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RESUMO

Moreira NJD. Efeitos da desnervacao renal em ratos espontaneamente hipertensos e
normotensos: repercussdes nos vasos de resisténcia e no sistema nervoso autbnomo
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

O procedimento de desnervagao renal bilateral (DRB) vem sendo proposto como um
tratamento inovador em pacientes com hipertensao resistente, entretanto, ndo estao
esclarecidos quais 0os mecanismos envolvidos nas alteracbes que levam a queda de
pressao arterial nas respostas crbénicas. Neste estudo avaliamos a modulagao
autondmica da circulagdo em animais normotensos e espontaneamente hipertensos
(SHR), trinta dias ap6s a desnervagao renal, assim como alteragdes na fungao contratil
e no relaxamento dos vasos de resisténcia. Foram utilizados ratos Wistar e SHR machos,
divididos em 4 grupos experimentais (n=5); grupo normotenso desnervado (ND) e seu
controle sham (NS); hipertenso desnervado (HD) e seu controle sham (HS). Os animais
foram avaliados 30 dias apds a cirurgia de retirada bilateral dos nervos renais. Os
parametros hemodinamicos foram medidos e os dados armazenados para posterior
analise dos valores de pressao arterial e frequéncia cardiaca, bem como variaveis
autondémicas. Ao final do protocolo, a reatividade vascular das artérias mesentéricas de
resisténcia foi avaliada utilizando um miografo de arame (DMT 620M). Tanto os animais
hipertensos quanto normotensos submetidos a DRB apresentaram pressao arterial média
(PAM) mais baixa em relacdo a seus controles (HS= 171,5 = 4,07mmHg; HD=
154,65+4,03mmHg; p=0,008. NS=119,14 + 2,39mmHg; ND= 105,5£2,74mmHg;
p=0,002), Nos hipertensos, esta queda foi acompanhada de redugdao da modulagao
simpatica para os vasos (LF PAS HS = 19,42+2,13; HD = 11,87+1,35mmHg?; p=0,009),
melhor funcao barorreflexa, refletida através do indice alfa LF (HS = 0,47+0,06; HD =
0,71+0,07 ms/mmHg?; p=0,02) e resposta taquicardica (HS = 1,18+0,17; HD = 240,17
bpm/mmHg; p=0,004) e resposta endotélio-dependente preservada. Em contrapartida,
nos animais normotensos, a retirada dos nervos renais nao alterou a resposta vascular
ou autonémica, porém foi capaz de aumentar a resposta bradicardica em relagao ao seu
controle (NS= 1,21+0,1; ND= 2,2+0,3 bpm/mmHg; p=0,003). Adicionalmente, ao
utilizarmos o inibidor de o6xido nitrico L-NAME na avaliagdo endotélio-dependente das
artérias mesentéricas, o0s animais normotensos ainda apresentaram ~40% de
relaxamento, enquanto os animais hipertensos apresentaram resposta vasoconstrictora,
independentemente da desnervacao renal. Em conclusdo, a desnervacao renal bilateral
(30 d) é capaz de reduzir a pressao arterial de ratos SHR e normotensos. Esse efeito
hipotensor pode estar associado com a reducdo da modulacao simpatica para os vasos,
com a melhora da resposta barorreflexa e com a preservacao da funcao endotelial das
artérias mesentéricas de animais espontaneamente hipertensos.

Palavras-chave: Simpatectomia. Hipertensdao. Sistema nervoso auténomo. Artérias
mesentéricas. Endotélio vascular. Ratos endogamicos SHR.



ABSTRACT

Moreira NJD. Effects of renal denervation in spontaneously hypertensive and
normotensive rats: Implications for resistance vessels and the autonomic nervous system
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Bilateral renal denervation (RDN) procedure has been proposed as an innovative
treatment for patients with resistant hypertension. However, the mechanisms
underlying the blood pressure-lowering effects of chronic responses are not fully
understood. In this study, we evaluated the autonomic modulation of circulation in
normotensive and spontaneously hypertensive rats (SHR) thirty days after renal
denervation, as well as changes in contractile function and relaxation of resistance
vessels. Male Wistar and SHR rats were used and divided into 4 experimental
groups (n=5): normotensive denervated (ND) and its sham control (NS);
hypertensive denervated (HD) and its sham control (HS). The animals were
evaluated 30 days after bilateral renal nerve removal surgery. Hemodynamic
parameters were measured, and the data were stored for subsequent analysis of
blood pressure and heart rate values, as well as autonomic variables. At the end
of the protocol, vascular reactivity of mesenteric resistance arteries was evaluated
using a wire myograph (DMT 620M). Both hypertensive and normotensive animals
subjected to RDN showed lower mean arterial pressure (MAP) compared to their
respective controls (HS=171.5£4.07mmHg; HD=154.6514.03mmHg; p=0.008.
NS=119.141£2.39mmHg; ND=105.5£2.74mmHg; p=0.002). In hypertensive
animals, this decrease was accompanied by reduced sympathetic modulation to
the vessels (LF SBP HS=19.42+2.13; HD=11.87+1.35mmHg2; p=0.009), improved
baroreflex function, as reflected by the LF alpha index (HS=0.47+0.06;
HD=0.71+0.07 ms/mmHg2; p=0.02), and tachycardic response (HS=1.18+0.17;
HD=2+0.17 bpm/mmHg; p=0.004), as well as preserved endothelium-dependent
response. On the other hand, in normotensive animals, renal nerve removal did not
alter the vascular or autonomic response, but it increased the bradycardic response
compared to its control (NS=1.21+0.1; ND=2.2+0.3 bpm/mmHg; p=0.003).
Additionally, when the nitric oxide inhibitor L-NAME was used in the endothelium-
dependent evaluation of mesenteric arteries, normotensive animals still showed
approximately 40% relaxation, while hypertensive animals exhibited
vasoconstrictor response regardless of renal denervation. In conclusion, bilateral
renal denervation (30 days) is capable of reducing blood pressure in SHR and
normotensive rats. This hypotensive effect may be associated with the reduction
of sympathetic modulation to the vessels, improvement of baroreflex response, and
preservation of endothelial function in mesenteric arteries of spontaneously
hypertensive animals.

Keywords: Sympathectomy. Hypertension. Autonomic nervous system. Mesenteric
arteries. Endothelium, vascular. Rats, inbred SHR.
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1. INTRODUGAO

1.1 Sistema Nervoso Autonomo

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA), também conhecido como sistema nervoso
vegetativo(1) ou sistema nervoso visceral € a parte do sistema nervoso que controla
a vida vegetativa, através da regulacdo de fungbes como a respiragdo, circulagéo do
sangue, presséao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC), entre outras(2). O SNA possui
duas grandes divisdes: sistema nervoso simpatico e sistema nervoso parassimpatico,
através dos quais os sinais autbnomos eferentes sédo transmitidos aos diferentes érgaos
do corpo. As fibras nervosas simpaticas secretam principalmente norepinefrina enquanto
que as fibras parassimpaticas secretam principalmente acetilcolina (3).

O sistema nervoso simpatico participa do controle a curto prazo da PA, o que
ocorre em grande parte por meio de seus efeitos sobre a resisténcia e capacitancia
vascular periféricas totais e sobre a capacidade de bombeamento do coracao (4),porém,
a ativagao simpatica continua pode promover retengao de agua e sal pelos rins, elevando
dessa forma a pressao a longo prazo (3). O equilibrio entre a atividade simpatica e
parassimpatica desempenha um papel fundamental nas funcbes fisiolégicas e o
desequilibrio entre essas duas atividades (disautonomia) é caracterizado pela condigédo
em que a fungédo autondmica alterada afeta adversamente a saude, particularmente nas
fungdes cardiovasculares (5).

Embora a hipertensdo seja uma doenga multifatorial com varias origens, é
amplamente reconhecido que fatores neuroadrenérgicos desempenham um papel
significativo no desenvolvimento e progressao da doenga. Em pacientes hipertensos o
grau de ativagédo do sistema nervoso simpatico apresenta uma amplitude diretamente
relacionada a magnitude da elevagdo da pressao arterial (6); as fibras eferentes
simpaticas encontram-se hiperativas e contribuem para o aumento da PA(7). Sendo
assim, o sistema nervoso simpatico esta importantemente envolvido na fisiopatologia da

hipertensao primaria e em algumas formas secundarias da condigao(8).

1.2 Anatomia e fungao dos nervos renais


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso
http://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Circula%C3%A7%C3%A3o
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As fibras eferentes renais emergem do centro autonémico hipotalédmico e atingem
os rins através das fibras pds-ganglionares que se originam no segmento T10-11 a L2-3
da medula espinhal (9). A partir dai, os nervos pds-ganglionares renais, acompanham o
trajeto da artéria renal, atravessam o hilo renal e dividem-se em pequenas ramificagbes
que inervam a vasculatura renal, tubulos e aparelho justaglomerular (10).

A estimulacao da via eferente renal resulta em retenc¢ao de volume via reabsorg¢ao
de sédio (11), reducéo no fluxo sanguineo renal (12, 13) e ativagao do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), através da estimulagcao do aparelho justaglomerular e
subsequente liberacdo de renina (6, 14).

As fibras aferentes, por sua vez, estdo localizadas principalmente na parede da
pelve renal e conectam os rins com centros autonémicos no sistema nervoso central (15).
Condi¢des como isquemia, hipoxia ou estresse oxidativo podem promover a ativagao
dessas fibras (16, 17).

A estimulacdo dos nervos simpaticos renais leva a um aumento da producao de
noradrenalina, que através de receptores a-1 aumenta a reabsorgdo de sodio pelas
células epiteliais tubulares renais — resultando em uma diminui¢do da excrec&o urinaria
de sédio e aumento da contracido de células lisas musculares diminuindo o fluxo
sanguineo renal e taxa de filtragdo glomerular. Os receptores 3-1 por sua vez, aumentam
a liberagéo de renina pelo aparelho justaglomerular(18).

A ablacao dos nervos renais eferentes pode levar a queda da PA, pois reduz a
atividade eferente simpatica renal promovendo excre¢ao urinaria de soédio, enquanto que
a ablacao dos nervos simpaticos renais aferentes diminui a PA pela inibigdo do fluxo
simpatico central, o que influencia diretamente na atividade simpatica nos rins e em
outros 6rgaos altamente inervados que estdo envolvidos no controle cardiovascular (19-

21). Desta forma, os nervos renais sao um importante alvo na terapia desta sindrome.

