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Resumo

Resumo

A hipertensdo e as marcadas alteracdes morfologicas
hipertréficas e hiperpldsicas que se observam nos vasos de ratos
tratados continuamente, durante 7 dias, com o antagonista n3o
selectivo dos receptores da adenosina, o composto 1,3-dipropil-8-
sulfofenilxantina (DPSPX), poderiam explicar-se pelo antagonismo das
acgbes vasodilatadora e hipotensora da adenosina e do papel da
adenosina nos efeitos tréficos da inervacdo simpética. Contudo, o forte
contraste entre a moderada e progressiva elevacdo tensional e a
exuberancia e precocidade das alteragdes morfoldgicas vasculares
associadas sugere o envolvimento de outro(s) factor(es), paralelamente
ao blogueio das accgdes fisiolégicas da adenosina, na fisiopatologia

deste modelo experimental de hipertenséo.

O objectivo geral deste trabalho foi caracterizar o papel da
angiotensina Il neste modelo, uma vez que a adenosina inibe a
libertagdo de renina a nivel renal e que o antagonismo dos seus
receptores pelo DPSPX poderd bloquear este mecanismo frenador,
activando o sistema renina-angiotensina. Nos ratos hipertensos por
infusdo de DPSPX observa-se um aumento da actividade da renina

plasmética. Além disso, as alteragdes morfoldgicas sdo semelhantes as
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Resumo

induzidas por infusdo de angiotensina I, sdo potenciadas por activagao
do sistema renina-angiotensina e prevenidas por inibicdo da enzima de

conversdo da angiotensina pelo captopril.

Os niveis elevados de angiotensina Il encontrados confirmam a
activacdo do sistema renina-angiotensina na hipertensao induzida por
infusdo de DPSPX. A relagdo causa-efeito entre hipertensdo e
alteracdes morfoldgicas é uma questdo que permanece em aberto. O
losartan, um antagonista dos receptores AT; da angiotensina I,
previne a hipertensdo induzida pelo DPSPX e as alteracdes
morfolégicas vasculares associadas, a semelhanca do j& observado
com o captopril, um inibidor da enzima de conversdo da angiotensina.
O atenolol, um blogueador dos adrenoceptores B, apenas previne a
elevacdo tensional. A angiotensina Il é um poderoso agente pressor e
modulador do fenétipo celular. Os resultados do estudo morfolégico
sugerem que a angiotensina Il é determinante para as alteragdes
morfoldgicas vasculares associadas a hipertenséao induzida por infusdo
de DPSPX. Por outro lado, favorecem a interpretagéo de hipertensdo e
alteragbes morfoldgicas vasculares serem processos independentes,

ainda que com mediadores e mecanismos comuns.

A angiotensina Il &€ um vasoconstritor potente, por accio
mediada pelo receptor AT;. No estudo da contractilidade vascular, a
marcada reducdo da resposta a angiotensina |l (¢ ndo a outros
contracturantes como a noradrenalina e o cloreto de potassio)
observada na artéria e na veia mesentérica dos ratos hipertensos é
compativel com a dessensibilizagdo do receptor AT;, por estimulagdo
continuada do mesmo pelos niveis plasmaticos elevados de

angiotensina I1. Além disso, este estudo confirmou que a angiotensina
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Il é sobretudo um agente venoconstritor, ao contrério da

noradrenalina, que é sobretudo um constritor arterial.

O sistema renina-angiotensina interactua com o sistema nervoso
simpatico, nomeadamente pela accdo facilitatéria da angiotensina Il
sobre a libertacdo de noradrenalina. Estudos farmacoldgicos sugerem
que o receptor prejuncional da angiotehsiha It é diferente do receptor
posjuncional. No presente trabalho, foram encontradas duas
diferencas entre a reactividade pré- e posjuncional da angiotensina Il
(1) a marcada diferenca entre a artéria e a veia verificada para o efeito
contractil da angiotensina Il ndo se observou para o efeito facilitatério
e (2) a hipertensdo induzida pelo DPSPX ndo esteve associada a
reducdo da resposta facilitatéria da angiotensina Il. Assim sendo, os
resultados do estudo de modulacdo da neurotransmissdo simpatica
pela angiotensina Il sdo compativeis com a hipétese de o receptor
vascular da angiotensina Il ser do subtipo AT, que rapidamente
dessensibiliza perante os niveis elevados de angiotensina Il plasmaética,
e de o receptor neuronial da angiotensina |l ser diferente,
eventualmente do subtipo AT, dado que ndo sofre dessensibilizacio

pela exposicédo a niveis elevados de angiotensina |l endégena.

Tem sido verificada uma associagdo entre hipertensdo e
hipoalgesia em estudos clinicos e experimentais. No entanto, os
mecanismos responsaveis por tal associacdo ndo estdo ainda
estabelecidos. A angiotensina |l pode regular a pressdo arterial por
acgao central. Por outro lado, a angiotensina Il central pode ter efeito
antinociceptivo. Estes factos sugerem que a angiotensina Il possa ser
um factor comum entre hipertensdo e hipoalgesia. Nos ratos

hipertensos por infusdo de DPSPX verificou-se menor activacdo dos
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neurénios nociceptivos espinhais, induzida por estimulacdo néxica da
pele. Por outro lado, a lesé@o do bolbo raquidiano ventrolateral preveniu
esta inibicdo espinhal. E conhecida a co-localizacdo neuroanatémica
de centros reguladores das func¢des cardiovascular e nociceptiva e a
participagdo do bolbo raquidiano ventrolateral na hipoalgesia
associada a hipertensado. Os resultados deste estudo sdo compativeis
com a hipétese de a hipertensao por infusdo de DPSPX e a hipoalgesia
associada serem mediadas a nivel central, a semelhanca do que se

observa noutros modeilos.
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Abstract

The continuous infusion, for 7 days, of the non-selective
antagonist of adenosine receptors 1,3-dipropyl-8-sulfophenylxanthine
(DPSPX) induces hypertension and marked hypertrophic and
hyperplastic alterations in the rat vasculature. The antagonism of the
vasodilator and hypotensive actions of adenosine and its role on the
trophic effects of sympathetic denervation could be responsible for
both the hypertension and the vascular structural alterations induced
by DPSPX. However, the contrast between the moderate and
progressive increase in blood pressure and the exuberant and
precocious structural alterations suggests the involvement of other
factor(s) besides the antagonism of the physiological actions of

adenosine, in the development of DPSPX-induced hypertension.

This work aimed at characterising the role of angiotensina Il in
DPSPX-induced hypertension. Adenosine restrains renin release. The
antagonism of adenosine receptors with DPSPX may block this
inhibitory mechanism, activating the renin-angiotensin system. In fact,
DPSPX-hypertensive rats have increased plasma renin activity.
Moreover, the vascular structural alterations are similar to those

induced by angiotensin Il infusion, are potentiated by activation of the
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renin-angiotensin system and prevented by angiotensin-converting

enzyme inhibition with captopril.

We found increased plasma angiotensin |i levels, confirming the
activation of the renin-angiotensin system in DPSPX-induced
hypertension. The cause and effect relationship between hypertension
and vascular structural alterations is still an open question. Losartan,
an antagonist of angiotensin If AT, receptors, prevents DPSPX-induced
hypertension and vascular structural alterations, as previously
observed with captopril, an angiotensin-converting enzyme inhibitor.
Atenolol, an antagonist of B-adrenoceptors, only prevents the rise in
blood pressure. Angiotensin Il is a potent pressor agent and modulator
of the cellular phenotype. The results of the morphological study
suggest that angiotensin I is critical for the vascular structural
alterations associated with DPSPX-induced hypertension. Also, they
support the hypothesis that hypertension and vascular structural
alterations are independent processes, in spite of sharing mediators

and mechanisms.

Angiotensin Il is an effective vasoconstrictor, through activation
of AT, receptors. In the present study of vascular reactivity, the marked
reduction in the contractile response to angiotensin Il (and not to
noradrenaline or potassium chloride) in the mesenteric artery and vein
of DPSPX-hypertensive rats is compatible with the dessensitization of
AT, receptors, due to continuous stimulation by the increased plasma
angiotensin Il levels. Furthermore, this study confirmed that
angiotensin 1l is mainly a venoconstrictor, in oposition to

noradrenaline, which mainly constricts the arteries.
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The renin-angiotensin system interacts with the sympathetic
nervous system, namely through the facilitatory effect of angiotensin Il
on noradrenaline release. Pharmacological studies suggest that the
prejunctional angiotensin Il receptor is different from the
postjunctional receptor. In the present work, two evidences were found
which support this hypothesis: (1) the marked postjunctional difference
between the mesenteric artery and .vein was not observed for the
prejunctional effect; (2) DPSPX-induced Hyperten'éion was not
associated with a reduction of the prejunctional angiotensin [I-
facilitation of noradrenaline release. So, the results agree with the
hypothesis that vascular angiotensin 1l receptor belongs to the ATia
subtype, which dessensitizes before the increased angiotensin |l levels,
and differs from the neuronial angiotensin Il receptor, eventually from
the AT,g subtype, which does not dessensitize with exposure to the

increased angiotensin |l levels.

Clinical and experimental studies have shown an interaction
between hypertension and hypoalgesia. However, the mechanisms
responsible for this interaction are not established. Angiotensin Il may
regulate blood pressure by a central mechanism. Also, central
angiotensin |l may have an antinociceptive effect. This raises the
possibility that angiotensin 1l.is a common factor between hypertension
and hypoalgesia. In DPSPX-hypertensive rats there is a decreased
activation of spinal nociceptive neurones, induced by noxious
stimulation of the skin, suggesting spinal inhibition. The chemical
fesion of the ventrolateral medulla prevents this spinal inhibition. It is
known the co-localization of central nuclei responsible for the control of

cardiovascular and nociceptive functions. The results of the present
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study are compatible with the hypothesis that DPSPX-induced hypertension
and hypoalgesia are mediated at the central level, as observed in other

experimental models of hypertension.
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Résumé

Résumé

L'hypertension et les altérations structurelles hypertrophiques
marquées qu'on observe dans les vases des souris traités
continuellement, pendant 7 jours, avec I'antagoniste non-selective des
récepteurs d’adenosine, le composé 1,3-dipropril-8-sulfofenilxantine
(DPSPX), pourraient s’expliquer par I'antagonisme de les actions
vasedilatateur et hypotenseur de I'adenosine ainsi que le role de
I'adenosine sur les effets trophiques de I'innervation sympathique.
Toutefois, le fort contraste entre I'élévation tensionale moderée et
progressive ainsi que I'exubérance et precocité des alterations suggére
I'enveloppement d’autres facteurs parallélement au blocus des actions
physiologiques de 'adenosine, dans la physiopathologie de ce modéle

experimental de hypertension.

L'objectif général de ce travail était celui de caractériser le réle
de l'angiotensine Il dans ce modéle, vu que I'adenosine inhibe la
libération de renine au niveau rénal et que I'antagonisme de ses
récepteurs par le DPSPX pourra bloquer ce mécanisme frénateur, en
activant le systéme renine-angiotensine. Dans les souris hypertenses
par infusion de DPSPX on peut observer I'agrandissement de I'activité

de la renine plasmatique. De plus, les alterations morphologiques sont
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semblables a celles qui sont induites par I'infusion de angiotensine I,
sont potenciées par activation du systeme renine-angiotensine et
prévenus par inhibiton de I' enzyme de conversion de I'angiotensine

par le captopril.

Les niveaux élevés de angiotensine Il trouvés confirment I’
activation du systéme renine-angiotensine dans la hypertension induite
par l'infusion de DPSPX. La relation cause-effet entre hypertension et
altérations structurelles vasculaires est une question qui reste ouverte.
Le losartan, un antagoniste des récepteurs AT, de I'angiotensine II,
prévient [|'hypertension induite par le DPSPX et les altérations
structurelles vasculaires associées, a I'imitation de ce qui était observé
avec le captopril, un inhibiteur de la enzyme de conversion de
I'angiotensine. L’atenolol, un bloquer des adrenocepteurs B, seulement
prévient I’élévation tensionale. L'angiotensine |l est un puissant agent
présseur et modulateur du phénotype cellulaire. Les résultats de
’étude  morphologique suggérent que [I'angiotensine Il est
déterminante pour les altérations structurelles vasculaires associées a
I’hypertension induite par 'infusion de DPSPX. De plus, ils supportent
I’hypothése de I'hypertension et les altérations vasculaires étre des
procédées indépendantes, quoique avec des médiateurs et des

mécanismes communs.

L’angotensine Il est un vaseconstricteur pouissant, par I'action
entremise par le récepteur AT;. Dans ['étude fonctional de Ia
contractibilité réalisée, la réduction accentuée de la réponse a
I'angiotensine 1l (et non & d'autres contracturants comme Ia
noradrenaline et le chlorure de potasse) observée dans I'artére ainsi

que dans la veine mésenterique des souris hypertenses est compatible
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avec la dissensibilization du récepteur AT; par stimulation continuée
du méme par les niveaux plasmatiques élevés de angiotensine Il. De
plus, cet étude a confirmé que I'angiotensine 1l est surtout un agent
venoconstricteur, au contraire de la noradrenaline qui est un
constricteur artériel.

Le systeme renine-angiotensine interage avec le systéme
nerveux sympathique, principallement par la action facilitatoire de
I'angiotensine |l sur la libération de noradrenaline. Des études
pharmacologiques suggérent que le récepteur prejunctional de
I"angiotensine Il est différent du récepteur posjunctional. Dans ce
travail, on a trouvé deux différences entre la reactivité pre et
posjunctional de I'angiotensine Il : (1) la différence marquée entre les
artéres et les veines vérifiée pour I'effet contractile de I'angotensine |l
n'a pas été observé par I'effet facilitatoire et (2) la hypertension induite
par le DPSPX n'a pas été associée a la réduction de la réponse
facilitatoire de I’angiotensine Il. De cette fagon les résultats de ["étude
de la modulation de la neurotransmission sympathique par
I"angiotensine Il sont compatibles avec I'hypothése du récepteur
vasculaire de I'angiotensine |l étre du subtype ATia, qui rapidement
dissensibilize en face des niveaux élevés de angiotensine |l
plasmatique, et du récepteur neuronal de [|'angiotensine |l é&tre
différent, éventuellement du subtype ATis, bien qu'il ne souffre pas
dissensibilization & cause de [I'exposition a niveaux élevés de
angiotensine I1.

Il a été vérifié une association entre hypertension et hypoalgesia
dans des études cliniques et experimentales. Cependant, les
mécanismes résponsables par telle association ne sont pas encore
établis. L’angiotensine Il peut régler la préssion artérielle par action
centrale. De plus, I'angiotensine 1l centrale peut avoir effet antinoceptive.
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Ces faits suggérent que I'angiotensine Il peut étre un facteur commun
entre hypertension et hypoalgesia. Dans les souris hypertenses par
infusion de DPSPX ont a vérifié moindre activation des neurones
nociceptives spinales induite par stimulation nocif de la peau. D'autre
part la Iésion de la médule ventrolateral a prévenue cette inhibition
spinal. On connaft la co-localisation neuroanatomique entre centres
régulateurs des fonctions cardiovasculaire et noceptive ainsi que la
participation de la médule ventrolateral dans la hypoalgesia associée
la hypertension. Les résultats de cet étude sont compatibles avec la
hypothése de la hypertension par infusion de DPSPX et la hypoalgesia

étre partagées a niveaux central, a l'imitation de ce qu'on peut

observer dans d’autres modeéles.
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Introducao

A hipertensdo arterial € um problema de salde publica
grave. A incidéncia na populacdo mundial e os indices de
morbilidade e mortalidade associados a hipertensdo s&o
bastante elevados. Cerca de 1 bilido de pessoas em todo o
Mundo (20% da populagao) sofre de hipertensio arterial (Jones,
Hall, 2004). Em Portugal, a hipertensdo arterial é a principal

causa de morte e incapacidade por doencga.

Actualmente, os critérios de classificagdo da pressao
arterial para o Homem adulto estabelecem os valores de 120 e
80 mmHg como os limites superiores de pressdo arterial
sistélica e diasfélica, respectivamente. Tem sido demonstrado
em indmeros estudos epidemiolégicos e alguns ensaios clinicos
que a relacdo entre a pressao arterial e o risco de complicagdes
cardiovasculares € directa e independente de outros factores de
risco. Quanto mais elevada a pressdo arterial, maior a
probabilidade de ataque cardiaco, insuficiéncia cardiaca,

acidente vascular cerebral e insuficiéncia renal. Neste sentido,
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qualguer medida, farmacolégica ou ndo, que contribua para a
normalizacdo da pressao arterial sistélica e diastdlica, contribui
igualmente para a reducdo da morbilidade e mortalidade

associadas a hipertenséo.

A investigacdo cientifica na area das ciéncias da salde
recorre frequentemente a modelos experimentais de patologias.
O interesse de tal abordagem vai desde o aprofundar do
conhecimento sobre a fisiopatologia ao desenvolvimento de
tratamentos farmacolégicos alternativos, passando pela procura
de marcadores que permitam um diagnéstico cada vez mais
precoce. A hipertensao arterial ndo é excepcdo. Conhecem-se
dezenas de modelos experimentais de hipertensdo, com muitas
semelhancas entre eles, mas também com caracteristicas
proprias, o que possibilita a investigacdo de aspectos
particulares dos mecanismos fisiopatoldgicos. A limitacdo do
uso destes modelos experimentais é ébvia, pela dificuldade de
extrapolagdo dos resultados para o Homem. No entanto,
limitacbes éticas e a impossibilidade de realizar certos estudos
no Homem fazem dos modelos experimentais uma excelente

alternativa.
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Um modelo experimental de hipertensédo induzida por

um antagonista dos receptores da adenosina

O trabalho realizado no ambito desta dissertacdo tem por
base um modelo experimental de hipertensdo induzida por um

antagonista dos receptores da adenosina.

Este modelo surgiu quando se procurava caracterizar o
papel da adenosina nos efeitos tréficos da inervagdo simpética.
Observou-se que as alteragdes morfolégicas induzidas pela
desnervacdo simpatica eram prevenidas pela adenosina exégena
e pela 5'-N-etil-carboxamidoadenosina, seu analogo estavel, mas
nao pela inosina, metabolito inactivo da adenosina (Albino-
Teixeira et al., 1990a), nem pela noradrenalina (Branco et al.,
1984; Albino-Teixeira et al., 1990a). A adenosina formada por
degradacdo do ATP co-libertado com a noradrenalina a partir
dos terminais nervosos simpaticos surgiu, portanto, como um
potencial mediador dos efeitos tréficos da inervacédo simpatica
(AIbino-Teixeika et A'a/., 1990a, 1990b). Esta hipotese ficou
provada (Albino-Teixeira et al., 1991) quando foi possivel
reproduzir os resultados obtidos até entdo, com um antagonista
nao selectivo dos receptores da adenosina com caracteristicas
de solubilidade e poténcia adequadas (Daly et al., 1985). O
conhecimento das acg¢des vasodilatadora e hipotensora da

adenosina (Drury, Szent-Gyorgyi, 1929) e a disponibilidade técnica
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para realizar determinacdes da pressao arterial no Rato,
suscitou o interesse pela avaliacdo da pressao arterial no Rato
tratado com o antagonista dos receptores da adenosina, facto
que deu origem ao modelo experimental de hipertensdo que
serve de base a esta dissertagcao (Albino-Teixeira et al., 1991) e

cujas caracteristicas fundamentais se descrevem em seguida.

