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Resumo

Castro, EFS. Avaliacdo dos efeitos da variabilidade da pressao arterial
sistémica sobre a pressdo de perfusdo ocular e suas repercussbes sobre o
estresse oxidativo de ratos normotensos e hipertensos. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2014.

Introducdo: A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma doenca que pode
determinar lesGes em diversos orgdos inclusive nos olhos. As doencas
vasculares oculares constituem a grande maioria das causas de cegueira na
atualidade e a HAS tem contribuicAo importante nesta estatistica. A
variabilidade da pressao arterial tem sido implicada na génese de uma série de
lesBes de orgdos-alvo. Na tentativa de compreender melhor a patogénese das
doencas vasculares oculares testamos a hipétese de que ndo apenas 0s
efeitos da HAS, mas também a variabilidade da pressao arterial (PA) poderia
determinar lesdo de 6rgao-alvo (ocular).

Materiais e Meétodos: A desnervacdo sino-aortica (DSA), um modelo
experimental de aumento da variabilidade da presséo arterial foi utilizado nos
experimentos. Foram obtidas medidas da presséao intraocular e a partir destas
medidas, a pressdo de perfusdo ocular. Foram analisados marcadores de
estresse oxidativo (8-OHdG e nitrotirosina),VEGF e receptores AT1 na retina
de animais normotensos e hipertensos com e sem DSA aguda (12 e 24 horas)
e cronica (10 semanas).

Resultados: Os animais desnervados apresentaram aumento da variabilidade
da PA sem modificar a PA basal e reducéo da sensibilidade do barorreflexo.
Houve aumento da modulacdo simpatica vascular e da pressdo de perfusao
ocular (PPO), nos animais hipertensos, com aumento adicional da PPO nos
hipertensos e desnervados cronicos.Observou-seestresse oxidativo retiniano
nos animais desnervados agudos e noshipertensos desnervados cronicos,
além do aumento da expressdo de receptores AT1 da Angiotensina Il nos
animais hipertensos. Os niveis de VEGF retinianos dos animais desnervados
crdnicos, apresentaram comportamento inverso aos niveis de Caspase-3.
Concluséo: Tais resultados indicam que s6 a HAS, mas também a
variabilidade da PA podem determinar variagbes na pressdo de perfuséo
ocular, assim como também podem induzir dano oxidativo as células retinianas.
Além disso, pode-se sugerir efeito neuroprotetor retiniano do VEGF.

Descritores: 1.Hipertensdo 2.Barorreflexo 3.Retina 4.Denervacdo autbnoma
5.Estresse oxidativo 6.Pressdo intraocular 7.Receptor 1 de fatores de
crescimento do endotélio vascular 8.Glaucoma
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Abstract

Castro, EFS. Assessment of the effects of the variability of blood pressure on
the ocular perfusion pressure and its effects on oxidative stress in normotensive
and hypertensive rats. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2014.

Introduction: High blood pressure (HBP) is a disease that can determine lesions
in many organs including the eyes. The ocular vascular diseases constitute the
vast majority of causes of blindness and hypertension has important
contribution in this statistic. Blood pressure variability has been implicated in the
genesis of a series of end-organ damage. In an attempt to better understand
the pathogenesis of ocular vascular diseases, we hypothesized that not only the
effects of hypertension, but also the variability of blood pressure (BPV) could
determine target end-organ damage (ocular). Materials and Methods: Sino-
aortic denervation (SAD), an experimental model of increased blood pressure
variability was used in the experiments. The intraocular pressure measurements
were performed and from these measurements the ocular perfusion pressure
was estimated. Oxidative stress markers (8-OHdG and nitrotyrosine), VEGF
and AT1 receptor in rat retinas were analyzed inacute and chronic hypertensive
and normotensiveSAD rats and in controls.

Results: Denervated animals showed increased BP variability without altering
the basal BP, while presenting reduced baroreflex sensitivity.There was an
increase in sympatheticvascular modulation and in OPP,in hypertensive
animals, that was additionally in chronic denervated hypertensive animals.Acute
denervated and chronic hypertensive denervated animals showed retinal
oxidative stress as well as hypertensive animals presented increased
expression of AT1 receptors of angiotensin Il. The levels of retinal VEGF of
chronically denervated animals showed inverse behavior of levels of Caspase-3
Conclusion: These results suggest that, apart from the arterial hypertension, BP
variability not only determines changes in ocular perfusion pressure, but also
induces oxidative damage to retinal cells. Furthermore, one can suggest retinal
neuroprotective effect of VEGF.

Descriptors: 1. Hypertension 2. Barorreflex 3.Retina.4.Autonomic denervation
5. Oxidative stress 6.Intraocular pressure7.VEGF8. Glaucoma
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Introducédo 2

1.1 Hipertensdo arterial sistémica e alteracdes na regulacdo da

pressao arterial

A hipertensdo arterial € um dos maiores fatores de risco para as
doencas cardiovasculares (Kannel, 1993, 2000), aumentando
significativamente a incidéncia de lesbes em 6rgdos-alvo como coracao, rins e
olhos.De fato, a manutencdo (componente tonico), bem como a variacao
momento a momento da PA (componente fasico) dependem de mecanismos
complexos e redundantes que determinam ajustes apropriados da frequéncia e
contratilidade cardiaca, do estado contratii dos vasos de resisténcia e de
capacitancia e da distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos (Michelini,
1999; Kaplan, 1998).

O controle neural da circulacédo é fundamental para a regulacdo da PA
a curto e longo prazo (Cowley, 1992). Parte deste controle é realizado por algas
de retroalimentacdo que modulam a atividade nervosa simpética e
parassimpatica, das quais 0s pressorreceptores arteriais (ou barorreceptores)
sdo os elementos mais importantes (Michelini, 1999; Franchini, 2003). Os
barorreceptores sdo mecanorreceptores sensiveis as deformacdes da parede
vascular. Estes mecanorreceptores estao localizados principalmente no arco da
aorta e no seio carotideo e devido ao seu alto ganho, constituem-se na forma
mais importante de controle da pressao arterial em curto prazo, ou seja,
momento a momento (Franchini e Krieger, 1995). Além do controle reflexo da
atividade autondmica, os pressorreceptores também exercem controle ténico
sobre a atividade simpatica (inibicdo) e parassimpatica (estimulacdo). Assim o

comprometimento da funcdo dos pressorreceptores poderia atuar como
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elemento permissivo ao estabelecimento de alteracfes primarias de outros
mecanismos de controle da fung¢éo cardiovascular, por ndo modular a atividade
simpatica e parassimpatica adequadamente (Irigoyen et al., 1995).

Os receptores cardiopulmonares também compdem um mecanismo
importante  na regulacdo em curto prazo da PA. Os receptores
cardiopulmonares estdo distribuidos nas estruturas cardiovasculares, como
grandes vasos (veias cava e pulmonares), atrios e pericardio e sua principal
funcdo € a manutencéo dos niveis de volume sanguineo (Michelini, 1999).

Embora os receptores arteriais sejam capazes de se adaptar aguda e
cronicamente a altos niveis de PA (Krieger, 1989), a disfuncao barorreflexa tem
sido documentada na hipertensdo arterial e em outras doencas
cardiovasculares em estudos clinicos e experimentais (lrigoyen e Krieger,
1998; Zanchetti e Mancia, 1991). Da mesma forma, estudos de Consolim-
Colombo e colaboradores, (2000), Lacerda et al. (2007) e Silva et al. (1997)
mostraram prejuizo do reflexo cardiopulmonar respectivamente na doenca de
Chagas, no infarto do miocéardio e na hipertensdo espontanea em ratos.

A disfuncao barorreflexa tem sido demonstrada em varias doencas (La
Rovere et al., 1998; Dall’lAgo et al.,, 1997; Harthmann et al, 2007) e na
hipertensédo clinica e experimental (Irigoyen e Krieger, 1998; Mancia et al.,
1997). Dessa forma, intervengdes no sentido de melhorar a sensibilidade do
barorreflexo e/ou a participacdo do parassimpatico cardiaco no controle da PA
e da FC tém sido vistas como novas estratégias no manejo das doencas
cardiovasculares.

Um consideravel numero de evidéncias da suporte ao aumento da

atividade simpatica precocemente na hipertensao (De Quattro e Feng, 2002;



Introducéo 4

Irigoyen et al., 2001). Uma das possibilidades para tal aumento seria a reducao
da eficiéncia do barorreflexo. Embora muitos reflexos estejam envolvidos na
modulacdo da atividade simpética, o reflexo comandado pelos
pressorreceptores arteriais (alta pressao), ao perder eficiéncia, poderia reduzir
a inibicdo ténica que exerce sobre a atividade simpatica e com isso aumenta-la
para a periferia.

Além disso, a menor sensibilidade dos barorreceptores, que
normalmente acompanha a hipertensdo (Krieger, 1984), é provavelmente o
maior determinante do aumento da variabilidade da PA (VPA) (Irigoyen e
Krieger, 1998; Floras et al., 1988) a qual, tem sido associada as lesdes dos
orgaos-alvo em individuos hipertensos (Floras et al., 1988).

Dessa forma, o reflexo comandado pelos pressorreceptores, embora
reconhecido como 0 mais importante controlador da PA momento a momento,
parece ter também um papel homeostético em longo prazo como modulador da
atividade parassimpética e simpatica sobre coracdo e vasos nas diferentes
disfungbes dos sistemas cardiovascular e/ou cardiorrenal.

A importancia dos barorreceptores sobre a regulacdo da PA pode
ser demonstrada pela desnervacdo sino aodrtica (DSA), que consiste na
remocdo cirirgica dos aferentes pressorreceptores aodrticos e carotideos,
considerados 0 mais importante mecanismo de controle fasico da PA (Krieger e
Michelini, 1992). Experimentalmente, a remocdo cirargica das aferéncias
aorticas e carotideas descrita em ratos (Krieger, 1964), demonstrou uma
acentuada labilidade da PA, com hipertensdo na fase aguda (Werber e cols.,
1994) e retorno aos niveis pressoricos normais na fase cronica (Irigoyen et al.,

1995). A hiperatividade simpéatica parece ser o maior determinante do aumento
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da pressdo arterial apdés a desnervacao sinoadrtica (Alexander et al., 1980;
Vasquez e Krieger, 1980), verificada principalmente no coracao, rins e vasos
de resisténcia. Varias alteracdbes hemodinamicas, neurais e bioquimicas
(Trapani et al., 1986; Franchini e Krieger, 1995) indicam hiperatividade
simpatica apds deaferentacdo pressorreceptora. Os ratos com DSA também
apresentam taquicardia (Irigoyen et al., 1988) que atinge valores maximos apés
5 horas da desnervacdo. Porém, a taquicardia ndo € mantida e a freqiéncia
cardiaca gradualmente diminui para valores normais em 10 dias (Irigoyen et al.,
1995). Na fase crbnica (20 dias ou mais), a normalizacdo da PA e da atividade
nervosa simpatica renal refletem o balanco entre efeitos opostos dos presso e
quimiorreceptores (Irigoyen et al., 1995).

Outra alteracao cardiovascular produzida pela DSA é o aumento VPA,
caracterizada pelo aumento do desvio padrdo e variancia da PA obtidas de
registros computadorizados (Trapani et al., 1986). Alteragbes neuro-humorais
(sistema renina-angiotensina e vasopressina) tém sido implicadas na geracao e
manutencdo do aumento da VPA (Franchini e Krieger, 1995). A diminui¢cdo da
VPA na hipertenséo arterial tem sido considerada importante no tratamento
desta doenca, ja que a VPA esta associada as complicacdes decorrentes da
hipertensdo sobre os 6rgados-alvo de maneira mais determinante do que a
propria pressao arterial constantemente elevada (Su e Miao, 2005).

Assim, € provavel que a liberacdo do controle tonico inibitério que os
barorreceptores exercem sobre a atividade simpética gerada centralmente
(Irigoyen et al., 1995) permita seu aumento para a periferia e desencadeie a
potenciacdo das respostas de ajuste de orgaos alvo a hipertensdo, como a

hipertrofia ventricular esquerda, e outras situacdes patologicas. Todavia, ndo
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existem dados conclusivos se essas respostas adaptativas dependem do
aumento do simpéatico ou dos aumentos associados da PA, da VPA e da VFC.
Além disso, pouco se conhece sobre os efeitos das alteracdes da variabilidade
da PA e/ou da FC sobre a funcdo ou morfologia ocular. Informacfes nesse
sentido poderao contribuir para o melhor entendimento de processos de ajuste
associados a reducéao da sensibilidade do barorreflexo e podem fundamentar a
busca de estratégias mais precisas no manejo das disfuncdes crbnicas

associadas ao prejuizo desse reflexo.

1.2 Hipertensao arterial e doencas oculares

A hipertensdo arterial sistémica esta associada a alteracbes
observaveis na microvasculatura retiniana incluindo retinopatia, coroidopatia e
neuropatia optica, bem como a um risco aumentado de outras doencas
vasculares oculares como oclusdes de veias e artérias retinianas, formacao de
macroaneurismas retinianos arteriolares e eventos embolicos. A hipertensdo
arterial também confere risco de desenvolvimento e progresséo de retinopatia
diabética, glaucoma e degeneracdo macular relacionada a idade (Della Crocce
JT et al., 2008).

A prevaléncia destas doencas oculares relacionadas a hipertenséo
arterial é extremamente elevada. Segundo a OMS, a retinopatia diabética, que
sofre forte influéncia dos niveis pressoricos arteriais, determina cerca de 5% do
total de casos de cegueira no mundo, aproximadamente 5 milhdes de pessoas.

O glaucoma, também influenciado pelos niveis pressoricos arteriais,
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corresponde a 12% de todos os casos de cegueira ho mundo e a degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI) cerca de 9%.

As oclusdes venosas sdo a segunda causa mais comum de doencas
vasculares da retina, atras apenas da retinopatia diabética (Rosa et al., 2003),
sendo o motivo mais comum de perda visual subita em pacientes hipertensos
(Staurenghi et al.,1994).

Rosa et al., 2003 em nosso meio, verificaram associacdo de 92,8%
entre ocluséo de veia central da retina e HAS.

