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RESUMO

Oliveira HT. Avaliacdo da reatividade vascular em artérias mesentéricas de
resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao tratamento crénico
com ouabaina. [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

O tratamento cronico de ratos normotensos e/ou espontaneamente hipertensos
(SHR) com ouabaina (OUA) é capaz de induzir hipertensao arterial (HA) ou elevar os
niveis pressoricos desses animais, respectivamente. Nos SHR a HA adicional
induzida pela administracdo crénica de OUA estd associada ao aumento da
sensibilidade a fenilefrina em anéis de artéria caudal. Assim, considerando que
alteracbes no estado contratii dos vasos de resisténcia sao importantes para
regulacdo da pressao arterial, o objetivo desse estudo foi avaliar se o tratamento
crébnico com OUA ¢é capaz de modificar a reatividade vascular em artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR) de SHR e avaliar os possiveis mecanismos
envolvidos. SHR com 45 dias de vida foram submetidos ao tratamento por cinco
semanas com: veiculo (CT, N=39) ou OUA (30 pg/kg/dia, sc, N=42); adicionalmente,
grupos CT e OUA foram co-tratados com acido acetilsalicilico (AAS, 100 mg/kg/dia,
gavagem) constituindo os grupos CT-AAS (N=18) e OUA-AAS (N=16); ou nimesulida
(NID, 20 mg/Kg/dia, gavagem) formando os grupos CT-NID (N=11) e OUA-NID
(N=10). Durante os tratamentos, a pressdo arterial caudal (PAC) foi medida
semanalmente por pletismografia de cauda. Ao final do tratamento, mediante
eutanasia, o leito mesentérico foi removido e os terceiros ramos da artéria
mesentérica foram dissecados e montados em um miografo de arame. A técnica de
Western-blot foi utilizada para avaliar a expressao protéica da sintase de 6xido
nitrico (NOS) endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) (*p<0,05, Teste t). O tratamento
com OUA elevou a PAC dos SHR (CT: 171+1,7 vs. OUA: 184+3,3* mmHg). A
resposta contratil a noradrenalina (NOR, 10nM - 30uM) foi avaliada na auséncia e na
presenca de L-NAME (100 uM), um inibidor da NOS; de indometacina (INDO,
10uM), um inibidor da ciclooxigenase1/2 (COX1/2), do furagrelato (FURA, 10uM),
um inibidor da sintase do tromboxano A; (TXAz), do SQ 29,548 (1 uM), um
antagonista do receptor de TXA,, dentre outros farmacos. Na auséncia dos
inibidores, a contrac&o induzida pela NOR foi maior nas AMR dos animais tratados
com OUA quando comparado aos CT (CT: 3,70+0,10 vs. OUA: 4,12+0,07* mN/mm).
A incubacdo com L-NAME aumentou a reatividade a NOR nos dois grupos. Porém, a
magnitude desse aumento foi menor nas AMR do grupo OUA. Na presenca de
INDO, FURA e SQ 29,548 a contragao a NOR foi reduzida apenas nas AMR do
grupo OUA. A expresséo protéica da eNOS (32%*) e da nNOS (36%*) foram
reduzidas nas AMR no grupo OUA. Os tratamentos com AAS e NID preveniram o
aumento na PAC e na reatividade a NOR nas AMR dos SHR tratados com OUA;
sugerindo que, nesse modelo, as alteragdes pressoricas e vasculares sdo mediadas
por produtos da COX-2. Esse aumento da resposta contratil das AMR a NOR deve-
se a uma redugdo da modulagao nitrérgica, via redugao da sintese de NO, e a um
aumento da vasoconstricdo mediada pelo TXA, via COX-2. Assim, o0 aumento da
pressao arterial observado em SHR tratados com ouabaina por cinco semanas é
decorrente do prejuizo da modulagdo endotelial em artérias mesentéricas de
resisténcia.



Palavras-chave: Hipertensdo. Ouabaina. Endotélio vascular. Disfungao endotelial.
Artérias mesentéricas de resisténcia.



ABSTRACT

Oliveira HT. Evaluation of the vascular reactivity in mesenteric resistance arteries
from spontanously hypertensive rats submitted to chronic ouabain treatment. [Ph. D.
thesis (Doctoral in Human Physiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

Chronic treatment of normotensive and/or spontaneously hypertensive rats (SHR)
with ouabain (OUA) induces arterial hypertension or raising blood pressure levels in
these animals, respectively. Additionally, in SHR, hypertension induced by chronic
administration of OUA is associated with an increased sensitivity to phenylephrine in
caudal artery rings. Thus, whereas changes in the contractile state of resistance
vessels are important for blood pressure regulation, the aim of this study was to
evaluate whether chronic treatment with OUA is able to modify vascular reactivity in
mesenteric resistance arteries (MRA) of SHR and assess the possible mechanisms
involved. Thus, male, SHR at 45 days old were treated for five weeks with: vehicle
(CT, N=39) or OUA (30 mg/kg/day, sc, N=42); additionally CT and OUA groups were
co-treated with acetylsalicylic acid (ASA 100 mg/kg/day, gavage) constituting CT-
ASA (N=18) and OUA-ASA (N=16) groups; or nimesulide (NID 20 mg/kg/day,
gavage) forming CT-NID (N=11) and OUA-NID (N=10) groups. During this period, the
caudal blood pressure (BP) was measured weekly by the tail cuff method. At the end
of treatment, after euthanasia, mesenteric bed was removed and third branches of
the superior mesenteric artery were dissected and mounted on a wire myograph.
Western blot technique was used to evaluate the protein expression of nitric oxide
synthase (NOS), endothelial (eNOS) and neuronal (nNOS) (*p<0.05, t-Test). At the
end of the treatment BP was higher in the OUA group (CT: 171+1.7 vs. OUA:
184+3.3* mmHg). The contractile response to norepinephrine (NOR 10nM - 30uM)
was evaluated in the presence and absence of L-NAME (100 uM), a NOS inhibitor,
indomethacin (INDO 10 uM), an inhibitor the ciclooxygenase1/2 (COX1/2),
furegrelate (FURE 10 uM), an inhibitor of thromboxane synthase A, (TXA;), SQ
29.548 (1 uM), an antagonist of TXA; receptor, among other drugs. In the absence of
inhibitors, the NOR-induced contraction was higher in the MRA of OUA treated
animals compared as to CT (CT: 3.70+0.10 vs. OUA: 4.12+0.07* mN/mm). The
incubation with L-NAME increased the NOR-induced contraction in the MRA of both
groups. However, the magnitude of this increase was lower in the MRA of OUA
group. In the presence of INDO, FURE and SQ 29.548 the contraction evoked by
NOR was reduced only in the MRA of OUA group. The protein expression of eNOS
(32%*) and nNOS (36%*) were reduced in the MRA of OUA group. Co-treatment with
ASA and NID prevented the increase in BP and in reactivity to NOR in MRA of SHR
treated with OUA, suggesting that, vascular and pressure changes are mediated by
products of COX-2. This increase in contractile response of the NOR in MRA of OUA
treated SHR is due to a reduction in the nitrergic modulation, through reduction of NO
synthesis; and an increase in vasoconstriction mediated by TXA, via COX-2. Thus,
increased blood pressure observed in SHR treated with ouabain for five weeks is due
to the impairment of endothelial modulation in MRA.

Keywords: Hypertension. Ouabain. Vascular endothelium. Endothelial dysfunction.
Mesenteric resistance arteries.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Hipertenséao arterial

A hipertensdo arterial sistémica é uma condigdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados (>140/90 mmHg) e sustentados da presséo
arterial. O diagnostico da hipertenséo arterial é realizado quando a média de duas
ou mais medidas da presséao arterial diastélica € > a 90 mmHg ou quando a média
de mutiplas medidas da pressao arterial sistolica é consistentemente > 140 mmHg.
Atualmente, a pressao arterial humana é classificada como: Normal (<120/80
mmHg); Pré-hipertensdo (120-139/80-89 mmHg); Hipertensdo Estagio 1 (140-
159/90-99 mmHg) e Hipertensédo Estagio 2 (>160/>100 mmHg) (U.S. Department of
Health and Human Services, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude a maior proporgdo de mortes
por doengas nao transmissiveis, dentre elas a hipertensao arterial, € causada pelas
doengas cardiovasculares (48%). Projeta-se que o numero de mortes por esse tipo
de doencga ira aumentar de 17 milhdes em 2008 para 25 milhdes em 2030.
Associado a esse fato, dentre os fatores de risco mundiais para mortalidade, a
presséo arterial elevada ou hipertensdo arterial representa a maior porcentagem de
mortes (12,8%). Estima-se que esta doenga seja responsavel por 51% das mortes
por acidende vascular cerebral e 45% das mortes por doenga coronaria (World
Heathy Organization, 2012).

No Brasil, a hipertenséo arterial é a doenga de maior prevaléncia (23,3%).
E as doencas do aparelho circulatério, como a hipertensao arterial, representam a
maior causa de mortalidade (~30%). A hipertensdo arterial € o maior fator de risco
para outras doengas cardiovasculares. Nesse sentido, a taxa de internagdo por
doencgas hipertensivas (6,91%), doengas isquémicas do coragao (11,63%) e acidente
vascular cerebral (8,8%) somam aproximadamente 27% de todas as internagdes
realizadas em hospitais do SUS (Ministério da Saude, 2011).

Dentre os pacientes hipertensos, a hipertensdo arterial essencial ou
primaria abrange aproximadamente 90% dos individuos; sua etiologia ainda é
desconhecida (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010) e apesar dos importantes
avangos no diagnostico e tratamento, essa doenga continua sendo um dos fatores

de risco mais importantes para outras doengas cardiovasculares como o infarto do
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miocardio, a insuficiéncia cardiaca, o acidente vascular cerebral, dentre outras
(Kaplan, 1998).

E importante ressaltar que, a hipertenséo arterial essencial humana e os
varios modelos animais de hipertensdo arterial apresentam resisténcia vascular
periférica elevada (Lund-Johansen, 1983; Shepherd, 1990). A resistencia periférica é
determinada principalmente pela regido distal da vasculatura arterial: os vasos de
resisténcia. Eles consistem das pequenas artérias, com diametro inferior a 300 um, e
das arteriolas que possuem didmetro menor que 30 a 50 um (Mulvany, Aalkjeer,
1990).

Assim, na hipertensdo arterial, os principais fatores que contribuem para
diminuicdo no didmetro dos vasos de resisténcia sdo: as alteragbes estruturais
(remodelamento muscular e alteragdes mecanicas da parede arterial) e funcionais
(modificagdes no tdnus do musculo liso vascular) da parede arterial (Schiffrin, 1997).
Nesta doenga, o tonus do musculo liso vascular pode aumentar em decorréncia da
disfuncdo endotelial; uma condicdo que corresponde a um desequilibrio entre os
fatores endoteliais vasodilatadores (6xido nitrico, prostaciclina e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio) e vasoconstritores (endotelina-1,
prostanoides derivados do acido araquiddnico, angiotensina Il, espécies reativas de
oxigénio, dentre outros) em favor do aumento da resposta contratil (Silva et al., 2012;
Tang, Vanhoutte, 2010; Virdis et al., 2010).

O estudo da funcdo vascular preconiza a avaliagdo das fungdes
vasodilatadora e vasoconstritora. Nesse sentido, a disfungdo endotelial na doenca
vascular hipertensiva apresenta, geralmente, um prejuizo da resposta vasodilatadora
dependente do endotélio induzida pela acetilcolina e pela bradicinina (Briones et al.,
2003; Giachini et al., 2009; Luscher, Vanhoutte, 1986; Mori et al., 2006; Panza et al.,
1995; Taddei et al., 1997; Virdis et al., 2009); assim como, observa-se um aumento
da resposta contratii e da sensibilidade do musculo liso vascular a agonistas
vasoconstritores (Dohi et al.,, 1996; Lograno et al., 1989; Mulvany et al., 1980;
Mulvany, Halpern, 1977).

Na hipertensao arterial, a reducédo na fungao vasodilatadora dependente
do endotélio resulta geralmente de uma menor biodisponibilidade do 6xido nitrico.
Esse fator encontra-se reduzido devido a uma menor produgao, ou inativagao pela
maior producgao de espécies reativas derivadas do oxigénio (Fulton et al., 1999; Li et

al., 2006; Varizi et al., 1998). No entanto, na hipertens&o arterial também se observa
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uma maior produgao de substancias vasoconstritoras, dentre elas, destacam-se os
prostandides vasoconstritores produzidos pela enzima ciclooxigenase (COX)
endotelial, especialmente o tromboxano A; (TXAz) e a prostaglandina Hz (PGH>)
(Alvarez et al., 2005; Tang et al., 2007). Além disso, a COX endotelial esta envolvida
na produgcado de espécies reativas derivadas do oxigénio, que também agem como
um fator contratil produzido pelo endotélio (Auch-Schwelk et al., 1989; Katusic,
Vanhoutte, 1989; Virdis et al., 2013; Yang et al., 2002).

A hipertensdo arterial também modifica a atividade da Na*K*-ATPase do
musculo liso vascular (Blaustein, 1993; Bohr, Webb, 1984; dos Santos et al., 2003;
Folkow, 1982; Liu, Songu-Mize, 1997; Marin, Redondo, 1999; Rossoni et al., 2003).
Cabe ressaltar que, a inibicdo da atividade dessa enzima por compostos digitalicos
esta relacionada ao aumento do tonus vascular em varios leitos vasculares (Marin et
al., 1988; Sato, Aoki, 1988; Toda, 1980; Wallick et al., 1982).

1.1.1 Quabaina

Ha aproximadamente 35 anos foi descoberto que um inibidor endégeno
da Na’K*-ATPase poderia inibir a reabsorcédo renal de Na* e promover natriurese
(Haddy, Overbeck, 1976). E esse inibidor ou ouabain like compound (OLC) também
poderia aumentar o tébnus vascular (de Wardener, MacGregor, 1980), elevar a
pressao arterial e produzir hipertensado arterial (Blaustein 1977; MacGregor et al.,
1981). O OLC foi purificado no plasma e no hipotalamo humanos e em adrenais
bovinas, e uma analise apurada revelou que esse componente era a ouabaina
(Hamlyn et al., 1991; Kawamura et al., 1999; Schneider et al., 1998).

A inibicdo da Na'K'-ATPase pelos compostos digitalicos, dentre eles a
ouabaina, produz um aumento na concentragéo intracelular de Na* (Blaustein, 1988;
Goto et al., 1992); esse ion inibe a atividade do trocador Na*/Ca*?, aumentando a
concentragdo intracelular de Ca™ e a sua recaptacdo para o reticulo
sarcoplasmatico (Blaustein, 1993; Borin et al., 1994). A maior concentragdo de Ca*?
no reticulo sarcoplasmatico disponibiliza maior quantidade desse ion durante a
contracdo vascular contribuindo para elevagdo do tdénus vascular. Trabalhos
demonstraram que as subunidades a2/a3 da Na*K*-ATPase e o trocador Na*/Ca*?
estdo em um microdominio especifico da membrana cuja sinalizacdo permite as

baixas concentracdes de ouabaina promoverem sinalizagdo para o Ca*? (Arnon et
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al., 2000; Golovina et al., 2003a,b; Juhaszova, Blaustein 1997; Moore et al., 1993;
Zhang et al., 2005). Esta sinalizagdo caracteriza-se como oscilacdes de Ca*? com
diferentes frequéncias. Mais importante, as oscilagdes de Ca*? de baixa frequéncia
ativam a via do NF-«B protetora de apoptose celular (Aizman et al., 2001; Zhang et
al., 2006).

