_ UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
NUCLEO DE PESQUISAS EM CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

“Efeito do Oxido Nitrico na Regulacéo
de Parametros Cardiovasculares pela
CVLM em Ratos com Hipertensao

Renovascular 2R1C”

Uberdan Guilherme Mendes de Castro



Ouro Preto - MG
2010
Uberdan Guilherme Mendes de Castro

Efeito do Oxido Nitrico na Regulacio de
Parametros Cardiovasculares pela CVLM em Ratos
com Hipertensao Renovascular 2R1C

Orientadora: Andréia Carvalho Alzamora

Co-orientadora: Raquel do Pilar Machado

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo de Ciéncias Bioldgicas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Ouro Preto, como parte integrante dos
requisitos para obtencao do titulo de mestre em
Ciéncias Biologicas, area de concentragado

Bioquimica Estrutural e Fisioldgica.

II



Trabalho desenvolvido no Laboratério de
Hipertensao da Universidade Federal de Ouro Preto
com auxilio financeiro da CAPES, REDE TOXIFAR-
INCT-FAPEMIG-CNPQ, PROPP-NUPEB-UFOP.

III



“A mente que se abre a uma nova idéia jamais volta ao seu tamanho original”

ALBERT EINSTEIN

vV


http://www.novainter.net/blog/frases-de-einstein/frases-famosas-de-albert-einstein/

Dedico este trabalho a minha familia e a Deus



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que colaboraram para a realizagéo deste trabalho, em especial:

A Prof2. Dr?. Andréia Carvalho Alzamora, minha orientadora, por ter me dado a
oportunidade, a 6 anos atras, de fazer parte de seu grupo de pesquisa e por sempre
reconhecer minha capacidade para o trabalho e pesquisa, mesmo perante nossa
divergéncia de opinides em aspectos do dia-a-dia. No entanto, acredito que até a ciéncia
caminha desse jeito... Sdo caminhos divergentes, mas que ao final buscam chegar a um
lugar em comum...

Por todo ensinamento e convivéncia de anos.. sou muito grato.

A Profé. Dr2. Raquel do Pilar Machado agradego pela convivéncia de anos... Pela
pessoa extraordinaria que ela €, pelo seu dom para ensinar e pelo exemplo de vida que é

para mim.

Ao Prof. Dr. Marcelo Eustaquio Silva, que sempre acreditou e colaborou com meu
trabalho. Sempre foi uma pessoa muito simples e que me ajudou imensamente desde

quando foi meu professor na graduagao. Agradeco-o pela imensa amizade.

Ao Prof. Dr. Wanderson Geraldo de Lima, do Laboratério de Imunopatologia, por
ser colaborador de minha pesquisa e por ter me auxiliado imensamente com seu

conhecimento sobre analises histologicas.

A professora Lisandra Brandino, agradeco pela convivéncia e ajuda em situagdes

cotidianas.

Ao professor Leonardo Cardoso pelas valiosas conversas que me auxiliaram no

desenvolvimento deste trabalho.
A Prof?. Dr?. Maria José Campagnole-Santos e ao Prof. Dr. Robson Santos do

Laboratério de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais, agradec¢o

por terem sempre acreditado no trabalho que desenvolvo.

VI



Agradeco também ao Jair, técnico do laboratério de Nutrigdo experimental, Maria,
técnica do laboratério de imunopatologia e ao Ernani e ao Paulo, técnicos do nosso
laboratério, pelo companheirismo de anos e por terem dado aos meus colegas de

pesquisa e a mim, condi¢cdes de exercer nosso trabalho.

A Todos os Professores do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas, que com
o duro trabalho de cada um em sua area, desenvolveram e mantém o respeito e prestigio

desse extraordinario programa de pos-graduagao.

Aos financiadores deste trabalho: REDE TOXIFAR-INCT-FAPEMIG-CNPQ,
CAPES, PROPP-NUPEB-UFOP.

A Universidade Federal de Ouro Preto e ao Ensino Publico que me deram

oportunidade de concluir este trabalho.

A todos os colegas do Laboratério de Hipertensao:

Aos que ndo estdo mais presentes no laboratério como: Vinicius (in memorian)
grande companheiro e que me ensinou muito do que sei... Edivaldo, que me ajudou
imensamente enquanto fez parte de nossa equipe, Luiza Michelle, pela amizade de 6
anos, por ter tido a paciéncia de me ensinar muito do que sei e por ter sempre me
incentivado. E também a Mirian, José Luiz e karina, amigdes e Analina, Elton e Enyara

pelo companheirismo.

E aos que fazem parte de nossa atual equipe como: Everton, companheiro de
laboratério e que sempre me ajuda a solucionar problemas. Ao Rodrigo, outro grande
amigo. A Telma, minha grande amiga e aos outros amigos do laboratério Rosana,

Amanda, Rafaela, Carolina, Milla, Claudiane e Jamille pelo companheirismo e amizade.
A minha namorada e aluna de iniciagdo cientifica Grazi por ter colaborado na
execugao deste trabalho e por ter estado presente em minha vida durante esse periodo

todo. Compreendendo-me, ajudando-me e me dando forga para prosseguir sempre....

Agradeco profundamente a minha familia e Irma Narjara pela amizade.

VII



“Foram etapas dificeis que passei em minha vida, em que percebi que muitos me
deixaram de lado. No entanto, foi nesses momentos mais adversos é que percebi quem
realmente queria meu bem acima de tudo... acima do seu inclusive... Foi ai que pude
contar como sempre com o0 amor das pessoas que me amam acima de sua propria
existéncia. Eles me deram a vida uma vez na minha concepg¢ao e dariam novamente caso
necessario...”

Essas pessoas sdo os meus pais Clodoveu e Marly, meu porto seguro, a quem

agradeco pelo carinho, compreenséo, apoio, amizade e amor incondicional.

Finalmente, agradegco aos animais experimentais que com inocéncia sacrificam

suas vidas pela ciéncia e pelo bem de nossa existéncia.

VIII



RESUMO

A hipertensao arterial pode ocorrer devido a hiperatividade de neurdnios do bulbo
ventrolateral rostral (RVLM) (Chan e cols., 1991; Boone e McMillen, 1994; Suzuki e cols.,
1994; Minson e cols., 1996) e/ou devido a um ténus reduzido dos neurénios GABAérgicos
do bulbo ventrolateral caudal (CVLM) que se projetam para a RVLM. (Smith e Barron,
1990b; a; Colombari e cols., 2001). Além disso, foi observado que durante a hipertensao
ocorre uma elevacdo dos niveis de oxido nitrico (NO) na CVLM. No entanto, n&o existem
estudos conclusivos acerca do papel do NO na CVLM durante o desenvolvimento e/ou
manutencdo desta patologia. Diante dessas consideragdes, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do NO na CVLM sobre a pressdo arterial média (PAM), frequiéncia
cardiaca (FC) e sensibilidade da bradicardia reflexa em animais com hipertensao
renovascular 2R1C.

Ratos fisher (150 a 200g) foram anestesiados com uma mistura de quetamina (50
mg/Kg, i.p.) e xilasina (5 mg/Kg, i.p.) para realizacdo da cirurgia para indugdo da
hipertensdo renovascular (2R1C) ou ficticia (SHAM). Apds 30 dias, os animais foram
anestesiados com uretana (1,2g/kg, i.p), posicionados em um aparelho estereotaxico para
exposicdo do bulbo e instrumentados para registro da PAM e FC. A sensibilidade da
bradicardia reflexa foi avaliada através da injecdo de doses crescentes de fenilefrina (i.v.).
Ao final dos experimentos os animais foram sacrificados, os rins e coragdo pesados € 0
cérebro submetido a analise histologica.

Os animais 2R1C apresentam menor peso relativo do rim esquerdo (clipado) (0,28
+ 0,02g, n=11), maior peso relativo do rim contralateral (0,52 + 0,05g, n=11), maior peso
relativo do coragédo (0,41 + 0,02g, n=11) e ventriculo esquerdo (0,31 0,02, n=11) e
aumento da PAM (142 £ 3 mmHg, n=36) em comparagao aos ratos SHAM (0,34 £ 0,01g;
0,35+ 0,01g; 0,30 £ 0,01g; 0,20 £ 0,01g, n=11 e 106 £ 2 mmHg, n=42 respectivamente)

A microinjecdo de nitro-L-arginina-metil-ester, L-NAME (inibidor ndo seletivo do
NO, 10nmol) na CVLM, produziu uma queda na PAM e na FC em animais 2R1C (-17 + 3
mmHg e -29 + 8 bpm, n=7, respectivamente) e em animais SHAM (-17 £ 3 mmHg e -39 %
15 bpm, n=6, respectivamente). Ja a microinjecdo de L-ARGININA (precursor do NO,
50nmol) na CVLM produziu uma elevagéo na PAM de ratos 2R1C (11 £ 3 mmHg, n=6) e
SHAM (11 £ 1 mmHg, n=11), além de alteragbes variadas sobre a FC em ambos os
grupos (-12 + 6 bpm, n=6, grupo SHAM; 8 + 8 bpm, n=11, grupo 2R1C).
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Em animais 2R1C, observamos que o tempo de duragao da bradicardia produzida
pela microinjecdo de L-NAME na CVLM foi inferior (11 £ 1 min, n=11) ao tempo de
duragdo em animais SHAM (23 £ 3 min, n=6). Adicionalmente, a duragdo do efeito
hipertensor da microinjecao de L-ARGININA em animais 2R1C (26 + 7 min, n=4) e das
alteragbes variadas produzidas pela mesma sobre a FC (32 £ 5 min, n=6) foram
superiores, quando comparado aos ratos SHAM (10 =+ 2 min e 14 * 4 min, n=7-10,
respectivamente). Os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecdo da L-
ARGININA na CVLM foram abolidos pela microinje¢do prévia de L-NAME na CVLM de
ratos SHAM e 2R1C.

A bradicardia reflexa dos animais 2R1C foi menor (0,11 £ 0,02 ms/mmHg, n=17)
quando comparada aos ratos SHAM (0,42 + 0,08 ms/mmHg, n=14). A microinjecéo do L-
NAME na CVLM produziu um aumento da sensibilidade da bradicardia reflexa em animais
2R1C (0,18 + 0,04 ms/mmHg, n=8) em comparagao com a sensibilidade da bradicardia
reflexa antes da microinjecdo do L-NAME (0,07 £+ 0,01 ms/mmHg, n=10). Ja a
microinjecdo de L-ARGININA na CVLM produziu uma reducdo da sensibilidade da
bradicardia reflexa nos ratos SHAM (0,29 + 0,03 ms/mmHg, n=6) em relagdo a
sensibilidade da bradicardia reflexa antes da microinjecdo de L- ARGININA (de 0,52
0,08 ms/mmHg, n=6).

Os resultados do presente estudo reforgcam a idéia de que o NO esteja aumentado
na CVLM durante a hipertensao arterial. Esses niveis elevados de NO parecem ter um
papel inibitério sobre os neurénios da CVLM, contribuindo para o desenvolvimento e/ou
manutencao da hipertensao renovascular e para a baixa sensibilidade do barorreflexo que

ocorre nesta patologia.



ABSTRACT

Hypertension may occur due to hyperactivity of neurons in the rostral ventrolateral
medulla (RVLM) (Chan et al. 1991; Boone and McMillen, 1994, Suzuki et al. 1994; Minson
et al.,, 1996) and/or due to a reduced tone of GABAergic neurons of the caudal
ventrolateral medulla (CVLM) that projects to the RVLM. Furthermore, during hypertension
occurs an elevation of nitric oxide (NO) in the CVLM. However, there are no conclusive
studies about the role of NO in the CVLM during development and/or maintenance of this
pathology. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of NO in the CVLM
on the mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and reflex bradycardia in
renovascular hypertensive rats (2K1C).

Male Fisher rats (150 to 200g) were anesthetized with a mixture of ketamine (50
mg / kg, ip) and xylazine (5 mg / kg, ip) for the 2K1C or SHAM surgeries. 30 days after
these surgeries, the 2K1C and SHAM animals were anesthetized with urethane (1.2 g / kg,
ip), positioned in a stereotactic apparatus to expose the medulla and instrumented for
MAP and HR measurements. Baroreflex control of HR was determined by recording reflex
heart rate changes in response to transient increases in MAP produced by repeated bolus
injections of graded doses of phenylephrine (0.25 to 5 pg, iv) before and after
microinjections of L-NAME (10nmol) or L-ARGININE (50nmol). After carrying out the
experiments the animals were sacrificed. The kidneys and heart were weighed and the
brain submitted to histological analysis.

The 2K1C animals showed lower relative weight of the left kidney (clipped) (0.28 +
0.02 g, n=11), increased relative weight of the contralateral kidney (0.52 + 0.05 g, n=11),
greater relative heart weight (0.41 £ 0.02 g, n=11) and left ventricle (0.31 + 0.02, n=11)
and an increase in MAP (142 + 3 mmHg, n = 36) compared to the SHAM rats (0.34 £ 0.01
g, 0.35 £ 0.01 g, 0.30 £ 0.01 g, 0.20 £ 0.01 g, n = 11 and 106 + 2 mmHg, n=42
respectively)

The microinjection of L-NAME in the CVLM produced a fall in MAP and HR of both
animals 2K1C (-17 + 3 mmHg and -29 + 8 beats/min, n=7, respectively) and SHAM
animals (-17 £ 3 mmHg and -39 * 15 beats/min, n=6, respectively). The microinjection of
L- ARGININE in the CVLM produced an increase in MAP and variable changes in the HR
in 2K1C (11 £ 3 mmHg and -12+ 6 beats/min, n = 6, respectively) and in the SHAM rats
M £ 1 mmHg and 8 + 8 Dbeats/min, n=11, respectively).

In 2K1C rats, we observed that the duration of the bradycardia produced by
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microinjection of L-NAME in the CVLM was lower (11 £ 1 min, n=11) than in SHAM
animals (23 £ 3 min, n=6). In addition, the duration of the hypertensive effect of
microinjection of L- ARGININE in 2K1C rats (26 £+ 7 min, n=4) and the variable changes
produced by microinjection of L- ARGININE on the HR (32 £ 5 min, n=6) were higher when
compared to SHAM rats (10 £ 2 min and 14 + 4 min, n=7-10, respectively). Cardiovascular
effects produced by microinjection of L- ARGININE in the CVLM were abolished by prior
microinjection of L-NAME in the CVLM of SHAM and 2K1C rats.

The reflex bradycardia sensitivity in 2K1C animals was lower (0.11 + 0.02 ms /
mmHg, n=17) compared to SHAM rats (0.42 + 0.08 ms / mmHg, n=14). The microinjection
of L-NAME in the CVLM produced an increase in the reflex bradycardia sensitivity of 2K1C
animals (0.18 + 0.04 ms / mmHg compared to 0.07 + 0.01 ms / mmHg, n=10; before L-
NAME). In addition, the microinjection of L- ARGININE in the CVLM produced a reduction
of reflex bradycardia only in SHAM rats (0.29 £ 0.03 ms / mmHg compared to 0.52 + 0.08
ms / mmHg, n = 6; before L-arginine).

The results of this study reinforce the idea that NO participates in the development
of hypertension, possibly by increasing its levels in the CVLM. Moreover, these high levels
of NO appear to have an inhibitory role on the CVLM neurons, contributing to the low

sensitivity of the baroreflex that occurs in the renovascular hypertension.
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1. INTRODUGCAO

As doencgas cardiovasculares s&o responsaveis por um tergo de todas as mortes que
acontecem no mundo e a hipertensdo arterial € um dos maiores fatores de risco para
surgimento das doengas cardiovasculares. A hipertensdo esta diretamente relacionada ao
surgimento de doencas cerebrovasculares, doenga isquémica do miocardio, faléncia renal e
cardiaca (WHO, 2003). O tratamento desta doenca esta associado a uma reducéo de 40%
do risco de acidente vascular cerebral e 15% de infarto do miocérdio (Collins e cols., 1990).

O Oxido Nitrico (NO), sintetizado em diversos 6rgédos e tecidos, possui uma
multiplicidade de fungdes fisiologicas (Suhr e cols., 2009). O envolvimento desta molécula
em diversos processos fisiologicos e patologicos tem motivado estudos em diversas
morbidades, dentre elas a hipertensao arterial. (Touyz, 2004).

O NO é caracteristicamente uma molécula gasosa difusivel, com meia vida curta e
por ser altamente reativa interage com diferentes agentes biolégicos através de reacgbes
redoxes covalentes (Suhr e cols., 2009). O mecanismo de sinalizagao intracelular do NO é&,
em geral, realizado através dos receptores de membrana celular da célula alvo; estes
receptores sao, habitualmente, transmembranosos tendo contato com o citoplasma e
desencadeando uma “cascata” de sinais intracelulares (Schuman e Madison, 1991; Kubes e
Granger, 1992).

Em 1984, Furchgott e colaboradores investigaram um fator vasodilatador associado
ao endotélio vascular (endothelium-derived relaxing factor — EDRF) e poucos anos mais
tarde conclui-se ser o NO responsavel pela atividade biologica do EDRF (lgnarro e cols.,
1987; Rees e cols., 1989).

Marletta e colaboradores (1988) identificaram o NO como produto da reacdo de
oxiredugao da L-arginina. A L-arginina € um aminoacido semi-essencial, ja que pode ser
sintetizada a partir do glutamato (Wu e Morris, 1998) ou produzida através da reciclagem da
citrulina no ciclo da citrulina-NO com argininosuccinase sintase e argininosussinato liase
(Wiesinger, 2001). A L-arginina é catalisada pela enzima oxido nitrico sintase (NOS) para
produzir o NO e citrulina em um processo que requer nicotinamida-adenina-dinucleotideo-
fosfato-hidrogénio (NADPH) e oxigénio (Oz)

A figura 1 indica a classica reagdo quimica de formacado do NO, em que a L-arginina
é transformada em um intermediario do NO, a NC®-hidroxi-L-arginina com a presenga de

NADPH, sendo necessario mais NADPH e O, para a formagao de L-citrulina e NO.
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Figura 1: Reacéo classica da sintese de NO pela NOS. A L-arginina na presenca de NADPH
e O, é oxidada a N-hidroxi-arginina, que € re-oxidada a citrulina produzindo NO (Guix e cols.,
2005).

