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RESUMO

Couto GK. Avaliagdo temporal da fungdo vascular em aortas de camundongos com
delegdo dos receptores aza- € asc-adrenérgicos [Dissertacédo]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2007.

Este estudo avaliou a fungdo vascular em anéis de aorta e no leito vascular
mesentérico (LVM) de camundongos com delegdo dos receptores ooa- € oac-
adrenérgicos (camundongos axa/a2cARKO) com 3, 5 e 7 meses de idade, os quais
apresentam uma hiperatividade simpatica com conseqliente desenvolvimento de
cardiomiopatia. Os camundongos aza/d2cARKO apresentaram um aumento da
frequéncia cardiaca em todos os grupos avaliados, e hipertrofia ventricular esquerda
aos 5 e 7 meses. Na aorta, o relaxamento dependente (acetilcolina) e independente
(nitroprussiato de sddio) do endotélio e da via B-adrenérgica (isoproterenol), assim
como a contracdo (fenilefrina e serotonina) e a mobilizagdo de Ca®" ndo foram
alterados nos animais axa/02cARKO aos 3, 5 e 7 meses de idade. Nos camundongos
axa/02cARKO aos 3 meses de vida, o relaxamento mediado pelos receptores ay-
adrenérgicos (clonidina) foi reduzido. Tanto a contragdo (noradrenalina) como o
relaxamento (acetilcolina) no LVM dos animais axa/a2cARKO aos 7 meses de idade
nao foi alterado. Assim, sugere-se que 0s vasos arteriais parecem ser menos

sensiveis do que o0 coracdo aos efeitos crbnicos da hiperatividade simpatica

presente nos camundongos com delegao dos receptores aa- € axc-adrenérgicos.

Palavras-chave: Funcdo vascular; Aorta; Camundongos; Receptores alfasa-

adrenérgicos; Receptores alfayc-adrenérgicos; Hiperatividade simpatica.



ABSTRACT

Couto GK. Time-dependent characterization of vascular reactivity in aorta of aza- and
axc-adrenoceptors knockout mice. [Masters Thesis]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2007.

This study assed the vascular function in aortic rings and in mesenteric vascular bed
(MVB) from mice with disruption of aza- and axc-adrenoceptors (aza/ a2cARKO mice)
with 3, 5 and 7 months of age, that present sympathetic hyperactivity associated with
a development of time-dependent cardiomyopathy. Heart rate was increased in all
aa/ a2cARKO mice groups, and left ventricular hypertrophy was observed only in 5
and 7 month-old aza/ a,cARKO mice. There are no changes in the relaxation induced
by acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside and isoproterenol in aortic rings from all
groups. In addition, the contraction induced by phenylephrine and serotonin, and
ca* handling did not change. However, in aorta from 3 month-old aa/ a;cARKO
mice the relaxation induced by clonidine (az-adrenergic agonist) was reduced. In
MVB from 7 month-old aa/ a2cARKO mice, neither the contraction (noradrenaline)
nor relaxation (ACh) was modified. The results suggest that arterial vessel has been

more resistant than heart to chronic effects induced by sympathetic hyperactivity

observed in mice with disruption of a,a- and apc-adrenoceptors.

Key-words: Vascular function; Aorta; Mice; Alphaza-adrenergic receptor; Alphaac-

adrenergic receptor; Sympathetic hyperactivity.
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1. INTRODUCAO

O eixo estresse oxidativo-mediadores proé-inflamatoérios-disfuncdo endotelial
esta envolvido no cerne do desenvolvimento de varias doencas que acometem o
sistema cardiovascular, como hipertensao, aterosclerose, doencas isquémicas do
coracao e insuficiéncia cardiaca; sendo que estas possuem alta prevaléncia e sao
responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade mundiais. No Brasil, a taxa
de mortalidade devida a doengas do sistema cardiovascular corresponde a 28% da
mortalidade geral e vem crescendo em todas as regides do Brasil, sendo estas
responsaveis por 10% das internagcbes em hospitais do SUS (DATASUS do
Ministério da Saude). Tais aspectos, por si s0, justificam o empenho em se estudar
0s mecanismos relacionados a génese das doengas que acometem o sistema
cardiovascular.

A hipertensao essencial, a hipertrofia cardiaca, o infarto agudo do miocardio e
a insuficiéncia cardiaca, possuem grande relevancia epidemiolégica em qualquer
programa de saude mundial e, entre as varias alteragcbes funcionais que
caracterizam essas patologias, 0 aumento da atividade nervosa simpatica esta
presente na grande maioria das vezes (Korner et al., 1973; Bristow, 1984; McAlpine,
Cobbe, 1988; Zucker et al., 1995; Esler, Kaye, 2000). Além disso, sabe-se que o
sistema nervoso simpatico € capaz de modular as fungdes cardiovasculares.

No coracdo, a atividade simpatica altera o débito cardiaco por alterar a
frequéncia cardiaca e o volume sistdlico. E, nos vasos sanguineos, o sistema
nervoso simpatico € capaz de modular a resisténcia periférica total e o retorno
venoso através da regulagao do ténus vascular, efeito esse mediado pela agdo de

catecolaminas enddégenas nos diferentes tipos de receptores adrenérgicos
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encontrados no endotélio e no musculo liso de diferentes leitos vasculares (Levy,
2004).

Sendo assim, devido a importante influéncia do sistema nervoso simpatico no
controle do funcionamento vascular, é pertinente a hipétese de que alteragdes na
atividade simpatica e/ou as alteragdes nos receptores adrenérgicos possam
contribuir para a génese e/ou manutencdo de estados patoldgicos do sistema

cardiovascular.

1.1. O sistema nervoso simpatico e o sistema cardiovascular

Ao fim do século XIX e inicio do XX Gaskell e Langley foram responsaveis
pela realizagao de estudos classicos que marcaram a base do conhecimento sobre a
anatomia, fisiologia e farmacologia do sistema neurovegetativo. Este sistema é
responsavel principalmente por regular fungdes viscerais por todo o organismo
humano tendo participagdo vital na manutencdo da homeostasia corporal.
Atualmente, também se postula a participagdo do sistema neurovegetativo na
expressao de comportamentos e na influéncia do controle voluntario em sua
atividade (Decety et al., 1993; Timo-laria, 1999).

O sistema neurovegetativo € organizado em dois componentes: sistema
nervoso simpatico ou toracolombar e o sistema nervoso parassimpatico ou
craniosacral. A denominagdo simpatico ou parassimpatico foi dada devido as
observacdoes de que a estimulagcdo de nervos destes dois sistemas produziam
efeitos antagbnicos sobre os érgéos efetores. Entretanto, esta divisao funcional ja
nao € mais aceita, tornando-se apenas valida a classificagao de carater anatdmico.

Uma vez que, a maioria dos neurbnios efetores pré-ganglionares do sistema
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simpatico originam-se do primeiro segmento toracico ao segundo ou terceiro
segmento lombar da coluna vertebral, enquanto que as fibras pré-ganglionares
parassimpaticas tém seus corpos celulares localizados principalmente no
mesencéfalo, no bulbo e em segmentos sacrais da medula espinhal (Mosqueda-
Garcia, 1996).

Os axdnios dos neurbnios pré-ganglionares do sistema nervoso autonédmico
periférico partem de diferentes origens do sistema nervoso central e se direcionam
para os ganglios simpaticos ou parassimpaticos onde fazem sinapse com neurdnios
chamados de neurbnios ganglionares. Estes, por sua vez, inervam os diferentes
tecidos e 6rgaos efetores, modulando especificamente o funcionamento de cada um
deles. No que tange ao sistema cardiovascular, sabe-se que ha influéncia direta do
sistema simpatico e parassimpatico para o coracido e predominantemente simpatica
para os vasos sanguineos (Burnstock, 1975; Randall, 1976).

Os curtos axénios mielinizados dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos
cardiacos saem pela raiz ventral dos quatro primeiros segmentos toracicos da
medula através de ramos comunicantes brancos, e seguem em dire¢ao aos ganglios
simpaticos cervicais (superior, médio e inferior) e toracicos superiores das cadeias
paraverterbrais bilaterais, onde fazem sinapse com neurbénios ganglionares, cujos
axbénios sao amielinizados (Timo-laria, 1999; de Hurtado, 2004). Os ax6nios destes
neurdnios, por sua vez, inervam os nodos sinoatrial e atrioventricular, o musculo
atrial, o septo interatrial, o feixe de His, a rede de Purkinje, o septo interventricular e
o musculo ventricular. A estimulacdo simpatica cardiaca induz efeitos cronotropicos
(freqUéncia cardiaca), dromotrépicos (velocidade de condugao), inotropicos (forgca de
contracao) e lusitopricos (velocidade de relaxamento) positivos (Timo-laria, 1999; de

Hurtado, 2004).
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Os vasos sangulineos sao inervados principalmente pelo sistema nervoso
simpatico (Burnstock, 1975) e as fibras nervosas que os inervam tém origem
diversificada na medula espinhal, dependendo da localizagdo. Ao alcancarem os
vasos sanguineos, as fibras nervosas ganglionares simpaticas se ramificam
extensivamente formando plexos. As terminacdes axbnicas fazem sinapse com
células da adventicia, ou penetram na camada média podendo entido influenciar
diretamente a atividade das células musculares lisas e do endotélio dos vasos
(Nelson, Rennels, 1970; Nelson, Molinoff, 1976). A anatomia e fisiologia das fibras
nervosas simpaticas vasomotoras sao estudadas ha bastante tempo e sabe-se que
estas fibras nervosas tém papel na geragdo e manutengao do ténus vascular, sendo
assim, consideradas fibras vasoconstritoras (Warren et al., 1942; Folkow et al.,
1971).

A inervagao simpatica nos vasos sanglineos ocorre de maneira diferencial
dependendo do tipo de vaso e da sua localizacdo. Artérias elasticas como a aorta,
tém inervacédo escassa, enquanto que artérias de pequeno calibre (<300 um) séo
ricas em terminagdes nervosas simpaticas (Nilsson, 1985; Nilsson et. al., 1986;
Stassen et al., 1998). A abundante inervacédo das arteriolas pelo sistema nervoso
simpatico torna este sistema a principal via eferente neural responsavel,
diretamente, pelo controle da resisténcia periférica total e, consequentemente, da
pressédo arterial e da pos-carga cardiaca.

Além da acdo das fibras eferentes nos efeitos da estimulagédo simpatica,
destaca-se a participacdo da medula adrenal. Esta se assemelha anatdbmica e
embriologicamente a um ganglio simpatico, e possui células denominadas
cromafins, que quando estimuladas por neurdnios pré-ganglionares simpaticos

liberam neurotransmissores na corrente sangulinea, principalmente adrenalina, que
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contribuem de maneira essencial para o perfil de resposta da estimulagao simpatica,
e também ampliam o campo de agao deste sistema, que passa a atuar em visceras
e em leitos vasculares mesmo sem inervagao simpatica direta (Timo-laria, 1999;
Migliorini, Kettelhut, 1999).

Assim, os efeitos da estimulacdo nervosa autondmica sao mediados pela
acao de neurotransmissores sintetizados nos terminais axénicos dos neurbnios
ganglionares e na medula adrenal e, posteriormente, liberados para o meio
extracelular ou diretamente na circulacdo, no caso da medula adrenal, podendo
entdo exercer seus efeitos em diferentes sistemas do organismo. Os principais
neurotransmissores responsaveis por mediar os efeitos da atividade nervosa
simpatica sobre o sistema cardiovascular sdo as catecolaminas: noradrenalina e
adrenalina. A noradrenalina é liberada pelos terminais nervosos ganglionares
noradrenérgicos e tanto a noradrenalina quanto a adrenalina sdo secretados pela
medula adrenal. Ambas as catecolaminas atuam através da ligagdo aos receptores

adrenérgicos promovendo importantes alteragdes nas fungdes cardiovasculares.

1.2. Receptores adrenérgicos

Em 1948, Ahlquist observou, em uma série de 6rgaos, dois padrdes de
resposta farmacoldgica a varios agonistas simpatomiméticos e propds a divisdo dos
receptores adrenérgicos em dois tipos: a e B. Sendo assim, Ahlquist foi o primeiro a
estabelecer a classificacdo farmacolégica dos receptores adrenérgicos.

Posteriormente, em relagdo ao receptor a-adrenérgico, foi descoberta e
caracterizada por Starke e colaboradores (1974, 1975) a existéncia e a localizagao

tecidual diferenciada de subclasses de receptores a-adrenérgicos, os quais
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demonstraram que o receptor a-adrenérgico pré- e pos-sinapticos diferem com
respeito a relativa poténcia a alguns agonistas. Em 1974, Langer sugeriu que 0s
receptores a-adrenérgicos mediando resposta em o6rgaos efetores, ou seja, em
localizacdo pos-sinaptica, seriam o receptor a4, enquanto aqueles mediando a
reducdo da liberacdo de neurotransmissor durante a estimulacido nervosa, em
localizagdo pré-sinaptica, seriam o subtipo a,. Alguns anos mais tarde, foi
encontrado um receptor a-adrenérgico, similar ao receptor adrenérgico pré-sinaptico
a;, em localizagdo pés-sinaptica (Berthelsen, Pettinger, 1977). Assim, a
nomenclatura dos receptores adrenérgicos, a; € aqp, passou a depender
exclusivamente da poténcia desses receptores a certos agonistas e antagonistas e
ndao mais na sua localizagao tecidual (Berthelsen, Pettinger, 1977). Nos anos 80,
com desenvolvimento de farmacos mais seletivos e do uso de clones moleculares foi
demonstrado que existem mais subtipos de receptores que os previamente
descritos. Atualmente, nove diferentes subtipos de receptores adrenérgicos foram
clonados e farmacologicamente testados: a1a, a4, Q1p, O2a, 2B, O2c, B1, B2 € B3 (para
revisdo: Guimaraes, Moura, 2001).

As células musculares lisas vasculares possuem tanto receptores
adrenérgicos a como B, assim, a resposta da célula a certos agonistas que
estimulam ambos os tipos de receptores adrenérgicos, como a noradrenalina, ira
depender da relativa importancia de cada populagado de receptores adrenérgicos.
Entretanto, na maioria dos tecidos vasculares os receptores a-adrenérgicos
medeiam o efeito predominante. Sendo assim, a seguir serdo descritas as funcdes

dos receptores a4 e az, bem como os respectivos subtipos, nos vasos sanguineos.
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1.2.1. Receptor as-adrenérgico em vasos sanguineos

Embora todos os subtipos de receptores a-adrenérgicos (a; e ap) estejam
presentes nas células de musculo liso vascular, na maioria dos mamiferos, a
contracdo destas células é predominantemente mediada pela ativacdo dos
receptores ay-adrenérgicos. Neste sentido, na aorta e nas artérias femoral,
mesentérica, jejunal, renal e esplénica de caes a resposta contratil € principalmente
mediada pelo receptor as-adrenérgico (Polbnia et al., 1985; Shi et al., 1989); assim
como em artérias de outros mamiferos, por exemplo, em aorta de ratos (Digges,
Summers, 1983; Macia et al., 1984), em aorta (Russel, Watts, 2000) e artérias
mesentéricas de resisténcia de camundongos (Pérez-Rivera et al., 2007), em artéria
pulmonar de coelhos (MacLean et al., 1993) e em algumas artérias de humanos,
como as artérias de resisténcia do musculo esquelético (Jarajapu et al., 2001) e
artérias mesentéricas (Tornebrandt et al., 1985).

Em células de musculo liso vascular, os trés subtipos de receptores as-
adrenérgicos clonados até o momento (a4, a1g € a4p) S&0 acoplados a proteina G,
que se dissocia nas subunidades G4,-GTP e Gg, apos estimulagdo dos receptores.
Ambas as subunidades causam a ativagdo da fosfolipase C (PLC) na membrana
plasmatica. A PLC ativada catalisa a clivagem do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2)
da membrana plasmatica, em diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), que
atuam como segundos mensageiros intracelulares (Wu et al., 1992; Schwinn, 1993).
O IP; formado € liberado no meio intracelular e estimula a abertura de canais para
Ca** no reticulo sarcoplasmatico, canais sensiveis a IP3, permitindo a saida do Ca**
estocado. O DAG por sua vez, em conjunto com o Ca?*, ativa a proteina quinase C

(PKC), que fosforila inumeras proteinas, desencadeando varios sinais, dentre eles o
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aumento do influxo de Ca** pelos canais para Ca®" sensiveis a voltagem do tipo L.
Através dos mecanismos descritos acima e por aumentar a probabilidade de
abertura dos canais para Ca®* da membrana plasmatica operados por receptor, a
estimulagcédo a4 adrenérgica culmina com o aumento das concentragdes de Ca®" no
citoplasma da célula muscular lisa, o qual € o ion essencial para a contragao desta
célula (Garcia-Sainz et al., 2000).

No musculo liso vascular, o Ca® se liga a proteina citoplasmatica
calmodulina, formando o complexo Ca?*-calmodulina que é capaz de ativar a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK). A MLCK fosforila a cadeia leve da
miosina, 0 que permite a maior interacdo da miosina com a actina, causando a
contragdo da célula muscular lisa. O complexo Ca?*-calmodulina também ativa a
quinase da calmodulina I, que dentre outras funcdes, é capaz de fosforilar a cadeia
leve da miosina, mas em menor proporcdo que a MLCK. O sitio da actina que
interage com a miosina é regulado, no musculo liso vascular, pelo caldesmon, e o
complexo Ca®*-calmodulina é capaz de se ligar ao caldesmon e liberar a actina para
interagir com a miosina. Assim, o aumento da concentragdo de Ca®" intracelular é o
principal processo que inicia a contracdo dos midcitos vasculares e o seu controle é
importante para o funcionamento da célula muscular lisa (Rembold, Murphy, 1986;
Somlyo AP, Somlyo AV, 1994; Horowitz et al., 1996). O Ca®" liberado dos estoques
por canais sensiveis a IP; também é capaz de ativar canais nao seletivos para
cations operados por estoques (SOC), e a interacdo entre estes dois mecanismos
permite oscilagdes na concentragdo de Ca*" intracelular (ondas de calcio), que
também sdo necessarias para a manutencédo da contracao (Lee et al., 2001; 2002).

Assim, as catecolaminas liberadas apds a estimulacdo simpatica, principalmente via
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receptores aq-adrenérgicos presentes na célula de musculo liso vascular, promovem
uma vasoconstricado e aumento do ténus vascular.

Atualmente acredita-se que as células musculares lisas vasculares
expressam uma mistura dos subtipos de receptores aq-adrenérgicos (Miller et al.,
1996) e a resposta mediada por agonistas destes receptores ocorre provavelmente
devido a ativagao de mais de um subtipo de receptor as-adrenérgico (Van der Graaf
et al., 1996; Zhong, Minneman, 1999).

Logo, sabendo que o receptor as-adrenérgico € o principal receptor
responsavel pela vasoconstricdo apds uma descarga simpatica, torna-se de
fundamental importancia estudar a resposta contratil induzida por este receptor em

diversas condigdes patoldgicas em que ha um com aumento da atividade simpatica.

1.2.2. Receptor as-adrenérgico

Atualmente os receptores ap-adrenérgicos sao classificados como aza 0z €
dyc (Bylund et al.,, 1994; Guimaraes, Moura, 2001) baseados em estudos
moleculares, bioquimicos e farmacoldgicos. Um quarto subtipo de receptor ap-
adrenérgico foi clonado em ratos. Este receptor apresentou uma alta similaridade na
sequéncia molecular com o clone do subtipo aa em humanos, no entanto,
demonstrou diferenga na afinidade farmacoldgica, sendo assim, este receptor foi
classificado como um novo subtipo de receptor az-adrenérgico o azp (Lanier et al.,
1991). Porém, atualmente acredita-se que os subtipos de receptores adrenérgicos
O2p € Oza Sejam variagdes entre diferentes espécies do mesmo receptor, ou seja, 0
subtipo a,a esta presente em humanos enquanto o subtipo ayp esta presente em

ratos (Docherty 1998; Calzada, de Artifiano, 2001; Guimaraes, Moura 2001).
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Os receptores ay-adrenérgicos foram inicialmente caracterizados como
receptores pré-sinapticos, sendo responsaveis pela inibicdo da liberagdo de
noradrenalina (Starke et al., 1974, 1975; Langer 1974). Posteriormente, também foi
demonstrada a presenca destes receptores em localizacdo pds-sinaptica
desempenhando diversas fungdes em varios o6rgaos (Berthelsen, Pettinger, 1977),
incluindo os vasos sanguineos, onde estdo presentes tanto nas células endoteliais

como em células de musculo liso vascular.