1.3 Evidéncia da Ativagao Simpatica na Hipertensiao Experimental

O aumento da atividade simpatica renal € uma importante caracteristica na

hipertensdo experimental, e isto foi evidenciado através da demonstragdo da medida
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direta da atividade eferente renal (registros multifibras) ou de uma unica fibra simpatica
renal em ratos espontaneamente hipertensos (22).

Cruz, et al., 1992 demonstraram através de um registro direto, um aumento da
atividade eferente simpatica renal (AESR) em SHR e na hipertensdo produzida por
mineralocorticdides e excesso de sal (23). De fato, todos os efeitos da AESR podem
contribuir para a iniciagao, desenvolvimento e manuteng¢ao da hipertensao.

Estudos de nosso grupo demonstraram que a completa desnervagdo do rim
isquémico (em modelos experimentais de hipertensdo através da ligadura da aorta)
atenua a hipertensdao observada 10 dias apds a ligadura, normaliza a atividade
plasmatica de renina e o reflexo comandado pelos barorreceptores sobre a frequéncia
cardiaca, evidenciando desta forma, o importante papel dos nervos renais na
homeostasia cardiovascular (24). Além disso, em outro estudo, a desnervagéao renal foi
capaz de normalizar a atividade de renina plasmatica 10 dias apds a ligadura da aorta,
demonstrando o papel dos nervos renais na secreg¢ao de renina (25).

Sendo assim, evidéncias indicam a importancia dos nervos renais na patogénese
da hipertensdo, uma vez que a desnervacao renal demonstrou ser efetiva em modelos
de varias etiologias, em multiplas espécies, reduzindo tanto a pressdo sanguinea quanto
os danos em orgaos-alvos causados pela hiperatividade simpatica crénica (26, 27).
Embora n&o se tenha estudado claramente quais os mecanismos envolvidos nesse efeito
hipotensor, é possivel que o efeito benéfico desta técnica na hipertensdo esteja
associado, entre outros mecanismos, a uma progressiva queda na retengdo do sodio
renal (18).

Em SHR, o retardo no desenvolvimento da hipertensao esta associado com o
aumento na excregao urinaria do sodio ingerido (natriurese por desnervacéao, balango de
sédio negativo), entretanto, a literatura sobre o assunto parece indicar que depois de
algum tempo a PA volta a subir. Este subsequente desenvolvimento da hipertensao
coincide com o retorno do conteudo renal de noradrenalina ao valor normal, evidenciando

reinervacao(23).

1.4 Evidéncia da Ativagao Simpatica na Hipertensao Humana
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Através da metodologia de diluicdo com radiotragador para medir a saida de
norepinefrina (NE) dos rins para o plasma, estudos em humanos revelaram aumento das
taxas do spillover de NE renal em pacientes com hipertensdo essencial (28, 29). Em
outras palavras, estes estudos sugerem fortemente a ativagdo simpatica renal na
hipertensdo humana, onde o perfil hemodindmico comumente encontrado caracteriza-se
pelo aumento da atividade nervosa simpatica muscular, aumento da freqténcia cardiaca
e do débito cardiaco e aumento da resisténcia periférica e renovascular (30).

As informagdes mais antigas sobre esse tipo de intervengao no controle da PA em
pacientes com hipertensao, datam de 1920 e 1930, quando abordagens cirurgicas como
a esplenectomia e simpatectomia radical foram aplicadas em humanos (31). Embora
essas abordagens ndo tenham sido diretamente direcionadas aos nervos renais e
apresentem altas taxas de complicacdes periprocedural, foram demonstradas melhorias
no controle da pressao arterial e da sobrevida em um numero substancial de pacientes
tratados. Mais recentemente e baseados nas informacbdes obtidas em modelos
experimentais, a desnervacéao renal cirurgica demonstrou ser um meio eficaz de reduzir
o fluxo simpatico para os rins e aumentar a producdo de urina (natriurese e diurese) e
reduzir a liberacdo da renina, sem afetar adversamente as outras fungdes do rim, tais

como a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e o fluxo sanguineo renal (32).

1.5 Estudos clinicos de Desnervagao Renal

Diversos estudos clinicos vém sendo conduzidos desde que a desnervacgao renal
bilateral (DRB) baseada em catéter se tornou disponivel. O primeiro deles, Symplicity
HTN-1, estudo aberto, ndo randomizado, demonstrou que a DRB por catéter de ablagao
€ uma técnica segura e apresenta beneficios em longo prazo (trés anos), com uma queda
de 10 mmHg ou mais na pressao sistolica de consultério em 93% dos pacientes com
hipertensdao resistente (33). Pouco tempo depois, o Symplicity HTN-2, estudo
randomizado, controlado ndo cego, também concluiu que a DRB era um procedimento
livre de complicagcbes que levava a uma queda sustentada da PA de consultério sistdlica
e diastdlica durante os trés anos de acompanhamento dos pacientes hipertensos

resistentes (34).
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Embora os resultados do Symplicity HTN-1 e HTN-2 tenham sido promissores, em
2014, o estudo Symplicity HNT-3, randomizado, controlado cego, porém pela primeira
vez com procedimento simulado, demonstrou que nos pacientes com hipertensio
resistente, os efeitos de queda da pressdo apdés DRB eram comparaveis aqueles
observados nos pacientes que realizaram a cirurgia de simulagdo sham (35). Este
resultado negativo foi relacionado com a possivel inexperiéncia do médico operante,
numero de pontos de ablagao, variabilidade no uso de medicamentos anti-hipertensivo e
escolha dos pacientes.

Posteriormente, novos ensaios clinicos foram desenvolvidos, dando origem a uma
segunda geracao de estudos da desnervacgao renal. Esses estudos utilizaram técnicas
avancadas de ablacdo por radiofrequéncia realizadas por operadores experientes,
incluindo novas técnicas de desnervacédo, como o ultrassom endovascular. Além disso,
foram implementados regimes de tratamento médico modificados e os participantes com
hipertensao sistdlica isolada foram excluidos(36-40).

A despeito de todas as conjecturas sobre as razdes do resultado negativo do
Symplicity HNT-3, uma meta analise envolvendo os estudos mais atuais concluiu que a
reducao da pressao arterial entre os ensaios clinicos de primeira e segunda geragao nao
era decorrente do uso de dispositivos diferentes ou da presenga ou auséncia de
medicamentos anti-hipertensivos(41). Portanto, novas investigagées tém como prirncipal
desafio identificar corretamente quem sao os individuos respondedores que poderao se
beneficiar da técnica, além da combinagéo de estudos adequadamente projetados com
amostras maiores e acompanhamento de longo prazo, a fim de permitir recomendacgdes
clinicas baseadas em evidéncias. Entender quais os mecanismos envolvidos nos
possiveis efeitos benéficos da desnervacdo parece ser um caminho importante na
definicido futura do procedimento em pacientes.

Assim como certos individuos hipertensos podem n&o apresentar queda da
pressdo em resposta a DRB, diferentes modelos animais de hipertensdo também
demonstram respostas distintas. Por exemplo, quando submetidos a desnervacgao renal
utilizando termorradiofrequéncia, ratos espontaneamente hipertensos propensos a
acidente vascular cerebral (SHRSP) exibiram reducao na elevagao da pressao arterial
durante a fase de desenvolvimento da hipertensao. No entanto, quando a desnervagao
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renal foi realizada por meio de radiofrequéncia, a atenuagcéao da PA nao foi observada(42).
Ainda mais, ambas as técnicas nao levam a queda da PA em ratos hipertensos induzidos
pela dieta rica em sal angiotensina e Il e (ratos Angll-sal)(43), demonstrando que n&o ha
contribuigdo dos nervos renais no desenvolvimento da hipertensdo nesse modelo.

No presente momento, devido a existéncia de multiplos ensaios controlados por
placebo, foi possivel estabelecer a seguranca e eficacia da desnervagao renal utilizando
tanto a técnica de radiofrequéncia quanto de ultrassom. Essas evidéncias respaldam a
inclusdo da desnervagdo renal como uma alternativa adicional de tratamento em

pacientes adultos com hipertensao resistente criteriosamente selecionados(44).

1.6 As artérias mesentéricas

As artérias de resisténcia sdo vasos que possuem um diametro de lumen <400
mm quando relaxados e constituem o principal local de geracao de resisténcia vascular
(45). Conforme descrito originalmente por Folkow em 1956, muitas das caracteristicas
hemodinamicas associadas a hipertensédo essencial podem ser explicadas por alteragoes
na estrutura dos vasos de resisténcia (46).

A causa fundamental do aumento da resisténcia periférica € uma diminuigdo do
didmetro do lumen desses vasos; de fato Mulvany e Halpern, em 1977, demonstraram
através da técnica de miografia, que ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
apresentam diminuicao da relagcédo parede-luz e enrijecimento arteriolar. Desta forma, o
grau de remodelamento de artérias tem valor prognéstico em individuos hipertensos (47).
Sendo assim, ja é bem reconhecido que as pequenas artérias tém um papel significativo
na patogénese da hipertensao e seus desfechos (48).

Existem poucos relatos sobre os efeitos da desnervagao renal bilateral nos vasos
de resisténcia, Wang et al. demonstrou uma melhora da fungéo endotelial em modelo de
diabetes tipo 2 apds a retirada dos nervos renais (49). Outro estudo mostrou o impacto
do transplante renal na reatividade de pequenos vasos — uma vez que o procedimento
leva a ruptura dos nervos renais — concluindo que os vasos de resisténcia de ratos
transplantados respondem de forma mais intensa a estimulos constritores, e a resposta

a impulsos dilatadores ¢é ligeiramente atenuada apds o transplante (50).
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Apesar do conhecimento gerado ao longo de todos esses anos, 0s mecanismos
envolvidos na redugdo da PA apos a retirada dos nervos renais ndo estao totalmente
esclarecidos. A busca em entender os mesmos levando em conta o papel dos vasos de
resisténcia e do sistema nervoso autondmico parece ter importancia fundamental no
caminho a ser percorrido em diregdo ao melhor manejo e uso desses procedimentos na
hipertensdo e em outros estados de retengao de liquidos como a insuficiéncia cardiaca.