O componente vascular tem papel fundamental na fisiologia ocular e a
HAS tem influéncia direta na génese de doencas oculares vasculares. A
variabilidade da pressao arterial tem sido implicada na génese de lesdes de
orgaos-alvo. Considerando a extrema importancia do tema, desconhecemos
qualquer estudo experimental relacionando variabilidade da PA e olho. E de se
esperar que a génese de doencas oculares vasculares se relacione da mesma

forma, com a variabilidade da PA.

1.3 Hipertensao arterial e presséo de perfuséo ocular

O glaucoma é caracterizado por degeneracdo progressiva do nervo
Optico e é a maior causa de cegueira irreverssivel no mundo. Mais de 50
milhdes de pessoas sdo afetadas por glaucoma ao redor do mundo (Congdon
et al, 2003). H4 geralmente de pressao intraocular (PIO) elevada, alteracdes
campimeétricas, aumento da escavacao e atrofia do disco 6ptico (Quigley et al,

2010). A presséo intraocular (P1O) ainda é considerada o principal fator de risco

para a doenca e € o Unico fator sobre o qual se pode atuar para evitar sua
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progressdo. Varios estudos multicéntricos sugerem que a PIO ndo é o unico
fator envolvido na fisiopatogenia do glaucoma como o Normal Tension
Glaucoma Study 1998, Ocular Hypertension Treatment Study 2002, Early
Manifest Glaucoma Trial, 2003. Segundo Sommer, 1989 ha uma relacdo de
“dose-resposta” entre o fator de risco PIO e a doenga, ou seja, quanto maior o
nivel da pressdo, maior o risco de ocorrer glaucoma. Entretanto, o0s
mecanismos que levam a atrofia do nervo 6ptico permanecem desconhecidos
(Moroi et al., 1996).

Existem duas principais teorias relacionadas a patogénese da
neuropatia éptica glaucomatosa- uma mecanica e outra vascular (Flammer et
al, 2002).. A teoria mecanica enfatiza essencialmente o papel da PIO no
processo da doenca. Pressfes intraoculares elevadas determinariam dano
direto aos axdnios do nervo o6ptico e indireto por deformacéo tecidual. A teoria
vascular considera a neuropatia Optica glaucomatosa como consequéncia do
comprometimento do suprimento sanguineo ocular devido ao aumento da PIO
ou disfuncao vascular levando a uma instabilidade do suprimento de oxigénio
(les@o por isquemia/reperfusdo) e consequente estresse oxidativo das células
ganglionares retinianas (Flammer et al, 2002).

Trabalhos com doppler colorido demonstraram diminuicdo do
fluxo sanguineo e aumento da resisténcia vascular na artéria oftalmica em
pacientes com glaucoma em relagédo a individuos normais (Rojanapongpun ,
1993 e Butt et al., 1995 ). Assim, a pressao arterial (PA) poderia ter um papel
importante no mecanismo de lesdo, pois dela depende em parte a perfuséo do
nervo optico. Para varios autores, existe uma relagdo entre o nivel da PIO e o

nivel da PA: para um aumento de 10 mmHg da PA corresponde um aumento
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de cerca de 0,2 mmHg da PIO (Bulpitt et al.,1975 e Tielsch et al.,1995). A
relacdo da PA e PIO, do ponto de vista clinico, ainda ndo foi bem estabelecida.
O importante desta relacdo (entre a PA e a PIO) seria a chamada presséao de
perfusdo (PAM-PIO). Por definicdo, a pressdo de perfusdo de um o6rgdo
corresponde a diferenca entre a pressao arterial e a pressdao venosa deste
orgao. No olho, a pressao venosa € grosseiramente igual a PIO, o que permite
gue calculemos a presséao de perfusdo ocular como a diferenca entre a pressao
arterial e a PIO. Uma reducédo da presséo de perfusdo, tanto por um aumento
da PIO como por uma queda da PA, poderia causar dano ao nervo optico ( Alm
et al.,.1979 e Tielsch et al.,,1995). Este dano poderia ser decorrente do
esgotamento da reserva autorregulatéria do fluxo sanguineo do nervo éptico.

Autorregulacdo do fluxo sanguineo € definida como a habilidade
intrinseca de um 6rgdo em manter o fluxo sanguineo constante a despeito de
mudancas na pressdo de perfusdo deste 6rgdo. A reserva autorregulatéria é
determinada pelos limites inferior e superior da autorregulagdo. Os principais
mecanismos de autorregulacdo do fluxo sanguineo ocular sao:

Neuronal: Em contraste com 0s vasos retinianos, os vasos da coroide
apresentam rica inervacdo (Cioffi et al., 2003). A inervacdo simpatica da
cordide deriva do ganglio cervical superior ipsilateral (Lutjen-Drecoll, 2006). A
estimulacdo simpética reduz o fluxo sanguineo da cordide em varias espécies
(Riva e Schemettere, 2008; Steinle et al.,2002) e a desnervacdo simpatica leva
ao aumento do fluxo sanguineo coroidal em ratos e coelhos (Chou et
al.,2000,2002; Steinle et al., 2002).

Metabolico: De acordo com a teoria metabdlica da autorregulacdo, o

fluxo sanguineo é regulado para atender as necessidades metabdlicas de um
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tecido especifico. Gases como 0 O2 e 0 CO2 tém efeitos significantes no fluxo
sanguineo ocular. Em individuos saudaveis, a inalacdo de monoxido de
carbono (CO) aumenta os fluxos sanguineos da retina e coroide, porém o exato
papel do CO na regulacao do fluxo sanguineo ocular permanece desconhecido.
(Resch et al., 2005).

Miogénico: A resposta miogénica, também chamada de efeito Bayliss,
(Bayliss et al., 1902) € caracterizada pelo aumento do diametro vascular apés
aumento da pressao transmural ( Schubert e Mulvany, 1999). A maior parte do
volume sanguineo ocular provém da coroide. Kiel, 1994 teoriza que 0s vasos
da cordide posdem estabilizar a PIO durante variacbes da PA, através da
autorregulacdo miogénica.

Hormonais: Ha evidéncias que o sistema renina-angiotensina (SRA)
faca parte da regulacao do fluxo sanguineo ocular. Em porcos, Angiotensina Il
tem papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo ocular (Meyer et al.,
1995).

Ha evidéncias que pacientes com glaucoma apresentem
autorregulacdo anormal do fluxo sanguineo ocular. As razdes para este fato
permanecem desconhecidas, ha evidéncias que a reducdo da PIO melhore a
autorregulacdo em pacientes com glaucoma (Schmidl et al.,2010).

Sabe-se que a hipotensao arterial sistémica pode ser um fator de risco
relevante para o desenvolvimento do glaucoma, especialmente o de pressao
normal (Kaiser et al.,1991 e Kaiser et al., 1993). Entretanto, assim como a
presséao intraocular elevada ndo determina glaucoma em todos os individuos ,

a pressao arterial baixa também néo. Isto pode ser explicado por um melhor ou



Introducdo 11

pior controle da autorregulacdo do fluxo sanguineo ocular (Flammer et al.,
2008).

Apesar da correlacdo existente entre PIO e PA, a relacdo entre a
hipertensédo arterial e o glaucoma é controversa, tendo sido observada por
alguns autores e contestada por outros.Segundo Tielsch et al.1995 , a
hipertenséo arterial em sua fase inicial poderia exercer um papel de protecao
do nervo 6ptico por um aumento de perfusdo sanguinea. Entretanto, com o
comprometimento vascular pela hipertensédo crénica, haveria uma diminuicao
da irrigacdo do nervo Optico. Em estudos de medida de PA de 24 horas, houve
associacdo entre uso de medicacdo anti-hipertensiva, hipotensdo noturna e
piora de campo visual em pacientes com glaucoma (Hayreh,1994). Apesar
dessas informacgBes, poucos sdo os dados de literatura que relacionam a
variabilidade de pressdo arterial com as doencas oculares, entre elas o
glaucoma, retinopatias hipertensiva e diabética e degeneracdo macular

relacionada a idade.

1.4 Retina

A retina € considerada parte integrante do sistema nervoso central
(SNC) por derivar de vesiculas Opticas originarias do diencéfalo (Mey e
Thanos, 2000). A retina é composta por 10 camadas: membrana limitante
interna; camada de fibras nervosas; camada plexiforme interna, camada
plexiforme externa, camada nuclear externa, camada de fotorreceptores e
epitélio pigmentado da retina (Bosco et al., 2005; Wu et al., 2006). (Figura 1).

As células fotorreceptoras sao divididas em duas classes, 0s cones e 0s
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bastonetes. As células bipolares e ganglionares transmitem o sinal visual
através do nervo Optico para posterior envio as vias centrais da visdo. As
células horizontais e amacrinas promovem interacfes laterais entre as células.
Ja as células de Muller sdo responsaveis pela manutencdo da funcdo e
estrutura da retina (Bringmann et al., 2006). A organizacao estrutural da retina
€ praticamente a mesma em todos os vertebrados (Wassle & Boycot, 1991).

As camadas internas da retina recebem suporte metabodlico da rede
vascular que atravessa a camada ganglionar e se estende até a camada
plexiforme externa (Margalit 2003; Bosco et al., 2005). O oxigénio e 0s
nutrientes para a retina externa sao adquiridos por difusdo através dos vasos
da cordide que estdo adjacentes ao epitélio pigmentar da retina (Margalit, 2003;
Bosco et al., 2005). Juntos, os vasos da retina e o epitélio pigmentar formam a
barreira hemato-retiniana, uma forte barreira contra macromoléculas, fazendo
da retina neural um tecido imunologicamente privilegiado e propiciando

mecanismo para controlar fluxo de fluidos e metabdlitos (Bosco et al., 2005).
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1.4.1 Retinopatias

O United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS, 1998), com
pacientes diabéticos tipo 2, confirmou que em pacientes com controle
metabdlico intensivo houve uma reducdo de 25% no desenvolvimento da
retinopatia diabética (RD), e ainda, que o controle pressorico rigoroso teve um
impacto protetor de 37% no desenvolvimento da RD. Estes dados confirmam
outros importantes estudos epidemiolégicos nos quais foi demonstrado que a
hipertenséo arterial é o fator independente mais importante associado a RD,
depois da hiperglicemia (Klein et al., 1983; Janka et al., 1989).

Estudos como o EURODIAB EUCLID (Chaturvedi et al.,, 2008)
demonstraram que o Lisinopril, um inibidor da enzima conversora de

angiotensina (ECA) reduziu o risco da progressdo da retinopatia diabética.
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Entretanto ndo ficou claro se estes resultados sdo mais dependentes da
diminuicdo da pressao arterial ou de mecanismos de bloqueio local (ocular) do
SRA. Recentemente o estudo DIRECT (Diabetic Retinopathy Candesartan
Trial) onde foi utilizado grupo de Candesartan, um blogueador dos receptores
da angiotensina Il, mostrou que tal droga reduziu a incidéncia de retinopatia
diabética em 35% em pacientes diabéticos tipo I. Em pacientes diabéticos tipo
Il a reducdo da progressdo foi de 34% em pacientes com retinopatia nao
proliferativa inicial, sugerindo um papel do SRA na fisiopatologia da retinopatia
(Chatuverdi et al., 2008, Sjglie AK et al., 2008).

O estudo RASS -The renin-angiotensin system study (Mauer et al.,
2009) comparou a progressao da retinopatia diabética entre duas classes de
inibidores do SRA, um inibidor da ECA e um bloqueador dos receptores AT1.
Ambos reduziram a progressdo da retinopatia diabética em 60 e 65% de
pacientes com retinopatia diabética ndo proliferativa ou sem retinopatia.
Tratamento com bloqueador dos receptores AT1(Losartana), em estudo
envolvendo modelo animal de diabetes e hipertensdo arterial demonstroupela
primeira vez, efeitos de neuro protecao na retinopatia diabética ao restabelecer
as fungdes redox oxidativas e mitocondrial (Silva et al., 2009 ).

Evidéncias sugerem que a pressao arterial, além da proépria
hiperglicemia, reflete importante efeito sobre a incidéncia e progressao de
complicagBes microvasculares retinianas. Entretanto, ainda ndo é sabido se a
associacao entre hipertensao arterial e retinopatia diabética é secundaria aos
efeitos hemodinamicos da presséo arterial alta na microvasculatura da retina
OU Se representa uma associacdo complexa com a genética da hipertensao

arterial.
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1.4.2 Sistemarenina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) € o maior sistema enddécrino do
organismo humano. A renina, que é derivada da pré renina, cliva o
angiotensinogénio em Angiotensina | (Ang ). Esta é transformada em
Angiotensina Il (Angll) pela acédo da enzima conversora de angiotensina | (ECA
). A ECA2 é um homdlogo da ECA que cliva a angiotensina Il em Angiotensina
1-7 (Angl-7) — (Burrell et al.,, 2004). Existem outras vias para formacédo de
peptideos no sistema (Sampaio et al., 2009).(Figura 2).

As acbes deste sistema sdo bastante complexas e apresentam
caracteristicas contrarregulatorias em que as angiotensinas formadas, exercem
influéncia modulatéria entre si. Neste cenario podemos observar dois
subsistemas de antagonismo enddgeno: um € representado pelas acfes da
Ang Il e Ang lll, via receptor AT1, que levam, na vasculatura, & vasoconstrigcéo,
proliferacéo, inflamacéo, estresse oxidativo, trombogénese e fibrose, e o outro,
pelas acbes da Ang-(1-7) que, na sua maioria, levam a vasodilatacéo,
potenciam o efeito vasodilatador da bradicinina, inibem a proliferacdo e a
trombogénese, atenuam o efeito vasoconstritor da Ang Il e inibem a ECA
(Santos et al, 2008; Touyz, 2004; Billet S et al, 2008).

O sistema renina-angiotensina exerce influéncia no controle da pressao
arterial principalmente pelas acbes da Ang Il mediadas pelo receptor AT1.
Estas acOes incluem vasoconstricdo, sintese e secrecdo de aldosterona e
reabsorcgéo tubular de sédio. Como neurotransmissor e neurorregulador, a Ang
Il modula o controle central da pressao arterial, a atividade simpatica, o apetite

pelo sal e a sede, estimulando a atividade noradrenérgica periférica. Além
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disso, a Ang Il age através do receptor AT1 na secre¢cao hormonal, modulando
a liberacdo de ACTH, prolactina, vasopressina, dopamina e melatonina
(Sampaio et al, 2009).