Atualmente sabe-se que a Na'K*-ATPase além de transportador iénico, é
um receptor transdutor de sinal para cardiotonicos esterdides endogenos e
exdgenos, e uma proteina de ancoramento capaz de organizar microdominios
especificos de sinalizagéo celular (Blanco, Mercer 1998; Haas et al., 2000; Huang et
al.,, 1997; Xie, Askari 2002; Xie, Cai 2003). Os cardiotonicos esterdides em
concentragbes que nao causam inibicao significativa da atividade de bomba, séo
capazes de ativar o complexo receptor caveolar Na*K*-ATPase/Src e diferentes vias
de sinalizacdo, relacionadas a hipertrofia muscular, proliferacdo, diferenciacdo e
hipertensao arterial (Dong et al., 2004; Gao et al., 2002; Huang et al., 1997; Liu et
al., 2007; Wang et al., 2004; Zhu et al., 1996). No hipocampo e no cerebelo, baixas
concentragdes de ouabaina ativam o NF-kB, aumentam a produg¢ao dos genes alvos
desse fator de transcricdo, em parte, via agao modulatéria do receptor NMDA sobre
a Na'K*-ATPase (de Sa Lima et al., 2013; Kawamoto et al., 2012).

A administracdo aguda de ouabaina pode aumentar o tbnus simpatico
(Ralevic, Burnstock, 1996; Zhang, Leenen, 2001) e/ou agir diretamente sobre o
sistema vascular aumentando a resisténcia periférica total ou sensibilizando o leito
vascular a substancias vasopressoras (Baker et al., 2001; Ceron, Bendhack, 1997;
Davel et al.,, 2000; Marin et al., 1988; Padilha et al., 2004; Ponte et al., 1996;
Rodriguez-Manas et al., 1992; Rossoni et al., 1999, 2001, 2003; Sanchez-Ferrer et
al., 1992; Songu-Mize et al., 1995; Vassallo et al., 1997). Além da vasoconstri¢ao, a
inibigdo aguda da Na’K’-ATPase pela ouabaina possibilita uma modulagdo do
endotélio vascular sobre a resposta contratil. Historicamente, foi descrito que as
células endoteliais liberam um fator que pode modular e se contrapor a acéo da
ouabaina sobre o musculo liso vascular (Redondo et al., 1995); de forma que a
remogao do endotélio potencializa as contragdes induzidas pela ouabaina em veias
e artérias de placenta humana (Sanchez-Ferrer et al.,1992) e na artéria carétida de
cobaia (Rodriguez-Manas et al.,, 1992). Os efeitos da ouabaina sobre o endotélio
vascular dependem da linhagem estudada. No rato normotenso, a ouabaina

promove a liberacdo de um fator endotelial que inibe a contragdo produzida pela
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ouabaina, enquanto que no hipertenso ocorre a liberagdo de uma substancia que
favorece a contragao. (Ponte et al., 1996).

Fatores semelhantes a ouabaina foram encontrados em concentragdes
pico e nanomolares no plasma de mamiferos (Ferrandi et al., 1997). A ouabaina foi
identificada como o principal fator digitalis-like encontrado no plasma de ratos e
humanos (Hamlyn et al., 1991), que exerce importantes fungdes de controle do ténus
vascular e da homeostase de sodio (Nesher et al., 2009). Posteriormente, verificou-
se que existe uma forte correlagdo positiva entre os niveis pressoricos e as
concentragbes plasmaticas de ouabaina em humanos e roedores (Hamlyn et al.,
1982; Sagnella et al., 1986), sugerindo que este horménio participaria da génese da
hipertensdo arterial.

A producdo de ouabaina enddégena ocorre no cortex da supra-renal
(Laredo et al., 1995; Ludens et al.,, 1992), no hipotalamo (de Wardener, Clarson,
1985) e na regiao anteroventral do terceiro ventriculo (Pamnani et al., 1981; Songu-
Mize et al., 1982). Essa producdo pode ser estimulada pelo aumento da
concentragao plasmatica de sddio, pela expansao de volume extracelular (Blaustein,
1993; Manunta et al., 2006a; Yamada et al, 1997), pelo hormdnio
adrenocorticotrofico (Balzan et al.,, 2005; Sophocleous et al., 2003), pela
angiotensina Il (Laredo et al., 1997; Shah et al., 1999) e por catecolaminas (Bauer et
al., 2005).

A hipertensao arterial induzida pelo tratamento crénico com ouabaina foi
demonstrada pela primeira vez por Yuan et al., (1993). No entanto, esse modelo
experimental foi inicialmente caracterizado por Manunta et al., (1994). Esses autores
observaram que doses diarias crescentes de ouabaina (3, 10 e 30 png/kg),
administradas por cinco semanas, em trés distintos grupos de animais, elevavam de
forma dependente da dose a concentracao plasmatica de ouabaina, assim como, a
pressao arterial sistdlica de ratos previamente normotensos. Esse trabalho sugeriu
uma correlagao significativa entre os niveis plasmaticos de ouabaina e os valores de
pressao arterial mensurados. Além disso, ao final da quinta semana de tratamento, a
dose diaria de 30 pg/kg, aumentou a concentragdo plasmatica de ouabaina para 5
NnM; e esses valores foram significativamente diferentes dos valores observados no
controle normotenso (1 nM).

Nos roedores a hipertensdo induzida pela ouabaina é mediada pela

ligagdo da ouabaina na isoforma a2 da Na’K'-ATPase (Dostanic et al., 2005; Van
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Van Huysse et al., 2011). Isto porque os roedores expressam Na’K'-ATPase com
isoforma a1 que é resistente a ouabaina e Na’K*-ATPase com isoformas a2 e a3
gue sao sensiveis a ouabaina (Berrebi-Bertrand et al., 1990); diferentemente dos
humanos e outros mamiferos que apresentam a subunidade a1 sensivel a ouabaina
(Blanco, Mercer 1998; Crambert et al.,, 2000). A ouabaina administrada em
concentragdes subnanomolares, que bloqueia somente a isoforma a2 da Na'K'-
ATPase, aumenta a sinalizagdo do Ca*™, o tdnus miogénico, a vasoconstrigcao
mediada por agonistas e a resisténcia periférica total (Dostanic et al., 2005; Golovina
et al., 2003a,b; Zhang et al., 2005).

A hipertensdo arterial induzida pela ouabaina tem um componente
central. Além da hipertenséo arterial, o tratamento com ouabaina por duas semanas
resulta em aumento no conteudo de ouabaina no hipotalamo e nas adrenais (Huang
et al.,, 1994; Manunta et al., 1994; Veerasingham, Leenen 1999). Os efeitos centrais
da ouabaina envolvem a hiperatividade simpatica e a participacdo do sistema
renina-angiotensina (Huang, Leenen 1999). A hipertensao arterial e a hiperatividade
simpatica causada pela hipertensao arterial induzida pela ouabaina ou pela infusao
de liquido cefalorraquidiano rico em Na® sdo revertidas com o tratamento com um
antagonista do receptor AT, (Zhang, Leenen 2001) comprovando a participagcao do
sistema renina angiotensina nesse modelo experimental. A administracdo de
ouabaina subcutanea, por duas semanas, aumenta o conteudo de angiotensina Il e
reduz a densidade da enzima conversora de angiotensina e do receptor AT1 no
hipotalamo (Cheung et al., 2006).

A hipertensao arterial induzida pela ouabaina também ativa componentes
centrais e periféricos do sistema da endotelina, de modo que, o tratamento com um
bloqueador do receptor ETa da endotelina previne o desenvolvimento da hipertensao
arterial induzida pelo tratamento com ouabaina por cinco semanas (Xavier et al.,
2004c). Centralmente, o tratamento com ouabaina por quatro semanas aumenta o
conteudo cerebral de endotelina-1, diminui o RNA mensageiro do receptor ETx, €
promove efeitos hemodinamicos, tais como: aumento da resisténcia vascular renal e
da presséo arterial (Di Filippo et al., 2003). Em relagdo aos vasos, o tratamento com
ouabaina aumenta em aorta (Cargnelli et al. 2000) e artérias mesentéricas de
resisténcia (Pulgar et al., 2013) a sensibilidade a endotelina-1 e a expressdo do

receptor ETa e ndo modifica a expressao do receptor ETg (Xavier et al., 2004c).
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Além de induzir uma elevacgao significativa da pressao arterial em ratos
Wistar, perifericamente, o tratamento por cinco semanas com ouabaina produz
alteragdes na reatividade vascular a fenilefrina em artérias de condutancia de acordo
com o leito vascular estudado. Em anéis de aorta o tratamento crénico com
ouabaina, promoveu reducdo tanto da resposta maxima como da sensibilidade a
fenilefrina; em anéis de artéria mesentérica superior houve uma redugcdo somente da
resposta maxima, enquanto que na artéria caudal nenhuma alteragao foi observada
(Rossoni et al., 2002a). A redugdo da resposta contratii em anéis de aorta foi
causada por uma maior modulacao endotelial. E esta modulagao resultava de um
aumento na expressao protéica das isoformas endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS)
da sintase de o6xido nitrico, sugerindo um aumento da liberagdo de 6xido nitrico,
assim como, de um abridor de canais para potassio (Rossoni et al., 2002b). Por sua
vez, em artérias de resisténcia desses animais, ndo houve alteracdo na reatividade
vascular a estimulagao as-adrenérgica, uma vez que, apesar do efeito modulatério
do oxido nitrico sobre a resposta contratii encontrar-se aumentado, o efeito
modulatério do fator hiperpolarizante derivado do endotélio estava reduzido (Xavier
et al., 2004b).

Wenceslau et al. (2011) estudaram o efeito do tratamento com ouabaina
por vinte semanas sobre a pressédo arterial e a reatividade vascular em arterias
mesentéricas de resisténcia de ratos Wistar. Os resultados demonstraram que esse
tempo de tratamento aumentava a pressao arterial dos animais tratados com
ouabaina até a sexta semana e depois a pressdo permanecia constante até a
vigésima semana. A artéria mesentérica de resisténcia dos animais tratados com
ouabaina apresentou um aumento da resposta a noradrenalina quando comparado
aos controles, somente apods vinte semanas de tratamento. Esse aumento da
resposta contratil devia-se a menor modulagdo nitrérgica e maior participacdo de
prostandides vasoconstritores e de espécies reativas derivadas do oxigénio
provenientes da COX-2. Por sua vez, o tratamento durante oito semanas com
ouabaina aumenta a sensibilidade ao KCI e a endotelina-1 em artérias mesentéricas
de resisténcia de ratos hipertensos tratados com ouabaina (Pulgar et al., 2013).

A administragdo aguda de ouabaina em doses nanomolares, similares as
encontradas no plasma de pacientes e animais hipertensos pode aumentar a
resisténcia vascular por sensibilizar o musculo liso a agentes vasopressores (Baker
et al.,, 2001; Davel et al., 2000; Rossoni et al., 1999, 2001, 2003; Padilha et al.,
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2004). Por outro lado, existem evidéncias de que ratos hipertensos sdo mais
sensiveis aos efeitos pressor e potencializador da vasoconstricdo induzida pela
administragado aguda de ouabaina (Ceron, Bendhack, 1997; Overbeck, 1984; Padilha
et al., 2004; Ponte et al., 1996; Rossoni et al., 1999, 2001, 2003; Siman et al., 2010;
Vassallo et al., 1997). Além disso, os niveis plasmaticos de ouabaina também estéao
elevados em modelos de hipertensao arterial como o desoxicorticosterona acetato
(DOCA)-sal, reduzida massa renal, Milan e na hipertens&o arterial induzida pelo
horménio adenocorticotrofico (Ferrandi et al., 1997; Krep et al., 1995; Rossi et al.,
1995; Takata et al., 1998). Nos modelos de hipertensao arterial com niveis elevados
de ouabaina, a administracdo do anticorpo especifico (Digibind) (Kaide et al., 1999;
Krep et al., 1995) ou do antagonista da ouabaina (Rostafuroxina) previne a
hipertensdo arterial ou abaixa a presséao arterial (Manunta et al., 2006b).

Como relatado anteriormente, niveis plasmaticos elevados de um fator
digitalis-like tém sido encontrados em pacientes com hipertensao arterial essencial
(Hamlyn et al., 1982; Manunta et al., 2005, 2011; Pierdomenico et al., 2001; Poston
et al., 1981; Tripodi et al., 2009). Além disso, 45% dos pacientes com hipertenséo
arterial essencial apresentam concentragdes plasmaticas e teciduais elevadas de
ouabaina enddgena e, por sua vez, ja possuem alteragdes na reatividade vascular
(Rossi et al., 1995). Por isso, torna-se extremamente importante investigar os efeitos
do tratamento crénico com ouabaina em um modelo experimental que é analogo a
hipertensdo essencial humana e que apresenta alteragdes na reatividade vascular
para posteriormente ou concomitantemente ter as concentragdes plasmaticas de
ouabaina elevadas. Para tanto, foi utilizado como modelo experimental os ratos

espontaneamente hipertensos.

1.1.2 Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

Os SHR foram primeiramente descritos por Okamoto e Aoki (1963). Essa
linhagem foi obtida a partir do acasalamento de um rato, da linhagem Wistar-Kyoto,
com hipertensao arterial persistente por mais de um més (150 a 175 mmHg), com
uma fémea da mesma linhagem com presséo arterial levemente acima da média
(130 a 140 mmHg). Apds acasalamentos sucessivos, foi obtida na terceira geragao,
uma prole com 100% de animais que desenvolveram hipertensao arterial entre a 102

e a 152 semana de vida.
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Os mecanismos genéticos da hipertensdao no SHR envolvem alteragdes
neurais, renais e vasculares. Os SHR apresentam aumento da atividade simpatica
neural e da produgcdo de catecolaminas e de enzimas sintetizadoras de
catecolaminas no tronco encefalico e no hipotalamo, quando comparado a ratos
normotensos (Judy et al., 1976; Reja et al., 2002; Takeda, Bufiag 1980; Winternitz et
al., 1980; Wijnen et al., 1977). O aumento da atividade simpatica poderia causar
elevacdo da pressdo arterial via vasoconstricdo direta e/ou por aumento na
frequéncia e forca de contragdao do coracdo. Além disso, a atividade simpatica renal
aumentada acarretaria maior secrecdo de renina que ativaria o sistema renina
angiotensina ocasionando vasoconstricdo e antinatriurese decorrentes da acao da
angiotensina Il (Ganten et al., 1975; Norman, Dzielak 1982; Schelling et al., 1982).