Anteriormente demonstramos que a desnervacao renal € capaz de melhorar a
funcdo vascular da aorta em ratos SHR sete dias apoés o procedimento(51). Até o
presente momento, ndo existem estudos do nosso conhecimento que tenham avaliado a
reatividade vascular das artérias mesentéricas em ratos SHR 30 dias apds a denervagao
renal. Sendo assim, sabendo-se do importante papel dos pequenos vasos na hipertensao
e levando em conta o papel destes na hemodindmica circulatéria, no presente estudo,
investigamos se a desnervagao renal bilateral altera funcionalmente estes vasos nos
animais espontaneamente hipertensos. Adicionalmente e considerando a falta de
informagédo sobre a regulagdo autonémica face a desnervagéo renal na hipertensao,
nesse estudo avaliamos a variabilidade da frequéncia cardiada (FC) e da presséo arterial,
bem como o controle reflexo da circulagao sobre a FC como possiveis mecanismos

envolvidos na queda da PA 30 dias ap0s a desnervagao.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Principal

Observar as alteracdes de pressao arterial frente a Desnervagao Renal Bilateral
(DRB) e sua associagdo com a reatividade das artérias mesentéricas de resisténcia e

com a modulacao autonémica da circulacdo em animais SHR.
2.2 Objetivos Secundarios

Estudar as alteracbes da espessura da camada média da aorta e dos vasos
mesentéricos 30 dias apos da desnervagao renal;

Avaliar a ingestao de agua e comida, bem como volume urinario e quantidade de
fezes dos animais no mesmo periodo;

Quantificar sodio, creatinina, e proteinas totais presentes na urina destes animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados mediante aprovagéo
do Comité de Etica do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da USP,
registrada com o n°® 057/17. Os animais submetidos a procedimentos cirurgicos
receberam tratamento pds-operatério com antibiotico (Benzetacil, 1000000U/Kg) e
analgésico (Dipirona Sodica, 50mg/Kg e Tramadol 3mg/Kg) visando o menor sofrimento

para o animal.
3.1 Animais e grupos

Foram utilizados ratos Wistar e SHR machos, de 250 e 300g, com 12 semanas de
idade, provenientes do biotério central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (USP). Os animais foram mantidos em caixas individuais,
alocados no Biotério do Laboratério de Hipertensao Experimental do Instituto do Coragéo
(Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina/USP), em ambiente com temperatura (22°
- 24°C) e luz controladas, em ciclo de 12 horas (claro-escuro). Agua e comida foram
oferecidas de modo irrestrito, dieta normoprotéica (12% de proteinas). Os animais foram
divididos em 4 grupos experimentais a seguir relacionados:

GRUPO | - Grupo Normotenso Sham (NS) — 2 a 9 ratos Wistar submetidos a cirurgia de
simulacao de retirada nos nervos renais(sham);

GRUPO Il - Grupo Normotenso Desnervado (ND) — 2 a 9 Wistar submetidos a
Desnervacao Renal Bilateral (DRB)

GRUPO Il - Grupo Hipertenso SHR Sham (HS) — 2 a 11 ratos SHR submetidos a cirurgia
de simulacao de retirada nos nervos renais (sham);

GRUPO IV — Grupo Hipertenso SHR Desnervado (HD) — 2 a 10 ratos SHR submetidos a
Desnervacao Renal Bilateral (DRB).

O numero de animais varia conforme o experimento, sendo especificado na legenda de

cada figura correspondente.
3.2 Procedimentos cirurgicos

3.2.1 Desnervacgao Renal Bilateral (DRB)
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O procedimento cirurgico de DRB foi adaptado e validado por Oliveira e cols.,
(1992) (25). Todo o procedimento foi realizado com o uso de Lupa e aumento de campo
de 16 x (M900, DF Vasconcellos).

Os animais foram submetidos ao jejum de oito horas antes do procedimento
cirurgico e anestesiados com isoflurano 2,5%. Foi realizada entéo a tricotomia no flanco
direito, esquerdo e limpeza do local com alcool etilico 70%. O método consistiu em
colocar o animal em decubito lateral e, apds uma incisdo no flanco esquerdo e
identificacdo do rim, este foi rebatido de forma a expor a regido da aorta e veia renal.
Feito isto, foi realizada a seccédo dos nervos renais e a retirada da adventicia ao redor
dos vasos utilizando-se a pinga de iris e tesoura oftdlmica, com posterior limpeza geral
da extensdo — da aorta ao rim. Adicionalmente, fenol 10% foi utilizado para assegurar
que nao houvesse inervagao remanescente. O mesmo procedimento foi realizado no lado
direito. Os animais que realizaram a cirurgia sham tiveram a regiao da artéria e veia renal
exposta seguida de leve manipulacdo com haste com ponta de algoddo. A sutura da
incisao foi realizada em duas etapas; sutura da camada muscular, e sutura da pele,
ambas utilizando-se fio nylon 4.0. O mesmo procedimento foi realizado no lado direito
(52). Visto que existem evidéncias que a reinervagao pode se iniciar 15 dias apods o
procedimento (53), e uma vez que o experimento em questao visa avaliar as respostas
frente a desnervacgao renal apds 30 dias, os animais foram submetidos ao ato cirurgico
em 2 tempos diferentes. No dia 1 e no dia 15, como demonstrado a seguir no desenho

experimental.
3.2.2 Canulagao

A canulacao de artéria e veia femoral, para obtengcédo da presséao arterial (PA) e
administracdo de drogas, respectivamente, foi realizada com animal anestesiado com
isoflurano. As canulas foram confeccionadas com cateter de polietileno em trés diametros
(PE10 didmetro interno de 0,28 mm,PE 50 com 0,5 mm e Tygon didmetro interno de 0,8
mm) soldados uns aos outros e preenchidos com solugao fisiolégica de NaCl 0,9% e
heparina sddica (Liquemine-Roche, 5000ui) na propor¢do de 0,5 ml para 0,02 ml,

respectivamente.
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A parte mais fina (PE10 e/ou PE50) foi introduzida na luz dos vasos femorais
sendo artéria e veia respectivamente, e a parte mais grossa (Tygon), passada pelo
subcuténeo de pele até o dorso na regido cervical do animal aonde foi exteriorizada, e

fixada através de pontos cirurgicos na pele(54).
3.3 Parametros Metabodlicos
3.3.1 Gaiola Metabdlica

Trinta dias apos a desnervagdo renal os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas individuais, alocadas em uma sala com ambiente controlado para
temperaturas com intervalos entre 20 e 24°C, umidade relativa do ar de 50% e
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. O experimento levou 48 horas, destas,
as primeiras 24 horas corresponderam ao periodo de adaptacdo, assim, os dados

levados em consideracao foram aqueles obtidos nas ultimas 24 horas do experimento.
3.3.2 Analises Urinarias

Foram coletadas amostras de urina para a quantificacdo de sddio, creatinina, e
proteinas totais e as quantificagées foram realizadas conforme descrito a seguir.

A quantificagdo da concentragcdo de sodio nas amostras de urina foi realizada
utilizando o Kit ICT Diluent. Esse kit utiliza eletrodos ion-seletivos (EIS) para sddio, os
quais possuem membranas seletivas especificas para esse ion. Essas membranas
permitem a passagem seletiva dos ions alvo e geram um potencial elétrico entre os
eletrodos de referéncia e medi¢cdo, de acordo com a equagédo de Nernst. A voltagem
obtida foi comparada com voltagens previamente determinadas a partir de calibradores,
e a concentragao ibnica correspondente foi determinada.

Para quantificacdo da concentracdo de creatinina, foi utilizando o ensaio
automatizado de bioquimica Creatinine2. Nesse ensaio, a creatinina presente na amostra
reage com o acido picrico em um pH alcalino, formando um complexo conhecido como
creatinina-picrato. Esse complexo absorve luz na faixa de comprimento de onda de 500
nm. A taxa de aumento na absorbancia é diretamente proporcional a concentragao de

creatinina na amostra, permitindo a determinacao quantitativa da creatinina.
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Por fim, a quantificagdo da concentracao de proteinas totais na urina foi realizada
utilizando o ensaio Alinity ¢ Urine/CSF Protein. Esse ensaio € baseado no método
turbidimeétrico e utiliza o cloreto de benzetdnio como agente desnaturante de proteinas.
Esse agente desnatura as proteinas presentes na urina, resultando na formagéo de uma
fina suspensédo. A turbidez dessa suspensao foi quantificada a 404 nm, permitindo a
determinagao da concentracéo de proteinas totais na amostra.

Antes da analise, todas as amostras de urina foram diluidas de acordo com as
instrucbes do fabricante para os respectivos ensaios. A diluigdo das amostras foi
necessaria para a realizagao dos ensaios de sédio, creatinina e proteinas totais, seguindo

a metodologia dos eletrodos ion-seletivos diluidos.
3.4 Avaliagao hemodinamica

3.41 Registro da Frequéncia Cardiaca, Pressao Arterial e avaliagdo da

sensibilidade barorreflexa

A medicao direta da PA foi realizada 33 dias apds a DRB. Durante o registro, o
animal permaneceu acordado e com livre movimentagdo na propria gaiola. A canula
arterial foi conectada a uma extenséo de 20 cm, permitindo livre movimentagao do animal
pela caixa durante todo o periodo do experimento. Para registrar as modificagdes na
pressao arterial, a extensao foi conectada a um transdutor de sinais (Kent Instruments,
EUA) que, por sua vez, estava conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C,
Puerto Rico, EUA). Sinais de presséao 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 4000 Hz por
canal, para estudo dos valores de pressao arterial sistélica (PAS), presséo arterial
diastdlica (PAD), presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Os valores de

frequéncia cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da pressao arterial.

Apds o registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, uma extensao de
aproximadamente 20 cm (PE10) foi conectada na canula venosa para administragéo de

drogas vasoativas para avaliacdo da sensibilidade barorreflexa. Para tal, utilizamos
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fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), para provocar aumento da
pressao arterial, aumento este, que é seguido de bradicardia reflexa comandada pelos
barorreceptores. Em seguida nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, UA), foi usado para provocar queda da pressao arterial. Essa queda é seguida
por uma resposta taquicardica reflexa comandada pelos barorreceptores.

