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RESUMO

Rosa, KT. Influéncia dos barorreceptores e da pressdo arterial na resposta
cardiaca a hipertensdo renovascular em ratos [tese]. Sdo Paulo. Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008.

No presente estudo, duas importantes situagées foram abordadas no intuito de se
melhor entender os mecanismos homeostaticos dos pressorreceptores na génese
da hipertrofia cardiaca em resposta a hipertensao renovascular: o efeito do tempo de
clipe na artéria renal e o efeito dos niveis presséricos e da variabilidade da pressao
arterial.

O curso temporal mostrou que, antes mesmo da instalacdo da hipertensdo, ha
alteracdo da morfologia cardiaca, qual seja o desenvolvimento de uma hipertrofia
ventricular excéntrica e, como forma de mecanismo compensatério, um aumento da
expressdo de algumas proteinas da homeostase do calcio (fosfolambam fosforilada
pela serina-16 e corrigido pelo fosfolambam total em 100% e fosfolambam
fosforilado pela treonina-17 e corrigido pelo fosfolambam total em 54%). Uma vez
instalada a hipertensao, observou-se um remodelamento ventricular esquerdo para o
tipo concéntrico, com prejuizo da fungdo diastélica e um desbalango do sistema
nervoso autondmico, com aumento da atividade simpatica, observado pelo aumento
da razdo dos componentes de baixa frequéncia (LF) e alta freqiéncia (HF) no

tacograma (0,44 + 0,10 vs. 0,20 + 0,03 nos controles). A analise do efeito da pressao



arterial e da variabilidade da pressao arterial mostrou uma correlag@o positiva com o
grau de hipertrofia ventricular esquerda (r=0,76, p<0,01).

A seccao cirdrgica dos pressorreceptores somada a implantacéo do clipe na artéria
renal mostrou adaptac¢des cardiovasculares em niveis semelhantes (mesmo nivel de
hipertensao) e, por vezes maiores (modulagdo simpética para o coragdo e para 0s
vasos, hipertrofia ventricular esquerda e disfungéo diastdlica), ao grupo cuja artéria
renal foi estenosada e que permaneceu com 0s barorreceptores intactos. Estas
respostas aconteceram num periodo de tempo trés vezes menor na auséncia do
barorreflexo.

Tais observagdes ressaltam o importante efeito homeostatico do barorreflexo na

génese das respostas cardiacas adaptativas a hipertensao arterial.

Descritores: 1.Barorreflexo 2.Ecocardiografia 3.Hipertensao 4.Hipertrofia ventricular

esquerda 5.Ratos



ABSTRACT

Rosa, KT. Influence of baroreceptors and of arterial blood pressure in cardiac
responses to renovascular hypertension in rats [thesis]. Sdo Paulo: Faculty of
Medicine, University of Sado Paulo (Brazil); 2008.

In the present study, two important situations were observed to evaluate the role of
the baroreceptors in the genesis of cardiac hypertrophy in response to hypertension:
the effect of the time-course of the clip in the renal artery and the effect of the level of
arterial blood pressure (ABP) and blood pressure variability (ABPV).

The time-course evaluation showed that even before hypertension was installed,
cardiac alterations could be observed, as a left ventricular eccentric hypertrophy.
Compensatory mechanisms, such as an increase in some calcium homeosthatic
proteins, could also be noticed (increase in phosphorilated phospholmaban at
threonin-17 corrected by total phospholamban in 54% and increase in phosphorilated
phospholmaban at serine-16 corrected by total phospholamban in 100%). However,
once hypertension was established, left ventricle morphology changed to a
concentric hypertrophy, accompanied by a diastolic dysfunction and enhanced
sympathetic modulation, observed by relation between low-frequency component
(LF) and high-frequency component (HF) at tachogram (0,44 + 0,10 vs. 0,20 + 0,03
in control group).

ABP and ABPV analyses showed an important positive correlation with the degree of
left ventricular hypertrophy (r=0,76, p<0,01). However, the absence of baroreceptors

in one of the hypertensive groups, evoked the same cardiovascular alterations (same



level of hypertension) or even worse (sympathetic modulation for heart and vessels,
left ventricular hypertrophy and diastolic dysfunction) reached by the hypertensive
baroreceptors-preserved group. These cardiovascular responses were observed in a
period that correspond one third of time to the group with intact baroreflex.

These observations lead us to conclude the importance of homeosthatic effects of

the baroreflex in the genesis of cardiac responses to hypertension.

Descriptors: 1.Baroreflex  2.Echocardiograhy 3.Hypertension 4.Left Ventricular

Hypertrophy 5.Rats
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1. INTRODUCAO

A perfusdo tecidual adequada é garantida pela manutengcdo da forgca
motriz da circulagdo - a pressdo sanguinea - em niveis adequados e
razoavelmente constantes, esteja o individuo em repouso ou desenvolvendo
diferentes atividades. A presséo, definida como forga/unidade de area, € uma
entidade fisica. A pressao arterial (PA), portanto, depende de fatores fisicos
como o volume sanglineo e a capacitancia da circulagdo, sendo resultante da
combinagao instantanea entre o volume minuto cardiaco (ou débito cardiaco =
freqUéncia cardiaca x volume sistélico), a resisténcia periférica e a capacitancia
venosa, que condiciona a pré-carga e, portanto, o volume sistélico. Cada um
destes determinantes primarios da PA, é por sua vez determinado por uma
série de fatores (Figura 1) (Michelini, 1999; Kaplan, 1998). A manutencgéo
(componente ténico), bem como a variagdo momento a momento da PA
(componente fasico) dependem de mecanismos complexos e redundantes que
determinam ajustes apropriados da freqUéncia e contratilidade cardiacas, do
estado contrétil dos vasos de resisténcia e de capacitancia e da distribuicao de

fluido dentro e fora dos vasos.
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Figura 1 - Determinantes primarios da presséo arterial, o débito cardiaco (DC)
e a resisténcia periférica, e a complexa série de fatores que interagem na sua
determinacdo. Anormalidades em um ou varios desses fatores podem levar a
hipertensdo. SNS (sistema nervoso simpatico); SRA (sistema renina
angiotensina); FC (freqliéncia cardiaca). Modificada de Kaplan, 1998 ©®

Na hipertensdo estabelecida, existem alteragées em praticamente todos

esses controladores, sendo dificil estabelecer quais os que tiveram papel



preponderante no desencadeamento € mesmo na manutengcdo de valores
elevados de PA. Embora seja improvavel que todos esses fatores estejam
alterados ao mesmo tempo num dado paciente, arranjos multiplos podem ser
encontrados, uma vez que o marcador hemodindmico da hipertenséo primaria é
0 aumento persistente da resisténcia vascular periférica, o qual pode ser
determinado através de diferentes associacdes desses fatores determinantes.
Dessa forma, os mecanismos que promovem desequilibrio entre os fatores
pressores e depressores e induzem alteragcdo do calibre das arteriolas
merecem especial atencdo. Eles atuam basicamente na contracdo da
musculatura que regula a luz do vaso ou na espessura da musculatura,
ocupando maior ou menor parte do lumen, ou em ambos (Michelini, 1999;
Krieger e cols., 1999).

A variacao do tonus vascular depende de diferentes fatores funcionais.
Dentre eles, destaca-se a atividade simpatica gerada centralmente e modulada
por aferéncias de diferentes reflexos e por substdncias vasopressoras ou
vasodepressoras circulantes ou produzidas pelas células da musculatura lisa
ou endoteliais. Um consideravel numero de evidéncias da suporte ao aumento
da atividade simpética precocemente na hipertensdo (Dequattro e Feng, 2002;
Irigoyen e cols., 2001). Sabe-se que embora muitos reflexos estejam envolvidos

na modulagao da atividade simpatica, os barorreceptores arteriais (alta presséo)



sdo considerados o mais importante mecanismo de controle reflexo da PA,
momento a momento. Tais receptores sdo, na verdade, mecanorreceptores
posicionados estrategicamente na crossa da aorta € no seio carotideo, que séo
sensiveis a variagoes pressoricas, enviando informagdes de alteragdo da PA ao
sistema nervoso central via nervos vago e glossofaringeo. A deformacéo da
parede dos vasos induzida por aumentos da PA gera potenciais de agdo que
sdo conduzidos ao nucleo do trato solitario (NTS), no sistema nervoso central. A
partir dai, sdo produzidas respostas de aumento da atividade vagal e queda da
freqUéncia cardiaca bem como de reducdo da atividade simpatica para o
coragao e os vasos, contribuindo para a bradicardia, reduzindo a contratilidade
cardiaca e a resisténcia vascular periférica e aumentando a capacitancia
venosa. Na hipertensdo sustentada, esses mecanorreceptores sofrem
adaptacao, deslocando sua faixa de funcionamento para um novo nivel de PA,
que normalmente € acompanhada de redugdo da sensibilidade dos
pressorreceptores (Krieger e cols., 1982). Isso determina que, para uma igual
variagdo da PA, os hipertensos tenham uma menor quantidade de informagdes
e consequUentemente uma deficiéncia na regulacédo reflexa da PA. A menor
sensibilidade dos barorreceptores é provavelmente o maior determinante do
aumento da variabilidade da PA (Irigoyen e Krieger, 1998; Floras e cols., 1988)

em individuos hipertensos, e de forma indireta associada as consequentes



lesbes dos 6rgaos-alvo (Floras e cols., 1988). A disfuncao barorreflexa tem sido
demonstrada em varias doencas cardiovasculares (La Rovere e cols., 1998) e
na hipertensao clinica e experimental (Irigoyen e Krieger, 1998; Mancia e cols.,
1997). Dados obtidos em nosso laboratério demonstram que jovens
normotensos, filhos de hipertensos, apresentam aumento da PA, dos niveis
séricos de catecolaminas e reducdo da resposta barorreflexa da freqiéncia
cardiaca, quando comparados a jovens filhos de normotensos (Lopes e cols.,
1997). Esses dados apontam para o envolvimento precoce do sistema nervoso
autbnomo na génese da hipertensdo arterial bem como indicam que a
predisposicdo genética para a hipertensdo pode cursar com a redugcdo da
sensibilidade desse importante mecanismo de controle reflexo momento a
momento.

O controle reflexo da circulagdo comandado pelos barorreceptores tem
sido reconhecido também como um importante preditor de risco apos evento
cardiovascular. De fato, o estudo ATRAMI (Autonomic Tone and Reflexes After
Myocardial Infarction) forneceu evidéncias clinicas do valor prognéstico da
sensibilidade do barorreflexo e da variabilidade da freqléncia cardiaca na
mortalidade cardiaca pos infarto do miocardio, independente da fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo e de arritmias ventriculares (La Rovere e cols.,

1998).



Desta forma, iniciativas no sentido de melhor entender as repercussoes
funcionais e/ou estruturais associadas a disfungdo barorreflexa abrem novas
possibilidades de intervengdes que possam contribuir no manejo das lesdes de
orgaos alvo na hipertensdo em geral e nas doencas cardiovasculares em

particular.

1.1. BARORRECEPTORES ARTERIAIS E DESNERVACAO SINO-

AORTICA

Os pressorreceptores aorticos e carotideos constituem-se em terminacgdes
nervosas livres na parede do vaso e sdo considerados o mais importante
mecanismo de controle momento-a-momento da pressao arterial (PA). Os
pressorreceptores exercem agao no controle reflexo sobre o débito cardiaco e a
resisténcia periférica, gragas as multiplas conexdes no sistema nervoso central.

A comprovagao da acgdo inibitoria dos pressorreceptores sobre a atividade
simpatica é dada pelo efeito hipertensor agudo apds sua a retirada. A secgao
cirurgica das fibras aferentes dos pressorreceptores € denominada
desnervagéo sino-aortica (DSA) e foi descrita no rato por Krieger (1964). A DSA

leva a uma consequiente ativagdo de vias simpaticas principalmente para o



coragao, rins e vasos de resisténcia, provocando elevacéo da PA e aumento de
sua labilidade (Krieger, 1970).

Na fase inicial da DSA, o aumento da atividade simpatica e da PA é
predominante (Irigoyen e cols., 1988); ja na fase crdnica, a normalizagao da PA
e atividade nervosa simpética renal refletem o balango entre efeitos opostos dos
presso e quimiorreceptores (lrigoyen e cols.,1995). Uma caracteristica
importante deste modelo € 0 aumento da labilidade da presséo, que se mantém
mesmo apds a normaliza¢do desta (Barres e cols., 1992).

No inicio da década de 1980, Lundin e colaboradores (1982)
demonstraram que a variabilidade da PA (VPA) estava aumentada em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), se comparados a linhagens de ratos
normotensos. No ano seguinte, Mancia e colaboradores (1983), estudando
grupos de pacientes normotensos, com hipertensdo moderada e hipertensao
severa, demonstraram que havia um aumento da VPA quanto mais grave a
hipertensdo. Estes e outros estudos abriram caminho para o uso de um modelo
de alta VPA e sem hipertenséo, consistindo na DSA crénica (Su e Miao, 2001).
Além disso, diversos estudos demonstraram que a DSA induz alteragbes
estruturais cardiovasculares e hipertensdo, incluindo hipertrofia do coracgéao,
arteriosclerose, hipertrofia vascular e lesdes renais severas (Su e Miao, 2001;

Van Vliet e cols., 1996)



1.2. DSA, VARIABILIDADE DA PA E HIPERTROFIA

A DSA, com a interrupgao das vias aferentes que sinalizam a atividade
dos pressorreceptores para o sistema nervoso central, tem sido utilizada como
um modelo para o estudo da influéncia do reflexo comandado por estes
receptores (barorreflexo) no controle da circulagdo (Su e cols., 2002). Embora
no passado a DSA tenha sido usada como um modelo de hipertensao
neurogénica, (Krieger 1964) sabe-se atualmente que a hipertensdo ¢é
temporaria e restringe-se a fase aguda.(Franchini e Krieger, 1992; Irigoyen e
cols., 1995) e que, na realidade, a lesdo de érgaos-alvo nesse modelo
cronicamente, pode estar mais relacionada a labilidade da PA, que permanece,
do que aos niveis de PA propriamente ditos, que retornam aos valores de
normalidade (Norman e cols., 1981). Existem evidéncias de que a hipertrofia
ventricular esquerda € modesta em ratos com DSA, com indices entre 11% e
16% de aumento do ventriculo esquerdo observados 6, 10 e 16 semanas apds
a cirurgia de desnervacdo (Miao e Su, 2002), quando comparados esses
indices com aqueles observados em SHR (30%) (Lo e cols., 1990) e na
hipertensao renal, 2K1C e 1K1C (32%) (Jones e Floras, 1980). Esses dados
parecem indicar que a hipertensdo mais do que a labilidade é o fator critico para

o desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda. Alternativamente, a



hipertrofia ventricular esquerda poderia também ser causada pela associagao
de hipertensao e labilidade da PA, uma vez que na hipertensao espontanea em
ratos existe aumento da variabilidade da PA (Dias e cols., 2002).

Varios trabalhos ressaltam o desenvolvimento de hipertrofia de ventriculo
direito (VD) induzida pela DSA e que estaria relacionada ao desenvolvimento de
hipertensdo pulmonar (Van Vliet e cols.,1996; Ou e Smith, 1983; Krishnan,
2000). Neste sentido, Galinier e colaboradores (1995) demonstraram que em
caes, a desnervagdo sino-aortica causa hipertensdo pulmonar transitéria e
aguda, devido a dois mecanismos: hipertensdo pos - capilar secundaria e
aumento da pés - carga no ventriculo esquerdo devido a hipertensao sistémica
e a hipertenséo pré - capilar.

A hipertensao pulmonar é uma doenga caracterizada pelo remodelamento
vascular progressivo, produzindo insuficiéncia do ventriculo direito (Setoguchi e
Fukuchi, 2001). Com o intuito de melhor entender 0s processos envolvidos na
fisiopatologia da hipertens&o pulmonar, foram desenvolvidos modelos animais
de hipertensdo pulmonar. Em ratos, os modelos mais utilizados séo os da
hipéxia e o da injecdo de monocrotalina (MCT). A exposicdo prolongada a
hipdxia induz mudancas fisiolégicas nos vasos pulmonares e aumento no ténus
vasomotor. Ja as mudangas patolégicas por MCT incluem lesdo no endotélio

arterial pulmonar e infiltrado inflamatério alveolar, e o espago sub - endotelial
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apresenta aberturas na lamina elastica interna se comparada com as artérias
pulmonares normais (Tanaka e cols., 1996).

Existem poucos modelos para estudo da hipertrofia ventricular direita e
sua possivel influéncia no sistema pulmonar. Neste sentido, um modelo que
parece se prestar bem a este estudo é o da desnervacao sino-adrtica, ja que
mostra agudamente hipertensdo pulmonar e cronicamente hipertrofia de
ventriculo direito.

Sobre este assunto, existe um trabalho na literatura que demonstrou que a
hipertrofia de VD na DSA é consequéncia da desnervagao carotidea produzida
pela DSA, reforcando a idéia de que esse processo pudesse estar associado a
alteragdes na circulagdo pulmonar (Van Vliet e cols., 1999). A ocorréncia de
hipertrofia ventricular direita na DSA foi demonstrada pela primeira vez por Van
Vliet e colaboradores em 1996. Entretanto, dados sobre peso corporal e
diferentes espécies de ratos utilizados ainda levantam duvidas quanto aos
resultados de hipertrofia direita nesse animais, em periodos de um a dois
meses apos a DSA (Miao e cols., 2003).

Embora este modelo tenha sido muito bem caracterizado quanto ao
controle autonémico da pressao arterial e a regulacdo do sistema renina-
angiotensina (Shan e cols., 2003) mostra-se um campo pouco explorado no que

diz respeito a regulacéo das camaras cardiacas e ao papel da variabilidade da
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pressao arterial sobre a estrutura do sistema cardiovascular. Além disso, a
relagdo entre a variabilidade da pressao arterial € os mecanismos envolvidos na
hipertrofia cardiaca em diferentes modelos de hipertensdo estdo pouco

estudados.

1.3. A HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Richard Bright, em 1836, foi o primeiro a reconhecer a associagdo entre
doenga renal e hipertensdo. Em um estudo de patologia post-mortem, ele
constatou que 100 pacientes com urina albuminosa apresentavam
paralelamente as lesGes renais, hipertrofia do VE. Ele concluiu que o
espessamento do VE estava associado com um esforgo ndo usual ao qual o
coracao estava submetido para impelir o sangue. Essas observagdes
estimularam a busca de mecanismos pelos quais o rim pudesse produzir esses
efeitos e em 1898, Tigerstedt e Bergmann demonstraram que um extrato de
cortex renal de coelho produzia uma prolongada resposta pressora apds
administracdo intravenosa. Eles sugeriram que uma substancia vasoativa,
sensivel ao calor, que eles chamaram de hipertensina, “passa pelos rins através
do sangue, e exerce de alguma forma, um efeito de aumentar a pressao”.

Posteriormente, tal substancia, a hipertensina, passou a ser chamada entéo, de



12

renina. A importancia desse estudo, entretanto, ficou ignorada devido aos
efeitos variaveis pressores e vasodilatadores dos extratos renais (Goldblatt e
cols., 1934) e "a falta de um modelo experimental reprodutivel de hipertensao
renal.

Nesse sentido, varias tentativas foram feitas para induzir hipertensao renal
(nefrectomia parcial, irradiagdo dos rins, bandeamento da veia renal em
combinacdo com o envolvimento do rim com uma membrana de celofane
(Cash, 1924; Chautin e Ferris, 1932; Hartman e cols., 1926; Pederson, 1927).
Mas foram Goldblatt e seus colaboradores que conseguiram produzir um
modelo de hipertenséo renal pela constricdo das artérias renais de um cao com
clipes de prata ajustaveis (Goldblatt, 1934). Eles demonstraram que a
constricdo bilateral da artéria renal ou a constricdo mais a nefrectomia
unilateral, produziam hipertenséo. Este foi um trabalho pioneiro pois produziu
um modelo experimental para investigar os mecanismos da hipertenséo, e
também estimulou estudos bioquimicos detalhados sobre a natureza do sistema
renina-angiotensina (Braun-Menendez e cols., 1940; Skeggs e cols., 1954). Em
sequéncia, outros pesquisadores buscaram diferentes técnicas de induzir a
isquemia renal em diferentes espécies (Rytand, 1938; Page, 1939).