Nos SHR o ganho do reflexo barorreceptor (Gonzalez et al., 1983;
Morrison, Whitehorn 1982) esta diminuido, resultando em um prejuizo do controle
barorreflexo da frequéncia cardiaca e da atividade simpatica. O prejuizo na fungao
barorreflexa parece preceder o desenvolvimento da hipertensao arterial (Hayashi et
al., 1988). E a atividade simpatica aumentada parece preceder as hipertrofias
cardiaca e vascular, e estas, o aumento da presséo arterial (Adams et al., 1989).
Nesses animais observa-se ainda um aumento da expressao e da atividade dos
componentes endocrinos e teciduais do sistema renina-angiotensina, especialmente
a angiotensina Il (Berecek et al., 1987).

No entanto, os niveis elevados da pressao arterial e da resisténcia
periférica ndo sdo unicamente sustentados por um ténus neural vasoconstritor (Touw
et al., 1980). Paralelo ao aumento da atividade simpatica, os SHR apresentam,
maior resisténcia periférica total a partir dos cinquenta dias de vida quando
comparado a ratos normotensos (Albrecht, 1974). A maior resisténcia observada nos
SHR ¢é decorrente de modificagdes estruturais e funcionais nas pequenas artérias de
resisténcia. As artérias de resisténcia desses roedores apresentam aumento da
resposta contratii (Bund 2000; Mulvany, Halpern 1977) e da sensibilidade a
agonistas vasoconstritores como a noradrenalina, na idade de seis semanas quando
0s animais ainda se encontram no estagio pré-hipertensivo (Mulvany et al., 1980). A
maior resposta contratii dos vasos de resisténcia dos SHR é decorrente do
estreitamento do lumen ocasionado pelo espessamento da camada média e pelo
aumento do numero de camadas de células de musculo liso vascular (Mulvany et al.,

1978). J&4 a maior sensibilidade a noradrenalina é decorrente do aumento da
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permeabilidade das células de musculo liso vascular ao Ca?* (Mulvany, Nyborg
1980).

No SHR o relaxamento dependente do endotélio esta prejudicado em
aorta, artérias femorais e artérias mesentéricas de resisténcia (Bernatova et al.,
2009; Konishi, Su 1983; Koller, Huang, 1994; Luscher et al., 1990; Mori et al., 2006).
A disfungao endotelial em aorta de SHR esta relacionada ao aumento da expressao
protéica da sintase endotelial de 6xido nitrico (eNOS), das superoxido dismutases
(SODs) e da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase (NADPH) oxidase (p22-
phox) resultando em um estado de estresse oxidativo (Ulker et al., 2003; Zalba et al.,
2000). O prejuizo no relaxamento dependente do endotélio nesses animais, também
pode ser decorrente da maior liberagdo de fatores contrateis derivados do endotélio
e produzidos pela ciclooxigenase (Ge et al., 1995; Gluais et al., 2005; Tang et al.,
2007). A maior geragdao de prostandides contrateis pelas células endoteliais das
artérias de resisténcia de SHR esta associada a maior expressdo da COX-2 (Alvarez
et al., 2005; Blanco-Rivero et al., 2005; Virdis et al., 2009; Xavier et al., 2008).

O plasma de SHR apresenta concentracdes elevadas de um inibidor da
Na'K*-ATPase (Wauquier et al., 1988). A concentragdo desse inibidor € aumentada
no hipotalamo, quando comparado a ratos normotensos (Millett et al., 1986). Por sua
vez, apesar de representarem o modelo experimental da hipertensdo essencial
humana, sabe-se que os SHR n&o possuem aumento das concentracdes
plasmaticas de ouabaina, quando comparados a ratos normotensos (Doris, 1994).
Mesmo nao apresentando aumento dos niveis plasmaticos de ouabaina, os SHR
s&o mais sensiveis aos efeitos desse horménio. Anéis de aorta desses roedores
apresentam maior sensibilidade e resposta contrati ao Ca®’, na presenga de
ouabaina (1 mM). Esse efeito deve-se a um aumento na entrada de Ca®' via
trocador Na*/Ca®** ou canais para Ca®* dependentes de voltagem (Shibata et al.,
1990). Adicionalmente, a ouabaina produz maior liberacdo de noradrenalina pelos
terminais nervosos no leito mesentérico de SHR quando comparado ao mesmo leito
de animais normotensos (Tsuda et al., 1988).

Aortas de SHR apresentam maior sensibilidade e resposta contratil
quando submetidas a concentragdes crescentes (10° a 10° M) de ouabaina, se
comparadas com aortas de ratos normotensos (Moreland et al., 1986). Isto ocorre
porque esse hormébnio promove a liberacdo de um fator endotelial que facilita a

resposta contratil a ouabaina (Ponte et al., 1996). Na presenca da ouabaina, o leito
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caudal de SHR é mais sensivel a agao da fenilefrina, quando comparado ao leito
caudal de ratos normotensos (Vassallo et al., 1997). Esse aumento € mediado pela
ativagdo, induzida pela ouabaina, da enzima conversora de angiotensina, a qual
promove a formagdo de angiotensina |l local, que sensibiliza o musculo liso desse
animal as agbes vasoconstritoras da fenilefrina (Padilha et al., 2004).

Os efeitos do tratamento crénico com ouabaina sobre a presséao arterial e
a reatividade vascular de SHR foram estudados pela primeira vez por Xavier et al.,
(2009). Os resultados deste trabalho demonstraram que concentragées nanomolares
de ouabaina foram capazes de exacerbar o desenvolvimento de hipertensao arterial
nesses animais e de modificar a resposta vasoconstritora a fenilefrina em anéis de
artéria caudal. Os segmentos de artéria caudal dos animais tratados com ouabaina
apresentaram um aumento da sensibilidade a esse agonista a-adrenégico quando
comparados aos respectivos controles, tratados com veiculo. Além disso, a
potencializagdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina, nas artérias caudais,
estava associada a reducao da vasodilatacdo induzida pelo 6xido nitrico e pelo fator
hiperpolarizante derivado do endotélio; e ao aumento da modulagdo vasoconstritora
induzida pelo TXA,/ PGH,, a qual estava associada a um aumento da expressao
protéica da COX-2 (Xavier et al., 2009). Assim, até o presente momento, sabe-se
que o tratamento crénico com ouabaina potencializa a hipertensdo arterial dos SHR
e em artéria caudal, prejudica a fungcdo endotelial e potencializa o efeito
vasoconstritor a fenilefrina.

Assim, sabendo que SHR sdo mais sensiveis aos efeitos vasculares
produzidos pela administragdo aguda de ouabaina, quando comparado aos ratos
normotensos; que por sua vez, artérias caudais de SHR tratados com ouabaina por
cinco semanas, apresentam aumento da resposta contrati a agonistas o-
adrenérgicos; e considerando a importancia dos vasos de resisténcia para a
regulacdo da pressdo arterial; a hipotese do presente estudo foi que artérias
mesentéricas de resisténcia de SHR tratados com ouabaina por cinco semanas
apresentariam uma potencializagado da resposta contratil a noradrenalina, por meio
de um prejuizo na modulagdo endotelial via produtos da COX-2. Essas alteragdes
irilam contribuir para o incremento e manutencdo dos niveis pressoricos e para as

mudancgas de reatividade vascular induzidas pelo tratamento crénico com ouabaina.
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1.2 Objetivo

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se a elevagdo da pressao arterial
observada em SHR apds o tratamento com ouabaina, durante cinco semanas, esta
associada a mudangas na reatividade vascular em artérias de resisténcia. Também

foi objetivo do presente estudo investigar as vias envolvidas nesse ajuste.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Modelos experimentais

Neste estudo foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
com 45 dias de vida, comprados do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo (USP). Esses ratos foram mantidos
no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB/USP, em gaiolas, sob
condigdes controle de temperatura (22+1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com
livre acesso a agua e a alimentagdo. Os protocolos experimentais foram realizados
nesses animais, mediante aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas/ USP em 24/03/2008 sob
protocolo numero 001 na folha 53 do livro 02.

Os SHR foram divididos em seis grupos experimentais: controle (CT,
N=39), ouabaina (OUA, N=42), controle tratado com acido acetilsalicilico (CT-AAS,
N=18), ouabaina tratado com acido acetilsalicilico (OUA-AAS, N=16), controle
tratado com nimesulida (CT-NID, N=11) e ouabaina tratado com nimesulida (OUA-
NID, N=10). Os animais dos grupos CT e OUA foram submetidos ao tratamento por
cinco semanas, com veiculo (6leo de soja) ou ouabaina (30 ng/kg/dia, s.c.),
respectivamente, como descrito previamente por Manunta et al. (1994). Os SHR dos
grupos CT e OUA, CT-AAS e OUA-AAS, CT-NID e OUA-NID adicionalmente ao
tratamento com veiculo ou ouabaina, também foram tratados diariamente, por
gavagem, com veiculo (carboximetilcelulose 5%) ou &acido acetilsalicilico (100
mg/kg/dia) ou nimesulida (20 mg/kg/dia), respectivamente (Abdelrahman, Al
Suleimani, 2008; Al Suleimani et al., 2010; Wu et al., 2002).

2.2 Avaliagcéo do peso corporal

A avaliacdo do peso corporal dos ratos estudados foi realizada antes do
inicio de cada tratamento: veiculo ou ouabaina ou acido acetilsalicilico ou
nimesulida; e semanalmente, durante todo periodo experimental, totalizando seis
medidas em cada animal. Para isso, os animais foram colocados sobre uma balanga

(Balanga Contadora Cl, Filizola, Sdo Paulo, Brazil) e o peso foi aferido.
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2.3 Avaliacdo da presséo arterial pelo método indireto de pletismografia de
cauda

A presséao arterial indireta foi medida pelo método de pletismografia de
cauda (LE 5001, Panlab - Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha). Primeiramente,
os animais foram adaptados ao procedimento de insuflacdo e desinsuflacdo do
manguito acoplado a cauda, enquanto, permaneciam aquecidos (27-32 °C) e em
contencdo. Em seguida, foi iniciado o procedimento de registro da pressao arterial
caudal (PAC). Assim, a PAC foi obtida por meio da média de 10 procedimentos
sequenciais de insulflacdo e desinsulflagdo do manguito. Antes do inicio do
tratamento, a PAC foi representada pelo valor médio obtido apds o terceiro dia de
adaptacao dos animais ao sistema de pletismografia; e apds o inicio do tratamento,

essa medida foi obtida, semanalmente, durante cinco semanas, em cada animal.

2.4 Estudo da reatividade vascular em artérias de resisténcia do leito vascular
mesentérico

Ao final de cinco semanas de tratamento, os ratos foram anestesiados
com uma mistura anestésica contendo cetamina, xilazina e acepromazina (64,9; 3,2;
0,78 mg/kg, i.p., respectivamente) e, em seguida, mortos por exsanguinagdo. Os
experimentos de reatividade vascular foram realizados de acordo com o método
descrito por Mulvany e Halpern (1977). Dessa forma, o leito mesentérico foi
removido e colocado em solugdo de Krebs-Henseleit (KHS) gaseificada (95% O, e
5% CO3), com a seguinte composi¢cdo (em mM): NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO; 25;
CaCly 2,5; glicose 11; KH,PO4 1,2; MgSO47H,O 1,2 e EDTA 0,01, a 4°C. Os
terceiros ramos da artéria mesentérica superior foram dissecados e cortados em
segmentos de 2,0 mm de comprimento e, em seguida, montados em um midgrafo
para registro de tensdo isométrica em artérias de resisténcia (Modelo 610M, Danish
Myo Tech, Dinamarca), o qual estava conectado a um sistema de aquisigdo e

registro de dados (PowerLab Chart 5.5.6, ADInstruments, Sydney, Australia).

2.4.1 Normalizacdo das artérias de resisténcia

Apds um periodo de estabilizagdo de 30 minutos em solugdo de Krebs-

Henseleit (pH 7,4 e a 37 °C), as artérias foram estiradas em uma tens&o de repouso
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considerada 6tima em relagao ao seu didmetro interno. Esta tensao foi determinada
com base na razao circunferéncia interna: tensao de parede em cada segmento. A
circunferéncia interna (L) foi ajustada para 90% daquela que os vasos teriam quando
estivessem submetidos a uma pressdo transmural de 100 mmHg (Mulvany e
Halpern, 1977). O didametro luminar efetivo (D) foi determinado de acordo com a
equacao D = L/x.

Depois do processo de normalizagdo, as artérias permaneceram em
repouso por 30 minutos, e, em seguida, foram contraidas com cloreto de potassio
(KCI, 120 mM) para avaliar sua integridade funcional. Os anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia foram submetidas a mais duas exposi¢des ao KCI (120
mM), com intervalos de 15 minutos entre cada exposi¢gdao. A média da diferenca
entre a tensao de repouso e tensdo maxima desenvolvida na 22 e na 32 exposi¢ao

ao KCI, correspondeu a tenséo ativa (mN/mm) desenvolvida por cada anel.

2.4.2 Protocolos experimentais

Todos os protocolos experimentais descritos a seguir foram realizados
nas artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA. Contudo, nas
artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT-AAS, OUA-AAS, CT-NID e OUA-
NID foram avaliados apenas os relaxamentos dependente e independente do
endotélio e a resposta vasoconstritora a noradrenalina, esta no entanto, na auséncia

de qualquer inibidor ou antagonista.
2.4.2.1 Avaliacdo do relaxamento dependente e independente do endotélio

Apos 30 minutos da ultima contragao induzida pelo KCI, foram avaliadas
as respostas de relaxamento dependente do endotélio. Para isso, inicialmente, os
anéis foram pré-contraidos com noradrenalina (10 uM, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Estados Unidos). Como descrito por Xavier et al. (2008), essa concentragéo de
noradrenalina produz contragdes mais estaveis que aquelas produzidas por
concentragbes mais baixas desse agonista ou pela construcdo de uma curva
concentracdo-resposta para obtencdo de um platd de contracdo em artérias

mesentéricas de resisténcia. A funcdo endotelial foi avaliada por meio do
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relaxamento induzido pelo agonista muscarinico acetilcolina (0,1 "M a 30 uM,
Sigma-Aldrich) apés a obtengao do platdé de contragao a noradrenalina.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado nos anéis, com
endotélio integro, os quais foram submetidos a avaliagdo da resposta vasocontritora
a noradrenalina, sem a adicdo de nenhum farmaco bloqueador ou inibidor das vias
que foram avaliadas durante o presente estudo. Assim, 1 hora apds a construgcao da
curva de contragdo a noradrenalina, os anéis foram pré-contraidos com U46619 (1
uM, Sigma-Aldrich), mimético do tromboxano A, e apdés a obtencdo de uma
resposta contratil estavel, as curvas concentrac&do-resposta ao nitroprussiato de
sédio (NPS, 0,1 nM a 100 uM, Sigma-Aldrich) foram obtidas.

2.4.2.2 Avaliacdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina

Sessenta minutos apds a avaliagdo da fungao endotelial, e confirmacao
da viabilidade do endotélio, curvas concentragdo-resposta a noradrenalina (10 nM a

30 uM), foram realizadas de forma cumulativa, em anéis denominados E+.