1.2.2.1. Receptor as>-adrenérgico em vasos sanguineos

No sistema vascular, os receptores adrenérgicos a4 e a coexistem e, embora
o receptor a; seja o receptor adrenérgico predominante responsavel pela
vasoconstricdo, o0 receptor ap-adrenérgico também pode induzir contragdo das
células de musculo liso vascular (Digges, Summers, 1983; Macia et al., 1984;
Polbnia et al., 1985; Térnebrandt et al., 1985; Shi et al., 1989; MacLean et al., 1993;
Russel, Watts, 2000; Jarajapu et al., 2001). No entanto, ainda nao esta claro qual, ou
quais, subtipos de receptores ap-adrenérgicos estdo envolvidos nesta
vasoconstricao.

Diversos trabalhos demonstram o importante papel funcional do subtipo aza
na vasoconstricado induzida por agonistas ap-adrenérgicos em diferentes territorios
vasculares como a veia femoral (Paiva et al., 1999) e as vénulas e arteriolas do
musculo cremaster de ratos (Leech, Faber, 1996), bem como a veia safena de caes
(MacLennan et al., 1997).

Adicionalmente, Duka e colaboradores (2000) utilizando camundongos

nocautes para os subtipos de receptores ay-adrenérgicos (aza, Oz € Oxc) € Seus
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respectivos WT, observaram que apds o bloqueio dos receptores ai-adrenérgicos
com prazosin, a administragdo de noradrenalina intravenosa promovia um aumento
da pressao nos animais WT e nocautes para os subtipos azs € ayc; entretanto, os
camundongos nocautes para o subtipo apa nao apresentaram esta resposta
pressora. Logo, estes resultados sugerem que o subtipo aza € o principal subtipo de
receptor ap-adrenérgico responsavel por promover a vasoconstricio em
camundongos, e consequentemente, induzir a resposta pressora a noradrenalina,
apos o bloqueio dos receptores as-adrenérgicos.

No entanto, além do apa outros subtipos de receptores az-adrenérgicos
podem estar presentes na célula de musculo liso vascular auxiliando a resposta
vasoconstritora mediada por esta via. Neste sentido, na artéria carétida externa de
caes, os agonistas a, induzem uma vasoconstricdo através de ambos os subtipos
aga € agc (Willems et al., 2001), e, na veia safena de humanos sugere-se que a
contracdo via a, seja mediada pelo subtipo axc (Gavin et al., 1997; Rizzo et al.,
2001).

Além dos subtipos de receptores adrenérgico axa e ayc, estudos utilizando
camundongos nocautes para o subtipo de receptor agg-adrenérgico demonstraram
que este subtipo € o principal responsavel pela fase hipertensiva apds administracao
de agonista ay-adrenérgico, sugerindo um possivel papel dos receptores agg-
adrenérgicos também mediando a vasoconstricao (Link et al., 1996; Paris et al.,
2003).

Em conclusdo, atualmente acredita-se que a estimulagdo dos receptores ap-
adrenérgicos nos vasos sanguineos pode induzir contragdo, no entanto, o principal

subtipo envolvido nesta resposta contratil ainda ndo € consenso.
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O exato mecanismo pelo qual estes receptores medeiam a contragao vascular
ainda nao esta totalmente esclarecido. Classicamente todos os subtipos de
receptores op-adrenérgicos estdo acoplados a via proteina G/ adenilato ciclase/
AMPc (Cotecchia et al., 1990; Wise et al., 1997; Limbird et al., 1998). Porém, esta via
intracelular € complexa e ainda estda em debate se esta via poderia ser a
responsavel pela vasoconstrigdo observada em alguns leitos apos ativagdo dos
receptores ap-adrenérgicos poés-sinapticos. Neste sentido, Parkinson e Hughes
(1995) observaram que em vasos de resisténcia subcutdaneos de humanos a
contragao induzida por agonistas ay-adrenérgicos levava a um influxo de calcio,
provavelmente através de canais para calcio voltagem dependente, e este
mecanismo estava relacionado com a ativacdo da proteina G;. No entanto, o
fidedigno mecanismo de acao dos receptores op-adrenérgicos na musculatura lisa
vascular ainda n&o esté totalmente esclarecido.

Os receptores ap-adrenérgicos, além de estarem presentes nas células de
musculo liso vascular, sdo encontrados nas células endoteliais. As células
endoteliais possuem um importante papel na funcdo do sistema vascular. Estas
células sao capazes de controlar o tdbnus da célula de musculo liso vascular através
da liberacao de fatores de relaxamento derivados do endotélio como o 6xido nitrico
(NO) (Furchgott, Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987); a prostaciclina (PGl,)
(Moncada et al., 1977); e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
(Taylor, Weston, 1988; Félétou, Vanhoutte, 1988), e através da liberagao de fatores
contrateis derivados do endotélio como a angiotensina Il (Kifor, Dzau, 1987); o anion
superéxido (Furchgott, 1983; Rubanyi, Vanhoutte, 1986); a entotelina-1 (ET-1)

(Yanagisawa et al., 1988); e os produtos do metabolismo do acido araquiddénico
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como o tromboxano A; (TXA;) e as prostaglandinas Hy, e PGFy, (Frolish,
Forstermann, 1989; Vanhoutte, 1993).

Em artérias e veias isoladas pré-contraidas com prostaglandina Fy, e
incubadas com antagonistas as- e B-adrenérgicos, os agonistas dos receptores a,-
adrenérgicos promoveram um relaxamento dependente do endotélio. Este
relaxamento foi bloqueado por antagonistas seletivos dos receptores ap-
adrenérgicos e pela remocédo do endotélio (Miller, Vanhoutte, 1985). Além disso,
outros trabalhos descritos na literatura também demonstram a funcionalidade dos
receptores aj-adrenérgicos nas células endoteliais mediando a liberagao de fatores
de relaxamento (Matsuda et al., 1985; Flavahan et al., 1989; MacLean et al., 1993;
Bockman et al., 1996; Bryan et al., 1996; Zschauer et al., 1997; Nishina et al., 1999;
Atalik et al., 2000; Figueroa et al., 2001; Shafaroudi et al., 2005).

A maioria dos autores sugere que a ativagdo dos receptores ar-adrenérgicos
nas células endoteliais induza a estimulagdo da sintase de 6xido nitrico (NOS) e,
consequentemente, a liberagcdo de NO, um potente vasodilatador, uma vez que este
relaxamento era reduzido ou abolido por inibidores da sintese do o6xido nitrico
(Bockman et al., 1996; Bryan et al., 1996; Nishina et al., 1999; Figueroa et al., 2001;
Shafaroudi et al., 2005; Molin, Bendhack, 2005). Além do NO, a estimulagdo dos
receptores ap-adrenérgicos presentes nas células endoteliais pode levar a liberagao
de prostandides vasodilatadores derivados da ciclooxigenase (Zschauer et al., 1997)
e de EDHF (Thorin et al., 1998; Véquaud, Thotin, 2001) os quais auxiliam a resposta
vasodilatadora via receptor az-adrenérgico. No entanto, o0 mecanismo pelo qual a
ativagdo dos receptores ap-adrenérgicos presentes nas células endoteliais induz a
liberacdo de destes fatores de relaxamento ainda ndo esta claro. Até o momento

sabe-se que os receptores ar-adrenérgicos estdo acoplados a proteina G; (Liao,
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Homey, 1993; Véquaud, Thorin, 2001) e, nas células endoteliais, acredita-se que
tanto a subunidade Gy quanto a subunidade Gg, estejam envolvidos na liberagéo de
fatores de relaxamento (Véquaud, Thorin, 2001).

De acordo com os resultados descritos acima, acredita-se que a estimulacéo
dos receptores az-adrenérgicos nas células endoteliais leva a uma vasodilatagéo,
entretanto pouco se sabe sobre qual o subtipo de receptor az-adrenérgico é
responsavel por esta acdo. Estudos realizados no leito vascular mesentérico e na
artéria mesentérica superior de ratos demonstraram o importante papel do subtipo
aza nNa vasodilatacdo induzida pela liberacdo de fatores de relaxamento derivados do
endotélio (Bockman et al., 1996; Figueroa et al., 2001). Posteriormente pesquisas
utiizando camundongos nocautes para o subtipo de receptor aza-adrenérgico
confirmam a importante fungdo deste subtipo mediando o relaxamento dependente

do endotélio na aorta (Safaroudi et al., 2005).

Por fim, atualmente acredita-se que a resposta dos vasos sanguineos a
estimulacdo dos receptores az-adrenérgicos depende do balango entre
vasoconstricado induzida pela agao direta do agonista no receptor az-adrenérgico na
célula de musculo liso vascular e a liberacéo de fatores de relaxamento derivados do
endotélio induzida pela estimulagdo dos receptores aj-adrenérgicos nas células

endoteliais.
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1.2.2.2. Receptor as-adrenérgico na regulagdo do sistema nervoso simpatico

Adicionalmente a fungdo vascular, os receptores az-adrenérgicos, tanto em
localizacdo pds-sinaptica quanto em localizagcao pré-sinaptica, possuem um papel de
destaque na regulagao do sistema nervoso simpatico.

No sistema nervoso central, os receptores ay-adrenérgicos estao presentes
no bulbo rostro-ventro-lateral em localizacdo pds-sinaptica e, quando estimulados,
promovem uma diminuicdo do tdnus simpatico o qual, por consequéncia, induz
bradicardia e hipotensdo (Kobinger, Pichler 1976; Timmermans et al., 1981; van
Zwieten et al., 1982; Ruffolo et al., 1993). Posteriormente, com o avango das
pesquisas utilizando camundongos geneticamente modificados péde-se demonstrar
que o efeito simpato-inibitério central dos receptores az-adrenérgicos € mediado pelo
subtipo aza (MacMillan et al., 1996; Altman et al., 1999; Makaritsis et al., 1999).
Assim, acredita-se que, no bulbo rostro-ventro-lateral, os receptores aa-
adrenérgicos sao poés-sinapticos e regulam o ténus simpatico e, quando estimulados
promovem uma queda da descarga simpatica.

Os receptores ay-adrenérgicos ndao s6é modulam a atividade simpatica
centralmente, assim como estes receptores também estao localizados nos terminais
pré-sinapticos nervosos e regulam a liberagcdo do neurotransmissor, no caso a
noradrenalina (Langer et al., 1985; llles, Norenberg 1987; Ruffolo et al., 1993).
Sendo assim, os receptores ax-adrenérgicos, quando ativados, além de inibirem o
tbnus simpatico no bulbo rostro-ventro-lateral via o receptor aza, inibem a liberagao
da noradrenalina pelo terminal nervoso simpatico em que se encontram e por isso

s&o comumente denominados “auto-receptores” (Westfall T, Westfall D, 2006) .
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O mecanismo pelo qual a estimulagcdo dos receptores ap-adrenérgicos
promovem uma inibicdo da liberacdo de noradrenalina ocorre através da proteina G;
e, neste caso, a sinalizacao intracelular ocorre tanto através da subunidade G
quanto através da subunidade Gg,. A ativagdo da subunidade Gy pelos receptores az
leva a inibicdo da atividade da adenilato ciclase com consequente reducido dos
niveis intracelulares de AMPc (Cotecchia et al., 1990; Wise et al., 1997; Hein, 2006),
e a ativagéo da subunidade Gg, inibem os canais para Ca** voltagem dependentes e
ativam canais para K* no terminal nervoso simpatico (Cotecchia et al., 1990;
Surprenant et al., 1992; Hein, 2006). Os receptores adrenérgicos a, também podem
estar acoplados a outras vias intracelulares as quais promovem aceleracdo da
atividade do trocador Na*/H" (Limbird, 1988; Cotecchia et al., 1990). Assim, estes
receptores quando ativados diminuem a concentragdo de Ca®" intracelular e
promovem hiperpolarizacdo do terminal nervoso simpatico. Sabendo que o ion Ca?*
€ importante para que ocorra a exocitose das vesiculas contendo
neurotransmissores, uma redug¢ao na concentracdo deste ion reduz a exocitose das
vesiculas, e consequentemente, reduz a liberacdo de neurotransmissores nos
terminais nervosos pré-sinapticos.

Experimentos em 6rgaos e vasos sanguineos isolados demonstraram que o
subtipo de receptor adrenérgico a,a € o subtipo de receptor az-adrenérgico mais
importante na regulacao pré-sinaptica da liberagdo de noradrenalina nos terminais
nervosos simpaticos (Molderings, Gothert, 1995; Smith et al.,, 1995; Paiva et al.,
1997; Trendelenburg et al., 1997). Entretanto, alguns estudos sugerem que em
certos tecidos o subtipo ayc € possivelmente o agg também podem contribuir para o

controle pré-sinaptico da liberacdo de noradrenérgica nos terminais nervosos
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simpaticos (Rump et al., 1995; Docherty, 1998; Ho et al., 1998; Guimaraes, Moura,
2001).

Estudos utilizando camundongos nocautes para os subtipos de receptores a,-
adrenérgicos confirmam a tese de que o subtipo a,a € o principal subtipo
responsavel pela auto-inibicdo pré-sinaptica, apesar de outros subtipos também
estarem envolvidos. Hein e colaboradores (1999) avaliaram o papel dos trés
subtipos de receptores ax-adrenérgicos na inibigdo pré-sinaptica da liberagdo de
noradrenalina utilizando camundongos nocautes para os subtipos de receptores
adrenérgicos 0pa Oz, Oyc, assim como camundongos duplos nocautes para os
subtipos aza/azc. Neste trabalho, a inibicdo da liberacido de noradrenalina induzida
pelo UK-14304, um agonista dos receptores ay-adrenérgicos, foi avaliada no tecido
atrial cardiaco e no cortex cerebral dos animais nocautes e seus respectivos
controles (wild-type, WT). Os autores observaram que tanto no atrio como no cortex
cerebral, o animal WT apresentou uma inibicdo da liberacdo de noradrenalina na
dependéncia da concentracdo do agonista az-adrenérgico, € 0 mesmo padréao de
resposta foi observado nos animais nocautes para os receptores - € Qac-
adrenérgicos. Entretanto, tanto no atrio como no cértex cerebral dos camundongos
nocautes para o receptor adrenérgico apa 0 efeito inibitério da liberagdo de
noradrenalina foi reduzido quando comparado aos demais grupos acima citados, o
que indicava que o subtipo aza € o principal subtipo responsavel pela liberagcdo de
noradrenalina. Contudo, nos camundongos duplos nocautes para os subtipos aza/dzc
a resposta inibitéria da liberacdo de noradrenalina induzida pelo agonista ay foi
completamente abolida, acreditando-se que o subtipo ayc, assim como o subtipo azp,

também esteja envolvido na regulagao da liberagdo de noradrenalina.
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Um achado inédito e importante do trabalho de Hein e colaboradores (1999) é
o0 de que os camundongos duplos nocautes para os subtipos aza/azc apresentaram
um aumento da concentracdo de noradrenalina no plasma quando comparado com
o WT, assim como com os outros nocautes estudados (Hein et al., 1999). Dessa
forma, ha fortes indicios funcionais demonstrando que o grau de ativagdo dos
receptores adrenérgicos opa- € dpc- pré-sinapticos regulam a liberacdo de
noradrenalina. Corroborando os resultados descritos por Hein e colaboradores
(1999), outros trabalhos na literatura utilizando camundongos nocautes para os
subtipos de receptores az-adrenérgicos também descrevem o importante papel dos
subtipos aza € axc como receptores pré-sinapticos inibitérios (Altman et al., 1999;
Trendelenburg et al., 2001; Brede et al., 2003).

A liberagdo de neurotransmissores simpaticos também ocorre na medula
adrenal. A medula adrenal secreta principalmente adrenalina e, em menor
proporcao, noradrenalina pelas células cromafins. Entretanto, enquanto a secrecao
de catecolaminas pelos terminais nervosos simpaticos € mediada principalmente
pelo subtipo de receptor adrenérgico aa €, em menor grau, pelo subtipo ayc, na
medula adrenal a secregao de catecolaminas é regulada predominantemente pelo
subtipo de receptor adrenérgico axc (Brede et al., 2003; Moura et al., 2006) e, em
menor proporgao, pelos subtipos aza- € azg-adrenérgicos (Moura et al., 2006).

Apesar de ambos os subtipos de receptores apa- € axc-adrenérgicos atuarem
como auto-receptores inibindo a liberagdo de catecolaminas, existem diferencas
funcionais entre eles. Acredita-se que a noradrenalina possui maior afinidade pelo
subtipo de receptor adrenérgico axc do que pelo subtipo aza (Link et al., 1992; Hein
et al., 1999). Além disso, Hein e colaboradores (1999) demonstraram que o subtipo

de receptor adrenérgico apc inibe a liberagcdo de noradrenalina em baixas
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freqUéncias de atividade do sistema nervoso simpatico, ou seja, medeia a inibicao
pré-sinaptica em baixas concentragdes de noradrenalina, porém o subtipo asa €
requerido para o controle da liberagao de neurotransmissor sobre altas frequéncias
do tébnus simpatico e, consequentemente, medeia a inibicado pré-sinaptica em altas
concentracdes de noradrenalina. Sendo assim, atualmente acredita-se que estes
dois subtipos de receptores adrenérgicos, dza € 0Ozc, Sao 0s subtipos mais
importantes para a regulagéo da liberagdo de noradrenalina nos terminais nervosos
simpaticos; enquanto que no bulbo rostro-ventro-lateral, o subtipo aza € o principal

subtipo responsavel por induzir uma diminuicdo do ténus simpatico.

De maneira geral pode-se concluir que os receptores az-adrenérgicos sao
importantes reguladores do sistema cardiovascular, pois, estes receptores estao
presentes tanto no musculo liso vascular quanto na célula endotelial controlando o
ténus vascular. Além disso, os receptores ap-adrenérgicos atuam modulando o tdnus
simpatico e a liberagcado de catecolaminas, e como o sistema nervoso simpatico esta
constantemente modulando o sistema cardiovascular, uma alteracdo nos receptores
ar-adrenérgicos pode levar a sérios danos tanto no coragdo quanto no sistema

vascular.

1.3. Atividade simpatica e patologias do sistema cardiovascular

As funcbes cardiovasculares sao fortemente mediadas pela modulagao
central do trafico eferente simpatico. A exposi¢cao aguda do coragdo ao aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico em resposta a uma variedade de estimulos,

como a reducao da volemia, parece ser benéfica pois, no coragdao, o aumento da
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atividade simpatica aumenta a freqtiéncia cardiaca, a contratilidade e a velocidade
de relaxamento do miocardio, aumentando o volume diastdlico final e o débito
cardiaco. Além disso, a atividade simpatica aumenta a resisténcia vascular
periférica, aumentando a pressao arterial e mantendo a perfusao tecidual; nas veias
promove venoconstricido induzindo um aumento do retorno venoso e; ativa o sistema
renina-angiotensina-aldosterona com o objetivo de aumentar a volemia. Todas estas
modificagdes, em um curto periodo de tempo, ajustam o sistema circulatorio a esta
nova situagao, contribuindo para a manutencéo do débito cardiaco e fluxo sanguineo
(Boulpaep, 2003).

No entanto, exposi¢coes cronicas do tecido cardiaco aos niveis elevados de
catecolaminas liberadas pelos terminais nervosos simpaticos e pela glandula
adrenal, levam a danos no tecido miocardico, como observado na hipertensao
essencial, na hipertrofia cardiaca e na insuficiéncia cardiaca, que é o quadro clinico
final destas doencgas se nao tratadas precocemente (Bristow, 2000; Brook, Julius,
2000; Esler, Kaye 2000). Estes danos resultardo em uma elevagao continua do
tbnus simpatico com progressiva deterioragado da fungao cardiaca, o que gera uma
retro-alimentacao positiva, a qual levara a uma piora do quadro patoldgico (Bristow,
1984; Packer, 1992; Colucci, 1998; Bond, 2001).