O desequilibrio na relacdo existente entre os peptideos do SRA, com
predominio do eixo Ang II-AT1 e/ou a reducdo da Ang-(1-7), parece haver
relacdo entre o aparecimento e a progressao das doencas cardiovasculares
bem como a aceleracdo do processo de lesdo de oOrgaos-alvo. A atividade
sustentada do eixo Ang II-AT1, nos tecidos envolvidos na regulacéo
cardiovascular, estimula uma série de cascatas intracelulares complexas
resultando em estresse oxidativo, inflamacéo, proliferacdo, fibrose e
trombogénese, com consequente de lesdo e deterioracdo dos tecidos
cardiovasculares (Santos et al., 2008; Iwai et al., 2009).

Recentemente um numero grande de publicacdes demonstrou o papel
do SRA que outrora se acreditava estar restrito a acbes na regulacdo da
pressao arterial e na homeostase dos eletrélitos, tem também atuacdo
paracrina/autdcrina em diversos tecidos, incluindo a¢ces nos olhos (de Gooyer

et al., 2004; Re et al., 1984).
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Figura 2 -Esquematizacdo resumida do sistema renina-angiotensina

1.4.3 Sistemarenina-angiotensina nos tecidos oculares

Estudos demonstraram que os niveis de Angl e Ang Il oculares sdo
cem vezes maiores que 0s plasmaticos, sugerindo producdo local de
angiotensina Il em tecidos oculares (Kohler et al., 1997 e Wagner et al., 1996).
No tecido retiniano os componentes do SRA sdo comumente encontrados em
dois locais: neurdnios e células da glia da retina interna e vasos sanguineos.

A pro-renina foi o primeiro componente do SRA identificada em grande
guantidade no humor vitreo de pacientes com retinopatia diabética proliferativa
(Danser et al., 1989). Mais tarde foram encontrados niveis oculares elevados

de angiotensina Il; nestes mesmos pacientes 0s niveis plasmaticos da
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angiotensinalleram inferioresaos oculares o que sugeriu producéo local deste
componente (Danser et al., 1994).

A pro-renina, a renina e a angiotensina estdo localizadas nas células
amacrinas e ganglionares, com a renina também presente nas células de
Muller. A Renina e a ECA sao também encontradas nos vasos retinianos e da
coroide (Satofuka et al., 2008 e Alcazar et al., 2009) . Os papéis do SRA ocular
parecem estar relacionados a regulacao do fluxo sanguineo (Rockwood et al.,
1987) e da pressao intraocular. A Ang Il também é um potente fator de
crescimento para células musculares lisas dos vasos sanguineos (Jurklies et
al., 1995 e Jacobi et al., 1994) e angiogénico (Bui et al., 2003) embora o
mecanismo de angiogénese ndo seja ainda totalmente compreendido.

As acles da Ang Il ocorrem através de dois receptores: AT1 e AT2.
Nas células endoteliais retinianas a Ang Il estimula proliferacdo vascular via
receptor AT1, onde este exerce regulacdo positiva com o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Otani et al., 1998; Nagisa et al., 2001 e Ferrara,
2001). As funcbes dos receptores AT2 parecem ser opostas as dos
AT1(Tamarat et al., 2002).

Além disso, a Ang Il pode agir como agente inflamatério ao aumentar a
permeabilidade vascular através das prostaglandinas e VEGF (Chua et al.,
1998), contribuir para o recrutamento de ceélulas inflamatorias ao induzir as
guemoquinas e moléculas de adesao (Chua et al., 1998 e Pastore et al, 1999)
e induzir estresse oxidativo( Ellis et al., 1998). Por sua vez o préprio estresse
oxidativo tem a capacidade de estimular expressao de receptores AT1 (Banday

et al., 2008).
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Além do SRA funcional intraocular (Bader et al., 2008 e Wilkinson-
Berka et al., 2008),ha recentemente evidéncias de que existam receptores
mineralocorticoides funcionalmente ativos. Estes estimulam angiogénese e
inflamacéo. A significancia funcional destes receptores ainda € pouco
conhecida, embora parecam ser importantes na manutencdo da pressao
intraocular (Vaajanen et al., 2008), em condicOes fisiologicas. Em condicdes
patolégicas a aldosterona parece contribuir com dano vascular (Wilkinson-

Berka et al., 2009).

1.4.4 Retinae VEGF

Entre os diversos fatores implicados na permeabilidade vascular e
angiogénese, estd o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A
expressdo do VEGF € aumentada pela glicose, aumento de produtos
glicosilados, fator beta de crescimento e fator de crescimento (Rocha e
Funder., 2002) insulina-like, os quais sdo modulados pelo SRA ( Silva KC et al.,
2009).Ha um SRA ocular localmente funcionante onde ocorre interacdo com o
VEGF, causando hiperpermeabilidade e angiogénese, pontos cruciais no
desenvolvimento de doencas vasoproliferativas, como o diabetes (Strain et al.,
2002).

O bloqueio dos efeitos do VEGF com drogas intravitreas anti-VEGF,
como pegaptanibe, ranibizumabe e bevacizumabe, modificam a
vasoproliferacdo e previnem a neovascularizacdo retiniana. No entanto, apesar

dos beneficios dessas drogas, sabe-se que elas nem sempre previnem a

progresséo de doencas como a DMRI e oclusfes venosas retinianas (Van Wijn



Introducdo 20

Gaarden et al., 2008). Isto ocorre porque o VEGF é pleiotrépico, afetando um
amplo espectro de comportamentos no endotélio, neurbnio e glia. Por essa
razdo, emerge a possibilidade de intervencdo no SRA, que pode ser mais
efetivo contra a vasculopatia retiniana, especialmente, porque o0 SRA no eixo
ANGII/AT1 é pro-inflamatorio efibrogénico.

Modelos experimentais e a observacdo clinica demonstraram que o
bloqueio do SRA, com um inibidor da enzima conversora de angiotensinal
(ECA1) ou bloqueadores do receptor da angiotensina Il tipo 1(AT1), podem
amenizar muitas anormalidades vasculares que se desenvolvem nas
retinopatias diabética e da prematuridade, independentemente dos valores de

VEGF ( Strain et al., 2002).

15 Estresse oxidativo

1.5.1 Radicais livres

Um radical livre é qualquer espécie que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, ou seja, elétrons livres ocupando um orbital atébmico ou
molecular (Halliwell e Whiteman, 2004). Por serem os elétrons mais estaveis
quando estdo pareados nas 6rbitas, os radicais livres geralmente reagem com
outras espécies (Halliwell, 1989). Elétrons ndo pareados tém uma forte
tendéncia de formar par estavel. Assim, um radical poderia doar seu elétron
nao pareado para outra molécula ou poderia retirar um elétron de outra
molécula na sequéncia para parear. Consequentemente, se um radical doa um

elétron ou retira um elétron de outra molécula, esta outra molécula torna-se um
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radical. Um importante aspecto das rea¢fes mediadas por radicais livres é que

elas tendem a ocorrer como uma reacdo em cadeia (Halliwell, 1989).

1.5.2 Espécies reativas

As trés classes diferentes de espécies reativas relevantes na biologia e
na medicina sdo: espécies reativas do oxigénio (ERO), espécies reativas do
nitrogénio e espécies reativas do cloro. Espécies reativas podem ser ou nao
um radical livre (Halliwell e Whiteman, 2004). ERO é um termo coletivo que
inclui os radicais do oxigénio e ndo radicais evidentes que sdo agentes
oxidantes e/ou sao facilmente convertidos em radicais. O superoxido (02 «-) e 0
peréxido de hidrogénio (H202) sdo exemplos de ERO radical e néo radical,
respectivamente. Similarmente, espécies reativas do nitrogénio é um termo
coletivo que inclui radicais (6xido nitrico, NO+) e nao radicais (peroxinitrito,
ONOO-) e as espécies reativas do cloro é também um termo coletivo que inclui
radicais (cloro atdmico, Cl) e n&o radicais (acido hipocloroso, HOCI) (Halliwell,
2006). Varias outras espécies reativas de significado fisioldgico, incluindo
H202, radical hidroxila (OH+) e ONOO- séo derivadas do O2 «- como produtos
de uma reagcdo em cascata (Munzel et al., 2002). O O2 -- pode ser produzido
pela corrente do transporte de elétrons mitocondrial, por NADPH oxidase,
xantina oxidase, ciclooxigenase, lipoxigenase, oxido nitrico sintase e citocromo

P450 (Schnachenberg, 2002).
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1.5.3 Sistema antioxidante

Os antioxidantes provém protecdo contra 0 estresse oxidativo pela
neutralizacdo ou pela limpeza das espécies reativas ou ainda pela quebra das
reacoes de cadeia (Scandalios, 2005). Os antioxidantes sdo divididos em
enzimaticos ou ndo enzimaticos. Os enzimaticos sao:

- superoxido dismutase (SOD): uma enzima responsavel por dismutar o
superéxido em peroxido de hidrogénio. Existem trés tipos de SOD especificos:
manganés SOD (MnSOD) encontrado na mitocondria; extracelular SOD (EC
SOD) encontrado no extracelular e o cobre-zinco SOD (CuzZn SOD) encontrado
no citosol celular.

- a catalase e a glutationa peroxidase: responsaveis por degradar o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio.

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo as vitaminas C e E, a glutationa
(forma reduzida, GSH) e o betacaroteno. A transferrina, ceruloplasmina e
albumina também possuem papel antioxidante por sequestrarem ions de
metais de transi¢do, como o ferro e o cobre, os quais reagem rapidamente com
H202 para produzir o radical livre hidroxila altamente téxico pela reagcdo de
Fenton (Halliwell, 1989).

Contudo, as espeécies reativas nem sempre sdo prejudiciais. Elas
ajudam os fagécitos a eliminar micro-organismos e regular eventos
sinalizadores pela via redox (reducao e oxidagéo) e dessa forma influenciar na
fosforilagdo e desfosforilagdo de enzimas e fatores de transcricao (Halliwell,

2006).
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Oxidacao pode ser definida como a remocao de elétrons e reducéo é
definida como ganho de elétrons (Mayes e Botham, 2003). Nas reacdes, um
radical livre pode agir como um agente oxidante por tomar elétron de outras
espécies ou como um agente redutor por doar elétron para outras espécies
(Halliwell, 2006). O termo pré-oxidante ndo € bem definido;pro-oxidante pode
ser qualquer substancia que pode gerar espécies reativas ou capaz de induzir
estresse oxidativo. Um antioxidante é definido como qualquer substancia que
guando presente em concentracfes baixas, comparado com aquelas de um
substrato oxidavel, retarda ou previne a oxidacdo desse substrato (Halliwell e
Whiteman, 2004).

A definicdo classica de estresse oxidativo é "um desequilibrio entre pré-
oxidantes e antioxidantes em favor do pro-oxidante" (Sies H., 1985). No
entanto, esse conceito vem se adaptando as recentes descobertas as quais
demonstram que as EROs podem atuar como segundos mensageiros de vias
especificas na sinalizagcéo celular (Jones, 2006 e Rosa et al., 2004). Esses dois
conceitos foram incorporados dentro de uma nova definicdo: "um desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a um
desarranjo da sinalizacdo e do controle redox e/ou a um dano molecular
(Jones. 2006). As consequéncias do estresse oxidativo podem ser muito sutis
ou muito sérias (incluindo dano oxidativo das biomoléculas, interrupc¢éo do sinal
de transducdo, mutacdo e morte celular) dependendo do balangco entre a
geracdo de espécies reativas e a defesa antioxidante (Halliwell e Whiteman,
2004).

Recentemente estudos sobre a sinalizacdo redox, outras formas de

estresse e analise intracelular dos mecanismos redox tem sido realizados (Doh
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et al., 2010). H& evidéncias que o reticulo endoplasmatico (RE) seja
responsavel por importantes funcdes como coordenacdo de vias de
sinalizacdo, modulacdo de funcionamento e sobrevivéncia celular. Condicdes
fisiolégicas e patolégicas como excesso de proteinas mutantes, deprivacdo de
nutrientes ou energia, infeccdes virais e alteracfes do estado redox podem
comprometer a capacidade do RE no armazenamento proteico resultando em
acumulo de proteinas ndo armazenadas ou mal armazenadas no limen do RE
ou levando a estresse de RE. Para eliminar componentes proteicos toxicos, as
células ativam um mecanismo de adaptacdo que consiste em um namero de
vias intracelulares de sinalizacdo, coletivamente conhecida como UPR
(resposta a proteinas ndo dobradas). A UPR diminui o estresse de RE e
reestabelece a homeostase proteica. Doh et al., 2010 observaram marcadores

de estresse de RE em modelo animal de glaucoma.

1.5.4 Retina e estresse oxidativo

A retina é particularmente susceptivel ao estresse oxidativo por
apresentar alto teor de acidos graxos poli-insaturados, ter o maior consumo de
oxigénio e oxidacao de glicose em relacédo a qualquer outro tecido e apresentar
grande exposicao a luz (BEATTY et al, 2000) . Este fendmeno torna a retina
mais suscetivel a estresse oxidativo (Anderson RE et al.,,1984). Tem sido
sugerido que a correlacdo entre hiperglicemia, alteragdes na homeostase e
estresse oxidativo sdo o0s eventos-chave na patogénese da retinopatia

diabética. Estudos em animais tém demonstrado que o estresse oxidativo
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contribui ndo s6 para o desenvolvimento da retinopatia diabética, mas também
para a resisténcia da retinopatia reverter apdés bom controle glicémico,
fendbmeno conhecido como memoria metabodlica (Kowluru RA et al ,2001). A
dificuldade em reverter a retinopatia diabética pode ser atribuida ao acumulo de
moléculas danificadas e ERO, que ndo sdo facilmente removidas, mesmo
depois de bom controle glicémico.

Em pacientes diabéticos tipo 2, o0 aumento da producao dos radicais
livres e a diminuicdo dos mecanismos antioxidantes tém sido associados as
complicacBes microvasculares do DM, incluindo a retinopatia diabética (Maritim
et al., 2003).

Estudos demonstram o papel do peroxinitrito na disfungcédo vascular de
diabéticos. Andlises mostram que a formacé&o de nitrotirosina em retina de ratos
diabéticos e no plasma de pacientes diabéticos e tem evidenciado o papel do
peroxinitrito nas complicagdes vasculares do diabetes (Caldwell et al., 2003).