Os modelos de Goldblatt foram usados e logo ficou claro que a constrigdo

de uma artéria renal, permanecendo o outro rim intacto, levava a uma
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hipertensdo temporaria de poucos dias de duragao no cao (Goldblatt, 1943) e
no coelho (Pickering e Prinzmetal, 1938). Em 1939, Wilson e Byrom adaptaram
o clipe de prata para o rato e produziram, com sucesso, hipertensdo sustentada
pela oclusdo parcial de uma artéria renal, deixando o outro rim intacto. As
mudangas entre as espécies, parecem ser devidas a respostas peculiares
como o desenvolvimento de uma circulagao colateral efetiva no cdo, com vasos
crescendo no rim a partir de tecidos perivasculares (Cerqua e Samaan, 1939).
Essa peculiaridade de resposta foi suplantada com o estabelecimento da
cirurgia em dois estagios (oclusdo parcial no primeiro e oclusdo total no
segundo, uma semana depois) (Massaki e cols., 1977) , garantindo no cédo o
estabelecimento da hipertenséo pelo uso do modelo de 2K1C. No rato, tanto
este quanto o modelo 1K1C séao efetivos em produzir uma hipertensao estavel
(revisado por Swales e cols., 1971).

Em ambos os modelos, a fase inicial de estabelecimento da hipertenséao é
caracterizada por um rapido aumento da renina plasmatica em resposta a
reduzida pressao na artéria renal e pelo conseqiiente aumento da Angiotensina
Il circulante. Entretanto, os mecanismos envolvidos na fase crbnica de
manutencdo da hipertensdo diferem. No modelo 2K1C, a hipertensdo é
sustentada por um sistema renina-angiotensina continuamente ativado porque a

diurese do rim contralateral normal, previne a hipervolemia. Em contraste, a
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retencédo de volume pelo Unico rim estenédtico do animal 1K1C, inibe a secregcéao
de renina, levando a um modelo de hipertensdo com renina baixa e dependente
de volume. Entretanto, ambos o0s modelos desenvolvem hipertrofia
cardiovascular (De Simone, 1992).

Em 2K1C, a hipertensdo € mantida por um aumento na resisténcia
periférica, associada com uma redugcado no indice cardiaco tanto aguda, como
cronicamente (Russel e cols., 1983). A capacidade vascular esta reduzida,
embora ndo pareca haver alteragcdo da complacéncia (Edmunds e cols., 1989;
Yamamoto e Ogino, 1982). O aumento da resisténcia vascular periférica na fase
aguda deve estar associado a fatores neuro-humorais, enquanto na fase
cronica existe um reforco produzido pelas alteragbes estruturais dos vasos.
(Folkow e cols., 1973).

Em relagcdo ao coracdo, a hipertrofia pode ser demonstrada tdo cedo
quanto 7 dias apds a colocagédo do clipe (Lundgren e Weiss, 1979), embora
estudos em animais com mais do que 6 a 8 semanas de cirurgia tenham
demonstrado aumento no volume dos cardiomiocitos, da flbrose cardiaca
intersticial e espessamento das paredes dos vasos miocardicos (Hocher e cols.,
1999; Smith e cols., 1988; Mall e cols., 1989; Fischer e cols., 1992),
consistentes com a visdo de que este tipo de hipertensao induz um progressivo

e lento remodelamento cardiaco. Parece, entretanto, que observagdes recentes
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de alteragbes rapidas e substanciais no peso do VE associadas com re-
expressdo do gene do peptideo natriurético atrial (um marcador molecular de
hipertrofia patoldgica do VE) 1 ou 2 semanas apds a colocacdo do clipe, tem
modificado essa visdo. (Ehmke e cols., 1999; Ito e cols., 1994).

Embora reconhecido como uma marcador de prognostico frente a
diferentes patologias do sistema cardiovascular (La Rovere, 1998), a
sensibilidade do barorreflexo tem sido pouco estudada com relacado a evolugao
das alteragbes estruturais do miocardio frente a sobrecarga de pressdao ou
volume. Trabalhos de Miao e Su (2002;2003) utilizando o modelo da DSA tém
demonstrado repetidamente a importancia desse mecanismo homeostatico na
resposta adaptativa do sistema cardiovascular, independentemente do nivel da
PA, ao comparar ratos desnervados normotensos e ratos SHR. Com relagao a
hipertensdo renovascular, embora existam dados de comprometimento do
barorreflexo (Farah e cols., 2001; Sumitani e Krieger, 1981) ndo existem
informagdes sobre o papel do barorreflexo nas respostas dos diferentes 6érgaos
nesse tipo de hipertensdo. Um trabalho pioneiro de Masson e colaboradores
(1966) demonstrou uma potenciacao dos efeitos pressores da hipertensao renal
moderada ap0s a retirada dos aferentes adrticos e carotideos, indicando ainda
um papel preponderante dos primeiros sobre os carotideos nesse efeitos.

Embora os autores discutissem a diferenca de efeitos das duas intervengdes
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(desnervacéao e colocacao do clipe) sobre o miocardio ndo foram analisados os

efeitos associados.

1.4. PROTEINAS REGULADORAS DA HOMEOSTASIA DO CALCIO

INTRACELULAR E SEU PAPEL NA FUNCAO CARDIACA

Embora o Ca* represente o maior mensageiro intra-celular, regulando
diversas atividades como contratilidade, metabolismo, transporte, secregcdo e
transcricao (Zaugg e Schaub, 2004), ele é altamente téxico para quaquer célula.
A sinalizacdo do Ca* para diferentes respostas celulares depende da
manutencdo da homeostasia do Ca®*  intracelular, a qual é fortemente
controlada pela cascata de sinalizagdo adrenérgica. Varios canais, bombas e
trocadores s&o responsaveis pela manutencéo de altas concentragées de Ca**
intracelular durante a sistole e baixas concentracdes de Ca?* durante a diastole.

Para que ocorra o processo de excitagdo-contragdo, primeiramente ocorre
a entrada de Ca?', principalmente via canais de Ca** voltagem-dependentes
(tipo L), presentes no sarcolema da célula, na regido dos tubulos-T. Em
seguida, a entrada de Ca®* na célula induz a liberagdo de Ca** pelos canais de
rianodina, presentes no reticulo sarcoplasmatico, processo este chamado de

liberagdo Ca** Ca®* induzido (Berridge, 1997; Carafoli, 2002).
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O decréscimo do desempenho do cardiomiocito é determinado por
alteragdes bioquimicas decorrentes de modificagdes na expressao de proteinas
intracardiomiécito que participam da regulagcdo do processo excitacao-
contrag@o e de relaxamento do miécito (Balke e Shorofsky, 1998). O exemplo
mais marcante dessa modificacdo € a redugcdo de RNAm para proteinas
formadoras das bombas SERCA-2 no midcito hipertrofiado de pacientes com
disfungdo ventricular (Colucci, 1997). A SERCA-2 é uma Ca* ATPase do
reticulo sarcoplasmatico responsavel pela recaptacdo de Ca®* pelo reticulo
sarcoplasmatico. A diminuicdo do numero dessas bombas, portanto, reduz a
captacdo de Ca®* citosdlico pelo reticulo sarcoplasmatico, aumentando a
ligacdo de Ca®*-troponina, o qué dificulta o fendmeno de relaxamento
miocardico. No miocérdio de pacientes com insuficiéncia cardiaca, ha
diminuicdo da atividade e expressdo da SERCA-2, o qué resulta numa menor
recaptacdo de Ca®* citosdlico para o reticulo sarcoplasmatico (Hajjar e cols.,
1998; Meyer e cols., 1995; Schwinger e cols., 1999). A SERCA-2 é uma
proteina de 110 kDa e encontra-se sob controle direto do fosfolambam, que por
sua vez, € uma proteina de 25 kDa (na forma de pentamero) controlada
diretamente pela proteina quinase A e pela proteina quinase dependente de
Ca**-calmodulina. Portanto, outro mecanismo que poderia estar envolvido na

menor recaptacdo de Ca®' pelo reticulo sarcoplasmatico no miocardio de
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individuos com insuficiéncia cardiaca seria 0 aumento da expressao ou
diminuicdo da fosforilagdo do fosfolambam. O fosfolambam, quando
defosforilado, inibe a atividade da SERCA-2 diminuindo sua atividade por Ca®".
Mediante a estimulagéao das vias adrenérgicas, a proteina quinase A fosforila o
fosfolambam no residuo da serina-16, e a proteina quinase Ca?*-calmodulina
fosforila o fosfolambam no residuo da treonina-17. Quando fosforilado, o
fosfolambam deixa de inibir a SERCA-2. Alguns estudos tém demonstrado
diminuicdo na expressao (Kiss e cols., 1995) e outros, aumento na atividade
(Meyer e cols., 1995; Schwinger e cols., 1999) de fosfolambam na insuficiéncia
cardiaca. Esta controvérsia parece estar relacionada as diferentes etiologias da
insuficiéncia cardiaca. Camundongos com aumento na expressao de receptores
B-adrenérgicos (Engelhardt e cols., 1999; Liggett e cols., 2000) ou de
fosfolambam (Dash e cols.,, 2001) apresentam a médio-longo prazo,
anormalidades na recaptacdo de Ca® citoplasmatico para o reticulo
sarcoplasmatico.

Outra importante proteina para a redugdo do Ca** do citosol é o trocador
Na*/ Ca*. O Ca** do meio intracelular precisa ser reduzido para que o processo
de relaxamento ocorra adequadamente e ha dois mecanismos conhecidos de
reducdo do Ca®: a recaptacdo pelo reticulo sarcoplasmatico através da

SERCA-2 e sua extrusdo da célula através do trocador Na*/ Ca?*. Este Ultimo
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parece ser 0 mecanismo mais importante da extrusdo do Ca*" pelo sarcolema
(Lu e cols., 2002; Mace e cols., 2003).

Diversos trabalhos tém demonstrado alteracées na expressao dessa
proteina na insuficiéncia cardiaca (Hatem e cols., 1994; Lu e cols., 2002).
Fowler e cols. (2007) demonstraram aumento da expressao dessa proteina aos
8 meses de idade em ratos SHR, quando comparados a seus controles, Wistar-
Kyoto, como mecanismo compensatorio ao déficit de relaxamento. Na
hipertrofia cardiaca induzida pela hipertensdo renovascular em ratos, também
parece haver evidéncias do aumento na express&o do trocador Na*/ Ca®* (Lu e
cols., 1999).

Assim, a homeostasia do Ca?" intracelular nas mais diversas patologias
cardiovasculares, tém sido objeto de vérios estudos na literatura e o sistema
nervoso simpatico parece estar envolvido tanto no aumento na concentragéo do
Ca?* intracelular na diastole (Hajjar e cols., 1998; Kiss e cols., 1995), como na
reducao de sua liberacao durante a sistole (Marks, 2000).

Nao existem dados, entretanto, que informem sobre a homeostasia do
Ca® intracelular na desnervagdo sinoadrtica ou disfungdo barorreflexa
completa, quando tanto aguda como cronicamente existe desregulagdo do
controle da atividade simpatica peroférica. Adicionalmente, na hipertensao

crbnica ndo se conhece se o grau de disfungdo do barorreflexo pode ou néao
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contribuir para as alteracbes da funcdo contratil cardiaca e quanto essas
alteracdes podem estar associadas a mudancas na homeostasia do Ca**
intracelular.

ApOs essa breve revisdo da literatura, constatmos a auséncia de
informagdes consistentes sobre o papel dos barorreceptores nas adaptagoes
morfo-funcionais do corag¢do a hipertensédo. Portanto, nesse estudo testaremos
a hipétese de que a denservacéao sino-aortica modifica a resposta temporal das

adaptacgdes cardiacas na hipertensao 2K1C.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é avaliar a importancia do barorreflexo nas
adaptacbes cardiacas e hemodinamicas a hipertensao renovascular em ratos,
levando-se em conta os efeitos do curso-temporal e da variabilidade da pressao

arterial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS E GRUPOS

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da USP, com idade entre 8 a 9 semanas de vida e peso
aproximado de 170 - 200 gramas (g). Os grupos foram divididos conforme se
segue:

1) Grupo controle - 30 dias (C, n=6): acompanhados por 30 dias

2) Grupo desnervado - 30 dias (DSA, n=6): submetidos a cirurgia de
desnervacdo sino-aédrtica no 1° dia de protocolo, sendo acompanhados até o
30° dia de estudo.

3) Grupo clipe - 30 dias (CLIPE-30, n=6): submetidos a cirurgia de dois
rins - um clipe no 1° dia de protocolo, sendo acompanhados até o 30° dia de
experimento.

4) Grupo clipe- 10 dias (CLIPE-10, n=6): submetidos a cirurgia de dois
rins - um clipe no 20° dia de protocolo, sendo acompanhado até o 30° dia de
protocolo.

5) Grupo desnervado com hipertensio — 30 dias (ASSOCIACAO, n=6):

submetidos a cirurgia de desnervagéo sino-aértica no 1° dia de protocolo e a
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cirurgia de dois rins - um clipe no 20° dia de protocolo, sendo acompanhados

até o 30° dia de protocolo.

3.2. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

DIA DIA
CONTROLE
0 30
DSA
CLIPE
CONTROLE + DIA 20 - CLIPE

I
DSA + DIA 20 - CLIPE
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Os grupos foram divididos de maneira a fornecer informagcées quanto a
importdncia do tempo de clipe na artéria renal no desenvolvimento da
hipertensdo e hipertrofia cardiaca (controle, clipe-10 e clipe-30) e a fornecer
informagdes quanto a importancia da pressao arterial e variabilidade da pressao
arterial no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (controle, desnervagéo sino-
aortica, clipe-30 e associacao).

O grupo associagao passou pela cirurgia da desnervagao sino-aértica no
dia 0 do experimento e pela implantacao do clipe na artéria renal esquerda no
dia 20. Portanto, no final do protocolo experimental, estes animais estavam com
30 dias de DSA e com 10 dias de clipe.

Os animais do grupo clipe-10 permaneceram intactos durante os primeiros
20 dias de experimento, quando entdo, receberam o clipe de prata na artéria
renal esquerda, chegando ao final do protocolo com 10 dias de clipe. Este
grupo foi incluido na sequéncia experimental por entendermos que a diferenga
de peso dos animais e, portanto do calibre da artéria renal, possa representar

um viés na interpretagao dos resultados.



25

3.3. A DESNERVACAO SINO-AORTICA

Foi utilizado o método de desnervagao sino-aértica (DSA) descrito para o
rato por Krieger (1964), que consiste em uma incisdo mediana na regiao
cervical anterior (Figura 2), separagdo dos musculos pré-traqueais e localizacao
bilateral do feixe vasculo nervoso (Figura 3), constituido pela artéria carotida,
nervo vago e tronco simpatico. As fibras pressorreceptoras aodrticas que
trafegam junto ao tronco simpatico ou como nervo isolado foram secionadas. O
outro contingente de fibras adrticas que situava-se junto ao laringeo inferior foi
interrompido quando seccionou-se o laringeo superior ou como fibras isoladas
junto ao laringeo inferior (Krieger e Marseillan, 1963). Em um plano superior, a
bifurcacdo da carétida comum foi localizada (Figura 4, A e B), exposta e
dissecada completamente nos dois lados (seccionando-se as fibras carotideas
e destruindo-se o corpusculo carotideo). Logo apos, 0 nervo laringeo superior
foi seccionado bilateralmente. O procedimento cirdrgico foi realizado mediante a
um protocolo anestésico que consistiu de ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (10
mg/Kg), administrados por via intra-peritoneal. Apdés a cirurgia os animais
receberam 0,2 ml de antibidtico intramuscular (Benzetacil, Fontoura-Wyeth,

Brasil).
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pescoco (Desenho: S. Lacchini).

nervo recorrente ou

. - laringeo inferior
tronco simpatico +

pressorreceptor adrtico

cardtida direita traquéia

Figura 3 — Visdo do feixe vasculo - nervoso, apos afastamento da musculatura

do pescogo (Desenho: S. Lacchini).
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nervo T———

glossofaringeo nervo de
o) Hering
nervo nervo vago arteria corpo
laringeo ocipital : carotideo
superior bifurcacéo /| pressorreceptores

carétida
nervo pressorreceptor
aortico

Figura 4 — Inervacdo na regido da bifurcacdo da carotida. A: localizagdo do
nervo laringeo superior; B: detalhe da inervagdo do corpo carotideo e dos

pressorreceptores carotideos (Desenho: S. Lacchini).

34. A INDUCAO DA HIPERTENSAO RENAL CRONICA TIPO

GOLDBLATT 2RINS-1CLIPE

Para a cirurgia de inducdo de hipertensao renal crénica (HRC) do tipo
2Rins-1Clipe, segundo o método de Goldblatt, os animais foram anestesiados
com uma solugao intra-peritoneal de ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg)
O procedimento cirurgico foi realizado através de uma incisdo mediana no

flanco esquerdo do animal com subsequiente exposicdo do pediculo renal e
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colocagdo de um clipe de prata de abertura de 0,25mm na artéria renal
esquerda, tomados os devidos cuidados de assepsia para a preparagdao do
mesmo. Apds a realizagdo da cirurgia, os animais receberam 0,2 ml de

antibiético intramuscular (Benzetacil, Fontoura-Wyeth, Brasil).

3.5. MEDIDAS HEMODINAMICAS

3.5.1. Canulacao

No dia seguinte a avaliagdo ecocardiografica, os animais foram
anestesiados com ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) para colocagéao
de céanulas de polietieno (PE-10, com diametro interno de 0,01 mm
conectadas a uma peca de PE-50, com diametro interno de 0,05 mm). As
canulas foram preenchidas com soro fisiolégico, e posicionadas no interior da
artéria e veia femorais esquerdas para registro da PA, frequéncia cardiaca e
administracdo de drogas, respectivamente. A extremidade a ser conectada ao
transdutor de pressédo foi fechada com pinos de ago inoxidavel. As canulas
foram introduzidas a partir de uma pequena incisdo inguinal esquerda em

direcao ao feixe vasculo-nervoso, as extremidades das canulas de menor
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calibre (PE-10) foram introduzidas na luz das artéria e veia femorais (Figuras 5
e 6). As canulas foram fixadas com fio de algodao, na artéria e na veia e suas
extremidades mais calibrosas foram passadas subcutdneamente, exteriorizadas
no dorso da regido cervical, fixadas com fio de algodéao na pele. Apds o término
da cirurgia os animais foram tratados com um unica injecdo de penicilina

(Benzetacil ®, Fontoura-Wyeth, 60.000 U).
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Figura 5 — Sitio de disseccao para a cateterizagdo da artéria femoral (Desenho:

S. Lacchini).
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Ligadura anterior

Catéter passado
subcutdneo para a regido
dorsal do pescogo

Oclusor

Catéter inserido na ;
artéria femoral

Artéria femoral
esquerda

artéria

Ligadura posterior —

Nerve femoral
esquerdo

Veia femoral

Nervo femoral
esquerda

esquerdo

Veia femoral
esquerda

Figura 6 — Isolamento da artéria femoral e insercdo do cateter (Desenho: S.

Lacchini).

3.5.2. Medidas de pressao arterial e labilidade da PA

Vinte e quatro horas apds a cirurgia de canulagéo, os registros de pressao
pulsatil forneceram valores diretos da pressao arterial em todos os grupos
experimentais. A canula arterial foi conectada a um tubo de polietileno (PE 50) e
este a um transdutor (P23 Db; Gould-Statham) que por sua vez, foi conectado a

um amplificador (General Purpose Amplifier-Stemtech, Inc.). O sinal analégico
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da pressao arterial foi convertido para digital (Stemtech,Inc.), registrado em
tempo real em microcomputador com sistema CODAS, com frequéncia de
amostragem de 2000Hz por canal.