Além do mais, sabe-se que o aumento crbénico da atividade simpatica
aumenta os niveis circulantes e teciduais de catecolaminas, que modificardo a
resposta de contracido e relaxamento do musculo liso vascular. Estas modificacdes
no ténus vascular estardo envolvidas com respostas vasculares anormais e com o
desenvolvimento de disfuncbes endoteliais presentes na hipertensao arterial, no
infarto do miocardio, na hipertrofia cardiaca e sua progressao para insuficiéncia

cardiaca (Esler, Kate, 2000). De uma forma geral, essas respostas vasculares
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anormais levam a uma vasoconstricdo potencializada e consequente aumento da
resisténcia vascular periférica, o que contribuira para a manutengado e a progressao
destas patologias.

Dentre as varias alteragdes funcionais vasculares que podem contribuir para o
aumento da resisténcia vascular periférica na insuficiéncia cardiaca severa, pode-se
citar a disfuncdo endotelial, a qual esta presente tanto em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Kubo et al., 1991; Drexler et al., 1992; Katz et al., 1992, 1993;
Bank et al., 1994) quanto em modelos animais de insuficiéncia cardiaca (Kaiser et
al., 1989; Teerlink et al., 1993; Bauersaches et al., 1999). Assim, tanto a reducao da
liberagdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio (6xido nitrico, NO;
prostaciclina, PGl,; fator hiperpolarizante derivado do endotélio, EDHF) e/ou
aumento da liberagdo de fatores contrateis derivados do endotélio (endotelina;
tromboxano, TXA,; espécies reativas do oxigénio, angiotensina Il) podem contribuir
para o aumento da resisténcia vascular periférica (Vanhoutte, 1996). Além disso, na
insuficiéncia cardiaca, ha um aumento da producdo de anion superodxido, o qual,
além de promover diretamente vasoconstricdo, pode degradar o NO reduzindo a
acao de um potente vasodilatador e, desse modo, contribuindo para a
vasoconstricdo observada na insuficiéncia cardiaca (Belch et al., 1991; Bauersachs
et al., 1999; Miller et al., 2000; Landmesser et al., 2002). Adicionalmente, o TNF-alfa
e outras citocinas proé-inflamatérias encontram-se elevadas no plasma de pacientes
com insuficiéncia cardiaca (Aukrust et al., 1998; Deswal et al.,, 2001). Estas
citocinas, por sua vez, podem atuar no endotélio diminuindo a expressao da sintase
endotelial de 6xido nitrico (eNOS) (Yoshizumi et al., 1993).

Outra doencga cardiovascular que também apresenta um aumento da

atividade simpatica é a hipertensdo essencial. Estudos em modelos experimentais
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de hipertensdo e em pacientes hipertensos tém sugerido que o aumento da
atividade simpatica pode ter importadncia na patogénese da hipertensao arterial,
principalmente a de origem genética ou essencial. Nestes trabalhos, foi demonstrado
um aumento dos niveis de catecolaminas circulantes na hipertensdo essencial em
animais experimentais e em humanos (Goldstein, 1983; Westfall, Meldrum, 1985).
Classicamente, a hipertensdo essencial € caracterizada por um aumento da
resisténcia periférica total (Folkow, 1982) e, assim, dentre os fatores que podem
estar contribuindo para o aumento da resisténcia vascular periférica e para a génese
e manutencdo do quadro hipertensivo pode-se citar o aumento da atividade
simpatica.

Assim, sabendo-se que a atividade do sistema nervoso simpatico esta
aumentada em diversos estados patoldgicos, € de importancia fundamental estudar
os efeitos gerados pelo aumento da descarga simpatica no sistema cardiovascular.
Porém, vale ressaltar que todas estas alteracbes vasculares, descritas até o
momento, sempre foram avaliadas em vasos de animais submetidos a modelos de
insuficiéncia cardiaca ou hipertensao arterial, ou seja, modelos experimentais com
génese multifatorial, o que torna muito complexo o entendimento da génese da
disfungdo envolvida nos ajustes vasculares apdés um aumento crénico da
estimulagao primaria do sistema nervoso simpatico. Neste sentido, Hein e
colaboradores (1999) descreveram na literatura um modelo genético de

hiperatividade simpatica: camundongos nocautes para 0s receptores opa- € opc-

adrenérgicos (camundongos aa/a2cARKO).
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1.4. Deleg&o dos receptores aza- € apxc-adrenérgicos em camundongos como

um novo modelo de hiperatividade simpatica

Hein e colaboradores (1999) descreveram um modelo genético de
hiperatividade simpatica. Esse modelo constitui-se na delecdo dos receptores opa- €
apc-adrenérgicos em camundongos (camundongos apa/aocARKO) (Hein et al.,
1999). A delecdo desses receptores leva a uma disfungéo autonémica, uma vez que
estes receptores regulam a atividade simpatica através de diferentes mecanismos.
Como ja descrito anteriormente, no bulbo rostro-ventro-lateral, os receptores ooa-
adrenérgicos sado poés-sinapticos e regulam o tdnus simpatico. Quando ativados,
estes receptores desencadeiam bradicardia e hipotensdo (MacMillan et al., 1996;
Tavares et al.,, 1996; Altman et al., 1999; Makaritsis et al., 1999). Em neurbnios
simpaticos periféricos ambos os receptores estdo localizados no terminal pré-
sinaptico e regulam a liberacdo do neurotransmissor, no caso a noradrenalina
(Altman et al., 1999; Hein et al., 1999; Trendelenburg et al., 2001; Brede et al.,
2003). Sendo assim, estes subtipos de receptores ap-adrenérgicos, quando
ativados, inibem a liberagdo da noradrenalina pelo terminal nervoso simpatico em
que se encontram.

Os camundongos axa/a2cARKO apresentam niveis elevados de noradrenalina
plasmatica o que sugere que estes animais tém uma elevagao cronica da atividade
simpatica (Hein et al., 1999). Este aumento do ténus simpatico esta presente nestes
animais pois, na auséncia destes subtipos, ndao ocorre a inibicao pré-sinaptica da
liberagdo de noradrenalina, por exemplo, no coragao e nos vasos sanguineos. Além
disso, observa-se um aumento da descarga simpatica decorrente da auséncia do

subtipo apa nNo bulbo rostro-ventro-lateral.
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Brum e colaboradores (2002) demonstraram que estes animais, desde o
primeiro més de vida, apresentaram um aumento significativo da frequéncia cardiaca
acompanhado, por sua vez, de um aumento da pressao arterial somente apds o
quarto més de vida, mantendo-se a mesma elevada até o sexto més. Além disso,
enquanto os animais aza/a2cARKO com 1 més de vida ndo apresentavam alteracao
na capacidade de realizar exercicio um teste de esforgo e no consumo maximo de
oxigénio, os camundongos oza/02cARKO aos 4 meses de vida apresentava uma
reducdo na capacidade de realizar exercicio € um decréscimo no consumo maximo
de oxigénio quando comparado ao respectivo WT (Brum et al., 2002).
Adicionalmente, aos 4 meses de idade os camundongos aa/a2cARKO tinham um
decréscimo da funcéo cardiaca caracterizado por um decréscimo na contratilidade e
na velocidade de relaxamento cardiaca em comparagéo ao animal WT (Brum et al.,
2002). Nao foram observadas diferengas significantes no peso cardiaco dos animais
duplos nocautes aos 4 meses de idade quando comparado ao WT, porém, a
microscopia eletrénica revelou evidéncia direta de lesdo nos midcitos cardiacos e
hipertrofia dos midcitos remanescentes nos camundongos oza/a2cARKO (Brum et
al., 2002).

Assim como observado aos 4 meses de idade, aos 6 meses de idade os
camundongos aa/acARKO apresentaram uma capacidade de realizar exercicio
reduzida e decréscimo no consumo maximo de oxigénio quando comparado ao
respectivo WT (Brum et al., 2002). Além disso, enquanto os animas oa/a2cARKO
com 1 més de vida ndo apresentaram alteracdo na fracdo de encurtamento e do
didmetro sistdlico e diastdlico final do ventriculo esquerdo, os camundongos
ooplo2cARKO aos 6 meses de idade apresentaram uma reducao da fragdo de

encurtamento e um aumento do didmetro sitdlico e diastélico final do ventriculo
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esquerdo em relagdo ao respectivo WT, parametros esses avaliados através da
realizacdo de ecocardiogramas (Brum et al., 2002).

Recentemente o grupo de Brum demonstrou que, aos 5 e 7 meses de idade,
os animais aza/a2cARKO apresentaram um aumento da frequéncia cardiaca e um
aumento do tbnus simpatico basal (Rolim et al., 2007), assim como previamente
demonstrado para os camundongos oapa/aocARKO aos 4 meses de idade. Além
disso, também foi observada uma reducao da fracdo de encurtamento no coragao
dos animais axa/02cARKO aos 5 e 7 meses de idade, o que indica que estes
animais, assim como observado aos 6 meses de idade, apresentam um prejuizo da
funcdo sistolica (Rolim et al., 2007). Além da fungdo contratil, a estrutura dos
midcitos cardiacos nos animais duplos nocautes aos 5 e 7 meses de idade estava
alterada. Estes animais apresentaram um aumento do didmetro de secgao
transversa dos midcitos cardiacos e, apesar dos animais aza/02cARKO aos 4 meses
de idade nao apresentarem fibrose ventricular (Brum et al., 2002), aos 5 e 7 meses
de idade os animais a2a/a2cARKO apresentaram um aumento da fibrose ventricular
quando comparado aos respectivos controles (Rolim et al., 2007).

Logo, os resultados descritos pelo grupo de Brum (Brum et al., 2002; Rolim et
al., 2007) e por Hein e colaboradores (1999) evidenciam que estes animais
apresentam uma elevacido da atividade do sistema nervoso simpatico a qual pode
conduzir diretamente a mudancgas patoldgicas no coragao na dependéncia do tempo
de exposicao do coracao as catecolaminas.

Portanto, os camundongos axa/a2cARKO constituem-se no primeiro modelo
experimental descrito na literatura que desenvolve cardiomiopatia induzida por

hiperatividade simpatica per se. Dessa maneira, este modelo também é um potencial
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modelo experimental para estudar os ajustes vasculares durante a hiperestimulagao
simpatica a longo prazo.

Assim, no presente projeto de pesquisa pretende-se estudar se a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico em camundongos opa/acARKO além
de promover uma cardiomiopatia, induz modificagcbes de ordem temporal sobre a
funcdo vascular. Além do mais, buscou-se avaliar quais os mecanismos envolvidos
nestas modificagdes. Para tal, foram utilizados camundongos aza/a2cARKO em trés

estagios de vida: aos 3, 5 e 7 meses de idade.

Com os resultados obtidos neste estudo pretende-se esclarecer as alteragdes
vasculares envolvidas na hiperestimulacdo adrenérgica com a finalidade de
futuramente podermos buscar novas e precisas intervencbes sobre o sistema
vascular de pacientes que apresentam um aumento da atividade nervosa simpatica
decorrente de algumas patologias como a insuficiéncia cardiaca. O que podera levar
a um retardo nos quadros de insuficiéncia do sistema cardiovascular, e melhorar
assim a qualidade de vida dos pacientes, o que consequentemente reduz o numero

de internacdes e 6bitos por estas enfermidades.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar as alteracbes temporais da fungdao vascular em aortas de
camundongos aza/aecARKO com 3, 5 e 7 meses de vida, bem como estudar a
fung&o vascular no leito vascular mesentérico de camundongos oa/a2cARKO com 7

meses de vida.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Estudar em anéis de aorta de camundongos controle e apa/a2cARKO
com 3, 5 e 7 meses de vida, se a hiperestimulacdo crénica do sistema nervoso
simpatico presente nestes animais:

2.2.1.1. altera as vias de contragao e de relaxamento;

2.2.1.2. modifica a funcdo endotelial e;

2.2.1.3. altera as vias de mobilizacao de calcio.

2.2.2. Estudar no leito vascular mesentérico de camundongos oa/02cARKO
com 7 meses de vida, se a hiperestimulacao cronica do sistema nervoso simpatico
presente nestes animais:

2.2.2.1. altera as vias de contragao e de relaxamento.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengéao dos animais experimentais

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL6/J,
selvagens (wild-type, WT) e com delegdo dos receptores opa- € aoc-adrenérgicos
(a2a/02cARKO), com 3, 5 e 7 meses de vida, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da USP. Os animais a2a/a2cARKO foram obtidos a partir da
linhagem C57BL6/J desenvolvidos na Stanford University, e mantidos no biotério da
Faculdade de Medicina da USP e na Escola de Educacéo Fisica e Esportes da USP.
Apdés o desmame, os animais foram alocados no biotério do Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.
Estes animais foram mantidos em gaiolas sob condigdes controle de temperatura e
um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a ragdo e agua até que
atingissem a idade necessaria para a realizagdo dos experimentos.

Os presentes protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da USP (Protocolo registrado sob n° 079 nas fls. 19 do livro 2).

3.2. Determinagéo da presséo arterial e freqliéncia cardiaca

Com a finalidade de avaliar os niveis presséricos nos camundongos WT e
aza/o2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade, os valores de pressao arterial sistolica
foram determinados, na semana anterior ao sacrificio destes animais. A pressao
arterial sistdlica foi determinada, de maneira indireta, através do método de

pletismografia de cauda. Para tal, os animais foram mantidos em uma contengéo e
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submetidos a um prévio aquecimento da cauda com uma lampada para provocar
vasodilatagao da artéria caudal. Em seguida, um manguito de borracha foi colocado
na porgao proximal da cauda e insuflado até 200-250 mmHg, na sequéncia o mesmo
foi desinsuflado gradualmente. Na cauda destes animais também foi fixado um
transdutor de pulso de pressao (Kent Scientific Corporation, Conecticute, Estados
Unidos da Ameérica) para detec¢ao dos sinais da onda pressorica os quais foram
enviados para um amplificador (General Purpose Amplifier Stoelting CD, lllinois,
Estados Unidos da América) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (DI-720 séries Windaq, Data Q Instruments, Ohio, Estados Unidos
da América). A pressao caudal corresponde a pressao do manguito em que o pulso
pressoérico desaparece ou reaparece, ou seja, ao maior valor de pressao intra-
arterial que se contrapbe a pressdo do manguito conseguindo desobstruir
parcialmente a artéria, permitindo a passagem de sangue e o aparecimento do pulso
pressorico. O valor de pressao representa a somatoéria de seis medidas de pressao
em cada animal.

Através do calculo entre o numero de pulsos pressoricos detectados durante
1 minuto, também foi possivel determinar neste sistema a freqlUéncia cardiaca
destes animais.

Vale ressaltar que, antes da medida definitiva da pressao arterial e frequéncia
cardiaca os animais foram adaptados ao sistema de medida da pressao por trés
vezes, uma vez por dia durante trés dias anteriores a medida definitiva. Esta
adaptacao € de fundamental importdncia para minimizar o estresse pelo qual o
animal é submetido.

Assim, foi possivel determinar os efeitos da hiperatividade simpatica nas

alteracdes hemodinamicas nos animais aza/o2cARKO.
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No fim deste protocolo, apdés 3, 5 ou 7 meses de vida os animais foram
pesados e mortos por deslocamento cervical, um método rapido. Em seguida, foi
realizada a coleta dos 6rgaos (coragdo, pulmao e figado) para posteriores analises.
Além disso, a aorta toracica foi removida e isolada em uma solucéo nutridora para a
realizacdo dos experimentos de reatividade vascular. Adicionalmente, alguns
animais WT e a2a/a2cARKO foram anestesiados, apds 7 meses de vida, e o leito
vascular mesentérico foi cateterizado, removido e perfundido com uma solugao

nutridora para avaliagdo da reatividade vascular.

3.3. Avaliagéo do indice de hipertrofia cardiaca

Foi avaliada a hipertrofia cardiaca nos animais WT e aza/a2cARKO com 3, 5 e
7 meses de idade com o objetivo de avaliar os efeitos da hiperatividade simpatica no
coracao. Para tal, foram calculados os indices de hipertrofia dos ventriculos direito e
esquerdo os quais foram inferidos a partir da razdo entre os pesos dos ventriculos
direito (VD) ou esquerdo (VE) sobre o peso corporal.

Para tal, apos a retirada do coracédo da cavidade toracica, o mesmo foi lavado
em uma solugao contendo cloreto de cadmio (100 mM) para que esse cessasse 0S
batimentos cardiacos na fase de diastole do ciclo cardiaco. Em seguida, os atrios
foram separados dos ventriculos; e o ventriculo direito (VD) foi separado do
ventriculo esquerdo (VE) e do septo interventricular. Os ventriculos foram pesados
na balanga analitica (BEL Equipamentos Analiticos Ltda, Sdo Paulo, Brasil) para
calcular o indice de hipertrofia cardiaca (peso do ventriculo/peso corporal). Cabe
ressaltar que, o valor do peso do septo interventricular foi adicionado aos valores do

VE.
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3.4. Avaliagéo da congestéao pulmonar e da congestao hepatica

Uma das caracteristicas clinicas que marca a insuficiéncia cardiaca
congestiva € a retencao de liquidos no pulmao e no figado (Givertz et al., 2005).
Assim, neste projeto, a presenga de congestdo pulmonar e hepatica foi inferida pela
razao entre peso umido e peso seco destes 6rgaos. Este indice também foi avaliado
pela razao entre peso umido e peso corporal.

Apds a morte dos camundongos WT e apa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de
idade, o pulm&o e o figado foram coletados, lavados em salina e pesados na
balanga analitica (BEL Equipamentos Analiticos Ltda, Sdo Paulo, Brasil), este valor
corresponde ao peso umido do 6rgdo e, em seguida, colocados em uma estufa a
50°C por 24 horas (modelo EL 1,0, Marte, Sdo Paulo, Brasil). Seguida as 24 horas,
estes 6rgdos foram novamente pesados para obtencdo do peso seco. De posse
destes valores foi possivel calcular as razbes peso umido/ peso corporal e peso
umido/ peso seco do pulmédo e do figado as quais representam um indice de

congestéo pulmonar e hepatica, respectivamente.

3.5. Reatividade vascular em anéis de aorta de camundongos

As aortas dos camundongos WT e aza/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade
foram divididas em segmentos cilindricos (3-4 mm), livres dos tecidos conectivo e
adiposo. Em algumas aortas, a camada endotelial foi removida mecanicamente
através do uso de fios metalicos. Para obtencédo do registro de tensao isométrica,
cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solugdo de Krebs-

Henseleit, cuja composicdo (em mM) é: NaCl 115; KCI 4,6; CaCl;, 2,5; KH,PO4 1,2;
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MgS0O,4.7H,0 1,2; NaHCO; 25; Glicose 11,1; Na;EDTA 0,01. Esta solucédo foi
aquecida a 37°C e continuamente gaseificada com mistura carbogénica, mantendo o
pH estavel em 7,4. Dois arames metalicos foram passados através do lumem dos
segmentos. Um fio metalico foi fixado a parede do banho e o outro conectado
verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica (Letica TRI 210, Barcelona,
Espanha). A tensado isométrica foi registrada através de um transdutor de forga,
conectado a um sistema de aquisicao de dados (Soft & Solutions, Sao Paulo, Brasil)
e este, a um computador (Pentium IV). Os anéis de aorta toracica dos camundongos
foram submetidos a uma tensdo de repouso de 500 mg, reajustadas quando

necessario, durante o periodo de estabilizagao de 1 hora.