O antagonismo nao selectivo dos receptores da adenosina
pelo farmaco 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX; Daly et al.,
1985) induz hipertensédo arterial e alteragdes morfolégicas
marcadas no sistema cardiovascular do Rato (Albino-Teixeira et
al.,, 1991; Matias et al, 1991). A pressao arterial sobe
gradualmente desde o segundo/terceiro dia de infusdao até ao
sétimo dia, e mantém-se elevada até, pelo menos, sete semanas
apés o término da infusdo do farmaco (Albino-Teixeira et al,,
1991). A magnitude da elevacao tensional é, em média, de 28 e
24 mmHg para as pressdes arteriais sistolica e diastdlica,
respectivamente (Albino-Teixeira et al, 1991). Os ratos
hipertensos por infusdo de DPSPX apresentam, em comparacao
com ratos controlo, alteragbes marcadas da estrutura
cardiovascular (Albino-Teixeira et al., 1991; Matias et al., 1991),
nomeadamente, (1) maior diametro do nlcleo dos
cardiomiécitos ventriculares, (2) maior espessura da camada
média e hipertrofia das células musculares lisas das artérias

renal e da cauda, (3) estreitamento do IUmen das artérias
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mesentérica, renal e da cauda, por proliferacdo de células
musculares lisas subintimais que formam botbes em direccdo
ao lumen, (4) bifurcagbes da ldmina eldstica interna com
incluséo de células musculares lisas no espaco interlaminal. E
também evidente fibrose peritoneal (Albino-Teixeira et al., 1991:
Matias et al., 1991).

Fisiopatologia da hipertensdo induzida por infusdo de

DPSPX: possivel activagdo do sistema renina-angiotensina?

A fisiopatologia da hipertensio induzida pelo DPSPX nio é
totalmente conhecida. O contraste marcado entre a moderada
elevacdo da pressdo arterial e as exuberantes alteracdes
morfolégicas cardiovasculares constitui um aspecto importante
e caracteristico deste modelo experimental. A pressio arterial é
influenciada pelo débito cardiaco e pela resisténcia vascular
periférica. O antagonismo da vasodilatagdo (Drury, Szent-
Gyorgyi, 1929) e da inibigdo da libertacdo do neurotransmissor
simpatico (Su, 1978) induzidos pela adenosina pode contribuir
para o aumento da resisténcia vascular periférica bem como
para o aumento da pressdo arterial. A manutencdo da
morfologia vascular depende do equilibrio entre factores
vasoconstrictores e/ou promotores do crescimento, como a

endotelina (Komuro et al., 1988), as catecolaminas (Yu et al.,
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1996), a angiotensina Il (Wang, Prewitt, 1990), as espécies
reactivas de oxigénio (Taniyama, Griendling, 2003), a insulina
(Banskota et al., 1989) ou a prostaglandina E, (Yau, Zahradka,
2003), e factores vasodilatadores e/ou inibidores do
crescimento, como a angiotensina (1-7) (Tallant, Clark, 2003), a
adenosina (Branco et al., 1984), o peptideo natriurético
(Hutchinson et al, 1997), o factor de crescimento
transformante-g (Owens et al., 1988) ou a proteina relacionada
com a hormona paratiroideia (Stuart et al., 2000). As alteracdes
morfolégicas induzidas pelo DPSPX podem ser consequéncia
directa do antagonismo da acgdo tréfica da adenosina (Branco
et al., 1984; Albino-Teixeira et al., 1990a), ou resultar,
indirectamente, da maior pressdo arterial a que estd sujeita a
parede vascular, ou da intervencao de outros factores tréficos. O
facto de aparecerem precocemente (poucos dias apds o inicio
da infusao de DPSPX), serem exuberantes, o que contrasta com
a moderada elevacgao tensional, e ndo se limitarem ao territério
vascular, sugere o0 envolvimento de outro(s) factor(es),

paralelamente ao bloqueio das ac¢des fisiologicas da adenosina.

A adenosina inibe a libertacdo de renina a nivel das células
justaglomerulares renais (Tagawa, Vander, 1970; Osswald,
Schmitz, Kemper, 1978), funcionando como freio fisiolégico do
sistema renina-angiotensina (revisto por Jackson, 1991),
principalmente em situa¢des de activacao do referido sistema

(Kuan, Wells, Jackson, 1990). O antagonismo dos receptores da
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adenosina pelo DPSPX podera bloquear este mecanismo
frenador, activando o sistema renina-angiotensina. Esta hipotese
é suportada por alguma evidéncia: (1) os ratos hipertensos por
infusdo de DPSPX apresentam niveis elevados de actividade da
renina plasmatica (Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002); (2) as
alteragdes morfolégicas associadas a infusdo de DPSPX sédo
semelhantes as observadas quando se infunde angiotensina |l
em doses subpressoras (McCubbin et al., 1965); (3) a estenose
da artéria renal, um procedimento que activa o sistema renina-
-angiotensina (Cangiano, Rodriguez-Sargent, Martinez-Maldonado,
1979), potencia a elevacdo tensional e as alteracbes
morfolégicas induzidas pelo DPSPX (Albino-Teixeira, Osswald,
1994); (4) o captopril, um inibidor da enzima de conversdo da
angiotensina, previne nao s6 a elevacdo tensional mas também
as alteracgdes hipertroficas e hiperplasicas induzidas pelo DPSPX
(Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002).

O trabalho descrito e discutido nesta dissertacao pretende
caracterizar a ac¢do do sistema renina-angiotensina na
hipertensao induzida pelo DPSPX, através de diferentes

abordagens que irao sendo apresentadas e justificadas.

A angiotensina Il exerce funcgdes fisiolégicas importantes
no contexto do modelo experimental de hipertensdo em estudo,
uma vez que € um vasoconstritor potente e induz alteracdes da

morfologia vascular, por mecanismos independentes da pressdo
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(Griffin et al., 1991). Dado que se observa elevacdao da
actividade da renina plasmatica na hipertensdo induzida pelo
DPSPX (Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002), pareceu-nos
importante dosear os niveis de angiotensina |l em ratos

hipertensos por infusdo de DPSPX.

Estudo morfolégico

Ha cerca de meio século, a maior resposta pressora a um
agonista e a maior resisténcia ao fluxo em condi¢des de
relaxamento maximo (Folkow, 1956) fizeram pensar na
existéncia de alteracbes morfoldégicas nos vasos de resisténcia

de doentes com hipertenséao essencial.

As alteracbes morfolégicas vasculares observam-se na
hipertensao arterial humana (Aalkjaer et al., 1987) e em
modelos experimentais de hipertensao genética (SHR; Mulvany,
Hansen, Aalkjaer, 1978; Warshaw, Mulvany, Halpern, 1979) ou
induzida por infusdao de angiotensina Il (Griffin et al., 1991) ou
por estenose da artéria renal (Deng, Schiffrin, 1991). Estas
alteragdes morfologicas vasculares tém sido atribuidas a
alteragbes das células musculares lisas. Em ratos SHR (Owens,
Rabinovitch, Schwartz, 1981) e em ratos hipertensos por infusao

de angiotensina Il (Griffin et al.,, 1991) ou por estenose da artéria
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renal (Owens, Schwartz, 1983) esta descrita hipertrofia das
células musculares lisas. Outros estudos descrevem hiperplasia
das células musculares lisas, nomeadamente em ratos SHR
(Warshaw, Mulvany, Halpern, 1979). Em alguns modelos, como
os ratos SHR, e na hipertensao induzida por administracao de
desoxicorticosterona ou de desoxicorticosterona e sal é possivel
observar, simultaneamente, hipertrofia e hiperplasia das células

musculares lisas (Lee, 1987).

As alteragbes da morfologia cardiovascular sdo
consideradas uma das primeiras manifestacdes de lesdo dos
6rgaos-alvo e um importante factor de risco de morbilidade e
mortalidade associado a hipertensao (Bataineh, Raij, 1998;
Park, Schiffrin, 2000). Deste modo, os farmacos
antihipertensores devem controlar a pressdo arterial mas
também as alteragbes morfolégicas vasculares, no sentido de

melhorarem o prognéstico dos doentes com hipertensao.

E dificil concluir acerca -da relacdo causal entre
hipertensdo e alteracdes morfolégicas vasculares. Estas
comegaram por ser vistas como uma adaptacdo a maior pressao
arterial a que a parede vascular esta sujeita (Mulvany, Hansen,
Aalkjaer, 1978; Owens, 1985). No entanto, também tém sido
descritas em fases pré-hipertensivas (Lee, 1985), em fases
precoces da hipertensao (Deng, Schiffrin, 1991) e mesmo em

fetos e recém-nascidos de ratos SHR (Eccleston-Joyner, Gray,
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1988), o que levanta a possibilidade de poderem desempenhar

um papel primario no desenvolvimento da hipertensao arterial.

A existéncia de hipertensao sem alteragdes morfolégicas
vasculares (medulectomia renal quimica: Bund et al., 1989) e de
patologias associadas a alteragdes morfoldgicas vasculares mas
nao a hipertensao (sindroma de Bartter: Fujita et al., 1977)
sugere que os dois factores possam representar processos
auténomos, apesar de frequentemente associados. O facto de a
terapéutica antihipertensora nem sempre actuar de forma
semelhante sobre a pressao arterial e sobre as alteracdes
morfoldgicas vasculares (Warshaw, Root, Halpern, 1980; Owens,

1985) reforca esta hipo6tese.

Os farmacos antihipertensores que blogueiam a acc¢ao do
sistema renina-angiotensina, por inibicao da enzima de
conversao da angiotensina (Harrap et al, 1990; Sihm et al.,
1994), ou por antagonismo dos receptores AT; da angiotensina
[l (Li, Sharifi, Schiffin, 1997; Schiffrin et al., 2000), sao eficazes
no controlo das alteracdes morfoloégicas vasculares. Tal ndo
acontece com o antagonista dos adrenoceptores B, atenolol
(Schiffrin, Deng, 1995; Schiffrin et al., 2000). Este facto sugere
que a angiotensina Il possa ser o mediador comum a

hipertensao e as alteragdes morfolégicas vasculares.

A angiotensina Il modula o fenétipo das células musculares
lisas in vivo (Wang, Prewitt, 1990; Simon, lllyes, Csiky, 1998) e
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in vitro (Geisterfer, Peach, Owens, 1988). Além disso, a
angiotensina |l promove o aumento da sintese de proteinas da
matriz extracelular (Scott-Burden et al.,, 1990) e de colagéneo
(Benetos et al.,, 1997), de células musculares lisas vasculares
em cultura. /n vivo, a hipertrofia vascular induzida pela
angiotensina Il é, pelo menos em parte, independente da
pressdo arterial (Griffin et al, 1991), o que reforca a
possibilidade de hipertensao arterial e alteragcdes morfoldgicas
vasculares poderem ser processos independentes, modulados
de forma independente, ainda que com mediadores e

mecanismos comuns.

No modelo experimental de hipertensido induzida pelo
DPSPX as alteragbes morfolégicas sdo marcadas e surgem
precocemente, o que contrasta com a moderada e progressiva
elevacdo tensional. Decidimos, portanto, estudar a possivel
dissociagdo entre elevagao tensional e alteragdes morfolégicas
neste modelo, avaliando os efeitos do losartan, um antagonista
dos receptores AT; da angiotensina I, e do atenolol, um
antagonista dos adrenoceptores B;, na hipertensio induzida pelo

DPSPX e nas alteragdes morfolégicas associadas.
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Estudo da contractilidade vascular

Independentemente da existéncia ou nédo de relacdo causa-
efeito entre hipertensdo e alteragbes morfolégicas vasculares,
teoricamente, estas podem originar maiores aumentos da
resisténcia vascular para o mesmo grau de encurtamento do
musculo liso (Folkow, 1956; Folkow et al., 1970a, b). Esta teoria
encontra algum suporte em factos experimentais. Em artérias
mesentéricas de ratos SHR ha correlacdo directa entre forca
maxima contractil e espessura da parede vascular (Mulvany,
Halpern, 1976). A maior razao média/limen amplifica a
resposta  vasoconstritora (Folkow et al, 1970a). A
hiperreactividade vascular desaparece quando se normaliza em
relacdo a massa muscular (Aalkjaer et al., 1987). Deste modo,
nos hipertensos, o musculo liso vascular hipertrofiado pode
reagir excessivamente a niveis normais de substancias
vasoconstritoras, o que podera contribuir para a fisiopatologia
da hipertensdo, uma vez que a contraccdo de um vaso com
parede mais espessa e menor lumen dara origem a maior

resisténcia vascular.

A proposta de Folkow é contestada por alguns estudos que
apontam a pressao arterial elevada como a principal
responsavel pelas alteracdes funcionais contracteis observadas

na hipertensao. De facto, a veia porta responde a aumentos da

36




Introducao

pressdao com hipertrofia e hipercontractilidade (Johansson,
1976) mas ndo se observam diferencas nas suas propriedades
mecanicas e morfolégicas, quando se comparam ratos SHR
adultos com ratos WKY (Mulvany et al., 1980).

InUmeros estudos tém tentado esclarecer esta questio da
hiperreactividade associada & hipertensdo. No entanto, os
resultados nao sdo consistentes, variando com o agonista
estudado, com o tipo e a duragdo da hipertensdo e, também,

com os territérios vasculares e com as metodologias utilizadas.

A noradrenalina & um dos vasoconstritores mais
estudados. Em ratos SHR, estd descrita maior (Sutter, Ljung,
1977) ou menor (Shibata, Kurahashi, Kuchii, 1973) reactividade
a noradrenalina, em comparagdo com ratos controlo. Na
hipertensdo experimental renal por estenose unilateral da artéria
renal  (hipertensdo renal 2KI1C) ha descricbes de
hiperreactividade vascular a noradrenalina (Collis, Alps, 1975;
Sutter, Ljung, 1977). Em alguns estudos observa-se correlagdo
positiva entre a pressdo arterial e o grau de reactividade a
noradrenalina (Collis, Alps, 1975). Nos vasos mesentéricos de
resisténcia de ratos SHR adultos a resposta a noradrenalina é
semelhante a dos controlo mas, como a seccdo da érea
transversal da média é maior, é possivel que a tensdo maxima
activa por célula possa ser menor nos ratos SHR (Mulvany,

Hansen, Aalkjaer, 1978). A hiperreactividade vascular pode,
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portanto, nao corresponder a maior reactividade das células

musculares lisas.

Também no que se refere a sensibilidade do musculo liso
vascular existe controvérsia. Nos ratos SHR adultos h& autores
que descrevem maior sensibilidade a noradrenalina (Sutter,
Ljung, 1977) enquanto outros ndo observam alteragao (Mulvany,
Hansen, Aalkjaer, 1978). Na hipertensao renal 2K1C a maior
sensibilidade a noradrenalina observada nas semanas iniciais
(Collis, Alps, 1975) desaparece com o aumento do tempo de

elevacao da hipertensao (Sutter, Ljung, 1977).

O sistema renina-angiotensina é um importante regulador
do toénus vascular, sendo a angiotensina Il um dos
vasoconstritores mais importantes implicados na hipertensao.
Estdo descritas alteragdes na reactividade a angiotensina Il
durante alteragdes no aporte de sodio (Thurston, Laragh, 1975):
a diminuicdo do aporte de sédio, que activa o sistema renina-
-angiotensina, diminui a reactividade a angiotensina |l, enquanto
gue o excesso do aporte de sédio tem o efeito contrario. Nestes
estudos verifica-se também uma relacao inversa entre actividade
da renina plasmética e reactividade a angiotensina . A
activacao do sistema renina-angiotensina parece modular
(negativamente) a reactividade vascular ao seu efector principal.
Mais uma vez, o padrao de resposta vascular ndo é uniforme nos

varios estudos de reactividade a este agonista em modelos
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experimentais de hipertensdo. Apesar de na hipertensdo
estarem descritas respostas a angiotensina Il iguais (Moreno et
al., 1996; Touyz et al., 1999) ou menores (Shibata, Kurahashi,
Kuchii, 1973; Ljung, Jandhyala, Kjellstedt, 1981) as dos ratos
controlo, a maioria dos estudos refere hiperreactividade a
angiotensina I, sobretudo em ratos SHR (Kost et al, 1994;
Touyz‘et al., .1999). A hipérreactividade a angiotensina Il
observa-se sobretudo na fase de instalacdo da hipertensdo dos
ratos SHR (Endemann et al.,, 1999), em que ainda ndo ha
elevacdo tensional mas j& estdo presentes alteracdes
morfolégicas vasculares. Para além de ser um vasoconstritor
potente, a angiotensina Il pode potenciar a actividade simpatica,
por estimular a actividade simpatica a nivel central (revisto por
Reid, 1984), aumentar a libertagdo de noradrenalina a partir dos
terminais simpaticos (Zimmerman, Gomer, Liao, 1972) ou a
resposta dos receptores adrenérgicos a estimulos simpaticos
(Malik, Nasijletti, 1976).

Também ndo esta totalmente esclarecido se as alteragdes
nas respostas contracteis vasculares se devem 2 alteracdo da
capacidade contractil, uma vez que os estudos com
vasoconstritores cuja ac¢ao é independente de receptores, como
é o caso do cloreto de potéssio, sdo igualmente inconclusivos
(Shibata, Kurahashi, Kuchii, 1973; Collis, Alps, 1975: Moreno et
al., 1996).
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Na hipertensdo induzida pelo DPSPX observam-se
alteracdes morfolégicas vasculares exuberantes, que surgem
precocemente no desenvolvimento da hipertensdao, e que
contrastam com a moderada elevagao tensional (Albino-Teixeira
et al., 1991; Matias et al., 1991). De acordo com a teoria de
Folkow (Folkow, 1956) seria de esperar que 0s vasos sanguineos
de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX fossem
hiperreactivos a vasoconstritores circulantes. Por outro lado, de
acordo com autores que se opdem a esta teoria (Mulvany et al.,
1980), a hiperreactividade vascular poderia ndo se verificar,
dada a moderada elevacdo tensional induzida pelo DPSPX. De
facto, na artéria da cauda de ratos hipertensos por infusao de
DPSPX nao se verificam diferencas na resposta ao UK14.304,
um agonista dos adrenoceptores a, (Guimardes et al., 1994).
Outro aspecto importante da hipertensao induzida pelo DPSPX &
a evidéncia, ja referida (McCubbin et al., 1965; Albino-Teixeira,
Osswald, 1994; Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002), que
aponta para a activacdo do sistema renina-angiotensina neste
modelo. Uma vez que a hipertensao induzida pelo DPSPX é
acompanhada por alteragdes morfolégicas vasculares marcadas
e, provavelmente, por activacdo do sistema renina-
-angiotensina, e que ambos os factores podem condicionar a
reactividade vascular na hipertensdo, pareceu-nos importante
avaliar a reactividade vascular em ratos hipertensos por infusao

de DPSPX, comparando-os com ratos controlo. A influéncia da
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angiotensina Il no ténus muscular varia entre os territérios
vasculares, sendo 0 mesentérico dos mais sensiveis (revisto por
Timmermans et al., 1993); este territério vascular é também
importante no controlo da resisténcia vascular periférica. Assim
sendo, o estudo incidiu sobre a artéria e a veia mesentéricas.
Foram estudadas as respostas vasculares a angiotensina I, a
noradrenaliné e ao cloreto de potéassio, de forma a avaliarmos
contracturantes com ac¢ao em diferentes receptores e respostas

independentes da accdo de receptores.

Estudo da modulag¢do da neurotransmissdo simpética

pela angiotensina Il

O sistema nervoso simpatico desempenha um papel
importante no controlo do ténus vascular e, consequentemente,
na regulagdo da pressao arterial. A activacio do sistema nervoso
simpatico pode contribuir para a patogénese da hipertensao
arterial, uma vez que a neurotransmissdo simpética esta
aumentada em modelos experimentais de hipertensdo e na
hipertensdo essencial humana (revisto por De Champlain,
1990).

Em estudos com modelos experimentais de hipertensdo, a

desnervagdo simpatica € um procedimento frequentemente
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utilizado para avaliar o papel desempenhado pelo sistema
nervoso simpatico. Na hipertensido experimental induzida pelo
DPSPX, a desnervagdao simpéatica com 6-hidroxidopamina
retarda a instalagdo e diminui a magnitude da elevacdo
tensional (Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002), implicando o
sistema nervoso simpéatico no desenvolvimento e/ou
manutencado deste modelo experimental de hipertensdo. De
modo semelhante, a desnervacdo simpatica de ratos SHR a
nascenca (Lee et al.,, 1987) ou as 7 semanas de idade (Grisk et
al., 2002), mas nao as 18 semanas (Grisk et al., 2002), atrasa a
elevagao tensional. A supressdo do sistema nervoso simpatico
também atenua o desenvolvimento da hipertensdo renal 2K1C
(Nakada et al, 1996). Assim, também na hipertensdo
experimental, o sistema nervoso simpatico parece importante
sobretudo para o desenvolvimento da patologia, mais do que

para a sua manutencao.

