16 26,5 85 0,91 0,79 0,65 0,49 0,15
21 27 80 1,06 0,93 0,89 0,68 0,2
T1 25,5 90 0,96 0,82 0,73 0,52 0,2
32 26,5 106 0,87 0,74 0,59 0,44 0,16
34 24,5 93 0,81 0,68 0,51 0,37 0,15
36 28 95 0,93 0,82 0,68 0,52 0,16
35 30 93 0,84 0,7 0,55 0,39 0,16
37 27 95 0,91 0,78 0,64 0,48 0,17
51 28,5 98 0,89 0,79 0,62 0,49 0,13
52 27 98 1,03 0,9 0,83 0,64 0,19
13 24 80 1,04 0,94 0,85 0,69 0,16
MEDIA 27 92 0,93 0,80 0,68 0,51 0,17
DP 1,68 7,57 0,08 0,09 0,12 0,11 0,02
EPM 0,49 2,18 0,02 0,03 0,04 0,03 0,01

ApoE2R | Peso (g) | Idade(d) | X Dex (mm2) | X Din (mm2) | ASTV (mm2) | ASTL (mm2) | ASTp (mm2)

5 26,5 85 0,96 0,87 0,72 0,6 0,13
18 25,5 83 1,1 0,96 0,95 0,73 0,22
20 25,5 80 1,00 0,86 0,79 0,58 0,21
33 25,5 106 0,9 0,78 0,63 0,47 0,16
61 26 87 0,95 0,82 0,72 0,53 0,19
43 24,5 88 0,91 0,78 0,66 0,47 0,18
48 25 88 0,97 0,81 0,73 0,51 0,22
49 26 93 0,95 0,79 0,71 0,49 0,23
53 25,5 84 0,92 0,8 0,67 0,51 0,16
58 25,5 78 0,96 0,81 0,72 0,53 0,2
42 26,5 87 0,95 0,82 0,72 0,53 0,19
MEDIA 26 87 0,96 0,83 0,73 0,54 0,19
DP 0,60 7,47 0,05 0,05 0,08 0,07 0,03
EPM 0,18 2,25 0,02 0,02 0,03 0,02 0,01

Onde: ApoESh = camundongo ApoE Sham; ApoE2R = camundongo ApoE-2R1C; X Dex = média
do maior didmetro; X Din = média do menor diametro; AST = area de secgéo transvesal, V = do

vaso, L= do lumen, P = da parede; DP = desvio padrdo; EPM = erro padrdo da média.




ANEXO Il

Tabela: valores individuais da razdo parede-luz

(p:l) e do indice de remodelamento

Tabela: valores individuais da

area

de lesdo ateroscleroética

Area de Lesao

(RR)
C57 Sh p:l RR (%)
8 0,11 controle
1 0,16
15 0,14
38 0,12
39 0,15
40 0,14
41 0,14
46 0,17
47 0,19
57 0,14
60 0,14
MEDIA 0,14
DP 0,02
EPM 0,01
C57 2R p:l R:R (%)
3 0,20 95,38
6 0,13 127,69
9 0,13 96,92
12 0,12 143,08
31 0,20 96,92
30 0,15 89,23
44 0,42 161,54
45 0,13 152,31
50 0,17 98,46
55 0,17 96,92
56 0,16 106,15
MEDIA 0,18 114,97
DP 0,08 26,25
EPM 0,03 7,91

C57 Sh (um2)
1 1932,554
15 281,350
38 2902,578
39 350,713
40 650,719
41 137,880
46 160,546
47 444,425
57 741,062

M totais 844,6

DP 945,8

EPM 315,3

Area de Lesao

C57 2R M (um2)
6 4517,413
9 1154,115
12 923,426
30 457,493
31 2419,042
44 1811,646
45 829,926
50 1221,959
55 856,067
56 780,065

M totais 1497 1

DP 1203,9

EPM 380,7




ANEXO IV

Tabela: valores individuais da razao parede-luz
(p:1) e do indice de remodelamento

(RR)