A analise dos sinais de pressado foram realizados utilizando-se um
programa comercial associado ao sistema de aquisicdo (Figura 7). Este
programa permitiu a deteccdo de maximos e minimos da curva de pressao
batimento a batimento, fornecendo os valores de presséao arterial sistélica (PAS)
e diastolica (PAD) pela integral da area sob a curva no tempo. A freqiéncia
cardiaca (FC) foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistélicos. Os
resultados foram apresentados em valores médios e desvios padrdes dos
periodos em que os dados fora analisados para PA e FC. As planilhas de dados
obtidas foram analisadas em programa comercial para analise (Excel 5.0), onde
se calcularam a média e desvio padrdao da PAM, PAS, PAD e FC para cada
animal. A variabilidade da PAM foi calculada, utilizando-se a média dos desvios
padrées de cada animal estudado. O coeficiente da variabilidade da pressao
arterial média foi conseguido por meio da razao da variabilidade da PAM pelo

valor da pressao arterial média da cada animal em estudo.
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AMPLIFICADOR
DE SINAIS

PROGRAMA CODAS

Figura 7 - Esquema do sistema de registro de Pressdo Arterial (Desenho: S.

Lacchini).
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3.5.3. Avaliacao do reflexo pressorreceptor

Apos o registro de PA e os animais terem permanecido em condi¢cbes de
repouso por 15 minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada
através da infuséo de fenilefrina e logo apos, nitroprussiato de sodio.

A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador a1, cuja acdo predominante se da nas arteriolas periféricas
causando vasoconstricao foi injetada em doses crescentes na canula da veia
femoral. Tal farmaco foi utilizado, portanto, para causar aumento da pressao
arterial, efeito que provoca bradicardia reflexa subseqliente, comandada pelos
pressorreceptores.

Efeito contrario, qual seja, reducdo da pressao arterial com resposta
taquicardica, também comandada pelos pressorreceptores, foi provocado pela
injecdo doses crescentes de nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de arteriolas
como de veias, cuja acdo se da por meio da ativacdo da guanilato ciclase e
aumento da sintese de 3’, 5- guanosina monofosfato (GMP ciclico) na
musculatura lisa dos vasos e outros tecidos.

Para avaliagdo da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou

minimo da PAM foi reduzido dos valores de PAM do periodo controle. Da
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mesma forma, a variagdo maxima da frequéncia cardiaca foi reduzida dos
valores de freqUéncia cardiaca do periodo controle, imediatamente antes da
infusdo das drogas, para posterior quantificacao das respostas. A sensibilidade
barorreflexa foi avaliada pelo indice calculado através divisdo da variagcao da

FC pela variagdo da PAM.

3.5.4. Variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da pressao arterial

sistolica (PAS) no dominio do tempo e da freqiiéncia

Os parametros para analise no dominio do tempo consistiram em calcular os
valores médios do intervalo de pulso, freqiéncia cardiaca, pressédo arterial
sistélica e pressao arterial diastélica e as variabilidades dos intervalo de pulso,
da pressao arterial sistélica e da pressao arterial diastolica foram quantificadas
pelo desvio padrao (IP.dp, FC.dp, PAS.dp e PAD.dp, respectivamente).

Para a analise no dominio da freqiéncia, a poténcia foi obtida usando-se o
Método do Periodograma de Welch em séries de 16384 pontos das séries
temporais decimadas de intervalo de pulso e pressao arterial, com uma janela
Hanning de 512 pontos e com 50% de sobre-posicao (MATLAB 6.0, Mathworks,
Inc). As poténcias para as bandas de muito baixa (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulagéo

humoral), baixa (LF, 0,20-0,75 Hz; modulagdo simpatica) e alta (HF, 0,75-4,0
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Hz; modulagdo parassimpatica) freqiéncias foram calculadas pela integracéao
da poténcia nas bandas de interesse e apresentadas como valores absolutos e
normalizados. Para a normalizacdo, as poténcias das bandas de LF e HF foram
divididas pela variancia subtraida da poténcia na banda VLF (Pagani e cols.,
1986). O acoplamento entre intervalo de pulso e pressao arterial sistélica é
estimado pela fungédo de coeréncia. Um valor de coeréncia (K) maior que 0,5 foi

considerado significativo.

3.6. ECODOPPLERCARDIOGRAMA

A imagem ultra-sonografica das estruturas cardiacas e velocidade do fluxo
sanglineo pelo ecodopplercardiograma, € largamente reconhecida por
proporcionar uma das mais acuradas medidas ndo invasivas para
caracterizacdo da massa ventricular e analise das fungdes sistélica e diastdlica
em humanos (Devereux, 1987; Devereux e cols., 1986; Devereux e Reichek,
1977). Em animais de experimentacdo, o uso do ecocardiograma como
metodologia n&o invasiva da analise da fungdo e estrutura cardiacas, também
vem se tornando rotina gragas ao avango tecnoldgico e desenvolvimento de
transdutores ultra-sonograficos com freqiiéncias maiores, que proporcionam

uma resolugcéo adequada a pequenas estruturas (Pawlush e cols., 1993). Essa
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pratica vem sendo amplamente utilizada em estudos que requeiram analise
anatomo-funcional do sistema cardiovascular no curso temporal de determinada
patologia, exatamente por permitir a sobrevivéncia do animal até o final do
experimento.

Além disso, a associacao dos estudos ecocardiograficos aos celulares e
moleculares tem permitido o melhor entendimento do processo patolégico de
hipertrofia do ventriculo esquerdo em ratos (Kagaya e cols., 1996).

O ecodopplercardiograma foi realizado nos grupos estudados no 30° dia

de protocolo, enfocando-se a avaliagdo dos seguintes parametros:

v'"Morfologia:

- cavidade diastélica do VE corrigida pelo peso coporal (VEDIAcorr);

- parede posterior do VE corrigida pelo peso corporal (PARcorr);

- espessura relativa da parede (ERP);

- massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal (MVEcorr).
v'Funcao Sistolica:

- fracao de ejecédo do VE (FE%);

- fracdo de encurtamento do VE (AD%);

- velocidade de encurtamento circunferencial do VE (VEC);

- indice cardiaco (IC).
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v'Funcao Diastdlica:
- relacéo dos picos E e A do fluxo transmitral (E/A);
- tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqiiéncia cardiaca
(TRIVcorr);
- tempo de desaceleracéo do pico E corrigido pela freqiiéncia cardiaca
(TDEcorr);
- relagéo dos picos E’e A’ do Doppler tecidual obtido no nivel do anel mitral
da parede septal do VE (E’/A’s);
- relagéo dos picos E’e A’ do Doppler tecidual obtido no nivel do anel mitral
da parede lateral do VE (E’/A’p);
- relacéo dos picos E e do pico E’s (E/E’s).

v'Funcao Cardiaca Global:

- indice de desempenho miocardico (IDM).

Apéds anestesia com uma solugao intra-peritoneal de ketamina (50 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg) os animais tiveram a regido toracica devidamente
tricotomizada e foram mantidos em decubito lateral para a realizagdo do exame
no aparelho SEQUOIA 512 (ACUSON, Corporation, Mountain View, CA- EUA),
com transdutor linear multifrequiencial (10-14mHz), que permite imagens

bidimensional e monodimensional simultaneas, além da analise de fluxo por
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efeito Doppler espectral e registro eletrocardiografico, pela colocagdo de trés
eletrodos para a derivagao DIl. O estudo do Doppler tecidual para anélise da
velocidade diastélica das paredes do VE também foi realizado, pela colocacao
do volume-amostra no nivel do anel mitral das paredes septal e lateral do VE. A
profundidade de imagem trabalhada foi de 2 cm.

Foram utilizadas as janelas longitudinal paraesternal direita para a
obtencédo dos cortes longitudinal e transversal e a longitudinal paraesternal
esquerda para a obtengcdo dos cortes apical (quatro e cinco camaras). As
medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M, conforme
Schiller e cols., (1979), com as seguintes medidas: espessura diastélica do
septo-interventricular (SIVDIA), didmetro do VE ao final da diastole (VEDIA) e
ao final da sistole, espessura diastolica da parede posterior (PARDIA). A massa
ventricular esquerda foi entdo, obtida a partir da férmula: 1,047 x
[(SIVDIA+VEDIA+PARDIA)®-VEDIA®] x 0,8 + 0,6 onde: 1,047 representa a
densidade do miocardio, validada em ratos (Fard e cols., 2000) e os indices 0,8
e 0,6 , fatores de correcdo (Watson e cols., 2004). Apds a obtencao destas
medidas, obtivemos o0s valores corrigidos pelo peso corporal (valor
absoluto/peso corporal do animal).

Outro importante indice de morfometria avaliado, fornecido pelo

ecocardiograma, para caracterizagao da hipertrofia cardiaca
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(excéntrica/concéntrica) foi a espessura relativa da parede (ERP), que leva em
conta as medidas diastolicas da parede do ventriculo esquerdo e da cavidade
do ventriculo esquerdo, cuja férmula é: 2 X PARDIA / VEDIA (PARDIA: parede
posterior do VE em diastole ; VEDIA : cavidade diastélica do VE). Qu e cols.,
em 2000 demonstraram ser este indice mais sensivel em relatar alteragcées do
VE na hipertens@o do que outros, incluindo a massa ventricular esquerda. Tais
medidas morfométricas, foram fornecidas pelo Modo-M, sempre guiado pelo

modo bidimensional, conforme nos mostra a figura 8.
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Diastolic

Figura 8 - Modo-M do VE, guiado pelo modo bidimensional, com o cursor
posicionado entre a valva mitral e o musculo papilar, mostrando espessuras
diastélica e sistdlica do septo-interventricular (IVS), cavidade do ventriculo
esquerdo na diastole e na sistole (LV) e espessuras diastélica e sistolica da

parede posterior do ventriculo esquerdo (LVW).
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A funcédo sistdlica foi avaliada pelas fragdes de ejecdo (FE%), e de
encurtamento (AD %) e velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-
circ/seg), cujas formulas estao a seguir:

FE = (VDF)-(VSF)/(VDF) x 100% , onde: VDF= Volume Diastdlico Final;
VSF= Volume Sistdlico Final, sendo que o volume foi obtido a partir da seguinte
formula: V= [7/(2.4+D)] X D® (TEICHHOLZ e cols., 1974)

AD% = (VEDIA-VESIS/VEDIA) x 100 %

VEC = (VEDIA-VESIS)/(VEDIA x TE), onde TE = tempo de ejecéo

A funcédo diastdlica foi analisada utilizando-se os indices derivados da
curva de velocidade de fluxo diastélico mitral e do fluxo sistolico da via de saida
do ventriculo esquerdo obtidos pela técnica de Doppler pulséatil. A curva de
velocidade do fluxo diastélico foi obtida a partir da imagem apical quatro
camaras, posicionando-se o volume-amostra proximo a face ventricular da

valva mitral (Figura 9).
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Figura 9 — Corte apical 4 camaras mostrando o posicionamento do volume
amostra (seta) , proximo a face ventricular da valva mitral para avaliacdo do

fluxo transmitral no estudo do Doppler pulsatil.

Foram determinadas: a) onda E — maior valor da velocidade de fluxo inicial
do enchimento ventricular (enchimento rapido do ventriculo); b) onda A — maior
valor da velocidade de fluxo telediastdlico mitral (correspondente a contracao
atrial); c) relacdo E/A - razdo entre a velocidade maxima da onda E e a
velocidade méaxima da onda A; d) tempo de desaceleragdo da onda E (TDE) —

tempo, em milissegundos (ms) entre o pico da onda E e o ponto em que a
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rampa de desaceleragdo intercepta a linha de base da curva de velocidade do
fluxo diastolico mitral. A curva de velocidade dos fluxos para analise do tempo
de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi obtida posicionando-se o volume-
amostra numa posicao intermediaria entra a valva mitral e a via de saida do
ventriculo esquerdo. Foi determinado o TRIV em ms, entre o final do fluxo
sistolico na via de saida do ventriculo esquerdo e o inicio do fluxo diastdlico
mitral. O TDE e o TRIV, posteriormente, foram corrigidos pela freqiéncia
cardiaca (TDEcorr e TRIVcorr), dividindo-se seus valores pela raiz quadrada
dos respectivos intervalos R-R. A avaliagdo do Doppler tecidual foi realizada
com o posicionamento do volume-amostra no nivel do anel mitral no corte
apical quatro camaras, para a obtencdo dos picos de velocidade distdlica
maxima rapida (E’) e lenta (A’) das paredes septal e lateral do VE. Em seguida,
obtivemos as razbes dos picos E' e A’, tanto para a parede septal (E’/A’s)
quanto para a parede lateral do VE (E’/A’p).

Apéds a aquisicao destas medidas, também obtivemos a razao do pico E do
fluxo transmitral pelo pico E’s a partir do doppler tecidual no nivel do anel mitral
da parede septal do VE. Segundo Nagueh e cols. (1997), este indice guarda
importante correlagdo com o nivel da pressdo capilar pulmonar em cunha

(presséao de ocluséo da artéria pumonar) em seres humanos.
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Entretanto, além das avaliagbes das funcdes sistdlica e diastédlica em
separado, foi utilizado um outro método de avaliagdo funcional combinado, o
indice de desempenho miocardico (IDM), derivado de intervalos obtidos pelo
Doppler pulsétil. Validado em camundongos por Broberg e cols.(2003), o IDM
se correlaciona bem a maxima derivada da pressdo do VE pelo tempo
(dP/dfiMax]). Entre as vantagens do seu uso, estd a de nédo depender da
geometria ventricular, podendo portanto, ser bem utilizado em modelos que
causem alteragdes na forma e fungdo cardiacas, como nos estagios avangados
de sobrecarga pressoérica (Salemi e cols., 2004). Um estudo recente em
cardiopatia congénita também demonstrou que o IDM € relativamente
independente de mudancgas na pré-carga e pds-carga, consideracao importnte
no cenario clinico (Mori e cols., 2001). Conceitualmente simples, € descrito
como sendo mais preciso para analise da funcdo cardiaca global do que os
parametros de avaliacdo isolada (Tei, 1995; Tei e cols., 1997) e representa a
razdo do tempo total gasto na atividade isovolumétrica (contragcédo
isovolumétrica e relaxamento isovolumétrico) pelo tempo de ejecdo. Para tanto,
mede-se o0 tempo de fechamento da valva mitral (a), que corresponde a soma
do tempo de contragdo isovolumétrica, tempo de ejecdo e tempo de

relaxamento isovolumétrico. O tempo de ejecdo € obtido pela medida da
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duracao do fluxo de via de saida do ventriculo esquerdo (b). Pela férmula (a)-
(b)/b, podemos, entdo, obter o IDM.

Para a obtencéo do débito cardiaco, foi utilizada a seguinte férmula: 3.14 x
(D/2)? x VTI x FC, onde D = diametro adrtico, obtido no modo bidimensional, VTI
= integral da velocidade do fluxo aértico, obtido no estudo Doppler pulsatil da
via de saida do VE e FC = frequiéncia cardiaca, por intermédio dos intervalos R-
R. Slama e cols. (2003) demonstraram uma correlagdo positiva com r = 0,93
entre esta metodologia e medidas invasivas de termodiluicdo para obtengédo do
débito cardiaco em ratos. Todas as medidas seguiram as recomendagdes da

Sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahn e cols., 1978)

3.7. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Ap6s o registro das medidas hemodindmicas, o0s animais foram
sacrificados por decaptagdo. Em seguida, foram coletados os seguintes tecidos
para pesagem em balanca de alta precisdo (METLER TOLEDO, modelo AB104
— Made in Switzerlana):

- Ventriculo Esquerdo

- Ventriculo Direito

- Rim Direito
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- Rim Esquerdo

- Pulmoes

Na sequéncia, foi feita a correcdo dos pesos pelos respectivos pesos
corporais dos animais.

Os ventriculos esquerdos foram armazenados em freezer a -80°C para
anélise posterior da expressdo das proteinas regulatérias do Ca*" através da

técnica Western blot.

3.8. EXPRESSAO DE PROTEINAS CARDIACAS

A expressdo de proteinas envolvidas na recaptacdo de Ca®* pelo reticulo
sarcoplasmatico: Ca?* ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2),
fosfolambam (PLB), fosfolambam fosforilado na serina-16 (fosfo-Ser'®-PLB),
fosfolambam fosforilado na treonina-17 (fosfo-Tre'’-PLB); na defosforilagdo de
diferentes proteinas: o trocador Na‘/Ca?* (NCX, proteina responsavel pela
extrusdo de Ca®* da célula) foram analisadas nos homogeneizados de
ventriculo esquerdo dos animais estudados por meio da técnica de eletroforese

de proteinas (Western blot).
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3.8.1 Preparacao dos homogeneizados ventriculares

Os ventriculos dos animais foram homogeneizados, utilizando-se um
homogeneizador Polytron (PT-K Brinkman Instruments), em uma solu¢do de
tampao de lise hipotdnico contendo tampéao de fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0), sacarose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF 0,3 mM, NaF
10 mM e coquetel de inibidor de fosfatase (1:100; Sigma-Aldrich-EUA). O
processo de homogeneizagao foi realizado trés vezes durante dez segundos
com intervalos de vinte segundos entre as homogeneizagdes. Todo 0 processo
foi realizado a 4°C. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm por
vinte minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo transferido para tubos de 1,5 mL.
A concentragao de proteina das amostras foi analisada por meio do método de
Bradford (Biorad-EUA). Aliquotas dos homogeneizados foram armazenadas em
freezer —80°C até serem utilizadas (Rolim e cols., 2007; Medeiros e cols.,

2008).
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3.8.2. Western blot

Os homogeneizados ventriculares foram solubilizados a uma
concentracao final de 1% de SDS (sodium- dodecyl- sulfate) e em seguida as
proteinas presentes nas amostras foram separadas eletroforeticamente em gel
de SDS - poliacrilamida (6 e 10%, dependendo do peso molecular da proteina
a ser estudada). As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em tampéao de transferéncia contendo Tris (25 mM), glicina (192
mM), metanol (20%) e SDS (0,1%). As membranas foram lavadas duas vezes
com solugéo tampéo (TBS: Tris 10mM, pH 7,6 e NaCl 150 mM). Em seguida, o
bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos foi realizado por meio de uma
mistura contendo TBS com o detergente Tween 20 (0,1%) e leite desnatado
(5%) por 120 minutos em temperatura ambiente (20-25°C) com agitacdo
constante. A membrana, entéo, foi incubada com o anticorpo primario diluido na
solugédo bloqueadora (TBS e albumina 3%) a 4°C por 12 horas com agitagcdo
constante. Apo6s a incubagao com o anticorpo primario, a membrana foi lavada
trés vezes em solugcdo de TBS-T. Em seguida, a membrana foi incubada com o
anticorpo secundario em solugao bloqueadora (TBS-T e leite desnatado 1%)
por uma hora e meia em temperatura ambiente com agitacdo constante. Apos a

incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em
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solugédo de TBS-T para remover o excesso de anticorpo. Por fim, a imuno-
deteccdo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo
com as instrugcdes do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham
Biosciences, NJ-USA).

Como anticorpos primarios foram utilizados:
. SERCA-2, camundongo IgG1 (Affinity BioReagents, CO-EUA): A
titulacao utilizada foi de 1:2500.
. Fosfolambam, camundongo IgG2a (Affinity BioReagents, CO-EUA): A
titulacao utilizada foi de 1:500.
" Fosfo-fosfolambam (serina-16), coelho IgG (RDI Incorporation, NJ-EUA):
A titulagcao utilizada foi de 1:5000.
. Fosfo-fosfolambam (treonina-17), coelho IgG (Badrilla, Leeds-UK): A
titulacao utilizada foi de 1:5000.
. Trocador Na*/Ca**, camundongo IgM (Affinity BioReagents, CO-EUA): A

titulacao utilizada foi de 1:2000.

Como anticorpos secundarios foram utilizados anticorpos conjugados a
peroxidase (IgG anti-camundongo ou anti-coelho, ECL, Amersham Biosciences,

NJ-EUA) anti os anticorpos primarios, utilizados na titulagao de 1:10000.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao.