Ha varias vias que induzem o dano oxidativo das biomoléculas
mediado pelas ERO. Uma via que inicia da interagdo entre dois radicais livres
comuns encontrados in vivo sdo o0 O2 - e NOe-. O2- + NO* — ONOO-
(Peroxinitrito) O produto da reacdo € o peroxinitrito, que em pH fisioldgico,
rapidamente se transforma em &cido peroxinitroso. Este poderoso agente
oxidante e nitrante pode danificar diretamente proteinas, lipideos e DNA
(Halliwell, 2006). O peroxinitrito pode reagir com residuos de tirosina presentes
em proteinas formando a nitrotirosina e/ou se decompde em varias espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio que promovem a peroxidacdo lipidica,
aumento da permeabilidade vascular e adesdo plaguetaria. A nitrotirosina é

amplamente usada como um biomarcador do estresse oxidativo e nitrativo.
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Contudo, ndo € um biomarcador especifico para a formacdo de peroxinitrito,
pois ha varios outros agentes nitrativos in vivo (Halliwell, 1997). A nitracdo de
estruturas proteicas, incluindo neurofilamentos e actina, podem romper
filamentos agrupados com consequéncias patologicas. (Beckman 1996). Em
adicdo, o peroxinitrito intermedeia a disfuncdo mitocondrial dependente de
calcio e morte celular pela ativacdo das calpainas, proteases de cisteina
dependentes de célcio (Whiteman et al., 2004).

A hidroxila (OH¢) induz peroxidacéo lipidica e hidroxilagao do DNA que
sdo as maiores vias de dano oxidativo. A OHe é a espécie reativa mais
conhecida quimicamente por atacar e danificar quase todas as moléculas
encontradas nas células (Halliwell, 1989). A OH+ pode reagir com a estrutura
ciclica da guanina do DNA formando o radical 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-
OHdG) que pode propagar uma reacao de cadeia através do DNA e causar
alteracdo nas bases, assim como provocar a quebra da fita do DNA. O reparo
imperfeito do dano do DNA pode levar a mutacdes, impedir o crescimento
celular ou levar a apoptose (Evans et al., 2004).A OH« pode também levar a
peroxidacao lipidica reagindo com proteinas de membrana. Os efeitos gerais
da peroxidacao lipidica sdo a diminuicéo da fluidez da membrana, aumento da
quebra de membrana e dano das proteinas de membrana, desse modo ocorre

inativacao de receptores, enzimas e canais de ion (Halliwell, 2006).

1.5.5 Retinae apoptose

Apoptose é uma das formas de morte celular programada que ocorre

em varios eventos fisiologicos e patoldgicos. Existem caracteristicas celulares
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para caracterizacao deste evento: retracao celular, condensacao e marginacao
da cromatina da membrana nuclear, cariorrexe e formacdo de corpos
apoptoticos que sao fagocitados por macréfagos (Chowdhury et al., 2006).

Acompanhando este processo, também sdo observadas algumas
alteracdes bioquimicas tais como exposicdo da fosfatidilserina na membrana
plasmatica, alteracdes da permeabilidade da membrana mitocondrial, liberacao
de proteinas mitocondriais, ativacdo de caspases e clivagem do DNA em
fragmentos internucleossomais.

Em contraste, a necrose é caracterizada como uma catastrofe
bioenergética patoldgica resultante da deplecdo de ATP, envolvendo mais
rapidamente, a desintegracdo de organelas celulares, a ruptura da membrana
plasmatica com inflamacao e liberacdo do contetudo de lisossomos, moléculas
préinflaméatorias e contetdo celular em resposta a inducfes nao fisioldgicas,
tais como choques sépticos, hipertermia, hipoxia, trauma, e acumulacdo de
substéancias tdxicas no organismo (Chowdhury et al., 2006).

A apoptose é mediada por duas vias: extrinseca e intrinseca, que
resultam na ativacdo da cascata das caspases, que Sao proteases atuantes em
varias proteinas celulares e , portanto, responsaveis pelas alteracfes
morfolégicas caracteristicas da apoptose. A caspase executora mais
importante é a Caspase-3 (Chowdhury et al., 2006).

A via extrinseca é ativada por sinais que surgem dos receptores de
morte, localizados na membrana celular, os quais sao ativados por ligantes,
tais como o fator de necrose tumoral (TNF) e FasL (CD95L).

A via intrinseca € desencadeada por varios estimulos tais como

radiacdo, citocinas e privacdo de hormonios, e é regulada pelo equilibrio de
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proteinas pré-apoptéticas (Bak e Bax) e anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-X1). As
proteinas da familia Bcl-2 estdo envolvidas no controle da permeabilidade da
membrana mitocondrial. O aumento da permeabilidade mitocondrial libera
citocromo C no citosol que desencadeia a ativacdo das Caspases (Burlacu,
2003) (Figura 3).

A microscopia eletrénica é considerada “padrao ouro” na identificagao
da célula apoptotica, mas ndo é utilizada rotineiramente em pesquisas, pois
nao permite quantificacao.

Nos tecidos a apoptose tem sido frequentemente identificada através
da técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
Nick-end labeling) que detecta fragmentos de DNA. A apoptose também pode
ser indicada pela expressao imuno-histoquimica de Caspase-3 (Chowdhury et
al., 2006).Como a Caspase-3 € o0 principal executor das cascatas apoptoticas,
€ um importante marcador de apoptose.

Na retina, Hamet etal 1995, demonstraram pela primeira vez em érgaos
e em cultura de células de ratos geneticamente hipertensos, uma alta taxa de
apoptose. A apoptose tem sido implicada na patogénese de uma série de
doencas oculares como glaucoma, retinopatia diabética e oclusdes vasculares

(Silva KC et al,2009).
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Diante desta revisdo sobre as alteragbes decorrentes da hipertensao
arterial, descrevemos evidéncias de que esta doenca é caracterizada por
hiperatividade simpéatica e dessensibilizagdo dos receptores regulatorios da PA
(barorreceptores e receptores cardiopulmonares). Além disso, relatamos o0s
achados de nosso grupo que demonstraram que a desnervacdo dos
barorreceptores induz maior hipertrofia cardiaca em ratos com hipertensédo
renovascular (Rosa, 2005) e também na hipertenséo essencial em ratos (Silva
e cols., 2007), demonstrando o importante papel dos barorreceptores nas
lesdes de 6rgédo — alvo associadas ou ndo a hipertensao.

Assim, neste trabalho, testamos as hipéteses de que a VPA
isoladamente ou associada as complicacdes decorrentes da hipertensdo
arterial, tem efeitos significativos sobre os érgaos-alvo. Desta forma, foram
estudados os efeitos da variabilidade da PA sobre a pressdo de perfusdo

ocular, presséao intraocular e estresse oxidativo da retina.



3. Objetivos
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3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi verificar ndo apenas os efeitos da
hipertensdo arterial, mas também da variabilidade da presséo arterial sobre a
pressdo de perfusao ocular, pressdo intraocular, bem como no estresse
oxidativo da retina de animais normotensos e hipertensos submetidos ou nao a
desnervagédo sino-adrtica, um modelo de aumento de variabilidade da presséo

arterial.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar as repercussbes da variabilidade da PA sobreas pressdes

intraoculares e de perfusao ocular

- Avaliar as repercussoes da variabilidade da PA sobre o sistema renina-

angiotensina, VEGF e estresse oxidativo retinianos



4. Materiais e Métodos
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) (www.cobea.org.br), sendo o projeto
referente a esta qualificacdo de doutorado aprovado pela comissdo de ética
CAPPesq da diretoria clinica do Hospital das Clinicas em 22 de Dezembro de

2009 , Registro 5347 e projeto 027/10.

4.1 Animais e grupos

Foram utilizados ratos machos das linhagens Wistar e SHR, com 2
meses de idade, provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (FMUSP). Os animais foram alocados no Biotério
do laboratdrio de Hipertensdo Experimental do Instituto do Coracdo (Hospital
das Clinicas, FMUSP), em ambiente com temperatura (220 - 240C) e luz
controladas, em ciclo de 12 horas (claro-escuro). Agua e comida foram
oferecidas de modo irrestrito com dieta normoprotéica (12% de proteinas).

Os animais foram divididos emdois grupos: Normotensos (N) e
Hipertensos (H) e subdivididos de acordo com o momento de avaliagdo e

presenca ou ndo da desnervacao sinoaértica (DSA)em:
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Agudo -12 horas (avaliados apds 12horas da DSA)

Normotenso 12h (N 12), n=12.
Normotenso Desnervado 12h (ND 12), n=12.
Hipertenso 12h (H 12), n=12.

Hipertenso desnervado 12h (HD 12), n=12.

Agudo - 24 horas (avaliados apés 24horas da DSA)

Normotenso 24h (N 24), n=12.
Normotenso Desnervado 24h (ND 24), n=12.
Hipertenso 24h (H 24), n=12.

Hipertenso desnervado 24h (HD 24), n=12.

Crbnico (avaliados ap6s 10 semanas da DSA)

Normotenso cronico (NC), n=8.
Normotenso desnervado cronico (NDC), n=8.
Hipertenso crénico (HC), n=8.

Hipertenso desnervado crénico(HDC), n=8.
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4.2 Desenho experimental

A fase experimental iniciou-se aos dois meses de idade quando a
hipertensdo arterial comega a se estabelecer no modelo SHR. Os animais
(normotensos e hipertensos) foram submetidos a canulagdo da artéria e veia
femoral, desnervacao sinoadrtica/SHAM, registros e eutanasia apés 12 horas,

24 horas e 10 semanas da desnervacao sinoadrtica / SHAM.

2 meses
Wistar SHR
DSA SHAM
v
] Canulacdo
Agudo 12hs
Hemodinamica
‘l‘ Autondmico
Agudo 24hs o Pressdo intra-ocultar
l Pressdode perfusdoocular
Crénico 10 Eutanasia
Semanas
— Imunohistoquimica

Figura4 - Desenho Experimental



Materiais e Métodos 38

4.3 Desnervacdo sinoadrtica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 40
mg/kg intra-peritoneal. Para o procedimento cirargico o animal foi colocado
deitado na posicdo dorsoventral e reto-caudal em mesa cirdrgica aquecida. O
método de desnervacdo sinoadrtica foi feito de acordo com o descrito por
Krieger,1964. O procedimento consistiu em uma incisdo mediana na regiao
cervical anterior, separacdo dos musculos pré-traqueais e localizacao bilateral
do feixe vasculo nervoso, constituido pela artéria carétida, nervo vago e tronco
simpético. As fibras pressorreceptoras aédrticas que trafegam junto ao tronco
simpatico ou como nervo isolado foram seccionadas. A bifurcagdo da caroétida
comum foi localizada, exposta e dissecada completamente nos dois lados,
seccionando-se as fibras carotideas, destruindo-se o corpusculo carotideo.
Finalmente, o outro contingente de fibras pressorreceptoras aodrticas que
podem situar-se junto ao nervo laringeo inferior também foi interrompido
quando seccionou-se o laringeo superior (Krieger e Marseillan, 1963). As

figuras 4 e 5 ilustram os procedimentos descritos.
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Figura5- A) Viséo ventral do animal com incisdo expondo a musculatura do
pescoco; B) Visdo do feixe vasculo-nervoso apos afastamento da

musculatura do pescoco. (Desenho S. Lacchini)
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Figura 6 - Inervacdo da regido da bifurcacdo da carotida. A) Localizacdo do

nervo laringeo superior; B) Detalhe da inervacdo do corpo
carotideo e dos pressoreceptores carotideos. (Desenho S.

Lacchini)
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4.4  Avaliagdes hemodinamicas sistémicas

4.4.1 Canulacao

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com pentobarbital
sédico na dose de 40 mg/kg para a colocacdo de cateteres de polietileno (PE-
10, com diametro interno de 0,01 mm que foi conectado ao PE-50, com
diametro interno de 0,05 mm). As canulas foram preenchidas com soro
fisiolégico, e posicionadas no interior da aorta abdominal e da veia cava
inferior, através da artéria e veia femorais esquerdas para registro de pressao
arterial, frequéncia cardiaca e administracdo de drogas, respectivamente.
Através de uma pequena incisdo na regido inguinal esquerda em direcdo ao
feixe vasculo-nervoso femoral, as extremidades das canulas com menor calibre
(PE-10) foram introduzidas na artéria e na veia femoral.

As céanulas foram fixadas com fio de algodao, na artéria e na veia e suas
extremidades mais calibrosas foram passadas subcutaneamente,
exteriorizadas no dorso da regiao cervical e fixadas com fio de algodéo na pele.

ApGs o término da cirurgia, os animais foram tratados com uma Unica
injecdo intramuscular de penicilina G (Benzetacil®, Fontoura-Wyeth, 60.000 U)
e 0s cuidados pés-operatérios foram baseados na descricdo de Flecknell
(1992). Para a manutencdo da canula, a fim de se evitar obstrucées, foi feita
lavagem predecente ao registro de PA, usando-se 0,02ml de heparina sodica
(Liqguemine — Roche, 5.000U) em 0,5 ml de solugéo fisiologica de NaCl 0,9%.

Cada rato foi mantido em uma caixa (Plexiglas,25x15x10cm) apds a

canulacao e durante a realizacdo das avaliagbes hemodinamicas sistémicas.
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4.4.2 Registro da presséo arterial

No dia seguinte a canulagédo, com o animal acordado, a canula arterial
foi conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre
movimentagcdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento.
Esta extensao foi conectada a um transdutor (Kent Instruments, EUA) que, por
sua vez, estava conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C,
Puerto Rico, EUA). Sinais de pressao arterial foram gravados durante um
periodo de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de
aquisicdo de dados (Windaq, 2KHz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA),
permitindo analise dos pulsos de pressao, batimento-a-batimento, com uma
frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores de
pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD), pressdo
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Os valores de frequéncia
cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da pressao arterial.

Neste mesmo programa foi possivel executar calculos a partir dos
valores obtidos e ja gravados, a fim de se gerar uma planilha com valores de
pico (sistole), vale (diastole), e periodo (entre um pico e outro), para cada onda
de pulso. Isto possibilita o trabalho com os valores de PAS, PAD, PAM e
intervalo de cada pulso de pressédo. A partir do periodo entre um pico e outro,
calculou-se os valores da frequéncia cardiaca (FC) para cada batimento,
atraves do inverso periodo multiplicado por 60 (segundos). Os sinais gravados
no disco rigido geraram uma planilha, a qual foi As planilhas de dados obtidas

foram analisadas em programa comercial para andlise (Excel 5.0),. Nesta
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planilha obtiveram-se os valores de PAS, PAD, PAM e FC, além dos graficos

destes dados.