3.5.1. Protocolos experimentais de reatividade vascular na aorta de

camundongos

v' Avaliagdo da resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCI)

Apods 1 hora de estabilizacao, foi administrado KCI 125 mM em todos os anéis
de aorta estudados e entao aguardados aproximadamente 40 minutos até que fosse
atingido uma estabilizagao da resposta contratil. A resposta maxima induzida pelo

KCI foi considerada 100% da resposta contratil do anel vascular.

v' Avaliagdo da resposta de relaxamento a acetilcolina, ao nitroprussiato de
sodio, ao isoproterenol e a clonidina

Depois da avaliacdo da resposta contratil ao KCI 125 mM, os anéis foram
lavados com solugcdo de Krebs-Heinseleit durante 3 vezes e em seguida uma

estabilizacdo de 30 minutos foi aguardada. Apds essa, os anéis de aorta com
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endotélio foram pré-contraidos com uma concentragcdo submaxima de fenilefrina
(aproximadamente 50% da resposta maxima de contragdo ao KCI 125 mM). Apds a
obtencdo de um platd, foram realizadas curvas concentragao-resposta, cumulativas,
ao agonista muscarinico acetilcolina (10° a 10° M), para avaliar o relaxamento
dependente do endotélio; ou ao nitroprussiato de sédio (1072 a 3 x 10° M), para
avaliar o relaxamento independente do endotélio; ou ainda ao isoproterenol (10'12 a
3 x 10° M), para avaliar o relaxamento induzido pela ativagdo dos receptores [-
adrenérgica. Estas respostas de relaxamento foram observadas nas aortas dos
camundongos WT e aza/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade. Além do mais, nos
animais com 3 meses de idade também foi avaliado o relaxamento mediado pela
clonidina (10° a 3 x 10 M) nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, para

avaliar o relaxamento induzido pela ativacdo dos receptores az-adrenérgicos.

v" Avaliacdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina e a serotonina

Em outro grupo de anéis de aorta com endotélio, 30 minutos apds a avaliagao
da contracdo induzida pelo KCI 125mM, foram realizadas curvas concentragao-
resposta ao agonista a-adrenérgico fenilefrina (107° a 10 M) ou a serotonina (107™"°
a 10°M), de maneira cumulativa. Este protocolo tem como objetivo avaliar dois
agentes contrateis que induzem seus mecanismos usando as mesmas vias de
sinalizacao intracelular, porém utilizando distintos receptores de membrana.

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
contratil a fenilefrina, curvas concentragdo-resposta a este agonista também foi
realizada em alguns anéis de aorta sem endotélio. Nestes casos, a auséncia do
endotélio foi confirmada a partir de uma resposta vasodilatadora a acetilcolina (10'5

M) inferior a 10 %.
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v' Andlise do papel do calcio intracelular e extracelular na resposta
vasoconstritora a fenilefrina

A resposta contratil a fenilefrina do musculo liso vascular mediada pela
liberacdo de calcio dos estoques intracelulares foi avaliada através da contracao
induzida por este agonista em solugdo livre de calcio. J& a resposta contratil
mediada pelo influxo de calcio nas células musculares lisas das aortas, foi avaliada
através da administracdo de CaCl, em preparacbes previamente incubadas com
solucéo livre de calcio e na presenga do agonista fenilefrina.

Nestes experimentos, 30 minutos apds a avaliagdo da contracdo induzida
pelo KCI (125 mM), as aortas foram incubadas durante 5 minutos com uma solugao
de Krebs-Henseleit livre de calcio e contendo EGTA (1 mM), em seguida, foi
adicionada fenilefrina (10 M) no banho. A adicdo de fenilefrina induz uma contragao
transiente e de pequena magnitude e, apds retorno a tenséo basal, CaCl, (2,5 mM)
foi adicionado no banho. O CaCl, omitido na solugdo sem calcio foi substituido por

igual concentragao de NaCl, para manter a osmolaridade.

3.6. Reatividade vascular no leito vascular mesentérico de camundongos

Os camundongos foram anestesiados com injegao intra-peritoneal de tiopetal
(40 mg/Kg) e heparinizados (500 Ul, i.p.). Ap6s a anestesia, a artéria mesentérica
superior foi canulada usando um cateter (PE-50 afinado; preenchido com solugao
salina) com um auxilio de uma lupa (modelo SMZ 645, Nikon, New York, Estados
Unidos da América). Apos a canulagao e fixagdo da canula, o leito mesentérico foi
isolado do corpo do animal, colocado em um banho de érgao (Soft & Solutions, Sao

Paulo, Brasil) e perfundido com uma solugao de Krebs-Henseleit (NaCl 115; KCI 4,6;
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CaCl; 2,5; KH2PO4 1,2; MgS04.7H,0 1,2; NaHCO3 25; Glicose 11,1; Na,EDTA 0,01;
em mM) aquecida a 37°C, continuamente gaseificada com mistura carbogénica e
mantendo o pH estavel em 7,4. O leito vascular mesentérico foi perfundido em um
fluxo constante de 2 mL/min por meio de uma bomba peristaltica (modelo BP-200,
Milan Equipamentos Cientificos Ltda, Parana, Brasil). A pressao de perfusdo média
do leito arterial mesentérico foi medida através de um transdutor de presséao (Deltran
DPT-100, Utah Medical Products, Utah, Estados Unidos da América), conectado a
um pré-amplificador (AECAD-0804, Solugao Integrada, Sao Paulo, Brasil), situado
entre a bomba peristaltica e a canula arterial. Este pré-amplificador, por sua vez, foi
conectado a um sistema de aquisi¢ao de dados digital (DI-194RS Windaqg, Data Q
Instruments, Ohio, Estados Unidos da América), o que possibilitou a obtengao de
registros continuamente.

Imediatamente apds a canulacdo e perfusdo do leito mesentérico, as algas
intestinais foram separadas do leito vascular mesentérico evitando-se o estiramento
excessivo para ndo causar danos nas células endoteliais.

Como o fluxo foi mantido constante durante toda a preparacdo, mudancgas na
pressao de perfusdo média representam mudanca na resisténcia vascular.

Apods a canulagao, a preparagao foi mantida por um periodo de estabilizagao

de 1 hora e em seguida foram iniciados os protocolos experimentais.
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3.6.1. Protocolos experimentais de reatividade vascular no leito vascular

mesentérico de camundongos

v Avaliagdo da resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCI)

Apods 1 hora de estabilizagcado, uma solugao KCI 125 mM foi perfundida no leito
vascular mesentérico até atingir uma estabilizacdo da resposta contratil,
aproximadamente 7 minutos. Apds a obtencao do platé, o leito vascular mesentérico
era perfundido com solugcdo de Krebs-Henseleit até que os valores de pressao
retornassem aos valores basais (aproximadamente 30 mmHg) e entdo a preparagao
foi estabilizada por mais 30 minutos. Este protocolo experimental era realizado por
mais 2 vezes até que a resposta maxima contratil ao KCI 125 mM estabilizasse. Este
protocolo foi realizado para aumentar a sensibilidade contratil do leito vascular
mesentérico. Vale ressaltar que na auséncia desta sensibilizagao a resposta contratil
a noradrenalina era de pequena magnitude.

A maior resposta maxima induzida pelo KCI foi considerada 100% da resposta

contratil do leito vascular mesentérico.

v' Avaliacdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina

Trinta minutos apds a avaliagdo das contragdes induzidas pelo KCI 125 mM e
retorno aos valores basais de pressdo de perfusdo média, o leito vascular
mesentérico foi perfundido com solugdes crescentes de noradrenalina, de modo a

formar uma curva concentracdo-resposta (3 x 107 a 3 x 10 M).
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v' Avaliagao da resposta de relaxamento a acetilcolina
Trinta minutos apds a avaliacdo da curva concentragdo-resposta a
noradrenalina e retorno da pressao de perfusdo média aos valores basais, foi
avaliada a presenca de endotélio através do relaxamento & acetilcolina (10° M).
Para isso o leito vascular mesentérico foi pré-contraido, através da perfusdo com
uma solucdo de noradrenalina (3 X 10° M) e, apds a obtencdo de um platd, uma

solugado de acetilcolina (10 M) foi perfundida neste leito.

3.7. Analise dos resultados

3.7.1. Expressédo dos dados

Os resultados foram apresentados como média + EPM.

Na aorta, os resultados das curvas concentragdo-resposta aos agentes
vasodilatadores foram expressos como porcentagem de relaxamento a pré-
contracdo. Os resultados da contragdo induzida pelo KCI 125 mM foram expressos
como grama (g) de contracdo. Os resultados das curvas concentragdo-resposta aos
agonistas contrateis foram expressos como porcentagem da contragc&o induzida por
125 mM de KCI para cada anel.

No leito vascular mesentérico, os resultados do relaxamento a acetilcolina
foram expressos como porcentagem de relaxamento a pré-contracdo com
noradrenalina (3 x 107 M). Os resultados de contragdo foram expressos como

variagdo da pressdo de perfusdo média (APPM), obtidos pela subtracdo da

respostam contratil maxima pela pressao basal de perfusdo. Os resultados da curva
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concentragcao-resposta a noradrenalina obtidos como APPM foram expressos como
porcentagem da contragao induzida por 125 mM de KCI em cada leito vascular.

As curvas concentragao-resposta aos diferentes agonistas tiveram calculados
e expressos os valores de pD; (-log ECsp), que representa o valor da concentragéo
dos agentes que produziram 50% da resposta maxima, e de resposta maxima
(Rmax). Para tal foram realizadas analises de regressao nao-linear, obtidas através
da analise das curvas concentragao-resposta utilizando o programa GraphPad Prism

Software (San Diego, CA, USA).

3.7.2. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por teste t- Student para dados
nao-pareados, ou analise de varidancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
completamente randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, realizados
a partir do programa GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA). Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Medida da pressédo arterial e da freqliéncia cardiaca em camundongos

WT e axn/ao:cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

Em todas as idades estudadas (3, 5 e 7 meses de idade) os valores de
pressao arterial dos oapa/aocARKO foram semelhantes aos valores aferidos nos
respectivos WT (tabela 1). Porém, com 3 meses de idade, a frequéncia cardiaca
encontra-se significantemente elevada nos animais opa/a2cARKO quando
comparada com o WT, e esta permaneceu elevada tanto aos 5 quanto aos 7 meses

de idade quando comparada aos respectivos WT (tabela 1).

Tabela 1: Medida da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) nos animais WT e
a2a/0ocARKO aos 3, 5 e 7 meses de idade.

WT a2a/02cARKO
PA (mmHg) FC (bpm) PA (mmHg) FC (bpm)
3 meses 114 £ 5 (6) 544 + 20 (6) 111+ 7 (6) 631 + 19 (6)
5 meses 108 £ 3 (6) 543 + 21 (6) 109 £ 4 (6) 620 + 26* (6)
7 meses 129+ 5 (9) 524 + 14 (9) 133+ 7 (6) 620 + 35 (6)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental estd entre parénteses. Os valores
estao expressos como média + erro padrao da média. Teste ¢, *P<0,05 vs. WT.
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4.2. Indice de hipertrofia cardiaca em camundongos WT e azp/a2cARKO com

3, 5 e 7 meses de idade

Os pesos do ventriculo direito e do ventriculo esquerdo corrigidos pelo peso
corporal (peso do VD/PC e peso do VE/PC, respectivamente) foram utilizados como
um indicativo de hipertrofia cardiaca.

Aos 3 meses de idade, os camundongos aoa/a2cARKO apresentaram valores
das relacdes: peso do VD/PC e peso do VE/PC similares aos observados nos WT
(figura 1A e 1B, respectivamente). Adicionalmente nao foi detectada diferenga no
peso corporal entre esses 2 grupos (WT: 27 £ 0,6 vs. apa/aocARKO: 28 + 0,5 g;
p>0,05, teste ).

Ja aos 5 e 7 meses de idade, os camundongos aza/a2cARKO apresentaram a
relacéo peso do VE/PC significativamente maior do que a observada nos respectivos
WT (figura 1D e 1F, respectivamente), e nenhuma diferengca na relagdo peso do
VD/PC (figura 1C e 1E, respectivamente). Além disso, ndo foi observada diferenca
no peso corporal dos animais aza/02cARKO quando comparado com o WT, aos 5
(WT: 29 £ 0,7 vs. aza/a2cARKO: 29 + 1,0 g; p>0,05, teste f) e 7 meses de idade (WT:

31 £ 1,0 vs. apa/a2cARKO: 30 + 0,9 g; p>0,05, teste t).
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Figura 1. Relagao entre o peso do ventriculo direito (VD) e peso corporal (A ,C e E) e entre o peso do
ventriculo esquerdo (VE) e peso corporal (B, D e F) nos camundongos WT e oua/aocARKO (KO) com
3(AeB),5(CeD)e7 (EeF)meses de idade. n corresponde ao numero de animais utilizados em
cada grupo. Teste t. *P<0,05 vs. WT.



57
4.3. Avaliagdo da congestdo pulmonar e da congestdo hepatica em

camundongos WT e aza/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

A relacdo peso umido/ peso seco (PU/PS) do pulmao e do figado e a relagéo
peso umido/ peso corporal (PU/PC) destes orgaos foram utilizadas para avaliar o
indice de congestao pulmonar e hepatica.

Como se pode observar na tabela 2, as relagcbées PU/PS e PU/PC do pulméo
nao foram diferentes entre os animais WT e aza/02cARKO nas idades estudadas (3,
5 e 7 meses de idade).

O mesmo padrdao de resposta foi observado ao se avaliarem as relagoes
PU/PS e PU/PC do figado, as quais ndo apresentaram diferengas entre os animais

WT e a2a/a2cARKO aos 3, 5 e 7 meses de idade (tabela 3).
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Tabela 2: Relagcdo entre o peso umido e peso seco (PU/PS) do pulmdo e entre peso umido do
pulmao e peso corporal (PU/PC) nos camundongos WT e axa/a,cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade.

ocZA/achRKO
Pulmdao WT
PU/PS PU/PC (mg/g) PU/PS PU/PC (mg/g)
3 meses 421+0,12 5,82 £ 0,25 (12) 4,26 + 0,09 6,06 £ 0,18 (11)
5 meses 4,49 + 0,07 5,68 £ 0,25 (4) 4,31 + 0,07 5,41 £ 0,06 (5)
7 meses 4,32 + 0,09 5,30 £ 0,13 (9) 4,49 + 0,06 5,68 £ 0,19 (14)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrao da média. Teste t.

Tabela 3: Relagao entre o peso umido e peso seco (PU/PS) do figado e entre peso umido do figado e
peso corporal (PU/PC) nos camundongos WT e aa/aocARKO com 3, 5 e 7 meses de idade.

G-ZA/ (chARKO
Figado WT

PU/PS PU/PC (mglg) PU/PS PU/PC (mg/g)

3 meses 3,06 £ 0,09 48,91 +1,72 (12) 3,04 £ 0,09 47,68 + 2,26 (11)
5 meses 2,94 £ 0,02 49,09 £ 0,07 (4) 2,90 £0,03 42,47 + 3,38 (5)

7 meses 3,04 £ 0,08 48,27 +1,19 (9) 3,10 £ 0,06 46,40 + 0,93 (14)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental estd entre parénteses. Os valores
estao expressos como média + erro padrao da média. Teste &
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4.4. Reatividade vascular em anéis de aorta de camundongos WT e

axn/02cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

4.4.1. Respostas de relaxamento a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio

em aortas de camundongos WT e axa/cocARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

Primeiramente foi avaliado nos anéis de aorta dos camundongos o
relaxamento dependente do endotélio através da administragdo de um agonista
muscarinico, a acetilcolina.

Nos anéis de aorta dos camundongos WT e axa/a2cARKO, aos 3, 5 e 7 meses
de idade, pré-contraidos com fenilefrina (aproximadamente 100 nM), a acetilcolina
induziu relaxamento na dependéncia da concentragdo utilizada (figura 2). Porém, em
todas as idades estudadas, ndo foram observadas diferencas significativas nem na
resposta maxima e nem na sensibilidade a acetilcolina entre as artérias dos animais

WT e a2a/02cARKO (figura 2 e tabela 4).

Tabela 4: Valores de sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax, % de relaxamento) obtidos através
de curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) em aorta toracica de camundongos WT e
aal02cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade.

ACh WT a2al02cARKO
pD; Rmax (%) pD; Rmax (%)
3 meses 7,20+ 0,07 -78,9 £ 3,70 (11) 7,17 £ 0,09 -83,7 £ 4,37 (9)
5 meses 7,47 £0,10 -85,1 £ 3,87 (4) 7,45+0,11 -83,1+£6,12 (3)
7 meses 7,40+0,18 -84,9 £ 4,12 (10) 7,53+0,12 -85,8 £ 2,92 (7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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Figura 2: Curva concentragcdo-resposta a acetilcolina em aorta toracica de camundongos WT e
ooaloaocARKO com 3 (A), 5 (B) e 7 (C) meses de idade pré-contraidas com fenilefrina
(aproximadamente 100 nM). Os resultados sdo expressos como meédia + erro padrdo da média. O

numero de animais analisados em cada grupo experimental (n) esta entre parénteses. ANOVA (duas
vias).
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Em seguida foi estudado, nos anéis de aorta dos animais WT e apa/a2cARKO,
o relaxamento independente do endotélio para analisar a resposta vasodilatadora da
célula de musculo liso vascular. Para isso, foi utilizado o nitroprussiato de sddio
(NPS), um doador de NO.

O NPS também promoveu o relaxamento de modo dependente da
concentragdo utilizada nos anéis de aorta dos camundongos WT e aa/a2cARKO
com 3, 5 e 7 meses de idade, pré-contraidos com fenilefrina (aproximadamente 100
nM) (Figura 3). Similar ao observado no relaxamento a acetilcolina, ndo foram
observadas diferengcas significativas nem na resposta maxima e nem na
sensibilidade ao NPS entre as artérias dos animais WT e aoa/a2cARKO nas idades
estudadas (figura 3 e tabela 5).

Tabela 5: Valores de sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax, % de relaxamento) obtidos através

de curvas concentragdo-resposta ao nitroprussiato de sédio (NPS) em aorta toracica de
camundongos WT e a,a/0cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade.

NPS WT aa/o2cARKO
pD; Rmax (%) pD; Rmax (%)
3 meses 9,05+0,12 -111 £ 8,16 (10) 8,79+0,14 -109 £ 5,32 (8)
5 meses 9,14 + 0,27 -104 £ 0,84 (9) 9,08 +0,15 -105 £ 2,35 (8)
7 meses 8,81 +0,14 -103 £ 1,25 (12) 9,20 + 0,20 -103 £ 1,47 (7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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Figura 3: Curva concentracao-resposta ao nitroprussiato de s6dio em aorta toracica de camundongos
WT e aoa/aocARKO com 3 (A), 5 (B) e 7 (C) meses de idade pré-contraidas com fenilefrina
(aproximadamente 100 nM). Os resultados sdo expressos como meédia + erro padrdo da média. O

numero de animais analisados em cada grupo experimental (n) esta entre parénteses. ANOVA (duas
vias).
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4.4.2. Resposta de relaxamento ao isoproterenol em aortas de camundongos

WT e axn/ao:cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

Para avaliar a resposta de relaxamento induzida pela estimulagdo dos
receptores B-adrenérgicos nos camundongos aa/a2cARKO e WT, foi realizada uma
curva concentragado-resposta ao isoproterenol, um agonista nao seletivo dos
receptores B-adrenérgicos.

A figura 4A representa o relaxamento dependente da concentragdo promovido
pelo isoproterenol em aortas de camundongos WT e aza/a2cARKO com 3 meses de
idade. Como pode ser observado, ndo ha diferenga significativa nas respostas
vasculares a diferentes concentracdes de isoproterenol entre as aortas dos animais
WT e apa/acARKO nesta idade (figura 4A e tabela 6). O mesmo padrao de resposta
foi observado nos anéis de aorta dos animais a2a/02cARKO com 5 e 7 meses de

idade (figura 4B e 4C, respectivamente e tabela 6).

Tabela 6: Valores de resposta maxima (Rmax, % de relaxamento) obtido através de curvas
concentragéo-resposta ao isoproterenol (ISO) em aorta toracica de camundongos WT e apa/o,cARKO
com 3, 5 e 7 meses de idade.

ISO WT ocZA/occhRKO

Rmax (%) Rmax (%)

3 meses -70,8 £ 6,17 (13) -67,52 + 4,93 (10)
5 meses -79,8 £ 5,45 (9) -71,36 + 4,55 (7)

7meses  -57,0+£816(12)  -71,31%3,32(7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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Figura 4: Curva concentragdo-resposta ao isoproterenol em aorta toracica de camundongos WT e
ooalaocARKO com 3 (A), 5 (B) e 7 (C) meses de idade pré-contraidas com fenilefrina
(aproximadamente 100 nM). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. O

numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses (n). ANOVA (duas
vias).
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4.4.3. Respostas de relaxamento a clonidina em aortas de camundongos WT

e aop/aoscARKO com 3 meses de idade

O relaxamento mediado pela clonidina, um agonista dos receptores ap-
adrenérgicos, foi avaliado nas aortas dos camundongos aa/a2cARKO e WT aos 3
meses de idade como uma manobra para se confirmar a delecdo dos subtipos de
receptores apa- € Ogc-adrenérgicos, uma vez que ja esta bem descrito na literatura
que a estimulagao dos receptores ay-adrenérgicos nas células endoteliais promove a
liberagao de fatores de relaxamento (Matsuda et al., 1985; Miller, Vanhoutte, 1985;
Flavanhan et al., 1989; MacLean et al., 1993; Bryan et al., 1996; Bockman et al
1996; Zschauer et al., 1997; Nishina et al., 1999; Atalik t al., 2000; Figueroa et al.,
2001; Molin, Bendack, 2005; Shafaroudi et al., 2005).