A sintese enzimatica de citrulina e NO (Figura 1) pode ser inibida por analogos da L-
arginina tais como N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N®-nitro-L-arginina (LNA) e N®-nitro-
L-arginina-metil-ester (L-NAME). Esses inibidores sdo amplamente utilizados em pesquisas,
uma vez que promovem a substituicdo do substrato natural, L-arginina, pelos analogos que
irdo inibir a produgéao de NO e seus efeitos subseqlentes (Rees e cols., 1990).

Existem formas alternativas da producao de NO através de reacdes especificas como
sua liberagcao a partir do perdxido de hidrogénio (H20;) e L-arginina por via ndo enzimatica
(Nagase e cols., 1997), ou pela redugdo de nitritos ou outras reagdes de redugdo em
processos de isquemia (Maiese e Boccone, 1995). No entanto, a maioria absoluta do NO é
produzido enzimaticamente por tipos celulares como neutrofilos, macrofagos, plaquetas,
células endoteliais e musculares lisas, células parénquimais, além de neurbnios por uma
familia de isoenzimas da familia do citocromo “P450-like”, denominadas NOSs (Green e
cols., 2004).

Existem quatro membros da familia da NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial
(eNOS), NOS indizivel (iNOS) e NOS mitocondrial (mtNOS).

A nNOS foi purificada inicialmente no cerebelo de camundongos e porcos (Schmidt e
cols., 1991). A nNOS é uma isoforma dependente de calcio intracelular, ocorrendo sua
inativacdo abaixo de uma determinada concentracao deste mineral (Alderton e cols., 2001).

A eNOS foi originalmente identificada no endotélio vascular e sua acado regula a
resisténcia dos vasos. Sua atividade também é calcio-calmodulina dependente e no SNC
esta predominantemente presente no endotélio dos vasos cerebrais, em populacbes de

neurénios (Dinerman e cols., 1994) e em células da glia (Wiencken e Casagrande, 1999).
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Portanto, a nNOS e eNOS sdo enzimas calcio-calmodulina-dependentes e sao
constitutivamente expressas em células de mamiferos e geram NO por poucos minutos
(Mungrue e cols., 2003).

A INOS ndo é expressa constitutivamente, ou seja, ndo esta presente de modo
habitual, sendo induzida em macréfagos, astrécitos e outras células por lipopolissacarideos
bacterianos ou citocinas (Stuehr e cols., 1991). Essa isoforma tem sua atividade
independente do calcio (Alderton e cols., 2001). Varios grupos clonaram a iNOS em diversos
tecidos como musculo liso (Teng e cols., 1998) e hepatdcitos de camundongos e humanos
(Stuehr e cols., 1991). A iINOS ¢é expressa apos a estimulagdo de macréfagos, astrécitos,
micréglias, e outras células em processos imunoldgicos e inflamatérios, sendo que a
producao de NO é alta nestas situagdes, e dura horas ou dias (Hartung e cols., 1992;
Pender e Rist, 2001). No sistema nervoso central (SNC), a iNOS é encontrada em células da
glia e sua indugdo esta associada a resposta imune inespecifica do SNC em condigbes
patolégicas (Murphy, 2000).

A mtNOS é uma isoforma da nNOS presente no interior da membrana da mitocéndria
(Elfering e cols., 2002) e sua forma constitutiva € denominada de mtNOS (Tatoyan e Giulivi,
1998). A mtNOS foi isolada no figado, rins, pulmdes, baco, testiculo, coragao, musculos e
cérebro (Elfering e cols., 2002). A fungdo da mtNOS na mitocdndria parece estar relacionada
a regulacao do consumo de O, através da inibigado da citocromo oxidase C (Brown e Cooper,
1994). A modulacao do consumo de O;através do NO mitocondrial é transitoria e reversivel
porque o NO é gerado em pequenas quantidades. A mtNOS foi identificada como uma
isoforma da nNOSa (Elfering e cols., 2002) e provavelmente é codificada pelo mesmo gene
da nNOS, ja que camundongos nocautes para nNOS (camundongos que n&o expressam a
NNOS) nao possuem mtNOS (Kanai e cols., 2001).

Atualmente ja se sabe que os niveis das isoformas das NOSs podem ser induzidas
sobre determinados estimulos (Alderton e cols., 2001). Diferentes autores demonstraram
que em condicdes normais as células endoteliais expressam uma pequena quantidade de
eNOS em resposta ao estimulo vasodilatador sanguineo (estresse de cisalhamento) (Schulz
e cols., 2005).

O NO também é um neurotransmissor € neuromodulador do SNC e periférico através
de mecanismos dependentes de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Bredt e Snyder,
1994; Trabace e Kendrick, 2000; Prast e Philippu, 2001; Lewko e Stepinski, 2002). O papel
do NO central foi reconhecido antes mesmo de sua natureza quimica. Garthwaite e
colaboradores (1988) foram os primeiros a observar que a ativacdo dos receptores N-methil-
D-aspartato (NMDA), (receptores ionotrépicos do neurotransmissor excitatorio glutamato),
resultaram na liberacdo de NO. As acdes da nNOS foram associadas com a percepgao de

dor, especialmente em nivel da medula espinhal (Yamamoto e cols., 1993), controle do
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sono, apetite e termoregulagdo (Monti e Jantos, 2004) desenvolvimento neural (Carden e
cols., 2003) e plasticidade sinaptica (Dinerman e cols., 1994).

O NO ja foi identificado como participante de mecanismos fundamentais de controle
do sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema nervoso parassimpatico (SNP) em
importantes centros cardiovasculares, tais como nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN),
(Horn e cols., 1994) nucleo do trato solitario (NTS) (Tseng e cols., 1996) e bulbo
ventrolateral (VLM) (Shapoval e cols., 1991; Tseng e cols., 1996). Estes nucleos centrais
fazem parte de um importante circuito relacionado ao controle de fungdes cardiovasculares
que envolve ainda outras regides, como nucleo ambiguo (NA) e area pressora caudal (APC)
(Guyenet, 2006).

O PVN ja é bem reconhecido como tendo um papel importante no controle da
pressao arterial (PA) (Swanson e Sawchenko, 1983; Krukoff e Khalili, 1997). A porgao do
PVN relacionada ao controle da atividade do SNS, controle da PA e do tbnus vasomotor
encontra-se na subdivisdo parvocelular e atua sobre areas inferiores do tronco cerebral
como o NTS, complexo vagal dorsal (DVC), a area rostral do bulbo ventrolateral (RVLM) e
medula espinhal (Armstrong e cols., 1980; Porter e Brody, 1985; Zhang e Ciriello, 1985; Horn
e cols., 1994; Portillo e cols., 1998; Ranson e cols., 1998; Shafton e cols., 1998; Pyner e
Coote, 1999; Benarroch, 2005; Brooks e cols., 2005; Coote, 2005). O PVN ainda possui
conexdes com os Orgaos circunventriculares, como o6rgao sub-fornical (SFO) e 6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT), que por serem areas centrais com a barreira
hematoencefalica mais permeavel, deixam o PVN susceptivel a acao de agentes periféricos
(Krukoff e cols., 1997).

O NTS é o local primario das aferéncias periféricas dos barorreceptores arteriais, dos
receptores cardiopulmonares e dos quimiorreceptores (Talman e cols., 2001; Lin e Talman,
2005). Localizado na porgao dorsomedial do bulbo, a regido recebe, processa e integra as
informacdes aferentes vindas da periferia e posteriormente origina sinais eferentes que sao
transmitidos via conexdes com as areas de controle autondmico bulbar para determinar o
grau de atividade do sistema nervoso autébnomo (SNA) (Feldman e Ellenberger, 1988;
Feldman e Moises, 1988). Os sensores periféricos de estiramento dos vasos sdo os
pressorreceptores, que sdo mecanorreceptores, que respondem as alteragdes da PA. Eles
consistem de por¢des terminais de fibras nervosas nao diferenciadas que se ramificam nas
camadas adventicias e médias do seio carotideo e arco aodrtico. As fibras aferentes dos
pressorreceptores trafegam para o bulbo através dos nervos glossofaringeo e vago,
convergindo para o NTS (Scher, 1977). As informagdes periféricas sdo processadas e
respostas eferentes originadas através de sub-nucleos do NTS (NTS comissural e
intermediario) que participam do controle das fungdes cardiovasculares. Estas porgdes do

NTS séo ricamente inervadas por fibras que se dirigem para outras areas que participam do
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controle cardiovascular como nucleo parabraquial, hipotalamo medial, amidala e area caudal
do bulbo ventrolateral (CVLM) (Howe, 1985; Simon e cols., 1985; Agarwal e Calaresu, 1991;
Murphy e cols., 1994; Yu e Gordon, 1996; Colombari e cols., 2001) e RVLM.

O sistema do barorreflexo pode ser ativado através de aumentos agudos da PA, o
que diminui a descarga do tdnus simpatico cardiaco, resultando em uma diminuigdo da
freqUéncia cardiaca (FC) e da contratilidade ventricular. As alteracdes reflexas do SNS séo
acompanhadas por alteragdes reciprocas na atividade do SNP. A inervagao parassimpatica
cardiaca se faz através do vago inervando o atrio e o especializado sistema de condugéo em
nivel do nodo atrio-ventricular. O componente parassimpatico da atividade barorreflexa
deprime a fungao das células marca-passo e o sistema cardiaco de condugdo. A agao do
SNP se faz sobre a atividade cardiaca, enquanto o SNS além de modular a fungdo cardiaca
diretamente, atua ainda sobre os vasos sanguineos, aumentando a resisténcia periférica
vascular (RPV) (Guyenet, 2006). Portanto, este reflexo pressoreceptor € o principal e mais
eficiente mecanismo de controle neural da pressao arterial em curto prazo, ndo apenas por
trazer a PA para os niveis normais, mas também por tamponar as flutuacées de pressao
decorrentes das diferentes atividades posturais e mesmo respiratérias (Guyenet, 2006).
Estudos clinicos mostraram, por exemplo, que uma reduzida sensibilidade do barorreflexo
estd associada com a morte subita que se segue ao infarto agudo do miocardio
(Campagnole-Santos e Haibara, 2001).

A RVLM é tipicamente conhecida como uma area pressora (Guertzenstein e Silver,
1974) por conter neurbnios pré-motores simpaticos responsaveis pela manutencdo da
excitagdo tonica de neurbnios pré-glanglionares simpaticos envolvidos na regulagéo
cardiovascular, além de estar envolvida na manutencdo do tébnus vasomotor basal
(Dampney, 1994a). A RVLM é a area central excitatoria do SNS e origina sinais excitatorios
através de um conjunto de neurénios glutamatérgicos. Um sub-grupo de neurbnios da RVLM
também sintetiza adrenalina e sdo denominados neurdnios C1 (Cao e Morrison, 2001;
Guyenet e cols., 2004), dos quais, nem todos, participam do controle do barorreflexo (Ritter
e cols.,, 2001). Praticamente todos neurbnios da RVLM que participam do controle
cardiovascular liberam o neurotransmissor excitatorio glutamato.

A CVLM é caracterizada como sendo uma regido depressora (Guertzenstein e Lopes,
1984; Sved e cols., 1985; Willette e cols., 1987). A estimulagdo dessa area provoca
hipotensédo, com conseqliente vasodilatagcdo de diversos territorios vasculares, incluindo os
leitos mesentérico, da musculatura esquelética e renal (Cravo e cols., 1991; Cravo e
Morrison, 1993; Dampney, 1994a). A atividade ténica da CVLM é mantida através de uma
combinacgéo de sinapses excitatorias (glutamatérgicas) e inibitérias (GABAérgicas), embora
as fontes para estes sinais ainda permanegcam nao totalmente compreendidas (Blessing e

Reis, 1983; Guyenet e cols., 1987). Ja esta bem estabelecido que esta regido é rica em
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neurdnios gabaérgicos (Stornetta e Guyenet, 1999) e muitos destes neurdnios GABAérgicos
inibem tonicamente os neurdnios simpato-excitatérios na RVLM (Cravo e Morrison, 1993;
Badoer e cols., 1994; Dampney, 1994b) levando a uma diminuicdo da atividade do SNS e a
uma consequente reducdo da PA (Agarwal e cols., 1989; 1990; Masuda e cols., 1991;
Minson e cols., 1997; Chan e Sawchenko, 1998; Schreihofer e Guyenet, 2002). A inibi¢do
da atividade neuronal da CVLM, bloqueio de seus receptores, ou mesmo destruicao
mecanica da regido, aumenta significativamente a atividade neuronal da RVLM, atividade do
SNS e a PA (Agarwal e cols., 1989; 1990; Natarajan e Morrison, 1999; Schreihofer e cols.,
2005).

A CVLM ¢ essencial para a maioria dos reflexos simpatoinibitérios produzidos pela
ativagdo do NTS (Colombari e cols.,, 2001), visto que o bloqueio da transmissao
glutamatérgica do NTS para a CVLM reduz a atividade neuronal desta regido (Guyenet e
cols., 1987; Agarwal e cols., 1989). Sendo assim, a projecao excitatéria do NTS para a
CVLM exerce um importante controle da resposta da CVLM frente a eventos
cardiovasculares periféricos, como uma elevacdo ou diminuicdo da PA (Schreihofer e
Guyenet, 2002).

Conexdes da CVLM com outros nucleos centrais também ja foram descritas. Em
1997, McKitric e Calaresu sugeriram a existéncia de interacbes reciprocas entre o NA e a
CVLM no controle da atividade do SNP. Em outros estudos da literatura (Saper e cols.,
1983; Tucker e cols., 1987; Tanaka e cols., 1997) foi mostrado que os neurbnios A1 da
CVLM estao reciprocamente conectados com regides hipotalamicas, como nucleo pré-optico
mediano, (MnPO), SFO, PVN e nucleo supra-éptico (SON), participando das respostas
cardiovasculares induzidas por mudangas agudas no volume ou composi¢do do fluido
extracelular.

A contribuicdo da CVLM para génese e manutengio da hipertensao ainda nao esta
completamente estabelecida (Averill e Diz, 2000; Sved e cols., 2000; Cangussu e cols.,
2009). Estudos da literatura mostraram que durante a hipertensao ocorre uma hiperatividade
de neurénios da RVLM (Chan e cols., 1991; Boone e McMillen, 1994; Suzuki e cols., 1994;
Minson e cols., 1996). Além disso, em animais geneticamente hipertensos (SHR) e com
hipertensdo renovascular, a inibicdo gabaérgica promovida pela CVLM sobre neurdnios
excitatorios da RVLM parece estar atenuada (Smith e Barron, 1990b; a; Colombari e cols.,
2001), o que poderia explicar o aumento da atividade do SNS observada nesses modelos de
hipertensao (Smith e Barron, 1990b; Muratani e cols., 1993; Mandel e Schreihofer, 2008).

A porcao do circuito de controle do barorreflexo que envolve o NTS, RVLM e CVLM

esta descrito na Figura 2.
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Baroreceptor Input

Sympathetic Preganglionic
Neurons

Figura 2: Resumo da organizacédo da via do barorreflexo medular. AMB, nucleo ambiguo;

AP, area postrema; NTS, nucleo do trato solitario; NTSap, NTS em nivel da area postrema;

NTSc, NTS comissural; RVLM, area rostral do bulbo ventrolateral; CVLM, area caudal do

bulbo ventrolateral; NO, 6xido nitrico (Chan e Sawchenko, 1998)

Uma terceira area na superficie ventrolateral do bulbo localizada caudalmente a
CVLM, entre as raizes do nervo hipoglosso e o primeiro nervo cervical, foi descrita por
Feldberg e Guertzenstein (1986), como area pressora caudal (APC), A regido possui
neurdnios com atividade pressora ténica que contribuem para manutencgao dos niveis basais
de PA, tendo um importante papel na manutencéo do tébnus vasomotor (Gordon e McCann,
1988) devido a suas conexdes excitatérias com a RVLM (Campos e cols., 2008).

A hipertenséo arterial pode ser produzida experimentalmente através da estenose da
artéria renal, perinefrite, compressao renal ou coarctacdo da aorta em animais com um ou
dois rins. Alguns modelos de hipertensdo renovascular foram descritos por Goldblatt e
colaboradores (1934), que demonstraram a participagdo do rim como agente primario no
surgimento da hipertensdo. Em seus modelos animais, desenvolveram a hipertensao
renovascular, um rim, um clipe (1R1C) e dois rins, um clipe (2R1C) (Goldblatt e cols., 1934).

O modelo de hipertensdo 2R1C é aquele em que se faz a constricao da artéria de um
dos rins, enquanto o rim contra lateral € mantido intacto (Huang e cols., 1982; Ploth, 1983;
Braam e cols., 1995; Imamura e cols., 1995). O modelo é caracterizado por uma reducgao no
fluxo sanguineo do rim que esta com sua artéria clipada. Essa redugao do fluxo sanguineo
renal ativa o sistema renina antiotensina (SRA) e eleva os niveis de Angiotensina Il (Ang Il)

(Navar e cols., 1995). Os altos niveis circulantes de Ang Il possuem efeitos vasculares
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diretos como o aumento da RPV, o que contribui para a elevagdo da PA (Navar e cols.,
1995). Com o progressivo aumento PA sistémica e presséo de perfusdo ocorre aumento do
fluxo sanguineo para o rim contralateral ndo clipado, o que depleta seus niveis de renina.
Por mecanismos ainda nio totalmente compreendidos, o rim n&o-estendtico retém sédio e
agua mesmo com niveis depletados de renina. Essa resposta diferenciada do rim nao-
estendtico é conhecida como o “mistério de Goldblatt” e é responsavel pela manutencéo da

alta hipertensao arterial do modelo 2R1C (Navar e cols., 1998). (Figura 3).

d + Renin

+Angiotensin Il

* Aldosterone

+ Peripheral Resistance
* Sympathetic Tone

+ Arterial pressure

excretion

Stenoctic Kidney

Non Stenotic Kidney

Figura 3: Ativacdo de mecanismos dependentes da angiotensina através da estenose
arterial renal unilateral. Apds a estenose renal ocorre o aumento da formacgao de renina pelo
rim clipado, o que promove aumentos dos niveis circulantes de angiotensina Il (Ang II),
levando a varias mudangas mediadas pela Ang Il. ACE, enzima conversora de angiotensina;
Ao, Angiotensinogénio; mMRNA, RNA mensageiro; N/C, ndo observancia de mudangas (Navar
e cols., 1998).