A andlise de variancia (ANOVA) de um fator foi realizada para comparacao
das médias dos grupos C, CLIPE-10 e CLIPE-30, na avaliagcdo do efeito do
tempo do clipe no desenvolvimento da hipertensédo e hipertrofia cardiaca. Na
comparacédo das médias dos grupos C, DSA, CLIPE-30 e ASSOCIACAO para a
analise do efeito da pressao arterial e da variabilidade da pressao arterial no
desevenvolvimento da hipertrofia miocardica foi utilizada a ANOVA de dois
fatores. O teste complementar de Student Newmann Keuls foi utilizado sempre

que necessario. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

41. EFEITOS DO TEMPO DE CLIPE NA ARTERIA RENAL NO

DESENVOLVIMENTO DA HIPERTENSAO E HIPERTROFIA CARDIACA

4.1.1. Avaliacbes Hemodinamicas

Os resultados hemodinamicos do efeito do tempo de clipe na artéria
renal mostraram aumento das pressdes arteriais sistélica, diastolica e média no
grupo clipe-30 com relagdo aos grupos controle e clipe-10. Ja a variabilidade da
pressao arterial média, o coeficiente da variabilidade da pressao arterial media
e a frequéncia cardiaca apresentaram-se semelhantes entre os 3 grupos. O
intervalo de pulso também n&o mostrou diferengca na comparagdo entre os

grupos (Tabela 1, Figura 10).
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TABELA 1. Presséao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD),
pressao arterial média (PAM), variabilidade da pressao arterial média (SD
PAM), coeficiente da variabilidade da pressdo arterial média (Cx SD),
frequéncia cardiaca (FC) e intervalo de pulso (IP) dos ratos controles (C), 10

dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
PAS (mmHg) 129 + 1 13216 159 + ot
PAD (mmHg) 91 + 1 91 +4 111 £ 7t%
PAM (mmHg) 109 + 1 109+ 5 131 + 8t
SD PAM (mmHg) 4,82 +0,49 5,44 + 0,96 6,23 + 0,50
Cx SD (%) 43+05 4,8+0,6 52+0,6
FC (bpm) 342 + 12 355 + 11 349 +12
IP (ms) 177 £6,3 171 + 4,82 175 + 5,90

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10.
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Figura 10- Pressao Arterial Média (PAM) nos grupos controle (C), 10 dias de
clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30). Observe-se o maior nivel de
pressdo neste ultimo grupo. tp<0,05 vs. grupo controle; $p<0,05 vs. grupo

clipe-10.
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O indice de bradicardia reflexa (IBR) foi menor nos grupos clipe-10 e clipe-
30 com relagdo ao grupo controle. O grupo clipe-30 também apresentou
diminuicdo do indice de taquicardia reflexa com relacdo aos grupos clipe-10 e

controle (Tabela 2).

TABELA 2. indices de bradicardia reflexa (IBR) e taquicardia reflexa (ITR) dos

ratos controles (C), 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30

IBR (bpm/mmHg) | 2,19+0,13 1,13 £0,08% 1,15+ 0,107

ITR (bpm/mmHg) | 1,98+0,09 1,99+0,13 1,13+0,171%

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10.
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4.1.2. Variabilidade da freqiiéncia cardiaca

A variabilidade da FC avaliada pelo desvio do intervalo de pulso (SD IP)
foi semelhante na comparacao dos grupos. Entretanto, a andlise da modulacao
autondmica cardiaca no dominio da freqiéncia mostrou que o componente de
baixa freqUéncia (LF) normalizado e a razdo entre os componentes de baixa e
alta frequéncia (LF/HF) do intervalo de pulso foram maiores no grupo hipertenso
(CLIPE-30) com relagdo aos outros dois grupos, enquanto o componente de
alta frequéncia (HF) normalizado do intervalo de pulso foi menor no grupo clipe

30 com relagao aos outros dois (Tabela 3).
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TABELA 3. Desvio do intervalo de pulso (SD IP), banda de baixa freqiiéncia
(LF), banda de alta freqtiéncia (HF) do intervalo de pulso e a relagdo entre baixa
e alta frequéncias (LF/HF) do tacograma dos ratos controles (C), 10 dias de

clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
SD IP (ms) 7,73 £1,04 8,73 +1,38 11,59 +1,16
LF (%) 16,62 + 2,21 19,02 + 1,97 29,17 + 4,661%
HF (%) 83,38 *+ 2,21 80,98 + 1,97 70,83 + 4,661%
LF/HF 0,20 £ 0,03 0,24 £ 0,03 0,44 +0,101%

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10.

4.1.3. Variabilidade da pressao arterial sistolica

A Tabela 4 mostra que a variancia da PAS (VPAS) e o componente de

baixa freqléncia (LF) da PAS apresentaram comportamento semelhante entre

0s 3 grupos avaliados.



57

TABELA 4. Variancia da presséao arterial sistélica (VPAS) e componente de
baixa frequéncia (LF) do sistograma dos ratos controles (C), 10 dias de clipe

(CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
VPAS (mmHg?) 30,4 5,6 425+125 457+78
LF (mmHg?) 3,43 + 0,60 4,88 + 0,57 6,47 + 1,32

Valores expressos como média + EPM.

4.1.4. Avaliacbes morfométricas

No dia da avaliacdo da estrutura cardiaca pelo ecocardiograma, 0 peso
corporal médio dos animais do grupo controle foi de 339 * 32g, enquanto que o
do grupo clipe-10 foi de 319 + 16g e do grupo clipe-30, de 326 + 22g. Nao
houve diferenca estatistica na comparagao de peso entre os trés grupos.

A morfometria cardiaca foi avaliada através dos seguintes parametros:
parede posterior do VE corrigida pelo peso do animal (PARcorr), dimensao
diastélica da cavidade do VE corrigida pelo peso (VEDIAcorr), espessura
relativa da parede (ERP) e massa ventricular esquerda corrigida pelo peso

corporeo (MVEcorr).
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Conforme se vé na Tabela 5, o grupo clipe-30 mostrou aumento da
PARcorr e aumento da ERP com relagdo aos grupos controle e clipe-10 e
aumento da MVEcorr com relagcdo ao grupo controle, carcterizando uma
hipertrofia ventricular esquerda do tipo concéntrica (Figura 11).

Ja o grupo clipe-10 apresentou aumento da VEDIAcorr e diminuicado da
ERP quando comparadas aos grupos controle e clipe-30 e aumento da
MVEcorr quando comparadas ao grupo controle, deixando evidente uma
hipertrofia ventricular esquerda do tipo excéntrica (Tabela 5, Figuras 11 e 12).

Os valores de morfologia cardiaca do grupo controle foram semelhantes

aos valores ecocardiograficos basais propostos por Watson e cols. (2004).
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TABELA 5. Parametros ecocardiograficos de morfometria cardiaca dos ratos

controles (C), 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
PARcorr (cm/Kg) 0,38 £ 0,02 0,39 + 0,007 0,51 £0,031%
VEDIAcorr (cm/Kg) 2,21 +0,06 2,59 +0,061= 2,201 £ 0,09
ERP 0,36 + 0,007 0,30 + 0,005t 0,46 £ 0,031t
MVEcorr (g/KQ) 3,15+0,10 3,52 + 0,071 3,68 0,117

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05
vS. grupo clipe-10; = p < 0,05 vs. grupo clipe-30 PARcorr: parede posterior do
VE corrigida pelo peso corporal; VEDIAcorr: cavidade do VE na diéstolo
corrigida pelo peso corporal; ERP: espessura relativa da parede; MVEcorr:

massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal.
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Figura 11 - Massa do ventriculo esquerdo obtida pelo ecocardiograma e
corrigida pelo peso corporal (MVEcorr), dimensédo diastolica do ventriculo
esquerdo corrigida pelo peso corporal (VEDIAcorr) e espessura relativa da
parede (ERP) nos grupos controle (C), 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de
clipe (CLIPE-30). Note-se 0 aumento da MVEcorr dos grupos clipe-10 e clipe-30
com relagdo ao controle; aumento da VEDIAcorr do grupo clipe-10 com relagéao
aos grupos controle e clipe-30 e diminuicdo da ERP do grupo clipe-10 com
relacdo aos outros dois grupos e aumento da ERP do grupo clipe-30 com
relagcdo aos grupos controle e clipe-10. 1p<0,05 vs. grupo C; $p<0,05 vs. grupo
CLIPE-10 e =p<0,05 vs. grupo CLIPE-30.
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Figura 12 — Modo M do ventriculo esquerdo de um rato do grupo controle
(acima) e de um rato do grupo clipe-10 (abaixo), demonstrando aumento da
cavidade ventricular esquerda e diminuicdo da espessura das paredes no rato
do grupo clipe-10.

4.1.5. Avaliacoes da funcao sistolica

A Tabela 6 mostra as avaliagdes da funcao sistolica do VE, obtidas pelos
seguintes indices: fracdo de ejecdo (FE), fracdo de encurtamento (AD%) e
velocidade de encurtamento circunferencial (VEC). Na mesma tabela, pode-se

observar os valores do indice cardiaco, que se referem ao débito cardiaco
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corrigido pelo peso corpéreo do animal (IC) e o indice de desempenho
miocardico (IDM), que avalia a fung¢ao global do VE.

O grupo clipe-30 apresentou aumento da FE, AD% e VEC quando
comparado aos grupos controle e clipe-10. O indice de desempenho miocardico
também estava aumentado neste grupo, demonstrando um maior esfor¢o
cardiaco. Ja o IC foi maior no grupo clipe-10 quando comparado ao grupo clipe-
30.

Os valores de funcao cardiaca do grupo controle foram semelhantes aos

valores ecocardiograficos basais propostos por Watson e cols. (2004).
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TABELA 6. Parametros ecocardiograficos de funcdo sistélica dos ratos

controles (C) , 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
FE (%) 729+1,3 70,8+1,6 78,6 + 2,411
AD (%) 37,4+1,1 358+1,3 43,0 + 2,61
VEC (circ/s) 0,47 + 0,02 0,42 + 0,02 0,55 + 0,041
IC (ml/Kg/min) 114,584 131,4 +7,4n 106,7 £6,2
IDM 0,34 +0,04 0,40 + 0,04 0,55 + 0,051

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10; = p < 0,05 vs. grupo clipe-30. FE: fracdo de ejecédo; AD%:

fracdo de encurtamento; VEC: velocidade de encurtamento circunferencial; IC:

indice cardiaco (débito cardiaco corrigido pelo peso corporal); e IDM: indice de

desempenho miocardico.
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4.1.6. Avaliacées da funcéo diastolica

A analise da funcdo diastélica do VE, mostrou diminuicdo da relagao E/A
nos animais com 30 dias de clipe com relagdo ao grupo controle. O tempo de
relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca (TRIVcorr)
estava aumentado nestes animais, quando comparado aos outros dois grupos e
a relacdo E’/A’ tanto da parede septal (E’/A’s) quanto da parede lateral do VE
(E'/A’p) estava diminuida, caracterizando uma disfungcédo diastélica no grupo
clipe-30. O tempo de desaceleragdo do pico E corrigido pela frequéncia
cardiaca (TDEcorr) ndo foi diferente entre os grupos, assim como a razdo E/E’s
(Tabela 7, Figura 13).

Os valores de fungéo cardiaca do grupo controle foram semelhantes aos

valores ecocardiogréaficos basais propostos por Watson e cols. (2004).
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TABELA 7. Parametros ecocardiograficos da fungcdo diastélica dos ratos

controles (C) , 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
E/A 1,87 £0,19 1,63 +£0,19 1,30 £ 0,09t
TRIVcorr (ms) 1,50 £ 0,06 1,59 £ 0,10 1,97 £0,10t%
TDEcorr (ms) 1,84 £0,19 1,65 +£0,12 1,97 £0,10
E'/A’s 1,33 £ 0,08 1,51 £0,14 0,88 +0,091%
E/A’p 1,43 £ 0,08 1,41 £0,13 0,98 +0,121%
E/E’s 12,37 £ 0,89 12,59 + 0,89 12,75+ 0,70

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10. E/A: relagdo dos picos E e A; TRIVcorr: tempo de

relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqiéncia cardiaca; TDEcorr: tempo

de desaceleragado do pico E corrigido pela frequéncia cardiaca; E'/A’s: relacao

dos picos E’ e A’ da parede septal ; E'/A’p: relacdo dos picos E’ e A’ da parede

lateral do VE; E / E’s: relac&o do pico E pelo pico E’ da parede septal.
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Figura 13 - Relagdo E’/A’ obtida ao nivel do anel mitral da parede septal
(E’/A’s) e relacdo E’/A’ obtida ao nivel da parede lateral do ventriculo esquerdo
(E’/A’p) dos grupos controle (C), 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe
(CLIPE-30). O grupo CLIPE-30 mostrou reducao dos dois indices com relagcéao
aos outros dois grupos de comparagdo. 1p<0,05 vs. grupo C e Fp<0,05 vs.
grupo CLIPE-10.

4.1.7. Avaliacoes post-mortem dos tecidos

A andlise post-mortem dos tecidos, mostrou que o peso do VE corrigido
pelo peso corporal (VE/PESO) dos grupos clipe-10 e clipe-30 foi maior que o do

grupo controle. J& o peso do VD corrigido pelo peso corporal (VD/PESO) e peso
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dos pulmées corrigido pelo peso corporal (PULMOES/PESO) ndo mostraram
diferenca entre os grupos.

Nos grupos com clipe renal (clipe-10 e clipe-30), o rim direito ndo clipado
corrigido pelo peso corporal (RIM D/PESQO) mostrou valor maior com relacao ao
grupo controle.

J& o peso do rim esquerdo, cuja artéria foi parcialmente estenosada com
o clipe de prata, corrigido pelo peso corporal (RIM E/PESO) ndo mostrou

diferenga entre os trés grupos analisados (Tabela 8).
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TABELA 8. Peso dos tecidos corrigidos pelo peso corporal dos ratos controle

(C), 10 dias de clipe (CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30
VE/PESO (g/Kg) 2,18 £ 0,07 2,61 £0,10F 2,97 +0,26F
VD/PESO (g/Kg) 0,79 £0,02 0,70 £0,07 0,74 £0,04
PULMOES/PESO (g/Kg) | 5,47 +0,22 6,22 + 0,37 5,70+0,18
RIM D/PESO (g/Kg) 3,42 +0,07 4,05 +0,15¢% 4,41 + 0,201
RIM E/PESO (g/Kg) 3,42 £ 0,05 3,43 +0,18 3,56 +0,14

Valores expressos como média £ EPM. p < 0,05 vs. grupo controle. VE/PESO:
peso do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal; VD/PESO: peso do
ventriculo direito corrigido pelo peso corporal; PULMOES/PESO: peso dos
pulmdes corrigido pelo peso corporal; RIM D/PESO: peso do rim direito
corrigido pelo peso corporal; RIM E/PESO: peso do rim esquerdo corrigido pelo

peso corporal.
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4.1.8. Avaliagbes moleculares das proteinas da homeostase do Ca*

intracelular

A avaliacado das proteinas da homeostase do célcio intracelular incluiu as
medidas de: SERCA-2, trocador sddio-calcio (NCX), relagdo SERCA-2 pelo
trocador sddio-célcio (SERCA-2/NCX), fosfolambam (PLB), relagdo SERCA-2
pelo fosfolambam (SERCA-2/PLB), fosfolambam fosforilado no sitio da treonina
17 corrigido pelo fosfolambam total (PPLBthr17/PLB) e fosfolambam fosforilado
no sitio da serina 16 corrigido pelo fosfolambam total (PPLBser16/PLB).

Nestas andlises, ndo se observou alteracdo da SERCA-2 entre os grupos
estudados, todavia observou-se redugao do NCX nos grupos clipe-10 e clipe-30
com relagdo ao grupo controle. Esses achados induziram a um aumento da
razdo SERCA-2/NCX do grupo clipe-30 na comparagdo com o grupo controle,
sugerindo um predominio relativo da retirada de Ca** do citosol para dentro do
reticulo sarcoplasmatico em comparagao com o intersticio.

Nao foram observadas diferengas entre 0os grupos na expressao do PLB
e na razao SERCA-2/PLB.

O grupo clipe-10 também mostrou as razbes PPLBthr-17/PLB e a

PPLBser16/PLB aumentadas com relagdo aos outros dois grupos de estudo,
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sugerindo um estagio compensatério da homeostase do célcio intracelular a

inducéo da hipertensao neste grupo (Tabela 9, Figura 14).

TABELA 9. Expressdes da SERCA-2, trocador sddio-célcio (NCX), relagao
serca-2 pelo trocador sddio-célcio (SERCA-2/NCX), fosfolambam (PLB), relagao
serca-2 pelo fosfolambam (SERCA-2/PLB), fosfolambam fosforilado no sitio de
fosforilagdo da treonina-17 corrigido pelo fosfolambam total (PPLBthr17/PLB) e
fosfolambam fosforilado no sitio de fosforilagdo da serina-16 corrigido pelo
fosfolambam total (PPLBser16/PLB) dos ratos controles (C), 10 dias de clipe

(CLIPE-10) e 30 dias de clipe (CLIPE-30).

C CLIPE-10 CLIPE-30

SERCA —2(%) 100 £ 15,3 65,8 + 20,1 67,7 10,2
NCX (%) 100 £ 15,4 44,9 + 13,3t 28,5 + 6,81
SERCA-2/NCX 1,04 £0,14 1,64 £0,25 3,54 + 0,861
PLB (%) 100 £ 11,0 75,2 +14,6 107,5+6,9
SERCA-2/PLB 1,05 +£0,14 0,97+0,17 0,72 £0,08

PPLBthr17/PLB(%) 100 £17,2 154 + 23,5t= 86,9+8,9
PPLBser16/PLB(%) 100 + 19,1 200,6 £ 51,2t= 87,6 +15,6

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; £p < 0,05

vs. grupo clipe-10; = p < 0,05 vs. grupo clipe-30.



71

350,0 - ta
300,0 -
250,0 - +o
200,0 -
150,0 -

100,0
50,0 -
0,0

PPLBthr17/PLB PPLBser16/PLB

0 C @m CLIPE-10 m CLIPE-30

Figura 14 - Fosfolambam fosforilado no sitio de fosforilagdo da treonina-17
corrigido pelo fofolambam total (PPLBthr17/PLB) e fosfolambam fosforilado no
sitio de fosforilacdo da serina-16 corrigido pelo fofolambam total
(PPLBser16/PLB) dos grupos controle (C), clipe-10 e clipe-30. Note-se o
aumento do PPLBthr17/PLB e PPLBser16/PLB do grupo clipe-10 com relagéao

aos demais. Tp < 0,05 vs. grupo controle e =p < 0,05 vs. grupo clipe-30.
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4.2. EFEITOS DA PRESSAO ARTERIAL E DA VARIABILIDADE DA
PRESSAO ARTERIAL NO DESENVOLVIMENTO DA HIPERTROFIA

CARDIACA

4.2.1. Avaliacbes Hemodinamicas

A avaliacdo hemodindmica do estudo do efeito da PA e da variabilidade
da PA no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca mostrou que o grupo clipe-30
apresentou aumento da pressao arterial sistdlica com relagdo aos grupos
controle (C) e desnervado (DSA), enquanto que a pressao arterial diastolica
estava maior apenas com relagdo ao grupo DSA. J& o grupo associagao, no
qual os pressorreceptores foram retirados e a artéria renal foi estenosada por
apenas 10 dias, as pressbes arteriais sistélica e diastlica se mostraram
aumentadas com relagédo aos grupos controle (C) e DSA.

A pressao arterial média (PAM) no grupo DSA foi semelhante ao grupo
controle (C). J& os grupos clipe-30 e associagcao apresentaram PAM parecidas
e estatisticamente maiores que a dos grupos C e DSA. A variabilidade da PAM
(SD PAM) e o coeficiente da variabilidade da presséo arterial média (Cx SD),
apresentaram-se semelhantes nos grupos DSA e associagdo e maiores que

nos grupos C e clipe-30 (Tabela 10, Figuras 15 e 16).
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A frequiéncia cardiaca ndo apresentou diferenga estatistica entre os

quatro grupos comparados, assim como o intervalo de pulso (Tabela 10).