; Transdutor

Rato canulado
amplificador de

l\!(

= BN AANAAAAARARAAMAMAMAANMMAAMANK

Figura7- Esquema do sistema de registro de presséao arterial. (Desenho:
S. Lacchini modificado).

4.4.3 Analise da variabilidade da pressdo arterial e da frequéncia

cardiaca

Os parametros para analise da VPA e VFC no dominio do tempo
consistem em calcular os valores médios do intervalo de pulso, FC, PAM, PAS
e PAD. As variabilidades destas mesmas variaveis foram quantificadas pelos
seus respectivos desvios padroes.

Para a analise no dominio da frequéncia, foi realizada a analise
espectral dos registros basais utilizando o método da Transformada Rapida de
Fourier (FFT). A poténcia foi obtida usando-se o Método do Periodograma de

Welch em séries de 16384 pontos das series temporais decimadas de intervalo
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de pulso e presséo arterial, com uma janela Hanning de 512 pontos e com 50%
de sobreposicao (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc). As poténcias para as bandas
de muito baixa (MBF, 0,0-0,20 Hz; modulacdo humoral), baixa (BF, 0,20-0.75
Hz; modulacdo simpdtica) e alta (AF, 0.75-3.0 Hz; modulagédo parassimpética)
frequéncias foram calculadas pela integracdo da poténcia nas bandas de
interesse e apresentadas como valores absolutos e normalizados. Para a
normalizagédo, as poténcias das bandas de BF e AF foram divididas pela
variancia subtraida da poténcia na banda MBF (Pagani e cols., 1986). O
acoplamento entre intervalo de pulso e presséo arterial sistélica é estimado
pela funcdo de coeréncia. Valores de coeréncia (K) maior que 0.5 foram
considerados significativos. Apés teste de coeréncia, calculamos o indice alfa

pela seguinte férmula:

LF(ms?)

LF{mmHg?)

4.5 Medidas da presséo intraocular

As medidas da pressdo intraocular foram realizadas através de
tondmetro eletrébnico (Tonopen XL; Mentor, Norwell, MA) ap6s receberem uma
gota de colirio anestésico hidrocloridrato de proparacaina 0,5%. (Alcon) em
cada olho.

A inducdo anestésica foi realizada em camara de inducdo plastica e

transparente, com mistura de Isofluorano 20% (MWI, Meridian,ID, USA) e 80%
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de glicerol. A camara foi entdo fechada até a queda dos animais. Entdo os
ratos foram removidos da camara de indugcado e colocados em uma plataforma
aguecida para as medidas.

As medidas da PIO foram realizadas cerca de 45 segundos apos
inicio da inducao, para minimizar os efeitos do Isofluorano sobre a PIO ( Ding
et al, 2011). O Isofluorano comeca a diminuir a PIO ap6s 3 minutos da indugéo
da anestesia, antes disso as modificagcbes da PIO sdo minimas ( Ding et al,
2011).

Foram realizadas cinco medidas da PIO em cada olho através do
contato do equipamento com a cornea. A medida final da P1O de cada olho foi
obtida através da média das cinco medidas fornecidas pelo equipamento.

Moore et al., 1995 demonstraram que tal metodologia € indolor, ndo
invasiva e reprodutivel. As medidas foram realizadas no mesmo horéario para

minimizar os efeitos do ciclo circadiano sobre a PIO e pelo mesmo examinador.

4.6. Medida da presséo de perfusao ocular

A pressédo de perfusdo ocular foi calculada pela diferenca da presséo
arterial média e pressao intraocular. (PPO = PAM-PIO). Em primatas, este
calculo difere um pouco pelo fato das medidas serem realizadas em posicao
ereta, diferentemente dos ratos, em posi¢do supina. Esta estimacdo da PPO é

consistente com prévios estudos.
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4.7 Analgesia

Todos os procedimentos invasivos foram realizados sob efeito de
anestésicos como previamente descrevemos, e ap0s 0s procedimentos
cirargicos foi administrado Dipirona sédica 0,1Ml intra plantar, na pata direita
dos animais. Sabe-se que de acordo com Reis e cols 2006, o efeito analgésico

deste farmaco pode ser prolongado com uma simples aplicagéo.

4.8 Eutanasia

Apés o término do protocolo experimental, os animais foram
eutanasiados por overdose de anestésico (pentobarbital sodico, 40mg/Kg).
Foram retirados os globos oculares e as carcagas, colocadas em sacos
especificos para lixo biolégico e mantidos em refrigerador, para posteriormente

serem incinerados pela empresa responsavel.

4.9 Avaliag6es imunohistoquimicas

4.9.1 Preparacao dos globos oculares para anélise imunohistoquimica

Os olhos enucleados foram fixados em metacarnol (cloroférmio 30%,
acido acético 10%, metanol 60%) por no maximo 24 horas e entdo transferidos
para alcool 70% por 24 horas. Apos este periodo foram embebidos em parafina
e realizados cortes transversais de 4 micrometros de espessura. Os cortes

foram montados em laminas tratadas com silano.
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4.9.2 Imunohistoquimica para quantificacdo de 8-OHdG na retina

Primeiramente, foi realizada desparafinizacdo dos cortes de olho com
xilol, re-hidratacdo com passagens por concentracdes decrescentes de etanol.
A recuperacéo antigénica foi realizada com aquecimento em panela de presséo
(DAKO), as laminas foram imersas em tampéao citrato de sédio pH 6,0 por 30
minutos sob pressdo e em seguida as mesmas ficaram em descanso em
temperatura ambiente por 20 minutos.

A seguir as laminas foram lavadas trés vezes por 7 minutos em PBS 1X,
depois realizado bloqueio de peroxidase enddégena H202 (10 vol) através de
trés lavagens de 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida realizada
duas lavagens em agua corrente, uma vez em agua deionizada e uma vez em
PBS 1X. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com solucao de
caseina 2% PBS por 60 minutos em temperatura ambiente. Cada corte foi
circundado com caneta Pap Pen (DAKO) e o anticorpo “mouse” monoclonal
para 8 Hidroxiguanosina (Abcam 62623) diluido em solucdo de caseina 1% foi
incubado “overnight” em 4 graus Celsius.

O anticorpo para 8 hidroxideoxiguanosina foi diluido em 1/200.

Apbs o periodo de incubacao, foram feitas trés lavagens em PBS 1X, o
polimero antimouse foi aplicado por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida as laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1X seguido pela adigdo
de diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB Sigma). Na sequéncia as laminas

foram lavadas mais duas vezes em agua corrente.
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Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harry por 1 minuto
em temperatura ambiente, desidratados em concentracdes crescentes de
alcodis, diafanizados em xilol e montados em meio permanente (historesina).

O controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario para o
controle da reacdo. Foram realizadas avaliagdes de 8 cortes ndo consecutivos
de retina de um olho para cada animal.

As laminas foram observadas em um microscépio Leica sob aumento de
400x e iluminacdo entre 9 e 10. A andlise das imagens foi obtida através da
porcentagem de &rea corada com programa Image J, realizada por um

observador que desconhecia a identidade de cada lamina.

4.9.3 Imunohistoquimica para quantificacdo de Nitriotirosina na retina

Primeiramente foi realizada desparafinizacdo dos cortes de olho com
xilol, re-hidratacdo com passagens por concentracdes decrescentes de etanol.
A recuperagéo antigénica foi realizada com aguecimento em panela de pressao
(DAKO), as laminas foram imersas em tampéao citrato de sédio pH 6,0 por 30
minutos sob pressdo e em seguida as mesmas ficaram em descanso em
temperatura ambiente por 20 minutos.

A seguir as laminas foram lavadas trés vezes por 7 minutos em PBS 1X,
depois realizado bloqueio de peroxidase enddgena (10 vol) através de trés
lavagens de 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida realizada duas
lavagens em agua corrente, uma vez em agua deionizada e uma vez em PBS
1X. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com solu¢do de caseina

2% PBS por 60 minutos em temperatura ambiente. Cada corte foi circundado
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com caneta Pap Pen (DAKO) e o anticorpo “mouse” monoclonal para 3-
Nitrotirosina (Abcam110282) diluido em solugcédo de caseina 1% foi incubado
“overnight” em 4 graus Celsius.

O anticorpo para 3-Nitrotirosina foi diluido em 1/100.

Apés trés lavagens em PBS 1X, o polimero antimouse foi aplicado por
30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram lavadas
trés vezes com PBS 1X seguido pela adicdo de diaminobenzidina
tetrahidroclorido (DAB Sigma). Na sequéncia as laminas foram lavadas mais
duas vezes em agua corrente.

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harry por 1 minuto
em temperatura ambiente, desidratados em concentracdes crescentes de
alcodis, diafanizados em xilol e montados em meio permanente (historesina).

O controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario para o
controle da reacdo. Foram realizadas avaliagdes de 8 cortes ndo consecutivos
de retina de um olho para cada animal.

As laminas foram observadas em um microscépio Leica sob aumento de
400x e iluminacdo entre 9 e 10. A andlise das imagens foi obtida através da
porcentagem de &rea corada com programa Image J, realizada por um

observador que desconhecia a identidade de cada lamina.

4.9.4 Imunohistoquimica para quantificacdo de receptores tipo ATl da

Angiotensina ll naretina

Primeiramente foi realizada desparafinizacdo dos cortes de olho com

xilol, re-hidratacdo com passagens por concentracdes decrescentes de etanol.



Materiais e Métodos 49

A recuperacédo antigénica foi realizada com aguecimento em panela de presséo
(DAKO), as laminas foram imersas em tampao citrato de sédio pH 6,0 por 30
minutos sob pressdo e em seguida as mesmas ficaram em descanso em
temperatura ambiente por 20 minutos.

A seguir as laminas foram lavadas trés vezes por 7 minutos em PBS
1X, depois realizado blogueio de peroxidase enddégena H202 (10 vol.) através
de trés lavagens de 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida realizada
duas lavagens em &gua corrente, uma vez em agua deionizada e uma vez em
PBS 1X. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com solucao de
caseina 2% PBS por 60 minutos em temperatura ambiente. Cada corte foi
circundado com caneta Pap Pen (DAKO) e o anticorpo “mouse” monoclonal
para receptor tipo 1 de angiotensina Il (Abcam 19134) diluido em solucdo de
caseina 1% foi incubado “overnight” em 4 graus Celsius.

Apbs trés lavagens em PBS 1X, o polimero antimouse foi aplicado por
30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram lavadas
trés vezes com PBS 1X seguido pela adicdo de diaminobenzidina
tetrahidroclorido (DAB Sigma). Na sequéncia as laminas foram lavadas mais
duas vezes em agua corrente.

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harry por 1
minuto em temperatura ambiente, desidratados em concentragdes crescentes
de alcodis, diafanizados em xilol e montados em meio permanente
(historesina).

O anticorpo para receptor tipo 1 de angiotensina Il foi diluido em 1/100.
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O controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario para o
controle da reacdo. Foram realizadas avaliagdes de 8 cortes ndo consecutivos
de retina de um olho para cada animal.

As laminas foram observadas em um microscoépio Leica sob aumento
de 400x e iluminacdo entre 9 e 10. A analise das imagens foi obtida através da
porcentagem de &rea corada realizada com programa Image J, por um

observador que desconhecia a identidade de cada lamina.

4.9.5 Imunohistoquimica para quantificacdo de Caspase-3 naretina

A recuperacado antigénica se fez necessaria para exposicdo dos
epitopos e consequente ligagcdo do anticorpo, visto que o material foi fixado em
tampéo formalina 10% e embebido em Paraplast. Utilizamos banho maria a
95° Celsius, com as laminas em tampao citrato pH 6,0 por 30 minutos. Apés, as
mesmas foram deixadas em temperatura ambiente por mais 20 minutos.

Utilizou-se PBS 1X como tampéo de lavagens.

Em seguida foram feitos trés bloqueios de 5min cada em temperatura
ambiente, com Peréxido de Hidrogénio 3% (10vol). Estes banhos foram
protegidos da luz e bem fechados, evitando a perda da ac¢édo do perdoxido. Com
isso, a peroxidase endogena foi inativada. Lavou-se em &gua corrente e
destilada, em seguida.

O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito com caseina 2% em PBS,
por uma hora emtemperatura ambiente. As laminas foram apenas escorridas e

0s cortes circulados com caneta Pap pen (Dako).
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Instilou-se o anticorpo Caspase-3, policlonal IgG produzido em coelho
(Sta Cruz #SC7148), em concentracdo de 1/100 em Caseina 1% PBS. Este
anticorpo foi incubado em camara umida, por 18horas(Over-night) a 4 graus
Celsius. Como controle positivo utilizou-se pele de rato. Para o controle
negativo, omitiu-se o anticorpo primario e em seu lugar foi colocado caseina
1% PBS.

Utilizou-se PBS1X como tampao, em 3 lavagens de 5 minutos cada.

Aplicou-se o polimero universal e seu conjugado- estreptoavidina com
HRP (Invitrogen), incubados respectivamente por 20 e 30 minutos em
temperatura ambiente.

Novas lavagens em tampé&o PBS1X foram realizadas.

Como cromégeno revelador da reacdo, utilizamos o DAB
(diaminobenzidina) da Invitrogen,incubado por 7 minutos em temperatura
ambiente.

As laminas foram entéo levemente contracoradas com Hematoxilina
de Mayer's por 1 minuto, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol
e diafanizadas em xilol.

O meio de montagem permanente utilizado foi o Ervmount (Erviegas).

As laminas foram observadas em um microscépio Leica sob aumento
de 400x e iluminagéo entre 9 e 10. A andlise das imagens foi obtida atraves da
porcentagem de &rea corada com programa Image J, realizada por um

observador que desconhecia a identidade de cada lamina.



Materiais e Métodos 52

4.9.6 Imunohistoquimica para quantificagcdo de VEGF na retina

Foi utilizado anticorpo “mouse” monoclonal Anti-VEGF (VG-1) da
Abcam (ab 1316). Tal anticorpo € especifico para detectar as isoformas
121,165 e 189 do VEGF.