O desenvolvimento inicial da hipertensdo 2R1C nas primeiras semanas é produzido
pela ativagdo do SRA. Na visao classica desse sistema, as angiotensinas comegam a ser
formadas pela hidrélise do angiotensinogénio pela renina para formar o decapeptideo,
angiotensina | (Ang I). A remocédo de dois aminoacidos da extremidade carboxi-terminal pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) resulta na formacgao do principal efetor do SRA, a

Ang Il. Este peptideo atua principalmente através de dois subtipos de receptores, o receptor
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1 da Ang Il (AT+) e o receptor 2 da Ang Il (AT,) (de Gasparo, 2000; Kaschina e Unger, 2003).
O receptor AT1 medeia tanto os efeitos fisioldgicos classicos da Ang I, como regulacdo da
PA, do balancgo hidroeletrolitico e comportamentos associados a sede e ingestdo de sddio,
quanto efeitos patoldégicos como hipertrofia cardiaca patologica e hipertensdo (Suzuki e
cols., 1993; Obayashi e cols., 1997; Unger, 2003). Dois subtipos do receptor AT1 foram
identificadas em ratos e camundongos, os receptores AT1. e AT1g (Sasamura e cols., 1992).
Os efeitos induzidos pela interacdo da Ang Il com o receptor AT2 sdo menos claros.
Acredita-se que esse receptor esteja relacionado a regulacédo da PA, natriurese, temperatura
corporal, reproducao, desenvolvimento embrionario, diferenciacdo celular, reparo de tecidos
e morte celular programada (Felix e cols., 1991; Ambuhl e cols., 1992; Wright e Harding,
1994; Steckelings e cols., 2005). A ligagdo da Ang Il ao seu receptor AT2 produz efeitos que
tém sido caracterizados como contrareguladores dos efeitos mediados pelo AT1, tanto em
curto como em longo prazo (Masaki e cols., 1998; Horiuchi e cols., 1999; Levy, 2005) tendo
um papel protetor contra a hipertenséo.

A fragmentacdo do octapeptideo Ang Il, através da remocgao da fenilalanina de sua
porcdo carboxi-terminal, resulta na formagdo da Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. Esta
conversao €& eficientemente catalisada pela recém descoberta enzima conversora de
Angiontensina Il (ECA2), um analogo da ECA (Harmer e cols., 2002; Vickers e cols., 2002).
A Ang-(1-7) também pode ser formada diretamente a partir da Ang |, uma conversao
mediada por varias enzimas como a proliendopetidase nas células vasculares (Santos e
cols., 1992), endopeptidase neutral na circulagdo e rins (Shaltout e cols., 2007) e
oligopeptidases (Gallagher e cols., 2008). Muitos estudos mostraram que a Ang-(1-7) possui
efeitos, na maioria das vezes, opostos aos produzidos pela Ang Il (Ferrario e cols., 1997;
Santos e cols., 2000; Santos e cols., 2005). Nos vasos, além de potencializar a agao
vasodilatadora da bradicinina (BK) (Paula e cols., 1995; Brosnihan e cols., 1996; Lima e
cols., 1997; Almeida e cols., 2000; Fernandes e cols., 2001) ainda inibe o crescimento de
células musculares lisas (Freeman e cols., 1996; Strawn e cols., 1999; Tallant e cols., 1999;
Machado e cols., 2000). Estudos (Almeida e cols., 2000; Santos e cols., 2000; Faria-Silva e
cols., 2005) tém mostrado que estes efeitos anti-hipertensivos da ang-(1-7) estao associados
a liberagao de NO.

Aumentos da expressao das isoformas de NOS alcangam uma importancia singular
durante a hipertensido arterial, na qual a producdo de NO parece estar seletivamente
aumentada em areas centrais em resposta a elevagdo da atividade do SNS (Dampney,
1994a; Horn e cols., 1994; Hirooka e cols., 1996; Tseng e cols., 1996; Martins-Pinge e cols.,
1997; Plochocka-Zulinska e Krukoff, 1997; Matsumura e cols., 1998). A maioria dos estudos
a respeito das acdes cardiovasculares do NO na VLM tiveram como foco a RVLM e com isso

pouco se sabe das agdes cardiovasculares do NO na CVLM. Como ja mencionado, durante
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a hipertensdao 2R1C, a CVLM apresenta uma reduzida capacidade simpato-inibitéria sobre
neurdnios da RVLM (Smith e Barron, 1990b; Muratani e cols., 1993; Sved e cols., 2000), o
que poderia ser uma das causas da elevacao da PA, aumento da atividade do SNS e da
baixa sensibilidade da bradicardia reflexa que ocorre durante a hipertensdo (Kawashima e
cols., 1987; Moreira e cols., 1988; Whitescarver e cols., 1990; Berenguer e cols., 1991;
Grassi e cols., 2000; Ketch e cols., 2002; Rodrigues e cols., 2007; Cangussu e cols., 2009).
Além disso, estudos da literatura mostraram que a expressdao da nNOS mostra-se
aumentada na CVLM em animais SHR e com hipertensdo renovascular 2R1C (Krukoff e
cols., 1995; Plochocka-Zulinska e Krukoff, 1997), entretanto, ndo existem trabalhos
conclusivos acerca da importancia desta alteracdo dos niveis de NO da CVLM sobre
parametros cardiovasculares, durante a hipertensdo 2R1C.

Diante destas consideracbes, nossa hipétese € que o NO da CVLM poderia estar
envolvido no desenvolvimento e/ou manutencdo da hipertensdo renovascular 2R1C e na
menor sensibilidade da bradicardia reflexa que ocorre nesta patologia. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito do NO na CVLM sobre pardmetros cardiovasculares
como pressao arterial média (PAM), FC e sensibilidade da bradicardia reflexa em animais

com hipertensao renovascular 2R1C.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do NO no bulbo ventrolateral caudal (CVLM) sobre a pressao arterial
média (PAM), frequiéncia cardiaca (FC) e sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos com

hipertensao renovascular dois rins, um clipe (2R1C).

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o peso umido relativo dos rins (clipados e nao clipados) dos animais com
hipertensao renovascular 2R1C.

2. Avaliar o peso umido relativo do coragédo (atrios, ventriculo direito e ventriculo
esquerdo) de animais normotensos (SHAM) e 2R1C.

3. Avaliar o efeito da inibicdo da produgdo do NO, através da microinjecdo de L-NAME
na CVLM, sobre a PAM e FC em animais SHAM e 2R1C.

4. Avaliar o efeito do aumento da produgdo do NO, através da microinjecdo do
precursor do NO, L-arginina, na CVLM, sobre a PAM e FC em animais SHAM e
2R1C.

5. Avaliar o tempo de duracido dos efeitos cardiovasculares produzidos pelas
microinjecdes de L-NAME e L-arginina na CVLM em ratos SHAM e 2R1C.

6. Avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecdo de L-arginina apos a
microinjecao de L-NAME na CVLM em animais SHAM e 2R1C.

7. Avaliar o efeito das microinjegcdes de L-NAME e L-arginina na CVLM, sobre a

sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos SHAM e 2R1C

31



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Fischer, pesando entre 150 e 200g, fornecidos pelo
Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutrigdo da Universidade Federal de
Ouro Preto-MG. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto-MG.

3.2 Producgao da Hipertensao Arterial Renovascular (2R1C)

Para a producdo do modelo experimental de hipertensdo foi utilizada a técnica
cirurgica dois rins, um clipe (2R1C) desenvolvida por Goldblatt e colaboradores (1934). Os
ratos (150-200g) foram submetidos ao jejum de 12 horas, com livre acesso a agua. No dia
da cirurgia, sob anestesia de quetamina e xilasina (50 mg/ kg e 5 mg/ kg, ip,
respectivamente) os animais foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirurgica,
e submetidos a tricotomia e assepsia da regido abdominal com &lcool iodado 2%. Em
seguida foi feita uma laparotomia mediana de 4 a 6 cm abaixo do processo xifdide para
visualizacdo e isolamento da artéria renal esquerda. Foram colocados retratores
bilateralmente na incisdo cirargica e as algas intestinais foram retraidas. Em seguida, a
artéria renal esquerda foi isolada com o auxilio de pingas e cotonetes e um clipe de prata
(contendo 5% de liga de cobre e 6timo grau de dureza) com 8 mm de comprimento e 2 mm
de largura, em forma de U, foi colocado em torno da artéria renal. O grau de constric¢ao
interna do clipe foi previamente fixado a 0,20 mm através do uso de um calibrador. O valor
de constricao da artéria renal de 0,20 mm foi definido através de experimentos preliminares
em que foi observado um indice de PAM > 130 mmHg, apds 30 dias da cirurgia.

Outros animais foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM), que consistiu na
realizagdo de todos os procedimentos acima, exceto a colocagao do clipe de prata em torno
da artéria renal. Estes animais foram utilizados como controle. Em todos os animais o
abddémen foi suturado com pontos continuos, envolvendo a camada muscular e pontos
separados na pele. Ao final dos procedimentos cirargicos, uma dose Unica de antibidtico
(0,01ml/ 100g de peso corporal pentabiético veterinario/ Fort DODGE) foi administrada em

todos os animais para evitar infecgdes pos-cirurgicas.
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3.3 Drogas e Preparo de Solugées

3.3.1 Drogas e Solugodes

* L-NAME (inibidor nao seletivo das isoformas de NOS): {Peso molecular (PM):
270,0} Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

* L-arginina (precursor da sintese de NO, catalisada pelas isoformas de NOS):
(PM: 174,5) Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

* Agente hipertensor agonista adrenérgico: cloridrato de L-Fenilefrina adquirida de
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

* Anestésicos: - Uretana (PM: 89,09), adquirida de Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA
- Xilazina, adquirida da Syntec do Brasil Ltda

- Quetamina, adquirida da Syntec do Brasil Ltda.
* Heparina sédica: 25.000 Ul/ 5mL adquirida de Roche Primare Care
* Pentabiético (antibiético): adquirido de Fort DODGE

3.3.2 Preparo das Drogas Microinjetadas nos Experimentos

Preparo do L-NAME

O L-NAME foi dissolvido em solugao fisiologica estéril (NaCl 0,9%) na concentragéo
de 0,135 mg/ ul, imediatamente aliquotado (5 ul), e acondicionado em microtubos de
polietileno tipo “Ependorff” a -20°C. No dia do experimento dilui-se o conteudo de um
microtubo a 20 ul de solugao fisiolégica de NaCl. A quantidade microinjetada de L-NAME foi
de 10nmol em 100nl. A concentragdo e quantidade da droga a ser microinjetada foram
escolhidas de acordo com estudos prévios da literatura (Kagiyama e cols., 1997; Lage e
cols., 1999; Mayorov, 2007b).

Preparo da L-arginina

A L-arginina foi dissolvida em solugao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) na concentragao
de 0,1746 mg/ pl, imediatamente aliquotado (25 pl), e acondicionado em microtubos de
polietileno tipo “Ependorff” a -20°C. No dia do experimento dilui-se o conteudo de um
microtubo com mais 25 pl de solugao fisioldgica de NaCl. A quantidade microinjetada de L-
arginina foi de 50nmol em 100nl. A concentragdo e quantidade da droga a ser microinjetada

foram escolhidas a de acordo com dados prévios da literatura (Lage e cols., 1999).
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Preparo da Fenilefrina

Foram preparadas solu¢des em sete concentragdes (0,5 pug/ ml; 1,0 ug/ ml; 2,5 pg/
ml; 5,0 pg/ ml; 10 pug/ ml, 20 ug/ ml e 50 ug/ ml) utilizando cloridrato de L-Fenilefrina. Estas
solugdes foram aliquotadas em microtubos de polietileno tipo “Ependorff” e permaneceram

congeladas até o momento do uso.

3.4 Avaliagao Indireta da Pressao Arterial Através da Utilizagcdao da Pletismografia de
Cauda

Para acompanhar o desenvolvimento da hipertensdo renovascular foi utilizado
método indireto de medida da PA por pletismografia de cauda. O sistema utilizado foi
proposto por Willians e colaboradores em 1939 e modificado por Magaldi (1944). O aparelho
utilizado consiste de um sistema fechado (coluna de vidro) contendo agua, que sobre
pressao ajusta um manguito de borracha (latex) a toda porgao distal da cauda do animal. A
parte proximal da cauda é envolvida por um outro manguito de borracha, (de trés
centimetros de comprimento) que esta conectado a uma coluna de mercurio e é responsavel

pela oclusao da artéria caudal. A figura 4 ilustra a foto do pletismografo.

) Coluna de mercurio
Coluna de agua

Manguito de borracha
que comprime a cauda
do animal

Sistema de seringas para
ontrole da pressao da coluna
de agua

Figura 4: Foto ilustrativa do sistema de pletismografia de cauda utilizado.

Para provocar dilatacdo das artérias periféricas e facilitar a medida da presséao, os
animais tiveram sua cauda previamente aquecida em uma caixa de madeira com uma
ldmpada incandescente de 150 watts. A seguir, os animais foram colocados em um sistema

de contengdo para proceder a medida. Neste sistema de contengdo somente a cauda do
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animal foi mantida exteriorizada. Posteriormente a cauda era inserida no pletismégrafo,
comprimida pela pressdo da coluna de liquido através da aderéncia do latex a cauda do
animal e o manguito conectado a coluna de mercurio foi insuflado. Em seguida, a presséo na
coluna de agua do pletismografo foi reduzida, graduando-se o nivel do liquido na coluna
para aproximadamente 15 cm de altura. Em seguida, a pressdo no mandmetro de mercurio
foi reduzida lentamente ao mesmo tempo em que se aguardava a elevagdo no nivel de
liquido na coluna de agua do pletismégrafo, o que ocorria em fungdo do retorno de sangue a
cauda do animal. Portanto, quando a agua da coluna do pletismégrafo se elevava era

realizada a leitura da coluna de mercurio, que correspondia a PAM basal do animal.

3.5 Confecgédo e Implantagao das Canulas Vasculares

Na confeccao das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-10 de 4 cm para
canula arterial e de 2 cm para a canula de veia, soldados a tubos de polietileno PE-50 de 15
cm por aquecimento. Antes da canulagao, o interior das canulas foi preenchido com solugéo
fisiolégica heparinizada (NaCl, 0,9%) e a extremidade PE-50 de cada canula foi obstruida
com pino de metal. Os animais foram colocados em decubito dorsal em uma prancha
cirdrgica realizando-se uma pequena incisdo na face ventral da pata traseira direita,
separando a musculatura para localizagao do feixe vasculo-nervoso femural. A artéria e veia
femorais foram dissecadas e expostas. A extremidade PE-10 das canulas foram introduzidas
na aorta abdominal, via artéria femural, para registro dos parametros cardiovasculares e na
veia cava inferior, através da veia femural, para administracdo de drogas. Para este
procedimento e para os demais apresentados a seguir, 0s animais foram anestesiados com

uretana (1,2 g/ Kg) por via intraperitoneal (i.p).

3.6 Traqueostomia

Os animais foram colocados em uma mesa cirdrgica em decubito dorsal e
submetidos a uma incisdo mediana na regido cervical anterior. A musculatura foi
divulsionada e a traquéia exposta. Em seguida uma canula de polietiieno (PE 90) foi
introduzida na traquéia com a finalidade de manter as vias aéreas patentes durante o

experimento.
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3.7 Avaliagao Direta da Pressao Arterial

A presséo arterial foi monitorada através de um transdutor de pressdo modelo Gould
conectado a um amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressao arterial pulsatil (PAP) foi
derivado para um cardiotacémetro (PM-1000, CWE) para se obter a FC. A PAP e FC foram
continuamente amostradas por um sistema de conversdo analdgico/ digital de 12 bits
(POWERLAB 4/ 25) a uma frequéncia de 800 Hz e armazenados em disco rigido (PC).
Posteriormente, o sinal foi processado por um software (Chart 5 for Windows) para se obter
a PAM, as caracteristicas temporais e as alteragdes maximas dos parametros desejados.
Simultaneamente, a PAM e FC foram calculadas a partir de pulsos de PA. Essas variaveis
foram apresentadas simultaneamente em canais diferentes do monitor e armazenadas em
disco rigido do computador. Antes da conexdo da canula arterial ao transdutor de presséo,
a mesma foi heparinizada (heparina sédica 25.000 Ul/ 5mL) a fim de se evitar a formagao de

coagulos durante o registro dos parametros cardiovasculares.

3.8 Procedimentos para Exposi¢gao do Bulbo

Os animais foram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico
(David Kopf modelo DKI 900) para realizagdo da cirurgia para exposicdo do bulbo. A
inclinagdo da cabecga foi mantida em uma angulagdo de aproximadamente 30° e a -11mm
abaixo da linha interaural com auxilio das barras auriculares e pec¢a bucal do aparelho. Uma
incisdo mediana foi feita na regido cervical posterior, separando-se a musculatura. A seguir,
procedia-se uma craniotomia occipital, seccionava-se a membrana atlanto-occipital e as

meninges (dura-mater e aracnoidea), expondo-se a superficie dorsal do tronco cerebral.

3.9 Procedimento de Microinje¢cao no Bulbo Ventrolateral

As microinjecdes foram feitas utilizando-se uma micropipeta de vidro de trés pontas,
confeccionadas em um aparelho para elaboragdo de micropipetas de vidro “Gass Puller”.
Na extremidade de cada ponta foram adaptados cateteres de polietieno P90 e
posteriormente o conjunto foi devidamente fixado ao micromanipulador ou haste do
extereotaxico. As microinjegdes foram realizadas pela presséo de ar exercida manualmente
por uma seringa de plastico conectada a extremidade distal de cada P90. O volume de cada
microinjecdo das drogas foi de 100 nl. Para controlar os efeitos de volume e/ou pressao
exercida pela microinjegdo das drogas, o volume de veiculo (100 nL, NaCl 0,9%) foi também

microinjetado. Além disso, o tempo gasto para microinjecao de cada volume de 100 nl foi
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superior a 15 segundos. As drogas foram microinjetadas unilateralmente na area caudal do
bulbo ventrolateral (CVLM) esquerda tendo o 6bex como ponto de referéncia antero-
posterior e lateral de acordo com as seguintes coordenadas: CVLM — 0,7 mm rostal e 1,8
mm lateral esquerdo ao ébex.