24221 Efeito do bloqueio da sintese de Oxido nitrico sobre a resposta
vasoconstritora a noradrenalina.

A influéncia do oxido nitrico sobre a resposta vasoconstritora induzida
pela noradrenalina foi avaliada pela incubagao dos anéis com um inibidor nao
seletivo da sintase do 6éxido nitrico (NOS), o N®-Nitroarginina Metil Ester (L-NAME,
100 uM, Sigma-Aldrich), que foi adicionado ao banho 30 minutos antes do inicio da

construgao curva concentragao-resposta a noradrenalina.

2.4.2.2.2 Efeito do bloqueio dos canais para potassio ativados por Ca*? sobre a
resposta vasoconstritora a noradrenalina.

A influéncia do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) sobre a
resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi avaliada pela incubagao dos
anéis de artérias mesentéricas de resisténcia com o tetraetilaménio (TEA, 5 mM,
Sigma-Aldrich), um bloqueador nao-seletivo de canais para potassio, que foi
adicionado ao banho 30 minutos antes do inicio da constru¢cdo da curva

concentracido-resposta a noradrenalina.
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2.4.2.2.3 Efeito das espécies reativas derivadas do oxigénio sobre a resposta
vasoconstritora a noradrenalina.

A influéncia do &anion superdxido sobre a resposta vasoconstritora
induzida pela noradrenalina foi avaliada pela pré-incubacdo de alguns anéis de
artéria mesentérica de resisténcia com um varredor de anion superoxido, a
superoéxido dismutase (SOD, 150 U/mL, Sigma-Aldrich). Por sua vez, a participacao
do peroxido de hidrogénio (H20) sobre a resposta vasoconstritora a noradrenalina,
foi estudada por meio da pré-incubacédo de alguns anéis com catalase (CAT, 1000
U/mL, Sigma-Aldrich), uma oxidorredutase que catalisa a conversdo do H,O, em
H2>0 e O,. Alguns anéis também foram pré-incubados com SOD e CAT (SOD+CAT),
com o objetivo de inibir tanto a produgcdo do anion superoxido como do HzO,. Em
todas as situagdes, os farmacos foram adicionados no banho 30 minutos antes do

inicio da construcao da curva concentracao-resposta a noradrenalina.

2.4.2.2.4 Efeito do bloqueio de prostandides derivados do acido araquiddnico sobre
a resposta vasoconstritora a noradrenalina.

A participacdo dos prostandides derivados do acido araquidbnico sobre a
resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi avaliada pela pré-incubacao
de alguns anéis vasculares com: indometacina (INDO, 10 uM, Sigma-Aldrich), um
inibidor ndo seletivo da enzima ciclooxigenase 1/2 (COX1/2); 5-(4-clorofenil)-1-(4-
metoxifenil)-3-trifluorometilpirazola (SC-560, 9 nM, Cayman Chemical, Ann Arbor,
Estados Unidos), inibidor seletivo da COX-1; N-(2ciclohexiloxi-4-nitrofenil)
metansulfonamida (NS-398, 10 uM, Cayman Chemical), inibidor seletivo da COX-2;
ridogrel (RIDO, 1 uM, Sigma-Aldrich), um inibidor da sintase do trombonaxo A;
(TXAz) e da prostaglandina H, (PGH2) e antagonista do receptor de TXA; (TP);
furagrelato (FURA, 10 uM, Cayman Chemical), um inibidor da sintase do tromboxano
Az; ou 1S-[1a,2a(Z),3a,4a]]-7-[3-[[2-(fenilamino carbonol]hidrazino]metil]-7-oxabiciclo
[2.2.1] hepto-2-yl]-5-acido heptandico (SQ 29,548), um antagonista do receptor TP
(SQ, 1uM, Cayman Chemical). Cada farmaco foi adicionado ao banho 30 minutos

antes do inicio da construcdo de cada curva concentragao-resposta a noradrenalina.
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2.5 Estudo da expresséo proteica

A técnica de Western blot foi utilizada para avaliar a expressao proteica
das isoformas endotelial e neuronal da sintase de 6xido nitrico (eNOS e nNOS) nos
grupos CT e OUA.

As artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA congeladas
a -80 °C foram homogeneizadas em um tamp&o contendo RIPA Lysis buffer,
Fenilmetil Sulfonil Fluoreto (PMSF, 100 mM), Na3zVO4 (100 mM), coquetel inibidor de
proteases (PIC, Sigma-Aldrich) e centrifugadas a 3000 RPM a 4°C por 15 minutos. O
total de proteina em cada amostra foi mensurado utilizando o kit de proteina BCA™
(Pierce Protein Research, Rockford, Estados Unidos). Em seguida, 100 ug de
proteina, diluidas 1:1 em Laemmli, foram aplicadas em um gel com SDS (Lauril
Sulfato Sdédico)-poliacrilamida (SDS-PAGE) a 3% e submetidas a eletroforese em
um gel com SDS a 7,5% no sistema Mini-Protean Il (Eletrophoresis Cell, BioRad,
EUA) durante aproximadamente 2 horas, com voltagem de 100V (Power Pac 200,
BioRad, Hercules, Estados Unidos). Apds a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de polivinil difluorida (Amersham Biosciences,
Piscataway, Estados Unidos) previamente ativada com metanol, utilizando um
sistema de sanduiche e imersos em uma cuba (Mini-Protean Il, Modulo de
transferéncia, BioRad) contendo a solucéo de transferéncia. Nesse procedimento, o
sistema foi submetido a uma corrente de 180 mA durante 18 horas a 4 °C.

Finalizada a transferéncia, as membranas foram lavadas com &cido
acético (1%) por cinco minutos, e em seguida coradas em Ponceau (0,1% em &cido
acético), por vinte minutos para confirmar a transferéncia. Apos a confirmagéo da
transferéncia, as membranas foram novamente lavadas com &acido acético (1%), e
depois com agua destilada. Posteriormente, foram incubadas por 12h, a 4°C, com
anticorpos anti eNOS e nNOS. Para isso, primeiramente, as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado 5% dissolvido em tampéao Tris (Tris 10 mM; NacCl
100 mM e Tween 20 0,1 %) por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram incubadas por toda noite, sob agitagado, a 4°C, com
solucdo blogueante contendo os anticorpos primarios especificos para as proteinas
estudadas: anticorpo primario monoclonal contra a isoforma eNOS (1:1000, BD
Transduction Laboratories, San Jose, Estados Unidos); e anticorpo primario

monoclonal contra a isoforma nNOS (1:1000, BD Transduction Laboratories).
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Depois disto, as membranas foram submetidas a quatro lavagens (cada
uma com 10 minutos de duragdo) com solugao de Tris, sob agitagao.
Posteriormente, estas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos para
as proteinas estudadas: imunoglobulina 1gG anti-camundongo conjugado a
peroxidase (1:1000, Bio-Rad) para as isoformas nNOS e eNOS. Ao final, o excesso
dos anticorpos secundarios foi lavado quatro vezes por 10 minutos com solucéo de
Tris. Os imunocomplexos foram detectados por um sistema de deteccdo de
quimioluminescéncia para peroxidase (ECL Plus, Amersham International; Little
Chalfont, Reino Unido) seguida de autoradiografia (Hyperfim ECL, Amersham
International).

As bandas das proteinas foram quantificadas mediante analise
densitométrica. Para tal, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram
gravados por um scanner conectado a um computador e os blots de proteinas foram
quantificados pelo programa Scion Image. A mesma membrana foi usada para
detectar a expresséo da proteina a-actina (1:10000, Sigma-Aldrich), e esta foi usada
como controle interno para a normalizagcdo da expressado protéica das isoformas
eNOS e nNOS em cada amostra. Os resultados (média+tEPM) da expressao proteica
das isoformas eNOS e nNOS, normalizadas pela a-actina, foram expressos em

porcentagem do CT.

2.6 Drogas e Dilui¢des

As drogas utilizadas no presente estudo foram: ouabaina, acido
acetilsalicilico, nimesulida, noradrenalina, acetilcolina, nitroprussiato de soédio, L-
NAME, TEA, SOD, catalase e indometacina, obtidas da Sigma-Aldrich (EUA);
U46619, SC-560, NS-398, ridogrel, furagrelato e SQ 29,548, obtidos da Cayman
Chemical; e Tween 20, Tris, SDS e Acrilamida, obtidos da Bio-Rad. O preparo das
solugdes-estoque foi feito em agua destilada, exceto para: a ouabaina, que foi
dissolvida em o6leo de soja; o acido acetilsalicilico e a nimesulida, que foram
dissolvidos em carboximetilcelulose 5%; o U46619 e o SQ 29,548, que foram
dissolvidos em etanol; o NS-398, que foi dissolvido em dimetil formamida (DMSO), o
ridogrel, que foi dissolvido em salina contendo Na,CO3; (2%) e NaOH (40 mM); e a

indometacina que foi dissolvida em Tris 0,1 M.
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As solugbes-estoque foram mantidas a -20°C e, as diluigdes a serem

utilizadas, foram preparadas antes de cada lote de experimentos.

2.7 Expresséao dos resultados e analise estatistica

A resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina e pelo KCI foram
expressas em tensdo ativa. Esta tensdo (mN/mm) representa a raz&do entre a
variagdo de tensdo (mN) produzida pelo anel em resposta a adicdo do farmaco
vasocontritor e o dobro do seu comprimento (mm). No entanto, como o software de
aquisicdo dos dados (PowerLab Chart 5.5.6, ADInstruments) possibilitou o registro
em mN/mm, a tensdo ativa foi obtida, simplesmente, pela diferenca entre a tensao
basal e a tensdo maxima desenvolvida para cada farmaco vasoconstritor.

As respostas de relaxamento dos anéis vasculares foram avaliadas a
partir da diferenga entre o valor basal e a tensdo atingida durante o platdé de pré-
contragdo com noradrenalina ou U46619. Assim, as respostas vasodilatadoras a
acetilcolina e ao NPS foram expressas pela porcentagem entre a variagao de tensao
obtida durante o relaxamento produzido por cada concentragdo de acetilcolina ou
NPS, e a variagao de tensao obtida durante a pré-contracgao.

Para a determinagéo do log ECsp (valor das concentra¢des de acetilcolina
ou nitroprussiato de sédio que produziriam 50% da resposta maxima) foi realizado
analise de regressao nao-linear das curvas concentragao-resposta. E esses calculos
foram realizados utilizando o programa Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
Estados Unidos).

Para comparar os efeitos de diferentes drogas sobre a curva de
concentragcao-resposta a noradrenalina, os resultados foram expressos como
diferencas da area sob a curva (dAUC) de concentragdo-resposta a noradrenalina
nas condicoes controle e apds o pré-tratamento com o farmaco. AUC foram
calculadas a partir da curva de concentragdo-resposta (GraphPad Software) e as
diferengcas foram expressas como porcentagem da diferenca da AUC na
correspondente situagéo controle.

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). A analise estatistica dos dados foi realizada por teste t, pareado e/ou ndo
pareado, e analise de variancia (ANOVA) uma ou duas vias de acordo com a

necessidade, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram
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considerados estatisticamente significativos. O calculo das médias e os testes

estatisticos também foram efetuados utilizando o programa Prism 5.0.
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3 RESULTADOS
3.1 Efeito do tratamento crénico com ouabaina
3.1.2 Peso Corporal

Na Figura 1 observa-se a evolugédo temporal do peso corporal dos SHRs
alocados aos grupos CT e OUA ao longo das cinco semanas de tratamento. O peso
corporal dos animais tanto do grupo CT como OUA aumentou gradativamente a
partir da primeira semana de tratamento. No entanto, esse paradmetro nao foi
significativamente diferente entre os dois grupos ao longo das cinco semanas de

tratamento (5% semana de tratamento: CT: 232+3,7 (N=17) vs. OUA: 239+4,5 (N=18)
g; Teste t: p>0,05).
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Figura 1. Peso corporal ratos espontaneamente hipertensos tratados diariamente com veiculo (CT) e

ouabaina (OUA, 30 pg/kg, s.c.) por 5 semanas. Resultados expressos como médiatEPM para o
numero (N) de animais utilizados.
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3.1.2 Pressao Arterial

A Figura 2 demonstra a evolugdo temporal da presséo arterial caudal
(PAC) nos grupos CT e OUA ao longo das cinco semanas de tratamento. Observa-
se que antes do inicio do tratamento com OUA, os SHR ndo eram hipertensos.
Durante o periodo de tratamento, a PAC dos animais do grupo CT aumentou
progressivamente a partir da primeira semana. Porém, o aumento observado entre a
terceira e quinta semana, nao foi significativo, permanecendo os valores pressoéricos
praticamente estabilizados. A PAC dos SHR do grupo OUA seguiu 0 mesmo padrao
observado no grupo CT. Porém, nesses animais, o aumento da PAC foi mais
pronunciado, entre a quarta e a quinta semana de tratamento. Além disso, diferente
do observado na PAC do grupo CT, os valores de pressao arterial no grupo OUA
ficaram estaveis somente entre a quarta e a quinta semana de tratamento (52
semana de tratamento: CT: 171£1,7 (N=16) vs. OUA: 184+3,3* (N=17) mmHg; Teste
t: *p<0,05 vs. CT) (Figura 2).
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Figura 2. Pressao arterial caudal (PAC) de ratos espontaneamente hipertensos tratados diariamente
com veiculo (CT) ou ouabaina (OUA, 30 pg/kg, s.c.) por 5 semanas. Resultados expressos como
médiazEPM para o niumero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): *p<0,05 vs. CT.
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3.1.3 Reatividade Vascular
3.1.3.1 Diametro interno e Tensao ativa

O diametro interno normalizado a 90% do didmetro que o vaso
apresentaria se submetido a pressao transmural de 100 mmHg (CT: 265+3,4 (N=29)
vs. OUA: 25745,0 (N=30) um; Teste t: p>0,05), e a tens&o ativa induzida por 120 mM
de KCI (CT: 2,41+0,06 (N=29) vs. OUA: 2,43+0,05 (N=30) mN/mm; Teste t: p>0,05)
foram similares nos anéis de terceiro ramo das artérias mesentéricas dos grupos CT
e OUA.

3.1.3.2 Avaliacao dos relaxamentos dependente e independente do endotélio

A resposta de relaxamento dependente do endotélio induzida pela
acetilcolina (ACh, 0,1 nM a 30 uM), em anéis de artérias mesentéricas de resisténcia
dos grupos CT e OUA, produziu uma curva bifasica, ou seja, relaxamento nas
concentragdes de 0,1 nM a 100 nM, e contragdo nas concentragdes de 0,3 uM a 30
uM (Figura 3A). No entanto, a resposta produzida pela acetilcolina, nao foi
significativamente diferente entre as artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos
CT e OUA (Figura 3A).