Primeiramente foi realizada desparafinizacdo dos cortes de olho com
xilol, re-hidratacdo com passagens por concentracdes decrescentes de etanol.
A recuperacédo antigénica foi realizada com aquecimento em panela de presséo
(DAKO), as laminas foram imersas em tampao citrato de sédio pH 6,0 por 30
minutos sob pressdo e em seguida as mesmas ficaram em descanso em
temperatura ambiente por 20 minutos.

A seguir as laminas foram lavadas trés vezes por 7 minutos em PBS
1X, depois realizado blogueio de peroxidase enddégena H202 (10 vol) através
de trés lavagens de 7 minutos em temperatura ambiente. Em seguida realizada
duas lavagens em agua corrente, uma vez em agua deionizada e uma vez em
PBS 1X. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com solucao de
caseina 2% PBS por 60 minutos em temperatura ambiente. Cada corte foi
circundado com caneta Pap Pen (DAKO) e o anticorpo “mouse” monoclonal
para VEGF (Abcam) diluido em solugéo de caseina 1% foi incubado “overnight”
em 4 graus Celsius.

O anticorpo Anti-VEGFfoi diluido em 1/100.

Apos trés lavagens em PBS 1X, o polimero antimouse foi aplicado por
30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram lavadas

trés vezes com PBS 1X seguido pela adicdo de diaminobenzidina
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tetrahidroclorido (DAB Sigma). Na sequéncia as laminas foram lavadas mais
duas vezes em agua corrente.

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harry por 1
minuto em temperatura ambiente, desidratados em concentragdes crescentes
de alcodis, diafanizados em xilol e montados em meio permanente
(historesina).

O controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario para o
controle da reacdo. Foram realizadas avaliagdes de 8 cortes ndo consecutivos
de retina de um olho para cada animal.

As laminas foram observadas em um microscoépio Leica sob aumento
de 400x e iluminacdo entre 9 e 10. A analise das imagens foi obtida através da
porcentagem de &rea corada com programa Image J, realizada por um

observador que desconhecia a identidade de cada lamina.

4.10 Anédlise Estatistica

Para elaboracdo deste estudo foram analisados ratos normotensos
(controle) e hipertensos (SHR), separados em dois subgrupos, sem DSA e com
DSA. Os animais foram avaliados relativamente as medidas de pressao,
estresse oxidativo, angiotensina e VEGF retinianos, sendo os ratos avaliados
em 12h (agudo), 24h (agudo) e ap6s 10 semanas (cronico). A cada momento
de avaliacdo os ratos foram sacrificados para realizacdo das mensuracgoes.

Os parametros avaliados foram descritos segundo grupos, DSA e
momento de avaliagdo, com uso de medidas resumo (média, desvio padrao) e

comparados os valores dentre os fatores avaliados (grupo, DSA e momento)
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com uso de analises de variancias (ANOVA) com 2 fatores, seguidas de
comparagdes multiplas de Bonferroni, para saber entre quais grupos, presenca
de DSA ou momentos, ocorrem as diferengas nos parametros.

A cada momento de avaliacdo, foram calculadas as correlacdes de
Pearsonentre os parametros avaliados para verificar a existéncia de correlagéo
entre eles.

Os resultados foram ilustrados com uso de graficos de barras
representando as médias dos parametros com 0s respectivos erros padrdes
segundo grupos, presenca de DSA e momentos de avaliagdo. Os testes foram

realizados com nivel de significancia de 5%.



5. Resultados
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5.1 Pressao arterial sistélica

Na Figura 8 pudemos observar que conforme esperado, a PAS dos
grupos hipertensos encontrava-se maior que os normotensos. A DSA nao

afetou os valores da PA, exceto nos animais HD 12h e discretamente nos ND

cronicos.
5.2 Intervalo de pulso (IP)
PAS
300+
Ba MNormotenso
A htormotenso Desnervado
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£
=
100 -
0-
& & &L
O > (b&
O
Figura 8- Pressao arterial sistolica (PAS) dos grupos Normotenso (N), Normotenso

desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso desnervado (HD). Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Para
a comparacao entre os grupos foi utilizada ANOVA — 2 fatores com teste
complementar deBonferroni. ¥ p<0,05 vs N, f p<0,05 vs ND, @ p<0,05 vs
H.
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Foram observadas discretas variagdes no IP nos diferentes momentos

analisados em todos os grupos (Figura 9).

IP
250 -
B8 MNormotenso
2004 . 2 BA MNormotenso Desnervado
' B3 Hipertenso
w1207 BB Hipertenso Desnervado
£
100 -
501
0-
Figura 9- Intervalo de Pulso (IP) dos grupos Normotenso (N), Normotenso

desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso desnervado (HD).
Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da
média Para a comparacao entre os grupos foi utilizada ANOVA —
2 fatores com teste complementar de Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, @
p<0,05 vs H.

53 Sensibilidade barorreflexa

Conforme esperado, os animais hipertensos desnervados apresentaram
sensibilidade barorreflexa espontanea diminuida em relacdo aos normotensos.
Os animais desnervados (ND e HD) tiveram uma diminuicdo importante na
sensibilidade barorreflexa quando comparados aos intactos (N e H),
confirmando o comprometimento do mecanismo barorreflexo pela DSA. (Figura

10)
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Sensibilidade barorreflexa
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Figura 10- Sensibilidade barorreflexa (alfa index) dos grupos Normotenso (N),
Normotenso desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso
desnervado (HD). Os resultados estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média Para a comparacdo entre os grupos foi
utilizada ANOVA - 2 fatores com teste complementar de
Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N.

5.4 Variancia da presséo arterial no dominio do tempo e da frequéncia

(Analise espectral FFT)

Tanto a hipertensdo arterial como a DSA provocaram alteracdesna
variancia. Os ratos hipertensos apresentaram variancia total da PAS (expressa
em mmHg2) aumentada comparados aos normotensos. Essa variavel sofreu
uma alteracdo ainda maior nos animais normotensos submetidos a DSA,
confirmando a importante acdo deste modelo animal (DSA) sobre a

variabilidade da PA. (Figura 11).
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Figura 11- Variancia da PAS dos grupos Normotenso (N), Normotenso
desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso desnervado (HD).
Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
meédia Para a comparacao entre os grupos foi utilizada ANOVA —
2 fatores com teste complementar de Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, £
p< 0,05 vs ND.

Na figura abaixo vemos que mais uma vez a hipertensao arterial “per se”
induziu prejuizo sobre o sistema nervoso autbnomo, uma vez que 0S animais
do grupo hipertenso (H e HD) apresentaram maiores valores do componente
LF da PAS (Figura 12) quando comparados aos normotensos (N e ND). A DSA,
por sua vez, acentuou tal disfuncdo autondmica apenas nos

animaisnormotensos cronicos (ND).
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Figura 12-indice de baixa frequéncia da PAS (LF PAS) dos grupos
Normotenso (N), Normotenso desnervado (ND), Hipertenso (H) e
Hipertenso desnervado (HD). Os resultados estdo apresentados
como média * erro padrdo da média Para a comparacéao entre 0s
grupos foi utilizada ANOVA — 2 fatores com teste complementar
de Bonferroni.¥ p<0,05 vs N, 1 p< 0,05 vs ND.

5.5 Pressao intraocular (P1O)

Observou-se que o comportamento da presséo intraocular tanto dos
animais controlescomo desnervados, apresentou pouca flutuacdo nos
diferentes tempos. Figura 13.Cronicamente observou-se aumento da PIO nos
animais desnervados em relacdo aos seus controles, sugerindo que 0 a

disfuncéo barorreflexa pode relacionar-se com o aumento da PIO.
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Figura 13- Pressao intraocular dos grupos Normotenso (N), Normotenso
desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso desnervado (HD).
Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
meédia Para a comparacao entre os grupos foi utilizada ANOVA —
2 fatores com teste complementar de Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, £
p< 0,05 vs ND, = p<0,05 vs H.

5.6 Presséo de perfusédo ocular (PPO)

Observou-se maior PPO nos ratos hipertensos quando comparados aos
normotensos. Cronicamente observou-se aumento da PPO nos animais
desnervados em relacdo aos seus controles sugerindo que o aumento da PPO

pode estar relacionado a disfuncéo baroreflexa (Figura 14).
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Figura 14- Pressédo de perfusdo (em mmHg) dos grupos Normotenso (N),
Normotenso desnervado (ND), Hipertenso (H) e Hipertenso
desnervado (HD). Os resultados estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média Para a comparacdo entre os grupos foi
utilizada ANOVA - 2 fatores com teste complementar de
Bonferroni. ¥ p<0,05vs N, 1 p< 0,05 vs ND, = p<0,05 vs H.

5.7 Aspectos Morfoldgicos e Histoldgicos

5.7.1 Imunohistoquimica para deteccdo de 8-OHdG na retina

A Figura 15A mostra uma lamina ilustrando os resultados dos
experimentos de localizacdo do radical 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG)
em cortes de retina. O 8-OHdG identifica o dano dos &cidos nucleicos do DNA
causados pela reacdo do anion hidroxil com a estrutura ciclica da guanina
resultando em estresse oxidativo. Observa-se que a percentagem de células 8-
OHdG foi maior nos animais hipertensos desnervados agudos (24h) e cronicos
sugerindo haver acdo da variabilidade da PA sobre o estresse oxidativo

retiniano (figura 15 B)..
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Figura 15- A) Fotomicrografia representativa de imunohistoquimica para
quantificagéo tecidual de 8-OHdG retiniano do grupo crénico nos
animais Normotensos (N), Normotensos desnervados (ND),
Hipertensos (H), Hipertensos desnervados (HD) e Controles
negativos (CTR-).A presenca de 8-OHdG apresenta tonalidade
marrom escuro. B) Porcentagem de area com 8-OHdG na retina
dos grupos Normotenso, Normotenso desnervado, Hipertenso e
Hipertenso desnervado. Os resultados estdo apresentados como
média + erro padrdo da média Para a comparagdo entre 0sS
grupos foi utilizada ANOVA — 2 fatores com teste complementar
de Bonferroni.¥ p<0,05vs N, @ p<0,05 vs H.
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5.7.2 Imunohistoquimica para imunolocalizacdo do receptor tipo 1 da

angiotensina ll (AT1) naretina

Observou-se maior porcentagem de receptores AT1 (Figura 16)
nosanimais desnervados agudamente em 12h (ND e HD) em relagédo aos
intactos (N e H), com reducdo importante desta porcentagem nos animais
agudos 24 horas e novo aumento destes niveis cronicamente. Importante
ressaltar que cronicamente, 0S animais hipertensos tiveram aumento
importante da presenca deste receptor, sugerindo possivel participacdo da

HAS.
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Figura 16- A) Fotomicrografia representativa de imunohistoquimica para
guantificacdo de receptores AT1 da Angll retiniana do grupo
cronico nos animais Normotensos (N), Normotensos desnervados
(ND), Hipertensos (H), Hipertensos desnervados (HD) e Controles
negativos (CTR-). A presenca de receptores AT1 apresenta
tonalidade marrom escuro. B) Porcentagem de area com
receptores AT1 na retina dos grupos Normotenso, Normotenso
desnervado, Hipertenso e Hipertenso desnervado. Os resultados
estdo apresentados como média * erro padrdo da média Para a
comparacao entre os grupos foi utilizada ANOVA — 2 fatores com
teste complementar de Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, 1 p< 0,05 vs
ND.
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5.7.3 Imunohistoquimica para deteccdo de Nitrotirosina na retina

Observou-se importante acdo da disfunc@o baroreflexa sobre os niveis
de nitrotirosina retinianos especialmente nos animais agudos (ND e HD).
Cronicamentg mesmo com a reducdo destes niveis, sugerindo uma possivel
acado antioxidante do organismo, os animais HD permaneceram com maior

estresse oxidativo retiniano.( Figura 17)
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Figura 17- A) Fotomicrografia representativa de imunohistoquimica para

guantificacdo de nitrotirosina retiniana do grupo crénico nos
animais Normotensos (N), Normotensos desnervados (ND),
Hipertensos (H), Hipertensos desnervados (HD) e Controles
negativos (CTR-). A presenca de nitrotirosina apresenta
tonalidade marrom escuro.

B) Porcentagem de &rea com nitrotirosina na retina dos grupos
Normotenso, Normotenso desnervado, Hipertenso e Hipertenso
desnervado. Os resultados estdo apresentados como meédia +
erro padrdo da média Para a comparacdo entre os grupos foi
utilizada ANOVA - 2 fatores com teste complementar de
Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, 1 p< 0,05 vs ND, = p<0,05 vs H.
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5.7.4 Imunohistoquimica para detec¢cdo de Caspase-3 naretina

Observou-se maior apotose retiniana agudamente (12 e 24 h) nos
animais hipertensos (H) com reducao importante cronicamente. Aparentemente

a DSA nao apresentou interferéncia neste parametro (Figura 18).
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Figura 18-A) Fotomicrografia representativa de imunohistoquimica para

guantificacdo de Caspase-3 retiniana do grupo cronico nos
animais Normotensos (N), Normotensos desnervados (ND),
Hipertensos (H), Hipertensos desnervados (HD) e Controles
negativos (CTR-). A presenca de Caspase-3 apresenta tonalidade
marrom escuro.

B) Porcentagem de area com Caspase-3 na retina dos grupos
Normotenso, Normotenso desnervado, Hipertenso e Hipertenso
desnervado. Os resultados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média Para a comparacdo entre os grupos foi
utiizada ANOVA - 2 fatores com teste complementar de
Bonferroni.¥ p<0,05 vs N, @ p<0,05 vs H.
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5.7.5 Imunohistoquimica para detec¢cdo de VEGF na retina

Observou-se importante relacdo da disfuncao barorreflexa com os niveis
de VEGF retinianos em todos os momentos (ND e HD). Interessante ressaltar
que os niveis de VEGF foram aumentando com o tempo, atingindo maiores
percentuais nos animais desnervados cronicos. A HAS isoladamente, ndo

apresentou interferéncia neste marcador (figura 19).
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Figura 19: A) Fotomicrografia representativa de imunohistoquimica para

qguantificacdo de VEGF retiniano do grupo crénico nos animais
Normotensos (N), Normotensos desnervados (ND), Hipertensos
(H), Hipertensos desnervados (HD) e Controles negativos (CTR-).
A presenca de VEGF apresenta tonalidade marrom escuro.
B) Porcentagem de area com VEGF na retina dos grupos
Normotenso, Normotenso desnervado, Hipertenso e Hipertenso
desnervado. Os resultados estdo apresentados como meédia +
erro padrdo da média Para a comparacdo entre os grupos foi
utilizada ANOVA - 2 fatores com teste complementar de
Bonferroni. ¥ p<0,05 vs N, @ p<0,05 vs. H.
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5.8 Correlagbes entre variaveis

Na figura 20 observa-se relacdo positiva entre PIO e VEGF (r: 0,48 e

p:0,03). O VEGF muitas vezes é produzido em resposta a situacbes de

“agressao” tecidual, o que faz sentido nesta situagao.