Nos anéis de aorta dos camundongos WT e oapa/aocARKO, pré-contraidas
com fenilefrina (aproximadamente 100 nM), a clonidina induziu um relaxamento na
dependéncia da concentragao utilizada (figura 5 e tabela 7). Porém, tanto a resposta
maxima quanto a sensibilidade a clonidina encontram-se reduzidas nos animais com

delecdo dos receptores aza- € axc-adrenérgicos (figura 5 e tabela 7).
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Figura 5: Curva concentragdo-resposta a clonidina em aorta toracica de camundongos WT e
aoalaocARKO com 3 meses de idade pré-contraidas com fenilefrina (aproximadamente 100 nM). Os
resultados sao expressos como média * erro padrédo da média. O niumero de animais analisados em
cada grupo experimental esta entre parénteses (n). ANOVA (duas vias): * P<0,05 vs. WT.

Tabela 7: Valores de sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rnax, % de relaxamento) obtidos através

de curvas concentragdo-resposta a clonidina em aorta toracica de camundongos WT e aua/a,cARKO
com 3 meses de idade.

Clonidina WT a2al02cARKO
PDz Rmax (%) PDz Rmax (%’)
3 meses 7,74 £ 0,10 -89,7 + 1,88 (6) 7,31+£0,14* -78,7 £ 3,66 * (5)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média * erro padrdo da média. Teste t, *P<0,05 vs. WT.
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4.4.4. Resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCI) em anéis de
aortas com e sem endotélio de camundongos WT e aza/a2cARKO com 3, 5 e 7

meses de idade

Para testar a viabilidade muscular e a resposta contratil maxima do anel, foi
adicionado no banho 125 mM de KCI, durante 40 minutos.

Como demonstrado na figura 6, a incubagéo, durante 40 minutos, com 125
mM de KCI nos anéis de aorta dos camundongos WT e aza/a2cARKO com 3, 5e 7
meses de idade, promoveu contracdo. A resposta de contragdo induzida pelo KCI
nas aortas com endotélio dos animais WT e aoa/a2cARKO, em todas as idades
estudadas, foi de similar magnitude (figura 6).

Aos 3 e 5 meses de idade, nos anéis de aorta sem endotélio dos
camundongos WT, a contragdo ao KCl n&o foi estatisticamente diferente ao
observado nos anéis com endotélio destes mesmos animais (figura 6A e 6B,
respectivamente). Entretanto, aos 7 meses de idade, a contragdo ao KCI na aorta
sem endotélio dos animais WT foi significativamente reduzida quando comparada
aos anéis com endotélio desta mesma cepa (figura 6C). Da mesma maneira, as
aortas sem endotélio dos camundongos opa/a2cARKO, em todas as idades
estudadas, apresentaram uma diminui¢ao significativa da contracdo ao KCI quando
comparada aos respectivos anéis com endotélio dos animais a,a/a2cARKO (figura
6). Porém, nenhuma diferenga estatistica foi observada quando comparou-se os
anéis sem endotélio entre os grupos WT e aza/02cARKO, em todas as trés idades

avaliadas (figura 6).
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Figura 6: Contragdo maxima (g) induzida por 125 mM de KCI em aortas de camundongos WT e
opalaocARKO (KO) com 3 (A), 5 (B) e 7 (C) meses de idade com (E+) e sem (E-) endotélio. Os
resultados sdo expressos como média * erro padrdao da média. Os numeros dentro das barras
correspondem ao numero de animais analisados em cada grupo experimental. ANOVA (uma via): *
P<0,05 vs. aua/aocARKO E+ ; + P<0,05 vs. WT E+.
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4.4.5. Respostas vasoconstritoras a fenilefrina e a serotonina em anéis de

aorta de camundongos WT e apa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

Neste projeto de pesquisa, foi avaliada a resposta vasoconstritora a dois
agentes contrateis, fenilefrina, um agonista seletivo dos receptores a-adrenérgicos,
e serotonina, agonista dos receptores 5-HT. Estes dois agonistas, apesar de
atuarem em distintos receptores, induzem contracdo usando as mesmas vias de
sinalizagao intracelular, deste modo uma alteracdo nos receptores ou nos
mecanismos intracelulares de contragao poderiam ser identificados.

Tanto a fenilefrina quanto a serotonina aumentaram, de maneira dependente
da concentragado, o tonus basal dos anéis de aorta com endotélio nos camundongos
WT e aza/02cARKO em todas as idades estudadas (figura 7). Nao foram observadas
diferencgas significativas nem na resposta maxima nem na sensibilidade a fenilefrina
entre as artérias dos camundongos aza/a2cARKO e WT aos 3, 5 e 7 meses de idade
(figura 7A, 7C, e 7E e tabela 8).

Em concordancia com estes resultados, em todas as idades estudadas,
também nao foram observados alteragdes destes parametros na curva
concentragdo-resposta a serotonina nos anéis de aorta dos camundongos
azala2cARKO quando comparado com os anéis de aorta dos respectivos WT (figura

7B, 7D e 7F e tabela 9).
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Figura 7: Curvas concentragcédo-resposta a fenilefrina (A, C e E) e a serotonina (B, D e F) em aortas
de camundongos WT e opa/aocARKO com 3 (A e B), 5 (C e D) e 7 (E e F) meses de idade em anéis

erro padrdao da média) sdo expressos como
porcentagem da maxima contragdo induzida por 125 mM de cloreto de potassio (KCIl). Entre

parénteses n corresponde ao numero de animais analisados em cada grupo experimental. ANOVA

com endotélio intacto (E+). Os resultados (média £

(duas vias).
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4.4.6. Modulagcdo do endotélio sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina

em aortas de camundongos WT e axa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade

Para avaliar a modulacdo endotelial, foi efetuada a retirada do endotélio das
aortas isoladas, manobra que elevou somente a resposta maxima a fenilefrina nas
aortas dos camundongos WT com 3 meses de idade (figura 8A e tabela 8) e tanto a
sensibilidade como a resposta maxima a fenilefrina nas aortas dos camundongos
a2ala2cARKO com 3 meses de idade (figura 8B e tabela 8). Na auséncia de
endotélio, ndo houve diferengas estatisticas nem na sensibilidade e nem na resposta
maxima a fenilefrina entre as aortas dos grupos estudados aos 3 meses de idade
(tabela 8).

Aos 5 e 7 meses de idade, a remocgao do endotélio promoveu um aumento
tanto na sensibilidade como na resposta maxima na contragdo induzida pela
fenilefrina em ambos os anéis de aorta dos grupos WT e aoa/a2cARKO (figura 8C,
8D, 8E e 8F e tabela 8). E, comparando os anéis sem endotélio, a contragao a
fenilefrina foi de mesma magnitude entre as aortas dos animais WT e aa/a2cARKO

(tabela 8).
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Figura 8. Curvas concentragado-resposta a fenilefrina em aortas de camundongos WT e aa/a2.cARKO
com3 (AeB),5(CeD)e7 (EeF)meses de idade em anéis com (E+) e sem (E-) endotélio. Os
resultados (média * erro padrao da média) sdo expressos como porcentagem da maxima contracao
induzida por 125 mM de cloreto de potassio (KCI). n corresponde ao nimero de animais analisados

em cada grupo experimental. ANOVA (duas vias): + P<0,05 vs. WT E+ ; * P<0,05 vs. aza/a.cARKO
E+.
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Tabela 8: Valores de sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax, % da maxima contracao ao KCI)
obtidos através de curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em aorta toracica de camundongos WT
e apa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade, com (E+) e sem endotélio (E-).

Fenilefrina WT a2a/0:cARKO
PDz Rmax (0/0) PDz Rmax (%’)
E+  7,59+0,09 101 % 8,48 (7) 7,34+0,08  83,8%5,01(11)
3
meses E- 7.83£0,08  154%14,01+(8) 7.61£007" 146+757"(10)
E+  7,400,11 80,2 + 8,14 (9) 7,27 £ 0,07 88,1 £ 4,67 (9)
5
meses E- 7,72+006+ 124:3,04+(6) 7.63£010% 144+10,73"(6)
E+  7,54+0,07 123+11,31(7) 7,45+0,06 109 11,33 (9)
7
meses E-  7,.86+0,13+ 211£1365+(6) 7,70£0,08" 197+11,96"(8)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média * erro padrédo da média. Teste f, + P<0,05 vs. WT E+ e * P<0,05 vs.
aoal0cARKO E+.

Tabela 9: Valores de sensibilidade (pD,) e resposta maxima (Rmax, % da maxima contragéo ao KCI)
obtidos através de curvas concentragcao-resposta a serotonina em aorta toracica de camundongos
WT e aua/aocARKO com 3, 5 e 7 meses de idade, com endotélio (E+).

Serotonina WT a2a/o2cARKO
pDZ Rmax (%) pDZ Rmax (0/0)
3 E+ 7,02+0,09 154 + 7,16 (8) 7,11 £ 0,06 142 £ 9,41 (11)
meses
5 E+ 6,97+006 130525 (9) 6,97 +0,04 142 £ 6,65 (10)
meses
7 E+ 6,99 +0,06 130 + 3,46 (5) 7,06 + 0,03 115 + 6,34 (6)
meses

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estao expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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4.4.7. Papel do célcio intracelular e extracelular na resposta vasoconstritora a
fenilefrina em aortas de camundongos WT e axa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de

idade

No presente trabalho, também foi investigada a mobilizacdo de Ca®* na
resposta contratil induzida pela fenilefrina nas aortas de camundongos WT e
o2a/0ocARKO.

Assim, para avaliar a participagcdo da liberacdo de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico, foi feita a administracdo de fenilefrina (1 uM) em anéis de aorta
incubadas em solucdo de Krebs-Henseleit livre de Ca?* e com EGTA (1 mM) (figura
9A). Neste meio, a fenilefrina causou uma contragdo de pequena magnitude e
transiente nas aortas de todos os grupos de animais estudados. A magnitude dessa
contracdo foi similar entre os animais WT e a2a/a2cARKO em todas as idades
avaliadas (figura 9B, 9C e 9D).

A resposta contratil do musculo liso vascular adrtico apds a adicdo de Ca®* no
meio extracelular foi avaliada em sequéncia, através da adicdo de CaCl; (2,5 mM)
ao banho, na presencga de fenilefrina (1 uM) (figura 9A). A adicao de CaCl, causou
uma contragdo de grande magnitude e sustentada nos anéis de aorta dos
camundongos WT e a2a/a2cARKO, sendo que a magnitude desta resposta foi similar

entre WT e aza/02cARKO em todas as idades estudadas (figura 9B, 9C e 9D).
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Figura 9: (A) Registro tipico do efeito contratil induzido pela fenilefrina (Fe) 1 uM e CaCl, (Ca2+; 2,5
mM) em anéis de aorta de camundongos wild-type incubados com solugao livre de Ca”" mais EGTA
(1 mM). Representagdo grafica da contragdo induzida pela liberagdo de calcio dos estoques
intracelulares (Ca-in, barras brancas) e pelo influxo de calcio (Ca-ex, barras escuras) em aortas de
camundongos WT e apa/acARKO (KO) com 3 (B), 5 (C) e 7 (D) meses de idade. Os resultados
(média + erro padrdo da média) sdo expressos como porcentagem da maxima contragédo induzida por

125 mM de cloreto de potassio (KCI). n corresponde ao numero de animais analisados em cada grupo
experimental. ANOVA (1via): # P<0,05 vs. célcio intracelular.
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4.5. Reatividade vascular no leito vascular mesentérico de camundongos WT

e aop/aocARKO com 7 meses de idade

Nos leitos vasculares mesentéricos dos camundongos WT e aza/a2cARKO,
aos 7 meses de idade, ndo foram observados nenhuma diferenca estatisticamente
significativa na pressédo de perfusdo média basal (WT: 38 £ 5,05 vs. aoa/a2cARKO:

35 £ 1,61 mmHg; p>0,05, teste ).

4.5.1. Resposta de relaxamento a acetilcolina no leito vascular mesentérico

de camundongos WT e axa/a:cARKO com 7 meses de idade

A presenca do endotélio no leito vascular mesentérico dos camundongos WT
e aa/acARKO aos 7 meses de idade foi avaliada através do relaxamento mediado
pela perfusdo com acetilcolina (10> M) no leito vascular pré-contraido com uma
solugdo de noradrenalina (3 x 10° M).

A perfusdo com acetilcolina promoveu um relaxamento no leito vascular
mesentérico tanto dos camundongos WT quanto dos camundongos aa/a2cARKO, e

este relaxamento foi de mesma magnitude entre os grupos estudados (tabela 10).

Tabela 10: Valores do relaxamento (% de relaxamento) obtidos através da perfusdo de acetilcolina
(ACh) no leito vascular mesentérico de camundongos WT e aa/0,cARKO com 7 meses de idade.

ACh WT (X.zA/achRKO
Relaxamento (%) Relaxamento (%)
7 meses -36,8 + 2,97 (9) -47,4 + 4,98 (7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estao expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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4.5.2. Resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCI) no leito vascular

mesentérico de camundongos WT e aza/a2cARKO com 7 meses de idade

Para testar a viabilidade muscular e a resposta contrati maxima do leito
vascular mesentérico, uma solugdo de KCI (125 mM) foi perfundida por 3 vezes
neste leito com intervalos de 30 minutos. A maior variacdo da pressao de perfusao
média (APPM), em relagdo aos valores basais, induzida pelo KCI 125 mM foi
considerada a maxima resposta contratil do leito vascular mesentérico.

A tabela 11 representa a maior APPM obtida no leito vascular mesentérico
dos camundongos WT e apa/aocARKO com 7 meses de idade apds perfusdo com
solugdo de KCI 125 mM, e como pode ser observado, a APPM foi de mesma

magnitude entre os grupos estudados.

Tabela 11: Maxima variagdo da pressado de perfusdo média (APPM, mmHg) obtidas através da
perfusdo com uma solugdo de KCI (125 mM) no leito vascular mesentérico de camundongos WT e
aa/02cARKO com 7 meses de idade.

KCI WT (X.zA/(chARKO
APPM (mmHg) APPM (mmHg)
7 meses 43,14 £ 5,69 (9) 37,91 £ 5,77 (7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrao da média. Teste t.
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4.5.3. Resposta vasoconstritora a noradrenalina no leito vascular mesentérico

de camundongos WT e apa/ao2cARKO com 7 meses de idade

A resposta contratil no leito vascular mesentérico dos camundongos WT e
o2alacARKO aos 7 meses de idade, induzida pelo agonista adrenérgico
noradrenalina, foi avaliada através de uma curva concentragado-resposta obtida por
meio de perfusdes com solugdes de noradrenalina.

Como pode ser observado na figura 10, a perfusdo com solug¢des crescentes
de noradrenalina causou um aumento, dependente da concentragdo utilizada, da
variagdo da pressao de perfusdo média do leito vascular mesentérico, o que reflete
em um aumento da contragdo a noradrenalina tanto nos animais WT quanto nos
animais aoa/oa2cARKO com 7 meses de idade. Além disso, ndo foram observadas
diferengas significativas na resposta maxima e na sensibilidade a noradrenalina
entre o leito vascular mesentérico dos camundongos WT e apa/aocARKO com 7

meses de idade (figura 10 e tabela 12).
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Figura 10: Curvas concentragdo-resposta a noradrenalina no leito vascular mesentérico de
camundongos WT e apa/a,cARKO com 7 meses de idade. Os resultados (média + erro padréo da
média) sdo expressos como porcentagem da maxima contragéo induzida por 125 mM de cloreto de
potassio (KCI). O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses
(n). ANOVA (duas vias).

Tabela 12: Valores de sensibilidade (pD.) e resposta maxima (Rmax, % da maxima contragao ao KClI)
obtidos através de curvas concentragdo-resposta a noradrenalina no leito vascular mesentérico de
camundongos WT e axa/a2cARKO com 7 meses de idade.

Noradrenalina WT a2a/02cARKO
PDz Rmax (0/0) pDZ Rmax (%)
7 meses 5,68 + 0,09 159 + 11,7 (9) 5,43+0,18 159 + 23 (7)

O numero de animais analisados em cada grupo experimental esta entre parénteses. Os valores
estdo expressos como média + erro padrdo da média. Teste t.
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5. DISCUSSAO

A hiperatividade simpatica, caracterizada pelo aumento da quantidade de
catecolaminas circulantes e da atividade dos nervos simpaticos periféricos, tem sido
relacionada a génese e a manutencgao de diferentes estados patoldgicos do sistema
cardiovascular incluindo a hipertensdo essencial, a hipertrofia cardiaca e a sua
progressao para a insuficiéncia cardiaca (Thomas, Marks, 1978; Cohn et al., 1984,
Anderson et al., 1999; Schrier, Abraham, 1999; Esler, Kaye, 2000; Graham et al.,
2002; Ledoux et al., 2003).

As catecolaminas enddégenas (adrenalina e noradrenalina) medeiam a agéo
do sistema nervoso simpatico. Estes efetores do sistema nervoso simpatico se ligam
aos receptores adrenérgicos, classificados como receptores a- e 3-adrenérgicos, 0s
quais estdo presentes no coragdo e vasos sanguineos. Sendo assim, o sistema
nervoso simpatico exerce grande influéncia no sistema cardiovascular (Timo-laria,
1999, de Hurtado, 2004).

Hein e colaboradores (1999) descreveram na literatura um modelo animal de
hiperatividade simpatica onde os camundongos apresentaram dele¢do dos
receptores opa- € apc-adrenérgicos. Sabe-se que estes receptores estdo envolvidos
na regulagdo do ténus simpatico via auto-inibigdo pré-sinaptica da liberagdo de
catecolaminas perifericamente (Altman et al., 1999; Hein et al., 1999; Trendelenburg
et al.,, 2001; Brede et al., 2003), enquanto o receptor apa-adrenérgico também
modula a atividade simpatica atuando no bulbo rostro-ventro-lateral (MacMillan et al.,
1996; Altman et al., 1999; Makaritsis et al., 1999). Sendo assim, na auséncia destes
receptores, estes animais apresentam um aumento crénico do ténus simpatico o

qual induz alteragdes no coragdo, como as descritas por Brum e colaboradores
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(2002) e Rolim e colaboradores (2007). O presente estudo procura estudar se tal
aumento mantido do ténus simpatico modifica a fungdo dos vasos sanguineos. Cabe
ressaltar que este é o primeiro estudo na literatura que objetiva avaliar a fungao

vascular nesses animais.

5.1. Efeitos do aumento do tbénus simpatico no tecido cardiaco e na pressado

arterial e conseqliente indugdo de edemas pulmonar e hepatico

Nesta parte do estudo foram avaliados alguns paréametros cardiacos e
hemodindmicos nos animais aza/a2cARKO com o objetivo de confirmar a presenca
de hiperatividade simpatica nestes animais.

Hein e colaboradores (1999) descreveram que o0s camundongos
ooa/o2cARKO apresentam niveis de catecolaminas plasmaticos elevados aos 4
meses de idade em comparagao aos WT. Brum e colaboradores (2002) observaram
que, nestes animais, este aumento das catecolaminas circulantes induz uma
taquicardia basal, a qual é caracteristica deste modelo de cardiomiopatia induzida
por hiperatividade simpatica em camundongos. Sendo assim, 0 aumento da
frequéncia cardiaca presente nestes animais pode ser considerado um parametro
cardiovascular que confirma a presenca de hiperatividade simpatica.