Como observado na Figura 3B, o nitroprussiato de sodio (NPS, 0,1 nM a
100 uM) promoveu relaxamento, independente do endotélio, de forma dependente
da concentracido utilizada, em anéis de artérias mesentéricas de resisténcia dos
animais dos grupos CT e OUA. No entanto, o relaxamento induzido pelo NPS, n&o
foi significativamente diferente, quando comparadas as respostas das artérias
provenientes dos grupos CT e OUA (Euax: CT: 92,2+0,9 vs. OUA: 92,0+1,0 %; Teste
t, p>0,05; e pDy: CT: 7,44+0,13 vs. OUA: 7,2+0,19; Teste t, p>0,05).
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Figura 3. Relaxamentos dependente do endotélio induzido pela acetilcolina (ACh, 0,1mM a 30uM, A)
e independente do endotélio induzido pelo nitroprussiato de sodio (NPS, 0,1mM a 100uM, B) em anéis
de artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados
diariamente com veiculo (CT) ou ouabaina (OUA, 30 pg/kg, s.c.) por 5 semanas. Resultados
expressos como médiatEPM para o numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias).

3.1.3.3 Avaliacdo da resposta vasoconstritora & noradrenalina

A resposta contratil a noradrenalina (NOR, 10 nM a 30 uM) foi avaliada,
primeiramente, em anéis com endotélio integro (E+). A noradrenalina induziu
contragcdo de forma dependente da concentragdo utilizada em anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia dos animais dos grupos CT e OUA (Figura 4). No
entanto, a resposta maxima a noradrenalina foi maior nas artérias provenientes dos
animais tratados com OUA, quando comparada aos controles (Ewax: CT: 3,70+0,10
vs. OUA: 4,121+0,07* mN/mm, Teste t *p<0,05) (Figura 4). Por outro lado, ndo houve
diferenga na pD, entre as artérias dos grupos estudados (pD,: CT: 5,53+0,05 vs.
OUA: 5,540,042, Teste t p>0,05).
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Figura 4. Curva de concentragdo-resposta a noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos com endotélio integro
(E+) que foram tratados diariamente com veiculo (CT) ou ouabaina (OUA, 30 pg/kg, s.c) por 5
semanas. Resultados expressos como médiatEPM para o numero (N) de animais utilizados. ANOVA
(2-vias):*p<0,05 vs. CT.

Para avaliar o papel do o6xido nitrico sobre a resposta contratil a
noradrenalina, os anéis de artérias mesentéricas de resisténcia foram incubados
com L-NAME (100 uM). O pré-tratamento das artérias mesentéricas de resisténcia
dos grupos CT e OUA, com L-NAME, aumentou a contracdo induzida pela
noradrenalina (Figuras 5A, 5B). Porém, a magnitude desse aumento foi menor nas
artérias do grupo OUA, como pode ser visualizado pela menor area sob a curva a
noradrenalina (dAUC, grafico entre Figuras 5A e 5B) nas artérias do grupo OUA

quando comparado ao CT.
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Figura 5. Efeito da inibicdo da sintase do 6xido nitrico com NG-Nitroarginina Metil Ester (L-NAME,
100uM) sobre a contragéo induzida pela noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados diariamente
com veiculo (CT, A) ou ouabaina (OUA, 30 ug/kg, s.c, B) por 5 semanas. Resultados expressos
como médiazEPM para o numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): #p<0,05 vs. E+. Gréfico
inserido apresenta as diferengas na area sob a curva (dJAUC) a noradrenalina em artérias dos grupos
CT e OUA na presenca de L-NAME. Valores da dAUC (médiatEPM) sdo expressos como
porcentagem da diferenca da correspondente AUC de segmentos na condigdo controle (Teste t,
*p<0,05 vs. CT).

Para investigar o papel do fator hiperpolarizante derivado do endotélio
sobre a resposta contratil a noradrenalina, os anéis de artérias mesentéricas de
resisténcia foram incubados com TEA (5 mM). O pré-tratamento das artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA, com TEA, aumentou
significativamente a contragdo induzida pela noradrenalina apenas no grupo CT
(Figuras 6A e 6B). Os valores da dAUC (grafico inserido entre as Figura 6A e 6B)
comprovam que o TEA exerceu um menor efeito sobre a curva a noradrenalina em

artérias do grupo OUA quando comparado ao CT.
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Figura 6. Efeito da inibicdo dos canais para potassio ativados por Ca*? com tetraetilaménio (TEA, 5
mM) sobre a contragdo induzida pela noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados diariamente
com veiculo (CT, A) ou ouabaina (OUA, 30 ug/kg, s.c, B) por 5 semanas. Resultados expressos
como médiazEPM para o nimero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): #p<0,05 vs. E+. Grafico
inserido apresenta as diferengas na area sob a curva (dJAUC) a noradrenalina em artérias dos grupos
CT e OUA na presenca de TEA. Valores da dAUC (média£tEPM) sdo expressos como porcentagem
da diferenga da correspondente AUC de segmentos na condig&o controle (Teste t, *p<0,05 vs. CT).

Para determinar a participacdo das espécies reativas derivadas do
oxigénio na resposta contratil a noradrenalina, os anéis de artérias mesentéricas de
resisténcia foram incubados com superdxido dismutase (SOD, 150U/mL), catalase
(CAT, 1000U/mL) ou com a combinagao SOD e CAT (SOD + CAT). A pré-incubagao
com SOD nao modificou a contracdo induzida pela noradrenalina em artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA (Figuras 7A e 7B). Além do mais,
os valores da dAUC em artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA
na presenca da SOD nao difereriam estatisticamente entre os grupos (grafico
inserido entre as figuras 7A e 7B). A pré-incubacdo dos anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA, com catalase reduziu de forma
significativa, a contragdo induzida pela noradrenalina nas artérias dos dois grupos
estudados (Figuras 7C e 7D). Porém, sem evidenciar diferenca na dAUC entre as
artérias dos animais CT e OUA (grafico inserido entre as figuras 7C e 7D). Indo de
encontro com os resultados descritos acima, o pré-tratamento de artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA com a combinagdo SOD e
catalase reduziu, de modo significativo, a contragao induzida pela noradrenalina nos
dois grupos estudados (Figuras 7E e 7F); porém, de essa redugao foi de mesma
magnitude como demonstrado pelos valores da dAUC (grafico inserido entre as
figuras 7E e 7F).
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Figura 7. Efeito da incubagao dos anéis vasculares com superoxido dismutase (SOD, 150U/mL; A,B),
da catalase (CAT, 1000U/mL, C,D); e da SOD e catalase (SOD+CAT; E,F) sobre a contragao
induzida pela noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de artérias mesentéricas de resisténcia
de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados diariamente com veiculo (CT, A,C,E) ou
ouabaina (OUA, 30 ug/kg, s.c.; B,D,F) por 5 semanas. Resultados expressos como médiatEPM para
o numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): #p<0,05 vs. E+. Grafico inserido apresenta as
diferencas na area sob a curva (dAUC) a noradrenalina em artérias dos grupos CT e OUA na
presenca de SOD ou CAT ou SOD+CAT. Valores da dAUC (médiatEPM) sdo expressos como
porcentagem da diferenga da correspondente AUC de segmentos na condi¢ao controle (Teste t).
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Para investigar a influéncia dos prostandides derivados do acido
araquidénico e o papel das isoformas da COX sobre as curvas de contragdao a
noradrenalina, alguns anéis foram incubados primeiramente, com o inibidor n&o
seletivo da COX1/2, a indometacina (INDO, 10 uM), e outros anéis, com os
inibidores seletivos para a COX-1 (SC-560, 9 nM) e para a COX-2 (NS-398, 10 uM).
A pré-incubacgao de artérias mesentéricas de resisténcia de SHR do grupo CT com
INDO, ndo modificou a resposta contratil a noradrenalina (Figuras 8A). No entanto, o
pré-tratamento das artérias mesentéricas de resisténcia de SHR do grupo OUA, com
INDO, reduziu significativamente a resposta contratil a noradrenalina (Figuras 8B);
como evidenciado pelo maior magnitude da dAUC nas artérias mesentéricas de
resisténcia do grupo OUA quando comparado ao CT (grafico inserido entre as
figuras 8A e 8B). A pré-incubagao, de artérias provenientes do grupo CT e OUA,
com o inibidor seletivo da COX-1 (SC-560), reduziu a contragdo a noradrenalina em
ambos os grupos (Figura 8C e 8D). Porém, a magnitude dessa redugao foi maior nas
artérias provenientes do grupo OUA, uma vez que, o maior efeito do SC-560 sobre
as artérias do grupo OUA é percebido pela maior reducdo nos valores da dAUC
nesse grupo quando comparado ao CT (figura inserida entre os graficos 8C e 8D).
De forma diferente, a pré-incubacdo de artérias mesentéricas de resisténcia do
grupo CT com o inibidor seletivo da COX-2 (NS-398) nd&o modificou,
significativamente, a resposta contratil a noradrenalina (Figura 8E). Entretanto, nas
artérias provenientes do grupo OUA, NS-398, reduziu significativamente a contracao
a noradrenalina (Figura 8F). Os valores da dAUC indicam uma maior participagcéo de
prostandides derivados da COX-2 nas artérias mesentéricas do grupo OUA quando

comparado ao CT (grafico inserido entre as figuras 8E e 8F).
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Figura 8. Efeito da indometacina (INDO, 10uM; A,B); do SC-560 (9nM; C,D); e do NS-398 (10uM;
E,F) sobre a contragdo induzida pela noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados diariamente
com veiculo (CT; A,C,E) ou ouabaina (OUA; 30 pg/kg, s.c.; B,D,F) por 5 semanas. Resultados
expressos como média+tEPM para o ndmero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): #p<0,05 vs.
E+. Grafico inserido apresenta as diferengas na area sob a curva (dJAUC) a noradrenalina em artérias
dos grupos CT e OUA na presenga de INDO ou SC-560 ou NS-398. Valores da dAUC (média+tEPM)
sd0 expressos como porcentagem da diferenga da correspondente AUC de segmentos na condigao
controle (Teste t, *p<0,05 vs. CT).
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Para estudar a influéncia dos prostandides vasoconstritores derivados da
COX1/2 sobre a resposta contratil a noradrenalina, os anéis de artérias mesentéricas
de resisténcia foram pré-incubados com ridogrel (1 uM), furagrelato (10 uM) ou SQ
29,548 (1 uM). O pré-tratamento de artérias mesentéricas de resisténcia de animais
do grupo CT com ridogrel, um inibidor da sintase do TXA,/PGH, e antagonista do
receptor TP, com o furagrelato, um inibidor seletivo da sintase do TXA,, ou com o
SQ 29,548, um antagonista do receptor TP ndo modificou a resposta contratil a
noradrenalina (Figuras 9A, 9C e 9E). No entanto, quando artérias provenientes do
grupo OUA foram pré-tratadas com esses farmacos, observou-se uma reducao
significativa da resposta contratil a noradrenalina (Figuras 9B, 9D e 9F). Os valores
da dAUC (grafico inserido entre as figuras) demostraram um maior envolvimento da
enzima TXA; sintase e do receptor TP no aumento de contracdo a noradrenalina nas
artérias mesentéricas de resisténcia dos animais OUA quando comparado aos CT.
Conjuntamente, essas respostas comprovam o envolvimento do TXA; via receptor

TP no aumento da resposta contratil a noradrenalina no grupo OUA.
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Figura 9. Efeito do ridogrel (RIDO, 1uM; A,B); do furagrelato (FURA, 10uM; C,D); e do SQ 29,548
(SQ, 1uM; E,F) sobre a contragéo induzida pela noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram tratados
diariamente com veiculo (CT; A,C,E) ou ouabaina (OUA, 30 ug/kg, s.c.; B,D,F) por 5 semanas.
Resultados expressos como média+tEPM para o numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias):
#p<0,05 vs. E+. Grafico inserido apresenta as diferencas na area sob a curva (dAUC) a noradrenalina
em artérias dos grupos CT e OUA na presenca de RIDO ou FURA ou SQ. Valores da dAUC
(média+tEPM) sao expressos como porcentagem da diferenga da correspondente AUC de segmentos
na condigio controle (Teste t, *p<0,05 vs. CT).
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3.1.4 Expresséao proteica da eNOS e nNOS

As Figuras 10A e 10B mostram, respectivamente, a expressédo proteica da
eNOS e nNOS detectada por Western blot em artérias mesentéricas de resisténcia
dos grupos CT e OUA. O tratamento crénico com ouabaina reduziu, em artérias
mesentéricas de resisténcia, as expressodes proteicas tanto da eNOS (18*%), quanto

da nNOS (36*%), quando comparado ao grupo tratado com veiculo (Teste ft:
*p<0,05).
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Figura 10. Western blot representativo (superior) e analise densitométrica (inferior) para a expressao
proteica da eNOS (A) e da nNOS (B) em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos
espontaneamente hipertensos tratados diariamente com veiculo (CT) ou com ouabaina (OUA, 30
ng/kg, s.c.) por 5 semanas. Resultados (médiatEPM) representam a razdo entre o sinal de cada

proteina e o sinal para a-actina da respectiva amostra, expressos em porcentagem do CT. Teste t:
*p<0,05, vs.CT.
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3.2 Efeito do tratamento com acido acetilsalicilico (AAS) e nimesulida (NID)
associado ao tratamento crénico com ouabaina

3.2.1 Peso Corporal

A Figura 11 apresenta a evolugao temporal do peso corporal dos animais
dos grupos estudados: CT, OUA, CT-AAS, OUA-AAS, CT-NID e OUA-NID; ao longo
da cinco semanas de tratamento. Observa-se nos grupos CT, OUA, CT-AAS e OUA-
AAS um progressivo aumento dos valores do peso corporal entre a primeira a quinta
semana do periodo experimental. Adicionalmente, nao houve diferenca
estatisticamente significativa quando esses grupos foram comparados entre si. No
grupo CT-NID também ocorreu um progressivo aumento do peso corporal,
entretanto, diferentemente do observado nos grupos anteriores, n&o houve diferenga
estatisticamente significativa nos valores mensurados entre a segunda e a quinta
semana de tratamento, permanecendo esses praticamente estabilizados. O peso
corporal do grupo CT-NID foi estatisticamente semelhante aos valores mensurados
nos demais grupos quando comparado o periodo compreendido entre as cinco
semanas de tratamento. O peso corporal do grupo OUA-NID desenvolveu um
progressivo aumento a partir da primeira semana de tratamento, mas se estabilizou
entre a terceira e a quinta semana de tratamento e foi estatisticamente diferente dos
grupos CT e OUA na primeira e na quinta semana de tratamento com ouabaina e
nimesulida (5% semana de tratamento: CT: 225+2,8 (N=22) vs. CT-AAS: 230+3,7
(N=18) vs. CT-NID: 211+5,7 (N=11) vs. OUA: 226+3,4 (N=24) vs. OUA-AAS:
229+3,4 (N=16) vs. OUA-NID: 207+5,2*§ (N=10) g; ANOVA (2-vias): *p<0,05 vs. CT;
§p<0,05 vs. OUA).
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Figura 11. Peso corporal ratos espontaneamente hipertensos tratados diariamente com veiculo (CT)
e veiculo + acido acetilsalicilico (CT-AAS, 100 mg/kg, gavagem); ouabaina (OUA, 30 nug/kg, s.c.),
ouabaina + acido acetilsalicilico (OUA-AAS), veiculo + nimesulida (CT-NID, 20 mg/kg, gavagem) e

ouabaina + nimesulida (OUA-NID) por 5 semanas. Resultados expressos como médiatEPM para o
numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): * p< 0,05 vs. CT; §p<0,05 vs. OUA.