Normotenso desnervado
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n 1 | 1 1 1
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Correlacdo entre porcentagem de area de VEGF e presséo

Figura 20-
intraocular em normotensos desnervados

Nas figuras abaixo (Figura 21 e Figura 22) observamos relacdo do

componente simpatico da PA com VEGF e PIO.
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Figura 21- Correlacdo entre porcentagem de area de VEGF e LF da pressao
em normotensos desnervados
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Figura 22- Correlagcdo entre pressdo intraocular e LF da pressdo em
normotensos desnervados
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Na Figura 23 observa-se importante relacdo entre estresse oxidativo
retiniano e VEGF, nos animais hipertensos desnervados. Tal associacdo tem
sido descrita em doengas como retinopatia diabética, DMRI e oclusfes

vasculares retinianas (Kowluru RA, 2003).

Hipertenso desnervado

25-
.
204
Gl .
C 15
T . .
=2 . ; . sele
=l F * " » e -
I 104, .‘o
g . 4 .‘. . .
5 ¢ . r 0,35
. p: 0,04
D T 1 1
0 5 10 15

VEGF (% Area)

Figura 23- Correlacdo entre porcentagem de area de VEGF e porcentagem
de area de 80H em hipertensos desnervados

O aumento da PPO associado a maior producao de VEGF retiniano nos
animais HD, corrobora a ideia de que quando a perfusdo ocular atinge niveis
muito elevados, pode haver dano tecidual com consequente liberacdo de

“fatores de protegédo” como o VEGF (Figura 24)
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Figura 24-
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Correlacdo entre pressao de perfusdo ocular e porcentagem de
area de VEGF em hipertensos desnervados

A Figura 25 mostra correlacdo estatisticamente significante entre a PIO e

a positividade de células 8-OHdG na retina (p=0,01 e R= 0,55), sugerindo que

guanto maior for a PIO maior pode ser o dano oxidativo retiniano. PIO (mmHg),

80H (% de area).
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Figura 25- Correlacdo entre pressao intraocular e porcentagem de area de
80OH em hipertensos desnervados



6. Discussao
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Os principais achados observados foram:

Avaliacdes hemodinamicas

- Aumento da variabilidade da PA nos animais normotensos desnervados

e nos hipertensos desnervados cronicos, sem modificar a PA eo IPbasais.

Avaliagdes autonémicas

- Reducé&o da sensibilidade do barorreflexo nos animais desnervados;

- Aumento da modulagdo simpatica vascular nos animais hipertensos.

Avaliacao da presséo de perfuséo ocular e presséo intraocular

- Aumento da PPO nos animais hipertensos com aumento adicional nos
hipertensos desnervados cronicos;

- Aumento da PIO nos animais com desnervacéo cronica.

Avaliagdes morfométricas

- Aumento do dano oxidativo ao DNA das células retinianas nos animais
hipertensos desnervados (24 h e crénicos);
- Aumento agudo (12 e 24h) do dano celular retiniano pela nitrotirosina nos

animais desnervados com diminui¢cdo destedano cronicamente;
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- Aumento agudo (12h DSA) da expresséao de receptores AT1 da Ang Il no
tecido retiniano, com diminuicdo ap6s 24 horas e novo aumento dos
niveis de AT1 cronicamente, especialmente nos animais hipertensos nao
desnervados;

- Niveis de VEGF retiniano diminuidos na DSA precoce (12 e 24 h) e
aumentados nos animais desnervados cronicamente;

- Aumento agudo da apoptose especialmente nos animais hipertensos (24

h)com diminuigdo importante destes niveis cronicamente.

6.1 Avaliagdes Hemodinamicas e Autonémicas

A DSA nos ratos descrita originalmente por Krieger, 1964, é uma forma
de se avaliar o papel do barorreflexo em situagBes patolégicas e fisioldgicas
(Alexander et al., 1980; Osborn e England, 1990; Irigoyen et al,1988; Miao et
al., 2006 e Moraes e Silva, 2010.). Tal procedimento cirtrgico determina
agudamente elevacdo da PA e o0 aumento da sua variabilidade
(Krieger,1970,1984). Na fase cronica ocorre normalizagao da PA e persisténcia
da variabilidade (Barres et al.,1992; Miao et al.,2006; Piratello et al., 2010). A
manutengdo do aumento da variabilidade da PA na DSA cronica (Irigoyen et
al., 1995) tem confirmado o uso da DSA como modelo de variabilidade da PA.

No presente trabalho utilizaram-se dois grupos “agudos” isto €, animais
avaliados 12 e 24 horas ap0s a desnervacdo sino aortica e um grupo crénico
com 10 semanas de desnervacao, isto permitiu entender melhor ou eliminar a

suposicdo de alguns mecanismos nas respostas cronicas.
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Os animais hipertensos desnervados (HD 24 e HDC) e os
normotensos, nao apresentaram mudancas na PA basal (exceto NDC) e
mantiveram a variabilidade da PA cronicamente aumentada ao fim do periodo
de estudo, confirmando trabalhos prévios com animais desnervados
cronicamente (Irigoyen et al., 1995). Conforme o esperado, no presente estudo
detectaram-se valores elevados de PAS nos ratos hipertensos quando
comparados aos normotensos. Além disso, houve aumento da variabilidade da
PA nos animais normotensos desnervados e nos hipertensos desnervados
cronicos, sem modificar a PA e o IP basais, semelhantes ao estudo de Piratello
et al., 2010.

O controle reflexo da PA é determinado por inUmeros mecanismos,
porém o controle exercido pelos barorreceptores arteriais é considerado o mais
importante mecanismo de controle reflexo da PA, momento a momento.

Neste trabalho, foi utilizado o modelo desenvolvido por Okamoto e
Aoki, (1963); de hipertensdo primaria (SHR) por se tratar de um modelo
experimental universalmente utilizado no estudo da HA. Esse modelo
apresenta caracteristicas semelhantes com as encontradas em humanos,
como alteracdes neurais, vasculares e lesbes de 6rgaos-alvo. A pressao
arterial desses ratos eleva-se a partir de 5-6 semanas de idade podendo atingir
valores sistélicos de 180- 200 mmHg quando adultos (Trippodo e Frohlich
1981). Nossos achados corroboram com a literatura em relagéo aos valores de
PAS, PAD e PAM do grupo SHR (Hayward, Johnson et al. 1999; Moraes-Silva,
De La Fuente et al. 2010; Piratello, Moraes-Silva et al. 2010).

ApOs observar as respostas hemodinamicas, avaliamos a sensibilidade

barorreflexados diferentes grupos pelo chamado indice alfa, que analisa as
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variacbes espontaneas da PA e as respostas associadas da FC. Observou-se
gue os animais desnervados apresentaram menor sensibilidade barorreflexa
comparados aosseus controles, confirmando em parte, achados prévios do
nosso laboratério (Moraes-Silva, De La Fuente et al. 2010; Piratello, Moraes-
Silva et al. 2010; Flues, Moraes-Silva et al. 2012) que encontraram reducao da
sensibilidade barorreflexa também nos animais hipertensos.

Adicionalmente observou-se que os animais hipertensos apresentaram
aumento da modulacdo simpética vascular em relacdo aos normotensos
independentemente da variabilidade da PA. Esse achado sugere que a
hipertensdo arterial, independente da DSA, pode estar associada a um
aumento da modulagcdo simpética cardiaca. Demonstrou-se também, que o
aumento da variabilidade da PA, induzida pela DSA em ratos geneticamente
hipertensos, causou dano oxidativo retiniano. Tais observagdes sugerem que a
variabilidade da PA pode ser um dos mecanismos que determinam ou
exacerbam lesfes retinianas (6rgdo-alvo). De maneira analoga, Miao et al,
2006 demonstraram que a variabilidade da PA pode determinar lesdes em
outros 6rgdos como coracao, rins e aorta, independentemente dos valores da
PA . Recentemente, Lattanzi et al, 2014, observaram que a variabilidade da PA
pode ser considerada um fator de risco (vascular) para declinio cognitivo em

pacientes com doenca de Alzheimer.
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6.2 Avaliagcdes da presséo de perfuséo ocular e presséo intraocular

No presente estudo, observou-se aumento da PPO em ratos
geneticamente hipertensos (24 h e cronicos) com aumento adicional nos
hipertensos desnervados cronicos.

Pressao de perfusdo de um 6érgdo € definida como a diferenca das
pressdes arterial e venosa e é a forca motora para o fluxo sanguineo.
Considerando que a pressdo venosa ocular é igual ou levemente maior que a
PIO (Gluksberg and Dunn. 1993; Maepea, 1992), a PPO pode ser estimada
como a diferenca entre a pressao arterial e a PIO. As medidas da PPO em
seres humanos podem ter muita variagédo, dependendo da posicao do paciente,
isto porque especialmente na posicdo ereta, a pressdo da artéria braquial é
diferente da artéria oftalmica, que € a base da medida da PPO. Em ratos, esta
medida é mais consistente pela posicao supina e pelo fato da metodologia de
medidas da PA utilizada no presente estudo ser direta, portanto com resultados
mais fidedignos.

No presente estudo, observamos pouca variacao da PIO nos diferentes
grupos, exceto nos desnervados cronicos. Leske et al, 2003, demonstraram a
HAS estava associada a uma leve elevagcdo da PIO em seres humanos. De
maneira similar, no Blue Mountains Eye Study (Mitchell et al.,1996), a PIO
média aumentou 0,28 mmHg para cada 10 mmHg de aumento na PA sistélica
ou 0,52 mmHg para cada 10 mmHg de aumento na PA diastolica. A correlacao
entre HAS e aumento da PIO foitambém observada em ratos (Vaajanen A. et
al, 2008) e em coelhos ( Harrison et al, 1997). A base fisiologica da relacdo PA

x PIO permanece obscura. Tem sido postulado que tanto a PIO quanto a PA
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podem ser dirigidas por um fator extrinseco comum como o ténus simpatico.
(Harrison et al, 1997), Observamos correlacdo entre estas variaveis no
presente estudo (r:0,48 p:0,04) . Outro fato interessante encontrado no
presente estudo foi a correlagéo existente entre PIO e marcador de estresse
oxidativo retiniano (80H -dG) apenas nos animais hipertensos desnervados
cronicos (r: 0,56 e p:0,02). Esta relacdo ndo foi observada nos animais
normotensos nem nos hipertensos intactos, sugerindo que a HAS associada a
disfuncédo barorreflexa pode ter algum papel sobre os efeitos deletérios da PIO
sobre o tecido retiniano.

A HAS tende a incrementar a pressao das artérias ciliares, desta forma
aumentando o componente de ultrafiltracdo para produgcéo do humor aquoso e,
portanto aumentando a PIO (Carel et al., 1984 ; Pederson et al, 1973). Além
disso, o aumento da PA pode produzir uma pequena elevacdo na presséo
venosa com diminuicdo do “clearence” do humor aquoso e consequente
aumento da PIO. Apesar da correlagdo existente entre PIO e PA, a relacdo
entre a hipertensdo arterial e o glaucoma é controversa, tendo sido observada
por alguns autores e contestada por outros.

Recentemente o estudo“Los Angeles Latino Eye Study” (Memarzadeh
et al, 2010), demonstrou que pacientes com maior pressao arterial diastdlica
apresentaram trés vezes mais quadro de degeneracdo macular relacionada a
idade. Neste estudo néo foi avaliada variabilidade da PA. Este mesmo trabalho
demonstrou gque tanto as pressoes diastolicas baixas e sistélicas altas estavam
associadas a maior prevaléncia de glaucoma de angulo aberto. Este aparente
paradoxo pode ser explicado por dois fatores: pacientes com hipotensdo

arterial apresentam baixa PPO levando a diminuicdo da perfusdo da cabeca do
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nervo Optico e consequente estresse oxidativo (isquemia-reperfusdo) e
segundo, os pacientes com HAS crbnica podem ter comprometimento da
autorregulacédo do fluxo sanguineo da cabeca do nervo Optico provavelmente
por fatores como arteriosclerose. (Mozaffarieh M et al, 2013).

Varios trabalhos avaliam estresse oxidativo retiniano relacionado com a
diminuicdo da pressao de perfuséo ocular, processo de isquemia — reperfusao,
especialmente no glaucoma (Flammer et al.,2002,Kaiser et al.,, 1993,
Mozaffarieh et al.,, 2013) .Por outro lado, Varma et al.,2004, demonstraram
que pacientes com maior pressdo de perfusdo ocular apresentaram maior
chance de desenvolver degeneragcdo macular relacionada a idade ( DMRI),
mostrando que também a maior PPO pode estar associada a doencas
degenerativas vasculares oculares. No presente estudo observou-se correlagcéo
positiva entre aumento daPPO e VEGF, sugerindo uma possivel acao deletéria
do aumento da PPO ao tecido retiniano. Doencgas vasculares retinianas graves
como tromboses venosas retinianas, frequentemente associam-se a niveis
elevados de VEGF retiniano e HAS (Rosa, 2003).

No presente estudo, observou-se que animais hipertensos com DSA
crdnica, apresentaram maior PPO, sugerindo um possivel efeito deletério do
aumento crénico da PPO nao apenas relacionado a HAS, mas também
associado a disfuncao barorreflexa.

Outros estudos tém associado glaucoma a disfuncdo autondémica
(Riccadonna M et al, 2003; Wierzbowska et al,2012) e a apneia obstrutiva do
sono (Lin et al,2011), doenca que também tem relacdo com maior
VPA(Fletcher ,2013). Apesar de bastante conhecida a relac&o entre glaucoma

e oclusbes vasculares retinianas, e do papel do estresse oxidativo na
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fisiopatologia destas doencas, ndo existem estudos avaliando a participacéo da
VPA como fator comum destas afeccoes.