A noradrenalina endégena é libertada por
despolarizagdo da membrana neuronial. A libertacdo do
neurotransmissor simpatico é essencialmente auto-
-controlada pelos adrenoceptores a, e B préjuncionais que,
quando activados pela noradrenalina endégena, limitam ou
estimulam, respectivamente, a libertagcdo posterior de mais
neurotransmissor (revisto por Langer, 1997). Na artéria da
cauda de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX, observa-

-se maior sensibilidade e eficacia dos adrenoceptores a»
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préjuncionais inibitérios (Guimaraes et al.,, 1994), assim como
maior sensibilidade dos adrenoceptores B préjuncionais
facilitatérios (Guimardes, Albino-Teixeira, Paiva, 1995). A
neurotransmissao perivascular simpatica estd aumentada na
artéria da cauda de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX
(Karoon, Rubino, Burnstock, 1995). Na artéria da cauda
observa-se co-transmissdao entre a noradrenalina e o ATP
(Sneddon, Burnstock, 1984). O aumento da neurotransmissdo
simpética em ratos hipertensos por infusdo de DPSPX resulta do
aumento de ambos os componentes noradrenérgico e
purinérgico (Karoon, Rubino, Burnstock, 1995). No coracio dos
ratos hipertensos por infusdo de DPSPX observa-se menor
inotropismo mediado por adrenoceptores o e B (Rubino,
Burnstock, 1995). A auto-inibicao ay préjuncional estad diminuida
na artéria da cauda de ratos SHR com 28 semanas (Galloway,
Westfall, 1982) mas ndo na artéria mesentérica de ratos SHR
com 15-17 semanas (Su, Kubo, 1984). Na artéria da cauda de
ratos transgénicos para o gene Ren-2 da renina (TGR Ren-2) néo
ha alteracdo na modulacdo ay préjuncional (Arribas et al.,
1996).

O sistema renina-angiotensina e o sistema nervoso
simpatico interactuam, in vivo e in vitro. Estudos na artéria do
antebraco de hipertensos demonstram modulacdo da actividade
simpatica pela angiotensina Il local (Taddei et al., 1991),
endégena (Taddei, Salvetti, 1992; Taddei et al., 1995) e exégena
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(Taddei et al, 1991). Tal acg¢do também se verifica na
hipertensdo experimental (Cline, 1985). /n vitro, a potenciagdo
dos efeitos adrenérgicos pela angiotensina Il parece ser devida
ao aumento da sintese (Roth, 1972) e da libertacio
(Zimmerman, Gomer, Liao, 1972) e também a inibicdo da
recaptacdo do neurotransmissor simpatico (Khairallah, 1972). O
efeito facilitatério da angiotensina [l sobre a libertacdo de
noradrenalina pode justificar porque é que niveis normais de
actividade simpatica podem aumentar a vasoconstricdo (revisto
por Mancia et al, 1997). Tém sido descritas alteracdes na
modulagao exercida pela angiotensina Il em modelos
experimentais de hipertensao. Na maioria dos estudos com
ratos SHR esta descrito maior efeito facilitatério da angiotensina
Il (Kawasaki, Cline, Su, 1982; Cline, 1985) embora haja estudos
em que esse efeito se revela menor (Urabe, Su, Lee, 1987) que
nos controlos, a semelhang¢a do que esta descrito na fase tardia,
mas nao na fase inicial, da hipertensdo renal 2K1C (Eikenburg,
Ekas, Lokhandwala, 1982).

Como ja foi referido, no modelo experimental de
hipertensao induzida pelo DPSPX é importante a actividade
do sistema nervoso simpatico (Sousa, Morato, Albino-
-Teixeira, 2002) e observam-se alteragdes préjuncionais da
neurotransmissdao simpatica (Guimardes et al.,, 1994
Guimaraes, Albino-Teixeira, Paiva, 1995; Karoon, Rubino,

Burnstock, 1995; Rubino, Burnstock, 1995). Dadas as
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interac¢des entre o sistema nervoso simpatico e o sistema
renina-angiotensina e a evidéncia de activagdo deste neste
modelo, fomos estudar a modula¢ao exercida pela angiotensina
Il sobre a libertagcdo de noradrenalina. Uma vez que o controlo
do ténus vascular pelo sistema nervoso simpatico nao se limita
ao territorio arterial, sendo igualmente importante no territorio
venoso (Kreulen, 1986), os estudos foram realizados

paralelamente na artéria e na veia mesentéricas.

Estudo da sensibilidade ao estimulo doloroso agudo e
papel do bolbo raquidiano ventrolateral

Tem sido verificada uma associacao entre hipertensao e
hipoalgesia. Em 1979, Zamir e Segal observaram que o aumento
crénico da pressdo arterial se acompanhava de diminuicdo da
sensibilidade a dor em ratos hipertensos. Outros autores
confirmaram esta observagdo usando varios estimulos noxicos,
como o calor (Zamir, Simantov, Segal, 1980; Sitsen, de Jong,
1983), a estimulaga@o eléctrica (Sitsen, de Jong, 1983) ou a
pressdo mecanica (Zamir, Simantov, Segal, 1980). Em
hipertensos sujeitos a estimulacado eléctrica da polpa dentéria
(Zamir, Shuber, 1980; Ghione et al., 1985) ou a estimulacao
noxica da pele (Ditto et al., 1993) verificou-se haver hipoalgesia

associada a hipertensao. A correlacdo positiva entre pressao
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arterial sistélica e tolerdncia a dor foi também observada em
normotensos (Bruehl, Carlson, McCubbin, 1992; Page, France,
1997), havendo autores que propdem que a hipoalgesia possa
funcionar como um marcador de hipertensdo (Page, France,
1997) melhor do que a monitorizagdo precoce da pressao
arterial, a historia parental de hipertens3o ou o indice de massa
corporal (Campbell et al, 2002, 2003). Apesar de toda esta
evidéncia, alguns estudos sugerem que a hipoalgesia possa ndo
estar relacionada directamente com a elevada pressdo arterial
(Sitsen, de Jong, 1983, 1984). Em doentes hipertensos, o
tratamento antihipertensor pode normalizar a percepcio
dolorosa sem normalizacdo da pressdo arterial (Guasti et al.,
1998). A hipoalgesia pode preceder o desenvolvimento da
hipertensdo (Bruehl, Carlson, McCubbin, 1992; Page, France,
1997). Além disso, o comportamento perante a dor nos ratos
SHR nédo se limita a hipoalgesia, variando com o teste
nociceptivo (Taylor et al., 2001), e, nestes animais o efeito sobre
a percepgao dolorosa é variavel, para o mesmo grau de controlo

da pressao arterial (Irvine, White, Head, 1995).

Os mecanismos responsaveis pela hipoalgesia associada a
hipertensao ndo estdo ainda esclarecidos. No contexto deste
trabalho € interessante verificar que ratinhos knockout para o
receptor Ay da adenosina sdo hipertensos e demonstram
hipoalgesia em testes comportamentais de dor (Ledent et al.,

1997). A angiotensina Il estd envolvida na regulacdo central dos
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sistemas cardiovascular e nociceptivo, podendo desempenhar
um papel importante na hipoalgesia associada a hipertensdo. A
angiotensina Il contribui para a regulagdo central da pressio
arterial, tendo sido identificada a presencga de receptores para a
angiotensina |l em vérios nlcleos envolvidos na regulagdo
cardiovascular como o nicleo do tracto solitario (Lind, Swanson,
Ganten, 1985) e as po‘rgc")es caudal (Lind, Swanson, Ganten,
1985) e rostral (Allen, Dampney, Mendelsohn, 1988) do bolbo
raquidiano  ventrolateral. Foram também identificados
receptores para a angiotensina Il nos érgdos circunventriculares
(Mendelsohn et al., 1984), nao protegidos pela barreira hemato-
-encefalica. A administracdo periférica de angiotensina |l
desloca o reflexo baroreceptor para niveis mais elevados
independentemente dos niveis de pressdo arterial (Brooks, Ell,
Wright, 1993). De forma semelhante, a administracdo central de
doses subpressoras de angiotensina Il diminui a sensibilidade
do reflexo baroreceptor a elevagdes tensionais, nomeadamente
no nucleo do tracto solitario (Casto, Phillips, 1986) e no bolbo
raquidiano ventrolateral rostral (Saigusa, Iriki, Arita, 1996). A
actividade dos baroreceptores e a percepgdo dolorosa também
se encontram relacionadas. No Homem, a actividade do reflexo
baroreceptor estéd inversamente relacionada com a sensibilidade
dolorosa (Droste et al.,, 1994). No Rato, é possivel normalizar a
hipoalgesia induzida por elevacdo aguda da pressdo arterial

através da desnervacéo dos baroreceptores (Dworkin et al., 1979).
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Ha alguma controvérsia em relagdo ao envolvimento da
angiotensina |l no controlo da transmissdao dolorosa. A
administracao periférica (lrvine, White, 1997) ou
intracerebroventricular (Haulica et al, 1983, 1986) de
angiotensina |l induz analgesia. Por outro lado, outros estudos
contrariam o potencial efeito antinociceptivo da angiotensina Il
central, havendo autores que descrevem a angiotensina Il como
um peptideo anti-opidide (Kaneko et al., 1985; Takai et al,
1996). Uma outra questao relacionada com a eventual accao
antinociceptiva da angiotensina |l diz respeito a dependéncia da
acgcao pressora. Se ha estudos em que a normalizacdo da
sensibilidade a dor em hipertensos parece estar relacionada,
pelo menos em parte, com o efeito antihipertensor dos farmacos
(Guasti et al., 1998), outros estudos contrariam esta hipétese.
No Rato, a estenose da artéria renal induz hipertensdo e menor
sensibilidade a estimulagdo ndxica térmica da pata (Zamir,
Segal, 1979). A remogao do rim cuja artéria renal foi sujeita a
estenose normaliza a pressao arterial ao fim de 5 dias, enquanto
qgue a sensibilidade ao estimulo noéxico sé é normalizada ao fim
de 20 dias (Zamir, Segal, 1979). Estes factos sugerem que
apesar da correlagcao entre pressao arterial e sensibilidade a
dor, os dois processos podem ser dissociaveis. Nos ratos SHR, a
hipoalgesia € normalizada com anti-hipertensores bloqueadores
do sistema renina-angiotensina mas nao com vasodilatadores

(Irvine, White, Head, 1995), apesar de igual redugado da pressao
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arterial. O factor comum entre hipertensao e hipoalgesia parece,

assim, ser a angiotensina Il e ndo a pressao arterial elevada.

Os sistemas reguladores da presséo arterial e os sistemas
nociceptivos partilham centros neuroanatémicos, sendo razoével
admitir que esta co-localizagdo anatémica possa favorecer uma
relagdo funcional. De facto, certos farmacos importantes na
regulacdo da pressao arterial, como os agonistas adrenérgicos,
modificam a percepcdo dolorosa (Reddy, Maderdrut, Yaksh,
1980), enquanto que farmacos analgésicos podem afectar a
pressdo arterial (Laubie, Schmitt, 1980). Em estudos de
electrofisiologia (Randich, Robertson, 1994) e de deteccéo
imunohistoquimica da expressdo de c-fos (Tavares, Albino-
-Teixeira, Lima, 1995; Tavares et al, 1997) em modelos
experimentais de hipertensdo observa-se uma menor activagéo,
induzida por estimulagdo néxica, dos neurdnios nociceptivos
espinhais, indicando inibicdo espinhal. O bloqueio pelo frio da
medula espinhal toracica (Thurston, Randich, 1990) previne o
desenvolvimento da hipoalgesia associada a hipertensio-
experimental, apontando para o envolvimento de areas supra-

-espinhais.

O bolbo raquidiano ventrolateral caudal parece estar no
centro dos circuitos do tronco cerebral-medula espinhal que
envolvem influéncias reciprocas entre as fungdes nociceptiva e

cardiovascular (Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995), pelo que

49



Introducéo

podera ter um papel importante como factor de integracédo da
hipoalgesia e da hipertensado. O bolbo raquidiano ventrolateral
caudal € um nlcleo fundamental do sistema antinociceptivo. A
sua estimulagcao por agentes eléctricos ou quimicos resulta em
hipoalgesia (Gebhart, Ossipov, 1986). O limiar de estimulacao
requerido para produzir hipoalgesia (Gebhart, Ossipov, 1986) é
inferior ao das areas antinociceptivas classicas. O bolbo
raquidiano ventrolateral é responsavel pela inibicdo ténica
descendente de neurdnios nociceptivos espinhais (Hall et al.,
1982) e desempenha igualmente um papel fulcral na activacdo
do reflexo baroreceptor. O aumento da pressao arterial activa
neurénios do bolbo raquidiano ventrolateral através de aferentes
do nucleo do tracto solitario que recebem terminacbes de
aferentes baroreceptores (Agarwal, Gelsema, Calaresu, 1990;
Murphy et al.,, 1994). A activagcao da regido caudal do bolbo
raquidiano ventrolateral inibe a regido vasopressora, localizada
no quadrante ventrolateral do bolbo raquidiano rostral (Agarwal,
Gelsema, Calaresu, 1990). Estes neur6nios do bolbo raquidiano
ventrolateral caudal, activados por elevacdo da pressao arterial,
estdo predominantemente localizados na sua por¢ao mais
lateral (Murphy et al., 1994), uma regiao de formacgao reticular
localizada entre o nucleo reticular lateral e o nlcleo espinhal do
trigémio, pars caudalis. Por outro lado, a estimulagédo do bolbo
raquidiano ventrolateral provoca descida da pressdo arterial

(Willete et al., 1983), enquanto que a sua inactiva¢do (Cravo,
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Morrison, Reis, 1991) provoca subida da pressio arterial. A
lesdo do bolbo raquidiano ventrolateral lateral com acido
quinolinico previne a inibicdo da expressdo de c-fos induzida
pela hipertensdo experimental de curta duracio (Tavares et al.,
1997).

Uma vez que no modelo experimental de hipertensio
induzida pelo DPSPX h& activacdo do sistema renina-
-angiotensina, pareceu-nos importante avaliar a percepcéo
dolorosa neste modelo. A angiotensina Il pode ligar-se a
receptores localizados em areas ndo protegidas pela barreira
hemato-encefalica e contribuir, directa ou indirectamente, para
a regulagdo central da funcdo cardiovascular (revisto por
Phillips, 1987). Mesmo para areas protegidas pela barreira
hemato-encefalica como o bolbo raquidiano ventrolateral rostral,
esta descrita activagdo neuronial pela angiotensina Il (Katahira
et al., 1994). Por outro lado, é possivel que niveis elevados de
angiotensina |l circulante activem receptores normalmente
activados apenas pela angiotensina Il cerebral (revisto por
Phillips, 1987).

Conhecido o papel do bolbo raquidiano ventrolateral na
hipoalgesia associada a modelos experimentais de hipertensao,
fomos também caracterizar o seu envolvimento na eventual

hipoalgesia associada a hipertens&o induzida pelo DPSPX.
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1. Introducgéo

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar (Biotério do
Instituto Gulbenkian de Ciéncia e Instituto de Biologia Molecular
e Celular, Portugal), machos, com peso corporal compreendido
entre 250 e 300 g. Os animais foram mantidos em condicdes
constantes de temperatura (21°C) e alternancia de exposicdo a
luz (fotoperiodos de 12 horas noite/12 horas dia) com acesso

livre a 4gua e a comida.

1.1. Determinagéo da pressao arterial

A pressao arterial foi determinada pelo método ndo
invasivo de medi¢cdo na cauda (LE 5000, Letica, Barcelona,
Espanha), em ratos conscientes, pré-aquecidos a 38°C durante

15 minutos. Para cada rato e em cada situacdo, foram realizadas
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cinco determinagdes consecutivas e a respectiva média
aritmética foi usada para céalculos posteriores. Durante os sete
dias que precederam os estudos, os animais foram treinados
para se acostumarem ao procedimento. Animais com valores de
pressao arterial sistélica superiores a 120 mmHg ou com
flutuagbes acentuadas dos valores basais de pressao arterial

foram excluidos dos estudos.

1.2. Infusdo de DPSPX / Indugdo da hipertensdo no Rato

O DPSPX foi administrado na dose de 90 pg/kg/h. Esta
dosagem foi escolhida por se saber que induz hipertensdo e
alteracdes morfolégicas no sistema cardiovascular do Rato, que
persistem pelo menos durante sete semanas ap0s o término da
administracdo de DPSPX (Albino-Teixeira et al.,, 1991). Apds o
inicio da infusdo de DPSPX (dia 0), a pressao arterial sistélica
sobe gradualmente, sendo a diferenca significativa a partir do dia
3 e estabilizando por volta do dia 7 (Albino-Teixeira et al., 1991).

O DPSPX foi administrado intraperitonealmente utilizando
mini-bombas osméticas (Alzet modelo 2ML1; Alza, Palo Alto,
CA, USA), que permitiram uma infusdao constante e continua
durante 7 dias. O reservatério das mini-bombas era preenchido

com solugao de DPSPX, e as mini-bombas colocadas em soro
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fisiolégico durante quatro horas, a 37°C, para estabilizacdo do
ritmo de infusdo (10 pl/h). Os animais eram anestesiados com
pentobarbital sédico (60 mg/kg; i.p.), e as mini-bombas
implantadas na cavidade peritoneal, através de uma incisdo feita
na pele e na massa muscular subjacente, na zona média da
parede abdominal. A incisao era suturada por planos. Depois do
recobro anestésico, os animais voltavam a ter acesso livre a

adgua e a comida.

Nos estudos realizados, salvo indicagdo em contrario,
foram comparados trés grupos de animais. Dois grupos foram
tratados com DPSPX; um foi morto no dia 3 (grupo DPSPX 3d) e
outro no dia 14 (grupo DPSPX 14d). A um grupo foi
administrado soro fisiologico, de forma igual a descrita para o
DPSPX (grupo controlo). Comparando estes trés grupos foi
possivel estudar a fase de instalacdo da hipertensdo (dia 3), na
qual o DPSPX esta presente na circulagdo sanguinea e a pressao
arterial comega a subir, e a fase de hipertensdo sustentada (dia
14), em que apesar de ja ndo existir DPSPX em circulacéo, os
valores de pressdo arterial permanecem elevados (Albino-
-Teixeira et al., 1991).
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2. Doseamento dos niveis plasmaticos de angiotensina Il

Os ratos foram submetidos a cirurgia para implante de
mini-bombas osméticas da forma descrita. A pressdo arterial
sistélica dos ratos de cada grupo foi determinada antes do dia

0, no dia O e no fim do estudo.

Os ratos dos grupos controlo, DPSPX 3d e DPSPX 14d
foram anestesiados com pentobarbital sédico (60 mg/kg; i.p.) e
foi cothido sangue, directamente a partir do ventriculo esquerdo,
para tubos contendo uma solugdo inibidora (0,03 M o-
-fenantrolina / 2,2 mM sulfato de neomicina / 0,1 M EDTA),
colocados em gelo. Apés centrifugagdo imediata (3.000 r.p.m.,
20 minutos, 4°C), o plasma sobrenadante foi separado e
armazenado a -80°C até posterior doseamento de angiotensina
.

A angiotensina Il foi extraida do plasma por extraccdo em
fase soélida, utilizando colunas C18 (Sep-Pak, Waters, Milford,
MA, USA) e um sistema de vacuo. As colunas foram activadas
com 5 ml de metanol e 5 ml de agua destilada. As amostras
foram passadas pelas mesmas colunas e lavadas com 5 ml de
agua destilada. A angiotensina Il foi eluida com 2 ml de metanol
80% (v/v) e a solucdo obtida evaporada até a secura em
corrente de azoto. O teor em angiotensina Il em cada amostra

foi determinado por radioimunoensaio, utilizando um kit especifico
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(Peninsula Laboratories, Inc., BelImont, CA, USA). A extraccéo foi
realizada 2 dias apds a colheita das amostras e o doseamento

no dia seguinte a extrac¢do.