3.2.2 Pressao Arterial

A evolugao temporal da PAC ao longo das cinco semanas de tratamento
para os grupos CT, CT-AAS, CT-NID, OUA, OUA-AAS e OUA-NID esta
representada na Figura 12. Como demonstrado, a PAC dos animais do grupo CT
apresentou um progressivo aumento a partir da primeira semana de tratamento.
Adicionalmente, ndao houve diferenga estatisticamente significativa nos valores
mensurados entre a terceira e quinta semana, permanecendo esses praticamente
estabilizados. A PAC dos SHR do grupo CT-AAS seguiu as mesmas caracteristicas
observadas no grupo CT. No entanto, o padrao apresentado no grupo CT-NID foi
diferente. Nesses SHR os valores da PAC aumentaram entre a primeira e segunda
semana de tratamento e estabilizaram entre a segunda e quinta semana de
tratamento (Figura 12). Apesar das diferengas na evolugdo da pressao arterial entre
as semanas de tratamento, ndo foi observada qualquer diferenga estatisticamente
significativa quando comparada a PAC entre os grupos CT vs. CT-AAS vs. CT-NID,

ao longo das cinco semanas de tratamento (52 semana de tratamento: CT: 171+1,7
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(N=22) vs. CT-AAS: 170+1,6 (N=6) vs. CT-NID: 166+3,6 (N=11) mmHg; ANOVA (1-
via), p>0,05).

Analisando a Figura 12, observa-se que, semelhante ao exposto na
Figura 2, a PAC dos animais do grupo OUA aumentou progressivamente a partir da
primeira semana, e diferentemente do observado no grupo CT, se estabilizou entre a
quarta e quinta semana de tratamento. Além disso, a PAC mensurada nos SHR do
grupo OUA foi significativamente maior que a do grupo CT, quando considerado o
periodo entre a segunda e quinta semana de tratamento. A PAC dos animais do
grupo OUA-AAS também aumentou a partir da primeira semana, mas os valores
pressoricos estabilizaram-se a partir da segunda semana de tratamento e foram
menores que os valores encontrados no grupo OUA (Figura 12). Nos SHR do grupo
OUA-NID a PAC novamente aumentou a partir da primeira semana de tratamento,
no entanto, os valores mensurados, nesse grupo, s6 se estabilizaram entre a
segunda e a terceira e entre a quarta e a quinta semanas de tratamento (Figura 12).
Além do mais, os valores mensurados no grupo OUA-NID foram semelhantes aos
valores extraidos do grupo OUA-AAS ao longo das cinco semanas de tratamento; e
foram menores que os niveis pressoricos do grupo OUA quando considerado o
periodo compreendido entre a quarta e a quinta semana de tratamento (5% semana
de tratamento: OUA: 185+2,1* (N=24) vs. OUA-AAS: 172+1,6§ (N=5) vs. OUA-NID:
171+2,4§ mmHg; ANOVA (2-vias), *p<0,05 vs. CT; §p<0,05 vs OUA).

Dessa forma, os tratamentos com AAS e NID previnram o
desenvolvimento do aumento nos niveis pressoricos nos animais do grupo OUA e

ndo modificaram os niveis pressoricos dos animais do grupo CT (Figura 12).
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Figura 12. Pressao arterial caudal (PAC) de ratos espontaneamente hipertensos tratados diariamente
com veiculo (CT), veiculo + acido acetilsalicilico (CT-AAS, 100 mg/kg, gavagem), ouabaina (OUA, 30
ng/kg, s.c.), ouabaina + &cido acetilsalicilico (OUA-AAS), veiculo + nimesulida (CT-NID, 20mg/kg,
gavagem), ouabaina + nimesulida (OUA-NID) por 5 semanas. Resultados expressos como
médiazEPM para o ndmero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias): *p<0,05 vs. CT; §p<0,05 vs.
OUA.

3.2.3 Reatividade Vascular

3.2.3.1 Diametro interno e Tensao ativa

O diametro interno quando normalizado a 90% do diametro
correspondente a pressao transmural de 100 mmHg foi similar nos seis grupos
estudados (CT: 255+3,8 (N=21) vs. OUA: 254+4,7 (N=24) vs. CT-AAS: 254147
(N=9) vs. OUA-AAS: 273+8,5 (N=10) vs. CT-NID: 251+9,9 (N=11) vs. OUA-NID:
24143,9 (N=10) ym; ANOVA (1-via): p>0,05). O mesmo padrédo de resposta foi
observado quando avaliada a tensdo ativa, induzida por 120 mM de KCI (CT:
2,39+0,06 (N=21) vs. OUA: 2,46+0,08 (N=24) vs. CT-AAS: 2,294+0,09 (N=9) vs.
OUA-AAS: 2,35+0,13 (N=10) vs. CT-NID: 2,23+0,08 (N=11) vs. OUA-NID: 2,29+0,07
(N=10) mN/mm; ANOVA (1-via): p>0,05).



53

3.2.3.2 Avaliacdo dos relaxamentos dependente e independente do endotélio

Como relatado anteriormente (Figura 3A), o relaxamento dependente do
endotélio induzido pela a acetilcolina (ACh, 0,1 n"M a 30 uM), em artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA, apresentou uma resposta
bifasica, caracterizada por relaxamento nas concentragdes de 0,1 nM a 100 nM, e
contragcédo nas concentragdes de 0,3 uM a 30 uM de acetilcolina. (Figura 13A). De
forma semelhante, as artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT-NID e
OUA-NID também produziram uma resposta bifasica a acetilcolina (Figura 13A). Nao
foram observadas diferengcas significativas entre as curvas a acetilcolina
provenientes das artérias mesentéricas dos grupos CT vs. OUA vs. CT-NID vs.
OUA-NID. Diferentemente, em anéis de artérias mesentéricas de resisténcia dos
grupos CT-AAS e OUA-AAS, a acetilcolina (ACh, 0,iMM a 30uM) produziu
relaxamento de forma dependente da concentracdo (Figura 13A). Além disso, o
tratamento com AAS aboliu, a contracdo induzida por altas concentragdes de
acetilcolina, normalizando assim, o relaxamento dependente do endotélio, tanto em
artérias do grupo CT-AAS, quanto do grupo OUA-AAS (Figura 13A). Entretanto, n&do
foram observadas diferencas, nem na Euax (CT-AAS: 90+4,3 (N=7) vs. OUA-AAS:
92+2,6 (N=9) %; Teste t, p>0,05), nem na pD, (CT-AAS: 8,1+0,06 (N=7) vs. OUA-
AAS: 8,2+0,08 (N=9); Teste t: p>0,05) a acetilcolina, quando comparado os anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT-AAS e OUA-AAS.

Como observado na Figura 13B, o nitroprussiato de sédio (NPS, 0,1mM a
100uM) promoveu relaxamento, independente do endotélio, de forma dependente da
concentragdo nos anéis das artérias mesentéricas de resisténcia dos animais dos
grupos CT, OUA, CT-AAS, OUA-AAS CT-NID e OUA-NID. Semelhante ao
observado nas artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos CT e OUA (Figura
3B), o relaxamento ao NPS, néo diferiu significativamente, quando comparadas as
respostas das artérias provenientes dos grupos CT-AAS vs. OUA-AAS e CT-NID vs.
OUA-NID (Emax: CT-AAS: 93+1,7 (N=7) vs. OUA-AAS: 93+1,3 (N=6) e CT-NID:
924+1,3 (N=10) vs. OUA-NID: 92+1,3 (N=9) %; e pD,: CT-AAS: 7,2+0,26 (N=7) vs.
OUA-AAS: 7,3+0,16 (N=6) e CT-NID: 7,7+0,18 (N=10) vs. OUA-NID: 7,6+0,14 (N=9);
ANOVA (1-via), p>0,05). Adicionalmente, o relaxamento ao NPS em artérias dos
grupos CT-AAS, OUA-AAS, CT-NID e OUA-NID nédo produziu diferencas
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significativas, na Eyax, ou na pD,, quando comparado ao relaxamento observado em

artérias dos grupos CT e OUA (Figura 13B).
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Figura 13. Relaxamento dependente do endotélio a acetilcolina (ACh; 0,iMM a 30uM; A) e
relaxamento independente do endotélio ao nitroprussiato de sodio (NPS; 0,1mM a 100uM; B); em
anéis de artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos que foram
tratados diariamente com veiculo (CT), ouabaina (OUA, 30 ug/kg, s.c.), veiculo + acido acetilsalicilico
(CT-AAS, 100 mg/kg, gavagem), ouabaina + acido acetilsalicilico (OUA-AAS), veiculo + nimesulida
(CT-NID, 20 mg/kg, gavagem) e ouabaina + nimesulida (OUA-NID) por 5 semanas. Resultados
expressos como média+tEPM para o numero (N) de animais utilizados. ANOVA (2-vias).

3.2.3.3 Avaliacéo da resposta vasoconstritora a noradrenalina

A Figura 14 apresenta a resposta contratil a noradrenalina em artérias
mesentéricas dos grupos CT, OUA, CT-AAS, OUA-AAS, CT-NID e OUA-NID.
Observa-se que, a noradrenalina induziu uma resposta contratii dependente da
concentragdo em artérias dos seis grupos estudados (Figura 14). Semelhante ao
encontrado anteriormente (Figura 4), em artérias do grupo OUA, foi observado um
aumento da contratilidade a noradrenalina, quando comparada as respostas obtidas
nas artérias do grupo CT. E, além disso, ao comparar as respostas das artérias dos
grupos CT vs. CT-AAS vs. CT-NID, ndo foram observadas diferengas significativas

na resposta contratil a noradrenalina. De forma interessante, os tratamentos com
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AAS e NID preveniram o aumento da resposta contratil a noradrenalina, observado
em artérias mesentéricas de resisténcia do grupo OUA, quando comparado as
artérias do grupo OUA-AAS e OUA-NID (Figura 14).

Assim, como pode ser observado nos graficos da dAUC na Figura 14,
tanto a inibicdo nao seletiva da COX-1/2 quando a inibicdo seletiva da COX-2
previne o aumento da resposta contratil a noradrenalina nas artérias mesentéricas

de resisténcia, induzido pelo tratamento durante cinco semanas com OUA.
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Figura 14. Curva de concentragdo-resposta a noradrenalina (NOR, 10nM a 30uM) em anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos com endotélio integro
(E+) que foram tratados diariamente com veiculo (CT), ouabaina (OUA; 30 ug/kg, s.c.), veiculo +
acido acetilsalicilico (CT-AAS, 100 mg/kg, gavagem) e ouabaina + acido acetilsalicilico (OUA-AAS),
veiculo + nimesulida (CT-NID, 20 mg/kg, gavagem) e ouabaina + nimesulida (OUA-NID) por 5
semanas. Resultados expressos como média+EPM para o nimero (N) de animais utilizados. ANOVA
(2-vias):*p<0,05 vs. CT e §p<0,05 vs. OUA. Gréaficos inseridos apresentam as diferengas na area sob
a curva (dAUC) a noradrenalina em artérias dos grupos CT-AAS e OUA-AAS (superior) e CT-NID e
OUA-NID (inferior). Valores da dAUC (médiatEPM) s&do expressos como porcentagem da diferenga
da correspondente AUC de segmentos na condi¢do controle (Teste t, *p<0,05 vs. CT-AAS ou CT-
NID).
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeito do tratamento crénico com ouabaina

O presente estudo reforgou os resultados previamente publicados por
Xavier et al. (2009) demonstrando que o tratamento de SHR com ouabaina, por
cinco semanas, promove um incremento na pressao arterial desses animais.
Adicionalmente, demonstrou-se pela primeira vez, um aumento da resposta contratil
das artérias mesentéricas de resisténcia a noradrenalina, possivelmente, via redugcao
da modulagao vasodilatadora do 6xido nitrico e de canais para potassio, em parte
pela diminuicdo da sintese de 6xido nitrico; e por um aumento da vasoconstricao
mediada pelo TXA;, derivado da COX-1, mas principalmente da COX-2, via receptor
TP.

Estudos anteriores evidenciaram que a ouabaina administrada
cronicamente induz hipertensao arterial em ratos normotensos (Briones et al., 2006;
Cargnelli et al., 2000; Kimura et al., 2000; Manunta et al., 1994, 2000; Pulgar et al.,
2013; Pulina et al., 2010; Rossoni et al., 2002a,b, 2006; Wenceslau et al., 2011;
Xavier et al., 2004a,b,c; Yuan et al., 1993; Zhang et al., 2009). No presente estudo, o
aumento dos niveis pressoéricos nos animais do grupo OUA, quando comparados ao
CT, corrobora os estudos anteriores, os quais, inicialmente, confirmaram que na
presenca de concentragdes micro ou nanomolares de ouabaina, SHR entre outros
modelos de hipertensdo arterial, sdo mais sensiveis aos efeitos pressoéricos da
administragdo aguda da ouabaina, quando comparados a animais normotensos
(Padilha et al., 2004; Rossoni et al., 2001, 2003; Vassallo et al., 1997). Nesse
sentido, Xavier et al. (2009) foram os primeiros a demonstrar um aumento nas
pressdes arteriais sistélica e diastélica de SHR tratados com ouabaina por cinco
semanas, quando comparadas as pressoes arteriais de SHR tratados com veiculo.
Assim, no presente estudo, o adicional aumento na pressdo arterial caudal dos
animais do grupo OUA, reproduziu os resultados obtidos previamente por Xavier et
al. (2009) e, reafirmou que o tratamento crénico com ouabaina exarceba os niveis
pressoricos de SHR.

Ao contrario do trabalho de Xavier et al. (2009), que utilizaram pellets de
liberagdo controlada de aproximadamente 8,0 ug/dia de ouabaina, a dose diaria
desse digitalico utilizada no presente estudo foi escolhida de acordo com o estudo

de Manunta et al. (1994). Esses autores observaram que o tratamento de ratos
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Sprague-Dawley, por cinco semanas, com 30 pg/kg/dia elevava a concentracéo
plasmatica de ouabaina para aproximadamente 5 nM. E, essa concentragdo é
similar aos valores encontrados em alguns pacientes com insuficiéncia cardiaca,
hipertensdo arterial e em pacientes com tumores adrenocorticais (Gonick et al.,
1998; Gottlieb et al., 1992; Hamlyn, Manunta, 1992; Manunta et al., 1992, 2008,
2010; Rossi et al., 1995; Tripodi et al., 2009).