ApoESh p:l R:R (%)
T2 0,25 89,23
16 0,15 100,00
21 0,14 136,92
T1 0,17 112,31
32 0,18 90,77
34 0,19 78,46
36 0,13 104,62
35 0,20 84,62
37 0,17 98,46
51 0,13 95,38
52 0,14 127,69
13 0,11 130,77

MEDIA 0,17 101,68
DP 0,03 19,01
EPM 0,01 5,16
ApoE2R p:l R:R (%)
5 0,10 110,77
18 0,15 146,15
20 0,16 121,54
33 0,15 96,92
61 0,16 110,77
43 0,17 101,54
48 0,20 112,31
49 0,20 109,23
53 0,15 103,08
58 0,19 110,77
42 0,16 110,77
MEDIA 0,16 112,17
DP 0,03 12,99
EPM 0,01 3,92

Tabela: valores individuais da

area

de lesdo ateroscleroética

T2 120965,5
16 8603,1
21
T1
32 19410,3
34 110830,8
36 45604,2
35 83071,5
37 68785,4
51 47365,5
52 1049571
13
M totais 67732,6
DP 40387,3
EPM 13462,4

5 745148
18 49298,0
20 20209,0
33 429427
61
43 107848,6
48 161766,2
49 56743,9
53 114909,0
58 103237,5
42
M totais 81274,4
DP 442535
EPM 14751,2




ANEXO V

Tabela: valores individuais da area de parede (ASTp), raio
(r),

tensédo e stress de parede (o) do grupo C57

C57 Sh ASTp (mm2) r Tensao (o]
8 0,15 0,45 229 1526
1 0,15 0,37 278 1856
15 0,16 0,42 245 1533
38 0,14 0,41 251 1794
39 0,14 0,38 271 1936
40 0,14 0,4 258 1839
41 0,13 0,36 286 2201
46 0,18 0,37 278 1547
47 0,18 0,41 251 1396
57 0,15 0,4 258 1717
60 0,15 0,4 258 1717

MEDIA 0,15 0,40 260 1733
DP 0,02 0,03 17 229

EPM 0,00 0,01 5 69

C57 2R ASTp (mm2) r Tensao o
3 0,19 0,37 346 1824
6 0,17 0,46 279 1639
9 0,14 0,39 329 2348
12 0,19 0,48 267 1406
31 0,19 0,37 346 1824
30 0,14 0,38 337 2410
44 0,24 0,51 251 1047
45 0,22 0,49 262 1189
50 0,17 0,39 329 1934
55 0,17 0,38 337 1985
56 0,18 0,4 321 1781

MEDIA 0,18 0,42 309 1762
DP 0,03 0,05 37 428

EPM 0,01 0,02 11 129




ANEXO VI

Tabela: valores individuais da area de parede (ASTp), raio
(r),

tensao e stress de parede (o) do grupo ApoE

ApoESh ASTp (mm2) r Tensao o
T2 0,21 0,34 306 1457
16 0,15 0,4 260 1733
21 0,2 0,47 221 1106
T1 0,2 0,41 254 1268
32 0,16 0,37 281 1757
34 0,15 0,34 306 2039
36 0,16 0,41 254 1585
35 0,16 0,35 297 1857
37 0,17 0,39 267 1569
51 0,13 0,39 267 2051
52 0,19 0,45 231 1216
13 0,16 0,47 221 1383

MEDIA 0,17 0,40 264 1585
DP 0,02 0,05 30 312
EPM 0,01 0,01 9 90
ApoE2R ASTp (mm2) r Tenséo o
5 0,13 0,44 287 2210
18 0,22 0,48 263 1197
20 0,21 0,43 294 1400
33 0,16 0,39 324 2026
61 0,19 0,41 308 1623
43 0,18 0,39 324 1801
48 0,22 0,4 316 1436
49 0,23 0,39 324 1409
53 0,16 0,4 316 1975
58 0,2 0,41 308 1541
42 0,19 0,37 342 1798
MEDIA 0,19 0,41 310 1674
DP 0,60 0,03 22 313

EPM 0,18 0,01 6 94