A profundidade foi determinada a partir do momento em que a ponta da micropipeta
de vidro tocou a superficie ventral ao bulbo. A confirmacgéo fisioldgica do posicionamento
correto da micropipeta de vidro na CVLM foi obtida através da observacdo de uma queda
transitéria da PAM em torno de 11 mmHg. Nas microinje¢des em que ndo se observou esse
efeito fisioldgico, os ratos foram descartados. A confirmacéo final do posicionamento correto
da micropipeta foi feita através da analise histolégica do bulbo. A localizagdo da regido da

microinjecao esta ilustrada na figura 5.
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Figura 5: Demonstracdo anatdmica do local de realizagdo das microinjegdes no bulbo
ventrolatetal caudal (CVLM) de ratos normotensos SHAM e com hipertensdo renovascular
2R1C. As microinjecoes foram realizadas com micropipeta de vidro de 3 pontas (A, B, C).
Adaptado de Paxinos e Watson, 1986.
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3.10 Teste da Sensibilidade do Controle Reflexo da FC

A sensibilidade do reflexo pressoreceptor foi avaliada relacionando-se as alteragdes
reflexas da FC induzidas por alteragdes transitérias da PAM. Para produzir alteracbes da
PAM, os animais foram submetidos a injegcbes endovenosas (em bolus) (0,1 ml) de doses
crescentes de fenilefrina que variaram de 0,5 a 50,0 uyg de maneira a se obter respostas
pressoras crescentes. Um intervalo minimo de um minuto foi mantido entre as injegbes, para
permitir que a PAM e FC retornassem aos valores basais.

A alteragdo maxima da FC verificada durante os primeiros cinco segundos da
resposta pressora correspondente foi convertida a intervalo de pulso (IP,ms) através da
férmula do IP (Figura 6B). A sensibilidade do reflexo pressoreceptor foi expressa pela razdo
entre a alteragao da FC em intervalo de pulso (mseg) e a alteragdo da PAM (mmHg) que
denominamos “indice de sensibilidade do reflexo pressoreceptor”. O melhor ajuste da
regressao linear foi extraido da média + EPM para alteracées de PAM e FC para cada dose
de fenilefrina e para cada animal (Figura 6B). A curva de regressao linear foi usada como
um indice de sensibilidade barorreflexa. A bradicardia reflexa foi avaliada antes e apés as

microinjecoes de L-NAME e L-ARGININA na CVLM de animais normotensos e hipertensos.
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Bradicardia Reflexa
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Figura 6: Esquema demonstrando o teste da bradicardia reflexa através de microinjecdes de
doses crescentes de fenilefrina (painel A) e férmulas de converséo da frequéncia cardiaca
(FC, bpm) em intervalo de pulso (IP, ms) e do indice de sensibilidade barorreflexa
(ms/mmHg) (painel B). Pressao arterial média (PAM, mmHg); freqléncia cardiaca de pico

(FCp, bpm); freqUéncia cardiaca basal (FCb, bpm); delta de variagéo (A)

3.11 Anadlise Histolégica do Bulbo

Ao fim de cada experimento, o animal foi sacrificado por decapitacdo através da
guilhotina para animais de experimentagdo de pequeno porte. Os cérebros foram removidos
e fixados em paraformaldeido 10%. Os tecidos foram seccionados na espessura 50 pm
através da utilizagdo de um criostato (Leica CM 1850). As sec¢des do bulbo foram dispostas
em laminas de vidro previamente gelatinadas. Apds secagem (24h), as laminas foram
coradas através da técnica de coloracido pelo vermelho neutro. A localizagdo do sitio das
microinjecdes nos cortes histologicos foi realizada com auxilio de microscépio e tinha como
referéncia os diagramas do atlas de Paxinos e Watson, 1986. Posteriormente, os cortes
mais representativos de cada grupo foram visualizados em uma lupa (Leica MZ6) e em
seguida fotografados. Os animais em que o sitio de microinjegdo nado coincidiam com a

CVLM tinham seus registros cardiovasculares eliminados da analise.
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3.12 Analise do Peso dos Orgaos

Apds os experimentos, os rins (direito e esquerdo) foram retirados e pesados apds
secagem rapida com papel filtro (peso umido). Foi realizada a relagao entre o peso umido
dos 6rgaos e o peso corporal do rato (g/100g peso do rato). O coragdo dos animais também
foi coletado para analise do peso umido total e peso de atrios e ventriculos em relagdo ao

peso corporal do rato (g/100g peso do rato).

3.13 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como medias + EPM. Comparagbes entre
antes e depois das microinje¢des de drogas no mesmo animal foram feitas pelo teste “t” de
Student pareado. Para observagdes entre animais diferentes foi utilizado o teste “t” de
Student ndo pareado. Comparagdes entre grupos diferentes foram realizadas por ANOVA
“‘one-way” seguido do teste de Newman-Keuls. As andlises foram realizadas através do
software Graphpad Prism (versao 4.00). Foram consideradas diferencas significativas para
p<0.05.

3.14 Protocolos Experimentais

Protocolo I: Avaliagciao dos efeitos produzidos pelas microinjecées de L-NAME e L-
arginina na CVLM sobre a PAM e FC.

Apébs o inicio do registro da PAM e FC, por cerca de dez minutos (estabilizagao),
posicionou-se a micropipeta de vidro na CVLM. Esperou-se mais dez minutos para
realizacdo da microinjecdo de L-NAME (10nmol) ou L-arginina (50nmol). Apds a
microinjecdo de uma ou outra substancia, os parédmetros cardiovasculares dos animais
foram registrados por até cinquenta (50) minutos. Ao final do experimento a salina foi
microinjetada na CVLM e utilizada como controle. As microinje¢cdes de L-NAME ou L-
arginina foram feitas na CVLM de ratos SHAM e 2R1C. Foram utilizados grupos diferentes
de ratos para os estudos de microinjecdo de L-NAME e L-arginina. Essas etapas

experimentais estdo sumarizadas na figura 7 abaixo:
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Registro Direto

Cirurgia: 2RI1C ou Parimetros
Sham Cardiovasculares L-NAME
Pletismografia . ou . .
semanalmente Plpetal CVLM L—arlginina Fim dlo registro
28 dias 10 min 10 min 50 min

Figura 7: Protocolo experimental para a avaliagdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinjecdo de L-NAME ou l-arginina na CVLM, sobre a PAM e FC em ratos SHAM e
2R1C.

Protocolo Il: Avaliagcao do efeito produzido pela microinje¢do de L-arginina apdés a
microinjecao de L-NAME na CVLM sobre a PAM e FC

Para verificar se o L-NAME (inibidor ndo especifico da sintese de NO) seria efetivo
em inibir os efeitos da L-arginina (precursor do NO), microinjetou-se a L-arginina (50nmol) na
CVLM e esperou-se cinquenta (50) minutos. Apds esse periodo, foi feita a microinjecao de L-
NAME (10nmol) na CVLM. A microinjecao de L-arginina foi repetida cinco (5) minutos apos a
microinjecdo de L-NAME e durante os cinquenta (50) minutos posteriores, observou-se os
efeitos na PAM e FC produzidas pela microinjecao. Ao final do experimento a salina foi

microinjetada na CVLM. Essas etapas experimentais estdo sumarizadas na figura 8 abaixo:

Registro Direto

Cirurgia: 2RIC ou Parametros
Sham Cardiovasculares
Pleti fi N , ;
cusmogtatia Pipeta CVLM ~ L-ARGININA ~ L-NAME  L-arginina Fim do registro
semanalmente
| ] ] ] ]
28 dias 10 min 10 min 50 min 5 min 50 min

Figura 8: Protocolo experimental para a avaliagado dos efeitos na PAM e FC produzidos pela
microinjecado de L-arginina antes e apds a microinjecao de L-NAME na CVLM, sobre a PAM
e FC em ratos SHAM e 2R1C.

Protocolo lll: Avaliagcdo da microinjegao do L-NAME ou L-arginina na CVLM sobre a

sensibilidade da bradicardia reflexa
Com a intencdo de observarmos se o NO interferia com a sensibilidade da

bradicardia reflexa foram microinjetados L-NAME (10nmol) ou L-arginina (50nmol) na CVLM,

antes e apds a avaliagdo do teste de bradicardia reflexa. Dez (10) minutos apés o
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posicionamento da micropipeta na CVLM, foi realizado o primeiro teste da sensibilidade da
bradicardia reflexa através de doses de concentragdes crescentes intravenosas (i.v.) de
fenilefrina “in bolus”. A seguir, foi microinjetado L-NAME ou L-arginina de acordo com o
protocolo utilizado e um segundo teste do barorreflexo foi realizado 5 minutos apds a
microinjecdo de L-NAME ou L-arginina na CVLM. Ao final do experimento a salina foi
microinjetada na CVLM de animais SHAM e 2R1C. Foram utilizados grupos diferentes de
ratos para os estudos de microinjecdo de L-NAME e L-arginina. As etapas experimentais

estao sumarizadas na figura 9 abaixo:

Registro Direto

Cirurgia: 2RIC ou ParAmetros

Sham Cardi 1
ardiovascuiares Teste da L-NAME Teste da
Pletismografia ) Bradicardia ou Bradicardia Fim d st
semanalmente Pipeta ICVLM Reﬂlexa L-arglinina Relzﬂexa 1r|n Skic SLL
28 dias 10 min 10 min 15-20 min 5 min 15-20 min

Figura 9: Protocolo experimental para a avaliagdo da sensibilidade da bradicardia reflexa

antes e apés microinjecao do L-NAME ou L-arginina na CVLM em animais 2R1C e SHAM.
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros para Caracterizagao da Hipertensiao Renovascular 2R1C

4.1.1 Avaliagdao Semanal Indireta da PA por Pletismografia de Cauda apés Cirurgia

para Produg¢ao da Hipertensao Renovascular 2R1C

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da hipertensdo renovascular 2R1C,
mensurou-se indiretamente a pressado arterial através da pletismografia de cauda. As
avaliagbes foram realizadas semanalmente em animais SHAM (normotensos) e em ratos
com hipertensdo renovascular 2R1C. Os valores de PA encontrados estdo na Figura 10 e
Tabela I.

Como mostrado na Figura 10 e Tabela I, os valores de PA dos ratos 2R1C na
primeira semana n&o foram diferentes (p>0,05) dos valores encontrados para os ratos
SHAM. Ja a partir da segunda semana os valores de PA dos animais 2R1C foram superiores
(p<0,05) aos valores de PA dos animais SHAM. Os valores de PA dos animais 2R1C na
terceira e quarta semana apos as cirurgias também foram superiores (p<0,05) quando
comparado aos valores de PA dos animais SHAM e, além disso, ndo foram diferentes
(p>0,05) entre si.
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Figura 10: Pressao arterial média (PAM, mmHg) mensurada através de pletismografia de
cauda em ratos acordados, durante 4 semanas apés as cirurgias SHAM (n=12) e 2R1C
(n=12). *p<0.05 em comparagao aos respectivos valores de PAM dos ratos Sham (teste “t”

de Student para observagbes nao pareadas).
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Tabela I: Acompanhamento semanal da pressédo arterial média basal (PAM, mmHg) em

ratos acordados por pletismografia de cauda

7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias

SHAM (n=12) 107,2 £ 2,1 106,1 £ 2,7 105,8 £ 2,1 107,9+2,8

2R1C (n=12) 112122 130,0+x53* 144,6£51* 146,5+6,5"

Valores expressos como média + erro padrdo da média. *p<0.05 em comparagao aos
respectivos valores de PAM dos ratos Sham. (teste “t” de Student para observagdes nao

pareadas).

4.1.2 Avaliagédo do Peso Umido dos Rins

Com a intencao de avaliar se a estenose da artéria renal (rim clipado) poderia ser um
parametro para confirmar a hipertensao renovascular, foi avaliado o peso umido dos rins dos
animais SHAM e dos animais submetidos a cirurgia 2R1C. A Figura 11 ilustra os rins dos
ratos 30 dias apds a cirurgia ficticia (SHAM) (painel B) e apds a cirurgia para a produgao
hipertensao renovascular (2R1C) (painel A).

A Figura 12 e Tabela Il mostram que o peso Uumido relativo dos rins esquerdos
(clipados) dos animais 2R1C foi menor (p<0,05) do que o peso umido relativo dos rins
esquerdos dos ratos SHAM. Por outro lado, o peso Umido relativo dos rins direitos
(contralaterais) dos ratos com hipertensao renovascular 2R1C foi maior (p<0,001) do que o
peso umido relativo dos rins direitos dos ratos SHAM. O percentual de diferengca de peso
entre rins (clipados e nao clipados) dos ratos 2R1C situou-se em torno de 40%, sendo
diferente dos animais SHAM que nao apresentaram diferencga significativa (p>0,05) de peso
entre seus rins (Figura 12 e Tabela II).

Em outra analise, o percentual de diferenga de peso entre rins dos ratos com
hipertensado renovascular 2R1C foi correlacionado com escalas de valores de PAM basal
medidos diretamente (pelo transdutor). A Figura 13 e Tabela Ill mostram dados referentes ao
percentual de diferenga de peso entre rins e sua correlagdo com niveis pressoéricos dos ratos
hipertensos (2R1C). Os dados mostram que houve uma correlagao positiva entre os niveis
pressoricos e o percentual de diferenca de peso umido relativo entre os rins dos ratos
hipertensos (2R1C). Alem disso, pode-se observar que os ratos submetidos a cirurgia 2R1C
tornaram-se hipertensos (p<0,01) em relagdo aos ratos SHAM, com uma variagdo do
percentual de diferenga entre rins clipados e n&o clipados de 22 a 60% (Figura 13 e Tabela
llI). Uma melhor analise desses dados foi obtida através do grafico da regressao linear da

PAM com o peso relativo do rim direito, percentual de diferenga entre rim esquerdo/direito e
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com o peso relativo do rim esquerdo (Anexo |). Os resultados desta analise revelaram que a
PAM correlacionou-se positivamente (r*=0,4003) com o peso relativo do rim direito (Anexo
IA) e com o percentual de diferengca de peso entre rim esquerdo/direito (r’=0,1640, Anexo

IB), ndo se correlacionando (r?=0,02449) com o peso relativo do rim esquerdo (Anexo IC).

A —=[B

Figura 11: Fotos tipicas dos rins direito (D) e esquerdo (E) dos ratos SHAM (painel A) e dos

ratos com hipertensao renovascular 2R1C (painel B), 30 dias apds cirurgias.
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Figura 12: Peso umido relativo (g/ 100g de peso corporal) dos rins esquerdo e direito dos
ratos normotensos SHAM (n=11) e com hipertensao renovascular 2R1C (n=11). *p<0,05 em
comparagdo aos respectivos rins dos ratos SHAM (n=11). * P<0,001 em relagdo ao

respectivo rim esquerdo dos animais (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Tabela Il: Valores do peso umido relativo dos rins e percentual de diferenga entre rins direito
e esquerdo de ratos normotensos SHAM e com hipertensao renovascular 2R1C (g/ 100g do

peso corporal)

Rim Rim
L % Diferenca
Esquerdo Direito

SHAM (n=11) | 0,34+0,01g 0,35+ 0,01g 0,9+0,9

2R1C (n=11) | 0,28+0,02g* 0,52 +0,05g" 402+6,1*

% Diferenga= percentual de diferengca de peso relativo entre rins (direito e esquerdo) do

mesmo rato. Valores expressos como média * erro padrao da média. *p<0,05 em relagéo ao
grupo SHAM. #p<0,001 em relagdo ao respectivo rim esquerdo dos animais (n=11). (teste “t”

de Student para observagbes nao pareadas).
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Figura 13: Correlagido entre os intervalos de PAM basal (mmHg) medida de forma direta
(pelo transdutor) e o percentual de diferenca de peso umido relativo entre rins dos ratos com
hipertensao renovascular 2R1C (n=4-12) *p<0,01 em comparag¢ao aos ratos SHAM (n=11).
(ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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Tabela lll: Percentual de diferenca de peso umido entre rim esquerdo e direito de ratos com

hipertensao renovascular 2R1C anestesiados e PAM basal

Intervalos de pressao arterial média basal (PAM, mmHg)

SHAM
(100-130 mmHg)  131-140  141-150  151-160 161170 171-180
“%diferenca 0.9+ 0.9 282+35% 456+4,1° 220+38° 320£69% 602+ 129"
n 11 12 7 6 6 4

Valores expressos como média  erro padrdo da média.
% diferenca=percentual de diferenca entre rins (direito e esquerdo). *p<0,01 em comparagao
aos ratos SHAM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls).

4.1.3 Avaliagdo do Peso Umido do Coragdo e Componentes Cardiacos de Ratos

Normotensos SHAM e com Hipertensao 2R1C

Para avaliarmos o efeito da hipertensdo renovascular 2R1C sobre o coragao,
analisamos o peso Umido relativo do coragao, atrios e ventriculos direito e esquerdo. A
Figura 14 e tabela IV mostram que o peso dos atrios dos ratos 2R1C n&o foi diferente
(p>0,05) do peso dos atrios dos ratos normotensos SHAM, da mesma forma que também
nao foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) entre o peso umido do ventriculo
direito de animais 2R1C e dos ratos SHAM.

Ja o peso umido relativo do coracdo dos animais com hipertensao 2R1C foi maior
(p<0,001) quando comparado ao peso umido relativo do coragdo dos animais normotensos
SHAM. Esse aumento foi causado possivelmente devido a hipertrofia do ventriculo
esquerdo, que apresentou uma elevagao (p<0,001) de peso umido relativo em ratos
hipertensado renovascular 2R1C, quando comparado ao peso umido relativo do ventriculo

esquerdo dos ratos normotensos SHAM (Figura 14 e tabela V).
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Figura 14 Avaliagdo do peso umido relativo dos atrios (AT), ventriculo direito (VD), ventriculo
esquerdo (VE) e coracdo (CO) de ratos com hipertensado renovascular 2R1C (n=11) e ratos
normotensos SHAM (n=11). *p<0,05 em comparag¢ao aos respectivos pesos umidos relativos
dos animais SHAM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls).