Incubaram-se aliquotas das diferentes amostras (100 pl),
durante a noite (16-24h), com 100 pl de um anticorpo primario
anti-angiotensina Il criado em Coelho, a 4° C. Seguiu-se um igual
periodo de incubacédo, desta vez com '2%-angiotensina [l (100
ul). A separagdo entre a angiotensina Il ligada e a nao ligada ao
anticorpo primario foi feita por incubagdo com um anticorpo
secundario (100 pl), criado em Cabra e dirigido contra epitopos
de Coelho, durante 90 minutos, & temperatura ambiente, e
posterior centrifugacdo a 3.000 r.p.m., durante 20 minutos, a 4°
C. Os niveis de radioactividade presentes no precipitado de cada
amostra foram determinados num contador de cintilagdes

gama.

Os resultados do doseamento da angiotensina Il foram
calculados com base numa curva de calibracdo realizada
simultaneamente e expressos como média * erro padrio da
média, em que n corresponde ao nimero de ratos. Os niveis de
angiotensina Il foram correlacionados com os valores de
pressdo arterial sistélica de cada rato. Na analise estatistica
dos resultados fizeram-se comparagdes mdltiplas entre os
grupos controlo, DPSPX 3d e DPSPX 14d usando o teste de
Newman-Keuls; valores de p inferiores a 0,05 foram

considerados significativos.
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3. Estudo morfolégico

Este estudo foi dividido em duas séries, cada uma com
seis grupos de ratos. No dia O, os ratos foram aleatoriamente
distribuidos pelos seguintes grupos:

- soro fisiologico i.p.;

- DPSPX (90 ng/kg/h) i.p.;

- losartan (15 mg/kg/dia) p.o.;

- atenolol (25 mg/kg/dia) p.o.;

- DPSPX (90 pg/kg/h) i.p. e losartan (15 mg/kg/dia) p.o.;
- DPSPX (90 pg/kg/h) i.p. e atenolol (25 mg/kg/dia) p.o..

O DPSPX e o soro fisiolégico foram administrados como
descrito anteriormente. O losartan e o atenolol foram
administrados por via oral, dissolvidos na agua. As solucdes de
losartan e de atenolol foram preparadas diariamente, com base
na ingestdo de &gua e no peso do animal respectivo, para
controlo eficaz da dose de antihipertensor administrada. As
solugcbes de atenolol foram mantidas em biberdes escuros, de
modo a prevenir a foto-oxidagdo do farmaco. As doses de anti-
hipertensor testadas foram escolhidas por serem equipotentes no
controlo da pressao arterial (Draper et al.,, 1992; Rodrigo et al.,
1997).

A primeira série de experiéncias teve a duracio de 7 dias;

a segunda série, 28 dias. A pressao arterial sistolica dos ratos
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de cada grupo foi determinada, da forma usual, antes do dia O e
no dia 0; a determinacdo da pressao arterial sistélica foi feita
diariamente, ao longo do tratamento da primeira série, e

semanalmente, durante o decorrer da segunda série.

No final do estudo (dia 7 para a primeira série, dia 28 para
a segunda), os ratos foram pesados e mortos por decapitacédo. A
artéria da cauda foi imediatamente colhida e colocada em
solucao de Krebs-Henseleit modificada (Guimardes, Osswald,
1969). Depois de limpos de tecido conjuntivo e adiposo e de
dissecados, os vasos foram processados para posterior estudo
morfologico (Sarmento et al., 1987; Albino-Teixeira et al.,
1990a). Fragmentos arteriais foram fixados com glutaraldeido a
2,5% em tampéao de cacodilato 0,1 M, pH 7,4, a 4°C, durante a
noite (16-24h). Depois de lavados durante 30 minutos em
tampao de cacodilato 0,1 M, pH 7,4, com sacarose 0,6 M, a
4°C, os tecidos foram pés-fixados com tetradxido de 6smio a 1%
em tampao de cacodilato 0,1 M, pH 7,4, a 4°C, durante 2 horas.
Em seguida, os tecidos foram desidratados com etanol: a 4°C, 7
minutos em étanol a 30%, 7 minutos em etanol a 50% e 7
minutos em etanol a 75%; depois a temperatura ambiente,
15 minutos em etanol a 90% e 20 minutos em etanol
absoluto, 3 vezes. Finalmente, os tecidos foram imersos por
2 vezes, durante 15 minutos, em éxido de propileno, ao
qual se adicionou, depois, Epon 812, de modo a permitir o

seccionamento transversal. Foram efectuados cortes
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semi-finos (1 um) num ultramicrétomo LKB, a partir de 6-8
blocos representativos de cada situacdo experimental; os cortes
foram posteriormente corados com azul de toluidina a 1% e

bérax a 1%, e observados em microscépio 6ptico.

As laminas foram codificadas e as determinacdes
realizadas com ocultagdo. As células musculares lisas
vasculares observadas em cada preparacdo foram desenhadas
com o auxilio de uma camara clara, numa ampliagdo final de
860 vezes. O diametro real das células musculares lisas foi
considerado igual ao maior didmetro perpendicular ao maior
eixo (Weibel, 1972). A espessura da camada média da artéria da
cauda foi determinada com um micrémetro ocular, calibrado
com um micrémetro colocado na objectiva. O menor valor
obtido em cada seccao transversal foi considerado

representativo da espessura real da camada média.

Os resultados foram apresentados sob a forma de média *
erro padrao da média. Nos resultados da pressdo arterial, n
corresponde ao numero de ratos. No estudo morfolégico, mediu-
-se o diametro de todas as células musculares lisas desenhadas
para cada rato de cada grupo e utilizou-se a média de cada
animal para a analise estatistica; n corresponde ao nimero de
células. Na anélise estatistica dos resultados fizeram-se
comparacdes multiplas entre os grupos de cada série usando o
teste de Newman-Keuls; valores de p inferiores a 0,05 foram

considerados significativos.
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4. Estudo da contractilidade vascular

Os ratos foram submetidos a cirurgia para implante de mini-
-bombas osméticas como anteriormente descrito. A pressao
arterial sistélica dos ratos de cada grupo foi determinada antes

do dia O, no dia O & no fim do estudo.

No final do estudo, dias 3 ou 14, os ratos dos grupos
controlo, DPSPX 3d e DPSPX 14d foram mortos por
decapitacdo. O tronco principal da artéria e da veia mesentérica
superior foi imediatamente colhido e colocado em solugdo de
Krebs-Henseleit modificada (Guimaraes, Osswald, 1969). Os
vasos foram limpos de tecido conjuntivo e adiposo, dissecados,
cortados em anéis com cerca de 5 mm de comprimento e
montados em banhos de 6rgados isolados contendo solugdo de
Krebs-Henseleit modificada, arejada com carbogénio e mantida
a 37°C. Dois fios de aco inoxidavel de 0,05 mm de didmetro
foram introduzidos no limen de cada vaso e usados para
submeter os vasos a unﬁa"‘censéo inicial de cerca de 4,9 mN. Um
dos fios foi fixado no fundo do banho de érgaos isolados; o outro
foi ligado a um transdutor isométrico (Letica Tril10 R360Q),
por sua vez acoplado a um poligrafo (Letica Unigraph 2000-5.6)

onde se registaram as respostas mecanicas.

Os banhos foram lavados cada 20 min, durante um

periodo de estabilizacdo de 2 h, e os anéis dos vasos foram
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estimulados duas vezes com noradrenalina (1 uM) para
confirmar a viabilidade e a estabilidade das preparacdes. Apds
este periodo, foram realizadas curvas concentracao-resposta a
angiotensina Il (1-81 nM), a noradrenalina (30 nM-19 uM) e ao
cloreto de potassio (25-200 mM). As curvas concentracéo-
-resposta a angiotensina 1l foram obtidas de forma néao-
cumulativa, com 40 minutos de intervalo entre cada adicao de
concentracao crescente do farmaco, para evitar taquifilaxia. As
curvas concentracdo-resposta a noradrenalina e ao cloreto de

potassio foram realizadas de forma cumulativa.

As curvas concentracao-resposta foram analisadas por
regressao nao-linear e a melhor curva foi tracada usando o
software GraphPad Prism 3.00 (GraphPad Software, San
Diego, California, USA). Os resultados foram expressos em
efeito contractil maximo (mN de tensdo/mg de tecido) e pDo,
que representa o logaritmo negativo da concentragao molar de
agonista que causa 509% da respectiva resposta contractil
maxima. Estes parametros foram apresentados sob a forma de
média * erro padrdao da média, em que n corresponde ao
numero de ratos. Na analise estatistica dos resultados fizeram-
-se comparag¢des multiplas entre os grupos controlo, DPSPX 3d
e DPSPX 14d usando o teste de Newman-Keuls e comparagdes
entre artéria e veia do grupo controlo usando o teste t de
Student para valores ndo emparelhados; valores de p inferiores

a 0,05 foram considerados significativos.
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5. Estudo da modulagdo da neurotransmissdo simpética
pela angiotensina Il

Os ratos foram submetidos a cirurgia para implante de
mini-bombas osmoéticas como ja foi descrito. A pressao arterial
sistélica dos ratos de cada grupo foi determinada antes do dia

0, no dia O e no fim do estudo.

Os ratos dos grupos controlo, DPSPX 3d e DPSPX 14d
foram mortos, nos dias 3 ou 14, por decapitagdo. O tronco
principal da artéria e da veia mesentérica superior foi
imediatamente colhido e colocado em solugdo de Krebs-
-Henseleit modificada (Guimaraes, Osswald, 1969). Os vasos
foram limpos de tecido conjuntivo e adiposo, dissecados e
incubados com noradrenalina tritiada (°*H-NA; 0,2 pM), durante
45 minutos, a 37°C, com agitacdo e arejamento com
carbogénio. Em seguida, cada vaso foi cortado em 2 fragmentos
e estes foram montados aleatoriamente num sistema de
perifusao de tecidos, mantido a 37°C. A partir deste momento
(t=0), os tecidos foram perifundidos (0,8 ml/min) com solucéo
de Krebs-Henseleit modificada, arejada com carbogénio,
contendo cocaina (12 pM) para blogueio da recaptacdo

neuronial de noradrenalina.

Os tecidos foram lavados durante 120 minutos; aos 60

minutos, os tecidos foram estimulados electricamente (2 Hz,

63



Métodos

2 mseg, 240 pulsos; Stimulator || X, Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Germany), durante 2 minutos. A partir dos
120 minutos de perifusao, foram colhidas amostras de
perifusado (5 minutos, 4 ml). Os dois segmentos de cada artéria
mesentérica e os dois segmentos de cada veia mesentérica, de
ratos controlo ou tratados com DPSPX, foram submetidos a dois
periodos de estimulacdo eléctrica (2 Hz, 2 mseg, 5 min, 600
pulsos) aos 140 (S;) e 190 (Sz) minutos de perifusao. A
angiotensina Il (1, 3 ou 10 nM) foi adicionada ao liquido de
perifusdo de um dos segmentos de artéria mesentérica e de um
dos segmentos de veia mesentérica a partir do minuto 165; o
outro segmento de cada vaso foi usado como controlo, tendo
sido perifundido com solu¢do de Krebs-Henseleit modificada
durante todo o protocolo. A perifusao foi terminada, aos 220
minutos, os tecidos foram secos em papel de filtro, pesados e
colocados em 2 ml de acido perclérico 0,2 M. Adicionou-se as
amostras de perifusado e aos tecidos 4 ml ou 8 ml de mistura
de cintilacdo (Wallac OptiPhase “Hisafe” 3, Fischer Chemicals,
Loughborough, UK), respectivamente. A quantidade de 3H-NA
presente em cada amostra (perifusado e tecidos) foi
determinada por cintilografia liquida (1209 Rackbeta, LKB
Wallac, Turku, Finland).

O efeito da exposicdo aguda ao DPSPX sobre a
neurotransmissdo simpatica foi avaliado em ratos controlo

utilizando um protocolo semelhante ao descrito, em que o
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DPSPX 10 uM (e ndo angiotensina II) foi adicionado ao liquido
de perifusdo a partir do minuto 165. Além disso, o efeito agudo
do DPSPX sobre o efeito facilitatério da angiotensina Il foi
avaliado em ratos controlo utilizando o protocolo descrito mas
adicionando DPSPX 10 uM a solucdo de | Krebs-Henseleit
modificada desde o minuto 120. A dose de DPSPX foi escolhida

por antagonizar as ac¢des da adenosina (Persson et al., 1991).

O efluxo de tritio foi calculado relativamente a quantidade
presente no tecido no momento. Considerou-se que o efluxo da
amostra anterior a estimulacdo representava o efluxo basal das
amostras seguintes. O efluxo induzido por estimulagdo eléctrica
foi determinado nas amostras cujo efluxo excedeu o da amostra
anterior a respectiva estimulacdo, dividindo o efluxo de tritio
induzido por estimulagdo eléctrica pelo tritio presente no tecido
no inicio da colheita da amostra e pelo nimero de pulsos (efluxo

fraccional).

A modulacdo exercida pela angiotensina |l sobre a
libertacdo de noradrenalina foi avaliada pela razdo entre o efluxo
de 3H-NA induzida por estimulacdo eléctrica na presenca e na
auséncia de angiotensina Il, ou seja, pela razdo S,/S;. A razéo
S2/S1 do vaso perifundido com angiotensina Il foi corrigida pela
razao Sp/S; obtida no vaso controlo respectivo. As curvas
concentragdo-resposta foram analisadas por regressdo ndo-

linear e a melhor curva foi tragada usando o software GraphPad
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Prism 3.00 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Os
resultados foram expressos em efeito facilitatério maximo
(S2/S1) e pD2, que representa o logaritmo negativo da
concentragao molar de angiotensina Il que causa 509% da
resposta maxima. Os parametros analisados foram o efluxo
fraccional, a razdao S,/S; e o pD»,. Os resultados foram
apresentados sob a forma de média + erro padrdao da média, em
que n corresponde ao numero de ratos. Na analise estatistica
dos resultados fizeram-se comparagdes multiplas entre os
grupos controlo, DPSPX 3d e DPSPX 14d usando o teste de
Newman-Keuls e comparacdes entre artéria e veia usando o
teste t de Student para valores ndao emparelhados; valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

6. Estudo da sensibilidade ao estimulo doloroso agudo e

papel do bolbo raquidiano ventrolateral

Neste estudo usaram-se ratos com pesos corporais iniciais
compreendidos entre 220-230g. A escolha dos pesos foi
determinada pela necessidade de realizar posteriormente uma
cirurgia estereotaxica para intervir no bolbo raquidiano e esta
abordagem requerer animais com peso corporal compreendido
entre 285-315 g. Os ratos foram submetidos a cirurgia para

implante de mini-bombas osmoticas. A pressao arterial sistélica
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dos ratos de cada grupo foi determinada antes do dia O, no dia

0 e no fim do estudo.

Cada série de experiéncias envolveu um rato controlo e dois
ratos tratados com DPSPX durante sete dias. No dia 10, os
ratos foram anestesiados com uma solugao volatil de halotano
(4% para a inducgao, 1,5-2% para a manutencdo da anestesia). O
rato controlo e um dos ratos tratados com DPSPX foram
injectados estereotaxicamente no bolbo raquidiano ventrolateral
esquerdo com agua destilada; o outro rato tratado com DPSPX
foi injectado com &cido quinolinico (180 nmol/ul; 54 nmol), um
agente excitotéxico que leva a morte neuronial por activacao de
receptores do N-metil-D-aspartato (Stone, Perkins, 1981),
poupando fibras de passagem (Schwarcz, Whetsell, Mangano,
1983). As injecgdes estereotaxicas foram realizadas de acordo
com as coordenadas de Paxinos e Watson, 1998. Utilizou-se
uma seringa Hamilton de 1 pl para injectar um volume total de
0,3 ul, ao longo de 5 minutos; a seringa permaneceu 10 minutos
in situ antes de ser ‘ removida lentamente. Os ratos foram
colocados em gaiolas individuais, e voltaram a ter acesso livre a

agua e a comida.

Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia estereotaxica, os ratos
foram anestesiados por administracdo intraperitoneal de hidrato
de cloral (0,35 g/kg para a indugao, 0,1 g/kg 45 e 90 minutos

depois para a manutenc¢ao da anestesia) e sujeitos a um estimulo
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néxico mecanico, numa zona restrita da pele da coxa esquerda
(Lima, Avelino, Coimbra, 1993; Tavares, Lima, Coimbra, 1993;
Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995): a parte proximal interna
da coxa esquerda foi apertada com uma pin¢a “dentes de Rato”
8 vezes durante 8 segundos, cada 2 minutos, ao longo de 2
horas. Imediatamente ap6s a estimulacdo ndxica, os ratos foram
perfundidos através da aorta ascendente com 200 ml de tampéo
de fosfatos 0,1M (PBS) e fixados com paraformaldeido a 4% em
PBS. O bolbo raquidiano e o segmento espinhal L, foram
dissecados, pés-fixados em paraformaldeido a 4% em PBS
durante 3 horas e mantidos em sacarose 309% pelo tempo

necessario.

Num micrétomo de congelacdo, foram obtidos cortes de
bolbo raquidiano e de segmento espinhal Ly, com 80 e 40 um de
espessura, respectivamente. Um em cada dois cortes de bolbo
raquidiano foi corado pela técnica da formol-tionina
(Donovick, 1974) para identificacdo dos locais da lesdo
estereotaxica. Um em cada trés cortes do segmento espinhal Lo,
area de terminacdo da maioria das fibras provenientes da zona
cutanea sujeita a estimulagdo néxica, foi usado para deteccdo
do proto-oncogene c-fos, mediante reacgcdo imunocitoquimica

dirigida contra a proteina Fos, produto de expressao do gene.
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6.1. Histologia do bolbo raquidiano

As laminas histoloégicas contendo os cortes de bolbo
raquidiano foram mergulhadas em acetona 4acida durante 5
minutos, rapidamente lavadas com agua destilada e coradas
com tionina, a temperatura ambiente, durante aproximadamente
5 minutos. Em seguida, foram mergulhadas em agua destilada e
depois em élcool acido, para diferenciacdo, a que se seguiu uma
lavagem em agua destilada e secagem na estufa a 37°C.
Posteriormente, foram passadas por xilol, montadas e

codificadas para posterior anéalise com ocultagéo.

6.2. Detecgdo da protelna Fos por imunohistoquimica

Os cortes de segmento espinhal L, foram sujeitos a duas
lavagens de 15 minutos com PBS e tratados 15 minutos com
peroxido de hidrogénio a 3%, para inibicdo da actividade da
peroxidase endogena. Os cortes foram, entdo, lavados durante
15 minutos com PBS e depois com Triton a 1,2% em PBS
(PBST) e incubados durante 1 hora com glicina a 1,2% em soro
normal de Porco (NSS) a 109% em PBST, a temperatura
ambiente, para impedir liga¢des inespecificas dos anticorpos.

Os cortes foram depois incubados, durante a noite (16-24h), a
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temperatura ambiente e com agitacao constante, com um
anticorpo primario anti-Fos criado em Coelho, na diluicdo de
1:10.000 em PBST contendo NSS a 2% (PBST/NSS).

Depois da incubagado com o anticorpo primario, os cortes
foram lavados duas vezes, durante 15 minutos cada, com
PBST/NSS, e incubados, durante 1 hora, com um anticorpo
secundario biotinilado criado em Porco e dirigido contra
epitopos de Coelho, na diluicdo de 1:200 em PBST/NSS. Apés
lavagens de 15 minutos com PBST/NSS duas vezes, e com
PBST uma vez, os cortes foram incubados durante 1 hora com o
reagente ABC (complexo avidina-biotina, preparado com uma
antecedéncia de pelo menos 45 minutos), na diluicao de 1:100.
Esta etapa permitiu amplificar a reacgdo anticorpo secundario-

-anticorpo primario.