TABELA 10. Pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD),
pressao arterial média (PAM), variabilidade da pressao arterial média (SD
PAM), coeficiente da variabilidade da pressao arterial média (Cx SD),
frequéncia cardiaca (FC) e intervalo de pulso (IP) dos ratos controles (C),
desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com

hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE30  ASSOCIACAO
PAS (mmHg) 129 £ 1 122+ 4 159 + 91§ 154 + 51§
PAD (mmHg) 91 + 1 87 + 4 111 £ 7§ 113 + 41§
PAM (mmHg) 109 + 1 103 + 4 131 £ 81§ 134 + 41§
SDPAM (mmHg) 482+049 125+173t¢ 6,23+050  11,4+0,961%
Cx SD (%) 43+05 121+131E 52+06 8,8 +0,81£
FC (bpm) 342 + 12 379 + 14 349 + 12 374 +7
IP (ms) 177£63  158+6,12  175+590 160 + 5,13

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05

vs. grupo DSA; £ p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30.
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Figura 15 - Pressao Arterial Média (PAM) dos grupos controle (C), desnervados
(DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com hipertensao
(ASSOCIACAO). Note-se o maior nivel de PAM dos grupos clipe-30 e
associacao com relagdo aos demais. tp < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05 vs.

grupo DSA.
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Figura 16 - Variabilidade da Pressao Arterial Média (SD PAM) dos grupos
controle (C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados
com hipertensdo (ASSOCIACAO). Observe o SD PAM aumentado dos grupos
DSA e associagao. tp < 0,05 vs. grupo controle; £ p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30.
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Como se pode observar na Tabela 11, os grupos DSA e associacao tém
diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo, representados pelos indice de
bradicardia (IBR) e taquicardia (ITR) reflexas com relacdo aos grupos controle
(C) e clipe-30.

O grupo clipe-30 apresentou diminuicdo do IBR e do ITR com relagéo ao

grupo C.

TABELA 11. indices de bradicardia reflexa (IBR) e taquicardia reflexa (ITR) dos
ratos controles (C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e

desnervados com hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIACAO
IBR (bpm/mmHg) 2,19+£0,13 0,46 £ 0,061£ 1,15 +£0,101 0,36 £ 0,05t£
ITR (bpm/mmHg) 1,98 £ 0,09 0,49 £0,08t1£ 1,13 +0,17F 0,47 £0,061£

Valores expressos como média £ EPM. tp < 0,05 vs. grupo controle; £ p < 0,05

vs. grupo CLIPE-30.
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4.2.2. Variabilidade do intervalo de pulso e variabilidade da freqiiéncia

cardiaca no dominio do tempo

A variabilidade da freqliéncia cardiaca avaliada pelo desvio do intervalo de
pulso (SD IP) foi semelhante entre os 4 grupos avaliados.

Entretanto, a analise da modulagdo autondmica cardiaca no dominio da
freqiéncia mostrou aumento do componente de baixa frequéncia (LF)
normalizado do intervalo de pulso dos grupos hipertensos (CLIPE-30 e
ASSOCIACAO) com relagdo ao grupo controle. Redugédo do componente de
alta frequéncia (HF) normalizado do intervalo de pulso foi observado nos grupos
hipertensos (CLIPE-30 e ASSOCIACAO) com relagdo ao grupo controle . A
relacdo LF/HF mostrou aumento apenas no grupo associagdo com relagdao ao
grupo controle, evidenciando maior desbalan¢co autonémico destes animais

(Tabela 12).
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TABELA 12. Desvio do intervalo de pulso (SD IP), banda e baixa frequiéncia
(LF), banda alta frequiéncia (HF) e a relagao LF/HF do intervalo de pulso dos
ratos controles (C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e

desnervados com hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30  ASSOCIACAO

SD IP (ms) 7,73 £ 1,04 6,28 + 1,20 11,59 + 1,16 6,70 1,52

LF (%) 16,62 +2,21 20,96 £3,93 29,17 4,661 31,92 +4,53%
HF (%) 83,38 +£2,21 79,04+393 70,83+4,66f 68,08+4,53F
LF/HF 0,20 £ 0,03 0,28 + 0,06 0,44 +0,10 0,50 + 0,117

Valores expressos como média + EPM. 1p < 0,05 vs. grupo controle.

4.2.3. Variabilidade da pressao arterial sistolica e variabilidade da

pressao arterial no dominio da freqtiéncia

A Tabela 13 mostra que a variancia da PAS estava aumentada no grupo
associacao com relagdo aos grupos controle (C) e clipe-30. O componente de

baixa frequéncia (LF) da PAS do grupo associacao também estava maior na
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comparagdo com o0s outros 3 grupos avaliados, mostrando aumento da

modulagao simpatica vascular nestes animais.

TABELA 13. Variancia pressao arterial sistolica (VPAS) e componente de baixa
frequéncia (LF) da  pressdo arterial sistolica dos ratos controles (C),
desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com

hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIACAO

VPAS 30,4 +5,9 118,2+ 27,5 45,7 +7,8 138,6 £ 21,61£

LF (mmHg?® | 3,43+0,60 3,58+ 0,59 6,47 £1,32 13,16 £ 3,811§£

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05

vs. grupo DSA; £ p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30.

4.2.4. Avaliacbes morfométricas

O peso corporal médio dos animais do grupo controle no dia da avaliagdo

era de 339 + 32¢, contra 352 + 21g do grupo DSA, 326 + 229 do grupo clipe-30
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e 331 £ 36g do grupo associagao, sem diferenca estatistica significativa entre

eles.

A Tabela 14 apresenta os parametros morfométricos do VE. A espessura
da parede do VE na diastole corrigida pelo peso corporal (PARcorr) estava
maior nos grupos clipe-30 e associagdo com relagdo aos grupos controle (C) e
DSA, assim como a massa ventricular esquerda obtida pelo ecocardiograma
corrigida pelo peso (MVEcorr).

A espessura relativa da parede (ERP) também se mostrou aumentada nos
grupos clipe-30 e associacdo quando comparada aos grupos C e DSA. No
entanto, o grupo associagdo também mostrou aumento da ERP com relagédo ao
grupo clipe-30 e diminuigdo da cavidade do VE na diédstole corrigida pelo peso
corporal (VEDIAcorr) quando comparada aos grupos C e clipe-30, evidenciando
uma hipertrofia concéntrica destes animais com relacao aos outros grupos de
comparacao (Figuras 17 e 18).

Os valores de morfologia cardiaca do grupo controle foram semelhantes

aos valores ecocardiograficos basais propostos por Watson e cols. (2004).
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TABELA 14. Parametros ecocardiograficos de morfometria cardiaca dos ratos
controles (C), desenervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados

com hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIAGCAO

PARcorr (cm/Kg) 0,38+0,02  0,36+0,01 0,51 £0,03t§ 0,54 +0,021§
VEDIAcorr (cm/Kg) | 2,21+0,06  2,07+0,07 2,201+0,09 1,90 +0,02t£
ERP 0,36 +0,007 0,35+0,013 0,46 +0,03t§ 0,55 +0,021§¢

MVEcorr (g/Kg) 3,15+0,10  2,94+0,07 3,68+0,111§ 3,74 +0,091§

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05
vs. grupo DSA; £ p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30. PARcorr: parede posterior do
VE corrigida pelo peso corporal; VEDIAcorr: cavidade do VE na diastolo
corrigida pelo peso corporal; ERP: espessura relativa da parede; MVEcorr:

massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal.
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Figura 17 - Massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal (MVEcorr),
dimensao diastélica do VE corrigida pelo peso corporal (VEDIAcorr) e
espessura relativa da parede (ERP) dos grupos controle (C), desnervados
(DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com hipertensao
(ASSOCIACAO). Note-se a MVEcorr aumentada dos grupos clipe-30 e
associacao, VEDIAcorr diminuida do grupo associagao e ERP aumentada dos
grupos clipe-30 e associagao. tp < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05 vs. grupo
DSA; £ p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30.
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Figura 18 — Modo M do ventriculo esquerdo de um rato do grupo controle (A),
de um rato do grupo clipe-30 (B) e de um rato do grupo associagcao (C).
Observe a diminuicdo da cavidade ventricular esquerda e aumento da

espessura das paredes no rato do grupo associagao (C).
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Avaliando a importancia da pressao arterial média (PAM em mmHg) no
desenvolvimento da hipertrofia do VE, notamos uma correlagdo positiva entre
essas variaveis. Para tanto, usamos a espessura relativa da parede (ERP)
como indice de hipertrofia, por ser mais sensivel quanto a classificagdo da
hipertrofia (Qu e cols., 2000). Quanto maior o nivel pressérico, maior a

hipertrofia ventricular (r=0,81, p<0,01) (Figura 19).

C, CLIPE-30 e ASSOCIACAO
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Figura 19 - Correlagdo entre o nivel de pressdo arterial média (PAM) e a
espessura relativa da parede (ERP) entre os grupos controle (C), 30 dias de
clipe (CLIPE-30) e desnervado com hipertensdo (ASSOCIACAO) (r=0,81 e

p<0,01).
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Resultados semelhantes foram observados no estudo de correlagao

(r=0,78 e p<0,01) com os mesmos grupos entre a sensibilidade do barorreflexo,

representada pelo indice de taquicardia reflexa (ITR em bpm/mmHg) e a

espessura relativa da parede (ERP). Observa-se uma associacdo negativa e

significativa, sugerindo uma ligagdo entre essas variaveis. Os dados indicam

que quanto maior a diminuigcdo da sensibilidade do barorreflexo, ou seja, quanto

menor a sensibilidade do ITR, maior o grau de hipertrofia cardiaca (Figura 20).
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Figura 20 - Correlacao entre o indice de taquicardia reflexa (ITR) e espessura

relativa da parede (ERP) entre os grupos controle (C), 30 dias de clipe (CLIPE-

30) e desnervado com hipertenso (ASSOCIACAOQ) (r= 0,78 e p<0,01).
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Outra correlagao interessante que observamos foi entre o coeficiente da
pressao arterial média (Cx SD) e um indice de hipertrofia ventricular, a
espessura relativa da parede (ERP) (r=0,76 e p<0,01), entre os grupos controle
(C), clipe-30 e associacao. Esta correlagdo mostra que quanto maior o Cx SD,
maior a hipertrofia desenvolvida pelo VE sob estimulo hipertensivo, sugerindo
que nao apenas o nivel pressorico, mas principalmente o grau de variabilidade

da presséo arterial, estimulam a hipertrofia (Figura 21).

C, CLIPE-30 e ASSOCIACAO
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Figura 21 - Correlagdo entre o coeficiente da variabilidade da pressao arterial
média (Cx SD) e a espessura relativa da parede (ERP) entre os grupos controle
(C), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervado com hipertenséao
(ASSOCIACAOQ) (r= 0,76 e p<0,01).
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4.2.5. Avaliacoes da funcao sistolica

A funcao sistdlica, avaliada pelas fracées de ejecdo e encurtamento, além
da velocidade de encurtamento circunferencial, ndo mostrou alteragao entre os
grupos comparados (Tabela 15, Figura 22).

O débito cardiaco corrigido pelo peso corporal do animal, representado
pelo indice cardiaco (IC), também ndo mostrou diferenca estatistica entre os
grupos (Tabela 15).

Ja o indice de desempenho miocérdico, foi maior nos grupos clipe-30 e
associacao, quando comparado ao grupo controle, mostrando maior esforgo
cardiaco destes grupos com relagdo aos controles.

Os valores de fungéo cardiaca do grupo controle foram semelhantes aos

valores ecocardiogréaficos basais propostos por Watson e cols. (2004).
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TABELA 15. Pardmetros ecocardiograficos de funcdo sistdlica dos ratos
controles (C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados

com hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIACAO
FE (%) 729+13 735%26 78,6 +2,4 77,7+1,0
AD (%) 374+11 381+2/1 43,0 +2,6 42,2 +1,1
VEC (circ/s) | 0,47 £0,02 0,47 £0,04 0,55 + 0,04 0,54 + 0,02
IC (miKgimin) | 114,5+8,4 109,4+3,1  106,7 £6,2 109,3+5,8
IDM 0,34+0,04 0,41+0,04 055+0,05t 0,52 + 0,03t

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05
vs. grupo DSA. FE: fracdo de ejecdo; AD%: fracdo de encurtamento; VEC:
velocidade de encurtamento circunferencial; IC: indice cardiaco (débito cardiaco

corrigido pelo peso corporal); e IDM: indice de desempenho miocéardico.
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Figura 22 - indice de desempenho miocardico (IDM) dos grupos controle (C),
desnervado (DSA), 30 dias de clipe (clipe-30) e desnervado com hipertensao
(ASSOCIACAO). Observe o aumento do IDM nos grupos clipe-30 e associagao.
tp < 0,05 vs. grupo controle.
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Levando-se em conta o indice de desempenho miocéardico (IDM) e a
espessura relativa da parede dos animais com 10 dias de clipe na artéria renal,
com 0s pressorreceptores preservados (clipe-10) e sem 0s pressorreceptores
(ASSOCIACAOQ), observamos uma correlagdo positiva, com r=0,8 e p<0,01
nestas duas variaveis, Quanto maior o IDM, maior o grau de hipertrofia

ventricular esquerda (Figura 23).

CLIPE-10 e ASSOCIACAO

y =0,9253x + 0,0093

R® = 0,6325

0,8 - R

0,6
o
c 04
(1]

02

0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Figura 23 - Correlacdo entre o indice de desempenho miocardico (IDM) e
espessura relativa da parede (ERP) em ratos dos grupos clipe-10 e associacao

(r=0,8 e p<0,01).
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4.2.6. Avaliacoes da funcao diastdlica

Os grupos clipe-30 e associacdo mostraram déficit diastdlico pela
diminuicdo dos indices de relagdo E/A, tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido pela frequiéncia cardiaca (TRIVcorr) e relacdo E’/A’ da parede septal
(E'/A’s) e relagado E’/A’ da parede lateral do VE (E’/A’p) com relagdo ao grupo
controle. A relagdo E’/A’p no grupo ASSOCIACAO também estava diminuida
quando comparada ao grupo DSA (Tabela 16, Figuras 24, 25 e 26).

O tempo de desaceleragdo do pico E corrigida pela freqiéncia cardiaca
ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos, conforme se observa na
Tabela 16.

A razdo E/E’ do grupo associagdo foi maior do que nos outros 3 grupos

estudados.
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TABELA 16. Parametros ecocardiograficos da funcdo diastélica dos ratos

controles (C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados

com hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIAGCAO
E/A 1,87 +£0,19 1,583 +0,16 1,30 £0,09t 1,15 +0,061
TRIV corr (ms) 1,50 £ 0,06 1,86 £ 0,12 1,97 £0,10f 1,97 £0,101
TDEcorr (ms) 1,84 £0,19 1,80 £ 0,27 1,97+0,10 1,60+0,11
E'/A’s 1,33+0,08 1,04 £0,10 0,88 £0,09t 0,82 +0,07¢
E/A’p 1,43 +0,08 1,34 £ 0,13 0,98 +0,12t 0,95+0,071§
E/FE’s 12,37+ 0,89 12,82 +,08 12,75+0,70 17,76 +1,901§£

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05

vs. grupo DSA; £p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30. E/A: relagdo dos picos E e A;

TRIVcorr: tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia

cardiaca; TDEcorr: tempo de desaceleragcao do pico E corrigido pela frequiéncia

cardiaca; E’/A’s: relagdo dos picos E’ e A’ da parede septal; E'/A’p: relacéo dos

picos E’ e A’ da parede lateral do VE; E / E’s: relagdo do pico E pelo pico E’ da

parede septal.
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Figura 24 - Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela FC (TRIVcorr)
e relagdo E/A no estudo Doppler dos grupos controle (C), desnervado (DSA), 30
dias de clipe (CLIPE-30) e desnervado com hipertensdo (ASSOCIACAO). Note-
se o TRIVcorr aumentado e E/A diminuida dos grupos clipe-30 e associagao

com relagéo ao grupo controle. 1p < 0,05 vs. grupo controle.
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Figura 25 - Relagbes E’/A’ do estudo Doppler tecidual obtidos nas paredes
septal (E’/A’s) e lateral (E’/A’p) do VE dos grupos controle (C), desnervado
(DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervado com hipertensao
(ASSOCIACAO). Observe a diminuicdo destes dois indices dos grupos clipe-30
e associacao. tp < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05 vs. grupo DSA.
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Controle Associacao

Figura 26. Relacéo E’/A’ obtida pelo Doppler tecidual no nivel da valva mitral na
parede lateral do VE do grupo controle (a esquerda) e do grupo associagao (a

direita). Note-se a inversao desta relagdo no grupo associagao (E'< A’).

4.2.7. Avaliacoes post-mortem dos tecidos

A Tabela 17 apresenta a andlise de peso post-mortem do coragao,
pulmdes e rins. O peso do VE corrigido pelo peso corporal (VE/PESO) mostrou
um aumento significativo nos grupos hipertensos (clipe-30 e associagdo) com
relagdo aos grupos normotensos (controle e DSA). J& o peso do ventriculo
direito corrigido pelo peso corporal (VD/PESQO), se mostrou aumentado nos

grupos desnervados (DSA e associa¢ao) quando comparado ao grupo clipe-30.
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O peso dos pulmées corrigido pelo peso corporal (PULMOES/PESO) do
grupo associagao foi maior que nos grupos controle e DSA.

Ja o peso do rim direito, ndo clipado, corrigido pelo peso corporal (RIM
D/PESO) dos grupos clipe-30 e associacdo apresentou-se maior que nos
grupos controle e DSA. O rim esquerdo corrigido pelo peso corporal (RIM

E/PESO) foi semelhante entre os 4 grupos estudados.
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TABELA 17. Peso dos tecidos corrigidos pelo peso corporal dos ratos controles
(C), desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com

hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30  ASSOCIACAO
VE/PESO (g/Kg) 2,18+0,07 2,23+0,04 2,97t ,261§ 2,70 0,041§
VD/PESO (g/Kg) 0,79+0,02 0,93+0,05 0,74+0,04 1,01 +0,08¢

PULMOES/PESO (g/Kg) | 5,47 £0,22 548+0,20 570+0,18 6,43 +0,27t§
RIM D/PESO (g/Kg) 3,42+0,07 3,42+0,09 4,41+ 201§ 4,51+0,181§

RIM E/PESO (g/Kg) 342+0,05 328+0,09 3,56+0,14 3,07 £ 0,26

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05
vs. grupo DSA; £p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30. VE/PESOQO: peso do ventriculo
esquerdo corrigido pelo peso corporal; VD/PESO: peso do ventriculo direito
corrigido pelo peso corporal; PULMOES/PESO: peso dos pulmées corrigido
pelo peso corporal; RIM D/PESO: peso do rim direito corrigido pelo peso

corporal; RIM E/PESO: peso do rim esquerdo corrigido pelo peso corporal.
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Os resultados que obtivemos da massa do ventriculo esquerdo pelo
ecocardiograma e do peso do VE (ambos corrigidos pelo peso corporal),
mostraram uma correlagao significativa (r=0,85 e p<0,0001), indicando que héa
uma associagcdo entre as medidas diretas e indiretas desta avaliacdo

morfométrica entre todos os grupos do protocolo experimental (Figura 27).

C, DSA, CLIPE-10, CLIPE-30 e ASSOCIACAO
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Figura 27 - Correlagcdo entre o peso do VE corrigido pelo peso corporal
(VE/PESO) e massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal
(MVEcorr) dos 5 grupos estudados: controle (C), desnervacdo sino-aodrtica
(DSA), 10 dias de clipe (CLIPE-10), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervado
com hipertensdo (ASSOCIACAO) (r=0,85, p<0,0001).
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Avaliando as diferengas dos pesos entre o rim direito (intacto) corrigido
pelo peso corporal e o rim esquerdo (cuja artéria renal foi clipada) também
corrigido pelo peso corporal, pudemos observar uma correlacdo positiva
(r=0,74 e p<0,001) com o nivel de pressao arterial média (PAM em mmHg).
Assim, quanto maior esta diferenga, maior o nivel pressérico desenvolvido

(Figura 28).

C, CLIPE-10, CLIPE-30 e ASSOCIACAO
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Figura 28. Correlacéo entre pressao arterial média (PAM) e diferenca de peso
entre o rim direito corrigido pelo peso corporal e rim esquerdo corrigido pelo
peso corporal (g/Kg) entre os animas do grupo controle, clipe-10, clipe-30 e

associagao (r=0,74 e p<0,001).
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4.2.8. Avaliacées moleculares das proteinas da homeostase do Ca**

intracelular

As avaliacbes da expressdo das proteinas da homeostase do calcio
intracelular no estudo do efeito da presséo arterial e da variabilidade da pressao
arterial nas respostas cardiovasculares, evidenciaram diminuicdo da SERCA-2
no grupo associa¢cao com relagdo ao grupo controle (C).