No presente projeto, foi observado um aumento da freqliéncia cardiaca nos
animais apa/a2cARKO em todas as idades estudadas (3, 5 e 7 meses de idade).
Estes resultados vao ao encontro de prévios trabalhos na literatura descritos pelo
grupo de Brum, os quais observaram que, desde o primeiro més de vida, os
camundongos axa/a2cARKO apresentaram um aumento da frequéncia cardiaca no

basal, a qual permanece elevada até o sétimo més de vida, o que sugere que 0s
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camundongos aa/acARKO possuem um aumento do ténus simpatico ja no primeiro
mese de idade o qual se mantém elevado até o sétimo més de vida.

Como ja descrito, os mediadores do sistema nervoso simpatico, adrenalina e
noradrenalina, medeiam as agdes no sistema cardiovascular através da sua ligagao
com os receptores a- e B-adrenérgicos.

Os receptores B-adrenérgicos sdo subdivididos em B4, B2 € B3, no entanto, no
coragao, as catecolaminas medeiam os efeitos cardiacos principalmente através do
subtipo de receptor Bs-adrenérgico, o qual € o subtipo predominantemente
encontrado neste 6rgdo. Entretanto, estes efeitos cardiacos também podem ser
mediados pelos receptores Bz-adrenérgicos, uma vez que este subtipo também esta
expresso no coragao. Porém, vale ressaltar que a razao entre 4:32 no coracao é de
70:30 (Wallukat, 2002). Além disso, Devic e colaboradores (2001) também
demonstraram a presencga funcional do subtipo ;3 mediando efeitos cardiacos.

Os receptores B adrenérgicos estdo acoplados a proteina G estimulatéria
(Gs), que quando estimulada induz a ativagdo da enzima adenilato ciclase.
Geralmente é a subunidade G,s que ativa esta enzima, mas a Gg, também pode
ativar certas isoformas da adenilato ciclase. A adenilato cilcase catalisa a formagao
de AMPc, a partir do ATP, e o AMPc atua como o principal segundo mensageiro da
estimulagcdo B-adrenérgica (Dixon et al., 1986; Emorine et al., 1989). As ag¢des do
AMPc derivam principalmente da sua capacidade em estimular a atividade da
proteina quinase A (PKA), a qual promove a fosforilagdo de diversos alvos. Este
mediador intracelular, nos miécitos cardiacos, aumenta a forga de contragao (efeito
inotropico positivo) e a velocidade de relaxamento (efeito lusitrépico positivo). E, nas

células de génese e conducdo do potencial de agao, este mediador intracelular
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promove um aumento da frequéncia cardiaca (efeito cronotrépico positivo) e da
velocidade de condugao (efeito dronotropico positivo) (de Hurtado, 2004).

Tem sido proposto que os altos niveis de catecolaminas, tanto locais como
circulantes, induzem o crescimento dos midcitos cardiacos levando a hipertrofia
cardiaca, assim como levam a dessensibilizacdo e down-regulation dos receptores
B-adrenérgicos no miocardio (Colucci et al., 1988; Anderson et al., 1999). Esse fato
reduz os efeitos mediados pelos receptores B-adrenérgicos cardiacos e contribui
para a progressdo da hipertrofia cardiaca compensada para o quadro de
insuficiéncia cardiaca (Colucci et al., 1988; Anderson et al., 1999).

Brum e colaboradores (2002) ndo observaram alteragdes na relagdo do peso
cardiaco pelo peso corporal dos camundongos aza/a2cARKO com 4 meses de idade.
Entretanto, estes mesmos autores observaram, nos camundongos aa/a2cARKO aos
4 meses, anormalidades na ultraestrutura dos cardiomiécitos e alargamento de
miocitos remanescente, sem evidéncias de fibrose no tecido cardiaco. No presente
estudo, concordante com os resultados obtidos por Brum e colaboradores (2002), os
camundongos oapa/acARKO aos 3 meses de idade, ndo apresentam alteragdes na
razao do peso cardiaco pelo peso corporal em comparagédo aos WT, o que sugere
que a hiperatividade simpatica presente nos animais oza/02cARKO aos 3 meses de
idade nao foi capaz de induzir hipertrofia cardiaca.

Porém, aos 5 e 7 meses de idade, a hiperatividade simpatica nos
camundongos aa/a2cARKO induziu um aumento da massa do ventriculo esquerdo,
0 que indica a presenca de hipertrofia cardiaca neste animais. Estes resultados
estdo de acordo com os resultados recentes obtidos pelo grupo de Brum os quais
demonstraram, no coragdo de camundongos aza/a2cARKO com 5 e 7 meses de

idade, um aumento do didmetro dos cardiomidcitos, além do aumento da fragao de
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colageno, indicando o desenvolvimento de fibrose miocardica (Medeiros et al., 2005;
Rolim et al., 2005, 2007).

Esta resposta hipertréfica decorrente de uma hiperestimulacéo dos receptores
B-adrenérgicos também tem sido descritas em outros modelos experimentais, por
exemplo, no modelo de hipertrofia cardiaca onde o rato € submetido a doses
subcutaneas diarias de isoproterenol (agonista nao-seletivo dos receptores [3-
adrenérgicos) (Taylor, Tang, 1984). Além disso, sabe-se que a resposta hipertréfica
do miocardio em resposta a estimulagdo cronica dos receptores B-adrenérgicos
também tem sido observada em camundongos de diferentes linhagens (Soonpaa,
Field, 1994; Kudej et al., 1997; Saadane et al., 1999; Hohimer et al., 2005). Além do
mais, a atividade simpatica crbénica, no coragao, pode levar a estimulacédo do sistema
renina-angiotensina sistémico e/ou local, que também pode estar envolvido na
patogenia de modelos que apresentam hiperatividade simpatica. E, em adigéo, a
propria auto-oxidacdo da noradrenalina, quando a mesma se encontra em altas
concentracdes no plasma e nos tecidos, pode ter efeitos tdxicos direto sobre os
cardiomiécitos (Mann et al, 1992; Kaye et al, 1995). Em conjunto, estes fatores
podem estar envolvidos no remodelamento cardiaco, com diferentes graus de
contribui¢cdo, dos animais apa/a2cARKO nas diferentes idades.

Apesar das alteragbes cardiacas encontradas nos camundongos
aza/a2cARKO com 5 e 7 meses de idade, decorrentes de um aumento da descarga
simpatica no coragao, no presente estudo, ndo foi encontrado alteragao sobre os
valores de pressé&o arterial nessas idades. Adicionalmente, aos 3 meses de idade, os
camundongos apa/aocARKO também nao apresentaram alteragdo da pressao
arterial. Assim, apesar da hiperatividade simpatica presente nos camundongos

aza/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade, evidenciada pelo aumento da frequéncia
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cardiaca, e apesar da hipertrofia ventricular esquerda presente nos animais
aza/aocARKO com 5 e 7 meses de idade, a hiperatividade simpatica neste modelo
experimental ndo foi capaz de induzir alteracdo na pressao arterial em nenhuma das
idades estudadas.

Estes resultados de pressdo arterial obtidos no presente estudo vao de
encontro aos resultados descritos por Brum e colaboradores (2002), uma vez que
estes autores observaram que enquanto os animais aoa/02cARKO com 1 més de
vida ndo apresentavam alteragao da pressao arterial, aos 4 e 6 meses de idade os
camundongos oapa/axcARKO apresentavam valores de pressao arterial aumentados
quando comparados os respectivos controles. No entanto, assim como observado no
presente estudo, recentes trabalhos do grupo de Brum demonstraram que os
camundongos aa/acARKO com 3, 5 e 7 meses de idade nao apresentam alteragao
da pressao arterial (Medeiros et al., 2005; Rolim et al., 2005).

Esta ndo modificacédo dos valores de pressao arterial também esta presente
em outros modelos experimentais de hiperatividade simpatica, por exemplo, no
modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol (Trindade et al.,, 1992;
Busato et al., 1999; Vassallo et al., 1988, Meyrelles et al., 1994), onde tanto a
pressao sistdlica quanto a presséo diastolica ndo foram alterados pelo tratamento
com o agonista 3-adrenérgico.

Nos quadros de insuficiéncia cardiaca também pode nao haver alteragéo na
pressao arterial, neste sentido, foi observado na clinica médica que 40 a 50% dos
pacientes com sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca possuem pressao arterial
sistélica normal (Gheorghiade et al., 2005).

No atual projeto também foi demonstrado que os camundongos opa/ocARKO

com 3, 5 e 7 meses de idade ndo apresentaram indicios nem de edema pulmonar
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nem hepatico, os quais estdo presentes em algumas condi¢cdes patologicas, como
na insuficiéncia cardiaca congestiva (Givertz et al., 2005; de Luca et al., 2006;
Gheorghiade et al.,, 2006). A auséncia de edema pulmonar e hepatico nos
camundongos opa/oocARKO vai de encontro a uma possivel presenca de
insuficiéncia cardiaca congestiva nos animais utilizados no presente estudo.

Porém, Brum e colaboradores (2002) demonstraram que, enquanto os
animais o2a/02cARKO com 1 més de vida nao apresentavam alteragdo na
capacidade de realizar exercicio fisico e no consumo maximo de oxigénio, os
camundongos apa/acARKO aos 4 meses de vida apresentavam uma capacidade de
realizar exercicio reduzida e um decréscimo no consumo maximo de oxigénio
quando comparado ao respectivo WT (Brum et al., 2002). Adicionalmente, aos 4
meses de idade os camundongos oapa/a2cARKO tinham um decréscimo da fungao
cardiaca caracterizado por um decréscimo na contratilidade e na velocidade de
relaxamento cardiaca em comparagao ao animal WT (Brum et al., 2002).

Assim como observado aos 4 meses de idade, aos 6 meses de idade os
camundongos aa/a2cARKO apresentaram uma capacidade de realizar exercicio
reduzida e decréscimo no consumo maximo de oxigénio quando comparado ao
respectivo WT (Brum et al., 2002). Além disso, enquanto os animas oaza/a2cARKO
com 1 més de vida ndo apresentaram alteragcao na fracdo de encurtamento e do
didmetro sistdlico e diastdlico final do ventriculo esquerdo, os camundongos
oza/aocARKO aos 6 meses de idade apresentaram uma redugcdo da fragdo de
encurtamento e um aumento do didmetro sitdlico e diastdlico final do ventriculo
esquerdo em relacdo ao respectivo WT, parametros esses avaliados através da

realizagao de ecocardiogramas (Brum et al., 2002).
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Recentemente o grupo de Brum demonstrou que aos 3 meses de idade néo
foram observadas diferencas na fracdo de encurtamento entre os animais
aa/aocARKO e WT, porém, aos 5 e 7 meses de idade foi observado uma redugao
da fracdo de encurtamento nos animais a2a/a2cARKO quando comparado aos
respectivos WT, o que indica que estes animais, assim como observado aos 6
meses de idade, apresentam um prejuizo da fungéo sistélica (Medeiros et al., 2005;
Rolim et al., 2005, 2007).

Assim, os resultados descritos da literatura (Brum et al.,2002; Medeiros et al.,
2005; Rolim et al., 2005, 2007) indicam a manutencao da caracteristica fenotipica de
insuficiéncia cardiaca desse modelo de cardiomiopatia induzida por hiperatividade
simpatica. Porém, os animais utilizados no presente estudo apesar de apresentarem
uma hiperestimulagdo simpatica ndo apresentam indicios de insuficiéncia cardiaca

congestiva.

O sistema nervoso simpatico, além de exercer seus efeitos sobre o tecido
cardiaco, também exerce influéncia sobre os vasos sanguineos, através de
receptores adrenérgicos presentes nas células de musculo liso vascular e nas
células endoteliais, regulando o fluxo sanguineo e a resisténcia periférica total
(Guimaraes, Moura, 2001). Desse modo, neste projeto de pesquisa foram avaliados
os efeitos da hiperatividade simpatica na fungdo vascular dos camundongos

aza/a2cARKO de maneira dependente do tempo aos 3, 5 e 7 meses de idade.
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5.2. Os efeitos do aumento do tbnus simpatico nos vasos sanguineos

5.2.1 Relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina e

independente do endotélio induzido pelo nitroprussiato de sodio

Para avaliar o relaxamento dependente do endotélio foi utilizado um agonista
muscarinico, a acetilcolina, o qual tem sido amplamente utilizado para avaliagdo do
relaxamento dependente do endotélio desde quando Furchgott e Zawadzki (1980)
demonstraram o papel obrigatério do endotélio na vasodilatagdo induzida por este
agonista.

Nos anéis de aorta dos camundongos WT e a2a/02cARKO aos 3, 5 e 7 meses
de idade, pré-contraidas com fenilefrina, a acetilcolina induziu um relaxamento na
dependéncia da concentragao utilizada. Ja foi descrito em aorta de camundongos
C57BL6/J, que similarmente ao que ocorre na aorta de ratos, o relaxamento induzido
pela acetilcolina parece ocorrer principalmente via inducédo da sintese e liberacédo do
fator vasodilatador dependente do endotélio, o 6xido nitrico (NO), uma vez que a
administracdo do inibidor ndo especifico da sintase de NO (NOS), o L-NAME é
capaz de abolir este relaxamento (Zhou et al., 2005). Porém, nos presentes
resultados, em todas as idades estudadas, ndo foram observadas diferencas
significativas no relaxamento a acetilcolina entre os animais WT e oa/a2cARKO.
Assim, nesta situacdo, a hiperatividade simpatica encontrada nos camundongos
ooa/oocARKO parece ndo ser capaz de induzir um prejuizo do relaxamento
dependente do endotélio nos anéis de aorta.

Diferentes leitos vasculares tanto em humanos como em animais

experimentais, com doengas que cursam com aumentada atividade simpatica, por
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exemplo, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo essencial, tém classicamente
apresentado uma redugdo do relaxamento dependente do endotélio o qual esta
associado ao aumento de resisténcia vascular periférica, caracteristico da
insuficiéncia cardiaca (Kaiser et al., 1989; Kubo et al., 1991; Katz et al., 1992, 1993;
Teerlink et al., 1993; Nakamura et al., 1994; Wang et al., 1994; Cannan et al., 1996;
Gaballa, Goldman, 1999; Gschwend et al., 2003). Além disso, dados experimentais
sugerem que vasos sanguineos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e de
pacientes com hipertensdo essencial apresentam redugdo do relaxamento
dependente do endotélio (Konishi, Su, 1983; Panza et al., 1990; Treasure et al.,
1993). No entanto, Teerlink e colaboradores (1993) demonstraram que a disfungéo
endotelial em modelos de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por ligadura da
artéria coronaria € um processo progressivo e dependente do tempo, apresentando
um menor papel em estagios iniciais da insuficiéncia cardiaca. Esses autores
estudaram o relaxamento dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos apos
1, 4 e 16 semanas da ligadura da artéria coronaria. Com 1 semana apos o infarto, os
anéis de aorta ndo demonstraram evidéncias de disfuncédo endotelial, entretanto, um
progressivo desvio para a direita na curva concentragao-resposta a acetilcolina e
uma diminuicdo do relaxamento maximo foi observado apds 4 e 16 semanas de
infarto quando comparado com os ratos controle. Sendo assim, a disfungao
endotelial nem sempre esta presente, e parece ocorrer na dependéncia de diversos
fatores como o tipo de leito vascular estudado; a espécie e o género do animal; o
tipo de enfermidade estudada; o tempo; e consequentemente, a severidade da

doenca.
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Neste projeto, além do relaxamento dependente do endotélio, também foi
avaliado o relaxamento independente do endotélio utilizando o nitroprussiato de
sédio, um doador de oxido nitrico.

Similarmente ao observado no relaxamento a acetilcolina, ndo foram
observadas diferengas significativas no relaxamento induzido pelo nitroprussiato de
sédio entre os animais WT e aya/a2cARKO nas idades estudadas. Este resultado
demonstra que, possivelmente, os mecanismos celulares do musculo liso vascular
envolvidos no relaxamento nao estdo alterados pela hiperatividade simpatica
encontrada nos camundongos aza/a2cARKO durante os periodos estudados.

A nao modificacdo da funcdo da célula de musculo liso vascular a acao de
nitrovasodilatadores, ou seja, a auséncia de modificagbes nos elementos
responsivos ao oxido nitrico na célula de musculo liso vascular, também tem sido
demonstrado em outros modelos animais de insuficiéncia cardiaca, os quais
apresentam um aumento da atividade simpatica. Assim, a artéria femoral de caes
com insuficiéncia cardiaca induzida por implantagdo de marcapasso ectépico
ventricular (Kaiser et al., 1989) e a aorta de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida
pela ligadura da artéria coronaria (Teerlink et al., 1993; Gschwend et al., 2003)
apesar de apresentarem significante reducdo do relaxamento dependente do
endotélio, ndo apresentam alteragdes significativas no relaxamento a nitroglicerina.
Porém, em alguns modelos de hipertensdo, onde também ha hiperatividade
simpatica, a resposta de relaxamento aos nitrovasodilatadores pode estar prejudica
ou até mesmo aumentada. Bauersachs e colaboradores (1998) demonstraram que
em aorta e artéria coronaria de SHR, a resposta ao nitroprussiato de sodio foi de

menor magnitude quando comparado ao controle. E, em experimento utilizando
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perfusdo do leito mesentérico, in situ, de SHR sugere-se que a vasodilatagdo ao
nitroprussiato de sodio esteja aumentada (Chang et al., 2002).

Vale ressaltar que a resposta de relaxamento ao nitroprussiato de sddio,
assim como a resposta de relaxamento a acetilcolina, depende de diversos fatores,
por exemplo, o tipo de enfermidade avaliada; a espécie do animal; o leito vascular; o
tempo; e a severidade da doenca. Sendo assim, neste projeto, a hiperatividade
simpatica presente nos camundongos aa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade
nao foi suficiente para promover uma alteragao tanto no relaxamento dependente do

endotélio como diretamente na célula de musculo liso vascular de anéis de aorta.

5.2.2. Resposta vasodiladora induzida pelo isoproterenol

No sistema cardiovascular, os receptores B-adrenérgicos desempenham
importantes fungdes, tanto em nivel cardiaco, como visto anteriormente, mas
também em nivel vascular.

Os receptores B-adrenérgicos estdo localizados nos vasos sanguineos e,
quando estimulados, promovem uma resposta vasodilatadora. Em aorta de ratos, o
relaxamento via receptor B-adrenérgico foi descrito sendo totalmente dependente do
endotélio (Gray, Marshall, 1992). Porém, outros autores sugerem que este
relaxamento € independente do endotélio (Eckly, Lugnier, 1994; Rascado,
Bendhack, 2005). E, em contrapartida, a maioria dos trabalhos descritos na literatura
até o presente momento tem demonstrado que este relaxamento ocorre tanto na
presenca do endotélio quanto na auséncia do endotélio, onde a resposta
vasodilatadora seria devida tanto a uma agao dos receptores (B-adrenérgicos nas

células de musculo liso vascular quando a uma agao desses receptores nas células
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endoteliais (Kamata et al., 1989; Akimoto et al., 2002; Briones et al., 2005; Mallem et
al., 2005).

Atualmente acredita-se que nas células de musculo liso vascular a
estimulacédo do receptor B-adrenérgico promoveria uma vasodilatagdo pela ativagéo
da via adenilato ciclase-AMPc-PKA, a qual promove hiperpolarizacédo e diminui a
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®* (Rembold, Chen, 1998). E, nas células
endoteliais, a ativagdo dos receptores [3-adrenérgicos induziria uma vasodilatagdo a
qual seria mediada principalmente pela sintese de éxido nitrico (Blankesteijin, Thien,
1993; Dawes et al., 1997; Xu et al., 2000; Akimoto et al., 2002; Ferro et al., 2004) e,
em alguns vasos, através da liberagdo do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) (Dessy et al., 2004).

Sabe-se que a exposicao prolongada dos receptores B-adrenérgicos a niveis
elevados de catecolaminas endégenas como a noradrenalina e a adrenalina ou
sintéticas como o isoproterenol, induz a sua dessensibilizagdo e down-regulation
destes receptores, de modo que, em alguns estados patologicos associados a
hiperestimulagdo simpatica ou ao mimetismo deste por administracdo de drogas
simpatomiméticas podem apresentar anormalidades no relaxamento vascular
induzido pela estimulagdo da via B-adrenérgica. Essa redugdo da vasodilatagao
induzida por sua hiperestimulagéo, principalmente pelas catecolaminas endégenas,
pode levar a um inadequado grau de vasoconstricdo periférica e contribuir assim
para um aumento da pos-carga cardiaca, e por fim, aumentar a malignidade do
estado patoldgico.