Para avaliagao do indice de sensibilidade dos barorreceptores, o pico maximo ou
minimo da PAS foi comparado aos valores do periodo controle. Da mesma forma, a
variacdo maxima da FC foi comparada com os valores de FC do periodo controle,
imediatamente antes da infusdo das drogas, para posterior quantificagdo das respostas.
Os indices de bradicardia e taquicardia reflexas foram obtidos pela razao entre o delta de

variacao da FC pelo delta de variagao da PA.
3.5 Avaliagao Autonémica
3.5.1 Variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial

Os parametros para analise das variabilidades da pressao arterial sistélica (PAS)
e frequéncia cardiaca (FC) no dominio do tempo consistiram em calcular os valores
meédios do intervalo de pulso e PAS. As variabilidades destas mesmas variaveis foram
quantificadas pelos desvios padrbes, variancias e pela raiz quadrada da soma dos
quadrados das diferengas dos intervalos de pulso consecutivos (RMSSD).

Para a analise no dominio da frequéncia, realizamos a analise espectral dos
registros basais utilizando o método da Transformada Rapida de Fourier (FFT). A
poténcia foi obtida usando-se séries temporais derivadas de intervalo de pulso e presséo
arterial, com uma janela Hanning de 512 pontos e com 50% de sobreposigao
(CardioSeries v2.4). As poténcias para as bandas de baixa frequéncia (LF, 0,20-0.75 Hz;
modulagdo simpatica) e alta frequéncia (HF, 0.75-3.0 Hz; modulagdo parassimpatica)
foram calculadas pela integragdo da poténcia nas bandas de interesse e apresentadas
como valores absolutos, percentuais e normalizados. Para a normalizagéo, as poténcias
das bandas de LF e HF foram divididas pela variancia subtraida da poténcia na banda de
muito baixa frequéncia (Soares et al., 2006). O acoplamento entre intervalo de pulso e
pressao arterial sistolica foi estimado pela funcdo de coeréncia. Foram considerados

coerentes os valores de K maiores que 0.5 (55).
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3.6 Eutanasia e descarte dos animais

Os animais foram eutanasiados por sobrecarga de anestésico (Tiopental
Sodico/80mg/kg) aplicado pela via endovenosa, e posteriormente descartados em
sacolas plasticas brancas devidamente fechadas, com identificacdo da espécie e
quantidade e entdo armazenados em camara fria até recolhimento e incineragao dos

mesmos pela prefeitura.
3.7 Perfusao e coleta de tecidos

Ao término do protocolo, os animais foram sacrificados por sobrecarga de
anestésico (tiopental sédico/80mg/kg) e entdo os vasos mesentéricos retirados para
posterior analise de reatividade vascular. Cinco animais de cada grupo foram perfundidos
com solugéo fisiologica e Cloreto de Potassio (14 mmol/L) apds o sacrificio e seus tecidos
perfundidos com formol (10%). Destes animais foram coletados rins, aorta toracica e

vasos mesentéricos para posteriores analises.
3.8 Avaliagao dos vasos de resisténcia

Apods a devida dissecgao das artérias de resisténcia de segundo ramo (didmetro
interno ~180 ym), e com o vaso livre de tecido adiposo, 0 mesmo foi cortado em
segmentos de aproximadamente 2 mm de comprimento. O vaso foi cuidadosamente
transferido para um miografo de arame (DMT 620M), conforme descrito por Mulvany e
Halpern (1977) preservando sua integridade endotelial e elastica(47).

Foram introduzidos dois segmentos de tungsténio (40 ym de didmetro) no lumen
do vaso e o mesmo devidamente montado em um midgrafo de 2 camaras (5 ml cada) e
tensdo isométrica para seu estudo de maneira isolada (DanishMyo Technology A/S,
Aarhus, Denmark). Apés 30 minutos de equilibrio basal em solugdo de Krebs contendo
118,6 mmol L™'NaCl; 4,7 mmol L'KCI; 2,5 mmol L™ CaClz; 1,2 mmol L' MgSOg4; 1,2
mmol L=" KH2PO4; 25,1 mmol L~ NaHCOs e 11,1 mmol L' glicose; a 37°, mistura gasosa
de 95% O2 e 5% CO2 e pH= 7,4, 0 segmento do vaso em estudo foi estirado até atingir

didametro e tensao 6timos, mimetizando uma pressao transmural de 100 mmHg(47). Em
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seguida, os segmentos de artéria foram lavados com a solugéo de Krebs e deixados por
30 minutos para novo periodo basal.

Apos este procedimento, a capacidade maxima de contracdo do vaso foi testada
expondo o mesmo a uma solugéo de alta concentragcédo de K* (100 mM). As capacidades
de contragao e vasodilatagado estao expressas como porcentagem da contragdo maxima
a solucao de KCI. Os dados foram registrados pelo sistema de aquisicado Powerlab e o
software Chart 4.0 (AD instruments).

Para comprovacgao da integridade do endotélio nos segmentos em estudo, apods
estabilizagdo do vaso, foi realizada uma pré-contracdo com fenilefrina (3x10°M) e
realizada uma curva concentragdo-resposta frente a Acetilcolina (107" a 10-°M ACH).
Apenas os vasos que apresentaram relaxamento = 80% em relagdo a pré-contragao
foram utilizados para estudo. Em seguida, os anéis de aorta foram submetidos a uma
curva concentracao-resposta a fenilefrina administrada de forma cumulativa no banho em
que se encontravam. As concentragdes de fenilefrina utilizadas foram de 10-° a 10-5M.

Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 yM), um inibidor ndo seletivo da
sintase de oxido nitrico (NO), foi utilizado a fim de avaliar o efeito do NO sobre o
relaxamento endotélio-dependente. Apds 30 minutos do inibidor no banho, nova curva

concentragéo-resposta a acetilcolina foi realizada (10-° a 10-°M ACH).
3.9 Comprovacao da Desnervacgao Renal

A completude da desnervacéao foi determinada pela medida do conteudo renal de
noradrenalina nos rins que foram congelados rapidamente e armazenado a -80°C apods
a eutanasia dos animais. Estes foram entdo homogeneizados em acido perclérico 0,1 N
refrigerado. A noradrenalina foi extraida usando alumina e medida por cromatografia
liquida de alta performance de fase reversa, utilizando uma coluna analitica (ESA HR-80)

otimizada para deteccgao eletroquimica (ESA Coulochem lIl) (56).
3.10 Analises histologicas

Aortas de rato dos diferentes grupos citados acima foram coletadas, congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Apos descongelamento, seguiram rotina
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histolégica classica para inclusdo em parafina. Cortes de 5um de espessura foram
distendidos em laminas de vidro e submetidos a técnica histoquimica do Picrossirius (57).
As laminas foram escaneadas com auxilio do aparelho Scanscope CS System (Aperio
Tecnologies, Inc., CA, USA), utilizando a objetiva de 20x.
As imagens capturadas (registradas em extensao svs) foram analisadas através do
Software Image Scope®, indicando a fragdo de area tecidual ocupada pelas fibras de

colageno (identificadas na cor vermelha).
3.11 Anadlise Estatistica

O tamanho da amostra do presente estudo foi determinado de acordo com
experiéncias prévias de nosso grupo e com a literatura (58-60), sendo estipulado um
numero minimo de 5 animais para os principais experimentos. As variaveis quantitativas
foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Uma vez definidos os
padrdes de distribuicdo amostral, a comparagao entre dois grupos foi calculada utilizando
o teste t. Quando apropriado, foi utilizado ANOVA de duas vias para medidas repetidas
seguido de teste complementar de Sidak. Os resultados sdo apresentados como
médiazerro padrao da média (EPM). Os resultados que apresentaram um valor de p<0,05

foram considerados significativos.

3.12 Sequéncia Experimental

Sabendo-se que em ratos espontaneamente hipertensos a reinervacao renal pode
se iniciar 15 dias apés a DRB (61), realizamos nova interveng¢ao cirurgica no décimo

quinto dia, garantindo assim, que os animais permanecessem desnervados.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da Desnervacao Renal Bilateral nos animais normotensos
4.1.1 Resultados Hemodinamicos

4.1.1.1 Pressao Arterial Sistélica (PAS)

A PAS apresentou-se mais baixa nos animais normotensos desnervados (NS=
145,64 £ 2,56 mmHg e ND= 128,7 + 3,06mmHg).
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Figura 1: Pressao Arterial Sistdlica. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6). ** p=0,001 vs.
NS.

4.1.1.2 Pressao Arterial Diastélica (PAD)

A pressao arterial diastélica apresentou 0 mesmo comportamento da pressao
sistdlica, com queda significativa nos animais desnervados em relagcdo ao seu controle
(NS=97,61 £ 2,22mmHg e ND = 86,75 * 2,54mmHg).
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Figura 2: Pressao Arterial Diastdlica. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6). ** p=0,007 vs.
NS. Teste t-Student

4.1.1.3 Pressao Arterial Média (PAM)

Acompanhando a PAS e a PAD, os valores de presséo arterial média também
apresentaram-se significativamente mais baixa nos animais desnervados em relagao a
seus controles (NS=119,14 + 2,39mmHg e ND= 105,5 £ 2,74mmHg), demonstrando que

a DRB leva a diminuigdo da pressdo em animais normotensos.
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Figura 3: Pressao Arterial Média. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6) **p=0,002 vs. NS.
Teste t-Student
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4.1.1.4 Resposta Bradicardica

Pode-se observar uma maior resposta bradicardica nos animais normotensos com

a retirada dos nervos renais em relagao a seu controle (NS=1,21 + 0,1 e ND=2,2+0,3

bpm/mmHg).

bpm/mmHg

NS ND

Figura 4: Resposta Bradicardica. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6) **p=0,003 vs. NS.
Teste t-Student.

4.1.1.5 Resposta Taquicardica

A resposta taquicardia ndo se alterou entre os animais normotensos com a

desnervagéao renal (NS = 4,34 + 0,64; ND = 3,71 + 0,26 bpm/mmHgQ)

bpm/mmHg
w
1

Figura 5: Resposta taquicardica. NS: normotenso sham (n=9); ND: normotenso desnervado (n=7). Teste t-student.
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4.1.1.6 Analise de variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

A variabilidade da FC entre os grupos estudados n&o apresentou diferenga 33 dias

apos a retirada dos nervos renais nos animais normotensos.

Tabela 1: Indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais normotensos.