Tabela IV: Valores do peso umido relativo (g/ 100g do peso corporal) dos atrios, ventriculos
direito, ventriculos esquerdo e coracdo de ratos normotensos SHAM e com hipertensao

renovascular 2R1C

i Ventriculo Ventriculo
Atrios Coragao
Direito Esquerdo

SHAM (n=11) | 0,03+ 0,005 0,07 + 0,005 0,20 £ 0,01 0,30 £ 0,01

2R1C (n=11) | 0,03 £ 0,005 0,06 + 0,005 0,31+ 0,02* 0,41 +0,02*

Valores expressos como média + erro padrdao da média. *p<0,05 em comparagao aos

respectivos pesos umidos relativos dos animais SHAM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls)

4.2 Avaliagao Direta dos Parametros Cardiovasculares

A Figura 15 e Tabela V referem-se aos valores diretos de PAM e FC basal de todos
0s grupos experimentais. A avaliagdo direta da PAM basal de ratos anestesiados mostrou
como esperado, que os ratos com hipertensao renovascular 2R1C apresentaram uma PAM
basal superior (p<0,005) comparado aos animais normontensos SHAM e nao foram

observadas diferencas estatisticas (p>0,05) em relagcdo a FC basal entre os dois grupos.
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Esses dados confirmam o sucesso da técnica de indugao de hipertensao utilizada (Figura 15

e Tabela V).
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Figura 15: Avaliacdo direta da pressao arterial média basal (PAM basal, mmHg; painel A) e
frequéncia cardiaca basal (FC basal, bpm; painel B) de ratos normotensos SHAM (n=42) e
com hipertensao renovascular 2R1C (n=36) através do transdutor de pressao. *p<0,05 em

comparagao ao grupo SHAM (teste “t” de Student para observag¢des nédo pareadas).
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Tabela V: Valores de Pressdo Arterial Média basal (PAM basal, mmHg) e Frequéncia
Cardiaca basal (FC basal, bpm) dos ratos normotensos SHAM e com hipertensao

renovascular 2R1C

PAM basal FC basal
(mmHg) (bpm)

SHAM (n=42) | 1056+1,7 382,7+4,4

2R1C (n=36) | 141,8+3,1* 372,1%7,9

Valores expressos como média * erro padrdao da média.

*p<0,05 em comparacdo aos valores basais dos ratos normotensos SHAM. (teste “t” de

Student para observagbes ndo pareadas).

4.2.1 Efeito Produzido pela Microinjecdo de L-NAME na CVLM de Ratos Normotensos

SHAM e com Hipertensao Renovascular 2R1C

Com o objetivo de avaliar os efeitos da inibicdo do o6xido nitrico (NO) no bulbo
ventrolateral caudal (CVLM), sobre a pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca
(FC), o L-NAME (inibidor ndo seletivo das isoformas de NOS;10nmol), foi microinjetado na
CVLM de ratos normotensos SHAM (n=6) e com hipertensao renovascular 2R1C (n=7). A
Figura 17 e Tabela VI mostram que a microinjecdo de L-NAME na CVLM produziu uma
queda (p<0,01) na PAM tanto em animais SHAM, como nos animais 2R1C (p<0,001), em
comparagao as microinjegées de salina. Em relagdo a FC, a microinje¢cdo de L-NAME na
CVLM produziu uma redugao deste parametro, tanto em animais SHAM (p<0,01) como em
animais 2R1C (p<0,05) quando comparado a microinje¢do de salina em ambos os grupos,
SHAM e 2R1C. As variagdes da PAM e FC produzidas pela microinje¢ao de L-NAME na
CVLM néo foram diferentes (p>0,05) entre os ratos SHAM e 2R1C (Figura 17 e Tabela VI). A
reducdo da PAM e FC produzida pela microinjecao de L-NAME em animais SHAM e 2R1C

podem ser visualizadas na Figura 16.
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Figura 16: Registro tipico ilustrando o efeito da microinjecao de L-NAME (10nmol) na CVLM
sobre a pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) em ratos normotensos SHAM (painel A) e com hipertensao renovascular 2R1C (painel
B). As setas e as linhas tracejadas verticais indicam o momento da microinjecdo do L-NAME
na CVLM.

51



PAM

A)
6 SHAM 2R1C
=5 p— —
=: -10
= .15
<E: -20- J_ J_
= * *
-25-
-30-
[ 1Salina CI1L-NAME
SHAM 2R1C
0 h———— —]
-10
-20
=
= -30
< 40- %
<1 .50- an
-60 - *
-70-

Figura 17: Alteragcbes na PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) produzidos pela
microinjecdo de L-NAME (10nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM (n=6) e com
hipertensao renal 2R1C (n=7). *p<0,05 em comparagado a microinjecao de salina. (ANOVA

seguido de Newman-Keuls).

52



Tabela VI: Variacbes na pressado arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
produzidas pela microinje¢do do L-NAME (10nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM e

com hipertensao renovascular 2R1C

(A PAM, mmHg) (A FC, bpm)
SHAM 2R1C SHAM 2R1C
Salina -3,4+04 -45+1,0 -1,0+£1,0 -0,6+1,2
L-NAME -17,0 £ 2,5% -17,4 + 3,2* -38,6 + 14,5* -28,5+7,5%
n 6 7 6 7

Valores expressos como média = erro padrdo da média. *p<0,05 em comparagcido a

microinjecao de salina (ANOVA seguido de Newman-Keuls).

4.2.2 Efeito Produzido pela Microinjecio de L-arginina na CVLM de Ratos

Normotensos SHAM e com Hipertensao 2R1C

Na intencdo de verificarmos se a microinjecdo de L-arginina na CVLM produziria
efeitos opostos aos da microinjecdo de L-NAME, foi microinjetado o precursor da sintese de
NO, L-arginina (50nmol), na CVLM de ratos normotensos SHAM (n=11) e com hipertensao
renovascular 2R1C (n=6). Como mostram a Figura 19 e Tabela VIl a microinje¢cao de L-
arginina na CVLM produziu uma elevacao significativa (P<0,001) da PAM em animais
SHAM, assim como em animais com hipertensao renovascular 2R1C, quando comparado as
alteragbes na PAM produzidas pelas microinje¢des de salina. O aumento de PAM induzido
pela L-arginina foi similar (p<0,05) entre os ratos SHAM e 2R1C.

A microinjecdo de L-arginina na CVLM produziu alteragbes variadas na FC,
alternando entre taquicardia e bradicardia. No entanto, quando se registrou as alteragoes
produzidas sobre FC, no pico da resposta pressora produzida pela droga, a microinje¢ao da
L-arginina (10nmol) na CVLM nao produziu alteragdes significativas (p>0,05) na FC em
ambos os grupos, apresentando um efeito similar as alteragdes produzidas pela
microinjecdo de salina (Figura 19 e Tabela VII). O aumento da PAM produzido pela

microinjecdo de L-arginina (50nmol) em animais SHAM e 2R1C esta ilustrado na Figura 18.
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Figura 18: Registro tipico ilustrando o efeito da microinje¢do de L-arginina (50nmol) na
CVLM, sobre a pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) em ratos normotensos SHAM (painel A) e com hipertensao renovascular
2R1C (painel B). As setas e as linhas tracejadas verticais indicam o momento da

microinjecao de L-arginina na CVLM.
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Figura 19: Alteracbes na PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) produzidas pela
microinjecdo de L-arginina (50nmol) na CVLM em ratos normotensos SHAM (n=11) e com
hipertensédo renovascular 2R1C (n=6). *p<0,05 em comparagdo a microinje¢do de salina

(ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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Tabela VII: Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
produzidas pela microinje¢do de L-arginina (50nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM

e com hipertensao renovascular 2R1C

(A PAM, mmHg) (A FC, bpm)
SHAM 2R1C SHAM 2R1C
Salina -2,4 0,7 -4,1+0,6 -0,6 £ 1,1 -2,7+1,0
L-ARG 11,4 +1,4* 11,0 + 2,5% 7,777 -12,2+ 5,7
n 11 6 11 6

Valores expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05 em comparagdo a

microinjecao de salina. (ANOVA seguido de Newman-Keuls).

4.2.3 Duracao dos Efeitos Cardiovasculares Produzidos pelas Microinje¢goes de L-
NAME e L-arginina na CVLM de Ratos Normotensos SHAM e com Hipertenséao

Renovascular 2R1C

No intuito de melhor caracterizar as alteragdes cardiovasculares produzidas pelas
microinjecées de L-NAME (10nmol) e L-arginina (50nmol) na CVLM, foi avaliado o tempo de
duracdo das alteragbes produzidas por estas drogas sobre a PAM e FC de ratos SHAM
(n=6-10) e de ratos 2R1C (n=4-6). A duragdo do efeito depressor da microinje¢do de L-
NAME néo foi diferente (p>0,05) entre animais SHAM e 2R1C. No entanto, a duragdo da
bradicardia produzida pela microinjegdo de L-NAME na CVLM foi menor (p= 0,0065) em
animais 2R1C quando comparado aos ratos normotensos SHAM (Tabela VIII).

Em relacdo a microinjecdo de L-arginina, a Tabela VIl mostra que a duragdo do
efeito pressor da microinjecdo desta droga na CVLM foi maior (p= 0,0140) em animais 2R1C
em comparagao com grupo SHAM. A microinjegcao de L-arginina na CVLM produz alteragées
variadas na FC, alternado entre taquicardia e bradicardia, por vezes, no mesmo animal. A
duragao dessas alteracbes causadas na FC, ou seja, o tempo em que a FC demora a
retornar aos valores basais foi maior (p= 0,0194) em animais 2R1C, quando comparadas

aos ratos normotensos SHAM.

Tabela VIII: Duragdo (em minutos) das variagbes produzidas na pressao arterial média

(APAM) e na frequéncia cardiaca (AFC) pelas microinje¢des de L-NAME (10nmol) e L-

56



arginina (50nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM e com hipertensao renovascular
2R1C

DURAGCAO DO EFEITO DA MICROINJEGAO (min)

L-NAME L-ARG
A PAM AFC A PAM AFC
(mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)
SHAM 37+0,5 22,5+ 3,1 10,3+2,3 13,8+ 3,9
n 6 6 10 7
2R1C 56+1,0 11,1 +1,4" 26,1+6,7" 31,5+52"
n 6 6 4 6

Valores expressos como média * erro padrdo da média. (min) representa minutos de
duragao. *p<0,05 em comparagao aos ratos SHAM. (teste “t” de Student para observacoes

nao pareadas).

4.2.4 Efeito Produzido pela Microinjegao de L-arginina apdés a Microinjegao de L-NAME

na CVLM de Ratos Normotensos SHAM e com Hipertensiao Renovascular 2R1C

Com o objetivo de analisar se os efeitos cardiovasculares produzidos pela
microinjecdo L-arginina na CVLM eram realmente causados pelo aumento dos niveis de NO
na CVLM, analisamos os efeitos na PAM e FC produzidos pela microinjecao de L-arginina
(50nmol) antes e apds a microinjecdo de L-NAME (10nmol) na CVLM de ratos SHAM (n=11)
e de ratos com hipertensado renovascular 2R1C (n=6). A Figura 20 e Tabela IX mostram
como ja mencionado, que a microinje¢ao de L-arginina antes da microinjecdo de L-NAME na
CVLM produziu aumento (p<0,001) da PAM em animais normotensos SHAM, e em animais
com hipertensdo renovascular 2R1C, quando comparado as microinje¢des de salina em
ambos os grupos. Ja apdés a microinjegdo de L-NAME (cinco minutos), o efeito da
microinjecéo de L-arginina sobre a PAM foi menor (p<0,05) em relagdo a microinjecao de L-
arginina antes do L-NAME e similar a microinjecdo de salina (p>0,05) em ratos SHAM e
2R1C (Figura 20 e Tabela IX). Adicionalmente, a microinje¢do de L-arginina apos o L-NAME
nao produziu alteragdes significativas sobre a FC (p>0,05) em ambos os grupos (SHAM e

2R1C) em comparagao a microinjecao de L-arginina antes do L-NAME.
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Figura 20: Alteracbes na PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) produzidas pela
microinjecdo de L-arginina (50nmol), antes e 5 minutos apds a microinjecdo de L-NAME
(10nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM (n=11) e com hipertensdo renovascular
2R1C (n=6). *p<0,05 em comparagao a microinje¢do de salina e #p<0,05 em comparagéo a

microinjecéo de L-arginina antes do L-NAME. (ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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Tabela IX: Variacbes na pressado arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
produzidas pela microinje¢do de L-arginina (50nmol) antes e 5 minutos apds a microinjecao
de L-NAME (10nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM e com hipertensao

renovascular 2R1C

(A PAM, mmHg) (A FC, bpm)
SHAM 2R1C SHAM 2R1C
Salina -0,8+0,9 -0,3+24 09+1,1 -1,7+2,6
L-ARG 11,4 £ 1,4* 11,0 £ 2,5* 7,777 -19,5+£6,9
L-NAME -12,7 £ 1,5* 9,6 +2,7* -47,9 £ 11,0* -32,6 + 3,4*
L-ARG 5’ 3,3+1,8" 4127 -14,4 + 8,5 -12,1+57
n 11 6 11 6

Valores expressos como média + erro padrao da média. *p<0,05 em comparagéo a salina
#p<0,05 em comparagdo a microinje¢éo de L-arginina antes da microinjegdo do L-NAME na
CVLM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls).

4.2.5 Avaliacao da Sensibilidade da Bradicardia Reflexa

Como esperado, a sensibilidade da bradicardia reflexa dos animais com hipertensao
renovascular 2R1C foi menor (p=0,0006) quando comparado aquela observada em ratos
normotensos SHAM (Figura 21, Tabela X). As figuras 23 e 25 ilustram respectivamente, o
efeito produzido pelo L-NAME (10nmol) e L-arginina (50nmol), sobre bradicardia reflexa em
ratos SHAM e 2R1C. Como mostrado na Figura 23 e tabela Xl, a microinjecdo de L-NAME
na CVLM aumentou (p= 0,0152) a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos 2R1C,
embora esse valor da sensibilidade da bradicardia reflexa ainda seja menor (p= 0,0388) que
0 observado em animais SHAM antes da microinjecdo do L-NAME. Ja a sensibilidade da
bradicardia reflexa em ratos SHAM néo foi alterada (p>0,05) pela microinjecdo de L-NAME
(Figura 23 e tabela XI). A Figura 22 ilustra o aumento da sensibilidade da bradicardia reflexa
que ocorre em animais 2R1C, apds a microinjecdo de L-NAME na CVLM.

Por outro lado, a Figura 25 e tabela XIl mostram que a microinjegdo de L-arginina na
CVLM diminuiu (p<0,01) a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos SHAM. No entanto,
a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos 2R1C nao foi alterada (p>0,05) pela
microinjecdo de L-arginina (Figura 25 e tabela XlI). A Figura 24 ilustra a diminuicdo da
sensibilidade da bradicardia reflexa que ocorre em animais SHAM, apds a microinjecéo de L-

arginina na CVLM.
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Figura 21: Alteragbes no indice de sensibilidade da bradicardia barorreflexa (AIP / APAM,
ms / mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (i.v) em ratos
normotensos SHAM (n=14) e com hipertensdo renovascular 2R1C (n=17). *p<0,05 em

comparacao com ratos do grupo SHAM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls)

Tabela X: indice de sensibilidade da bradicardia reflexa (AIP / APAM, ms / mmHg) avaliado
por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (iv) e quedas reflexas na FC, em ratos

normotensos SHAM e com hipertensao renovascular 2R1C

SHAM 2R1C

Sensibilidade da
Bradicardia reflexa 0,42 +0,08 0,11 £ 0,02*

(AIP/ APAM, ms/ mmHg)

n 14 17
Valores expressos como média £ erro padrao da média. *p<0,05 em comparagao com ratos

do grupo SHAM. (ANOVA seguido de Newman-Keuls)

RATO 2R1C
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Figura 22: Registro tipico da pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) ilustrando a bradicardia reflexa de ratos
2R1C apés a microinjegao de L-NAME (10nmol). As setas e as linhas tracejadas verticais

indicam o momento da injecao intravenosa de fenilefrina (20ug, i.v.).
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Figura 23: Alteragbes no indice de sensibilidade da bradicardia barorreflexa (AIP / APAM,
ms / mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (i.v) em ratos
normotensos SHAM (n=8-6) e com hipertensao renovascular 2R1C (n=10-8). *P<0,05 em
relacdo a sensibilidade da bradicardia reflexa do grupo SHAM antes da microinjecdo de L-
NAME. #P<0,05 em comparagdo com a sensibilidade da bradicardia reflexa antes da

microinjecao de L-NAME no grupo 2R1C. (ANOVA seguido de Newman-Keuls)

Tabela Xl: Alteragbes no indice de sensibilidade da bradicardia reflexa (AIP / APAM, ms /
mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (i.v), apds a microinjecao
de L-NAME (10nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM e com hipertensio

renovascular 2R1C

SHAM 2R1C

antes L-NAME apés L-NAME antes L-NAME  apés L-NAME

Sensibilidade da
Bradicardi fl
radicardla retiexa .35+ 0,06 0,41 % 0,05 007+0,01* 0,18 +0,04**
(AIP/ APAM, ms/ mmHg)

n 10 8 8 8

Valores expressos como média + erro padrao da média. *P<0,05 em relagéo a sensibilidade
da bradicardia reflexa do grupo SHAM antes da microinje¢gdo de L-NAME. *P<0,05 em
comparagao com a sensibilidade da bradicardia reflexa antes da microinjecao de L-NAME no
grupo 2R1C. (ANOVA seguido de Newman-Keuls)

RATO SHAM
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Figura 24: Registro tipico da presséao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) ilustrando a bradicardia reflexa dos ratos
SHAM (painel B) apés a microinjecdo de L-arginina (50nmol). As setas e as linhas tracejadas

verticais indicam o momento da injecdo endovenosa de fenilefrina (20ug, i.v.).
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Figura 25: Alteragbes no indice de sensibilidade da bradicardia barorreflexa (AIP / APAM,
ms / mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (i.v) em ratos
normotensos SHAM (n=6) e com hipertensao renovascular 2R1C (n=7). *P<0,01 em relagao
a sensibilidade da bradicardia reflexa do grupo SHAM antes da microinjecao de L-arginina.
#P<0,01 em comparagdo ao grupo 2R1C antes da microinjecdo de L-NAME. (ANOVA

seguido de Newman-Keuls)

Tabela XIllI: Alteragdes no indice de sensibilidade da bradicardia reflexa (AIP / APAM, ms /
mmHg) induzida por aumentos na PAM produzidos pela fenilefrina (i.v), apds a microinjecao
de L-arginina (50nmol) na CVLM de ratos normotensos SHAM e com hipertensio

renovascular 2R1C

SHAM 2R1C

antes L-ARG apos L-ARG antes L-ARG apos L-ARG

Sensibilidade da

Bradicardia reflexa
0,52 + 0,08 0,29 + 0,03*# 0,10 + 0,03* 0,08 + 0,02*
(AIP/ APAM, ms/ mmHg)

n 6 6 7 7

L-ARG= L-arginina. Valores expressos como média * erro padrdo da média. *P<0,01 em
relacdo a sensibilidade da bradicardia reflexa do grupo SHAM antes da microinjecdo de L-
arginina. *P<0,01 em comparagdo ao grupo 2R1C antes da microinje¢cdo de L-NAME.
(ANOVA seguido de Newman-Keuls)

4.2.6 Avaliagao Histologica da CVLM

A Figura 26 apresenta uma fotografia e um esquema da superficie ventral do bulbo
(painel A) ilustrando o posicionamento tipico (antero-posterior e latero-lateral) das
microinjecdes na CVLM. O painel B mostra uma fotografia de um corte histoldgico tipico da
CVLM ilustrando a localizagdo do centro das microinjecées na CVLM e a les&o provocada
pela micropipeta de vidro e um diagrama de corte frontal do bulbo do atlas de Paxinos e
Watson, 1986.