Em vasos sanguineos de SHR, tem sido demonstrado: reducédo da

vasodilatagcdo induzida pela estimulagdo B-adrenérgica (Michel et al, 1990), um

menor numero de receptores pB-adrenérgicos (Conyers et al., 1995), desacoplamento
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da interagdo receptor B-adrenérgico-proteina Gs-adenilato ciclase (Conyers et al.,
1997) e niveis elevados da quinase do receptor B-adrenérgico (BARK), a qual
fosforila o receptor B-adrenérgico e assim promove desensibilizagdo do mesmo
(Gros et al., 2000).

Gaballa e colaboradores (2001), demonstraram que as aortas isoladas de
ratos com insuficiéncia cardiaca apds infarto agudo do miocardio apresentam
reducido do relaxamento induzido pelo isoproterenol, acompanhada de reducdes na
densidade dos receptores B-adrenérgicos e nos niveis de AMPc e GMPc, ao mesmo
tempo em que ha aumento da quantidade de BARK.

Em ratos tratados cronicamente com isoproterenol, um modelo experimental
de hiperestimulacdo dos receptores B-adrenérgicos, observa-se uma redugédo da
resposta vasodilatadora a administracao aguda de isoproterenol (Hayes et al., 1986)
a qual tem sido atribuida a dessensibilizagdo e/ou down-regulation dos receptores B-
adrenérgicos vasculares (Harden et al., 1983; Kimura et al., 1993). Entretanto, Davel
e colaboradores (2006) ndo observaram alteracdo na resposta vasodilatadora
induzida agudamente pela administragdo de isoproterenol em aorta de ratos tratados
por 7 dias com esse agonista -adrenérgico em menores doses do que a utilizada
por Hayes e colaboradores (1986). Esta ndo modificagdo do relaxamento ao
isoproterenol, nestes ratos, foi justificada como sendo devida a uma relativa
resisténcia a down-regulation do receptor B,-adrenérgico (Cohen, Schenck, 1987) e
uma possivel up-regulation do receptor Bs-adrenérgico, a qual pode ocorrer quando
os receptores 3¢1- e Bz-adrenérgicos estdo em down-regulation (Rohrer et al., 1999;
Moniotte et al., 2001). Assim, corroborando os resultados de Davel e colaboradores
(2006), apesar da hiperestimulagdo destes receptores pelo nivel elevado de

catecolaminas circulantes, as aortas dos camundongos oapa/a2cARKO com 3, 5e 7
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meses de idade nao apresentaram uma alteragdo na resposta de relaxamento
mediada pelos receptores B-adrenérgicos, indicando que a hiperatividade simpatica
neste modelo experimental ndo parecer ser capaz de dessensibilizar a via B-

adrenérgica vascular.

5.2.3. Resposta vasodiladora induzida pela clonidina

E claro na literatura que a estimulagdo dos receptores ay-adrenérgicos nas
células endoteliais promove um relaxamento através da liberacdo dos fatores de
relaxamento derivados do endotélio (Matsuda et al., 1985; Miller, Vanhoutte, 1985;
Flavanhan et al., 1989; MacLean et al., 1993; Bryan et al., 1996; Bockman et al
1996; Zschauer et al., 1997; Nishina et al., 1999; Atalik et al., 2000; Figueroa et al.,
2001; Molin, Bendack, 2005; Shafaroudi et al., 2005). Esta fungdo vasodilatadora
dos receptores aj-adrenérgicos pode ser essencial para a regulagdo do fluxo
sanguineo apés um aumento da descarga simpatica, pois estes fatores de
relaxamento liberados apds estimulagcdo dos receptores ap-adrenérgicos pode
contrabalancear a excessiva vasoconstricdo mediada principalmente pelos
receptores a{-adrenérgicos.

Esta moderagao da vasoconstricdo mediada pelos receptores az-adrenérgicos
ap6s uma descarga simpatica é de fundamental importancia principalmente nos
leitos vasculares onde uma vasocontricdo excessiva poderia ser prejudicial para o
funcionamento de um 6rgéo. Neste sentido, Zou e Cowley (2000) demonstraram que
a infusdo intravenosa de noradrenalina, em uma concentragdo subpressorica, néo
alterou o fluxo sanglineo da medula renal de ratos, porém foi observado um

aumento da liberagdo de NO, e, na presenga de antagonistas dos receptores as-
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adrenérgicos observou-se uma reducao do fluxo sangliineo medular e uma reducéo
da liberacdo de NO. Estes resultados sugerem que, neste leito, a noradrenalina
estimula os receptores ap-adrenérgicos na célula endotelial levando a liberagao de
NO.

Em aortas com endotélio de camundongos, Shafaroudi e colaboradores
(2005) demonstraram que a estimulagdo dos receptores a-adrenérgicos promoveu
um relaxamento na dependéncia da concentracao utilizada o qual foi bloqueado por
antagonistas dos receptores az-adrenérgicos e pela remogado do endotélio, o que
sugere que, na aorta de camundongos, o0 relaxamento apds estimulagdo dos
receptores ap-adrenérgicos, ocorre devido a estimulagdo de receptores ap-
adrenérgicos presentes na célula endotelial mediante liberacdo de fatores de
relaxamento. Além disso, neste estudo estes pesquisadores demonstraram que o
relaxamento mediado por agonistas dos receptores a-adrenérgicos era somente
mediado pelo subtipo de receptor adrenérgico aza, uma vez que em camundongos
com delegcdo para os receptores apa-adrenérgicos este relaxamento nao era
observado. Estes resultados vdo ao encontro de trabalhos prévios descritos na
literatura, os quais, utilizando técnicas farmacoldgicas, demonstraram que o
relaxamento mediado por agonistas dos receptores ap-adrenérgicos, tanto em
arteriolas coronarianas de porcos quanto no leito vascular mesentérico e na artéria
mesentérica superior de ratos, ocorre por meio do subtipo aa (Bockman et al., 1993,
1996; Figueroa et al., 2001). Porém vale ressaltar que existem poucos trabalhos na
literatura que buscam avaliar o subtipo de receptor az-adrenérgico responsavel pela
vasodilatagdo dependente do endotélio, ja4 que ndo existem drogas suficientemente
seletivas para os subtipos de receptores az-adrenérgicos. Assim, a funcao fisiolégica

e o potencial terapéutico destes receptores ainda n&o foram totalmente elucidados,
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e, com os trabalhos publicados at¢é o momento, acredita-se que o subtipo de
receptor apa-adrenérgico parece estar modulando a resposta de relaxamento
dependente do endotélio mediada por agonistas dos receptores ay-adrenérgicos.

Sabendo que os camundongos utilizados no atual projeto de pesquisa
apresentam delecao de 2 dos receptores a-adrenérgicos (aa € axc) € que, dentre
0s subtipos deletados, o subtipo aza parece ser importante para o relaxamento
induzido pela estimulagdo dos receptores ap-adrenérgicos, no presente projeto foi
avaliado nas aortas dos camundongos a,a/a2cARKO e WT, com 3 meses de idade,
o relaxamento mediado pela clonidina, um agonista dos receptores ay-adrenérgicos,
como uma manobra para se confirmar a auséncia dos subtipos de receptores aoa- €
Oyc- adrenérgicos.

No atual projeto de pesquisa, assim como descrito por Shafaroudi e
colaboradores (2005), a clonidina, um agonista dos receptores aj-adrenérgicos,
promoveu um relaxamento na dependéncia da concentracdo utilizada nas aortas dos
camundongos WT. Nos anéis de aorta dos camundongos aza/a2cARKO também foi
observado um relaxamento dependente da concentragdo, porém, tanto a
sensibilidade quanto a resposta maxima de relaxamento a clonidina encontram-se
reduzidas nestas aortas quando comparada aos animais WT. Assim, enquanto
Shafaroudi e colaboradores (2005) demonstraram que em aortas de camundongos o
relaxamento apos estimulagédo dos receptores ay-adrenérgicos era mediado somente
pelo subtipo apa, 0 presente estudo demonstra que o subtipo ays também pode
auxiliar no relaxamento mediado pelos agonistas dos receptores ay-adrenérgicos.
Assim, & possivel que em aortas de camundongos o relaxamento dependente do
endotélio apods estimulagdo dos receptores az-adrenérgicos também ocorra através

do subtipo a2, € como este relaxamento nao foi similar ao observado nas aortas dos
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camundongos WT, outros subtipos de receptores ay-adrenérgicos, podem estar
envolvidos.

Além disso, uma outra possivel explicagdo para o presente achado é a de que
nas aortas dos camundongos aa/a2cARKO, ocorra uma up-regulation do subtipo do
receptor opg-adrenérgico na auséncia dos subtipos de receptores opa- € opc-
adrenérgicos, de modo a compensar a perda dos outros subtipos. E dessa forma,
observou-se neste projeto um relaxamento mediado pelo subtipo de receptor ags-
adrenérgico, o qual nao foi observado no modelo de camundongo com delegao do
subtipo de receptor aga-adrenérgico estudado por Shafaroudi e colaboradores
(2005).

Além do mais, a discrepancia de resultados encontrada entre o presente
estudo e o de Shafaroudi e colaboradores (2005) pode ter ocorrido pois existem
diferencgas fisioldgicas entre os camundongos com delegdo do subtipo de receptor
aa-adrenérgico e os camundongos duplos nocautes para os subtipos opa- € aoc-
adrenérgicos. Assim, Hein e colaboradores (1999) avaliaram as consequéncias
fisioldgicas, tais como a hemodindmica cardiaca e a razdo peso dos ventriculos
cardiacos/peso corporal como um indice de hipertrofia cardiaca, entre os
camundongos WT, os camundongos com delecdo para o subtipo de receptor oga-
adrenérgico e para camundongos duplos nocautes para os subtipos de receptor opa-
e apc-adrenérgicos. Neste trabalho foi demonstrado que somente os animais duplos
nocautes para os subtipos de receptor opa- € apc-adrenérgicos apresentaram um
aumento de noradrenalina plasmatica, um aumento da freqtiéncia cardiaca, uma
hipertrofia cardiaca e uma reducao da contratilidade cardiaca (redugéo da dP/dt+;
derivada de pressdo sobre a derivada de tempo positiva) quando comparado ao

animal WT. Logo, pode-se concluir que somente os camundongos duplos nocautes
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para os subtipos de receptor aqa- € agc-adrenérgicos apresentam um aumento da
atividade simpatica, a qual é capaz de induzir uma cardiomiopatia (Hein et al., 1999).
Assim, diante das diferencas descritas entre os dois tipos de animais nocautes, &
possivel que as artérias dos camundongos aza/a2cARKO apresentem um maior
relaxamento mediado pelo subtipo de receptor azs-adrenérgico como um mecanismo
compensatério a uma maior atividade simpatica e a uma disfungao cardiaca, de
modo a manter uma adequada perfusdo e assim manter a homeostasia e sobrevida

destes animais.

ApOs avaliagdo da resposta do relaxamento dependente do endotélio,
independente do endotélio, das vias p- e op-adrenérgicas nas aortas de
camundongos oapa/aecARKO, foram avaliadas as repostas contrateis nas aortas

destes animais.

5.2.4. Resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCI)

Ao adicionar cloreto de potassio no banho, avalia-se a viabilidade do musculo
liso vascular pois, ao aumentar a concentragédo de K* extracelular, reduz-se o efluxo
de K* da célula muscular lisa pelos canais para K* da membrana celular, e assim, o
meio intracelular torna-se menos negativo e despolariza-se. A despolarizagao leva a
abertura de canais para Ca*? sensiveis a voltagem presentes na membrana da célula
muscular lisa promovendo o influxo de Ca*?. Esta contracdo, sendo independente da
ativagao de receptores, € um bom mecanismo para se avaliar o aparato contratil da

célula de musculo liso vascular.
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Teerlink e colaboradores (1994), descreveram uma diminuicdo da contracao
ao KCl em anéis de aorta com e sem endotélio de ratos com insuficiéncia cardiaca
ap6s 1 semana de infarto. Logo, neste modelo experimental de insuficiéncia
cardiaca, o musculo liso vascular apresentou uma fungdo anormal no aparato
contratil. Entretanto, em camundongos, n&do ha trabalhos demonstrando o papel da
hiperatividade simpatica na contragao induzida pelo KCI.

No presente estudo, em todas as idades estudadas, a contracéo induzida pelo
KCI nas aortas com endotélio de camundongos oxa/aocARKO foi de mesma
magnitude quando comparada com a contragdo na aorta com endotélio dos animais
WT. Assim, este resultado nos permite inferir que o aumento do ténus simpatico
presente nos camundongos axa/a2cARKO ndo foi capaz de induzir uma alteragéo na
maquinaria contratil da célula de musculo liso vascular.

Com a retirada do endotélio, em alguns anéis de aorta, observou-se uma
reducdo da contracdo ao KCl quando comparada ao seu respectivo anel com
endotélio. Este resultado foi observado nos anéis sem endotélio do grupo
ozalo2cARKO com 3 e 5 meses, e, WT e aoa/a2cARKO com 7 meses. A remogao do
endotélio neste projeto é realizada por fricgdo mecanica de fios metalicos no lumen
do vaso. Como a aorta de camundongo é um vaso muito pequeno e delicado, é
possivel que durante a retirada do endotélio nos anéis dos camundongos
oza/o2cARKO a camada de musculo liso vascular tenha sido parcialmente afetada, o
que provocou esta reducao da contragéo ao KCI.

Sendo assim, para manter a viabilidade muscular dos anéis sem endotélio a
serem estudados, foi estabelecido que somente os anéis com contragdo ao KCl igual

ou acima de 300mg seriam utilizados para o estudo de reatividade vascular.
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5.2.5. Resposta vasoconstritora a fenilefrina e a serotonina

O tbnus vascular € uma resultante das capacidades de relaxamento e
contragdo do vaso sanguineo, de maneira que, além do prejuizo no efeito de
agentes vasodilatadores, 0 aumento da responsividade a agonistas contrateis pode
contribuir para o aumento do estado contratii do musculo liso vascular, e assim
participar da génese e manutencdo do aumento da resisténcia periférica em
diferentes estados patolégicos como na hipertensdo e na insuficiéncia cardiaca
(Teerlink et al., 1993; 1994; Dohi et al., 1996), estados estes que possuem uma
elevagao do ténus simpatico. Sendo assim, neste projeto foi avaliada a contragcéo a
dois agonistas contrateis, fenilefrina e serotonina.

A fenilefrina € um agonista do receptor as-adrenérgico, e este tipo de receptor
a-adrenérgico € o principal envolvido na contragdo vascular apds estimulacéo
simpatica. Assim, em patologias que apresentam um aumento do ténus simpatico
podem-se observar alteragbes na resposta contratil nos vasos sanguineos induzida
por este agonista. Além de avaliar a contragao a fenilefrina, neste projeto também foi
avaliada a resposta contratil da aorta a serotonina, um agonista do receptor 5-HT.
Este receptor, quando estimulado, induz contragdo utilizando a mesma via
intracelular do receptor as-adrenérgico, ou seja, aumentando a formacao de IPs e
DAG, porém via distintos receptores de membrana. Assim, uma alteragdo no numero
dos receptores as-adrenérgicos ou na via intracelular mediada por esse receptor
poderia ser detectada.

No presente projeto, a resposta contratil a fenilefrina ndo foi alterada nos
anéis de aorta com endotélio dos camundongos apa/a2cARKO aos 3, 5 e 7 meses de

idade. Em concordancia com estes resultados a contragdo a serotonina também n&o
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foi alterada em todas as idades estudadas. Logo, estes resultados sugerem que as
respostas contrateis parecem nao estar alteradas pela hiperatividade simpatica
induzida pela delegao dos receptores aa- € apc-adrenérgicos em camundongos.

Davel e colaboradores (2006) demonstraram, em anéis de aorta de ratos
tratados com isoproterenol (0,3 mg/ kg/ dia) por 1 semana, um aumento da
reatividade vascular tanto a fenilefrina como a serotonina quando comparados com
animais controle, indicando que a hiperestimulacdo por 7 dias dos receptores [3-
adrenérgicos exacerba a resposta contratil vascular por um mecanismo comum aos
dois agonistas contrateis. Em contraposicdo, Hayes e colaboradores (1986),
demonstraram que a resposta contratil a noradrenalina e a serotonina em aorta e
veia porta de ratos tratados por quatro dias com isoproterenol, na dose de 9,6 mg/
kg/ dia, foi similar a de ratos controle. A diferenga na resposta contratil neste modelo
experimental poderia ser atribuida a diferenga na dose de isoproterenol utilizada
entre nestes estudos, isto &, diferengas no padrao de estimulagao dos receptores [3-
adrenérgicos e no efeito toxico das catecolaminas em niveis muito elevados.

A interagdo entre alteracdo neuro-humoral encontrada na insuficiéncia
cardiaca e receptores adrenérgicos no miocardio tem sido extensivamente estudada.
Porém, alteragcbes nos receptores adrenérgicos presentes nos leitos vasculares tém
sido menos caracterizados e 0s poucos resultados encontrados até o presente
momento sao bastante contraditérios.

Pereira e colaboradores (2005) observaram, no leito arterial caudal de ratos
com insuficiéncia cardiaca 4 semanas apos o infarto do miocardio, que a resposta
contratil a fenilefrina estava reduzida quando comparada aos animais controles.
Entretanto, uma inalterada reatividade aos agonistas dos receptores as-adrenérgicos

também pode ser encontrada em artérias de ratos com insuficiéncia cardiaca 3
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meses apos inducao de infarto do miocardio induzida por infarto do miocardio, por
exemplo, em artérias de resisténcia femoral e do leito mesentérico e em aorta
abdominal (Mulder et al., 1997). E, utilizando este mesmo modelo experimental,
também foi observado que esta contragdo pode estar aumentada. Neste sentido foi
demonstrado que 1 semana apos o infarto do miocardio observa-se um aumento da
resposta contratil a noradrenalina na aorta destes animais (Teerlink et al., 1994). Um
aumento da resposta contratil também foi demonstrado em arteriolas de resisténcia
do leito mesentérico de ratos duas (Koida et al., 2006) e seis semanas apos o infarto
do miocardio (Miller et al., 2000).

Sabe-se que o aumento da resposta contratil contribui para o aumento da
resisténcia vascular periférica a qual promove um aumento da pés-carga cardiaca e
favorece a progressdo do quadro de insuficiéncia cardiaca. Em contrapartida, a
diminuicdo e/ou a ndo alteragdo da resposta vasoconstritora a agonistas contrateis,
como encontrado nos animais apa/a2cARKO, poderia ser um possivel mecanismo

compensatoério se contrapondo a instalagao desse quadro.

5.2.6. Modulagdo endotelial na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Um desequilibrio na sintese, liberacdo e/ou no efeito de fatores endoteliais
capazes de relaxar e contrair o musculo liso vascular caracteriza a disfuncao
endotelial, que pode se manifestar como uma redugao na vasodilatacdo dependente
do endotélio e/ou como aumento na resposta a agentes vasoconstritores (de
Artifano, Gonzales, 1999). A disfuncao endotelial pode contribuir para o aumento da
resisténcia periférica e assim contribuir para a génese e manutengao da hipertensao,

para o aumento da pds-carga cardiaca e progressao para insuficiéncia cardiaca, de
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maneira que se sugere que a disfuncdo endotelial pode ser um indicador de
morbidade e mortalidade em pacientes com doengas cardiovasculares (Hednet, Sun,
1997).

Apesar do relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina
nao estar modificado, a modulagao exercida pelo endotélio sobre a resposta contratil
a agentes vasoconstritores pode estar alterada. Neste sentido, em anéis de aorta de
ratos tratados com isoproterenol (0,3 mg/ Kg/ dia) por 1 semana, apesar do
relaxamento a acetilcolina ndo estar alterado, foi observado um aumento da
contracao a fenilefrina devido a um prejuizo da modulagdo endotelial na resposta
contratil a fenilefrina, o qual foi associado com um aumento da geragdo de anion
superéxido promovido pelo desacoplamento da atividade da sintase de 6xido nitrico
(NOS) (Davel et al., 2006). Este aumento de anion superéxido inativa parte do NO
produzido no basal pela atividade da NOS, contribuindo para o aumento da
contracao a fenilefrina (Davel et al., 2006).