NS ND

FC (bpm) 376,42 + 10,44 377,32+ 11,06
IP (ms) 162,79 + 4,61 161,98 + 4,79
DP IP (ms) 13,21+1,16 11,54 + 0,92
Var IP (ms?) 185,32 + 32,13 137,4 22,22
RMSSD (ms) 7,31+0,67 6,67 +0,6
LF IP (ms?) 8,8+1,77 8,01+0,79
HF IP (ms?) 16,95 + 3,68 13,64 2,2
LF % 16,22 + 1,2 16,33+ 1,15
HF % 32,66 +3.35 29,66 + 2,85
LF (nu) 34,77 £2,61 37+2,83
HF (nu) 65,22 + 2,61 63 +2,83
LF/HF 0,62 + 0,08 0,66 + 0,08

Tabela representativa das médias dos parametros de variabilidade da Frequéncia Cardiaca. NS=normotenso sham;
ND=normotenso desnervado. FC (bpm): Frequéncia cardiaca; IP (ms): Intervalo de pulso; DP IP (ms): Desvio Padrao
do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma
dos quadrados das diferengas dos intervalos de pulso consecutivos; LF IP: Modulagdo de baixa frequéncia absoluto
(ms?), percentual (%) e normalizado (un); HF IP: Modulagéo de alta frequéncia absoluto (ms?), percentual (%) e
normalizado (un); LF/HF IP: Balango simpato-vagal. Teste t-Student.

4.1.1.7 Variancia Pressao Arterial Sistélica (VPAS)

A VPAS nao se alterou com a desnervagao renal entre os normotensos (NS =
51,76 + 4,8 N=9; ND = 43,71 + 5,37 mmHg?).
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Figura 6: Variancia da Pressao Arterial Sistolica. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6).
Teste t-Student.

4.1.1.8 Modulacao de Baixa Frequéncia da Pressao Arterial Sistélica (LF PAS)

A LF PAS, que representa a ativagao nervosa simpatica sobre a pressao sistélica
nao foi diferente nos animais desnervados em relagédo a seu controle sham (NS = 8,81

0,7: ND = 6,51 + 0,95mmHg?).

25

204

mmHg
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Figura 7: Modulagéo de baixa frequéncia da Pressao Arterial Sistolica. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso
desnervado (n=6). Teste t-Student.

41.1.9 AlfaLF
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Alfa LF, que reflete a funcdo barorreflexa, ndo é diferente entre os grupos
normotensos (NS =0.97 + 0,1; ND = 1,140 £ 0,092 ms/mmHg) 0 -1

1.5

1.0 4

mmHg

0.5+

0.0~

Figura 8: Alfa LF. NS: Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6). Teste t-Student.

4.1.2 Resultados Metabodlicos
4.1.2.1 Gaiola Metabodlica

Os parametros metabdlicos estudados nao se alteraram entre os animais
normotensos com a retirada dos nervos renais.

Tabela 2: Ingestdo de &gua, volume urinario, ingestdo de racdo e volume de fezes dos animais
normotensos.

NS ND
Agua (mL) 34,77+2,97 34,63+2,58
Urina (mL) 13,18+0,86 13+1
Rag3o (g) 23,2740,79 24,91+1,16
Fezes (g) 14,3+0,93 12,93+1,35
Balango hidrico (%) 37,65+6,68 38,36%3,5

Tabela representativa das médias dos pardmetros metabdlicos. NS=normotenso sham (n=9); ND=normotenso
desnervado (n=6). T-student.

4.1.2.2 Analises Urinarias

A retirada dos nervos renais nao alterou a quantidade de creatinina, sodio ou

proteina urinarios 30 dias apds a intervencao.



Tabela 3: Creatinina, sodio e proteina urinarios dos animais normotensos.
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NS ND
Creatinina g/L 1+0,09 1,18+0,07
Sédio mEq/L 88,5+3,83 91,515
Proteina g/L 1,49+0,1 1,4+0,05

Tabela representativa das médias das analises urinarias. NS=normotenso sham; ND=normotenso desnervado; Teste

t-Student

4.1.3 Resultados Reatividade Vascular

4.1.3.1 Relaxamento endotélio-independente

A fim de avaliar o relaxamento independente do endotélio, curvas concentragao-

resposta ao nitroprussiato de sdédio foram realizadas. Nos animais normotensos, a

desnervagao renal nao alterou o relaxamento endotélio-independente das artérias

mesentéricas de resisténcia
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Figura 9: Curva concentragao-resposta Nitroprussiato de sddio. NS: Normotenso sham (n=6); ND: Normotenso

desnervado (n=5). ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.1.3.2 Relaxamento endotélio-dependente

Com o objetivo de caracterizar uma possivel disfuncdo endotelial, foram

conduzidas curvas concentragado-resposta com acetilcolina, que provoca um relaxamento
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endotélio-dependente. Em animais normotensos, a remogdo dos nervos renais nao

resultou em alteragdes no relaxamento dependente do endotélio.
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Figura 10: Curva concentragdo-resposta Acetilcolina. Normotenso sham (n=9); ND: Normotenso desnervado (n=6).
ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.1.3.3 Curva concentragao-resposta Acetilcolina com L-NAME

Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo seletivo da sintase de
oxido nitrico (NO), foi utilizado previamente a curva concentragao-resposta a acetilcolina,
dessa forma foi possivel avaliar outras vias de vasodilatacao, que nao a do NO.

Na curva com L-NAME dos ratos normotensos, podemos observar que mesmo
com a inibigao de 6xido nitrico, as artérias destes animais nao perdem completamente o
relaxamento, evidenciando que existe outra via de vasodilatacdo nas artérias

mesentéricas de resisténcia de animais normotensos.
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Figura 11: Curva concentragao-resposta Acetilcolina e Curva concentragao-resposta Acetilcolina + L-NAME. L-NAME:
Nw-nitro-I-arginina metil éster. NS: Normotenso sham (n=6); ND: Normotenso Desnervado (n=5); NS+L-NAME: (n=6);
ND+L-NAME: (n=5). **p<0,01 NS vs. NS+L-NAME; #p<0,01 ND vs. ND+L-NAME. ANOVA de 2 vias seguida de teste
complementar de Sidak

4.1.3.4 Curva concentragao-resposta Fenilefrina

A resposta vasoconstrictora avaliada através da curva concentragao-resposta a

fenilefrina (agonista a-1) ndo se alterou alterada com a retirada dos nervos renais nos

ratos normotensos.
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Figura 12: Curva concentragdo-resposta Fenilefrina.Normotenso sham (n=6); ND: Normotenso desnervado (n=5).
ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.1.4 Noradrenalina Renal
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Os animais desnervados apresentaram uma menor quantidade de noradrenalina
nos rins, demonstrando a efetividade da técnica utilizada para retirada dos nervos renais
(NS =82,5 +0,92pg; ND = 30,74 + 2,88pg).
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Figura 13: Noradrenalina renal. NS: Normotenso sham; ND: Normotenso desnervado (n=2). **p=0,003 vs. NS. Teste
t-Student.

4.1.5 Resultados histologia
4.1.5.1 Camada média da aorta

A desnervacgao renal ndo demonstrou influenciar significativamente a espessura
média da parede da aorta em animais normotensos (NS = 119,0 £ 14,09um e ND= 1214
+ 10,68um). No entanto, se observou uma tendéncia a diminuicdo na fragdo de area
ocupada pelas fibras de colageno no grupo normotenso desnervado (16,73 £ 3,33% e
ND= 7,88 + 1,97%; p=0,06).
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Figura 14: Cortes transversais de aorta de ratos normotensos submetidos a cirurgia sham (a) ou a desnervagao renal
(b), corados pelo Picrossirius e analisados sob a incidéncia de luz normal policromatica. Medida da espessura da
camada média da aorta expressa em um, representada pela linha verde. Grafico representativo da espessura da
camada média da aorta (c). Fragdo de area ocupada pelas fibras de colageno na camada média da aorta (d). TA:
Tunica Adventicia; TM: Tanica Média; TI: Tunica intima NS: Normotenso sham; ND: Normotenso desnervado (n=4).
Teste t-Student.

4.1.5.2 Camada adventicia da aorta

A intervencgao nao provocou alteracdes na fragao de area ocupada pelas fibras de
colageno na camada adventicia da aorta dos animais normotensos (NS= 69,31 £ 5,09%
e ND=71,01 £ 2,31%).
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Figura 15: Cortes transversais de aorta de ratos normotensos submetidos a cirurgia sham (a) ou a desnervagao renal
(b), corados pelo Picrossirius e analisados sob a incidéncia de luz normal policromatica. Fragao de area ocupada pelas
fibras de colageno na camada adventicia da aorta (c). TA: Tunica Adventicia; TM: Tunica Média. NS: Normotenso
sham; ND: Normotenso desnervado (n=4). Teste t-Student.

4.2 Efeitos da Desnervacgao Renal Bilateral nos animais hipertensos

4.2.1 Resultados Hemodinamicos

4.2.1.1 Pressao Arterial Sistélica (PAS)
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Os animais hipertensos desnervados exibiram valores de PAS mais baixos em
relagdo aos hipertensos sham (HS= 207,15 £ 4,75mmHg e HD= 187,58 £ 4,26mmHg).
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Figura 16: Pressdo Arterial Sistdlica. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso Desnervado (n=10).
**p=0,006 vs. HS. Teste t-Student.

4.2.1.2 Pressao Arterial Diastélica (PAD)

Seguindo o comportamento da PAS, a pressao arterial diastdlica também se
apresentou mais baixa nos hipertensos desnervados em relagdo a seu controle sham

(HS=139,7 £ 3,57mmHg e HD= 124,45 + 3,7mmHg).
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Figura 17: Press&o Arterial Diastdlica. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso Desnervado (n=10). **p=0,008
vs. HS. Teste t-Student.
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4.2.1.3 Pressao Arterial Média (PAM)

Acompanhando a PAS e a PAD, os valores de presséo arterial média também se
apresentaram significativamente mais baixa nos hipertensos desnervados (HS=171,5
4,07mmHg e HD= 154,65 *+ 4,03mmHg), demonstrando que a DRB ¢é capaz de atenuar

a hipertensao em ratos SHR.
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Figura 18: Pressdo Arterial Média. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso Desnervado (n=10). **p=0,008 vs.
HS. Teste t-Student.

4.2.1.4 Resposta Bradicardica
Apesar de nao significativo (p=0,054), pode-se observar uma tendéncia de

aumento da resposta bradicardica nos animais hipertensos desnervados em relagao aos
hipertensos sham (HS= 0,31 £ 0,13 e HD= 0,7 £ 0,13 bpm/mmHg).
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HS
Figura 19: Resposta Bradicardica. HS: Hipertenso sham (n=9); HD: Hipertenso Desnervado (n=9). Teste t-Student.
4.2.1.5 Resposta Taquicardica

A resposta taquicardia apresentou-se aumentada nos animais hipertensos

desnervados em relacdo ao seu controle (HS = 1,18 £ 0,17 e HD =2 £ 0,17 bpm/mmHg).
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Figura 20: Resposta Taquicardica. HS: Hipertenso sham (n=9); HD: Hipertenso Desnervado (n=11). ** p=0,004 vs.
HS. Teste t-Student.