Os cortes foram depois sujeitos a nova sequéncia de
lavagens de 15 minutos: duas vezes com PBST, uma vez com
PBS e uma vez com o tampao Tris pH 7,6, 0,05M. Em seguida,
a reacc¢do anticorpo secundario-anticorpo primario foi revelada
com 3,3-diaminobenzidina (DAB) em Tris pH 7,6, 0,05M, na
presenca de 0,0259% de perdéxido de hidrogénio. A reaccéao,
visivel pelo aparecimento de coloragdo castanha, foi
monitorizada por observagao ao microscopio 6ptico e terminada
por lavagem durante 15 minutos com Tris pH 7,6, 0,05M e
depois com PBS. Finalmente, os cortes foram montados em

laminas revestidas com gelatina.
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As laminas foram codificadas e as determinacdes
realizadas com ocultagdo. Os nlcleos imunorreactivos para a
proteina Fos foram identificados pela sua coloragdo castanha.
Com o auxilio de uma camara clara, numa ampliacéo final de
260 vezes, foram desenhados e contados todos os nlcleos
imunorreactivos para a proteina Fos presentes em 10 cortes de

cada rato, seleccionados aleatoriamente.

Os resultados foram apresentados sob a forma de média +
erro padrdo da média, em que n corresponde ao nimero de
ratos. A andlise estatistica dos resultados foi feita por
comparacdes multiplas emparelhadas entre os trés grupos de
cada série, usando o teste de Tukey-Kramer; valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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Resultados

1. Introducéo

O tratamento dos ratos com DPSPX (90 pg/kg/h) induziu
um aumento dos valores de pressao arterial sistélica em relagéo
aos ratos tratados com soro fisiolégico. Os valores de pressdo
arterial sistélica correspondentes a cada grupo de animais serao
apresentados para cada estudo realizado. Em todos os ratos

tratados com DPSPX observou-se fibrose peritoneal marcada.

2. Doseamento dos niveis plasméticos de angiotensina Il

O tratamento dos ratos com DPSPX induziu um aumento
dos valores de pressdo arterial sistélica; os ratos dos grupos
DPSPX 3d e DPSPX 14d apresentaram valores de pressdo

arterial sistélica superiores aos observados no grupo controlo
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(Tabela 1). A elevacdo tensional foi acompanhada de um

aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina Il (Tabela 1).

Tabela 1. Pressado arterial sistélica (PAS; mmHg) e niveis
plasmaticos de angiotensina Il (pg/ml) dos ratos controlo e tratados
com DPSPX.

Grupo PAS (mmHg) Angiotensina Il (pg/mi)
Controlo 115+0,3 100,8+4,5
DPSPX 3d 135+0,5* 137,8+13,0*
DPSPX 14d 144+0,7* 240,6+17,3%

Resultados expressos como média = erro padrdo da média. * vs controlo

respectivo (p<0,05); # vs controlo e DPSPX 3d respectivos (p<0,05); n=7-10

ratos.

Verificou-se uma correlacao positiva entre os niveis

plasmaticos de angiotensina Il e os valores de pressao arterial

sistélica (r’=0,786).

A eficacia da extrac¢do de angiotensina |l das amostras de

plasma foi calculada a partir da adicdo de '?°l-angiotensina Il a

amostras de plasma antes da extracgcdao; a percentagem de
recuperacao foi de 95.7+4.3% (n=10). O limite de deteccao do

ensaio é inferior a 1 pg/100 pl.

74



Resultados

3. Estudo morfolégico

3.1. Perfil da presséo arterial

A infusdo continua de DPSPX durante sete dias induziu
uma subida gradual da pressao arterial sistolica dos ratos
tratados, em ambas as séries do estudo (Figura 1A e B); na
segunda série, os valores mantiveram-se elevados até ao fim do
estudo (dia 28; Figura 1B).

A elevagcao tensional induzida pelo DPSPX foi prevenida
quer pelo losartan (15 mg/kg/d) quer pelo atenolol (25

mg/kg/d), em ambas as séries do estudo (Figura 1A e B).

O losartan e o atenolol ndo alteraram a pressao arterial dos

ratos tratados com soro fisioldgico (Figura 2A e B).

3.2. Estudo morfolégico

As artérias da cauda dos ratos tratados com DPSPX
durante sete dias apresentaram, aos dias 7 e 28, alteracdes
morfolégicas marcadas. Em microscopia optica foi possivel
observar uma reducdo acentuada do limen e hiperplasia

subintimal com desenvolvimento de botdes de muisculo liso na
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Figura 1. Perfil da presséo arterial sistélica (PAS; mmHg) ao longo da primeira
(A) e da segunda (B) séries do estudo para os grupos controlo (), DPSPX (H),
DPSPX+losartan (A) e DPSPX+atenclol (@). Resultados expressos como média +
erro padrdo da média. * vs controlo correspondente (p<0,05), ** vs DPSPX

correspondente (p<0,05); n=4-6 ratos em cada grupo.
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Figura 2. Perfil da pressao arterial sistélica (PAS; mmHg) ao longo da primeira
(A) e da segunda (B) séries do estudo para os grupos controlo (O), losartan
(&) e atenolol (O). Os grupos do estudo foram separados entre as Figuras 1 e
2 para maior clareza dos gréaficos. Resultados expressos como média + erro padrio

da média.
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camada intima dos mesmos vasos (Imagem 1). O losartan
preveniu a hiperplasia das células musculares lisas induzida
pelo DPSPX (Imagem 1). No grupo tratado simultaneamente
com DPSPX e atenolol continuou a observar-se hiperplasia

subintimal (Imagem 1).

A

Imagem 1. Fotografias representativas de cortes de artéria da cauda
de ratos dos grupos controlo (A), DPSPX (B), DPSPX+losartan (C) e
DPSPX+atenolol (D). A seta preta (B) evidencia um botdo de células
musculares lisas formando uma protuberancia em direcgdo ao limen

vascular, caracteristico da hipertenséo por infusdo de DPSPX.
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O DPSPX induziu hipertrofia das células musculares lisas
da artéria da cauda (Tabela 2), em relagao aos respectivos

grupos controlo.

No dia 7, o diametro das células musculares lisas da
artéria da cauda do grupo hipertenso por infusdo de DPSPX era
superior ao do respectivo grupo controlo (Tabela 2). O losartan
preveniu a hipertrofia das células musculares lisas induzida pelo
DPSPX (Tabela 2). O atenolol atenuou mas nao preveniu a
hipertrofia das células musculares lisas induzida pelo DPSPX
(Tabela 2). O losartan e o atenolol ndo alteraram a morfologia

do grupo controlo (Tabela 2).

No dia 28, o diametro das células musculares lisas do
grupo hipertenso pelo DPSPX era superior ao do respectivo
grupo controlo (Tabela 2), sendo este aumento superior ao
observado ao dia 7 (51% vs 43%,; Tabela 2). No grupo tratado
simultaneamente com DPSPX e losartan, ndo sé se observou
prevencdo da hipertrofia das células musculares lisas induzida
pelo DPSPX como ainda se registou uma diminuicdao do
didametro das células musculares lisas quando comparado com
o grupo controlo (Tabela 2). Apesar disso, o losartan sé por si
nao alterou a morfologia do grupo controlo (Tabela 2). Mais uma
vez, o atenolol atenuou mas nao preveniu a hipertrofia induzida
pelo DPSPX (Tabela 2). Surpreendentemente, nos ratos tratados

apenas com atenolol durante 28 dias observou-se um aumento
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Tabela 2. Diametro (um) das células musculares lisas da artéria da

cauda de cada grupo da primeira (dia 7) e da segunda (dia 28)

séries do estudo.

Grupo Dia 7 Dia 28
Controlo 6.72+0.21 6.87+0.19
Losartan 7.10+0.31 6.75+0.03
Atenolol 7.04+0.37 8.73+0.06"
DPSPX 9.61+0.31* 10.38+0.05"
DPSPX+Losartan 7.10£0.42 6.43+0.04"
DPSPX+Atenolol 8.53+0.44* 7.43+0.03"

Resultados expressos como média * erro padrdo da média. x vs todos os
grupos da mesma série (p<0,05); n=600-800 células (dia 7); n=800-2500

células (dia 28).

Tabela 3. Espessura (um) da artéria da cauda de cada

grupo da segunda série do estudo (dia 28).

Grupo Dia 28
Controlo 46.0+£2.7
Losartan 47.2+3.1
Atenolol 48.2+3.3
DPSPX 68.7+3.4"
DPSPX+Losartan 48.9+3.5™
DPSPX+Atenolol 57.1%2.9™

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. *
vs controlo (p<0,05); ** vs DPSPX (p<0,05); n=6 vasos.
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do didmetro das células musculares lisas da artéria da cauda

em relagdo ao grupo controlo (Tabela 2).

O DPSPX induziu um aumento da espessura da artéria da
cauda (Tabela 3). Este aumento foi prevenido pelo losartan e
pelo atenolol (Tabela 3). O losartan e o atenolol ndo alteraram a

espessura da artéria da cauda dos ratos controlo (Tabela 3).

4. Estudo da contractilidade vascular

Os ratos tratados com DPSPX durante 7 dias
apresentaram valores de pressdo arterial sistélica superiores

aos do grupo controlo, quer ao dia 3 quer ao dia 14 (Tabela 4).

Tabela 4. Press&o arterial sistélica (PAS; mmHg)

dos ratos controlo e tratados com DPSPX.

Grupo PAS (mmHg)
Controlo 114+0.3
DPSPX 3d 138+0.4
DPSPX 14d 147+40.5%

Resultados expressos como média + erro padrdo da
média. * vs controlo (p<0,05); * vs controlo e DPSPX
3d (p<0,05); n=7-10 ratos.
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A angiotensina Il, a noradrenalina e o cloreto de potassio
causaram contrac¢cbes da artéria e da veia mesentéricas de
forma dependente da concentragdo (Figura 3). No grupo
controlo, as respostas contracteis dos contracturantes testados
foram diferentes na artéria e na veia mesentérica. A tensao
maxima desenvolvida pela angiotensina |l na veia mesentérica
de ratos controlo foi cerca de oito vezes superior a tensédo
maxima desenvolvida na artéria mesentérica (Figura 3A e B e
Tabelas 5A e 6A). O cloreto de potassio também causou uma
tensdo maxima superior na veia mesentérica de ratos controlo,
sendo cerca de duas vezes a tensao maxima desenvolvida na
artéria mesentérica (Figura 3E e F e Tabelas 5A e 6A).
[nversamente, a tensdo maxima desenvolvida pela noradrenalina
foi cerca de 2,5 vezes maior na artéria mesentérica (Figura 3C e
D e Tabelas bA e 6A).

A hipertensdao causada pelo DPSPX nao influenciou da
mesma forma as respostas contracteis dos contracturantes

testados.

4.1. Artéria mesentérica

Na artéria mesentérica de ratos controlo, a ordem de

eficacia dos contracturantes testados foi noradrenalina > cloreto
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Figura 3. Curvas concentracéo-resposta & angiotensina Il (A, B), noradrenalina
(C, D) e cloreto de potassio (E, F) obtidas em anéis de artéria (esquerda) e veia
(direita) mesentérica de ratos dos grupos controlo (m), DPSPX 3d (A) e
DPSPX 14d (®). Resultados expressos como média + erro padrdo da média; n=6-12

ratos em cada grupo.
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Tabela 5A. Tensdo maxima desenvolvida (mMN/mg) pela angiotensina Il (AnglD),
noradrenalina (NA) e cloreto de potassio (KCl) em anéis de artéria mesentérica

de ratos controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX.

Tensdo maxima desenvolvida (mN/mg)

Grupo Angll NA KCI
Controlo 0.66£0.07 2.4010.06 2.01+0.02
DPSPX 3d 0.24+0.05* 2.17+£0.13 2.00£0.03
DPSPX 14d 0.47+0.04% 2.86+0.21% 2.060.03

*

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ™ vs controlo para o mesmo

agonista (p<0,05); # vs controlo e DPSPX 3d para 0 mesmo agonista (p<0,05); n=6-12

ratos.

Tabela 5B. Valores de pD, para a angiotensina 1l (Angll), noradrenalina (NA) e
cloreto de potéassio (KCl) em anéis de artéria mesentérica de ratos controlo e

hipertensos por infusdo de DPSPX.

pD2
Grupo Angll NA KCi
Controlo 8.42+0.13 6.30+0.05 1.29+0.01
DPSPX 3d 8.5140.26 6.43+0.12 1.3140.01
DPSPX 14d 8.50%0.11 5.90+0.14% 1.150.01%

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. # vs controlo e DPSPX 3d

para o mesmo agonista (p<0,05); n=6-12 ratos.
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de potassio > angiotensina Il, e a ordem de poténcia foi
angiotensina |l > noradrenalina > cloreto de potassio (Figura 3),
como se pode verificar pela analise dos respectivos valores de
tensdo maxima desenvolvida (Tabela 5A) e pD, (Tabela 5B),

respectivamente.

No grupo DPSPX 3d observou-se uma reducdo marcada da
tensdo maxima desenvolvida pela angiotensina Il (cerca de 65%
de reducdo; Figura 3A e Tabela 5A), sem haver alteracdo da
tensdo maxima desenvolvida pela noradrenalina (Figura 3C e
Tabela 5A) ou pelo cloreto de potéssio (Figura 3E e Tabela 5A).
Nao houve alteracdo na poténcia dos trés contracturantes, no
grupo DPSPX 3d (Figura 3 e Tabela 5B). No dia 14, isto &, sete
dias apds o término da infusdo de DPSPX, a tensdo méaxima
desenvolvida pela angiotensina |l ainda se encontrava abaixo do
valor controlo, embora ndo tanto como o verificado no dia 3
(Figura 3A e Tabela 5A). A tensdo méaxima desenvolvida pela
noradrenalina foi ligeiramente maior do que a do grupo controlo
(Figura 3C e Tabela 5A) enquanto que a tensdo maéaxima
desenvolvida pelo cloreto de potassio nao sofreu qualquer
alteracdo (Figura 3E e Tabela 5A). A poténcia da angiotensina Il
ndo foi alterada (Figura 3A e Tabela 5B), enquanto que a da
noradrenalina (Figura 3C e Tabela 5B) e a do cloreto de potéssio
aumentou ligeiramente (Figura 3E e Tabela 5B), em relacao a

situagao controlo.
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4.2. Veia mesentérica

Na veia mesentérica de ratos controlo, a ordem de eficacia
foi angiotensina Il > cloreto de potéssio > noradrenalina, e a
ordem de poténcia foi angiotensina |l > noradrenalina > cloreto
de potéssio (Figura 3 e Tabelas 6A e 6B).

No grupo DPSPX 3d observou-se uma reducdo da tenséo
méaxima desenvolvida pela angiotensina Il (Figura 3B e Tabela
6A) e um aumento da tensdo méaxima desenvolvida pela
noradrenalina (Figura 3D e Tabela 6A) e pelo cloreto de potassio
(Figura 3F e Tabela 6A). Observou-se uma ligeira diminuicao da
poténcia da angiotensina Il (Figura 3B e Tabela 6B) mas nio da
poténcia da noradrenalina (Figura 3D e Tabela 6B) e do cloreto
de potassio (Figura 3F e Tabela 6B). A menor tensdo
desenvolvida pela angiotensina Il manteve-se no grupo DPSPX
14d (Figura 3B e Tabela 6A), enquanto que o aumento da tensdo
maxima desenvolvida pela noradrenalina (Figura 3D e Tabela
6A) e pelo cloreto de potassio (Figura 3F e Tabelé 6A) nio foi
tdo acentuado como grupo DPSPX 3d. A poténcia da
angiotensina Il (Figura 3B e Tabela 6B) e da noradrenalina
(Figura 3D e Tabela 6B) diminuiu ligeiramente, enquanto que a
do cloreto de potéssio aumentou ligeiramente (Figura 3F e
Tabela 6B).
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Tabela 6A. Tensdo maxima desenvolvida (mN/mg) pela angiotensina Il (Angll),
noradrenalina (NA) e cloreto de potéassio (KCI) em anéis de veia mesentérica de

ratos controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX.

Tens@o maxima desenvolvida (mN/mg)

Grupo Angll NA KCl
Controlo 5.20%+0.13 1.01+0.05 3.72+0.02
DPSPX 3d 2.85+0.02* 2.03+£0.09*% 8.11+0.33*
DPSPX 14d 2.78+0.07* 1.71£0.04% 4.54+0.02%

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. ¥ vs controlo para o mesmo

agonista (p<0,05), # vs controlo e DPSPX 3d para o mesmo agonista (p<0,05); n=6-12

ratos.

Tabela 6B. Valores de pD, para a angiotensina Il (Angll), noradrenalina (NA) e
cloreto de potéassio (KCl) em anéis de veia mesentérica de ratos controlo e

hipertensos por infuséo de DPSPX.

pD2
Grupo Angll NA KCI
Controlo 8.65+0.04 6.8410.07 1.562+0.01
DPSPX 3d 8.40+£0.01* 6.96+0.07 1.57+0.03
DPSPX 14d 8.52+0.04% 6.47+0.04% 1.61£0.01*

Resultados expressos como média + erro padréo da média. * vs controlo para o mesmo
agonista (p<0,05); # vs controlo e DPSPX 3d para o mesmo agonista (p<0,05); n=6-12

ratos.
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5. Estudo da modulacdo da neurotransmissdo simpética

pela angiotensina Il

Os ratos tratados com DPSPX durante 7 dias
apresentaram valores de pressao arterial sistdlica superiores

aos do grupo controlo, quer ao dia 3 quer ao dia 14 (Tabela 7).

Tabela 7. Pressdo arterial sistélica (PAS; mmHg)

dos ratos controlo e tratados com DPSPX.

Grupo PAS (mmHg)
Controlo 112+0.2
DPSPX 3d 137+0.4"
DPSPX 14d 150+0.3%

Resultados expressos como média * erro padrao da
média. * vs controlo (p<0,05); # vs controlo e DPSPX
3d (p<0,05); n=7-10 ratos.

A angiotensina |l induziu um aumento da libertacido de 3H-
NA na artéria e na veia mesentéricas, de forma dependente da
concentracao (Figura 4). No grupo controlo, o efeito facilitatério
maximo da angiotensina Il sobre a libertagdo de 3H-NA foi
semelhante entre a artéria (42+10%) e a veia (37+13%)

mesentéricas (Figura 4 e Tabela 8A).
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Figura 4. Curvas concentragdo-resposta para o efeito modulador da angictensina
Il sobre a neurotransmissdo simpética na artéria (A) e na veia (B) mesentéricas
de ratos dos grupos controlo (W), DPSPX 3d (A) e DPSPX 14d (®). Resuitados

expressos como média + erro padréo da média; n=6-12 ratos em cada grupo.

5.1. Artéria mesentérica

O efluxo fraccional de 3H-NA na artéria de ratos controlo
(5,2+0,5X10° pulso!) foi igual aos grupos DPSPX 3d
(5,4+0,4X10° pulsol) e DPSPX 14d (6,3+0,8X10° pulsol). O
efeito facilitatério da angiotensina [l foi igual na artéria
mesentérica de ratos DPSPX 3d (Figura 4A e Tabela 8A). No
entanto, nos ratos DPSPX 14d o efeito facilitatério da
angiotensina Il foi superior ao dos grupos controlo e DPSPX 3d
(Figura 4A e Tabela 8A). Nao se observaram diferencas na
poténcia da angiotensina Il na artéria mesentérica de ratos
controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX (Figura 4A e
Tabela 8B).
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Tabela 8A. Efeito facilitatério maximo (S,/S;) da angiotensina Il para o
efeito modulador da neurotransmisséo simpéatica na artéria e na veia

mesentérica de ratos controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX.

Efeito facilitatério méaximo (S,/S;)

Grupo Artéria Veia
Controlo 1,42+0,10 1,37+0,13
DPSPX 3d 1,29+0,02 1,0940,19
DPSPX 14d 1,62+0,02* 1,43+0,04

*

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. vs controlo

respectivo (p<0,05); n=6-9 ratos.