O trocador sédio-calcio (NCX) estava reduzido no grupo DSA com relagéo
aos grupos controle (C) e associagdo. Além disto, observou-se redugcao do NCX
nos grupos clipe-30 e associacdo com relacao ao C. A relagdo SERCA-2/NCX,
no entanto, se mostrou aumentada nos grupos DSA e clipe-30 quando
comparada ao C e ao grupo associagao (Figura 29). Note-se que a DSA e 30
dias de clipe isoladamente aumentaram a relagdo SERCA-2/NCX, enquanto a
associacdo dos dois modelos, causou a reducao da mesma. O fosfolambam
total (PLB) e o fosfolambam fosforilado no sitio de fosforilagcdo da serina-16
corrigido pelo fosfolambam total (PPLBser-16/PLB) foram semelhantes entre os
4 grupos estudados.

O grupo associagao também mostrou reducéo da relagdo SERCA-2/PLB e
do fosfolambam fosforilado no sitio de fosforilagéo da treonina-17 corrigido pelo

fosfolambam total (PPLBthr17/PLB) com relagdo ao grupo controle (Tabela 18).
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TABELA 18. Expressdées da SERCA-2, trocador sédio-calcio (NCX), relacao
SERCA-2 pelo trocador sodio-calcio (SERCA-2/NCX), fosfolambam (PLB),
relacdo SERCA-2 pelo fosfolambam (SERCA-2/PLB), fosfolambam fosforilado
no sitio de fosforilagdo da treonina-17 corrigido pelo fosfolambam total
(PPLBthr17/PLB) e fosfolambam fosforilado no sitio de fosforilagdo da serina-16
corrigido pelo fosfolambam total (PPLBser16/PLB) dos ratos controles (C),
desnervados (DSA), 30 dias de clipe (CLIPE-30) e desnervados com

hipertensdo (ASSOCIACAO).

C DSA CLIPE-30 ASSOCIAGCAO

SERCA-2 (%) 100 + 15,3 66,7 £ 13,9 67,7 10,2 47,9 + 5,9t
NCX (%) 100 + 15,4 18,5 £ 5,9t 28,5 + 6,8t 61,4 +9,51§
SERCA-2/NCX 1,04 +0,14  4,23+0,87¢ 3,54 + 0,861 0,77 +0,1§£
PLB (%) 100 + 11,0 82,1 £4,7 107,5 £ 6,9 83,7+11,9
SERCA-2/PLB 1,05 +0,14 0,93+0,14 0,72 +£0,08 0,54 £ 0,057
PPLBthr17/PLB(%) | 100 17,2 71,0+£10,0 86,9 +£8,9 49,9 £ 4,91

PPLBser16/PLB(%)| 100 + 19,1 113,5 + 28,1 87,6 15,6 50,9+16,3

Valores expressos como média £ EPM. {p < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05

vs. grupo DSA; £p < 0,05 vs. grupo CLIPE-30.
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Figura 29. Relacdo SERCA-2/trocador Na*/Ca** (SERCA-2/NCX) nos grupos
controle (C), desnervado (DSA), 30 dias de clipe (clipe-30) e associagédo. Note-
se o0 aumento desta proteina nos grupos DSA e clipe-30 com relagdo ao
controle e diminuicdo da mesma no grupo associacdo com relagdo ao DSA e
clipe-30. tp < 0,05 vs. grupo controle; §p < 0,05 vs. grupo DSA; £p < 0,05 vs.
grupo CLIPE-30.
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O trocador Na*/Ca?* (NCX em %), a principal proteina de extrusdo do Ca?*
do citosol para o liquido extra-celular, apresentou correlagdo negativa (r=0,78 e
p<0,001), incluindo-se todos os grupos deste estudo nesta andlise, com um
indice de funcado diastolica do VE, o tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido pela freqiéncia cardiaca (TRIVcorr). Quanto menor a expressao no
NCX, maior o TRIVcorr (em ms), evidenciando o efeito deletério do calcio no

citoplasma durante a diastole (Figura 30).
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Figura 30 - Correlacao entre a expressao do trocador sédio/calcio (NCX) e
tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqtiéncia cardiaca dos
grupos controle (C), desnervado (DSA), clipe-10, clipe-30 e associagéo. (r=0,78
e p <0,001).
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O indice de bradicardia reflexa, que é um indice de sensibilidade do
barorreflexo apresentou uma correlagdo positiva com a SERCA-2, principal
proteina que recapta o Ca®" para o reticulo sarcoplasmatico, com r=0,73 e
p<0,001. Nesta correlacdo, quanto menor o IBR, menor a expressao da
SERCA-2, mostrando que quanto maior a diminuicdo da sensibilidade do

barorreflexo, pior a homeostasia do Ca®* no cardiomiécito (Figura 31).
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Figura 31 — Correlacao entre indice de bradicardia reflexa (IBR em bpm/mmHg)
e SERCA-2 (em % do controle) dos grupos controle (C), clipe-10, clipe-30 e

desnervado com hipertenséo (ASSOCIACAO) (r=0,73 e p<0,001).
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Avaliando o coeficiente de variabilidade da pressao arterial média (CxSD)
e a expressao da SERCA-2, encontramos uma correlagdo negativa, com r=0,75
e p<0,001 entre essas duas variaveis. Quanto maior o CxSD, menor a
expressao da SERCA-2, evidenciando o prejuizo estabelecido pelo aumento da

variabilidade da pressdo na homeostasia do Ca®* (Figura 32).
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Figura 32 — Correlacao entre o coeficiente da variabilidade da presséo arterial
média (CxSD) e a expressdao da SERCA-2 nos grupos controle (C), desnervado

(DSA), clipe-10, clipe-30 e associagao (r=0,75 e p<0,001).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliando os dados hemodinamicos e morfo-funcionais

cardiacos, encontramos os seguintes resultados mais importantes:

1) A DSA crbnica (30 dias), ndo modifica a PA nem a FC; reduz a
sensibilidade do barorreflexo e néo altera a morfologia cardiaca; tampouco
modifica as fungdes sistdlica e diastdlica. No entanto, ha redugéo na expressao
do trocador sodio-calcio, com evidente aumento na razdo SERCA-2/NCX.

Também nao ha evidéncias de alteracdo na modulagao simpato-vagal.

2) Quanto a estenose parcial da artéria renal, 10 dias ndo sao suficientes
para o desenvolvimento da hipertensdo arterial, mas neste periodo os
mecanismos compensatérios j4 sdo ativados, como o aumento na fosforilagao
do fosfolambam nos sitios da serina-16 e da treonina-17. H4 modificagdo na
morfologia cardiaca e na sensibilidade do barorreflexo. Também se evidencia
um aumento no peso do rim direito, como ajuste compensatério da estenose da
artéria renal contralateral. Em 30 dias, porém, com a instalagdo da hipertensao,

houve mudanga do tipo de hipertrofia ventricular e diminuicdo da sensibilidade
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dos pressorreceptores. Neste periodo também foi notado um aumento da

modulagao simpatica para o coragéo, e um evidente déficit diastolico.

3) A associacdo da DSA (30dias) e da hipertensdo (10 dias) provoca
aumento da PA sem modificagdo da FC, com reducdo da sensibilidade do
barorreflexo e aumento da variabilidade da PA. Essas alteragbes foram
acompanhadas de aumento da espessura do septo e da parede posterior do
ventriculo na diastole e da espessura relativa da parede, redugdo do didmetro
da cavidade (VEDIA) e aumento da massa do VE. O desbalan¢o autonémico &
notdrio, com predominio da modulacéo simpatica sobre a parassimpética, tanto
no coragdo, como nos vasos. Ha diminuicdo na expressdo das proteinas

regulatorias do célcio e um comprometimento da fungéo diastdlica.

5.1. A DESNERVACAO SINO-AORTICA (DSA)

Como ja bem estudado por nosso grupo e outros pesquisadores, a DSA no
rato tem sido utilizada desde sua descricdo (Krieger, 1964) como um modelo
biolégico para avaliar o papel do barorreflexo em diferentes situagdes
fisioldgicas e patoldgicas (Osborn e England, 1990; Alexander e cols., 1990;

Shade e cols., 1990)
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Descrita originalmente como um modelo de hipertensdo neurogénica
(Krieger, 1964), é atualmente utilizada como um modelo de variabilidade da PA.
Isto se deu gragas ao aperfeicoamento tecnoldgico dos sistemas de registro,
sendo possivel apdés longos periodos de observacdo, detectar que a
hipertensdo observada agudamente (24h) retorna a niveis de normalidade na
fase crénica (Norman e cols., 1980; Norman e cols., 1981; Franchini e Krieger,
1992; Irigoyen, 1995), mas acompanhada de aumento da variabilidade da PA,
que se mantém (Irigoyen, 1995). A hipertensdo € seguida de taquicardia
(Vasquez e Krieger, 1982) e aumento da atividade simpatica, que retornam a
valores observados em animais intactos, na fase crénica da DSA.

Acompanhando este aumento da PA na fase aguda, foi descrita uma
reducdo do débito cardiaco (Krieger, 1967) que também retorna ao normal
depois de alguns dias. De fato, os valores do débito cardiaco corrigidos pelo
peso corporal do animal, descritos como indice cardiaco, apresentaram-se
semelhantes aos do grupo controle, confirmando a observagdo anteriormente
citada. No presente trabalho, aos 30 dias de DSA, os animais ndo mostraram
alteracdo nas fungdes sistdlica e diastélica do VE, quando comparados aos
animais controle. Estas medidas, inclusive (do grupo C), encontram-se
semelhantes as medidas descritas por Watson e cols. (2004), num estudo onde

sdo propostos valores ecocardiograficos basais para ratos. Entretanto, embora
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a avaliagdo funcional cardiaca tenha se mostrado normal, pudemos observar
alteracdo na expressido das proteinas regulatérias do Ca®*, como a reducédo do
trocador Na*/ Ca®* (NCX).

Como se sabe, o Ca®* é o principal fon envolvido no processo da
contracao celular e varias proteinas estao relacionadas neste fenémeno. Apés a
despolarizagdo da membrana celular, ha abertura dos canais de Ca®
dihidropiridina, com consequlente entrada do ion para a célula, que dispara o
gatilho para liberacdo de Ca? do reticulo sarcoplasmatico (RS) pela
sensibilizagdo dos receptores rianodina, presentes na membrana do RS. Desta
feita, o Ca®" se liga “a troponina C nos filamentos de actina, promovendo o
deslizamento dos mesmos sobre os filamentos de miosina, provocando a
contracdo propriamente dita. Em seguida, o Ca®* se desliga da troponina e deve
ser retirado rapidamente do citosol para que ocorra o relaxamento. Este
processo é mediado pela proteina Ca**ATPase localizada na membrana do RS,
a SERCA-2, que recapta o Ca* para o RS e pelo NCX, responsavel pela
extrusdo do ion para o liquido extracelular (Mattiazzi e cols., 2005).

Sendo o NCX um componente importante da extrusdo do Ca?* citosélico
apos a sistole para o liquido extra-celular, poderiamos esperar neste grupo um
déficit na fungéo diastolica, fato que ndo ocorreu. Isto pode ser explicada pelo

aumento relativo da SERCA-2, quando avaliamos a relagdo SERCA-2/NCX



110

(4,23 £ 0,87 no grupo DSA x 1,04 £ 0,14 no grupo C). O aumento desta relacao
pode significar um mecanismo de protecao celular, através da maior recaptacao
do Ca* para o RS, na tentativa da preservacdo deste fon para o proximo
batimento cardiaco, ao invés da sua extruséo para o liquido extra-celular.
Ademais, outras proteinas estdo envolvidas no processo da recaptacao do
Ca**, como o fosfolambam (PLB). Esta proteina coexiste na membrana do RS
com a SERCA-2 e, em seu estado defosforilado, atua inibindo a acdo da
SERCA-2. No entanto, o PLB pode ser fosforilado em dois sitios: na serina-16
pela proteina quinase dependente do AMPc (PKA) e na treonina-17 pela
proteina quinase dependente de calcio-calmodulina (CAMKII). Quando
fosforilado, ele aumenta a atividade de recaptacdo do Ca** para o RS pela
SERCA-2. Uma vez recaptado para o RS, o Ca®', acontece o processo de
relaxamento cardiaco, e o ion é armazenado para a proxima contragdo. Embora
ndo tenhamos observado diferenca estatistica, o PLB fosforilado pela serina-16
apresentou valores absolutos maiores no grupo DSA, mesmo com relagédo ao
controle. De fato, a fungao sistélica dos ratos DSA se mostrou semelhante a do
grupo C. Considerando a presenca destas alteracoes iniciais, acreditamos que
numa analise posterior, com um tempo maior de desnervagao, estes animais

devam apresentar diminuigdo da fungéo cardiaca.
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Mesmo nao observando alteragbes significativas aos 30 dias de DSA, o
aumento agudo da PA pela interrupcdo das aferéncias carotideas e aodrticas,
liberando o simpatico de sua inibicdo ténica, poderia levar a alteragbes de
estrutura cardiaca. Embora pudéssemos esperar este tipo de alteragdes,
mesmo que transitérias (acompanhando o aumento da PA, por exemplo) pelo
ecocardiograma nao observamos alteragbes significativas do didmetro de
cavidade, da espessura do septo ou da parede posterior do VE, avaliados
durante a didstole. Os pesos do VE corrigidos pelo peso corpéreo,
coerentemente as observagbes ecocardiograficas, confirmaram a auséncia de
hipertrofia ventricular esquerda nestes animais. De fato, na DSA crénica, a
medida direta da atividade simpatica renal ndo mostrou mais diferengcas quando
comparada a atividade de animais intactos, embora ndo se conheca a variacao
dessa atividade em outros territérios (Irigoyen e cols., 1995). Vale lembrar que,
embora a modulagdo simpética nestes animas, avaliada pelo componente LF
do tacograma tenha apresentado uma tendéncia ao aumento, os valores néo
foram estatisticamente diferente dos animais controle.

Considerando ainda a variabilidade da PA, alta na DSA, sabe-se que esta
ligada a lesdes de diferentes 6rgdos quando presente na hipertensdo e a
predicdo de mortalidade apds evento cardiovascular (La Rovere, 1998). Mesmo

assim, ndo se observa in vivo, aos 30 dias de DSA alteragdes significativas das
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camaras cardiacas. Esses resultados diferem dos obtidos por Miao e cols.
(2003) que demonstraram hipertrofia moderada de VE e hipertrofia aértica em
ratos com DSA em tempos mais longos de observacdo. Nesse sentido,
avaliacées ainda nao publicadas de nosso laboratério mostraram que ao se
preservar a aferéncia simpatica no procedimento da DSA, encontra-se
hipertrofia de VE (apud). Esta informagado talvez possa ajudar a explicar a
controvérsia da literatura sobre alteracées cardiacas pds desnervagao sino-
aortica.

A hipertrofia de VD também tem sido relatada (Van Vliet, 1999) embora
nem sempre encontrada (Miao e cols., 2003). Esses autores inclusive relatam
que o aumento do VD encontrado por Van Vliet pode ser devido ao tipo de
medida, pois 0 aumento do peso do VD esta correlacionado a redugao do peso
corporal. Miao e cols., em 2003 fazem referéncia a dados nao publicados de
seu laboratério no qual encontraram aumento de 22% no VD e redugéo de 6%
no peso corporal dos ratos WKY apés a DSA. Leve-se em conta, entretanto,
que foi descrita hipertrofia cardiaca em ratos WKY normotensos (Aiello e cols.,
2003) o qué realmente dificulta a conclusdo. Dessa forma, a hipertrofia de VD
permanece por ser melhor estudada na DSA, inclusive porque ha indicacdes de
que dependa mais da desnervacdo dos quimiorreceptores com repercussdes

sobre a circulagdo pulmonar (Van Vliet, 1999).
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E possivel que nao tenha havido alteragdes estruturais na DSA em fungéo
do tempo de avaliacao deste estudo. Miao e cols. (2003), avaliando o papel da
angiotensina Il e do receptor AT1 nas hipertrofias cardiaca e aértica pds - DSA,
observaram aumento do peso do coracdo com relacdo ao peso corporeo,
apenas a partir da 102 semana, enquanto Van Vliet, em 1996, observou
hipertrofia de VE apds a 62 semana. Nossas observagdes, no entanto, foram

realizadas 30 dias apés a desaferentagao.

5.2. A HIPERTENSAO RENOVASCULAR - Efeito do tempo do clipe no

desenvolvimento da hipertensao e hipertrofia cardiaca

Apéds a constatacdo de que a implantacdo de um clipe de prata numa das
artérias renais levava ao aumento da pressdo arterial, com consequiente
hipertrofia ventricular esquerda por Goldblatt em 1934, estes modelos vém
sendo amplamente utilizados para o estudo da génese da hipertenséo e suas
consequéncias. Diferentes estudos tém relatado que entre 6 e 8 semanas apds
a inducéo de hipertensdo 2K1C, ocorre aumento do volume dos cardiomidcitos,
de fibrose intersticial e do espessamento da parede dos vasos miocardicos

(Hocher e cols., 1999; Smith e cols., 1988; Mall e cols., 1989; Fischer e cols.,
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1992), condizente com um remodelamento cardiaco progressivo. A clipagem da
artéria renal como modelo de hipertensdo tem sido usada com a mutengao
(2K1C) ou ndao (1K1C) do rim contralateral. Entretanto, como citado
anteriormente, os dois modelos diferem quanto aos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no processo de hipertensdo. No modelo 1rim-1clipe,
a auséncia do rim contralateral & implantagdo do clipe, impede o aumento da
diurese para contrabalangar o aumento da volemia ocasionado pela ativacao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Neste modelo, portanto, o
desenvolvimento da hipertensdo est4d associado ao aumento do volume
plasmatico. Holman e Page, em 1938, mostraram que neste modelo, 4 a 15
dias apds a cirurgia, nao havia aumento do débio cardiaco em caes, no inicio
da instalagdo da hipertensdo. Varios estudos posteriores, no entanto,
detectaram que o débito cardiaco estava, sim, aumentado nos estagios iniciais
do processo hipertensivo (Ledingham e Cohen, 1963; Bianchi e cols., 1970;
Ferrario, 1974; Coleman e Guyton, 1969). Estas observagbes levaram a
acreditar que os mecanismos de auto-regulagdo pudessem contribuir para o
aumento da resiténcia periférica (Ferrario, 1974; Coleman e Guyton, 1969;
Guyton e cols., 1974).

No modelo 2rins-1clipe, parece haver uma concordancia entre os estudos

de que a hipertensdo é mantida pelo aumento da resisténcia vascular periférica



115

(Bianchi e cols., 1972; Averill e cols., 1976; Hallback-Nordlander, 1979; Russel
e cols., 1983). Dentre estes estudos, o de Bianchi e cols. em 1972, mostrou um
pequeno aumento no débito cardiaco nas primeiras 24 horas apds a
implantacao do clipe, que retornou ao normal pouco depois de uma semana. A
pressdo arterial e a resisténcia vascular periférica, entretanto, mantiveram-se
aumentadas.

No presente trabalho, observamos que a pressdo arterial (sistdlica,
diastélica e média) aumentou apenas no grupo com 30 dias de clipe, mostrando
que o tempo de clipe é fundamental no desenvolvimento da hipertenséo,
especialmente em seus estagios iniciais. No entanto, apesar do grupo clipe-10
ndo ter apresentado aumento de pressdo, algumas observagdes indicam um
processo hipertensivo inicial, como a diminuicdo da sensibilidade do
barorreflexo mostrado pela diminuigdo do indice de bradicardia reflexa. De fato,
alterac6es de sensibilidade do barorreflexo tém sido descritas apds isquemia
renal induzida por clipe e, portanto, ligadas a ativacdo do sistema renina-
angiotensina (Ribeiro e cols., 2005; Ylitalo e cols., 2000). Irigoyen e Krieger, em
1998 demonstraram que a hipertensdo per se , estd consistentemente
associada a diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo.