Diante de evidéncias clinicas relacionando doencas oculares a
disfuncdo autondmica, e o fato de haver estressse oxidativo no glaucoma,
degeneracdo macular realcionada a idade (DMRI) e oclusdes vasculares, 0s
achados do nosso trabalho relacionando VPA e estresse oxidativo retiniano,
podem abrir horizontes para futuras pesquisas estabelecendo a VPA como elo

entre estas doencgas.

6.3 Sistema renina - angiotensina

Nos dultimos anos, estudos demonstraram que o0 sistema renina
angiotensina (SRA) que outrora acreditava restringir-se as a¢des na regulagao
da pressdo arterial e homeostase dos eletrélitos, tem também atuacéo
paracrina/autocrina em diversos tecidos, incluindo acdes nos olhos (de Gooyer
et al., 2004 e Re, 1984). O presente estudo confirmou a presencga de tal
sistema em tecidos oculares (retina).

A hipertensédo arterial sistémica tem sido implicada na génese de
lesbes de 6rgdos-alvo, assim como o SRA e a variabilidade da PA (Miao, 2002
e 2006 et al.,, Schmieder et al., 2006). No presente estudo observamos que
animais submetidos & DSA apresentaram agudamente (12 horas apds DSA),
maior expressao de receptores AT1 da Ang Il no tecido retiniano, com
diminuicdo apos 24 horas e novo aumento dos niveis de AT1 cronicamente,
especialmente nos animais hipertensos nao desnervados. Tal comportamento

pode ser justificado pelo fato dos animais com desnervacdo precoce
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apresentarem, além de maior variabilidade da PA, um forte componente
hipertensivo.lrigoyen et al, 1995 demonstraram que na DSA aguda (6 horas), o
componente hipertensivo € maior que nos animais com DSA mais tardia (20
dias). Amenor atuacéo deste componente, cronicamente, poderia explicar tal
comportamento. Portanto, o aumento da expressdo dos receptores AT1
retinianos parece estar mais relacionado a propria HAS e menos relacionado
com sua maior variabilidade.

Sabe-se que os receptores AT1 tém importante papel na patologia
celular incluindo apoptose, hipertrofia, neovascularizagao, inflamacéao e fibrose,
gue podem ser dependentes ou ndo dos efeitos da pressao arterial (Benigni et
al., 2010; Moravski et al., 2003; Savoia et al., 2011; Stegbauer et al., 2011,
Willis et al., 2010).

Zamo et al, 2009, sugerem que a disfungéo autonémica e a modulagéo
do SRA sdo fatores que contribuem para lesdes em Orgdos-alvo na
hipertenséo arterial sistémica e estes podem interagir.

Shan et al.,2003, observaram aumento dos niveis de Ang Il em tecidos
cardiacos e renais de ratos submetidos a DSA crénica, e estes niveis de Ang Il
tinham um maior incremento quando estes animais eram submetidos a
estresse crbnico, sugerindo que o aumento da variabilidade da PA e a
liberagdo de Ang Il poderia estar relacionada ao desenvolvimento de leséo de
orgdo alvo induzida por disfuncdo barorreflexa. De maneira analoga
observamos em nosso estudo, fendmeno muito semelhante em retina de ratos
(agudamente).

O estudo EURODIAB EUCLID (Chatuverdi et al., 1998) demonstrou

que o Lisinopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina 1 (ECA1)
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reduziu o risco da progressdo da retinopatia diabética. Entretanto, ndo ficou
claro se estes resultados foram mais dependentes da diminuicdo da presséo
arterial ou de mecanismos de bloqueio local (ocular) do SRA. Mais
recentemente, o estudo DIRECT -Diabetic Retinopathy Candesartan Trial
(Chatuverdi et al., 1998 e Sjolie et al., 2008) onde foi utilizado Candesartan,
um bloqueador dos receptores AT1 da angiotensina Il, mostrou que tal droga
reduziu a incidéncia de retinopatia diabética em 35% em pacientes diabéticos
tipo | e reduziu a progresséo da retinopatia diabética em pacientes tipo Il,em
34% (pacientes com retinopatia ndo proliferativa inicial), sugerindo um papel do
SRA na fisiopatologia da retinopatia diabética.

O estudo RASS (Mauer et al, 2009) comparou a progressédo da
retinopatia diabética sob o uso de duas classes de inibidores do SRA, um
inibidor da ECA1 e um bloqueador dos receptores AT1. Ambos reduziram a
progressao da retinopatia diabética em 60 e 65% de pacientes com retinopatia
diabética ndo proliferativa ou sem retinopatia. Tratamento com bloqueador dos
receptores AT1 (Losartana), em estudo envolvendo modelo animal de diabetes
e hipertensao arterial demonstrou pela primeira vez, efeitos de neuro protecéo
na retinopatia diabética ao restabelecer as funcdes redox oxidativas e
mitocondriais (Silva et al., 2009).

Yang et al, 2009, mostraram que a PIO cronicamente elevada em um
modelo de glaucoma em ratos, determinava aumento da expressao de
receptores AT1 na retina e o tratamento com Candesartan (bloqueador de
receptor AT1) foi efetivo em prevenir a morte celular. A maior expresséo
destes receptorespoderiatambém ser explicada pelo estimulo “mecanico”

excessivo no modelo de glaucoma utilizado. Ha muitas criticas a estes modelos
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de glaucoma visto que uma porcentagem alta de pacientes com glaucoma nao
apresentam aumento da PIO.

De qualquer forma,futurosestudos podem ser realizados para validacéo
da DSA como possivel modelo indutor de doenca vascular retiniana sem
“agredir’” o globo ocular. Vale lembrar que em modelos animais atualmente
utilizados para avaliar glaucoma (Chen et al., 2011; Cone et al., 2010; Pease et
al., 2011; Sappington et al., 2010), observam-se na retina, altas taxas de
apoptose e estresse oxidativo, sendo estes dados muitas vezes
superestimados, pelo fato da maioria destes modelos determinarem grande
traumatismo ocular mecéanico com injec¢des intraoculares repetidas ou extensas
cauterizacOes (Husain et al, 2012).

Uma limitagdo do presente estudo foi a impossibilidade de avaliar os
efeitos de um antagonista do SRA sobre o estresse oxidativo retiniano nestes
animais. Até onde sabemos, esta é a primeira vez que se observa em um
modelo de variabilidade da pressédo arterial sistémica, a expressao destes

receptores na retina.

6.4 Estresse oxidativo retiniano (dano oxidativo)

No presente estudo, observou-se aumento do dano oxidativo ao DNA
nos animais hipertensos desnervados e aumento dos niveis de nitrotirosina
retiniano, especialmente nos animais desnervados agudamente, mostrando
pela primeira vez em modelo animal, correlagéo n&o apenas da HAS com leséo
de drgéo-alvo (ocular), mas principalmente, o papel doaumento davariabilidade

da PA associado a estresse oxidativo retiniano.
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O termo radical livre envolve véarias moléculas reativas como, por
exemplo, as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. O aumento da
nitracdo de proteina retiniana (nitrotirosina), presumidamente pelo peroxinitrito
e maior dano ao DNA retiniano (80OHdG) induzidos pela HAS e especialmente,
pelo aumento da variabilidade da PA, sugerem que tanto o Oxido nitrico e
superoxido estdo presentes em quantidade excessiva na retina. Du et al,2002
observaram o mesmo em animais diabéticos. A formacéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) tem sido implicada na morte celular retiniana e sua
formagcdo é via final comum para neurotoxicidade em uma variedade de
doencas neurodegenativas agudas e cronicas. (Dani et al., 2004 e Baskol et al.,
2006).

O dano oxidativo tem sido implicado na patogénese de diversas
doencas oculares graves como glaucoma, retinopatia diabética, degeneracdo
macular relacionada a idade, oclusdes vasculares retinianas, dentre outras
(Bastianetto e Quirion,2004). O entendimento da fisiopatologia e o tratamento
de tais afeccOes ainda ndo sédo totalmente compreendidos. A Hipertenséo
Arterial Sistémica tem sido implicada na génese de lesdes de érgao-alvo, assim
como o SRA e a variabilidade da PA (Miao, 2002 e 2006 et al., Schmieder et
al., 2006).

Pinto et al., 2007 observaram que a hipertensédo arterial sistémica
exacerbou o estresse oxidativo em retina de ratos experimentalmente
diabéticos. Observaram também, aumento da expressdo de 8-OHdG na retina
dos ratos normotensos com diabetes e em ratos hipertensos com diabetes ,
com maior expressao de 8-OHdG nas retinas dosanimais com HAS e diabetes,

demonstrando que a HAS pode ter papel no dano oxidativo retiniano.
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Encontramos maior dano oxidativo nos animais hipertensos com maior
variabilidade da PA. Vale lembrar, que em animais que foram submetidos a
DSA, especialmente cronicamente,hd aumento da variabilidade da PA sem, no
entanto apresentar aumento da PA basal. Logo, pode-se concluir que a
disfuncdo baroreflexa pode ser fator que independente da PA,é capaz de
causar dano oxidativo retiniano levando a leséo de 6rgao-alvo.

O comportamento do marcador de estresse oxidativo 8-OHdG foi
bastante peculiar em relacdo aos animais SHR. Observou-se que nestes
animais, houve uma diminuicdo paradoxal dos niveis deste marcador em
relagdo até aos controles normotensos. Uma possivel explicagdo poderia ser
pelo efeito Hormese, isto €, a hipertensdo arterial possivelmente determinou
dano oxidativo que foi “compensado” pela agao antioxidativa retiniana, ja com a
HAS associada a disfuncdo barorreflexa, 0 mesmo ndo ocorreu, houve maior
estresse oxidativo, evidenciando que possivelmente, a variabilidade de PA
associada a HAS foi capaz de exceder a capacidade antioxidante tecidual
retiniana.Outros autores observaram que baixas concentracdes de radiacais
livres gerados por estresse oxidativo leve, poderiam ativar vias de sinalizagéo
que aumentam a resisténcia dos neurdnios a estresses mais severos (Otani et
al, 2004; Juhaszova et al. 2004, Wang, 2013).

A reoxigenacdo dos tecidos retinianos durante um periodo de
reperfusdo determina excesso de producdo de ERO e de espécies reativas de
nitrogénio em ratos. Estes radicais livres podem contribuir diretamente para o
dano de estruturas celulares ou indiretamente através da modulacao de vias de

sinalizacao no processo de morte celular (Kuriyama et al., 2001).
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Raros sao os dados da literatura correlacionando disfuncéo
barorreflexa e doencas vasculares oculares.

Outro dado marcante foi o comportamento temporal dos niveis de
VEGF retinianos. Observou-se aumento gradual destes niveis com o passar do
tempo de desnervagédo, especialmente nos animais com maior variabilidade da
PA. Sugerindo relagéo entre disfuncdo barorreflexa e VEGF. Tal constatagéo
pode ter extrema relevancia cientifica futura, visto que as terapias Anti-VEGF
sdo praticamente a Unica alternativa para doencas oculares retinianas graves
na atualidade, além da sua importancia, cada vez maior no controle de certos
tipos de neoplasias como coloretal, cerebral e mama (Blankenberg et al,2010).

O VEGF é produzido em resposta a varios estimulos como isquemia-
reperfusdo e precondicionamento isquémico. Trata-se de substancia que
aumenta permeabilidade vascular e promove angiogénese. Embora os
tratamentos Anti-VEGF estejam bastante difundidos e eficazes, especialmente
no tratamento da degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) onde a
inibicdo da angiogénese é o alvo da terapia, comeca-se a observar que
pacientes tratados cronicamente com multiplas inje¢cdes de anti-VEGF,vem
desenvolvendo atrofia retiniana em longo prazo, com consequente cegueira
(Martinez-de-la-Casa et al,2012; Parket al, 2014).

Recentemente, em modelo experimental, (Xue et al, 2014; Falk et al,
2011) observou-se que o VEGF é potencial agente neuroprotetor para doenca
de Parkinson.De maneira analoga, Foxton et al, 2013, demonstraram efeito
neuroprotetor do VEGF em células retinianas.

Uma grande quantidade de estudos que avaliam doencas

degenerativas retinianas, relaciona estresse oxidativo com maior taxa de
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apoptose (Kerrigan et al, 1997). No presente estudo, ao avaliar as
caracteristicas da apoptose retiniana em seu contexto temporal, obserevamos
gue inicialmente, especialmente os animais hipertensos, tiveram tendéncia a
maior apoptose retiniana (12 e 24 horas) com paradoxal diminuicdo dos niveis
de Caspase-3 cronicamente. Se observarmos o comportamento temporal dos
niveis de VEGF retiniano nos mesmos animais, observamos 0 oposto, niveis
diminuidos inicialmente e aumentados cronicamente. Uma possivel explicacdo
seria pelo maior estresse oxidativo induzido pela disfuncdo barorreflexa
cronica, observada nos animais hipertensos desnervados, resultarem maior
producdo de VEGF, cuja acdo neuroprotetora determinou menores
concentragbes de Caspase-3 retiniana, um marcador de apoptose. Alguns
estudos relacionam o inverso do que encontramos, maior estresse oxidativo
com maiores taxas de apoptose, isto pode ocorrer por viéses metodoldgicos,
ao utilizarem, por exemplo,0 método TUNEL para avaliar apoptose retiniana
(Kerrigan et al, 1997). Tal técnica além de marcar células apoptéticas pode
também marcar células necréticas, muitas vezes superestimando resultados
(Gasl-Kraupp et al, 1995).

Outra limitacdo do presente estudo, foi ndo podermos observar a
resposta funcional e celular retiniana apos terapia anti VEGF nestes animais.
Isto acabou ndo sendo realizado pelo fato de ndo esperarmos este
comportamento inesperado, de aumento de estresse oxidativo retiniano com

menor apoptose.



7. Conclusao
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Concluimos a partir deste estudo, que além da propria HAS, a
variabilidade da PA pode ndo apenas determinar variagbes na pressao de

perfusdo ocular, mas também induzir dano oxidativo as células retinianas.

Tais achados podem dar suporte a estudos populacionais,
especialmente em doencas como glaucoma, degeneracdo macular relacionada

a idade e oclusdes vasculares retinianas.
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