4.2.1.6 Andlise de variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

A variabilidade da frequéncia cardiaca ndo apresentou diferenca 33 dias apés a

retirada dos nervos renais entre os animais hipertensos.
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Tabela 4: indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais hipertensos.

HS HD
FC (bpm) 371,73 + 11,48 361,89 £9,26
IP (ms) 164,42 + 4,96 167,96 + 4,01
DP IP (ms) 15 + 0,92 13,49 + 1,07
Var IP (ms?) 233,57 £ 27,32 192,45 + 31,44
RMSSD (ms) 7,61+1,38 6,97 + 0,78
LF IP (ms?) 4,31+ 1,04 5,98+ 1,13
HF IP (ms?) 20,96 + 7,37 14,65 + 3,87
LF % 9,9+1,17 13,2+1,23
HF % 35+6,28 30,2 + 4,16
LF (nu) 34,77 £ 3,55 323,12
HF (nu) 73,72 +3,55 68 +3,12
LF/HF 0,44 + 0,08 0,58 + 0,08

Tabela representativa das médias dos parametros de variabilidade da Frequéncia Cardiaca. HS=hipertenso sham;
HD=hipertenso desnervado. FC (bpm): Frequéncia cardiaca; IP (ms): Intervalo de pulso; DP IP (ms): Desvio Padrao
do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma
dos quadrados das diferengas dos intervalos de pulso consecutivos; LF IP: Modulagéo de baixa frequéncia absoluto
(ms?), percentual (%) e normalizado (un); HF IP: Modulacdo de alta frequéncia absoluto (ms?), percentual (%) e
normalizado (un); LF/HF IP: Balango simpato-vagal. Teste t-Student.

4.2.1.7 Variancia Pressao Arterial Sistélica (VPAS)

A VPAS nao se alterou com a desnervacgao renal entre os hipertensos (HS = 195,9
+ 22,54 e HD = 148,4 + 24,2mmHg?).
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Figura 21: Varidncia da Pressao Arterial Sistolica. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso Desnervado (n=10).
Teste t-Student.

4.2.1.8 Modulagao de Baixa Frequéncia da Pressao Arterial Sistélica (LF PAS)

A modulagéo simpatica sobre a presséo sistélica diminuiu nos animais hipertensos
desnervados quando comparados ao grupo hipertenso com os nervos renais intactos (HS

=19,42 + 2,13 e HD = 11,87 + 1,35mmHg?).

257
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Figura 22: Modulagdo de baixa frequéncia da Pressao Arterial Sistdlica. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso
Desnervado (n=10). **p=0,009 vs. HS. Teste t-Student.

4.2.1.9 Alfa LF
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O indice alfa LF, apresentou-se aumentada nos hipertensos desnervados em
relagdo aos hipertensos sham (HS = 0,47 + 0,06 e HD = 0,71 + 0,07 ms/mmHg?),
evidenciando que a DRB ¢é capaz de melhorar a funcdo barorreflexa de ratos

espontaneamente hipertensos.
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Figura 23: Alfa LF. HS: Hipertenso sham (n=11); HD: Hipertenso Desnervado (n=10). * p=0,02 vs. HS. Teste t-Student.

4.2.2 Resultados Metabdlicos
4.2.2.1 Gaiola Metabdlica

Os animais hipertensos submetidos a desnervagao renal ingeriram mais agua em
relagao ao seu controle sham. Nao foram encontradas diferengas nos demais parametros

metabolicos.

Tabela 5: Ingestdo de dgua, volume urinario, ingestédo de racéo e volume de fezes dos animais hipertensos.

HS HD
Agua (mL) 31,81+2,13 40,87+2,72*
Urina (mL) 12,64+2,26 11,92+1,59
Racao (g) 20,15+1,43 23,96+1,87
Fezes (g) 11,77+0,77 12,14+1
Balango hidrico (%) 38,71+4,57 3043,75

Tabela representativa das médias dos parametros metabdlicos. HS=hipertenso sham (n=7); HD=hipertenso

dernervado (n=7). *p=0,02 vs. HS t-student.

4.2.2.2 Analises Urinarias
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A retirada dos nervos renais nao alterou a quantidade de creatinina, sodio ou

proteina urinarios em ratos SHR 30 dias apds a intervengéo.

Tabela 6: Creatinina, sédio e proteina urinarios dos animais hipertensos.

HS HD
Creatinina g/L 0,8810,17 0,89+40,09
Sédio mEq/L 69,7515,46 72,516,56
Proteina g/L 2,17+0,15 2,21+0,07

Tabela representativa das médias das analises urinarias. HS=hipertenso sham; HD=hipertenso desnervado. Teste t-
Student

4.2.3 Resultados Reatividade Vascular
4.2.3.1 Relaxamento endotélio-indepentende

A curva concentragdo-resposta ao nitroprussiato de sodio, que avalia o
relaxamento independente do endotélio apresentou comportamento semelhante entre os

hipertensos, evidenciando que a desnervacéao renal n&o altera esta fungdo em ratos SRH.
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Figura 24: Curva concentragao-resposta Nitroprussiato de sdédio. HS: Hipertenso sham (n=9); HD: Hipertenso
Desnervado (n=11). ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.2.3.2 Relaxamento endotélio-depentente
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Os animais hipertensos sham apresentaram uma vasoconstricdo sustentada ao
final da curva concentragao-resposta a acetilcolina (ACh), o que indica a presenca de
disfungao endotelial nesses animais. Contrariamente, os ratos hipertensos desnervados,
apresentaram relaxamento completo das artérias de resisténcia, indicando que a

desnervacéao renal tem o potencial de prevenir a disfungdo endotelial nestes vasos em
ratos SRH.
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Figura 25: Curva concentragdo-resposta Acetilcolina. HS: Hipertenso sham (n=8); HD: Hipertenso Desnervado (n=10).
p=0,0051 vs. HS. ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.2.3.3 Curva concentragao-resposta Acetilcolina com L-NAME

Ao inibir o 6xido nitrico, os animais hipertensos apresentaram uma importante
vasoconstriccdo que se inicia na dose ACh -7,5 logM em ambos os grupos e se intensifica
até a ultima dose, evidenciando que a auséncia de 6xido nitrico impede o relaxamento

das artérias mesentéricas nos animais hipertensos, e a DRB nao foi capaz de alterar esta

resposta.
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Figura 26: Curva concentragdo-resposta Acetilcolina e Curva concentragédo-resposta Acetilcolina + L-NAME. L-NAME:
Nw-nitro-l-arginina metil éster. HS: Hipertenso sham (n=8); HD: Hipertenso Desnervado (n=10); HS+L-NAME: (n=8);
HD+L-NAME: (n=11). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 HS vs. HS+L-NAME; #p<0,05; *#p<0,001;
###1<0,0001, HD vs. HD+L-NAME. ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.

4.2.3.4 Curva concentragcao-resposta Fenilefrina

A resposta vasoconstrictora avaliada através da curva concentragcao-resposta a
fenilefrina apresentou comportamento semelhante entre os animais hipertensos,
demonstrando que a desnervacgao renal nao influencia na fungao contratil das artérias de
resisténcia de ratos SHR.
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Figura 27: Curva concentracéo-resposta Fenilefrina. HS: Hipertenso sham (n=8); HD: Hipertenso Desnervado (n=11).
ANOVA de 2 vias seguida de teste complementar de Sidak.
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4.2.4 Noradrenalina Renal

Os animais hipertensos desnervados continham uma menor quantidade de
noradrenalina nos rins 33 dias apos a desnervagao renal quando comparados ao seu
controle sham. Apesar de nao significativa, esta diferenca demonstra a efetividade da
técnica utilizada para retirada dos nervos renais (HS = 124,5 + 8,16pg e HD = 94,19 +
1,83pg).

150 A

100 A
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50 1

Figura 28: Noradrenalina renal. HS: Hipertenso sham; HD: Hipertenso Desnervado (n=2). ** p=0,034 vs. NS. Teste t-
Student.

4.2.5 Resultados histologia
4.2.5.1 Camada média da aorta

A camada média da aorta foi avaliada com a intengdo de investigar um possivel
remodelamento nos ratos hipertensos que poderia ser minimizado pela desnervagao
renal. Contudo, tanto a espessura da camada média (HS = 124,5+ 10,57uym e HD = 128,8
+ 11,04pm) quanto a fragdo de area ocupada pelas fibras de colageno (HS = 21,65 +
2,28% e HD = 22,72 £ 0,76%) n&o sofreram alteragbes com a intervengao, indicando que

a DRB nao alterou o remodelamento observado nestes animais.
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Figura 29: Cortes transversais de aorta de ratos hipertensos submetidos a cirurgia sham (a) ou a desnervagao renal
(b), corados pelo Picrossirius e analisados sob a incidéncia de luz normal policromatica. Medida da espessura da
camada média da aorta expressa em um, representada pela linha verde. Grafico representativo da espessura da
camada média da aorta (c). Fragdo de area ocupada pelas fibras de colageno na camada média da aorta (d). TA:
Tunica Adventicia; TM: Ttnica Média; TI: Tunica intima. Hipertenso sham; HD: Hipertenso desnervado (n=4). Teste t-
Student.

4.2.5.2 Camada adventicia da aorta
Assim como na camada média, a fracao de area ocupada pelas fibras de colageno

na camada adventicia da aorta ndo se alterou apés a intervengao HS = 69,19 + 3,381%
e HD = 69,34 + 1,895 %).
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Figura 30: Cortes transversais de aorta de ratos hipertensos submetidos a cirurgia sham (a) ou a desnervagéao renal
(b), corados pelo Picrossirius e analisados sob a incidéncia de luz normal policromatica. Fragao de area ocupada pelas
fibras de colageno na camada adventicia da aorta (c). TA: Tunica Adventicia; TM: Tunica Média. HS: Hipertenso sham;
HD: Hipertenso desnervado (n=4). Teste t-Student.