Por outro lado, a redugcdo da sensibilidade do barorreflexo esta

correlacionada a reducao de variabilidade da FC e conseqiientemente a lesao
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de érgados-alvo tanto na hipertensdo (Grassi, 2002) como ap6s evento
isquémico (La Rovere, 1998). No presente estudo, observamos queda da
sensibilidade do barorreflexo nos animais clipe-30. Entretanto, diferentemente
do observado em animais desnervados, o aumento de variabilidade néao
necessariamente se correlaciona de forma direta com a diminuicdo da
sensibilidade do barorreflexo, ou depende do grau de comprometimento da
sensibilidade do barorreflexo.

As alteragcdes na morfologia cardiaca que observamos com 10 dias de
clipe demonstram a ativagdo de processos adaptativos, antes mesmo do
aumento dos niveis pressoricos.

E o qué ocorre também, quando analisamos a diferenca de peso dos rins
direito e esquerdo corrigidos pelo peso corporal, encontrando valores
aumentados nos grupos clipe-10 e clipe-30 com relagdo ao controle,
comprovando a ativagdo de mecanismos adaptativos nos animais que tiveram a
artéria renal clipada, mesmo antes que a hipertensdo se desenvolvesse.
Corroborando esta informagcéo, um estudo recente in vivo de Stormark e cols.
(2007), utilizando o método de ultra-sonografia tridimensional para comparar a
modulagcdo do volume renal ao longo do tempo em animais 2rins-1clipe,

mostrou que, com 2 semanas, o volume do rim néo clipado se mostrou maior do



117

que o volume do rim clipado, embora a hipertensao sé tenha se estabelecido a
partir da quarta semana.

Sobre isso, vale enfatizar que encontramos uma correlacdo positiva
significativa entre a diferenca de peso dos rins direito e esquerdo corrigida pelo
peso corporal e pressdo arterial média, mostrando que quanto maior a diferenca
de peso entre o rim clipado e 0 néo clipado, maior o nivel de pressao arterial
(dados obtidos dos grupos controle, clipe-10, clipe-30 e ASSOCIACAO) com r=
0,74 e p<0,001 (Figura 28).

Os dados obtidos pela técnica de Western blot para a quantificacdo das
proteinas da regulacdo do Ca®" no grupo clipe-10 também ajudam a evidenciar
0S mecanismos compensatorios ja ativados nestes animais. Como citado
anteriormente, o NCX responde por aproximadamente 8% da retirada do Ca**
do citosol em ratos, enquanto que a SERCA-2 é responsavel por 92% (Bers,
2002).

Deste modo, a SERCA-2 estad envolvida ndo apenas no processo do
relaxamento cardiaco mas também da contragdo, uma vez que o aumento na
recaptacdo do Ca** para o RS, além de facilitar a diastole, também disponibiliza
maiores concentragdes do ion para o préximo ciclo.

Outra proteina envolvida na homeostase do Ca®* é o fosfolambam (PLB),

que fica localizado bem préximo a SERCA-2 na membrana do RS e sua funcao
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é a de inibir a afinidade desta ao Ca®*. Uma vez inibida, esta proteina diminui a
recaptacdo do Ca®* para o RS, o qué altera tanto a diastole quanto a sistole
cardiacas. De fato, estudos mostram que a reducédo dos niveis do PLB esta
associada a um aumento linear na afinidade SERCA-2/Ca* e,
consequentemente a um aumento na contratilidade miocardica (MacLennan e
Kranias, 2003).

Embora sem diferenca estatistica, observamos uma tendéncia a
diminuicdo na expressdao da SERCA-2 no grupo clipe-10 e uma reducéao efetiva
do NCX. Somadas, estas diminuices poderiam levar a um actmulo de Ca?*
citosdlico que induziria a uma disfungdo cardiaca. No entanto, observamos
neste grupo, um aumento da fosforilagdo do PLB, tanto no sitio da serina-16
quanto no da treonina-17, mostrando um processo compensatério para a
manutencgao da funcao cardiaca. Convém lembrar que a fosforilagdo do PLB em
qualquer um dos dois sitios, ativa a acdo da SERCA-2, aumentando portanto, a
recaptacédo do Ca®* para o RS e, a0 mesmo tempo, mantendo-o0 em estoques
adequados para a préxima sistole. De fato, ao ecocardiograma, tanto a fungéo
sistolica quanto a distélica nestes animais, se mostraram preservadas quando

comparadas aos animais controle.
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Apesar de outros trabalhos mostrarem que 10 dias de clipe numa das
artérias renais ja sejam suficientes para provocar aumentos pressoricos,
sabemos que varios fatores interferem neste processo. Nesse sentido, ha que
se ressaltar o calibre da artéria renal, a abertura do clipe a ser instalado e
também a flexibilidade da prata. Materiais mais ou menos flexiveis podem
promover maior ou menor estenose da artéria renal com alteragbes
proporcionais na liberagdo das substancias vasoativas. Estudos ndo publicados
de nosso laboratério mostram, inclusive, que os resultados da cirurgia deste
modelo feita em ratos pareados pelo peso e com 0 mesmo material para a
confeccdo do clipe, apresentam grandes variagcées inter-observadores.
Corroborando essas observagdes, esta o fato de que, com 30 dias de clipe, 0
nivel pressoérico que encontramos, foi diferente do que outros autores ja
publicaram. Zanchi e cols. em 1997, encontraram valores de presséo arterial
média de 143 mmHg em ratos 2rins-1clipe (5 semanas de clipe), enquanto Kost
e cols. (1994) observaram valores médios de 122 mmHg com 4 semanas e
meia, demonstrando a variabilidade inerente ao préprio modelo experimental.
Entretanto, embora sendo um modelo predisposto a este tipo de variabilidade,
varios autores descrevem uma razdo do peso do rim esquerdo (cuja artéria
renal foi clipada) pelo peso do rim direito (artéria renal sem clipe), na qual a

hipertensdo se estabelece (Smith e Bishop, 1986; Tsung-Ming e cols., 2006;
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Junhong e cols., 2008). Estes trabalhos demonstram que os valores entre 0,4 a
0,9 desta relagéo (Rim E / Rim D), permite estabelecer um nivel de corte para
0s animais predispostos a instalacdo da hipertenséo pela clipagem da artéria
renal esquerda. Valores entre 0,0 a 0,3 indicam atrofia do rim esquerdo por
estenose arterial muito grande e valores entre 0,9 a 1,0 indicam que a
constricdo arterial ndo foi suficiente para estabelecer a ativacdo do SRA. Vale
aqui ressaltar que, no presente trabalho, os trés grupos que tiveram a artéria
renal esquerda estenosada pelo clipe de prata, obtiveram valores dentro da
faixa na qual ha ativagdo do SRA sem provocar atrofia completa do rim
esquerdo, 0 qué levaria a ajustes compensatorios pelo rim contralateral (CLIPE-
10:0,81; CLIPE-30:0,75 e ASSOCIACAQ: 0,77. p=0,81).

Quanto as lesbes de 6érgado-alvo, certamente que a variabilidade do
modelo influencia os diferentes resultados morfolégicos descritos na literatura.
Enquanto alguns autores descrevem um remodelamento cardiaco lento e
progressivo induzido pela hipertensdo 2K1C (Hocher e cols., 1999; Smith e
cols., 1988; Mall e cols., 1989; Fischer e cols., 1992), outros percebem
evidéncias de que uma ou duas semanas de clipagem ja é um tempo suficiente
para aumentos importantes do VE (Ehmke e cols., 1999).

Este estudo mostrou aumento da massa ventricular esquerda nos animais

com 10 e 30 dias de implantacdo de clipe, evidenciado tanto pelo
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ecocardiograma, quanto pela pesagem do VE. Neste sentido, é importante
ressaltar que o estudo de correlagdo entre a massa ventricular medida pelo
ecocardiograma e pela pesagem do VE mostrou um r=0,85 (p<0,0001). Outros
indices de hipertrofia cardiaca analisados em conjunto, podem, no entanto,
auxiliar na compreensao de massas ventriculares semelhantes em animais com
e sem hipertensédo. O aumento da cavidade do VE corrigida pelo peso no grupo
clipe-10 e a diminuicdo da espessura relativa da parede nos permite dizer que o
grupo sem hipertenséo (clipe-10), apresentou hipertrofia do tipo excéntrica. Ja o
grupo clipe-30, que mostrou aumento da PA, apresentou uma hipertrofia de VE
do tipo concéntrica (aumento da massa do VE com aumento da ERP). Este
dado corrobora a afirmacédo de Qu e cols. que demonstraram em 2000, que a
espessura relativa da parede é um indice mais sensivel para se classificar as
adaptacdes cardiacas a hipertensao arterial.

Como Bianchi e cols. em 1972, também pudemos observar um pequeno
aumento do indice cardiaco no grupo clipe-10, embora os valores tenham
apresentado diferenca estatistica apenas com relagdo ao grupo clipe-30. Com a
funcdo sistdlica preservada, acreditamos que o fator causal deste aumento,
tenha sido a retencdo de volume ativada pelo SRAA. Neste caso, embora os
sistemas controladores da PA a longo prazo estejam operantes, haja vista a

normotensdo observada nestes animais, acredita-se que a homeostase de
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volume possa estar alterada. O aumento da volemia, como se sabe, induz a um
aumento do retorno venoso que, sendo o controlador primario do débito
cardiaco, (Guyton, 1981) induz ao aumento do indice cardiaco, pela ativagdo do
mecanismo de Frank-Starling, desde que haja a preservagao da contratilidade.

Embora ndo tenhamos quantificado a expressédo da ECA tecidual cardiaca
nestes animais, tampouco da angiotensina Il no miocéardico, acreditamos ser a
ativacdo precoce do sistema renina-angiotensina a responsavel por estas
observagdes, baseado em evidéncias anteriores (Kost e cols., 1994). Como se
sabe, a ativacdo deste sistema, converge para a retengao de volume em fungéo
do aumento da reabsorcdo de Na* e agua pelos tdbulos renais. Estando a
contratilidade miocardica inalterada, fato que pudemos constatar ao exame
ecocardiografico, o aumento de volume elevaria a pressdo média de
enchimento circulatério e, em conseqiéncia, o retorno venoso, culminando no
aumento do débito cardiaco.

Sobre isso, vale ressaltar que ja estd bem estabelecido que a atividade da
renina e a secre¢ao da aldosterona estdo aumentadas no modelo 2rins-1clipe
(Koletsky e cols., 1967; Mikshe e cols., 1970) e que a saralasina, um
antagonista da angiotensina Il diminui a presséo arterial nestes animais (Pals e

cols., 1971). Kost e cols., em 1994 demonstraram que o SRAA esta ativado
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mesmo precocemente neste modelo, com menos de 4 semanas da implantacao
do clipe.

Embora ocorra uma ativagdo do SRAA nos 2 tempos de clipe, o aumento
da modulagdo simpatica para o coragéo foi observado apenas com 30 dias. E
possivel que isso tenha contribuido para as diferentes alteragdes morfométricas
cardiacas encontradas em cada grupo. Além disso, embora sem diferenca
estatistica, o componente de baixa freqiéncia (LF) da variabilidade da pressao
arterial sistélica (VPAS), representativo da modulagdo simpatica sobre os
vasos, apresentou-se maior no animais com 30 dias de clipe. De fato, a
hipertensao sé foi detectada apos 30 dias de estenose da artéria renal.

No grupo com 30 dias de clipe observamos uma hipertrofia do tipo
concéntrica, com aumento da espessura diastolica da parede do VE sem
alteracdo das dimensdes diastélicas da cavidade. O aumento pressorico, como
se sabe, leva a um aumento da tenséo sistolica da parede ventricular esquerda,
0 qué induz a adicdo de sarcobmeros em paralelo. Pela expresséo da lei de La
Place, a tensdo na parede é diretamente proporcional ao raio da cavidade e
inversamente proporcional a espessura da parede, de modo tal, que 0 aumento
desta, leva a diminuicdo daquela (Mill e Vassallo, 2001).

Com o aumento da pressao arterial neste grupo, também observamos uma

diminuicdo significativa da sensibilidade do barorreflexo, demonstrado pela



124

diminuicdo dos indices de bradicardia e taquicardia reflexas. Este grupo
demonstrou também que, apesar de ter sua funcéo sistélica preservada, ja
apresenta algum grau de disfungdo diastdlica, consideragcdo importante na
instalacdo da insuficiéncia cardiaca causada pela hipertenséo arterial (Signolet
e cols., 2007, Wright e cols., 2007; Rossi e cols., 2006; Desay 2007). Esta
disfuncao foi observada pela consisténcia dos dados analisados: diminuicao do
picos E e A no estudo do fluxo sangliineo na via de entrada do VE, aumento do
tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqléncia cardiaca e
diminuicdo dos indices de velocidade diastdlica maxima (E’/A’) avaliadas no
nivel do anel mitral das parede septal e lateral do VE no estudo Dopller tecidual.

A avaliacdo global do VE através do indice de desempenho miocardico,
que analisa periodos sistélico e diastdlico no estudo Doppler, também mostrou
elevacao deste indice no grupo com 30 dias de clipe, concordando com
achados de Salemi e cols. que, em 2004 demonstraram aumento progressivo
do IDM no curso temporal da hipertrofia cardiaca em ratos submetidos a
cirurgia de coarctagdo da aorta ascendente. Além disso, este indice tem boa
correlacdo com medidas invasivas das fungbes sistélica e diastdlica em
humanos (Tei e cols., 1997) e animais (Broberg e cols., 2003). Em conjunto,

estes dados nos mostram que, com 30 dias de clipe na artéria renal, os animais
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desenvolveram um nivel de hipertensdo moderada, mas suficiente para induzir
alteragdes na morfologia e fungéo cardiacas.

Corroborando os achados de fungdo no grupo clipe-30, foi observada
uma diminuicdo na expressdo do NCX, que certamente manteve a
concentracdo de Ca®* citosdlica elevada, justificando o prejuizo diastdlico
encontrado nestes animais. No entanto, a relacdo SERCA-2/NCX se mostrou
elevada o suficiente para manter a contratilidade dentro de parametros normais.
Ou seja, apesar da dificuldade do Ca** ser retirado do citosol pela diminuicdo do
NCX, houve um aumento relativo da SERCA-2, na tentativa de recaptar o Ca**
para o RS e manté-lo num nivel adequado para o préximo batimento.

Some-se a isso, o fato de termos encontrado uma importante correlacao
negativa entre a expressdo do NCX com o tempo de relaxamento
isovolumétrico corrigido pela freqiiéncia cardiaca (r=0,78 e p<0,001). Sendo o
NCX um dos importantes mecanismos para a extrusdo do Ca* citosélico e,
portanto como afirmado anteriormente, uma proteina fundamental para o
relaxamento do cardiomiocito, e o TRIVcorr um dos indices de funcéao
diastélica, observamos que quanto menor a expressdo do NCX, maior o tempo

de relaxamento isovolumétrico. Em outras palavras, quanto menos o Ca** é

retirado da célula cardiaca apds a contragdo, maior o tempo necessario para o



126

relaxamento adequado do midcito, o qué, clinicamente conhecemos por
disfuncao diastdlica.

Sumarizando a importancia do tempo de clipe na artéria renal para o
desenvolvimento da hipertensdo e hipertrofia cardiaca, este estudo mostrou
que, embora 10 dias ndo tenha sido um tempo suficiente para aumentar a PA,
ja o foi para diminuir a sensibilidade do barorreflexo e para alterar a morfologia
cardiaca e expressdo das proteinas de Ca®*. Com 30 dias de clipe, no entanto,
ja houve instalagdo da hipertensao, diminui¢cao na sensibilidade do barorreflexo

e alteracdes na funcdo cardiaca.

5.3. ASSOCIACAO ENTRE DSA+2K1C

A associacdo entre a DSA (30 dias) e clipe (10dias) modificou
significativamente a presséo arterial (sistélica, diastolica e média) quando
comparada aos animais com mesmo tempo de clipe, mas com o0s
barorreceptores preservados (clipe-10). Da mesma forma, a diminuicao da
sensibilidade do barorreflexo nesse grupo foi semelhante ao observado nos
animais DSA. Quanto a variabilidade da PA, ela foi semelhante na associacao
dos dois modelos quando comparada aos animais DSA, tanto em seu indice

absoluto, quanto na expressdao de seu coeficiente. Como se sabe, este
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coeficiente normaliza o desvio padrdo pela PAM em cada individuo para depois
se obter a média do grupo. Dessa forma poderiamos entender que um desvio
maior sobre uma pressao maior poderia ndo ser diferente de um desvio menor
sobre uma PA menor. Aceitando que a diminuicdo da sensibilidade do
barorreflexo pudesse estar diretamente associada a labilidade da PA, de fato
poderiamos entender que uma diminuicdo semelhante do reflexo comandado
pelos barorreceptores pudesse levar a uma variabilidade semelhante da PAM
como observado nos grupos DSA e associagéo.

Talvez a maior diferenca entre esses grupos (DSA e associacdo) seja o
aumento subito da pressao sofrido pelo segundo, em razdo da auséncia do
efeito homeostético do barorreflexo. Em 10 dias, os animais do grupo
associagao tiveram sua PAM elevada para mais de 130 mmHg, caracterizando
uma potencializacao da resposta hipertensora induzida pelo clipe, uma vez que
unicamente o clipe, conforme observado no grupo clipe-10, ndo produziu
resposta hipertensiva, provavelmente pela ativagdo de mecanismos
compensatérios. De fato, se lembrarmos o grupo clipe-30, veremos uma PAM
também aumentada (semelhantemente ao grupo associagdo), mas sabemos
que este processo de instalagdo da hipertensao foi lento. Isto provavelmente
permitiu que outros mecanismos de ajuste tivessem tido tempo de ser

recrutados, fato que ndo ocorreu no grupo associacao.
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A avaliagdo da andlise espectral nos mostrou que no grupo associagao,
cuja artéria renal esquerda foi estenosada no vigésimo dia ap6s a desnervagao
sino-adrtica, o componente LF, que mostra a modulagéo da atividade simpatica
na freqléncia cardiaca, estava tdo aumentado quanto no grupo clipe-30.
Embora a reducédo do componente HF, que informa sobre a modulagédo vagal,
também tenha sido semelhante nos dois grupos, a relacdo LF/HF mostrou
aumento maior no grupo associa¢ao, evidenciando um desbalan¢o autonémico
mais consistente neste grupo. Vale ressaltar novamente, que este grupo
recebeu estimulo hipertensivo por um terco do tempo do grupo clipe-30,
comprovando os efeitos homeostéaticos do barorreflexo, ainda que eles estejam
atenuados.

Ao lembrarmos da andlise do sistograma, estas informacdes se tornam
mais evidentes, uma vez que o aumento da modulagdo simpatica sobre os
vasos se mostrou aumentada de modo impressionante apenas no grupo
associacdo. A diminuicdo da perfusdo renal, como ocorre na estenose da
artéria renal, além de levar a ativacao do SRAA, também é um estimulo para a
hiperatividade simpatica. Conforme observado por Reams e Bauer em 1987, a
angiotensina |l potencializa os efeitos vasoconstritores da norepinefrina em
individuos hipertensos. Deste modo, como era de se esperar, 0S grupos que

tiveram a artéria renal clipada, apresentariam uma maior atividade simpética.
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Com a retirada dos pressorreceptores, sabidamente moduladores do
sistema nervoso simpatico, a modulacéo dessa atividade se mostrou intensa no
grupo associagao. Estas observacdes vao ao encontro daquelas relatadas por
Greenwood e cols. que, em 2001, associaram maior hipertrofia ventricular
esquerda a maior descarga simpéatica em seres humanos com niveis
semelhantes de hipertensdo moderada a severa.

Além disso, o grupo associacao apresentou aumento da variabilidade da
pressdo arterial que, somado ao aumento da modulacdo simpética foi
determinante nas respostas cardiacas mais drasticas neste grupo. Sobre isso,
vale salientar a correlagdo negativa e significativa que encontramos entre o
coeficiente da variabilidade da presséo arterial média (CxSD) e a expressao da
proteina SERCA-2 entre os 5 grupos do presente estudo (r=0,75 e p<0,001)
(Figura 32) . Esta correlagdo mostra que, quanto maior a variabilidade da
pressao arterial, sabidamente um preditor de lesdo de 6rgao-alvo, menor a
expressdo da SERCA-2 no midcito cardiaco. Levando-se em conta a
fundamental importancia desta proteina tanto para a sistole quanto para a
diastole, acreditamos que este mecanismo possa contribuir para explicar a
predicdo de eventos cardiovasculares decorrentes do aumento da variabilidade

da PA (La Rovere, 1998).