A analise dos cortes histologicos dos animais deste estudo mostra que as
microinjecbes de L-NAME, L-arginina e salina, apresentam-se confinadas a porgao ventral
do nucleo reticular lateral e estdo correlacionadas aos esquemas 71 a 73 do Atlas de

Paxinos e Watson, 1986.
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Figura 26: Painel A; Fotografia da superficie ventral do bulbo ilustrando o posicionamento
tipico (seta vermelha) das microinjegdes na CVLM. A direita da foto, diagrama da superficie
ventral do bulbo ilustrando a localizagcdo das diferentes areas de controle cardiovascular.
Painel B; Fotografia de um corte frontal do bulbo ilustrando o centro da microinje¢do em um
animal. A direita da foto, cépia do diagrama de corte frontal do bulbo extraido do atlas de
Paxinos e Watson (1986), mostrando a localizagdo do centro de todas as microinje¢des do
presente estudo (circulos cinza). Amb= nucleo ambiguo; I0= ndcleo olivar inferior; NTS=

nucleo do trato solitario; nXll= ndcleo do hipoglosso; Py= trato piramidal.

5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o NO contribua para a menor
sensibilidade da bradicardia reflexa apresentada na hipertensao renovascular 2R1C e para a

manutencéo desta patologia. A microinjecdo do inibidor néo seletivo de NO, L-NAME, na
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CVLM, produziu uma queda na PAM e bradicardia em animais 2R1C e SHAM. J3, a
microinjecdo do precursor do NO, L-arginina, produziu uma elevacao significativa na PAM e
alteragcbes variadas na FC em animais hipertensos 2R1C e normotensos SHAM.
Adicionalmente, a microinjecdo de L-NAME aumentou a sensibilidade da bradicardia reflexa
em animais com hipertensdo 2R1C, enquanto a microinjegdo de L-arginina, na CVLM,
diminuiu a sensibilidade da bradicardia reflexa dos ratos normotensos (SHAM). Esses
achados em conjunto fornecem fortes evidéncias de um possivel papel inibitério do NO
sobre os neurdénios da CVLM envolvidos na via do barorreflexo.

Alguns aspectos metodoldgicos devem ser considerados na interpretacdo de nossos
resultados. Respostas cardiovasculares centrais ou a reatividade das diferentes vias
eferentes podem ser modificadas pela anestesia. No entanto, o anestésico uretana é muito
utilizado em experimentos com animais, principalmente por causa de sua agao anestésica
de longa duragdo e propriedades relaxantes sobre a musculatura esquelética (Strobel e
Wollman, 1969). Além disso, a uretana produz uma condi¢cdo de anestesia cirlrgica que é
caracterizada por apenas uma pequena diminuicdo da atividade do sistema nervoso
autbnomo (SNA), tornando este anestésico apropriado para o estudo da fungao
cardiovascular (Maggi e Meli, 1986). A uretana produz depressao tanto das respostas
pressoras como depressoras decorrentes da estimulagdo do SNC. Assim, seu efeito
depressor ndo € seletivo, isto €, tanto as respostas pressoras como depressoras sao
afetadas de maneira semelhante, ao passo que outros anestésicos (que atuam mimetizando
ou aumentando os efeitos do neurotransmissor inibitério acido y-aminobutirico, o GABA)
abolem seletivamente as respostas depressoras e as convertem, frequentemente em
episodios pressores (Lalley, 1980).

Em experimentos com animais acordados ndo ocorre essa atenuacao das respostas
do SNA induzidas pelos anestésicos. Porém, a implantagdo cronica de canulas metalicas
para realizagdo de microinje¢gdes em areas do SNC, que ocorre em animais acordados,
torna-se uma limitacdo desse tipo de experimento, uma vez que provocam uma lesao
mecanica mais extensa no tecido a ser estudado quando comparado ao pequeno dano
produzido pelas micropipetas de vidro usadas em nossos experimentos (Michelini e
Bonagamba, 1990; Fontes e cols., 1997). As micropipetas de vidro utilizadas no presente
estudo possuem um didmetro que variam entre 100 a 150 pym, produzindo um dano minimo
as areas circunvizinhas a microinjegdo, 0 que consequentemente minimiza o efeito do
extravasamento de drogas para outros nucleos centrais. Além disso, o estresse emocional
imposto ao animal é minimizado e isto diminui a influéncia de estimulos eferentes, entre
outros, de estruturas diencefalicas, que interferem nos circuitos bulbares envolvidos no
controle barorreflexo (Dampney, 1994b; Dampney e cols., 2002). A utilizacdo da anestesia

permite também o posicionamento dos animais em estereotaxico (cabega em angulo fixo),
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minimizando a interferéncia de ajustes desencadeados por aferéncias labirinticas (Yates e
cols., 1993) pela movimentagao da cabega no espaco (reflexo de endireitamento) através do
reflexo vestibulo-simpatico (Kerman e cols., 2000).

A importancia clinica de se estudar a hipertenséo é que a patologia apresenta grande
mortalidade (Isles e cols., 1990; Conlon e cols., 1998) e a maioria das mortes s&o atribuidas
a eventos cardiovasculares (Johansson e cols., 1999). A elevada atividade simpatica
cardiaca que ocorre nesta doenca, ainda torna os pacientes mais susceptiveis a arritmia
ventricular e morte subita, o que piora ainda mais o prognéstico dos mesmos (Meredith e
cols., 1991). Além da fungdo cardiaca simpatica alterada, os pacientes com hipertensao
arterial ainda possuem uma reduzida excrecdo de catecolaminas (Petersson e cols., 2002).
Estas consideracdes justificam os estudos que sdo realizados com o objetivo de melhor
elucidar o desenvolvimento e a manutencéo desta patologia, além de nos permitir entender
0S mecanismos centrais que regulam a PA.

No presente estudo a pletismografia de cauda foi utilizada para mensurar
indiretamente o desenvolvimento da hipertensao renovascular 2R1C. Através desta analise,
observou-se que houve um aumento significativo da PA dos animais 2R1C a partir da
segunda semana apos a cirurgia, quando comparado ao grupo controle (SHAM). Além disso,
os altos niveis pressoricos dos animais 2R1C nao foram diferentes entre a terceira e quarta
semana apos a clipagem. Os niveis mais altos de PAM ja nas primeiras semanas apos as
cirurgias 2R1C, possivelmente, devem-se a principal caracteristica desse modelo de
hipertensdo, a dependéncia do sistema renina angiotensina (SRA) (Leenen e de Jong, 1971;
Lerman e cols., 2005). Os dados mostrando aumentos da PA nas primeiras semanas apos
cirurgia 2R1C estao de acordo com os estudos anteriores da literatura que mostraram uma
elevacao substancial dos niveis de Ang Il plasmaticos e centrais durante o periodo inicial de
desenvolvimento da hipertens&o renovascular (1 a 4 semanas) (Lazartigues e cols., 2004).

A mensuracdo direta da PAM apdés 4 semanas da cirurgia 2R1C, através do
transdutor de pressdao mostrou, como esperado, que os ratos hipertensos 2R1C
apresentaram aumento significativo da PAM e ndo apresentaram alteragbes significativas
em relacido a FC, quando comparados aos ratos SHAM. Nossos resultados estdo de acordo
com estudos da literatura (DeForrest e cols., 1982; Britto e cols., 1997; Cervenka e cols.,
2002; Lazartigues e cols., 2004) e com dados anteriores de nosso laboratério (Rodrigues e
cols., 2007; Cangussu e cols., 2009).

O SRA possui um importante papel na regulacdo da PA durante o desenvolvimento
da hipertensao renovascular (DeForrest e cols., 1982). Durante a fase inicial da hipertensao
2R1C, (aproximadamente 1 a 4 semanas apos a cirurgia) (Sigmon e Beierwaltes, 1998), o
desenvolvimento da hipertensédo é dependente da atividade da renina e dos niveis elevados

de Ang Il plasmaticos (Cervenka e cols., 2002; Lazartigues e cols., 2004). As elevagdes dos
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niveis plasmaticos de renina e Ang Il no modelo de hipertensdo 2R1C sao produzidas pelo
clipe de prata colocado na artéria renal que promove uma redugao do fluxo sanguineo para
o rim clipado. Entretanto, o maior fluxo sanguineo para o rim nao-clipado, diminui de forma
compensatoria sua produgao de renina, mas por fatores ainda desconhecidos, esse rim
aumenta a producado de Ang Il (Navar e cols., 1998).

Ploth (1983), Guan e colaboradores (1982) e Navar e colaboradores (1995)
mostraram que os efeitos diretos e indiretos do aumento das concentragbes de Ang Il
circulante conjuntamente aos aumentos dos niveis circulantes de aldosterona e da atividade
simpatica, dependentes da agado da Ang Il, contribuem para a incapacidade excretéria do rim
nao-clipado. Na fase crbénica da hipertensdo 2R1C, a partir da 4° semana apds a cirurgia
(Sigmon e Beierwaltes, 1998), as concentra¢des plasmaticas da renina e os niveis de Ang Il
se normalizam apesar da manutencao dos niveis elevados de PA. Nesta fase, o responsavel
pela manutencao da hipertensédo é o aumento dos componentes do SRA em varios tecidos
(Okamura e cols., 1986; Nishimura e cols., 1992; Cervenka e cols., 2002), o que fortalece o
conceito de SRA tecidual e tem sido utilizado para explicar a efetividade do bloqueio agudo
do SRA por drogas na fase cronica da hipertensdao 2R1C (Sigmon e Beierwaltes, 1998).
Corroborando com esses estudos, Lazartigues e colaboradores (2004) mostraram que 28
dias apdés a cirurgia 2R1C em camundongos, o0s niveis plasmaticos de Ang Il estao
normalizados, mas ocorre um grande aumento do nivel deste peptideo no bulbo e
hipotalamo.

A avaliagdo do peso dos rins (clipados e nao clipados) em nosso estudo foi usada
como um parametro para caracterizacdo deste modelo de hipertensao. A reducdo observada
do peso do rim clipado (rim esquerdo) foi devido a estenose da artéria renal e
consequentemente, diminuicdo do fluxo sanguineo para este rim. Por outro lado, o rim
contra-lateral (rim direito, ndo-clipado) dos animais 2R1C apresentou uma elevagao de peso,
possivelmente devido a uma hiperfungdo compensatdria. Para melhor caracterizar a
hipertensao renovascular 2R1C de Goldblatt realizamos o calculo do percentual de diferenga
entre rins para animais 2R1C, em comparagédo ao grupo SHAM. Nossos dados mostraram
que os animais 2R1C apresentaram um percentual de diferenga médio entre rins (clipado e
nao-clipado), em torno de 40%. Estes dados estdo de acordo com estudos recentes
realizados em nosso laboratério (Rodrigues e cols., 2007).

No presente estudo, também correlacionamos a PAM basal aferida diretamente pelo
transdutor de pressdo com o peso Umido relativo do rim direito, percentual de diferenca de
peso entre rim esquerdo/direito e com o peso Umido relativo do rim esquerdo dos ratos
2R1C. Nossa hipoétese era que quanto maior fosse a PAM dos animais 2R1C, maior elevado
seria 0 peso relativo do rim direito e percentual de diferenca entre rim esquerdo/direito e

menor seria o peso relativo do rim esquerdo. De fato, observamos que a PAM correlacionou-
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se positivamente com o peso relativo do rim direito e com o percentual de diferenga de peso
entre rim esquerdo/direito dos animais 2R1C. No entanto, ndo houve correlagao entre a PAM
e 0 peso relativo do rim esquerdo, sugerindo que o aumento da pressao afeta ou é mais
influenciado pelas alteragdes que ocorrem no rim direito. Além disso, foi observado que ratos
hipertensos apresentaram percentuais de diferenca entre rins (clipado e n&o-clipado)
variando entre 22 e 60%.

Os animais do nosso estudo que apresentaram comprometimento estrutural do
orgéo, ou seja, pontos visiveis de isquemia foram descartados, pois uma intensa constrigao
da artéria renal pode levar a um comprometimento funcional do rim, ndo caracteristico do
modelo de hipertensido 2R1C.

A avaliagdo do peso do coragdo, em nosso estudo, mostrou que houve um aumento
do peso relativo deste 6rgdo dos animais 2R1C, quando comparado ao grupo SHAM. Esse
aumento de peso do miocardio foi atribuido a hipertrofia ventricular esquerda ocorrida nos
animais 2R1C, visto que nao foram observadas diferengas significativas de peso relativo do
ventriculo direito e atrios dos ratos 2R1C, quando comparado aos animais SHAM. Esses
dados estdo de acordo com estudos da literatura que mostraram que a hipertrofia cardiaca
pode acontecer como uma resposta adaptativa fisiolégica (atividade fisica) ou patoldgica
(doencas valvulares, hipertensdo ou obesidade) ao aumento do trabalho cardiaco (Hunter e
Chien, 1999). A hipertrofia ventricular esquerda pode ser estimulada pelos altos niveis de
aldosterona e Ang Il circulantes, observados durante a fase aguda de desenvolvimento da
hipertensdo nesse modelo.

No presente estudo mostramos que a microinje¢do do L-NAME (inibidor da sintese
de NO) na CVLM produz uma queda na PA e bradicardia em animais normotensos SHAM e
com hipertensao renovascular 2R1C. Além disso, a microinjecdo de L-arginina (precursor do
NO) na CVLM produziu um aumento na PA e alteragcbes variadas na FC (variando entre
taquicardia e bradicardia as vezes no mesmo animal) em animais SHAM e 2R1C. Esses
dados sugerem que a inibicdo do NO basal na CVLM, produzida pela microinjecao de L-
NAME possa estar causando um aumento da atividade de neurbnios da CVLM e
consequentemente, uma redugao na atividade do SNS, enquanto o aumento dos niveis de
NO na CVLM, produzido pela microinje¢do de L-arginina, possa estar provocando uma
reducao na atividade neuronal da CVLM e consequentemente promovendo uma elevagao na
atividade do SNS. Os dados do presente estudo estdo de acordo com varios trabalhos da
literatura que mostraram a participagdo do NO em mecanismos centrais relacionados ao
controle do SNS. (Krukoff, 1999; Patel e cols., 2001; Ramchandra e cols., 2005; Tandai-
Hiruma e cols., 2005; Carlson e Wyss, 2008) .

O presente estudo também mostrou que o efeito pressor da L-ARGININA na CVLM,

foi abolido pela microinjegéao prévia de L-NAME na CVLM de ratos SHAM e com hipertensao
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2R1C, o que confirma que os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinje¢do de L-
arginina na CVLM foram realmente devido a elevagéo dos niveis de NO. Esse dado esta em
concorddncia com outro estudo da literatura realizado no PVN que mostrou que a
microinjecdo de L-NAME aumenta a atividade simpatica renal (ASR), PA e FC, enquanto a
microinjecao de L-arginina reverte estes efeitos do L-NAME (Patel e cols., 2001). Além disso,
o efeito do L-NAME em elevar a ASR, PA e FC foi abolido apds a microinjecdo de L-arginina
no PVN (Patel e cols., 2001). Esses dados, juntamente com os nossos, confirmam a
especificidade da L-arginina em aumentar os niveis de NO na CVLM.

Em tecidos cerebrais sobre condigdes normais, o NO se origina predominantemente
de duas fontes: NnNOS e eNOS. Acredita-se que esta via de controle de areas centrais pelo
NO envolva neurfnios excitatérios glutamatérgicos (Garthwaite, 1991) e inibitorios
GABAeérgicos (Bains e Ferguson, 1997; Zhang e cols., 2002; Li e cols., 2003).