4.3 Efeitos das desnervagao renal em ratos normotensos e hipertensos

Em resumo, tanto os ratos normotensos quanto hipertensos que foram submetidos
a desnervagao renal bilateral apresentaram valores de pressao arterial (PAS, PAD e
PAM) mais baixo em relagao a seus respectivos controles, o que demonstra que a DRB
nao so6 € capaz de atenuar a hipertensao em ratos SHR, mas também diminuir os valores
de PA em ratos normotensos.

Chama atengao que na avalicdo da atividade barorreflexa, os animais hipertensos
desnervados apresentaram um maior valor de resposta taquicardica e indice alfa em
relacdo ao grupo hipertenso sham, enquanto os normotensos submetidos a desnervagao

exibiram aumento da resposta bradicardica em relacdo a seu controle sham. Essas
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alteragdes, entretanto, nao refletiram na variancia da pressao arterial, que nao se alterou
com a intervengdo entre os normotensos ou hipertensos. A modulagdo de baixa
frequéncia da presséo arterial sistolica (LF PAS) apresentou-se reduzida nos animais
hipertensos desnervados em relagao aos hipertensos sham, porém nao se alterou entre
0s animais normotensos. Esta observagdao sugere que a retirada dos nervos renais
diminui a modulagido simpatica para os vasos em animais hipertensos, sem alterar este
controle em animais normotensos.

Importantemente, os animais SRH demonstraram prejuizo no relaxamento
endotétio-dependente nas artérias de resisténcia, refletido através de uma
vasoconstricgcdo sustentada na curva concentragao-resposta a acetilcolina. Por sua vez,
os ratos SHR submetidos a desnervagao renal exibiram relaxamento completo ao serem
desafiados com acetilcolina, demonstrando que a DRB é capaz de preservar a funcao
endotelial destes animais. Nos animais normotensos, néo foi evidenciado prejuizo do
relaxamento endotélio-dependente e a desnervagao renal ndo prejudicou ou melhorou
esta resposta. Ao utilizarmos o inibidor de éxido nitrico L-NAME previamente a curva de
relaxamento depentende do endotélio, os animais normotensos exibiram
aproximadamente 40% de relaxamento, enquanto os animais hipertensos exibiram uma
resposta vasoconstrictora. Apesar da intervengao nao ter alterado esta resposta, estes
dados evidenciam a capacidade de relaxamento de ratos normotensos na auséncia de
oxido nitrico, enquanto os hipertensos perdem completamente a resposta vasodilatadora
dependente do endotélio.

Ao investigarmos a histologia da aorta, observamos que a espessura da camada
média, bem como a area ocupada por fibras de colageno nao se difere entre normotenso
sham e hipertensos, sugerindo que nao ha remodelamento deste vaso nos animais
hipertensos. Contudo, dentre todos os grupos, os animais normotensos que foram
submetidos a DRB, exibiram uma menor area ocupada por fibras de colageno,
apresentando-se significativamente diferente dos grupos hipertenso sham (p= 0,0039) e

hipertenso desnervado (p= 0,0004).
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5. DISCUSSAO

A retirada dos nervos renais foi capaz de prevenir o aumento de pressao arterial
observada em ratos espontaneamente hipertensos. Os animais hipertensos que foram
submetidos a DRB apresentaram uma pressao arterial média aproximadamente 17mmHg
mais baixa do que os ratos hipertensos sham (fig. 18). Wang et al, 2018 demonstraram
que até 41 semanas ap0s a desnervacao renal, os animais SHR apresentam pressao
arterial sistolica mais baixa quando comparados a hipertensos sham (62), o que esta de
acordo com nossos resultados e com o de outros autores, que demonstraram que a
retirada dos nervos renais é capaz de retardar ou atenuar o desenvolvimento da
hipertensdo nestes animais (63-65).

Acredita-se que a pressao arterial elevada em pacientes hipertensos resistentes e
em ratos SHR, deve-se, ao menos em parte, ao aumento da atividade aferente renal
nesses individuos. Desta forma, especula-se que ao impedir os sinais aferentes renais
para o cérebro através da desnervacao renal bilateral, a pressao arterial se reduz pela
diminuicdo do fluxo simpatico renal (66-68). Este mecanismo parece ser verdadeiro
também para ratos normotensos. Observamos que semelhantemente ao que
observamos com os ratos SHR, o grupo normotenso desnervado apresentou importante
diminuicdo da PA em relacdo aos normotensos sham, evidenciando que a DRB também
altera os valores de pressao arterial nestes animais (fig.1 — 3).

Com base nas pesquisas sobre as variagdes da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial por meio da analise espectral, podemos inferir que as alteragcbées na modulagao
simpatica colaboraram para os valores de pressado arterial mais baixa nos animais
hipertensos desnervados. Embora a frequéncia cardiaca e sua variabilidade tenham sido
semelhantes entre os grupos (tabelas 1 e 4), ao examinar a variabilidade da pressao
arterial, observamos uma reducao de aproximadamente 40% na modulagdao de baixa
frequéncia da presséao arterial sistolica (LF PAS) em animais hipertensos desnervados
em comparacado aos hipertensos ndao desnervados (fig. 22). A LF PAS representa a
modulagdo simpatica para os vasos, desta forma, a DRB foi capaz de diminuir esta
modulagdo em animais espontaneamente hipertensos, o que possivelmente colaborou

para a queda da PA.
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Adicionalmente, a sensibilidade dos barorreceptores apresenta-se comprometida
em animais espontaneamente hipertensos, resultando em prejuizos no controle da
presséao arterial(69, 70). Uma diminuicdo da modulag&o simpatica € capaz de melhorar a
atividade barorreflexa(71, 72), o que de fato ocorreu entre os ratos hipertensos
desnervados; o menor valor de LF PAS é acompanhado de um maior valor de alfa LF e
de resposta taquicardica — ambos indicadores da fungéo barorreflexa — neste grupo em
relagdo aos hipertensos que mantiveram os nervos renais. Ainda mais, a resposta
bradicardica demonstrou uma tendéncia de aumento nos hipertensos desnervados em
relagao aos hipertensos sham (p=0,054), apresentando-se 112% mais elevada no grupo
HD. A melhora da fungao barorreflexa em ratos SHR submetidos a desnervacgao renal ja
foi previamente documentada e associada a reducdo da atividade do nervo simpatico,
além disso, esse aprimoramento € resultado de um aumento na sensibilidade a queda da
pressao arterial, afim de evitar que grandes quedas ocorram, tanto em ratos SHR quanto
em individuos com hipertensdo resistente(73), como evidenciado pela melhora da
resposta taquicardica nos hipertensos desnervados do presente estudo.

Uma vez que a baixa sensibilidade barorreflexa € um fator preditor independente
de mortalidade e de eventos cardiovasculares adversos graves em pacientes
hipertensos(74), melhorias na fungao barorreflexa apdés a desnervagao renal tém o
potencial de aprimorar diretamente o risco de mortalidade nesses pacientes.

Nos ratos normotensos, a LF PAS nao é diferente entre os grupos, demonstrando
que nestes animais a queda de pressao provavelmente esta associada a outros fatores
que nao a modulagao simpatica para os vasos. Seguindo este comportamento, o alfa LF
e a resposta taquicardica também nao sao diferentes apds a intervencdo nos animais
normotensos, contudo, observamos um aumento importante na resposta bradicardica
dos normotensos desnervados em relacdo aos normotenso sham. Uma hipotese para
explicar este comportamento, seria o fato de os ratos Wistar apresentarem um valor mais
baixo de PA, tornando-os mais sensiveis aos incrementos de pressao, enquanto em ratos
SHR, é necessario um maior incremento de pressao arterial para ativar a resposta
bradicardica(75). Isso se manifesta pela resposta bradicardica resultante do aumento da

PA induzido pela administragao de fenilefrina.
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E esperado que os animais hipertensos apresentem maior variabilidade da
pressao arterial, em parte devido ao prejuizo da atividade barorreflexa. No presente
estudo, os animais hipertensos apresentaram claramente uma maior varidncia da
pressao arterial sistélica em relagdo aos normotensos (p=0,0001 NS vs. HS). No entanto,
apesar de demonstrada uma melhor fungao barorreflexa no grupo hipertenso desnervado
em relagao ao sham, este comportamento nao se refletiu na variancia da pressao arterial
sistolica. Esses resultados estdo em concordancia com um estudo prévio que
demonstrou a melhora na fungao barorreflexa sem refletir na variabilidade da pressao
arterial(73).

Esses achados evidenciam a caracteristica multifatorial da hipertensao, indicando
que a regulagdo da pressdo arterial envolve uma interagdo complexa entre varios
mecanismos fisioldgicos e n&o pode ser atribuida exclusivamente a um unico fator, como
a modulacgao simpatica.

Sabendo-se que a desnervagao renal leva a queda da resisténcia vascular renal e
aumento da excregao renal de agua e sodio (18), € esperado um aumento do volume
urinario nos animais desnervados. Em nosso estudo anterior, demonstramos um
aumento significativo do volume wurinario 72 horas apés a DRB em ratos
espontaneamente hipertensos, ndo acompanhado de uma maior ingestao de agua(51),
sugerindo que a queda de pressdo experimentada por esses animais poderia estar
relacionada com um estado de menor volemia. De acordo com estes achados, Salman
et al., evidenciaram diurese aumentada em ratos normotensos e hipertensos agudamente
a retirada unilateral dos nervos renais (76). Contudo, no estudo em questdo, ao
avaliarmos os efeitos da desnervacao bilateral na diurese mais de 30 dias apds o
procedimento, ndo foram encontradas diferengas no volume urinario entre os hipertensos
ou normotensos (tabelas 2 e 5), o que esta de acordo com Juan Gao et al, 2016, que
demonstraram que a partir de 2 semanas apoés a desnervagao nao é observado aumento
da diurese em animais SHR (60). Entretanto, existe um aumento do volume urinario nos
primeiros 15 dias apds a retirada dos nervos renais, o que aparentemente reflete na
queda mais acentuada da pressao neste periodo. Porém, apds 30 dias, outros fatores
parecem estar envolvidos nos mecanismos de redugdo da pressao arterial,

independentemente do aumento da diurese.
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Interessantemente, observamos uma maior ingestdo de agua nos animais
hipertensos desnervados em relagdo aos hipertensos sham. No entanto, o balango
hidrico desses animais nao difere do controle hipertenso ou do grupo normotenso sham.
Além disso, esse aumento na ingestdo de agua nao foi acompanhado por um aumento
na excregao de sodio (tabela 6).