Adicionalmente, 1 semana apds o infarto do miocardio em ratos, o
relaxamento a acetilcolina na aorta ainda esta preservado, enquanto uma resposta
aumentada a noradrenalina esta presente (Teelink et al, 1994). Este aumento da
resposta contratii a noradrenalina ocorreu devido a uma perda da modulagao
endotelial mediada pelo NO na resposta contratil (Teelink et al, 1994). Assim, 1
semana apos o infarto do miocardio ja se observa uma modificagdo da modulagéo
endotelial mesmo com um inalterado relaxamento a acetilcolina. Além disso, como o
relaxamento a acetilcolina na aorta estava prejudicado 4 semanas apos o infarto do
miocardio (Teerlink et al., 1993), € possivel que uma disfungdo endotelial possa

estar presente em diferentes graus de severidade dependendo, por exemplo, da
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fase evolutiva na qual o quadro patolégico se encontra, e acredita-se que quanto
maior o tempo de instalagdo da doenga maior o prejuizo da fungao endotelial.

No atual projeto de pesquisa, a modulacdo endotelial sobre a contracéo
induzida pela fenilefrina ndo foi alterada em nenhuma das idades estudadas. Assim,
até o presente momento, acredita-se que apesar da hiperatividade simpatica, os
camundongos apa/acARKO ndo apresentaram alteragao nas vias de contragao e na
modulagcdo do endotélio sobre a resposta contratil, sugerindo que o grau de
hiperatividade simpatica presente nestes animais ndo €& capaz de alterar
significativamente a contragdo vascular, ou pode ser que neste modelo haja a
ativacdo de mecanismos compensatérios que mantenham o funcionamento

adequado vascular.

5.2.7. Papel do calcio intracelular e extracelular na resposta vasoconstritora a

fenilefrina

As catecolaminas, principalmente a noradrenalina, podem atuar como
potentes vasoconstritores via estimulagdo dos receptores a1- e az-adrenérgicos no
musculo liso vascular. Assim, em situagdes em que haja aumento dos niveis de
catecolaminas locais e/ou circulantes, como na insuficiéncia cardiaca, um aumento
da vasoconstricdo induzida por estas substancias poderia contribuir para um
aumento da resisténcia periférica e agravamento da doenga (Teerlink et al., 1993). A
estimulacdo dos receptores o4-adrenérgicos na célula muscular lisa desencadeia
cascatas de reacgdes intracelulares que culminam com aumento da concentragao de
Ca’* e da sensibilidade das proteinas contrateis a este ion. Este aumento do Ca?*

citosélico deriva de duas fontes principais: o meio extracelular, através do influxo de
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Ca?* pelos canais para calcio operados por receptor e pelos canais para calcio
sensiveis a voltagem da membrana plasmatica; e os estoques intracelulares,
principalmente o reticulo sarcoplasmatico, que libera Ca** pelos canais sensiveis a
IP3. A relativa contribuicdo de cada uma destas fontes para a geracéo de forga varia
entre os diferentes tipos de artérias (Cauvin et al., 1988). Assim, a manutenc¢ao do
equilibrio na mobilizacédo de Ca®* é importante para a geracdo de um ténus vascular
adequado, de maneira que alteragdes nesta regulacdo podem resultar em aumento
da reatividade vascular a agentes contrateis.

No presente trabalho, foi investigada a mobilizacdo de Ca®" na resposta
contratil induzida pela fenilefrina nas aortas de camundongos WT e aa/a2cARKO
com 3, 5 e 7 meses de idade pois, mesmo sem alteracido da resposta contratil a
fenilefrina, a mobilizagéo de calcio dos estoques intracelulares e do meio extracelular
poderia estar diferentemente modulada pelo aumento da atividade simpatica. Neste
sentido, Grifoni e Bendhack (2004) demonstraram que as aortas de ratos
hipertensos induzidos pela administragdo crbénica de L-NAME apresentaram
reatividade vascular a fenilefrina similar a de aortas controle, entretanto observou-se
um aumento da liberacao de calcio dos estoques intracelulares, que foi parcialmente
compensada pela reducao do influxo de calcio. Além do mais, foi demonstrado pelo
grupo de Brum que o tecido cardiaco dos camundongos opa/a2cARKO com 5 e 7
meses de idade apresentaram uma diminuicdo da expressado protéica da calcio-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA 2A), a qual esta associada a uma
menor recaptacdo de calcio para o reticulo sarcoplasmatico no tecido cardiaco e
consequentemente, leva a uma diminuigdo da concentragao pico de célcio durante a

sistole (Medeiros et al., 2005; Rolim et al., 2005, 2007).
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Porém, nas aortas de camundongos aa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de
idade as vias de mobilizacdo de calcio, liberacdo de calcio do reticulo e influxo de
calcio através da membrana extracelular, ndo foram alteradas pelo aumento do
tébnus simpatico.

Bendhack e colaboradores (1992) demonstraram que em células isoladas de
aorta de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ha um aumento do influxo de
Ca** induzido pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), assim como
da liberacdo de Ca®* de estoques intracelulares em resposta a angiotensina |l. Estes
resultados sugerem que o aumento da mobilizacdo de calcio dos meios intra e
extracelulares, em artérias de animais hipertensos SHR, poderia estar contribuindo
para a génese e manutencdo do aumento da reatividade vascular a agentes
contrateis e do remodelamento vascular. Corroborando estes dados, o tratamento
com bloqueadores dos canais para calcio parece ser mais efetivo em reduzir a
pressao arterial e a reatividade vascular de ratos hipertensos SHR do que de
normotensos (Atkinson et al., 1988). O aumento do influxo de Ca** pelos canais para
calcio sensiveis a voltagem parece estar em intima associagdo com os niveis de
pressao arterial. Neste sentido, Storm e Webb (1993) demonstraram que anéis de
aorta de ratos hipertensos e com hipertrofia cardiaca por coarctacdo da aorta
apresentam aumento da resposta contratil ao Bay K 8644 (agonista dos canais de
calcio sensiveis a voltagem do tipo L) apenas no segmento acima da coarctagao.

Porém, ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo, em aorta de
ratos tratados cronicamente com isoproterenol, a mobilizacdo de Ca?*, proveniente
tanto dos estoques intracelulares quanto do meio extracelular, em resposta a
contragao induzida pela fenilefrina foi de mesma magnitude quando comparado ao

animal controle (Davel, 2003).
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Assim, apesar de alteracdes no influxo e liberagdo de Ca®" terem importante
papel no aumento do ténus vascular e na manutengdo da hipertensdo em ratos
SHR, os camundongos apa/a2cARKO com 3, 5 e 7 meses de idade, que apresentam
niveis controle de pressao arterial, a mobilizagdo dos ions Ca?* na musculatura lisa
da aorta n&o esta alterada neste modelo, assim como os animais tratados com

isoproterenol.

5.2.8. Efeitos da hiperatividade simpatica em diferentes vasos sanguineos

A inervagao simpatica nos vasos sanglineos ocorre de maneira diferencial
dependendo do tipo de vaso e de sua localizagdo. As artérias elasticas, como a
aorta, tém inervagao escassa, enquanto que artérias de pequeno calibre (<300 pum)
sdo ricas em terminagdes nervosas simpaticas (Nilsson, 1985, 1986; Stassen et al.,
1998). Assim, apés um aumento e/ou diminuicdo da descarga simpatica pode-se
observar diferengcas na reatividade vascular entre uma artéria de grande e de
pequeno calibre.

No atual projeto de pesquisa foi demonstrado que a hiperatividade simpatica
presente nos camundongos a»a/a2cARKO, apesar de induzir uma cardiomopatia, ndo
modificou a fungdo vascular na aorta. Apesar da aorta ser um vaso fracamente
inervado (Nilsson, 1985, 1986; Stassen et al., 1998), as células endoteliais estdo em
intimo contato com o plasma sanglineo e, consequentemente, com as
catecolaminas circulantes, as quais encontram-se aumentadas no plasma dos
camundongos axa/02cARKO. Dessa forma, um aumento da atividade simpatica
poderia induzir uma disfungdo endotelial na aorta e possivelmente induzir uma

alteragcdo na pos-carga cardiaca. Porém, como neste projeto ndo foi observado
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alteracao na fungao vascular da aorta, buscou-se avaliar a fungédo vascular no leito
vascular mesentérico dos camundongos axa/a,cARKO aos 7 meses de idade. Vale
ressaltar que este leito contém desde artérias de grande calibre até artérias de
pequeno calibre as quais sdo intensamente inervadas pelo sistema nervoso
simpatico (Nilsson, 1985, 1986; Stassen et al., 1998). A abundante inervacao destas
artérias pelo sistema nervoso simpatico torna este sistema a principal via eferente
neural responsavel, diretamente, pelo controle da resisténcia periférica total e,
consequentemente, da pressao arterial e da pds-carga cardiaca.

Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado que as alteragbes
vasculares presentes em algumas patologias ocorre na dependéncia do tipo de
vaso, ou seja, pode estar presente somente em vasos de pequeno calibre, enquanto
que os vasos de grande calibre podem estar funcionalmente normais, ja que as
artérias de resisténcias respondem diferentemente dos vasos de condutancia. Por
exemplo, em grandes artérias como a aorta o relaxamento dependente do endotélio
€ principalmente mediado pelo NO, ao passo que, em pequenas artérias e arteriolas
esse relaxamento € majoritariamente mediado pelo EDHF (Shimokawa et al., 1996).
Neste sentido, foi demonstrado que, no modelo experimental de ratos com infarto do
miocardio, o relaxamento dependente do endotélio, mediado pela acetilcolina estava
inalterado na aorta, um vaso de grande calibre, e reduzido nas artérias mesentéricas
de resisténcia (Thuillez et al., 1995). Além da dependéncia do tipo de vaso estudado,
uma alteracdo da funcado vascular também ser leito especifica, por exemplo, neste
mesmo modelo experimental de ratos com infarto do miocardio, o relaxamento a
acetilcolina encontra-se inalterado na aorta e reduzido na artéria pulmonar (Baggia
et al., 1997). Logo, estes resultados demonstram a importancia de um estudo

comparativo da funcado endotelial em diferentes tipos de vasos e leitos vasculares.
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No atual projeto de pesquisa, a presenca do endotélio no leito vascular
mesentérico foi confirmada pelo relaxamento a acetilcolina. Como nao foi observada
diferenga significativa entre os grupos estudados, acredita-se que, assim como
observado na aorta, a hiperatividade simpatica presente nos camundongos
axa/a2cARKO nado foi capaz de alterar a fungdo endotelial no leito vascular
mesentérico.

Em outros modelos experimentais que apresentam uma hiperatividade
simpatica, como no modelo de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida apés o
infarto do miocardio, os estudos em arteriolas do leito mesentérico isoladas
demonstraram que o relaxamento dependente do endotélio encontrava-se inalterado
(Baggia et al., 1997; Xu et al., 2007), o que vai ao encontro dos resultados obtidos
no presente estudo. Porém, outros trabalhos, utilizando o mesmo modelo
experimental, observaram que o relaxamento a acetilcolina em arteriolas do leito
mesentérico isoladas pode estar reduzido (Thuillez et al., 1995; Mulder et al., 1995,
1996). Provavelmente, esta discrepancia de resultados encontrada neste modelo
experimental ocorre na dependéncia do tempo apds o infarto do miocardio e da
severidade da doenca.

No entanto, além da resposta vasodilatadora, a resposta contratil também
pode estar alterada na dependéncia do leito e tipo de vaso estudado. Neste sentido
a resposta contratil as altas concentragdes de K* extracelular, & noradrenalina e a
fenilefrina encontra-se inalterada na aorta de animais com insuficiéncia cardiaca
induzida apds o infarto do miocardio, ao passo que, nas artérias de resisténcia do
leito vascular mesentérico estas repostas contrateis encontram-se reduzidas
(Stassen et al., 1997). Estes resultados demonstram a dependéncia do tipo de vaso

para a presenca de disfuncdo contratil. Este trabalho também demonstrou que
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mesmo entre os vasos de menor calibre existem diferencas na fungao contratil, a
qual ira depender do leito vascular estudado. Assim, estes pesquisadores
demonstraram que, enquanto a resposta contratil as altas concentragdes de K
extracelular, a serotonina e a arginina-vasopressina estava reduzida nas artérias de
resisténcia do leito mesentérico, estas respostas contrateis estavam aumentadas
nas artérias coronarias de resisténcia (Stassen et al., 1997). Além disso, Okumura e
colaboradores (1996) demonstraram que, apds o infarto do miocardio em ratos, a
contragdo a noradrenalina estava aumentada na aorta e na artéria pulmonar dos
animais infartados, enquanto que, na artéria mesentérica superior nao foi observada
alteracao nesta resposta contratil.

Logo, no presente projeto, além do relaxamento a acetilcolina, também foi
avaliada, no leito vascular mesentérico dos camundongos WT e a,a/a,cARKO aos 7
meses de idade, a resposta contratil induzida pelo aumento da concentragdo de K*
extracelular, de modo a avaliar a viabilidade muscular e a resposta contratil maxima.
E, assim como observado na aorta dos camundongos aya/d2cARKO, a resposta
contratil do leito vascular mesentérico as altas concentragdes de K*, foi de mesma
magnitude nos animais WT e a,a/a2cARKO, 0 que sugere que a maquinaria contratil
nao foi alterada pelo aumento da atividade simpatica neste modelo experimental.
Corroborando o presente resultado, uma inalterada fungdo do aparato contratil
também foi encontrada em outros modelos experimentais de hiperatividade
simpatica, como em arteriolas isoladas do leito mesentérico de ratos apds o infarto
do miocardio (Bergdahl et al., 2001; Gschwend et al., 2003).

Adicionalmente, neste projeto também foi avaliada a resposta contratil a
noradrenalina no leito vascular mesentérico dos camundongos WT e aza/a:cARKO

aos 7 meses de idade. A noradrenalina € um agonista dos receptores adrenérgico e
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pode atuar tato nos receptores a-adrenérgicos (a1 € az) quanto nos receptores [3-
adrenérgicos (B1, B2 e PB3). No entanto, Pérez-Rivera e colaboradores (2007)
demonstraram que, em arteriolas do leito mesentérico isoladas de camundongos, a
resposta contratii a noradrenalina somente era mediada via receptores aq-
adrenérgicos. Assim, no atual projeto de pesquisa, a contragdo mediada pelos
receptores as-adrenérgicos foi avaliada tanto na aorta quanto no leito arterial
mesentérico dos camundongos aza/a,cARKO aos 7 meses de idade e, semelhante
ao encontrado na aorta, a resposta contratil via receptores as-adrenérgicos no leito
vascular mesentérico nao foi alterada pelo aumento da atividade simpatica presente
nestes animais.

Em outros modelos que apresentam um aumento da atividade simpatica,
como no modelo de ratos com insuficiéncia cardiaca 3 meses apds o infarto do
miocardio, foi demonstrado que a resposta contratii a fenilefrina em arteriolas
isoladas do leito mesentérico pode estar inalterada (Mulder et al., 1997), assim como
observado no presente projeto, ou pode até mesmo estar aumentada quando
avaliada neste modelo experimental duas (Koida et al., 2006) e seis (Miller et al.,
2000) semanas apos o infarto do miocardio. Logo, ainda ndo € consenso a presenca
de alteracao da fungao vascular contratil no leito vascular mesentérico deste modelo
experimental.

Um aumento da atividade nervosa simpatica também estd presente no
modelo animal de hipertensdo DOCA-sal, o qual apresenta um aumento dos niveis
de catecolaminas circulantes (Schenk, McNeill, 1992; Moreau et al., 1995). A
hiperatividade simpatica presente neste modelo experimental parece estar
relacionada a um prejuizo da fungao dos receptores az-adrenérgicos em localizagao

pré-sinaptica, uma vez que, apds a injec¢ao intravenosa de yombina, um antagonista
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dos receptores az-adrenérgicos, o animal controle apresenta um aumento dos niveis
plasmaticos de noradrenalina, ao passo que no animal com hipertensdo DOCA-sal
nao se observa alteragcdo nos niveis de noradrenalina circulantes (Moreau et al.,
1995). Adicionalmente, Luo e colaboradores (2004) demonstraram que nos nervos
simpaticos associados a arteriolas do leito vascular mesentéricos de ratos com
hipertensdo DOCA-sal observa-se um prejuizo da fungdo de auto-receptores dos
receptores a-adrenérgicos. No entanto, apesar do aumento da atividade simpatica
presente neste modelo experimental, ndo foi observado alteragdo na reatividade
vascular a noradrenalina em arteriolas do leito vascular mesentéricos de
camundongos com hipertensdo DOCA-sal (Perez-Rivera et al., 2007). Este resultado
estad de acordo com os obtidos no presente estudo onde a hiperatividade simpatica
presente nos camundongos apa/d2cARKO ndo foi capaz de induzir alteragdo na
funcao vascular do leito vascular mesentérico destes animais.

Assim, apesar da hiperatividade simpatica presente nos camundongos
axa/a2cARKO aos 7 meses de idade induzir uma cardiomiopatia, ndo foram
observadas diferengcas na reatividade vascular nem na aorta, um vaso de
conduténcia, e nem no leito vascular mesentérico, um leito de resisténcia, dos

camundongos aza/a2cARKO quando comparado ao respectivo WT.
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6. SUMARIO E CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo pode-se sumarizar que o aumento do
ténus simpatico encontrado nos camundongos apa/a.cARKO com 3 meses de idade,
evidenciado pelo aumento da frequéncia cardiaca, ndo foi capaz de induzir uma
resposta hipertrofica no coragcédo, assim como, na aorta a hiperatividade simpatica
também n&o alterou as vias relaxamento dependente do endotélio e independente
do endotélio, bem como o relaxamento da via B-adrenérgica. Além disso, também
nao modificou as vias de contracdo e de mobilizagdo de calcio. No entanto, como
estes camundongos n&o apresentavam dois dos subtipos de receptores as-
adrenérgicos (aoa € apc) a sensibilidade e a resposta maxima de relaxamento
mediado pela clonidina, agonista do receptor az-adrenérgico, foi significativamente
reduzida.

Ja os camundongos aza/a2cARKO com 5 e 7 meses de idade apresentaram
um aumento da atividade simpatica a qual foi evidenciada pelo aumento da
frequéncia cardiaca. No entanto, apesar desta hiperatividade simpatica induzir
hipertrofia ventricular esquerda nestes animais, as respostas de relaxamento e de
contracdo, a modulacado endotelial € a mobilizagdo de calcio na aorta encontraram-
se inalteradas. Assim como observado na aorta, as vias de contracido e o
relaxamento dependente do endotélio no leito vascular mesentérico dos
camundongos opa/aocARKO aos 7 meses de idade ndo foram alterados pelo

aumento da atividade simpatica presente neste modelo experimental.
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Logo, estes resultados nos permitem concluir que existe dependéncia do
tempo de exposigcdo as catecolaminas para o desenvolvimento de alteragdes
cardiacas a qual é evidenciada pelo fato de que com 3 meses de idade os
camundongos axa/a2cARKO ndo apresentam indicios de hipertrofia cardiaca, o que
ja ocorre aos 5 e 7 meses de idade. Entretanto, com os dados de reatividade
vascular pode-se inferir que a fungao vascular, avaliada tanto em um vaso que
recebe uma escassa inervagao simpatica como a aorta quanto em um leito com
intensa inervacéo simpatica como o leito vascular mesentérico, € menos sensivel do
que o coracao aos efeitos da hiperatividade simpatica induzida pela dele¢cdo dos
receptores opa- € apc-adrenérgicos, uma vez que, em todas as idades estudadas,
nao foram observadas alteragdes vasculares significativas.

Como estes camundongos apresentam uma cardiomiopatia, € possivel que
uma funcgdo vascular preservada possa estar compensando uma possivel disfungao
cardiaca presente neste modelo experimental de modo a manter a homeostasia do
organismo € a sobrevida destes animais. Também n&o se pode descartar a hipétese
de que, neste modelo experimental, o aumento do ténus simpatico até os 7 meses
de idade, pode nado ser suficiente para estimular mecanismos de sinalizagéo
intracelulares nos vasos sanguineos o0s quais podem levar a alteragbes na
reatividade vascular e, consequentemente, na resisténcia vascular periférica e na

pressao arterial.
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