A produgdo de NO em areas centrais foi mencionada estar ligada, pelo menos em
parte, ao receptor NMDA, do glutamato (Garthwaite, 1991). Os receptores NMDA podem
promover a ativagao da nNOS com um pico de 5 a 15 minutos, retornando aos niveis basais
apos 60 minutos. (Do e cols., 2002). Esse processo foi descrito em varias regides centrais
como hipocampos, nucleo estriado, hipotalamo e locus ceruleus (Maura e cols., 2000;
Fedele e cols., 2001; Trabace e cols., 2004). Uma interacao inversa entre o NO e glutamato
também foi observada. Estudos “in vivo” em ratos utilizando-se doadores de NO, inibidores
de NO e agonistas de receptor NMDA do glutamato sugerem que o NO aumente a liberagao
de glutamato em vaérias areas do SNC (Prast e cols., 1998). Tem sido sugerido que o NO
possa atuar como uma molécula que estimula retrogadamente a liberagdo de glutamato
através de uma via dependente de GMPc (guanosina monofosfato ciclico)

Por outro lado, a maioria dos estudos da literatura mostraram que o NO promove a
ativagdo de neurdnios inibitérios GABAérgicos. A estimulacdo de fibras GABAérgicas pelo
NO tem sido documentada em nucleos centrais como PVN (Krukoff e cols., 1997; Vacher e
cols., 2003), NTS (Sakai e cols., 2000; Hirooka e cols., 2003), RVLM (Kishi e cols., 2002;
Kishi e cols., 2003; Hirooka, 2004) e CVLM (Shapoval e cols., 1991; Krukoff e cols., 1995;
Lage e cols., 1999).

A perfusdo no fluido cérebro espinhal do PVN com o NO mostrou aumentos nas
concentragdes de alguns aminoacidos no liquido perfundido, incluindo o neurotransmissor
inibitério GABA. Logo, foi proposto que os efeitos do NO no PVN podem ser mediados pela
liberagdo deste neurotransmissor inibitério GABA (Zhang e Patel, 1998). A microinje¢do de
nitroprussiato de sédio no PVN produz diminuicdo da ASR, PA e FC, efeitos estes, que
foram eliminados apds o bloqueio do sistema do GABA com bicuculina, um antagonista de
receptor A do GABA (Zhang e Patel, 1998). A microinjecdo de L-NAME no PVN produz

aumentos na ASR e na PA (Zhang e Patel, 1998). Esses efeitos simpato-excitatérios do L-
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NAME no PVN foram abolidos pela ativagdo do sistema do GABA com muscimol, um
agonista do receptor GABA. Além disso, estudos recentes de eletrofisiologia indicam que o
NO pode inibir neurénios parvocelulares do PVN (Stern e cols., 2003; Stern, 2004).

Bains e Ferguson em 1997 mostraram que a microinje¢cao de um doador de NO, S-
nitroso N-acetilpenicilamina (SNAP) ou o precursor da sintese do NO (L-arginina)
aumentaram a freqiéncia de potenciais pds-sinapticos inibitérios no PVN. Esse aumento na
freqléncia de potencias inibitérios foi atribuido as agdes diretas do NO no terminal pre-
sinaptico. Nesse estudo, foi atribuida ao NO a capacidade de estimular a liberacdo de
neurotransmissores, independentemente da estimulacdo do calcio, através da modificacéo
da interacdo entre proteinas sinapticas que regulam a liberagdo de neurotransmissores
(Meffert e cols., 1996). Bains e Ferguson (1997) ainda sugeriram a possibilidade de um
mecanismo poés-sinaptico de acdo do NO, através do aumento da condutancia do receptor A
do GABA, evidenciando dois mecanismos sinérgicos de agdo do NO, pré e pds-sinaptico.
Assim, o NO poderia atuar diretamente em nivel do receptor A do GABA através do aumento
da condutancia do receptor, de maneira similar a sua interagdo com grupos tidis localizados
no receptor NMDA. Ambos os efeitos sdo responsaveis pelo aumento da atividade de
neuroénios inibitérios GABAérgicos (Bains e Ferguson, 1997).

O NO pode modular a transmissdo GABAérgica induzindo alteragcéo da excitabilidade
dos neurbnios GABAérgicos (por exemplo, causando a despolarizacdo da membrana) ou
pela modulacao direta da maquinaria de liberagdo dos neurotransmissores. Em terminais
pré-sinapticos a liberacdo de neurotransmissores sao frequentemente regulados por
mudancas nas concentragdes intracelulares de Ca®*" ou pela modulagdo do Ca* externo
(Zanzinger e cols., 1995). A via NO-GMPc tem sido mostrada na ativacado da liberacao de
Ca? em células da glia (Willmott e cols., 2000). Wang e colaboradores (2006) mostraram
que o NO produziu alteragdes relacionadas ao transportador GABA em neurdnios
GABAérgicos, incluindo variagdes relacionadas ao Ca** e Na*. Esses efeitos foram abolidos
pelo inibidor da guanilato ciclase soluvel (sGC), ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-
1-one) que impediu a elevagdo de Ca?®" intracelular e a despolarizagdo induzida pelo NO em
neurénios GABAérgicos.

A relagdo entre o NO e o NTS ainda ndo esta completamente estabelecida. Os
estudos de Wang e colaboradores (2007) e Pajolla e colaboradores (2009) mostraram que o
NO no NTS pode atuar sobre neurdnios glutamatérgicos excitatérios e GABAérgicos
inibitérios. Wang e colaboradores (2007) utilizando registros eletrofisiolégicos de neurdnios
através da técnica “patch clamp” (técnica para observacdao da atividade elétrica de
membranas celulares) observaram que sub-populagbes de neurdnios do NTS apresentaram
aumento da frequéncia de potenciais pods-sinapticos inibitérios (estimulacdo elétrica de

neurdnios GABAérgicos) e de potenciais pos-sinapticos excitatorios (estimulagéo elétrica de
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neurénios glutamatérgicos) apoés a microdidlise de solugdo aquosa de NO (NOaq) ou do
doador de NO, dietilamina NONOate (DEA/NO). Neste mesmo estudo, a aplicagcao de ODQ
(inibidor da guanilato cliclase soluvel, sGC), aboliu os potencias pds-sinapticos inibitérios e
excitatérios, sugerindo um mecanismo de acdo direto do NO nestes neurdnios do NTS.
Pajolla e colaboradores (2009) através de cortes do tronco cerebral avaliaram as
concentragcdes de NO no NTS através da técnica de luz fluorescente (DAF-2 DA). Apos a
pré-incubacdo destes cortes do NTS com bicuculina (antagonista do receptor A do
neurotransmissor GABA) e acido Kinurénico (antagonista dos receptores ionotrépicos do
neurotransmissor glutamato), os autores, deste estudo, observaram que ambas as drogas
diminuiram a fluorescéncia basal do NO no NTS, sugerindo que os receptores glutamato e
do GABA estao envolvidos com a liberagdo de NO no NTS.

Wang e colaboradores (2006) fizeram culturas de fatias do tronco cerebral de ratos e
utilizaram um vetor adenoviral para que neurdnios GABAérgicos emitissem fluorescéncia
quando analisados por microscopia confocal. Neste estudo, a aplicacdo do doador do NO,
DEA/NO, promoveu um aumento do calcio intracelular [Ca?']i em somas e dendritos de todos
os neurdnios GABAérgicos testados. Adicionalmente, foi observado neste mesmo estudo,
que o doador do NO, DEA/NO promoveu uma despolarizacdo de neurdnios GABAérgicos.
Ambos, aumento do influxo de Ca®? e despolarizagdo que ocorreram em neurdnios
GABAérgicos em resposta a perfusao de DEA/NO no NTS, foram abolidos pelo inibidor da
sGC (guanilato clisase soluvel), ODQ. Os autores deste estudo também observaram que o
aumento dos estoques intracelulares de calcio apés a perfusdo com o doador DEA/NO em
neurénios do NTS sdo atribuidos ao ativador enddégeno cADPR, visto que o antagonista
deste componente, o 8-Br-cADPR, bloqueou os aumentos de [Ca?]i induzidos pela perfusdo
de DEA/NO no NTS. Sendo assim, os autores deste estudo concluiram que a ativagao de
neurénios GABAérgicos do NTS, que ocorre devido ao aumentos dos niveis de NO, pode
acontecer através da via NO-cGMP-cADPR-Ca*".

Waki e colaboradores (2003) observaram que o bloqueio cronico da eNOS no NTS
aumentou a sensibilidade do barorreflexo e doares de NO e L-arginina diminuiram a funcao
barorreflexa de ratos através de um mecanismo sensivel ao ODQ em preparagao coragao-
tronco cerebral isolados de ratos (maneira “in vitro” de se estudar o sistema nervoso e
sistema cardiovascular) (Paton e cols., 2001). Estes dados, juntamente com os
anteriormente descritos, confirmam que o NO no NTS é capaz ativar neurdnios inibitérios
GABAérgicos. (Wang e cols., 2006).

Na RVLM, o aumento da producdo de NO induzido por uma superexpressao de
eNOS (promovida através de transferéncia de adenovirus para esta regido) diminui a PA e
FC devido a inibicdo da atividade do SNS (Kishi e cols., 2001; Kishi e cols., 2002; Kishi e

cols., 2003) confirmando que o NO na RVLM também é um agente predominantemente
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inibitério (Patel e cols., 2001; Martins-Pinge e cols., 2007). Em outro estudo, Zanzinger e
colaboradores (1995) mostraram que a inibicdo do NO pela administracdo de L-NNA
(inibidor de NOS), na RVLM, produziu um aumento da atividade do SNS e PA em gatos
desnervados e em ratos com barorreflexo intacto (Lin e cols., 1999). Além disso, a
microinjecdo de L-arginina ou o doador de NO, nitroprussiato de soédio, na RVLM,
produziram uma diminuicdo na PA e ASR em gatos (Zanzinger e cols., 1995). Em 2007,
Martins-Pinge e colaboradores mostraram que o NO derivado da nNOS diminui a eficacia da
transmissédo glutamatérgica (mediada por iINOS) na RVLM (Martins-Pinge e cols., 2007).
Outros estudos também mostraram que o NO estimula a transmiss&o gabaérgica da RVLM,
causando uma diminui¢do da atividade neuronal da RVLM em ratos SHR (Kagiyama e cols.,
1998; Chan e cols., 2001; Kishi e cols., 2002; Gamboa e cols., 2008) e melhorando a
sensibilidade do barorreflexo (Kishi e cols., 2003; Wang e cols., 2003).

Na CVLM, Shapoval e colaboradores (1991) mostraram que as microinje¢des
unilaterais de nitroprussiato de sodio (um doador de NO) e L-arginina (precursor da sintese
de oxido nitrico) em gatos anestesiados produziram um aumento na pressao arterial média
(PAM) e atividade do SNS, enquanto a microinjecao de L-NMMA, um inibidor ndo seletivo
das isoformas de NOS, produziu efeitos opostos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Yang e colaboradores (1996) e Lage e colaboradores (1999) que
mostraram que a microinjecao do L-NAME e L-NNA (inibidores nao seletivos das isoformas
de NOS) na CVLM de ratos normotensos produziram hipotensao, enquanto a microinjegao
de L-arginina reverteu os efeitos produzidos pela microinje¢cdo de L-NAME na CVLM (Yang e
cols., 1996), além de promover um aumento da PA de ratos normotensos (Lage e cols.,
1999). Esses estudos da literatura sobre a acgao inibitéria do NO no PVN, NTS, RVLM e
CVLM estao de acordo com nosso presente estudo em que as microinjecdes de L-NAME e
L-arginina na CVLM provocaram respectivamente, queda e aumento da PA, tanto em
animais SHAM, como em animais 2R1C, o que refor¢ca a idéia que o NO possua um papel
inibitério sobre os neurdnios da CVLM. Entretanto, nosso estudo € o primeiro em que séo
realizadas microinjecées de drogas precursoras e inibidoras do NO na CVLM de ratos com
hipertensao renovascular 2R1C.

Nosso presente estudo mostrou ainda que apesar da microinjecdo de L-arginina
induzir aumento da PA, causou alteragcdes variadas sobre a FC tanto em ratos SHAM, como
em ratos 2R1C. Essas alteragdes variadas na FC induzida pela L-arginina estdo de acordo
com dados da literatura (Lage e cols., 1999). Em 2001, Kishi e colaboradores utilizando a
técnica de transferéncia de adenovirus, para induzir uma superexpressdo de gene para
eNOS na RVLM, mostraram que o aumento do NO na RVLM promoveu a liberagdo de
ambos glutamato e GABA, mensurados através da técnica de microdialise. Entretanto, o

aumento dos niveis de NO na RVLM produziu queda na PA e FC. Como ja € bem conhecido
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que o glutamato é um neurotransmissor excitatério e o GABA inibitério central (Bowery e
cols., 1987) e como ambos foram liberados durante a superexpressdo de eNOS na RVLM,
os autores deste estudo sugeriram que a atividade GABAérgica induziu um efeito
predominante sobre a atividade glutamatérgica, resultando na reducéo da atividade do SNS.
Baseando-nos neste estudo, uma possivel explicacdo para nossos dados seria que o
aumento do NO na CVLM, induzido pela L-arginina, poderia promover a liberagédo de ambos
glutamato (neurotransmissor excitatorio) e GABA (neurotransmissor inibitorio), sendo que o
efeito sobre a PA seria predominante sobre neurénios GABAérgicos e sobre a FC seria o
resultado da ativacdo tanto de neurdnios excitatorios glutamatérgicos como neurdnios
inibitérios GABAérgicos, o que explicaria a variabilidade da FC apds a microinjecao da L-
arginina na CVLM. Isso pode ocorrer devido a existéncia de diferentes grupos de neurdnios
dentro da CVLM (Sved e cols., 2000; Colombari e cols., 2001).

De fato, varias observagbes sugerem que a CVLM é uma area funcionalmente
heterogenia, visto que esta regido contém pelo menos duas e provavelmente mais,
populacbes distintas de neurdnios envolvidos com diversos componentes da regulagéo
cardiovascular (Colombari e cols., 2001). Estudos da literatura (Cravo e cols., 1991; Sved e
cols., 2000; Colombari e cols., 2001) sugerem que a CVLM possa conter duas regides
funcionalmente distintas relacionadas ao controle da PA e do barorreflexo. Estes estudos
mostraram que a microinjecao de acido kainico (agente que provoca destruicao neuronal) na
CVLM inativou a atividade neuronal desta regidao e aumentou a PA e atividade nervosa
esplancnica, mas produziu dois padrbes diferentes de respostas a respeito do barorreflexo.
Microinjecbes de acido kainico localizadas mais rostralmente na CVLM (ao nivel do ébex)
bloquearam a simpatoinibicdo mediada pela ativagdo dos barorreceptores e respostas
depressoras. Por outro lado, microinjecoes deste acido na CVLM mais caudal ndo afetaram
o reflexo barorreceptor, mesmo se observando uma elevagao na PA apés a lesdao neuronal.
Foi observado também, que a inibicdo da CVLM ainda aumentou a atividade do SNS e PA
mesmo apods a desnervagao de fibras aferentes barorreceptoras (Cravo e Morrison, 1993),
sugerindo uma atividade neuronal basal, mesmo na auséncia de sinais aferentes vagais.
Além disso, apés lesdo aguda do NTS, a inibicdo da CVLM ou bloqueio dos receptores
gabaérgicos na RVLM, ainda promovem aumentos na PA (Dampney e cols., 1988; Gieroba
e Blessing, 1992). Esses dados sugerem uma divisdo anatdmica funcional da CVLM em
CVLM rostral (CVLMr), envolvida no controle simpatico e mediando o reflexo barorreceptor e
CVLM caudal (CVLMc), envolvida no controle da atividade simpatica, mas n&o no controle
do reflexo barorreceptor (Sved e cols., 2000).

Registros extracelulares confirmaram que a metade rostral da CVLM (CVLMr) esta
envolvida no controle simpatico dependente do barorreflexo. Isto porque, (1) os neurbnios da

CVLMr sao ativados pela estimulagao elétrica dos barorreceptores periféricos ou aumentos
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da PA; (2) neurdnios da CVLMr, que se projetam diretamente para a RVLM, apresentam um
aumento de atividade apds estimulagao dos barorreceptores periféricos; (3) a laténcia entre
a estimulacdo dos barorreceptores e estimulacdao da CVLM, combinada com o atraso da
conexao CVLM-RVLM, €& aproximadamente igual a laténcia entre a estimulagdo dos
barorreceptores e a inibicdo da RVLM (Jeske e cols., 1993).

No estudo em que lesbes com acido Kainico foram produzidas na regido mais caudal
da CVLM (CVLMc) (Cravo e Morrison, 1993) foi observado que os neurdnios atingidos foram
principalmente os grupos de neurdnios noradrenérgicos A1, ndo participantes do circuito
neural do barorreflexo (Sved e cols., 2000; Colombari e cols., 2001). A PA, nesta situagao,
apresentou-se elevada, mas constatou-se que os reflexos cardiovasculares permaneciam
intactos (Sved e cols., 2000). A hipétese que a CVLM pode influenciar a PA
independentemente do reflexo barorreceptor € também consistente com dados anatémicos e
de eletrofisiologia (Jeske e cols., 1993; Badoer e cols., 1994). Muitos dos neurbnios da
CVLM que se projetam para a RVLM nao sao ativados pelo aumento da atividade aferente
barorreceptora (Jeske e cols., 1993; Badoer e cols., 1994). Adicionalmente, o percentual de
neurénios da CVLM que se projetam para a RVLM e expressam a proteina FOS em
resposta a ativacao do barorreceptor € imensamente menor na metade caudal da CVLM
(Badoer e cols., 1994). Esses dados mostram que a CVLM possui outras fontes de ativacao
independentes do NTS cardiovascular e barorreflexo (Sapru e Wang, 1976; Schreihofer e
Guyenet, 2002; Mandel e Schreihofer, 2006; 2008). Essa via é pobremente estudada no que
se refere a sua importancia na regulacao da PA.

Os nossos dados mostraram ainda que a bradicardia reflexa dos animais com
hipertenséo renovascular 2R1C foi menor em comparagdo com ratos normotensos SHAM, o
que esta de acordo com dados anteriores de nosso laboratério (Rodrigues e cols., 2007;
Cangussu e cols., 2009) e com estudos prévios da literatura (Moreira e cols., 1988;
Matsumura e cols., 1989; Kumagai e cols., 1990; Britto e cols., 1997; Krieger e cols., 1999).

Em adigéo, nossos dados mostraram que as microinje¢coées unilaterais do inibidor do
NO, L-NAME e precursor do NO, L-arginina na CVLM produziram respectivamente, um
aumento da sensibilidade da bradicardia reflexa de animais 2R1C e diminuicdo da
sensibilidade da bradicardia reflexa dos ratos SHAM.