O endotélio vascular desempenha um papel crucial na fisiologia cardiovascular,
regulando o ténus vascular e desempenhando fungdes antioxidantes, anti-inflamatdrias
e antitrombdticas. As células endoteliais regulam o ténus vascular por meio da sintese
de oxido nitrico (NO), prostaglandinas e outros fatores relaxantes (77, 78). A disfungao
endotelial é caracterizada por uma mudancga nas ag¢des do endotélio em direcdo a uma
reducdo da vasodilatacao, proliferacao celular, adesdo e ativacdo plaquetaria, estado
pro-inflamatorio e pro-trombético(79).

A disfuncao endotelial esta associada a fatores de risco cardiovasculares, como
hipertensado, hipercolesterolemia e resisténcia a insulina, levando a alteragbes nas
células endoteliais e resultando em inflamagéo, oxidagao lipoproteica e remodelamento
vascular, contribuindo para o aumento da resisténcia periférica e remodelamento das
artérias de resisténcia (80, 81). Como consequéncia, ocorrem alteragdes estruturais,
mecanicas e funcionais destes vasos, o que esta associado ao desenvolvimento e
complicacdes da hipertensao (82).

Na hipertensdo, a disfuncido endotelial estd associada a reducdo da
disponibilidade de oxido nitrico, resultando em comprometimento do relaxamento
endotélio-dependente induzido pela acetilcolina.

No presente estudo, testamos a hipétese de que a desnervacao renal bilateral
poderia melhorar a disfungao endotelial presente em ratos SHR, o que seria evidenciado
por uma melhor resposta a ACh apds a intervengdo. Como observado na figura 25, os
ratos hipertensos submetidos a desnervacdo renal apresentaram relaxamento
satisfatorio quando desafiados a acetilcolina, enquanto os ratos hipertensos sham
exibiram uma vasoconstriccao sustentada ao final da curva, evidenciando a presencga de
disfuncao endotelial neste grupo.

Embora haja um aparente consenso sobre a disfungdo endotelial nas artérias de

resisténcia de ratos SHR, existem discrepancias entre os estudos que compararam as
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respostas vasodilatadoras dependentes do endotélio nesses animais com ratos
normotensos(83). E importante destacar que quando analisados separadamente,
aproximadamente 75% dos hipertensos sham do estudo em questdo apresentaram
disfungao endotelial nos vasos de resisténcia, enquanto o restante dos ratos deste grupo
exibiu relaxamento satisfatério quando desafiados com acetilcolina. Esses resultados
indicam que nem todos os animais hipertensos resistentes estudados apresentavam
disfungao endotelial. Em 1993, Junyi Li et. al. demonstraram que ratos SRH nem sempre
apresentam um relaxamento dependente do endotélio prejudicado(84), no entanto, é
importante considerar que, se esses animais tivessem sido estudados em uma idade
mais avangada, uma proporgao maior deles poderia apresentar prejuizos mais evidentes
nas artérias de resisténcia(83). Em 2011, Schiffrin relatou que na hipertensdo humana,
100% dos individuos hipertensos em estagio | apresentam remodelamento das pequenas
artérias, enquanto apenas 60% apresentam disfung¢do endotelial(85), corroborando com
os achados do estudo em questao.

O mecanismo pelo qual a DRB previne a disfungdo endotelial em ratos
espontaneamente hipertensos ndo pode ser elucidado por este estudo, porém, a
producao aumentada de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode levar a disfungao
endotelial, aumento da contragao, redugcao da vasodilatagdo e remodelamento estrutural,
resultando em aumento da resisténcia periférica e hipertensdo(86). Em ratos SHR, o
aumento de ROS e consequente diminuicdo da biodisponibilidade de o6xido nitrico &
considerado um dos principais mecanismos de disfungcdo endotelial nas artérias de
resisténcia destes animais (87). Ainda mais, 0 aumento de espécies reativas de oxigénio
na hipertensao esta associado a um aumento da atividade simpatica(88), que por sua
vez, pode ser atenuada através da remogao dos nervos renais — como demonstrado no
presente estudo. De fato, a redu¢cdo de ROS apds a desnervagao renal ja foi relatada
anteriormente(89-91). E possivel que a reducdo da modulagdo simpatica e consequente
diminuicdo na producdo de espécies reativas oxigénio seja 0 mecanismo responsavel
pela acado vasoprotetora da DRB.

Os fatores relaxantes derivados do endotélio ndo se resumem apenas ao NO.
Fazem parte desse grupo a prostaciclina (PGI2), o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF), bradicinina, peptideo natriurético-C e outras substancias (92-95) que
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juntamente ao NO, desempenham papéis fundamentais na regulagao do ténus vascular
(96). As artérias mesentéricas dos ratos normotensos foram capazes de apresentar
relaxamento mesmo na auséncia do Oxido nitrico, como evidenciado pela resposta
dependente do endotélio com a presenca do inibidor de 6xido nitrico L-NAME. Ainda que
este relaxamento seja mais sutil em relagdo a curva realizada com a presenca do NO,
nos animais hipertensos, na auséncia de 6xido nitrico, as artérias estudadas perdem sua
capacidade de relaxamento, apresentando uma resposta vasoconstrictora frente a
acetilcolina. Esses achados evidenciam que a presenca de 6xido nitrico € essencial para
a vasodilatacdo de artérias mesentéricas em ratos espontaneamente hipertensos,
enquanto os ratos normotensos possuem outras vias vasodilatadoras disponiveis. Outra
hipotese seria a possibilidade de variacdo na sensibilidade ao L-NAME entre as duas
linhagens de ratos(84).

Como demonstrado anteriormente por nosso grupo, aortas de ratos SHR
apresentam uma melhora do relaxamento endotélio-independente (induzida por
nitroprussiato de sodio) dez dias apés a DRB, assim como uma maior vasoconstriccao
na curva concentragdo-resposta a fenilefrina(51) quando comparados a seus controles
sham. Ao avaliarmos artérias mesentéricas de ratos hipertensos trinta dias apés a DRB,
nao encontramos diferengas nas respostas de relaxamento independente do endotélio
ou na vasoconstricgao induzida por fenilefrina. Ainda mais, os ratos hipertensos sham
apresentaram respostas semelhantes aos normotensos, indicando que n&o havia
prejuizo dessas fungdes nos grupos estudados.

Para além das artérias mesentéricas, ratos SHR possuem artérias condutoras
mais rigidas quando comparadas as de ratos normotensos (97, 98). Além da presséao
arterial, modificacdes intrinsecas na parede arterial também contribuem para o aumento
da rigidez. Isso ocorre porque a rigidez é influenciada pela estrutura e funcéo arterial, e
as mudancas no ténus vasomotor, possivelmente de origem endotelial, podem promover
alteragbes nas propriedades mecanicas das artérias condutoras dos SHR (99).

Uma vez que o envolvimento da ativagao simpatica no remodelamento em vasos
de ratos e humanos hipertensos fora descrito anteriormente, (100-102) era esperado que
a aorta dos animais hipertensos apresentasse maior rigidez em relacdo aos animais

normotensos.
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No estudo em questdo, avaliamos a espessura da camada média da aorta e a
area ocupada por fibras de colageno, a fim de investigarmos rigidez arterial e
remodelamento deste vaso que possivelmente seria atenuado pela desnervagao renal.
Contudo, as aortas dos animais normotensos sham e hipertensos exibiram resultado
semelhantes, sugerindo que os ratos SHR n&o apresentavam rigidez ou remodelamento
arterial, independentemente da desnervagéo renal.

Decerto, o endurecimento da aorta ndo pode ser atribuido apenas ao
espessamento da parede, pois a relacdo entre espessura média e didmetro interno
permanece constante com a idade tanto em SHR quanto em ratos normotensos. As
modificagdes no conteudo de colageno ndo desempenham um papel dominante no
endurecimento aodrtico relacionado a idade em SHR, porque a fibrose e a relacéo
elastina/colageno diminui de forma semelhante com o envelhecimento em ambos os
ratos SHR e Wistar, sugerindo que o aumento da pressao nao é o principal fator envolvido
no processo de enrijecimento da aorta(99). Sendo assim, o aumento da rigidez no SHR
nao pode ser simplesmente consequéncia de uma mudancga na estrutura da parede, mas
também de uma mudanga na organizagdo e conteudo da camada média com
consequentes alteragbdes no tbnus vascular, possivelmente modulado pela ativacao
simpatica elevada encontrada nesses animais.

Adicionalmente, em um estudo conduzido por Stoiber et al., pacientes submetidos
a desnervacao renal bilateral apresentaram restauracao da distensibilidade da aorta seis
meses apos a intervencio. Notavelmente, essa restauragcao nao apresentou correlagao
com mudancas na pressao arterial, uma vez que mesmo os pacientes classificados como
"nao respondedores" demonstraram uma melhoria na distensibilidade da aorta. Esses
resultados sugerem a possibilidade de uma agéo direta da desnervacgéao renal bilateral
sobre a vasculatura central(103). De forma semelhante, os animais hipertensos do
presente estudo podem ter apresentado uma melhora da rigidez da aorta apos a
desnervagéao renal, mesmo que nao evidenciado na investigagao realizada.

Interessantemente, os animais normotensos que foram desnervados
apresentaram os menores valores de area ocupada por fibras de colageno em relagao
aos outros grupos. E possivel que em ratos normotensos, mesmo uma diminui¢do sutil

na modulagao simpatica seja capaz de impactar de forma mais significativa a estrutura
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do vaso. Um estudo histolégico mais aprofundado com diferenciagao dos tipos de fibras

de colageno faz-se necessario para responder estas questdes.
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6. CONCLUSAO

Em conclusédo, a desnervacéao renal bilateral foi capaz de reduzir a pressao arterial
em ratos SHR e normotensos. Esse efeito hipotensor pode estar relacionado a redugao
da modulagao simpatica para os vasos, melhora na fungéo barorreflexa e preservagao
da funcgao endotelial nas artérias mesentéricas de ratos espontaneamente hipertensos.

Esses resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
regulagdo da pressao arterial e destacam o potencial da desnervagéo renal como uma
estratégia terapéutica para pacientes com hipertensao resistente. Estudos futuros séo
necessarios para investigar os efeitos a longo prazo e a aplicabilidade clinica da

desnervacao renal em pacientes hipertensos.
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