Tabela 8B. Valores de pD, para a angiotensina |l para o efeito
modulador da neurotransmissdo simpatica na artéria e na veia

mesentérica de ratos controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX.

pD;

Grupo Artéria Veia
Controlo 8,51+4,99 8,95+12,46
DPSPX 3d 9,04+4,78 10,24£12,98
DPSPX 14d 8,82+0,03 8,76+0,09

Resultados expressos como média + erro padrdo da meédia. * vs controlo

respectivo (p<0,05); n=6-9 ratos.
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Na artéria mesentérica, o DPSPX (10 uM) in vitro, facilitou
(42%) a libertacdo de 3H-NA induzida por estimulacdo eléctrica
(Figura 5A). O efeito facilitatério do DPSPX foi semelhante ao da
concentracdo mais elevada de angiotensina |l testada (10 nM;
Figura 5A). O DPSPX in vitro nao alterou a resposta facilitatéria
da angiotensina Il sobre a neurotransmissao simpatica (Figura

SA).

A B

2.0 2.0

o | o L

1.0 — 1.0
DPSPX Angll DPSPX+Angll DPSPX Angll DPSPX+Angll

S$2/Sq
S»/S1

Figura 5. Efeito facilitatério (S,/S;) do DPSPX sobre a neurotransmisséo
simpatica e modulagéo do efeito facilitatorio da angiotensina Il pelo DPSPX na
artéria (A) e na veia (B) mesentéricas de ratos controlo. Resultados expressos

como média % erro padrao da média; n=4-6 ratos em cada grupo.

5.2. Veia mesentérica

Na veia mesentérica, o efluxo fraccional de 3H-NA
(3,7+0,9X10° pulso!) do grupo controlo foi igual ao dos
grupos DPSPX 3d (3,5+0,3X10° pulso'!) e DPSPX 14d
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(3,4+0,3X10°° pulsol). A hipertensdo induzida pelo DPSPX nio
alterou o efeito facilitatério da angiotensina Il na veia
mesentérica (Figura 4B e Tabela 8A). Nao se observaram
diferencas na poténcia da angiotensina Il na veia mesentérica de
ratos controlo e hipertensos por infusdo de DPSPX (Figura 4B e
Tabela 8B).

Na veia mesentérica, o DPSPX (10 uM) in vitro, facilitou
(48%) a libertacdo de 3H-NA induzida por estimulacio eléctrica
(Figura 5B) mas nao alterou a resposta facilitatéria da

angiotensina Il sobre a neurotransmissao simpatica (Figura 5B).

6. Estudo da sensibilidade ao estimulo doloroso agudo e

papel do bolbo raquidiano ventrolateral

6.1. Histologia do bolbo raquidiano

A injeccdo de 4cido quinolinico ao nivel do bolbo
raquidiano ventrolateral causou destruicdo de neurdnios, em
contraste com as injec¢des de agua destilada (Imagem 2).
Observou-se igualmente uma ligeira proliferacdo de células da
glia (Imagem 2). Os locais de injec¢ao nao diferiram muito de

animal para animal.
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Imagem 2. Fotografias representativas de cortes de bolbo raquidiano ao nivel
ventrolateral. Injecgdo com 4gua destilada (A) ou com é&cido quinolinico (B).
SpsC: nlcleo trigémio espinhal, pars caudalis, LRt,: nicleo reticular lateral

magnocelular; LRt,: nicleo reticular lateral parvocelular.

6.2. Expressido da proteina Fos

No grupo controlo, os nlcleos imunorreactivos para a
proteina Fos distribuiam-se por todo o corno dorsal ipsilateral
ao membro sujeito a estimulagdo ndxica (Imagem 3 e Figura
6B). No grupo de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX
observou-se uma redugdo marcada do ndmero de nlcleos
imunorreactivos para a proteina Fos (Imagem 3 e Figura 6). Esta
reducdo atingiu os 539% quando se considerava todo o corno
dorsal (Figura 6A) e foi mais marcada nas camadas mais
profundas (lII-VIl) do que nas superficiais (I-Il; Figura 6B). Nos

ratos hipertensos por infusdo de DPSPX em que se procedeu a
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/magem 3. Fotografias representativas de cortes de segmento espinhal L, ao
nivel do corno dorsal; a castanho observam-se os nlcleos imunorreactivos para
a proteina Fos. Ratos controlo (A), hipertensos pelo DPSPX e sem lesdo do
bolbo raquidiano ventrolateral (B) e hipertensos pelo DPSPX com lesdo do
bolbo raquidiano ventrolateral (C). Exemplo de um corte de segmento espinhal
L, ao nivel do corno dorsal de um rato ndo sujeito a qualquer procedimento

experimental (D).
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lesdo do bolbo raquidiano ventrolateral com acido quinolinico
ndao se observaram diferencas no ndmero de nlcleos
imunorreactivos para a proteina Fos em relacdo ao grupo

controlo (Imagem 3 e Figura 6).
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Controlo DPSPX  DPSPX/AQ (-1 HEVH

Figura 6. Numero de n(cleos imunorreactivos para a proteina Fos na
substancia cinzenta espinhal total (A) e nas camadas espinhais superficiais (I-
1) e profundas (liI-Vil) (B) de ratos controlo (barras a cheio), hipertensos por
infusdo de DPSPX e sem lesdo do bolbo raquidiano ventrolateral (barras
brancas) e hipertensos por infusdo de DPSPX com lesdc do bolbo raquidiano
ventrolateral (barras as riscas). Resultados expressos como médiaterro padrio da

média; * p<0,05; n=4 ratos em cada grupo.
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Discussao

No inicio deste trabalho alguns factos apontavam para a
existéncia de activagdo do sistema renina-angiotensina na
hipertensao induzida pelo DPSPX: (1) os niveis elevados de
actividade da renina plasméatica (Albino-Teixeira, Osswald, 1994,
Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002), (2) a semelhanga entre
as alteragdes morfolégicas observadas na hipertenséo induzida
pelo DPSPX e na hipertensao por infusdo de angiotensina |l
(McCubbin et al., 1965), (3) a potenciacao da hipertenséo e das
alteracdes morfoldgicas induzidas pelo DPSPX pela estenose da
artéria renal (Albino-Teixeira, Osswald, 1994) e (4) a prevengéo
de ambas por um inibidor da enzima de canerséo da
angiotensina |l (Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002). Os
resultados obtidos no decorrer dos trabalhos descritos nesta
dissertacao vieram, directa e indirectamente, sustentar a

veracidade dessa hipotese.
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Doseamento dos niveis plasméticos de angiotensina I/

Os niveis elevados de angiotensina Il plasmaética e a sua
correlagao positiva com a pressao arterial evidenciam o papel da
activacdo do sistema renina-angiotensina na hipertensdo
induzida pelo DPSPX (Morato et al., 2002). De facto, 3 dias
ap6s o inicio da infusdo de DPSPX o teor de angiotensina Il
plasmatica é 38% superior ao dos ratos controlo, enquanto que
no dia 14 (7 dias apés 7 dias de infusdo de DPSPX) o aumento
da angiotensina Il plasmatica atinge os 1409 (Morato et al.,
2002). Nos ratos hipertensos por infusdo de DPSPX observa-se
assim aumento da actividade da renina plasmética (Sousa,
Morato, Albino-Teixeira, 2002) e do teor de angiotensina Il
plasmatica (tabela 1; Morato et al.,, 2002), dois componentes
fundamentais do sistema renina-angiotensina. A adenosina
funciona como um frenador fisiolégico da libertagdo de renina
(revisto por Jackson, 1991) nas células justaglomerulares renais
(Tagawa, Vander, 1970; Osswald, Schmitz, Kemper, 1978)
sobretudo durante situa¢des de activacdo do referido sistema
(Kuan, Wells, Jackson, 1990). A infusdo de DPSPX causa um
efeito desinibitério j& que o antagonismo dos receptores da
adenosina bloqueia a frenacdo da libertagdo de renina,

activando o sistema renina-angiotensina.

O doseamento plasmatico da angiotensina |l foi realizado
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apenas no dia 3 e no dia 14 da hipertensdo induzida pelo
DPSPX, pelo que ndo se sabe se o aumento constatado é
progressivo e ao dia 14 ainda se encontra em fase de aumento,
ou se aumenta apenas durante os 7 dias em que ocorre a
administracdo de DPSPX e o teor de angiotensina |l plasmética.
encontrado ao dia 14 corresponde a uma fase estacionaria com
inicio no dia 7. O DPSPX é rapidamente eliminado, intacto, pelo
organismo (Tofovic et al,, 1991). Além disso, o tratamento de
ratos durante 7 dias com DPSPX ndo parece alterar a
farmacologia dos receptores vasculares (Ralevic, Rubino,
Burnstock, 1996) e cardiacos (Rubino, Burnstock, 1995) da
adenosina. Terminada a infusao de DPSPX (dia 7), a capacidade
da adenosina inibir a libertacdo de renina deve permanecer

inalterada.

Estudo morfolégico

O estudo morfolégico realizado acrescentou mais uma
evidéncia, ainda que indirecta, do papel fundamental que o
sistema renina-angiotensina tem na hipertensdo induzida pelo
DPSPX.

No presente estudo na artéria da cauda de ratos
hipertensos por infusdo de DPSPX (Morato et al., 2003),
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confirmaram-se as alteragdes morfoldgicas j& descritas para o
territério vascular (Albino-Teixeira et al.,, 1991; Matias et al.,
1991), nomeadamente (1) o estreitamento do limen vascular
por proliferacdo de células musculares lisas subintimais que
formam botdes de mdsculo liso em direccdo ao limen, (2) a
maior espessura da camada média vascular, (3) a hipertrofia
das células musculares lisas, avaliada pelo aumento do
diametro médio celular e (4) a existéncia de bifurcacdes da
lamina elastica interna com inclusdo de células musculares lisas
no espaco interlaminal. Neste estudo foram testados dois
antihipertensores com diferentes mecanismos de acc¢do. O
losartan, um antagonista dos receptores AT; da angiotensina Il,
preveniu a hipertensdo e as alteragdes morfoldgicas induzidas
pelo DPSPX (Morato et al.,, 2003). O atenolol, um antagonista
dos adrenoceptores i, preveniu a hipertensdo induzida pelo
DPSPX mas nao as alteragdes morfolégicas (Morato et al,
2003). A prevengdo da  hipertensio e das alteracbes
morfolégicas induzidas pelo DPSPX tinha j& sido observada com
o captopril, um inibidor da enzima de conversdo da angiotensina
(Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002).

A dissociagao/independéncia da hipertensdo e das
alteracées morfologicas vasculares é uma questdo ainda em
aberto no campo da hipertensdo. A elevacdo prolongada da
pressdo arterial, qualquer que seja a sua origem, induz

alteracdes morfologicas vasculares. No entanto, as alteracdes
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morfolégicas vasculares podem surgir independentemente de
alteracdes na pressdo arterial. E possivel detectar alteracdes
morfolégicas vasculares em descendentes normotensos de
individuos hipertensos (Takeshita et al., 1982; Giannattasio et
al., 1995). Na hipertensdo experimental, as alteracdes
morfolégicas vasculares tém sido descritas em leitos vasculares
protegidos da elevacao tensibnél (Pluhkett, Overbeck, 1985; Liu,
Bishop, Overbeck, 1988) e em fases pré-hipertensivas (Lee,
1985). A reversdo das alteracdes morfolégicas vasculares é
bastante morosa quando comparada com o controlo tensional
(revisto por Christensen, Mulvany, 2001) e, quando o tratamento
da hipertensdo nado inclui farmacos que visam a reversao das
alteracdes morfologicas vasculares associadas, estas podem
progredir com o tempo apesar de controlo eficaz da elevacao
tensional (Lund-Johansen, Omvik, 1991). A hipertensdo induzida
pelo DPSPX caracteriza-se por uma elevacao tensional
progressiva e moderada, e por alteragdes morfoldgicas
cardiovasculares precoces e exuberantes (Albino-Teixeira et al.,
1991; Matias et al.,, 1991). Este contraste no perfil evolutivo e
na magnitude da hipertensdo e das alteracbes morfologicas
vasculares, aliado ao facto de ser possivel prevenir a hipertensao
sem prevenir o aparecimento das alteragdes morfolégicas
induzidas pelo DPSPX (Morato et al, 2003), reforca a

independéncia dos dois processos.

Os farmacos antihipertensores que interferem directamente
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com a acg¢ao do sistema renina-angiotensina, ao contrario do
qgue acontece com o antagonista dos adrenoceptores i,
atenolol, sao eficazes no controlo das alteragdes morfoldgicas
vasculares associadas a hipertensao (Schiffrin, Deng, 1995;
Schiffrin et al., 2000). Este perfil é também observado na
hipertensao induzida pelo DPSPX. O losartan ou o captopril
previnem a hipertensao e as alteragdes morfolégicas induzidas
pelo DPSPX, enquanto que o atenolol previne a hipertenséo
induzida pelo DPSPX mas ndo as alteragcbes morfologicas
associadas (Sousa, Morato, Albino-Teixeira, 2002; Morato et al.,
2003). O sistema renina-angiotensina parece, assim, fortemente
implicado no desenvolvimento das alteragcbes morfoldgicas
vasculares. A accado trofica da angiotensina Il sobre as células
musculares lisas vasculares pode ser observada in vivo (Simon,
Illyes, Csiky, 1998; Wang, Prewitt, 1990) e in vitro (Geisterfer,
Peach, Owens, 1988; Lyall et al, 1988). Os mecanismos de
transdugcdo pelos quais a angiotensina Il exerce o seu efeito
tréfico incluem o aumento do calcio intracelular (Brock et al.,
1985), da actividade da fosfolipase C (Griendling et al., 1986),
da cinase C de proteinas e do proto-oncogene c-fos (Taubman et
al., 1989), do trocador Na*/H™ (Berk et al., 1987) e do co-
transportador Na/K/2Cl (Tseng, Berk, 1992). A producao de
radicais livres de oxigénio pode também estar envolvida na
resposta hipertréfica a angiotensina Il (Taniyama, Griendling,

2003). O efeito trofico da angiotensina |l € particularmente
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interessante no contexto da dissociacdo entre pressao arterial e
alteragdes estruturais vasculares por ser independente do efeito
pressor. A desnervacao neonatal (Simon, Csiky, 1998) ou a
administracdo de vasodilatadores como a hidralazina (Griffin et
al., 1991) previnem a elevacao tensional mas nao as alteracdes
morfologicas vasculares induzidas pela angiotensina I[l. A
angiotensina |l em doses subpressoras aumenta a actividade da
ATPase Na*/K' arterial (um requisito para o crescimento
celular; Simon, 1992) e aumenta a sintese de proteinas e
glicosaminoglicanos do mdsculo liso arterial e venoso (Simon,
Altman, 1992). Dado que a angiotensina Il é também um
potente agente pressor, pode ser o mediador comum a elevacdo
tensional e as alteragdes morfoldgicas vasculares associadas a
hipertensao. Os resultados obtidos neste trabalho (Morato et al,,
2003) reforcam esta hip6tese e evidenciam o papel do sistema

renina-angiotensina neste modelo experimental de hipertenséo.

O tratamento com losartan durante 7 ou 28 dias preveniu a
elevagdo tensional e as alteragdes morfoldgicas hipertréficas e
hiperplasicas induzidas pelo DPSPX. A angiotensina Il é um
potente agente pressor e modulador do fenétipo das células
musculares lisas vasculares, induzindo hiperplasia (Lyall et al.,
1988) e/ou hipertrofia (Geisterfer, Peach, Owens, 1988),
promovendo o aumento da sintese de proteinas da matriz
extracelular (Scott-Burden et al., 1990) e de colagéneo (Benetos

et al.,, 1997). A accado do losartan sobre a pressao arterial e sobre
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as alteracbes morfolégicas induzidas pelo DPSPX é explicavel
pelo antagonismo das acgdes pressora e trofica da angiotensina
Il mediadas pelo receptor AT;. O antagonismo do receptor AT,
com losartan pode favorecer a estimulagdo do receptor AT> ndo
antagonizado. O efeito tréfico da activacéo do receptor AT, é um
assunto controverso. A angiotensina Il endégena (Ozono et al.,
1997) e exégena (Cao et al., 1999; Bonnet et al.,, 2001) induz
upregulation do receptor AT, através da activacdo do receptor
AT (Bonnet et al., 2001), uma vez que esta upregulation ndo se
observa quando a administracdo de angiotensina Il é
acompanhada do antagonismo do receptor AT; (Bonnet et al.,
2001). O bloqueio crénico quer do receptor AT, (Levy et al.,
1996; Otsuka et al., 1998) quer dos receptores AT; e AT, (Cao
et al.,, 1999) reduz a hipertrofia vascular, sugerindo que o
receptor AT, pode estar envolvido no efeito hipertréfico da
angiotensina Il /n vivo. No entanto, o receptor AT, parece
contrariar, ou pelo menos modular, o efeito tréfico mediado pelo
receptor AT;. Ratinhos knockout para o receptor AT, sdo
hipertensos e apresentam hipertrofia das células musculares
lisas (Brede et al.,, 2001). A estimulagdo do receptor AT, inibe o
crescimento do musculo liso vascular (Tea et al., 2000) e activa
o sistema bradicinina/éxido nitrico induzindo vasodilatacdo
(Siragy, de Gasparo, Carey, 2000). A inibicdo do efeito tréfico da
angiotensina Il e a vasodilatacdo tém sido apontadas como

possiveis mecanismos pelos quais os inibidores da enzima de
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conversao da angiotensina revertem as alteragcdes morfologicas
vasculares (revisto por Christensen, Mulvany, 2001). Estes
mecanismos podem também explicar o efeito protector do
losartan sobre as alteragbes morfolégicas vasculares induzidas
pelo DPSPX e o facto de se observar uma diminuicdo do
diametro das células musculares lisas apdés 28 dias de

tfratamento com iosartan.

Os resultados obtidos com o atenolol foram diferentes dos
obtidos com o losartan. O tratamento com atenolol durante 7 ou
28 dias, apesar de prevenir a elevagdo tensional, ndo preveniu
as alteracdes morfolégicas induzidas pelo DPSPX; a hipertrofia
das células musculares lisas foi atenuada mas ndo prevenida, e
a hiperplasia continuou a observar-se. Surpreendentemente, 28
dias de tratamento com atenolol induziram um aumento do
diametro das células musculares lisas da artéria da cauda de
ratos controlo. O atenolol pode reduzir a actividade adrenérgica,
o débito cardiaco e a libertacdo de renina das células
justaglomerulares renais (revisto por Man in’t Veld, Schalekamp,
1983a). A acc¢ao anti-hipertensora do atenolol esta relacionada
com o controlo do ténus muscular, causando vasodilatacdo em
vasos de resisténcia (Man in’'t Veld, Schalekamp, 1983b),
melhorando o relaxamento arterial e normalizando a funcdo
endotelial (Kahonen et al., 1994). O atenolol previne a elevacéo
tensional e, consequentemente, pode prevenir as alteracdes

morfolégicas associadas. No entanto, o atenolol pode também
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induzir hipertrofia das células musculares lisas arteriais. A
hipertrofia de cardiomiécitos é mediada por adrenoceptores P>
(Zhou,  Schluter, Piper, 1996). A estimulacdo dos
adrenoceptores p; atenua a resposta hipertréfica mediada pelos
adrenoceptores oy (Schafer et al,, 2001). O antagonismo dos
adrenoceptores p; com atenolol durante 28 dias (mas ndo 7)
poderd ser suficiente para causar upregulation de outros
adrenoceptores resultando na hipertrofia observada nos ratos
controlo. No entanto, dado que quer o DPSPX quer o atenolol
induzem hipertrofia das células musculares lisas, o tratamento
simultdéneo com DPSPX e atenolol deveria resultar em
hipertrofia, pelo menos de igual magnitude a observada
isoladamente para cada um dos factores. Contudo, o efeito do
atenolol sobre as alteragdes morfolégicas induzidas pelo DPSPX
resulta do balanco entre o efeito anti-hipertensor e a inibicdo da
libertacdo de renina, que pode reduzir os niveis de angiotensina
If, por um lado, e a tendéncia intrinseca do atenolol para causar
hipertrofia das células musculares lisas, por outro. Apesar de o
antagonismo P com o atenolol inibir a libertacdo de renina
(revisto por Man in’t Veld, Schalekamp, 1983a) esta accdo
parece nao ter relevancia sistémica dado que durante o
tratamento com atenolol ndo se verifica correlacdo entre
diminui¢ao da pressao arterial e reducdo da actividade da renina
plasmatica (Nilsson et al,, 1979). Além disso, o atenolol n3o

antagoniza adrenoceptores B, cuja activacdo pode induzir a
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libertacdo local de angiotensina Il (Nakamaru, Jackson, Inagami,
1986). A accdo trofica da angiotensina Il ndo parece, portanto,

ser influenciada pelo tratamento com atenolol.