A hipertensao arterial induzida pela ouabaina envolve mecanismos
centrais e periféricos. Dentre os mecanismos centrais, sabe-se que a ouabaina
administrada periférica ou centralmente, pode agir no sistema nervoso central e
promover o aumento do tonus simpatico. Essa acao central da ouabaina parece ser
importante para o aumento da pressao arterial, uma vez que, o bloqueio ganglionar
e a administracdo de fragmentos de anticorpos anti-ouabaina impedem o
desenvolvimento da hipertensdo arterial nesse modelo (Huang et al.,, 1994).
Posteriormente, foi demonstrado que os efeitos centrais da ouabaina dependiam da
ativacao do sistema renina-angiotensina (Huang, Leenen, 1999). E, em seguida, foi
comprovada também, uma participacdo do sistema da endotelina central. Agindo
centralmente, esse digitalico aumentava sintese/liberagdo desse peptideo, o qual
contribui para os efeitos periféricos da ouabaina (Di Filippo et al., 2003). Quanto aos
mecanismos periféricos, € sabido que no coragcdo, o tratamento crdénico com
ouabaina promove efeitos inotropicos e lusitropicos positivos, e aumento da
expressdo protéica das subunidades a; e a, da Na'K'-ATPase (Rossoni et al.,
2006).

Ainda perifericamente, sabe-se que a hipertensao arterial induzida pela
ouabaina também pode modificar a fungao e/ou a estrutura de vasos de condutancia
e de resisténcia. Nesse sentido, estudos evidenciaram alteragdes na reatividade
vascular a agonistas adrenérgicos, na dependéncia do leito estudado (Cargnelli et
al., 2000; Kimura et al., 2000; Rossoni et al., 2002a,b; Dostanic et al., 2005; Padilha
et al., 2008; Pulgar et al.,, 2013; Wenceslau et al., 2011; Xavier et al., 2004a,b,c,
2009; Zhang et al.,, 2009;). Quanto a estrutura vascular, Briones et al. (2006)
demonstraram que a hipertensdo arterial induzida pela ouabaina ndao modifica a
espessura da parede de artérias mesentéricas de resisténcia de terceira ordem,
ocorre um remodelamento hipotréfico para dentro com redugdo do numero de
células musculares lisas e aumento na deposicdo de colageno, que reduz a

distensibilidade do vaso. Ao contrario, Zhang et al. (2009) observaram no mesmo
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modelo, que em artérias mesentéricas de resisténcia de quarta ordem, com
aproximadamente 160 um de didmetro interno, ndo ha diferencas no diametro e na
espessura, quando comparada as artérias provenientes dos animais controles.
Sugeriram que a maior vasoconstricdo, observada nesses ramos em resposta aos
niveis circulantes de ouabaina, estariam contribuindo para o aumento do ténus
vascular e da pressao arterial nos animais tratados com esse digitalico.

Assim, sabendo que os animais hipertensos s&o mais sensiveis aos
efeitos da ouabaina administrada agudamente em concentragdes nanomolares
(Moreland et al., 1986; Ponte et al., 1996; Rossoni et al., 2001; 2003; Songu-Mize et
al., 1995; Vassallo et al., 1997) e que o tratamento crénico com ouabaina induz
importantes alteragbes vasculares; no presente estudo, buscou-se investigar por
qual(is) mecanismo(s) esse tratamento modificaria a reatividade vascular de artérias
mesentéricas de resisténcia de SHR, e se as alteragbes nesses vasos estariam
contribuindo para a manutengao dos niveis elevados da pressao arterial.

Em concordancia com estudos anteriores, o presente estudo demonstrou
em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR dos grupos CT e OUA, que o
relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina; o relaxamento
independente do endotélio induzido pelo nitroprussiato de so6dio; e a resposta
contratil induzida pelo KCI; ndo foram modificados pelo tratamento com ouabaina
(Padilha et al., 2008; Rossoni et al., 2002a; Xavier et al., 2004b,c, 2009; Wenceslau
et al.,, 2011). No entanto, as curvas de relaxamento a acetilcolina, nas artérias
mesentéricas de resisténcia provenientes dos SHR tratados com veiculo ou
ouabaina, apresentaram uma resposta bifasica, ou seja, um relaxamento, seguido
por uma contragdo, como bem caracterizado em aorta (Luscher, Vanhoutte, 1986) e
em artérias mesentéricas de resisténcia (LUscher et al.,, 1990) de SHR. Em aorta,
sabe-se que essas contragdes dependentes do endotélio induzidas pela acetilcolina
envolvem, principalmente, a agado da prostaciclina (PGl;) e da PGHy, liberadas pelo
endotélio, agindo no receptor TP do musculo liso vascular (Gluais et al., 2005).

O presente estudo também demonstrou que as artérias mesentéricas de
resisténcia dos animais do grupo OUA apresentaram maior resposta contratil a
noradrenalina, quando comparadas as artérias provenientes do grupo CT. Estudos
anteriores comprovaram que os efeitos do tratamento crénico com ouabaina, em
ratos Wistar, sobre a reatividade vascular € dependente do leito e do didmetro do

segmento estudado. Na aorta e na artéria mesentérica superior foi observado uma
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reducao da resposta maxima induzida pela fenilefrina (Cargnelli et al., 2000; Rossoni
et al., 2002a), enquanto que, nenhuma modificagao foi relatada na artéria caudal
(Rossoni et al., 2002a) e na mesentérica de resisténcia (Briones et al., 2006; Padilha
et al., 2008; Xavier et al., 2004b,c). Em oposi¢c&o, Zhang et al. (2009) observou, no
mesmo modelo, que artérias mesentéricas de resisténcia de quarta ordem
apresentavam aumento da resposta maxima a fenilefrina. Por sua vez, Kimura et al.,
(2000) também observaram, em artérias renais de ratos tratados com ouabaina, um
aumento da resposta maxima induzida pelo KCI e pela fenilefrina. Recentemente,
Xavier et al., (2009) observaram em anéis de artéria caudal de SHR tratados com
ouabaina por cinco semanas, um aumento da sensibilidade a fenilefrina. E,
Wenceslau et al., (2011) observaram que artérias mesentéricas de resisténcia de
ratos Wistar tratados por vinte semanas com ouabaina, também apresentaram um
aumento da sensibilidade a noradrenalina.

Dessa forma, os efeitos do tratamento crébnico com ouabaina, além de
dependerem do leito e do didmetro do segmento em estudo, parecem depender
também do tempo de tratamento com ouabaina, e da linhagem utilizada. Além disso,
como foi sugerido em estudos anteriores (Wenceslau et al., 2011; Zhang et al.,
2009), o aumento da resposta contratil a noradrenalina em artérias mesentéricas de
resisténcia de animais do grupo OUA, indica que esses vasos estdo contribuindo
para o aumento e/ou manutencao dos niveis pressoricos nesses animais.

O endotélio integro reduz as respostas vasoconstritoras a agonistas
adrenérgicos, principalmente via liberagao de 6xido nitrico (Boric et al., 1999; EI-Mas
et al., 1997; Martin et al., 1986). Assim, sabendo da importancia do endotélio na
modulagdo dos efeitos cronicos da ouabaina sobre a reatividade vascular (Aras-
Lopes et al., 2008; Padilha et al., 2008; Rossoni et al., 2002b; Xavier et al., 2004b,c,
2009; Wenceslau et al.,, 2011) e que esse mesmo endotélio na presenca da
administragdo aguda de concentra¢cdes nano, micro ou milimolares de ouabaina,
pode liberar fatores com o objetivo de se contrapor as contragdes induzidas por esse
digitalico ou por agonistas vasoconstritores (Eva et al., 2006; Pacheco et al., 2000;
Padilha et al., 2004; Ponte et al., 1996; Rossoni et al., 1999; 2003; Rodriguez-Manas
et al., 1992; Sanchez-Ferrer et al., 1992); procurou-se investigar se o aumento da
resposta contratii a noradrenalina, encontrado no presente estudo, poderia ser
resultante das modificagcbes na modulagdo dos fatores de relaxamento e contracao

derivados do endotélio e liberados em resposta a estimulagao adrenérgica.
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A hipertensao arterial pode estar associada a uma disfuncdo endotelial
com prejuizo na produgao e/ou biodisponibilidade do 6xido nitrico (Koller, Huang,
1994; Li et al., 2007; Mokuno et al., 2001; Sunano et al., 1999; Virdis et al., 2009). E
sabe-se que a ouabaina pode modular a resposta contratil a agonistas adrenérgicos
via liberacdo de oxido nitrico (Rossoni et al., 2002b; 2003; Xavier et al., 2004b,c).
Nesse sentido, os presentes resultados sugerem que a maior resposta contratil a
noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR tratados com
ouabaina, seja causada, em parte, por uma redugdo da modulagéo do 6xido nitrico,
pois quando os anéis foram pré-incubados com L-NAME, essa modulagao foi menor
no grupo OUA. A menor modulagdo do o6xido nitrico esta associada com uma
reducdo na sua producgao e/ou biodisponibilidade (Cai, Harrison, 2000). Parece que,
no presente estudo, a menor modulagdo do o6xido nitrico estda associada a uma
reducdo na sua producdo, uma vez que a expressao proteica das isoformas
neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS) da sintase de 6xido nitrico estavam reduzidas.
Em oposicdo, Rossoni et al. (2002b) demonstraram em aorta de ratos Wistar
tratados cronicamente com ouabaina, que a redugdo da resposta contratil a
fenilefrina estava associada a uma maior modulagao do 6xido nitrico, ja que apoés o
pré-tratamento com L-NAME a magnitude de aumento da resposta contratil a
fenilefrina foi maior nas aortas dos animais ouabaina. Esse aumento na modulagao
do oxido nitrico foi proveniente de uma maior producado, relacionada a maior
expressao proteica da nNOS e da eNOS. O mesmo padrao de resposta, apos o pré-
tratamento com L-NAME, foi observado por Xavier et al. (2004b), em artérias
mesentéricas superiores e em artérias mesentéricas de resisténcia, do mesmo
modelo experimental e por Padilha et al. (2008) em artérias mesentéricas de
resisténcia de ratos Wistar submetidos a 15 dias de tratamento com ouabaina. No
entanto, nesses dois ultimos estudos, a maior modulagédo do 6xido nitrico nao foi
decorrente de uma modificagcdo da sua produg¢ao, uma vez que nessas artérias, nao
ocorreu alteracado na expressao protéica da eNOS.

Por outro lado, concordante com os presentes resultados, em artérias
caudais de SHR tratados com ouabaina por cinco semanas, também foi evidenciada
uma redugao da modulagao do 6xido nitrico; porém, esse efeito estaria associado a
um prejuizo na sua biodisponibilidade, ja que, a ndo modificagdo na expressao
protéica da eNOS foi um indicativo de que sua producéo nao estaria alterada (Xavier

et al., 2009). Além disso, Wenceslau et al. (2011) estudando artérias mesentéricas
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de resisténcia de ratos Wistar tratados com ouabaina por vinte semanas, também
observaram menor participacdo da modulagdo do 6xido nitrico, quando comparado
as artérias dos controles. E, como a expressao protéica da eNOS nao foi modificada,
os autores sugeriram que esse efeito era decorrente de uma maior degradacdo do
oxido nitrico por espécies reativas derivadas do oxigénio (ROS).

Estudos sugerem que a redugao da modulagéo do éxido nitrico também
pode ocorrer por aumento da sua degradacdo via ROS (Harrison, 1997; Touyz,
2004). Além disso, existem evidéncias de que a ouabaina promove a formacao de
ROS. Por exemplo, Xie et al. (1999) observaram que a ouabaina promove a
liberagdo de ROS em midcitos cardiacos; e Kajikawa et al. (2002) demonstraram que
esse digitalico induz a formagdo de ROS mitocondrial em ilhotas pancreaticas de
ratos. No entanto, no presente trabalho parece que as ROS n&o participaram da
modulacdo da resposta contratil induzida pela noradrenalina, uma vez que, o pré-
tratamento com SOD n&o modificou essa resposta nas artérias mesentéricas de
resisténcia dos grupos CT e OUA. Nesse sentido, Hernanz et al. (2008) observaram,
estudando artérias cerebrais de ratos Wistar tratados com ouabaina por cinco
semanas, uma redugdao na producdo de superoxido, associada a uma nao
modificagao da expressao protéica das SODs. Em oposicao, Wenceslau et al. (2011)
comprovaram em artérias mesentéricas de resisténcia, de ratos Wistar, que o prée-
tratamento com SOD reduzia a resposta contratii a noradrenalina, apenas em
artérias provenientes do grupo tratado com ouabaina por vinte semanas. Além disso,
o tratamento com SOD e catalase reduz a resposta contratil a noradrenalina em
artérias provenientes do grupo OUA, de forma semelhante ao pré-tratamento
somente com a SOD. Esse ultimo efeito do estudo de Wenceslau et al. (2011),
também, é oposto ao obtido no presente estudo, pois a pré-incubacdo com catalase
ou SOD e catalase reduziram, com a mesma magnitude, a resposta contratil a
noradrenalina em artérias dos grupos CT e OUA. Assim, pode-se descartar, no
presente estudo, a participagcdo da modulacdo das ROS sobre a resposta contratil
induzida pela noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR
tratados durante cinco semanas com ouabaina.

A hipertensao arterial cursa ndo apenas com um prejuizo na modulagao
do 6xido nitrico, mas também, com modificagées na participagcdo do EDHF (Fuijii et
al., 1992; Goto et al., 2004; Li et al., 2007; Michel et al., 2008; Mori et al., 2006;

Sunano et al., 1999). Além disso, Rossoni et al. (1999) demonstraram que em leito
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caudal isolado que, na presenga de ouabaina em concentragcdo nanomolar, o
endotélio vascular promove a liberagao de um fator endotelial ativador de canal para
potassio. No presente estudo, a menor modulagado do TEA sobre a resposta contratil
induzida pela noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia dos animais do
grupo OUA, sugere que nesses animais existe uma menor da participagao do EDHF.
Em oposigao, Rossoni et al. (2002b) sugeriram que a redug¢ao da resposta contratil a
fenilefrina em aortas de ratos Wistar tratados com ouabaina por cinco semanas,
estava associada a um aumento da liberacdo de um EDHF que ativaria canais para
K* ativados por Ca?*. Por outro lado, Xavier et al. (2004b) demonstraram que a
auséncia de modificacdo na resposta contratil induzida pela noradrenalina, em
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos Wistar tratados com ouabaina por
cinco semanas, estava associada a um prejuizo na liberagdo de um EDHF
associado ao aumento da modulagao pelo éxido nitrico. Xavier et al. (2009) também
observaram em artérias caudais de SHR tratados com ouabaina por cinco semanas,
uma menor influéncia do EDHF modulando a resposta contratil induzida pela
fenilefrina. Por sua vez, Briones et al. (2009) verificaram, em artérias coronarias de
ratos Wistar tratados com ouabaina por cinco semanas, um aumento da modulacao
do EDHF, que contribuia para preservar a fungao endotelial dessas artérias. Assim,
parece que os efeitos do tratamento crénico com ouabaina sobre o EDHF séao
dependentes do leito estudado. Quanto menor o didmetro do vaso e maior a
participacdo do EDHF, consequentemente, maiores serdao os efeitos do tratamento
cronico com ouabaina sobre esse fator vasodilatador.