130

A diferenca na instalacdo da hipertensédo, dependente exclusivamente da
auséncia do barorreflexo é, talvez, o mecanismo mais importante para a
inducdo das alteracbes morfométricas e funcionais observadas no grupo
associacdo. Considere-se ainda que no grupo clipe-10, a diminuicdo da
sensibilidade do controle reflexo da circulacdo momento a momento se mostrou
presente apenas no indice de bradicardia reflexa e que no grupo clipe-30, o
prejuizo encontrado, ainda ndo privou completamente esses animais da agao
tamponadora do reflexo. Nesse sentido, a adaptacdo dos pressorreceptores
que vai ocorrendo enquanto a hipertensdo se instala, € provavelmente o
mecanismo que permite o ajuste aos novos niveis pressdricos, mesmo que a
sensibilidade esteja reduzida. De fato, Cowley e Guyton (1975), demonstraram
efeito semelhante na imediata resposta hipotensora apdés a retirada de
sobrecarga de sal em caes com desnervacao sino-aértica. Dessa forma, ajustes
fisiolégicos adequados a estimulos hiper ou hipotensores, dependem da acao
dos barorreceptores através de seu processo de adaptagdo. (Krieger e cols.,
1982). De fato, a diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo avaliada pelo
indice de bardicardia reflexa mostrou uma correlagéo positiva e significativa
com a expressao da SERCA-2 no cardiomidcito (r=0,73 e p<0,001) (Figura 31).
Nesta avaliagédo, a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa (diminuigdo do IBR)

parece estar associada a menor expressao desta proteina que é a maior
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responsavel pela recaptacdo do Ca** do citosol apds a sistole para o reticulo
sarcoplasmatico. Este mecanismo pode ajudar a esclarecer os ajustes
homeostaticos moleculares dos pressorreceptores na manutencao da pressao
arterial e, consequientemente as lesées de 6rgaos-alvo que ocorrem em fungao
da perda de sensibilidade por eles sofridas na hipertensao.

Além disto, no grupo associa¢cédo, onde as fibras aferentes carotideas e
aorticas foram seccionadas, foram constatadas, ao ecocardiograma, alteracées
morfométricas consistentes reveladas tanto nas medidas absolutas (ndo
mostradas), como nas corrigidas pelo peso corporal. Observou-se aumento
significativo da espessura do septo interventricular, da parede posterior do VE e
da massa do ventriculo avaliadas na diastole. Outro indice importante, a ERP
foi maior no grupo associacdo do que, inclusive no grupo que teve o estimulo
hipertensivo por 30 dias (clipe-30), indicando que a resposta de remodelamento
da geometria ventricular neste grupo sofreu alteragées mais drasticas, uma vez
que ha reducéao evidente da cavidade do VE.

Os dois grupos nos quais houve a instalagdo da hipertensao,
apresentaram comprometimento diastolico, observado pela redugdo na razéo
dos picos E e A do fluxo transmitral e aumento do tempo de relaxamento
isovolumétrico corrigido pela freqiiéncia cardiaca O pico E do estudo do fluxo

em via de entrada do VE, representa o enchimento ventricular rapido, enquanto
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o0 pico A, o enchimento lento fornecido pela contragéo atrial. A raz&o destes dois
picos informa quanto aos diferentes tipos de disfuncdo diastdlica. Diversos
padrées de anormalidades diastélicas podem ser observadas pelo estudo do
fluxo transmitral. A diminuicdo do enchimento rapido (pico E) com o aumento da
velocidade do fluxo obtido pela contracdo atrial (pico A), sdo comumente
atribuidos a uma deficiéncia de relaxamento ventricular. Neste cenério clinico,
também é comum se observar um aumento do tempo de relaxamento
isovolumétrico, com prolongamento do tempo de desaceleracdo do pico E.
Deficiéncia de complacéncia ventricular, como ocorre na cardiomiopatia
restritiva, leva a um aumento significativo da relacao E/A, que passa a ser maior
que 2 (Signolet e cols., 2007), acompanhado por diminuicdo do tempo de
relaxamento isovolumétrico e diminuigcdo do tempo de desaceleragao do pico E.

No entanto, estas avaliagdes, podem depender da pré-carga imposta ao
coragdo, assim como da influéncia da freqiéncia cardiaca (Slama e cols.,
2003). Outros fatores como a complacéncia atrial, patologias valvares e pressao
atrial também podem ser determinantes do fluxo Doppler transmitral (Choong e
cols., 1988). Em razao disto e pelo fato de um relaxamento ventricular anormal
poder coexistir a um aumento de pressao de enchimento, os padrées avaliados
pelo estudo Doppler podem evoluir para um padrdo conhecido por

“pseudonormalizagdo”, no qual as varidveis ficam parecidas com aquelas
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encontradas em individuos normais (Garcia e cols., 1998). Embora a avaliacao
do fluxo da veia pulmonar seja efetivo na diferenciacdo entre os padrdes
“‘pseudonormal” (onde ha déficit diastdlico) e “normal”’, (Masuyama e
cols.,1992), a aquisicao destes parametros em ratos ainda é desafiadora.

Deste modo, utilizamos o Doppler tecidual, que mostra as velocidades
sistolica e diastdlica no préprio miocardio. Assim como no estudo do fluxo
através da valva mitral, no Doppler tecidual avaliamos a presenga dos picos:
E’, que a semelhanca do pico E do fluxo sangliineo, esté relacionado a primeira
fase da diastole; e o pico A’, relacionado ao periodo final da diastole. A razédo
dos dois mostra alteracées semelhantes ao estudo do fluxo sangtineo, sem
sofrer alteracdo em funcéo do volume, entretanto (Nagueh e cols., 1997; Slama
e cols., 2004). Nos 2 grupos hipertensos, encontramos reducao da relagao E'/A’
do Doppler tecidual obtido no nivel do anel mitral da parede septal do VE. No
entanto, na comparacao desta relagdo obtida na parede lateral do VE, o grupo
associacdo apresentou uma redugdo mais signiticativa, mostrando um
comprometimento diastdlico maior.

Nagueh e cols., em 1997 sugeriram que a velocidade do pico E’ pudesse
ser um indice de relaxamento ventricular ndo influenciado pela presséo atrial
esquerda. Ainda segundo estes autores, a corre¢cdo do pico E pelo pico E’

(razédo E/E’), é uma forma acurada de se avaliar a pressdo de enchimento
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ventricular, e apresenta uma boa correlagdo com medidas invasivas da pressao
capilar pulmonar média em cunha (pressao de oclusdo da artéria pulmonar).
Esta medida no grupo associacdo se mostrou significativamente
aumentada com relagdo aos demais, incluindo o outro grupo hipertenso (clipe-
30). Segundo Garcia e cols., 1998, E/E’ maior do que 10, indica pd2 elevada
(E/E’> 15 = pd2 > 15mmHg). Nagueh e cols., em 1997, descreveram que E/E’
maior que 17, conforme encontramos nos animais associagdo, revela aumento
da pressao capilar pulmonar média em cunha. Corroborando este achado, o
peso dos pulmdes corrigido pelo peso corporal dos ratos do modelo associacao,
se mostrou significativamente maior que o dos grupos controle e desnervado, o
qué pode sugerir uma retencao hidrica em razdo do aumento da pressao capilar
hidrostatica. Ademais, encontramos nestes animais, um aumento de peso do
VD corrigido pelo peso corpdreo, muito provavelmente responsivo ao aumento
da pressao capilar pulmonar. De fato, conforme descricdo anterior, animais
desnervados podem apresentar hipercapnia pela secgdo desproposital dos
quimiorreceptores, uma vez que a localizagcdo anatbmica destes €
extremamente proxima a dos pressorreceptores (Van Vliet, 1999), fato que
repercute na circulagdo pulmonar. Entretanto, no outro grupo no qual foram
seccionados os pressorreceptores (DSA), ndo houve aumento do peso dos

pulmdes, tampouco do peso ventricular direito, indicando mais uma vez que a
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associagcao dos dois modelos (DSA + clipe) induz a alteragbes hemodinamicas
mais severas e agudas (10 dias), contra as alteragdes cronicamente induzidas
na presenca do barorreflexo (30 dias).

Estes animais também apresentaram aumento do indice de desempenho
miocardico, ja indicando uma maior carga de trabalho nesse coragdo, como
acontece na avaliagdo ecocardiografica de coragdes infartados (Morgan e cols.,
2004). Salemi e cols. (2004), também demonstraram aumento progressivo do
IDM no curso temporal da hipertrofia cardiaca em ratos submetidos a cirurgia
de coarctacao da aorta ascendente. Nesse sentido, chamamos atencéo para a
correlagdo positiva que encontramos entre a espessura relativa da parede e o
indice de desempenho miocardico quando analisamos os dois grupos que
tiveram a artéria renal esquerda clipada, associado ou ndo com a DSA (r=0,80,
p<0,01). Nessa correlagcédo, quanto maior a ERP, maior o IDM, indicando maior
esforco do coracdo. Como no grafico, o grupo clipe-10 esta a esquerda e
abaixo, e 0 grupo associacdo a direita e acima, estas alteragcbes podem ter
dependido da instalagdo da hipertensdo, pois 0s niveis pressoricos atingidos
foram diferentes e menores no grupo clipe-10 (Figura 23).

Analisando os dados das proteinas homeostaticas do Ca**, percebe-se
claramente uma disfuncéo cardiaca no grupo associacdo mais evidente do que

no grupo clipe-30. H4 uma diminuicdo da SERCA-2, responsavel pela retirada
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do Ca* do citosol em 92% (Bers, 2002), com aumento relativo do NCX quando
comparado aos outros grupos, provavelmente na tentativa de aumentar a
extrusdo do Ca®* citosdlico. No entanto, o NCX extrui o Ca** para o liquido
extra-celular, enquanto a SERCA-2 recapta o mesmo para o interior do RS.
Baartscheer e cols. (2008) observaram que inibindo o trocador Na*/Ca®* 1 més
apos a inducdo de hipertrofia cardiaca por sobrecarga de pressao/volume em
coelhos, e mantendo essa inibicdo por cerca de 2 meses, ha regressao da
hipertrofia e reducao dos sinais de insuficiéncia cardiaca.

Parece haver um consenso na literatura a respeito do aumento do NCX
nos estagios avancados da insuficiéncia cardiaca, tanto na experimentacao
animal, (Hatem e cols., 1994; Lu e cols., 2002; Medeiros e cols., 2008; Ross e
cols., 2007), quanto em seres humanos (Studer e cols., 1994). Embora os 30
dias de DSA interpostos a 10 dias de clipe ndo tenham sido suficientes para
causar uma disfuncao sistélica nestes animais, o déficit diastélico foi evidente,
levando inclusive ao aumento de peso dos pulmdes corrigido pelo peso corporal
com relagdo aos outros grupos, provavelmente pela retencdo hidrica em funcao
do aumento da pressao capilar média em cunha, evidenciado pelo aumento do
indice E/E’.

Além disso, a analise da razdo SERCA-2/PLB no grupo associacao

também se mostrou reduzida, com aumento relativo do PLB defosforilado com
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relacdo a SERCA-2. Esses dados, somados ainda a diminuicdo do PLB
fosforilado no sitio da treonina-17 corrigido pelo PLB total, explicam o maior
prejuizo diastolico encontrado no grupo associagdo. Uma diminuicdo da
recaptacdo de Ca® com a reducdo do PLB fosforilado (que aumentaria a
atividade da SERCA-2), converge num aumento de Ca®* citosélico durante a
diastole, dificultando sobremaneira o0 relaxamento dos cardiomiocitos.
Corroborando estas informagdes, encontramos uma correlagao positiva entre a
relacao SERCA-2/PLB e o TRIVcorr (r=0,76, p<0,01). Quanto maior 0 aumento
relativo da SERCA-2 sobre o PLB, menos inibida estara a SERCA-2, o qué
aumenta a recaptacdo de Ca?* para o RS, facilitando a diastole. Convém aqui,
nova referéncia as alteracées encontradas nos indices de funcao diastélica no

modelo associagdo pelo exame ecocardiografico.

5.4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstra pela primeira vez, que a colocacao do clipe
na artéria renal em animais previamente desnervados (DSA 20 dias) provoca,
em 10 dias, as mesmas respostas de hipertrofia com repercussao na fungao

cardiaca que os animais com a preservagao do barorreflexo tém, num tempo
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trés vezes maior. O mesmo tempo de clipe (10 dias) em animais com a
presenca da protecdo barorreflexa ndo induz a essas alteragdes, assim como
na desnervagao sino-adrtica isolada.

Quando associada a DSA, a colocacgao do clipe na artéria renal elevou a
PA a niveis semelhantes aos observados na hipertensdo renovascular 2K1C
(30 dias), fato observado por nos, no presente estudo, e por outros
pesquisadores (Goldblatt e cols., 1934; Pickering e cols., 1938; Buzello e cols.,
2003). Masson e colaboradores haviam demonstrado na década de 60 que a
DSA em ratos potencializava a hipertensdo observada no modelo 1K1C.
Entretanto, o presente estudo demonstra que 10 dias apds o clipe em animais
intactos, ndo se verifica hipertensdo. Entretanto a associagdo com a DSA além
de promover a elevagao da PA, também induziu um aumento na velocidade
com que essa PA subiu quando comparada com a DSA ou com a colocagao do
clipe na artéria renal, isoladamente.

A que poderiam ser devidas estas respostas funcional e estrutural do
coragao frente a associagao de DSA com 2K1C (10 dias)? Embora saibamos
que o aumento da PA pode ser um dos mecanismos desencadeadores da
resposta hipertréfica do coragdo, deve ficar claro que hipertensdo semelhante
observada no grupo clipe-30 produziu as mesmas alteragdes em tempo muito

maior: 30 dias apdés a clipagem. Portanto, ndo sO6 0s niveis pressoricos
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atingidos, mas provavelmente a velocidade com que estes niveis s&o atingidos,
deve ter sido decisivo para a resposta observada. Nem a diminuicdo da
sensibilidade do barorreflexo nem a hipertensdo isoladamente, produziram tal
resposta, caracterizando a necessidade da associagdo desses dois elementos
para a obtencao das respostas morfoldgica e funcional observadas.

Por outro lado, o aumento da labilidade isolado (12.5 + 1.73) conforme
observado na DSA, também ndo produziu esta resposta, levando-se em conta
que a variabilidade da PA foi semelhante nesse grupo quando comparado ao
grupo associagao (11.4 + 0.96), o mesmo tendo ocorrido com o coeficiente de
variabilidade. De fato, embora a PA claramente tenha um papel na patogénese
da hipertrofia cardiaca, também tem sido demonstrado que o aumento da
massa cardiaca pode ser produzido na auséncia de hipertensao, indicando que
outros fatores além do estresse hemodinamico podem também afetar a
resposta hipertréfica do miocardio (Cabral e cols., 1988 a e b; De Simone e
cols., 2001; Schlaich e cols., 2003). Além disso, 0 aumento da variabilidade da
pressdo arterial tem sido associado com marcadores inflamatorios,
principalmente a interleucina-6 e o fator de necrose tumoral, em pacientes
hipertensos, sendo estes talvez, os mediadores da lesdo de 6rgaos-alvo por ele

causado (Kim e cols., 2008). Também tem sido proposto que o aumento da
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variabilidade da pressao arterial contribua significativamente para a progressao
da aterosclerose (Eto e cols., 2003).

Resultados recentes mostraram que animais tratados com isoproterenol
desenvolvem hipertrofia (Murad e Tucci, 2000) mediada pela estimulacdo dos
receptores beta adrenérgicos (Gava e cols., 2004), sem hipertensdo. De certa
forma, também pudemos observar que ndo € s6 a elevacao da PA o fator
determinante da hipertrofia e das alterag6es funcionais aqui observadas. Foi
necessaria a retirada das aferéncias aérticas e carotideas, de maneira a ndo
contrabalancar homeostaticamente os efeitos produzidos pela clipagem da
artéria renal, tanto hemodindmicos como hormonais, que culminaram com as
alteracdes morfo-funcionais cardiacas.

Esta bem demonstrado na literatura que existe ativacdo do SRAA no
modelo 2K1C no rato (Koletskys e cols., 1967) e que a resposta adaptativa do
miocardio depende da ativacdo da cascata desse sistema (Della-Bruna, 1995),
do sistema nervoso simpatico (Katholi e cols., 1983) e de outros (Ehmke e cols.,
1999).

Embora o grupo associacao tenha passado pela clipagem da artéria renal
no vigésimo dia do protocolo experimental, enquanto o grupo clipe-30 o fez no
inicio dos experimentos (portanto com pesos corporais e idades diferentes),

acreditamos que este fator ndo tenha sido decisivo nas respostas



141

cardiovasculares e hemodindmicas sofridas pelo mesmo, uma vez que
tomamos o cuidado de incluir o grupo clipe-10 no presente estudo. Este grupo,
portanto, teve a artéria renal esquerda clipada com pesos corporais pareados
com relagdo ao grupo associacao e, tendo os pressorreceptores preservados,
responderam de maneira muito diferente ao mesmo estimulo hipertensivo.

Dessa forma, pudemos confirmar a nossa hipétese de que a desnervagéo
sino-adrtica muda os parametros morfo-funcionais induzidos pela hipertensao
2K1C e mais do que isso, de que o papel homeostaticos do barorreflexo é
fundamental, ndo sé para corrigir variagbes momento a momento da PA
reduzindo ou, pelo menos, mantendo a variabilidade dentro de limites
fisiolégicos, mas também prevenindo a variagdo rapida, aguda e sustentada da
PA, o qué certamente dificulta a resposta de ajuste a alteragdes patoldgicas.

A DSA, pela retirada das aferéncias aodrticas e carotideas, quando
associada com a hipertensdo renal do tipo 2K1C em ratos, potencializa a
resposta hipertensora e a hipertrofia cardiaca, de maneira a induzir em curto

espaco de tempo alteragdes da fungao sistolica e diastolica.
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TABELA 19 - Sumario dos efeitos do tempo de clipe na artéria renal

10 dias de clipe 30 dias de clipe
PAM & +
VPAM & &
BARORREFLEXO - - -
BALANCO AUTONOMICO & -
MORFOLOGIA CARDIACA + ++
FUNCAO SISTOLICA & +
FUNCAO DIASTOLICA & -
ALTERACAO PROT. Ca** + ++

PAM: presséo arterial média; VPAM: variabilidade da pressdo arterial média;
Prot. Ca®": proteinas da homeostase do calcio; <>: sem alteracdo; +: alteragéo
discreta para valores mais altos; ++: alteragdo significativa para valores mais
altos; - : alteracao discreta para valores mais baixos; - - : alteracao significativa

para valores mais baixos.
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TABELA 20 - Sumario dos efeitos da pressdo arterial e da variabilidade da

pressao arterial

30 dias de clipe ASSOCIAGCAO

PAM + +
VPAM & ++
BARORREFLEXO - - -
BALANCO AUTONOMICO - - -
MORFOLOGIA CARDIACA + ++
FUNCAO SISTOLICA & &
FUNGAO DIASTOLICA - - -
ALTERAGAO PROT. Ca* + ++

PAM: presséo arterial média; VPAM: variabilidade da pressdo arterial média;
Prot. Ca®': proteinas da homeostase do célcio; <>: sem alteracdo; +: alteracéo
discreta para valores mais altos; ++: alteragdo significativa para valores mais
altos; - : alteracéo discreta para valores mais baixos; - - :alteragao significativa

para valores mais baixos.
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6. CONCLUSAO

Concluimos, a partir desse estudo, que o papel homeostatico do
barorreflexo nas adaptacdes cardiacas e hemodindmicas em resposta a
hipertensdo € essencial no curso dessas alteragdes, por sua agdo nao sé no
controle das variagbes momento a momento (labilidade) como também no seu
papel tamponador em variagdes drasticas da PA, interferindo nas respostas
hemodinamicas, morfométricas e moleculares. Esses resultados dao suporte a
estudos populacionais que associam a sensibilidade do barorreflexo com

melhor prognostico e sobrevida apos evento cardiovascular.
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