Ao discutir as alteracdes morfoldgicas induzidas pelo
DPSPX ndo é possivel ignorar a accdo da adenosina como
modulador do fenétipo celular. A adenosina participa na acgao
tréfica do sistema nervoso simpatico (Albino-Teixeira et al.,
1990a, 1990b), nomeadamente por acgdo sobre as células
musculares lisas (Albino-Teixeira et al., 1990a), as células
miocéardicas (Albino-Teixeira et al., 1990a) e os fibroblastos
(Albino-Teixeira et al., 1990b). O conhecimento do efeito tréfico
da adenosina resultou da observagdo de que a adenosina
exdbgena e a 5'-N-etil-carboxamidoadenosina, seu anéalogo
estavel, previnem as alteracdes morfolégicas induzidas pela
desnervacao simpatica (Albino-Teixeira et al., 1990a), o que nao
acontece com a inosina, seu metabolito inactivo (Albino-Teixeira
et al., 1990a) nem com a noradrenalina (Branco et al., 1984,
Albino-Teixeira et al., 1990a). Além disso, o antagonismo dos
receptores da adenosina in vivo, com DPSPX, induz alteragdes
morfolégicas semelhantes as observadas para a desnervagao
simpatica, em tecidos vasculares e nao-vasculares (Albino-
-Teixeira et al, 1991). Em 1985, Jonzon e colaboradores
(Jonzon, Nilsson, Fredholm, 1985) tinham ja sugerido um efeito
antiproliferativo para a adenosina, por accao em receptores A; e

A, de células musculares lisas. Estudos posteriores confirmaram
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a inibicao do crescimento de células musculares lisas vasculares
(Dubey et al., 1996a, b) e de fibroblastos cardiacos (Dubey et
al.,, 1997), assim como a inibicdo da sintese proteica e
colagénea (Dubey, Gillespie, Jackson, 1999; Dubey, Gillespie,
Jackson, 1998). Estas acgbes da adenosina foram ja
confirmadas em células musculares lisas humanas (Dubey et al.,
1998). Outras ac¢des da adenosina que podem influenciar o seu
efeito tréfico incluem a inibicdo da agregacao plaquetar (revisto
por Haslam et al., 1978) e a proteccao contra lesdo endotelial
causada por neutréfilos (Cronstein et al.,, 1986). A adenosina
pode também inibir a producdo de angiotensina Il (Taddei et al.,
1992). As alteracdes morfoloégicas marcadas induzidas pelo
bloqueio dos receptores da adenosina pelo DPSPX devem
reflectir, paralelamente a potenciagdo da acc¢do proliferativa e
hipertrofica da angiotensina 1l, o antagonismo da accéo

antiproliferativa e antihipertréfica da adenosina.

Neste estudo foi testada apenas uma dose de cada anti-
hipertensor, o que pode ter influenciado os resultados obtidos. A
dose de atenolol pode ter sido insuficiente e a de losartan
supramaxima. Ndo é possivel saber, pelo estudo realizado, se
uma dose superior de atenolol seria capaz de prevenir as
alteragbes morfologicas induzidas pelo DPSPX ou se uma dose
inferior de losartan nao as preveniria. No entanto, o objectivo do
presente estudo morfolégico era avaliar se a hipertensao e as

alteragdes morfoldgicas induzidas pelo DPSPX seriam processos
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dissocidveis. Por essa razdo, as doses dos antihipertensores
foram escolhidas por serem equipotentes no controlo da
pressdo arterial. E, de facto, com essas doses, ambos os anti-
hipertensores preveniram a hipertensao induzida pelo DPSPX.
Contudo, tiveram diferentes efeitos nas alteragdes morfologicas
hipertréficas .e hipekplésicas: estas foram prevenidas pelo
losartan mas néo pelo atenolol. E possivel que o losartan e o
atenolol tenham diferentes curvas dose-resposta para o efeito
antihipertensor e para o efeito sobre a morfologia vascular, o

que reforga ainda mais a independéncia entre os dois factores.

De acordo com a teoria de Folkow (revisto por Folkow,
1990), a hipertensdo é despoletada pela hiperreactividade
simpatica que, amplificada pela hipertrofia vascular, leva ao
aumento progressivo da pressao arterial. A hipertensdo pode ser
iniciada por um estimulo subpressor, neuronial ou humoral,
possivelmente ndo detectavel experimentalmente, cujo efeito é
amplificado por outro mecanismo pressor mais lento (Lever,
1986), como a alteragdo da relagao pressao-natriurese renal
(revisto por Hall, 1986) ou ‘a hipertrofia vascular (revistb por
Folkow, 1990). As alteracdes morfolégicas nos vasos
preglomerulares de resisténcia tém também sido propostas
como iniciadoras do processo hipertensivo (revisto por Anderson
et al., 2000). E possivel que as alteracdes morfolégicas
observadas na artéria renal de ratos tratados com DPSPX
(Albino-Teixeira et al., 1991; Matias et al., 1991) contribuam
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para a hipertensao.

A identidade do estimulo inicial responsavel pelo processo
hipertensivo permanece por esclarecer. No entanto, alguns
factos sugerem que possa ser a angiotensina Il. O efeito tréfico
da angiotensina Il é independente da pressao arterial (Griffin et
al., 1991) mas dependente da dose e do tempo (Simon, lilyes,
Csiky, 1998). A exposicdao a uma dose menor de angiotensina Il
pode originar o mesmo aumento da razao parede/limen que
uma dose maior desde que o periodo de exposicédo a essa dose
menor seja aumentado (Simon, lllyes, Csiky, 1998). Nao esta
esclarecido se a dependéncia do tempo esta relacionada com o
efeito cumulativo sobre a pressao arterial ou sobre o efeito
trofico. No entanto, a possibilidade de a exposi¢do prolongada a
doses subpressoras de angiotensina |l poder causar alteragdes
morfologicas vasculares e hipertensao favorece a teoria de Lever
(Lever, 1986). Na hipertensao induzida pelo DPSPX verifica-se
activagao do sistema renina-angiotensina, constatada pelos
niveis elevados de actividade plasmatica da renina (Sousa,
Morato, Albino-Teixeira, 2002) e das concentracdes de
angiotensina |l (Morato et al, 2002). A dissociacao entre
pressdo arterial e alteracdes morfolégicas é também evidente na
hipertensao induzida pelo DPSPX, dado o contraste entre a
moderada elevacao tensional (Albino-Teixeira et al.,, 1991) e as
marcadas alteracdes morfologicas observadas a nivel do sistema
cardiovascular (Albino-Teixeira et al., 1991; Matias et al., 1991).
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Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a hipotese de
pressao arterial e alteracbes morfoloégicas vasculares serem
processos independentes e suportam ainda a hipbtese de a

angiotensina Il ser o mediador comum aos dois processos.

Uma vez que o estimulo desencadeador da hipertensao
(possivelmente a angiotensina 1I) pode ser indetectavel
experimentalmente, pelo menos numa fase inicial, as alteracoes
morfolégicas vasculares representam o primeiro sinal de lesdo
dos érgaos-alvo associado a hipertensao (revisto por Bataineh,
Raij, 1998; Park, Schiffrin, 2000). Observa-se uma boa
correlagdo entre a extensdo com que a terapéutica anti-
hipertensora reverte as alteracdes morfolégicas vasculares e a
rapidez com que a hipertensado se reinstala apds o término da
terapéutica, ao contrario do que se observa com a reducéo da
pressao arterial (revisto por Christensen, Mulvany, 2001). Este
aspecto é clinicamente importante, devendo as alteracdes
morfoldgicas vasculares constituir um alvo da terapéutica anti-
hipertensora tao importante como o'cont_rolo_ da prépria pressao
arterial, no intuito de minimizar um importante féCtor de risco

de morbilidade e mortalidade associado a hipertenséo.

Estudo da contractilidade vascular

Ao analisar os resultados do estudo da contractilidade
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vascular em ratos hipertensos por infusio de DPSPX, a
activacao do sistema renina-angiotensina volta a ser um ponto

fundamental de discussao.

A magnitude da resposta contractil a angiotensina Il foi
muito maior na veia do que na artéria mesentérica de ratos
controlo (Morato et al., 2003), contrariamente ao observado
com a noradrenalina (Morato et al.,, 2003), e confirmando
resultados de outros autores, alguns dos quais descrevem
mesmo a angiotensina Il como um peptideo venoconstrictor
(Warner, 1990; Konishi et al.,, 1997). A resposta contractil ao
cloreto de potéassio foi também maior na veia do que na artéria
mesentérica, embora a diferenca nao tenha sido tdo marcada
como para a angiotensina |l (Morato et al., 2003). A razao pela
qual se verifica uma diferenca tdo marcada na reactividade da
veia mesentérica a angiotensina Il em relacdo a artéria nao é
conhecida. A maior parte dos componentes do sistema renina-
-angiotensina existe a nivel tecidual, indicando a existéncia de
um sistema renina-angiotensina local (revisto por Danser,
1996). A poténcia da angiotensina Il é semelhante a da
angiotensina | (Saris et al., 2000). Aléem disso, quando se
administra angiotensina | na presenca de um inibidor da enzima
de conversao da angiotensina, a producao de angiotensina Il é
semelhante a observada apds administracdo isolada de uma
dose de angiotensina | 50 vezes menor (Saris et al., 2000).

Estes factos realcam a importancia da producao in situ de
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angiotensina Il. O teor de angiotensina |l plasmatico nao difere
entre o territério arterial e o territério venoso (Reams et al.,
1989). Assim sendo, a marcada diferenga na reactividade pode
estar relacionada com diferencas entre o territério arterial e o
venoso no que respeita a actividade do sistema renina-
-angiotensina local, o receptor da angiotensina Il responsavel
pela resposta contractil e/ou o respectivo mecanismo de
transducao. As células endoteliais expressam receptores para a
angiotensina Il (Patel, Sekharam, Block, 1991) e a presenca de
endotélio compromete as contracgbes induzidas pela
angiotensina |l (Bullock, Taylor, Weston, 1986). Por outro lado,
a angiotensina Il aumenta os niveis de AMPc induzidos por
vasodilatadores como a isoprenalina, a prostaglandina I, ou a
adenosina (Kubalak, Webb, 1993) podendo potenciar a
vasodilatacdo induzida por agentes que elevam o AMPc
(Brizzolara-Gourdie, Webb, 1997). E possivel que a modulacdo
da contraccdo a angiotensina Il pelo endotélio e/ou a
vasodilatagado induzida por agentes cuja accdo € aumentada pela
angiotensina Il seja diferente entre o territério arterial e venoso,
condicionando a magnitude da resposta contractii a

angiotensina ll.

A contracgdo méaxima determinada pela angiotensina Il na
artéria e na veia mesentéricas dos ratos hipertensos por infusdo
de DPSPX é bastante menor do que nos ratos controlo,

enquanto que a contraccao maxima a noradrenalina é maior nos
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ratos hipertensos por infusdo de DPSPX do que nos ratos
controlo (sobretudo na veia mesentérica) (Morato et al., 2003).
A diminuicdo da resposta contractil a angiotensina |l e o
aumento da resposta contractil a noradrenalina sdo explicaveis
com os niveis elevados de angiotensina |l plasmaética que se
encontram nos ratos hipertensos por infusao de DPSPX (Morato
et al., 2003). A exposi¢cao repetida ou prolongada a um agonista
geralmente resulta em dessensibilizacao ou downregulation dos
respectivos receptores, o que faz com que a resposta ao
agonista seja menor. Sabe-se que a exposicdo repetida a
angiotensina Il causa uma dessensibilizacdo rapida do seu
receptor AT;a (Peach, 1986). Na hipertensao renal 2K1C, o
receptor ATia sofre downregulation bilateral renal (Haefliger et
al., 1995) e a expressao do receptor AT;s estd correlacionada
inversamente com a actividade da renina plasmatica (Haefliger
et al., 1995), o que leva a pensar que a angiotensina Il
circulante possa desempenhar um papel importante. Na
hipertensao induzida pelo DPSPX, o aumento de mais de duas
vezes do teor de angiotensina Il plasmatica pode ter
dessensibilizado os receptores AT; da angiotensina |l no
territério vascular mesentérico, dando origem a menores
respostas contracteis nos ratos hipertensos por infusdo de
DPSPX. Uma outra explicacdo poderia ser a de que o teor
elevado de angiotensina Il plasmatica induziria in vivo um grau

de contraccao vascular mesentérico maior, de tal forma que a
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exposicao a angiotensina Il exégena resultaria huma contraccéo
menor por o tecido nao ter capacidade de contrair mais. No
entanto, os resultados com o cloreto de potassio, cuja
contraccdo € independente da acgao sobre receptores, mostram
que a hipertensdo pelo DPSPX nado altera a capacidade
contractil dos vasos mesentéricos (até a aumenta, na veia). Por
outro lado, e uma vez que ao dia 3 da hipertensao induzida pelo
DPSPX a resposta contractii a angiotensina Il na artéria
mesentérica de Rato é praticamente nula, poder-se-ia questionar
a accao directa do DPSPX sobre a contraccdao induzida pela
angiotensina Il. Na artéria mesentérica perfundida in situ, o
bloqueio agudo dos receptores da adenosina com DPSPX nao
alterou a capacidade contractii do musculo liso vascular
(Holycross, Jackson, 1989). Também no presente estudo, em
experiéncias preliminares, o DPSPX in vitro nao alterou a
resposta contractii a angiotensina |l (resultados nao
apresentados). O DPSPX nao parece, portanto, ter qualquer
accao como antagonista da angiotensina Il. Além.da diferenca
na magnitude de resposta a angiotensina Il, a artéria e a veia
mesentérica diferem também na forma como a reactividade 3
angiotensina Il & afectada pela hipertensdo induzida pelo
DPSPX. A resposta contractil a angiotensina Il é menor nos
vasos mesentéricos de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX.
No entanto, na artéria mesentérica, a reducdo da resposta

contractil a angiotensina Il é muito marcada ao dia 3 da
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hipertensdo e nao tanto ao dia 14 (Morato et al, 2003),
enquanto que na veia mesentérica, a resposta é semelhante
entre o dia 3 e o dia 14 (Morato et al.,, 2003). Na artéria
mesentérica perfundida, a exposicdo a angiotensina Il parece
potenciar a resposta a uma exposicdo posterior, depois de
superada a taquifilaxia (Collis, Alps, 1975). Neste estudo ndo foi
realizado qualquer avaliagdo farmacoldgica e/ou molecular do
receptor envolvido na resposta contractil a angiotensina Il e de
eventuais alteragdes induzidas pelo tratamento com DPSPX. No
entanto, diferencas no receptor envolvido, alteracbes na
propor¢cao dos receptores AT; e AT, e/ou no mecanismo de
transducao poderdo explicar esta diversidade de resposta (na
artéria, mas ndo na veia, quase se verifica reversdo da
dessensibilizagao/downregulation do receptor da angiotensina !l
responsavel pela resposta contractil). A interac¢do entre a
vasoconstricdo induzida pela angiotensina Il e a vasodilatacao
induzida pela adenosina poderia ter interesse no contexto dos
presentes resultados, uma vez que a angiotensina |l pode
facilitar a vasodilatacdo induzida pela adenosina (Kubalak,
Webb, 1993; Brizzolara-Gourdie, Webb, 1997). Ao dia 3 da
hipertensdo os receptores da adenosina estdo bloqueados pelo
DPSPX e, consequentemente, a adenosina ndo exerce o seu
efeito vasodilatador. Se fosse esta a explicacdo, a resposta
contractil a angiotensina |l estaria aumentada e ndo diminuida,

como se observa. Ao dia 14 nao existe antagonismo dos receptores
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da adenosina pelo DPSPX. A angiotensina Il plasmatica (cujos
niveis estdo aumentados mais de duas vezes) poderia aumentar
os niveis de AMPc, facilitando a vasodilatagdo induzida pela
adenosina (Kubalak, Webb, 1993; Brizzolara-Gourdie, Webb,
1997), contrariando a resposta contractil a angiotensina II,
diminuindo-a. No entanto, o facto de o perfil: de resposta a
angiotensina Il durante a hipertensao induzida pelo DPSPX n3o
ser o mesmo entre artéria e veia mesentéricas nao favorece esta

interpretagao dos resultados.

Os niveis elevados de angiotensina Il plasmatica
associados a hipertensdo induzida pelo DPSPX (Morato et al.,
2003) podem também explicar o aumento da resposta contractil
a noradrenalina. A angiotensina 1l em doses subconstritoras
aumenta a resposta a noradrenalina in vivo e in vitro. In vivo, a
angiotensina Il aumenta o ténus induzido pela fenilefrina no leito
mesentérico de Rato (Qiu, Henrion, Levy, 1994; Dowell et al,,
1996) e potencia a vasoconstricdo das coronarias induzida pela
estimulacao eléctrica dos terminais nervosos simpaticos (Saino
et al., 1997). In vitro, a angiotensina |l aumenta a resposta
contractil a noradrenalina (Day, Moore, 1976; Henrion et al.,
1992). Um aspecto importante da modulacdo das contraccbes &
noradrenalina diz respeito a alteragbes na regulacdo endotelial,
nomeadamente da exercida pelo monéxido de azoto que
contraria a vasoconstricdao induzida pela noradrenalina na
hipertensdo (Hayakawa, Raji, 1997; Nishida et al., 1998). A
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noradrenalina pode actuar nas células endoteliais e aumentar a
libertagado de mondxido de azoto, atenuando o seu préprio efeito
contractil no musculo liso (Arribas et al, 1994; Bockman,
Gonzalez-Cabrera, Abel, 1996). O sistema renina-angiotensina
pode também estar envolvido nesta modulacdo, estando
implicado na disfuncao endotelial (Hoshino et al., 1994). Nos
ratos hipertensos por infusdo de DPSPX, o relaxamento
dependente do endotélio pelo carbacol encontra-se
comprometido na artéria da cauda, o que nao acontece com o
relaxamento independente do endotélio (Paiva et al., 1997). Os
niveis elevados de angiotensina Il podem comprometer a fungédo
endotelial e, consequentemente, a modulagdo (negativa) da
contracgcao adrenérgica, levando a maiores respostas contracteis
a noradrenalina (Morato et al., 2003). Curiosamente, na artéria
da cauda de ratos hipertensos por infusao de DPSPX nao se
verificam diferenc¢as na resposta ao UK14.304, um agonista dos
adrenoceptores o (Guimaraes et al, 1994). As altera¢gdes na
modulacdo das contrac¢cdes a noradrenalina podem envolver,
além do mondxido de azoto endotelial (Hayakawa, Raji, 1997;
Nishida et al., 1998), outros factores endoteliais como o anido
superoéxido (Tschudi et al.,, 1996), que inactiva o0 monéxido de
azoto, e/ou vasoconstrictores como a endotelina e produtos da
ciclooxigenase, nomeadamente o tromboxano A, (Hayakawa,
Raij, 1997).