A participagcdo de prostandides derivados da COX sobre a modulagéo
endotelial da resposta contratii a agonistas adrenérgicos tem sido amplamente
demonstrada em modelos experimentais de hipertensédo arterial (Adeagbo et al.,
2005; Alvarez et al., 2005; Carvalho et al., 1997; Cordellini et al., 1990; dos Santos et
al., 2003; Fortes et al., 1990, 1992; Tabenero et al., 1999). Por outro lado, foi
demonstrado por Nakagawa et al. (1987) que células endoteliais aumentavam a
producdo de um subproduto da COX (prostaciclina) em resposta a incubacgédo das
mesmas, com concentragdes micromolares de ouabaina. Assim, no presente estudo,
como a indometacina e os inibidores da COX-1 e da COX-2, reduziram a resposta
contratil @ noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia do grupo OUA,
acredita-se que nessas artérias exista uma maior atividade e/ou expressao proteica

das isoformas 1 e 2 da COX. Nesse sentido, Padilha et al. (2008) demonstraram, em
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artérias mesentéricas de resisténcia de ratos Wistar nas fases iniciais da hipertensao
arterial induzida pelo tratamento com ouabaina por cinco semanas, um aumento da
participacdo de prostanoides derivados da COX-2, na modulagdo da resposta
contratil a noradrenalina. Por sua vez, Xavier et al. (2009) observaram em artérias
caudais de SHR tratados com ouabaina por cinco semanas, que o aumento da
sensibilidade a fenilefrina estava relacionado a uma maior expressao proteica da
COX-2. E, mais recentemente, corroborando esses dados, Wenceslau et al. (2011)
demonstraram, em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos Wistar tratados com
ouabaina por vinte semanas, que o aumento da sensibilidade a noradrenalina
também era modulado por um subproduto da COX-2, uma vez que a expressao
proteica dessa isoforma da COX estava aumentada e o NS-398 reduzia a
exarcebada contracao induzida pela noradrenalina.

Sabe-se que a hipertensdo arterial modifica a participacdo de
prostandides derivados da COX nas respostas vasodilatadoras e vasoconstritoras
(dos Santos et al.,, 2003; Gluais et al., 2005; Luscher et al.,, 1990; Luscher,
Vanhoutte, 1986; Tang, Vanhoutte, 2008; Xavier et al., 2008). Dessa forma, como no
presente estudo, o ridogrel e o furagrelato reduziram de forma semelhante, a
resposta contratil induzida pela noradrenalina, sugere-se que o TXA, seja o
subproduto da COX-1 e da COX-2, que modula em artérias mesentéricas de
resisténcia do grupo OUA, o aumento da resposta contratil induzida pela
noradrenalina. Nesse sentido, Xavier et al. (2009) observaram uma maior produgao
de TXA,, via ativacdo da COX-2, em artérias caudais de SHR tratados com
ouabaina por cinco semanas. E, Wenceslau et al. (2011) demonstraram que o
aumento da sensibilidade a noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia
de ratos Wistar tratados com ouabaina por vinte semanas, estava relacionado a uma
maior producao de TXA,/PGH,, também, derivado da COX-2.

E bem demonstrado que parte da disfungdo endotelial observada na
hipertenséo arterial é decorrente do aumento dos produtos derivados da COX1/2,
que comumente agem via receptor TP no musculo liso vascular (Félétou et al., 2010;
Gelosa et al., 2010; Gluais et al., 2005; Tang et al., 2008). No entanto, até o
presente estudo, ndo era conhecido o papel desempenhado pelo receptor TP nas
alteracbes da reatividade vascular apds o tratamento crénico com ouabaina. Assim,
no presente estudo, a redugao da resposta contratil a noradrenalina somente nas

artérias mesentéricas de resisténcia do grupo OUA, apods o pré-tratamento com o SQ
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29,548 confirma que o TXA,, produzido a partir da COX1/2 esta agindo via receptor
TP.

Os resultados obtidos no presente estudo, ou seja, o aumento da
resposta contratil a noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR
tratados com ouabaina por cinco semanas contrasta com a nao modificagdo da
resposta contratil a noradrenalina observada em artérias mesentéricas de resisténcia
de ratos Wistar, também tratados por cinco semanas com esse digitalico (Xavier et
al., 2004b). E por outro lado, foram semelhantes aos resultados obtidos por Xavier et
al. (2009) em artérias caudais de SHR tratados com ouabaina por cinco semanas; e
por Wenceslau et al. (2011), em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos Wistar
tratados com ouabaina por vinte semanas, os quais demonstraram, nas artérias
estudadas, um aumento da sensibilidade a agonistas adrenérgicos. Em conjunto,
esses resultados podem sugerir que a existéncia prévia de alteragdes vasculares ou
o tempo mais longo de tratamento facilta o estabelecimento dos prejuizos
decorrentes do aumento dos niveis plasmaticos de ouabaina.

Resumindo os presentes resultados sugerem que o tratamento de SHR
por cinco semanas com ouabaina, resulta em alteracbes funcionais nas artérias
mesentéricas de resisténcia. E dessa forma, o aumento da resposta contratil a
noradrenalina, € decorrente da redugdo da modulagao nitrérgica, em parte pela
reducdo da sintese de Oxido nitrico e da participacdo de canais para potassio na
hiperpolazizacdo das células musculares; e por um aumento da vasoconstricdo
mediada pelo TXA,, derivado da COX-1 e da COX-2, via receptor TP. Essas
alteragcbes sustentam a hipotese de que esses vasos estdo contribuindo para o

aumento e/ou manuteng¢ao dos niveis pressoricos nesses animais.

4.2 Efeito do tratamento com 4&cido acetilsalicilico (AAS) e nimesulida
associado ao tratamento crénico com ouabaina

Confirmando a hipétese de que o aumento dos niveis pressoricos
estavam associados aos produtos da COX1/2 em SHR tratados com ouabaina, o
presente estudo demonstrou, também, que o co-tratamento com AAS, um inibidor
ndo seletivo da COX1/2 e o co-tratamento com nimesulida, um inibidor seletivo da
COX-2, impediram o incremento nos niveis pressoéricos dos SHR tratados com

ouabaina por cinco semanas, prevenindo assim, o efeito anteriormente demonstrado
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por Xavier et al. (2009) e reproduzido no presente estudo. Além disso, demonstrou-
se de forma inédita que o tratamento com ouabaina associado ao tratamento com
AAS, ou associado ao tratamento com nimesulida, impediram o aumento da
resposta contratii a noradrenalina nas artérias mesentéricas de resisténcia dos
animais do grupo OUA, comprovando que, os efeitos do tratamento crénico com
ouabaina sao decorrentes uma maior participacao de produtos derivados da COX-2.

Os estudos anteriores nao sao elucidativos quanto aos efeitos do AAS e
da nimesulida sobre a pressdo arterial de animais com hipertensdo arterial. No
presente trabalho, o tratamento com AAS ou nimesulida ndo modificaram a presséao
arterial caudal dos animais do grupo CT. Tuttle et al. (1985) demonstraram que o
tratamento de SHR jovens (28 a 84 dias de idade) com AAS na dose de 100
mg/kg/dia, durante 56 dias, promoveu reducéo da pressao arterial sistélica. Quinley
et al. (1987) observaram que o tratamento com AAS (200 mg/kg/dia) ndo produziu
qualquer mudancga na pressao arterial de SHR, quando comparado a normotensos
também tratados. Schirner e Taube (1993) comprovaram que o efeito do tratamento
com AAS, na dose de 100 mg/kg/dia, dependia da pressdo do SHR no inicio do
tratamento. Assim, nos animais que apresentavam pressao arterial abaixo de 160
mmHg, o tratamento com AAS produzia aumento, enquanto que, nos animais com
pressdo acima de 160 mmHg, o mesmo tratamento promovia redugdo dos niveis
pressoricos.

Na literatura existem resultados conflitantes sobre os efeitos dos
inibidores da COX-2 sobre a pressao arterial de ratos normotensos e hipertensos.
Hocherl et al. (2002) demonstraram que rofecoxib, um antiinflamatério nao
esteroidal, aumenta a pressao arterial de ratos normotensos. E Jain et al. (2005),
com esse mesmo antiiflamatério, e Muscara et al. (2000) com o celecoxib,
observaram um aumento na pressao arterial de ratos hipertensos tratados com L-
NAME. Em oposigdo, Wu et al. (2005) verificaram que o rofecoxib e a nimesulida
diminuem a pressao arterial no modelo de hipertenséo induzida pela angiotensina Il.
O inibidor especifico da COX-2, NS-398, diminui a pressao arterial de ratos
hipertensos 1-Rim 1-Clip e 2-Rins 1-Clip e nao modifica a pressao arterial do modelo
DOCA-sal (Okumura et al., 2002). Diferentemente, o inibidor celecoxib, ndo modifica
a pressao arterial de ratos com hipertensédo renovascular (Richter et al., 2004). A

nimesulida, inibidor seletivo da COX-2 nao esteroidal, escolhido para o presente
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estudo, ndo modifica a pressao arterial de ratos normotensos e SHR, como
demonstrado no trabalho de Al Suleimani et al. (2010).

Os efeitos do tratamento com AAS e nimesulida, sobre a hipertensao
arterial induzida pela ouabaina em SHR nunca haviam sido estudados. No presente
trabalho, o co-tratamento com AAS, inibidor n&do seletivo da COX1/2, e o co-
tratamento com nimesulida, inibidor seletivo da COX-2, preveniram o incremento nos
niveis pressoéricos dos SHR tratados com ouabaina por cinco semanas, sugerindo
assim a importancia dessa via para a génese e/ou manutengdo da hipertenséo
arterial induzida pela ouabaina. Assim, sabendo da importancia das artérias de
resisténcia para o controle da pressao arterial, os resultados do presente estudo,
somados aos resultados dos estudos de Padilha et al. (2008), Xavier et al. (2009) e
Wenceslau et al. (2011) sugerem que os inibidores da COX, especificamente da
COX-2, possam melhorar também, os danos vasculares decorrentes do aumentos
das concentragdes plasmaticas de ouabaina.

Como relatado anteriormente, o tratamento com ouabaina ndo modifica
tensdo ativa desenvolvida pelo KCI (Padilha et al., 2008; Rossoni et al., 2002a,b;
Xavier et al., 2004b,c, 2009; Wenceslau et al.,, 2011), nem o relaxamento ao
nitroprussiato de sodio (Xavier et al., 2004a). Em concordancia com essa literatura, o
tratamento com ouabaina concomitante ao tratamento com AAS, ou com nimesulida,
nao modificou em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR dos grupos CT, OUA,
CT-AAS, OUA-AAS, CT-NID, OUA-NID nem a resposta contratil induzida pelo KCI,
nem o relaxamento independente do endotélio ao nitroprussiato de sodio.

Apesar do tratamento crénico com ouabaina ndo evidenciar diferengas no
relaxamento a acetilcolina (Padilha et al., 2008; Rossoni et al., 2002a; Xavier et al.,
2004b,c, 2009; Wenceslau et al., 2011), o papel dos subprodutos da via da COX
modulando essa resposta vasodilatadora, em artérias mesentéricas de resisténcia
de SHR, ja haviam sido anteriormente descritos (Luscher et al., 1990). Nesse
sentido, Wu et al. (2002) também demonstraram uma melhora do relaxamento a
acetilcolina em aorta de SHR apds o tratamento com AAS por 12 dias. Dessa forma,
no presente estudo, a inibigdo das contragbes dependentes do endotélio a
acetilcolina, nos grupos CT-AAS e OUA-AAS, corroboram a teoria de que as
alteragdes funcionais em artérias mesentéricas de resisténcia, tanto do grupo CT-

AAS, quanto do grupo OUA-AAS, sao condizentes com uma maior participacao de
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produtos derivados da COX (Fortes et al., 1990; Gluais et al., 2005; Luscher et al.,
1990; Luscher, Vanhoutte, 1986; Tang, Vanhoutte, 2008).

Por outro lado, os efeitos dos subprodutos da COX-2 sobre a modulagao
da resposta vasodilatadora a acetilcolina em artérias de ratos hipertensos foram
previamente estudados. Widlansky et al. (2003) observaram que o tratamento com
celecoxib, melhora a fungao endotelial de pacientes hipertensos. Diferentemente,
Bulut et al. (2003) verificaram que o tratamento com parecoxib, um inibidor da COX-
2, diminuiu o relaxamento a acetilcolina, enquanto que o tratamento com
acetilsalicilato de lisina, um inibidor ndo seletivo da COX, aumenta o relaxamento a
acetilcolina em pacientes hipertensos. A respeito do efeito da COX-2 sobre as
contragdes dependentes do endotélio a acetilcolina, Tang et al. (2005)
demonstraram que estas contragbes estdo presentes no camundongo com delecéo
para o gene da COX-2 evidenciando que elas sdo dependentes exclusivamente da
COX-1. Assim, o resultado do presente estudo, no qual o tratamento com nimesulida
nao aboliu a contracbes dependentes do endotélio a acetilcolina em artérias
mesentéricas de resisténcia dos grupos CT-NID e OUA-NID, diferentemente do
efeito observado com o co-tratamento com AAS, reforca a teoria de que estas
contragdes sao provenientes da ativacdo da COX-1.

Como relatado anteriormente, € bem demonstrado que o tratamento
crébnico com ouabaina promove modificacdes na reatividade vascular de acordo com
o leito vascular e a espécie estudada (Cargnelli et al., 2000; Kimura et al., 2000;
Padilha et al., 2008; Rossoni et al., 2002a,b; Xavier et al., 2004a,b,c, 2009;
Wenceslau et al., 2011; Zhang et al., 2009). Assim, no presente estudo, a prevengao
do aumento da resposta contratii a noradrenalina, em artérias mesentéricas de
resisténcia do grupo OUA-AAS e OUA-NID, sugere que parte dos efeitos da
ouabaina sobre a reatividade vascular € decorrente da modulagao por prostandides
vasoconstritores derivados da COX-1 e da COX-2. Este resultado é reforcado pelos
dados previamente descritos na presente tese, em artérias mesentéricas de
resisténcia do grupo OUA, onde a incubagdo com o SC-560 e o com NS-398
reduziram a resposta contratil a noradrenalina. No entanto, como o co-tratamento
com nimesulida reverteu o aumento da resposta contratil a noradrenalina de forma
semelhante ao tratamento com AAS, pode-se concluir que a COX-2 é a isoforma que

efetivamente participa desses efeitos.
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Sumarizando, a reducdo da pressao arterial e a redugcdo da resposta
contratil a noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia de animais dos
grupos OUA-AAS e OUA-NID quando comparado ao OUA, comprova a participagéo
de produtos derivados da COX-2, nos efeitos vasculares decorrentes do tratamento
com ouabaina por cinco semanas. Esse estudo abre a possibilidade do tratamento
com inibidores da COX-2 para corrigir o prejuizo na fungao vascular decorrente do

aumento dos niveis plasmaticos de ouabaina em modelos de hipertenséo arterial.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que o aumento da pressao arterial
observado em SHR tratados com ouabaina por cinco semanas € decorrente do
prejuizo da modulagdo endotelial em artérias mesentéricas de resisténcia. A
elevacdo das concentragdes plasmaticas de ouabaina, nos SHR tratados com esse
digitalico, aumenta o estado contratil de artérias mesentéricas de resisténcia, e esse
mecanismo da ouabaina, agindo perifericamente, contribui para o incremento e

manutencao da hipertensao arterial nesses animais.
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