A reducdo do reflexo pressoreceptor durante a hipertensdo esta associada ao
aumento da atividade do SNS (Whitescarver e cols., 1990; Lucini e cols., 1994; Head, 1995;
DiBona, 2004; Grassi e cols., 2004; Salgado e cols., 2007). O NO foi mostrado ser um
modulador da atividade do SNS, principalmente devido a sua maior expressao em areas do
SNC, durante estados patoldgicos que apresentam um aumento da atividade do SNS, como

a hipertensao. (Takeda e Bunag, 1980; Arribas e cols., 1996; Cabassi e cols., 2002).
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Através de técnicas histolégicas, a NOS foi encontrada em diversas estruturas
neurbénais da via do barorreflexo (Mizukawa e cols., 1988; Dun e cols., 1993; Ceccatelli e
cols., 1994). Ha evidéncias substanciais vindas de estudos que utilizaram uma variedade de
métodos como histoquimica NADPH-diaforase, detec¢do imunohistoquimica de NOS,
hibridisacao “in situ” do RNA mensageiro (mMRNA) da NOS, autoradiografia e western blot da
presenca de NOS em importantes nucleos centrais associados com o circuito cardiaco
barorreceptor central, como amidala, PVN, NTS, RVLM e CVLM (Dampney, 1994a; Dun e
cols., 1994; Kishimoto e cols., 1996; Krukoff e Khalili, 1997; Iwase e cols., 1998; Sanchez e
cols., 1999) durante estados patoldgicos, como a hipertensao (Vincent e Kimura, 1992; De
Vente e cols., 1998; Fletcher e cols., 2006).

Durante a hipertensao, a expressao génica da nNOS foi relatada estar aumentada na
VLM em ratos SHR. Clavier e colaboradores (1994) e Plochocka-Zulinska e Krukoff (1997)
mostraram que aumentos da expressao génica de nNOS no hipotalamo, medula dorsal e
CVLM se correlacionaram com aumentos da PA em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). As mudancas na expressao génica de nNOS que foram encontradas em SHR
adultos sugeriram que a producao de NO esteja alterada em regides centrais especificas em
resposta ao aumento da atividade do SNS e da PA (Plochocka-Zulinska e Krukoff, 1997).

Em 1995, Krukoff e colaboradores utilizaram a técnica de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) semiquantitativa para avaliar os niveis de nNOS na RVLM e CVLM de ratos com
hipertensdo 2R1C em relagado aos ratos SHAM. Os resultados deste estudo mostraram que
a CVLM apresenta aumentos na expressao génica de nNOS nos ratos com hipertensao
2R1C apds 3 semanas de clipagem da artéria renal. Nesse mesmo estudo ndo foram
encontradas diferencas na expressdo de nNOS na RVLM de ratos com hipertensdo 2R1C
em relagdo ao ratos SHAM. As alteracbes descritas para nNOS na CVLM de ratos 2R1C
foram atribuidas aos aumentos da expressao génica dentro de neurdnios que normalmente
ja expressavam esse genes e ndo o recrutamento de novas populagdes de neurbénios apdés a
hipertensao (Krukoff e cols., 1995). Esta informagao pode ser confirmada pelos estudos de
Simonian e Herbison (1996) e kantzides e Badoer (2005) em ratos normotensos.

Simonian e Herbison (1996) utilizando anticorpos policlonais especificos para nNOS,
encontraram que de todos neurénios positivos para nNOS encontrados no bulbo, somente
2% foram na RVLM e a maioria destes neurdnios positivos revelados por imunofluorescéncia
(563%) situavam-se na CVLM.

Kantzides e Badoer (2005) encontraram que aproximadamente 8% dos neurénios da
CVLM que projetam para RVLM sao imunoreativos para nNOS. Esses neurbnios estdo
localizados por toda a CVLM. O papel funcional dessa via € ainda obscuro, embora ja esteja
bem estabelecido que a microinjecdo de doadores e inibidores de NOS na CVLM podem

produzir variagdes significativas na PA (Shapoval e cols., 1991; Yang e cols., 1996; Krukoff,
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1998; Lage e cols., 1999) como ja mencionado. Estes estudos (Simonian e Herbison, 1996;
Kantzides e Badoer, 2005) mostraram que durante a hipertensdo ocorre a superexpressao
de nNOS na CVLM e que este aumento de nNOS ocorre em neurdnios que em condi¢des
nao patologicas ja expressavam genes para esta isoforma de NOS.

Embora o presente estudo nao tenha utilizado técnicas para mensuragao direta dos
niveis de expressdo das isoformas de NOS e/ou dosagem dos niveis de NO ou
neurotransmissores na CVLM, acredita-se que a CVLM de animais com hipertensao
renovascular 2R1C possua niveis aumentados de NO, sobretudo em neurbnios da CVLM
dependentes do controle do barorreflexo. Esse aumento da expressao de isoformas de NOS
que ocorre na CVLM, em resposta a hipertensdo, pode ser um dos responsaveis pela
manutencdo da hipertensédo renovascular 2R1C e pela baixa sensibilidade da bradicardia
reflexa apresentada durante a hipertensao. Em nosso estudo, a microinjecdo de L-NAME
parece ter inibido as altas concentragcdes de NO na CVLM de ratos com hipertensdo 2R1C,
aumentando a sensibilidade da bradicardia reflexa destes animais. Por outro lado, a
microinjecado de L-arginina na CVLM mimetizou, em animais SHAM, o aumento do NO que
ocorre durante a hipertensdo e com isso diminuiu a sensibilidade da bradicardia reflexa
destes animais.

Estas informacgdes sao reforcadas também pelos nossos dados referentes ao tempo
de duragdo dos efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecdo de L-NAME e L-
arginina na CVLM. Em animais 2R1C observamos que o tempo de duragido da bradicardia
produzida pela microinje¢cdo de L-NAME foi inferior ao tempo de duragcdo em animais
controle (SHAM). Associado a esse fato, a duragéo do efeito hipertensor da microinjecao de
L-arginina e das alteragbes variadas produzidas pela mesma na FC foram superiores em
animais 2R1C, quando comparado aos ratos normotensos (SHAM). Isso mostra um menor
tempo de inibicdo do NO pelo L-NAME e a potencializagdo da duragdo dos efeitos
cardiovasculares produzidos pela L-arginina em animais com hipertensdo 2R1C, o que
corrobora com os dados ja descritos da literatura (Krukoff e cols., 1995) que mostraram que
estes animais possuem maior expressdo de NOS na CVLM, em comparagcdo aos ratos
SHAM.

Niveis aumentados de NO na CVLM poderiam levar ao aumento da liberagéo de
neurotransmissores inibitérios, como o GABA (Getting e cols., 1996) em interneurdnios da
CVLM, que por sua vez diminuiriam a atividade de neurbnios que partem para a RVLM,
através de sinapses inibitérias. Adicionalmente, concentragdes aumentadas de NO na CVLM
podem elevar os niveis de subprodutos do metabolismo do NO, como peroxinitrito (ONOO")
que também participa parcialmente da liberagdo do GABA induzida pelo NO (Guix e cols.,
2005). Estas evidéncias fornecem suporte para nossa hipotese de que na hipertensao

renovascular, altos niveis de NO na CVLM, sejam responsaveis pelo um aumento da
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liberacdo de GABA.

O aumento da liberacdo de GABA na CVLM promovido pelo NO poderia prejudicar as
interacOes existentes entre neurdnios desta regido com outros nucleos do SNC relacionados
ao barorreflexo. Logo, algumas vias neurénais que podem ser afetadas pelos aumentos da
expressao do NO s&o: (1) a ja bem conhecida via inibitéria GABAérgica existente entre
CVLM e RVLM (Smith e Barron, 1990b; Muratani e cols., 1993), (2) a projecao excitatoria
dependente do barorreflexo do NTS comissural para a CVLM (Colombari e cols., 2001), ou
mesmo (3) as conexdes existentes entre a CVLM e o NA (McKitrick e Calaresu, 1997), que é
uma regido que ativa o SNP e com isso é fundamental na resposta bradicardica que ocorre
apos a estimulacao dos barorreceptores periféricos.

Os dados apresentados da literatura, juntamente aos nossos dados do presente
estudo fornecem fortes evidéncias que o NO, agindo sobre neurdnios da CVLM, possa estar
diretamente envolvido na baixa sensibilidade do barorreflexo que ocorre durante a
hipertensao renovascular (Sved e cols., 2000; Pinho e cols., 2006).

Em resumo, os dados do presente estudo sustentam a hipétese que em animais com
hipertensdo 2R1C, (4 semanas apods cirurgia de indugdo da hipertensao) ocorra uma
elevacdo dos niveis de NO na CVLM, que pode se dar pelo aumento da expressdo de
isoformas de NOS ja relatada em estudos da literatura (Krukoff e cols., 1995; Plochocka-
Zulinska e Krukoff, 1997; Krukoff, 1999) durante a hipertensdo. Esse aumento do NO na
CVLM, durante a hipertensdo, pode ser responsavel pela elevagcdao da atividade de
neurénios GABAérgicos e pelo aumento da liberagdo do neurotransmissor inibitério GABA,
que por sua vez diminuiria a atividade de grupos neurbénais da CVLM, comprometendo as
interacOes existentes entre esta regido e outras areas do circuito do barorreflexo como
RVLM, NTS e NA que participam do controle da atividade do sistema nervoso auténomo. O
resultado global da atuacdo do NO na CVLM seria a redugcdo da sensibilidade do

barorreflexo e a manutencao da hipertensao renovascular 2R1C.

6. PERSPECTIVAS

Diversos estudos mostraram que o0s animais com hipertensao apresentam um
aumento da atividade do SNS e reduzida sensibilidade do barorreflexo (Moreira e cols.,
1988; Kumagai e cols., 1990; Britto e cols., 1997; Cangussu e cols., 2009). Isso parece estar
estritamente relacionado com aumento de componentes do SRA (Berenguer e cols., 1991;

Morishita e cols., 1991; Yoshida e cols., 1991; Niederberger e cols., 1995; Jung e cols.,
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2004) e com a superexpressao de NOS (Krukoff e cols., 1995; Plochocka-Zulinska e Krukoff,
1997; Krukoff, 1999) que ocorre durante esta patologia.

No modelo de hipertensao renovascular unilateral 2R1C, a estenose da artéria renal
estimula o SRA. A contribuicdo do SRA neste modelo varia dependendo do tempo decorrido
apos a constricdo da artéria renal (Martinez-Maldonado, 1991). Como ja mencionado, nesse
modelo de hipertensdo, os niveis de Ang Il estdo aumentados na circulagéo na fase aguda
apos a cirurgia (de 1 a 4 semanas). Na fase crénica (mais que 4 semanas apods a cirurgia de
colocagao do clipe) os niveis de Ang Il circulantes ja estdo normais, mas altos niveis de Ang
Il centrais sdo detectados (Krukoff e cols., 1995; Duka e cols., 2001; Galli e Phillips, 2001;
Lazartigues e cols., 2004). Além disso, € interessante observar que algumas areas do SNC
providas de barreira hemato-encefélica mais permeavel (érgédos circunventriculares), estéo
suscetiveis a modulagdo pelas angiotensinas circulantes do SRA, cujos niveis estao
aumentados em ratos com hipertensdao 2R1C, o que pode exercer influéncia sobre a
modulacgao central do barorreflexo.

A elevacao dos componentes do SRA em areas de controle do barorreflexo bulbar
pode estar estritamente relacionada ao aumento da atividade do SNS e reduzida
sensibilidade do barorreflexo encontrada em animais 2R1C. O aumento da atividade
neuronal da RVLM (Chan e cols., 1991; Boone e McMillen, 1994; Suzuki e cols., 1994;
Minson e cols., 1996) e reduzido tonus GABAérgico da CVLM para esta regido (Smith e
Barron, 1990b; a; Colombari e cols., 2001) que ocorrem durante a hipertensdo também
parecem estar ligados as alteragdes na expressao de componentes do SRA, nestas regides.

Na RVLM, que possui um controle direto sobre neurdnios pré-motores simpaticos da
medula espinhal, foi mostrado que aumentos das concentracdes locais de Ang Il ativam a
via simpatica bulboespinhal durante a hipertensdo (Niederberger e cols., 1995; Jenkins e
cols., 1997; Kagiyama e cols., 2001).

Os componentes do SRA também atuam sobre neurbnios da CVLM durante a
hipertensao (Ferreira e cols., 2008). Dados anteriores de nosso laboratério (Alzamora e
cols., 2002; 2006; Cangussu e cols., 2009) mostraram que as microinjecées de Ang Il e Ang-
(1-7) na CVLM produzem uma redugéo significativa da PA. Foi mostrado também que a Ang-
(1-7) na CVLM diminui a sensibilidade do barorreflexo, enquanto a microinjecdo de Ang Il
nesta regiao apresenta efeitos opostos (Alzamora e cols., 2002; 2006). Além disso, em 2009,
Cangussu e colaboradores mostraram que a microinjegéo de A779 [antagonista de receptor
MAS da Ang-(1-7)] aumenta a sensibilidade da bradicardia reflexa de ratos com hipertenséo
renovascular 2R1C, sugerindo que a Ang-(1-7) endégena na CVLM, pode ter uma influéncia
negativa sobre a sensibilidade do barorreflexo na hipertensdo renovascular (Cangussu e
cols., 2009). Esses dados confirmam os importantes efeitos cardiovasculares de

componentes do SRA na CVLM, principalmente durante a hipertensao.
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Trabalhos da literatura ja correlacionaram os efeitos dos peptideos do SRA com o
NO. No NTS foi mostrado que a Ang Il pode estimular aumentos nas concentragbes de NO
(McQuillan e cols., 1994; Chin e cols., 1999; Wallerath e cols., 1999). O NO, também ja foi
apontado em diversos estudos (Calka e Block, 1993; Gironacci e cols., 2000; Santos e cols.,
2008; Xia e Lazartigues, 2008; Zhang e cols.,, 2008) como participante das agbes
intracelulares da Ang-(1-7).

Portanto, acreditamos que as alteragdes cardiovasculares produzidas pelo NO na
CVLM durante a hipertensao renovascular 2R1C, possam estar diretamente relacionadas ao
aumento da atividade do SRA local. A nossa hipdtese é que o efeito da Ang-(1-7) na CVLM
em diminuir a sensibilidade da bradicardia reflexa (Alzamora e cols., 2002; 2006; Cangussu
e cols., 2009) talvez seja mediado pelo NO, que também mostrou efeitos inibitérios sobre a
CVLM no presente estudo, inclusive diminuindo a sensibilidade da bradicardia reflexa
quando em niveis aumentados na CVLM. A melhora da sensibilidade do barorreflexo
promovida pela Ang Il na CVLM, também pode envolver um mecanismo mediado pelo NO,
mas 0 mecanismo de ag¢do mais provavel para a melhora da sensibilidade do barorreflexo,
promovida por este peptideo na CVLM, talvez seja o que envolva o superéxido (Oy), ja
mostrado em varios estudos como mensageiro das acgbes intracelulares da Ang Il
(Zanzinger, 2002; Gao e cols., 2004; Mayorov e cols., 2004; Chan e cols., 2005; Mayorov,
2007a; Chan e cols., 2009; Oliveira-Sales e cols., 2009). A futura dosagem de peptideos do
SRA e seus respectivos receptores na CVLM, assim como a avaliagdo da expressao de
nNOS, eNOS e iNOS e niveis de superdxido ou espécies anti-oxidantes como a enzima
superoxido dismutase nesta regido, durante a hipertensdo 2R1C, serdao fundamentais para o
elucidacao de nossas hipoteses. Estudos estdo sendo realizados em nosso laboratério com

0 objetivo de esclarecer estes questionamentos.

7. SUMARIO

Em sintese, os resultados do presente estudo mostraram que:

Caracterizagdao do modelo de hipertensao:

Os animais 2R1C apresentaram em relacdo aos SHAM:
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Uma elevacdo da PAM basal (pletismografia) a partir da segunda semana apéds
cirurgia;

Redug¢ao do peso relativo do rim esquerdo (clipado);

Aumento do peso relativo do rim direito (nao clipado);

Elevacao do peso relativo do coragao e ventriculo esquerdo;

Maior PAM aferida diretamente pelo trandutor de pressao.

Efeitos cardiovasculares promovidos pelas microinje¢cdes de L-NAME e L-arginina

A microinje¢do de L-NAME na CVLM produziu queda na PAM e FC em animais
2R1C e SHAM;

Ja a microinjecao de L-arginina na CVLM causou elevacdo da PAM e alteragdes
variadas na FC em animais 2R1C e SHAM;

Os animais 2R1C apresentaram um menor tempo de duragdo da queda na FC
produzida pelo L-NAME na CVLM e um maior tempo de duragcdo dos efeitos

cardiovasculares produzidos pela L-arginina na CVLM

Sensibilidade da bradicardia Reflexa

A sensibilidade da bradicardia reflexa dos animais 2R1C foi menor quando
comparada aos ratos normotensos SHAM,;

A microinjecdo do L-NAME na CVLM aumentou sensibilidade da bradicardia reflexa
dos animais 2R1C;

Ja a microinjecdo de L-arginina na CVLM reduziu a sensibilidade da bradicardia

reflexa dos animais SHAM.

8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que niveis elevados de NO na CVLM

contribuem para a reduzida sensibilidade da bradicardia reflexa que ocorre na hipertensao

renovascular 2R1C. E além disso, os presentes dados sugerem que o aumento do NO na

CVLM pode participar da génese e/ ou manutengdo da hipertensdo que ocorre neste

modelo.
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10. ANEXOS
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Figura 27: Correlacdo da PAM basal (mmHg) medida de forma direta (pelo transdutor)

com o peso umido relativo do rim direito (painel A, n=42), percentual de diferenca de

peso umido relativo entre rim esquerdo/direito (painel B, n=41) e com o peso umido
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relativo do rim esquerdo (painel C, n=42) de ratos com hipertensao renovascular

2R1C. *p<0,01 em comparagao PAM (regressao linear).
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