A resposta contractil ao cloreto de potassio nao esta
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alterada na artéria mesentérica de ratos hipertensos por infusédo
de DPSPX (Morato et al, 2003). No entanto, na veia
mesentérica verifica-se uma resposta muito maior ao dia 3 da
hipertensao e um aumento mais moderado ao dia 14 (Morato et
al., 2003). Uma vez que a contracg¢do induzida pelo cloreto de
potassio é causada por despolarizacdo da membrana célular,
estes resultados favorecem a interpretacéo de due a eficacia dos
mecanismos de excitacdo-contracgdo ou a maquinaria contractil
nao sao alteradas pela hipertensao induzida pelo DPSPX na
artéria mesentérica mas que de alguma forma, dificil de
explicar, se encontram aumentadas na veia mesentérica. Uma
vez que na veia mesentérica o aumento da contraccéo ao cloreto
de potéssio é sobretudo marcado ao dia 3, a primeira explicagcdo
seria a de um efeito potenciador directo do DPSPX presente na
circulagdo sanguinea. No entanto, experiéncias preliminares
realizadas com o DPSPX in vitro negam esta hipdtese. Por outro
lado, revelam que o aumento observado parece ser regional uma
vez que nao se verifica na veia femoral (resultados néo
apresentados). A hipertrofia marcada das células musculares
lisas vasculares observada nos ratos hipertensos por infusdo de
DPSPX (Albino-Teixeira et al., 1991; Morato et al.,, 2003)
poderia também justificar a maior resposta contractil ao cloreto
de potassio. No entanto, as alteracdes morfolégicas sido
marcadas ao dia 7 e progridem com o tempo de hipertensdo, ao

contrario do que se passa com a resposta contractil ao potassio.
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De acordo com a teoria de Folkow (Folkow, 1956), as
alteracdes morfolégicas vasculares podem contribuir para a
hiperreactividade observada na hipertensdo, uma vez que a
contraccdo de um vaso com maior parede e menor lUmen dara
origem a maior resisténcia vascular, ainda que para o mesmo
grau de encurtamento do masculo liso. De facto, a maior razdo
média/limen amplifica a resposta vasoconstritora (Folkow et
al., 1970a) e a hiperreactividade vascular desaparece quando se
normaliza em relagdo a massa muscular (Aalkjaer et al., 1987).
Na hipertensao induzida pelo DPSPX, as alteragées morfolégicas
vasculares sao exuberantes (Albino-Teixeira et al., 1991; Morato
et al., 2003) e poderiam justificar a hiperreactividade observada.
Os resultados do estudo da contractilidade vascular foram
normalizados em relagdo a massa dos anéis vasculares
(expressa em mN/mg) e, mesmo assim, continuou a verificar-se
hiperreactividade a noradrenalina na artéria e na veia
mesentéricas, e ao cloreto de potassio na veia mesentérica,
sugerindo que as alteracdes morfologicas vasculares nao sejam
0 unico factor a contribuir para a hiperreactividade observada.
Por outro lado, se as alteragdes morfoldgicas vasculares fossem
o Unico factor determinante da alterada reactividade deveria
observar-se também hiperreactividade para a angiotensina Il. A
pressao arterial pode também condicionar a reactividade dos
vasos sanguineos na hipertensdo. A elevacdo tensional induzida
pelo DPSPX é moderada (Albino-Teixeira et al., 1991; Morato et
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al.,, 2002, 2003), quando comparada com outros modelos
experimentais de hipertensdo e em relagdo as alteracbes
morfolégicas vasculares. Nado se pode ignorar a possivel
contribuicdo da elevada pressao arterial para as alteracdes na
reactividade vascular dos ratos hipertensos por infusdo de
DPSPX, sobretudo pela longa duracdo, mas, mais uma vez seria
de esperar que a contribuicao se reflectisse de igual forma nos

trés contracturantes testados.

O perfil de respostas contracteis a angiotensina Il nos ratos
hipertensos por infusdo de DPSPX contrasta com o perfil obtido
com a noradrenalina ou com o cloreto de potassio; apenas a
angiotensina |l se observam menores respostas contracteis. Os
resultados deste estudo contrastam também com os da maioria
dos estudos noutros modelos experimentais de hipertensdo, em
que, a semelhanca do observado para outros contracturantes, se
verifica hiperreactividade vascular (Kost et al., 1994; Touyz et
al., 1999). Os niveis elevados de angiotensina [l surgem,
portanto, como a explicagdo mais plausivel para a menor
reactividade vascular & angiotensina Il na Hipertenséo induzida
pelo DPSPX, ainda que outros factores como a pressao arterial e
as alteragdes morfologicas vasculares possam também
contribuir em menor escala. Na hipertensao renal 2K1C (Ljung,
Jandhyala, Kjellstedt, 1981) e durante restricdo de sddio
(Thurston, Laragh, 1975), igualmente modelos de activacdo do

sistema renina-angiotensina, também se verificam menores
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respostas vasculares a angiotensina |l, favorecendo a presente

interpretacao.

Ha mais de sete décadas que a adenosina é conhecida
como um potente vasodilatador (Drury, Szent-Gyorgyi, 1929) e,
como tal, o antagonismo dos receptores da adenosina com
DPSPX podera contribuir para as alteragdes da reactividade
vascular observadas. Esta ac¢ao vasodilatadora é provavelmente
mediada pelo receptor Azx (Hein, Belardinelli, Kuo, 1999)
presente nas células musculares lisas e nas células endoteliais
(Balcells, Suarez, Rubio, 1992). A vasodilatacdo induzida pela
adenosina pode, portanto, resultar da accao directa sobre o
musculo liso (Herlihy et al., 1976) ou ser mediada pelo endotélio
(Headrick, Berne, 1990). Este assunto permanece controverso,
talvez porque o papel do endotélio no efeito vasodilatador da
adenosina nao é facilmente evidenciavel uma vez que, ao
contrario de outros vasodilatadores dependentes do endotélio,
como a acetilcolina que contrai o misculo liso na auséncia de
endotélio, a adenosina dilata os vasos com e sem endotélio. A
adenosina é considerada por alguns autores como um agente
vasodilatador independente do endotélio (Quyyumi et al., 1995;
Costa, Biaggioni, 1998). Outros autores contestam esta
afirmacado. Alguns estudos mostram menores respostas a
adenosina em preparagdes sem endotélio (Yen, Wu, Chiou,
1988; Martin, Potts, 1994). A adenosina, administrada intra-

arterialmente, fica retida nas células endoteliais, quase nao
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alcangcando o musculo liso vascular subjacente (Nees et al.,
1985). Recentemente, foi proposta a interpretacdo de que as
células endoteliais possam actuar como uma barreira a
adenosina intravascular (Gamboa et al.,, 2003). No entanto,
mesmo ligada a macromoléculas que dificultam a sua passagem
pelo endotélio, a adenosina ainda € capaz de produzir
vasodilatacao (Olsson, Davis, Khouri, 1977). Na hipertensao
induzida pelo DPSPX verifica-se disfungcdo endotelial (Paiva et
al., 1997). Contudo, nao se sabe se a barreira endotelial para a
adenosina é preservada ou estd ausente nestas situacdes.
Mesmo considerando a dependéncia do endotélio, ndo existe
consenso quanto aos factores endoteliais envolvidos. Ha
evidéncia do envolvimento do monéxido de azoto endotelial
(Martin, Potts, 1994) e da elevagao dos niveis intracelulares de
AMPc (Silver, Walus, DiSalvo, 1984) na dilatacdo das coronarias
pela adenosina. Também hé evidéncia contra o envolvimento do
monodxido de azoto endotelial (Costa, Biaggioni, 1998) e do
AMPc (Herlihy et a/., 1976). E possivel que concentragdes baixas
de adenosina induzam vasodilatacdo dependente do endotélio,
mas que concentracdes elevadas mascarem a dependéncia do
endotélio (Hein, Kuo, 1999). Além disso, é possivel que para
concentracdes elevadas o receptor Asg também esteja envolvido
e que tal possa contribuir para as diferencas observadas nos

diversos estudos (Hein, Bellardinelli, Kuo, 1999).

A hipertensdo induzida por infusdo de DPSPX est4, portanto,
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associada a alteracgdes da reactividade vascular mesentérica, as
quais sao consistentes com um modelo experimental de
hipertensao caracterizado por activacdo do sistema renina-

-angiotensina.

Estudo da modulagdo da neurotransmissdo simpéatica

pela angiotensina |1

O sistema nervoso simpatico é importante para o
desenvolvimento da hipertensao induzida pelo DPSPX, uma vez
que a desnervacao simpatica com 6-hidroxidopamina retarda a
instalacdo e diminui a magnitude da elevacao tensional (Sousa,
Morato, Albino-Teixeira, 2002), a semelhanca do que se observa
nos ratos SHR (Lee et al.,, 1987) e na hipertensdo renal 2K1C
(Nakada et al., 1996).

Os resultados do estudo da modulagdo da
neurotransmissdo simpatica pela angiotensina Il na artéria e na
veia mesentérica de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX
contrastam com os resultados do estudo da contractilidade
vascular. A angiotensina |I facilita a neurotransmissao simpatica
(Zimmerman, Gomer, Liao, 1972). O efeito facilitatério da
angiotensina Il foi semelhante entre a artéria e a veia

mesentérica de ratos controlo. Esta semelhanga contrasta
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obviamente com a maior reactividade contractil de cerca de oito
vezes da veia mesentérica quando comparada com a artéria
mesentérica. Por outro lado, nos ratos hipertensos por infusado
de DPSPX verificou-se um aumento do efeito facilitatério da
angiotensina Il na artéria mesentérica ao 14° (mas ndo ao 3°)
dia de hipertensao, enquanto que na veia mesentérica nao se
verificou qualquer alteracdo no efeito facilitatério da
angiotensina |l sobre a neurotransmissdao simpatica. Mais uma
vez, este perfil de resposta contrasta com a diminuigado
generalizada do efeito contractil induzido pela angiotensina Il na

artéria e na veia mesentérica.

Estudos farmacolégicos sugerem que o receptor
responsavel pelo efeito contractil da angiotensina Il é diferente
do receptor responsavel pelo efeito facilitador da
neurotransmissdo simpatica. O losartan ndo alterou o efeito
facilitatério da angiotensina |l in vivo em ratos descerebrados
(Ohlstein et al., 1997) nem in vitro no ventriculo esquerdo
(Moura et al., 1999; Guimaraes et al.,, 2001) ou nas artérias
pulmonar e mesentérica (Guimaraes, Paiva, Moura, 1998:
Guimaraes et al., 2001). Alguns artigos descrevem antagonismo
do efeito facilitatério da angiotensina Il pelo losartan mas
referem-no como sendo muito menos potente a antagonizar a
resposta pré- do que a posjuncional da angiotensina |,
nomeadamente em relagdo a saralazina (Guimaraes, Paiva,

Moura, 1998), um antagonista nao selectivo dos receptores da
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angiotensina Il, ou ao eprosartan (Guimaraes et al., 2001), outro
antagonista do receptor AT; da angiotensina Il. Estes factos
sugerem que o receptor prejuncional para a angiotensina |l seja
diferente do receptor AT; classico e do receptor posjuncional. A
simples observacao de que os efeitos pré- e posjuncionais da
angiotensina |l ocorrem para concentragbes bastante diferentes
sugere ja alguma diferenca ao nivel do receptor envolvido; nos
estudos posjuncionais a curva concentracao-resposta atinge
concentragdes bastante superiores as necessarias para atingir o
efeito facilitatério maximo. A ordem de poténcia de vérios
antagonistas do receptor AT; da angiotensina |l difere entre o
efeito facilitatério da neurotransmissdo simpética e o efeito
contractil directo da angiotensina Il in vivo em ratos
descerebrados (Balt et al, 2001) e in vitro na artéria
mesentérica de Coelho (Balt et al., 2002) e na artéria da cauda
de Rato (Pinheiro et al., 2002). No Rato, existem dois subtipos
do receptor AT;: AT1a e AT (lwal, Inagami, 1992). Na artéria
da cauda de Rato (Cox et al., 1995; Cox, Story, Ziogas, 1996) e
na artéria mesentérica de Coelho (Balt et al., 2003) o efeito
facilitatério da angiotensina Il é atenuado pelo composto
PD123319 (um antagonista do receptor AT, da angiotensina Il)
em concentrag¢des que antagonizam o receptor AT (1 uM e 10
M), mas tal ndo se verifica para o efeito posjuncional da
angiotensina Il. No presente trabalho ndo foi feita a

caracterizacao farmacolbgica do receptor da angiotensina Il
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envolvido em qualquer dos dois efeitos. No entanto, o facto de
no estudo da modulagdo da neurotransmissao simpatica pela
angiotensina |l ndo se verificar a marcada diferenca na
reactividade entre artéria e veia mesentérica ou a diminuicéo da
resposta a angiotensina Il nos ratos hipertensos por infusédo de
DPSPX sustenta, ainda que inditecfamente, a hipbtese de os
efeitos pré- e posjuncional da angiotensina |l serem mediados
por receptores diferentes. Se o receptor fosse o mesmo, seria de
esperar que, dados os niveis elevados de angiotensina Il
plasmatica, o receptor prejuncional sofresse dessensibilizagéo e
originasse menor efeito facilitatério nos ratos hipertensos por
infusdo de DPSPX, a semelhanca do que se observa para a
resposta contractil. Enquanto que a dessensibilizacdo do
receptor que medeia o efeito contractil da angiotensina Il esta ja
bem estabelecida (Peach, 1986), a dessensibilizacdo do
receptor que medeia o efeito facilitatério prejuncional foi apenas
sugerida na aorta de Coelho (Storgaard, Nedergaard, 1997) e na
veia porta (Sybertz, Peach, 1980). Recenteme_nte, Nap e
colaboradores (Nap ef al., 2004) demonstraram que o receptor
presente nos vasos e responsavel pelo efeito contréctil induzido
pela angiotensina Il é do subtipo AT;4 e que o receptor neuronial
responsavel pela facilitacdo da neurotransmissdo simpéatica
pertence ao subtipo AT;g. Este estudo é consistente com a
rapida  dessensibilizagdo do  receptor ATi;a  quando

repetidamente estimulado pela angiotensina |l (Peach, 1986).
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Os resultados obtidos no presente trabalho sdo compativeis com
a hipbtese de o receptor vascular da angiotensina Il ser do
subtipo ATia, que rapidamente dessensibiliza, e de o receptor
neuronial da angiotensina |l ser diferente, eventualmente do
subtipo AT;g, dado que ndo sofre dessensibilizacdo pela

exposicao a niveis elevados de angiotensina Il.

O efeito facilitatério da angiotensina Il estd aumentado nos
ratos SHR (Kawasaki, Cline, Su, 1982; Cline, 1985). Por outro
lado, na fase inicial da hipertensdao renal 2K1C, em que o
sistema renina-angiotensina desempenha um papel fundamental
(Davis, 1977), nao ha diferengas na neurotransmissao simpatica
nem no efeito facilitatério da angiotensina Il (Eikenburg, Ekas,
Lokhandwala, 1982). Na fase tardia da hipertensao renal 2K1C
existe alguma controvérsia acerca da importancia do sistema
renina-angiotensina (Davis, 1977) e também sobre a modulacéo
da neurotransmissao simpatica pela angiotensina Il. Na artéria
mesentérica perfundida in situ (Zimmerman, Robertson,
Jackson, 1987) observa-se aumento do efeito facilitatério da
angiotensina |l enddbgena, o qual pode contribuir para a
manutencao da hipertensdao. Mas, na artéria mesentérica
perfundida isolada (Eikenburg, Ekas, Lokhanwala, 1982), a
resposta prejuncional a angiotensina Il exdégena esta diminuida,
podendo representar um mecanismo de compensacao a
hipertensdo, resultante de alteragdes no receptor ou a maior

catabolismo da angiotensina Il (Brunner et al., 1972; Thurston,
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Laragh, 1975), mas ndo a alteragbes na recaptacdo de
noradrenalina a semelhanca do observado nos ratos SHR
(Eikenburg, Ekas, Lokhanwala, 1982). Estdo descritas alteragcdes
na reactividade do receptor prejuncional da angiotensina Il
durante restricdes no aporte de sédio, no sentido de se observar
uma relagdo directa entre aporte de sédio e reactividade a
angiotensina Il (Sybertz, Peach, 1980; Eikenburg, Ekas,
Lokhanwala, 1982) provavelmente devido a dessensibilizacdo do
receptor (Sybertz, Peach, 1980). Uma outra explicacdo para a
menor resposta prejuncional a angiotensina |l tem sido a
libertacdo de prostaglandinas (Jackson, Campbell, 1981). A
hipertensao induzida pelo DPSPX estd associada a maior
resposta prejuncional a angiotensina Il na artéria mesentérica, a
semelhan¢a do observado nos ratos SHR (Kawasaki, Cline, Su,
1982; Cline, 1985) e na hipertensdo renal 2K1C, na artéria
mesentérica perfundida in situ (Zimmerman, Robertson,
Jackson, 1987). Este aumento da libertacdo de noradrenalina
dos terminais nervosos simpaticos pode contribuir para o
aumento da resisténcia vascular periférica e, consequentemente,

para a manutencao da hipertensao.

A accéo facilitatéria da angiotensina Il sobre a libertacdo
de noradrenalina mostrou uma tendéncia (ndo uma diferenca
estatisticamente significativa) para ser menor nos ratos
hipertensos ao 3° dia, sobretudo na veia mesentérica. Como ja

foi discutido, ndo é provavel que esta tendéncia se deva a
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dessensibilizacdo do receptor responséavel pelo efeito
facilitatério da angiotensina Il. No entanto, aos 3 dias de
hipertensdo os receptores da adenosina estdo antagonizados
pelo DPSPX presente na circulacdo sanguinea. A nivel vascular,
a adenosina exégena modula a neurotransmissdo simpética
inibindo-a por accdo no receptor A; (Wiklund, Cederquist,
Gustafsson, 1989) e facilitando-a através da activacdo do
receptor Aox (Wiklund, Cederqvist, Gustafsson, 1989; Gongalves,
Queiroz, 1996). Na artéria da cauda de Rato é possivel observar
quer o efeito inibitério quer o efeito facilitatério da adenosina
exoégena (Gongalves, Queiroz, 1996; Fresco et al., 2002). O
DPSPX é um antagonista ndo selectivo dos receptores da
adenosina sendo de esperar a supressdo da modulacdo exercida
pela adenosina sobre a neurotransmissao simpética no territério
mesentérico. Embora seja clara a modulacdo exercida pela
adenosina exdgena, tem sido dificil demonstrar o papel
fisiolégico da adenosina endbégena sobre a neurotransmissao
simpatica. A adenosina endogena inibe a neurotransmissao
simpatica no tecido cardiaco (Richardt et al., 1989). No entanto,
no tecido vascular, a exposicdo aguda ao DPSPX n&o influenciou
a resposta a estimulagdo nervosa no leito mesentérico
perfundido in situ (Jackson, 1987) ou em condicbes
experimentais que pretendiam estimular a producdo enddgena
de adenosina, como a estimulacdo simpatica sustentada

associada a reduc¢ao do fluxo sanguineo mesentérico (Kuan,
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Jackson, 1988) ou a hipotensao hemorragica (Jackson, Herzer,
Kuan, 1994). A semelhanca do observado com a exposicdo
aguda, o antagonismo dos receptores da adenosina com DPSPX
durante 7 dias também nao altera a neurotransmissao simpética
na artéria mesentérica perfundida de Rato (Ralevic, Rubino,
Burnstock, 1996) nefn a modulacdo da neurotransmisséo
simpéatica por parte dos réce'ptores da adenosina (Rubino,
Burnstock, 1995; Ralevic, Rubino, Burnstock, 1996). Contudo,
as respostas contracteis induzidas por estimulacao eléctrica em
ratos tratados com DPSPX sdo menores no miocardio auricular
(Rubino, Burnstock, 1995) e maiores na artéria da cauda
(Karoon, Rubino, Burnstock, 1995), quando comparadas com as
respostas de ratos controlo, sugerindo que em alguns tecidos ou
situagbes experimentais a adenosina endbégena seja um
importante modulador da neurotransmissdo simpatica. No
presente estudo, a exposi¢cdo aguda a uma dose de DPSPX que
antagoniza os receptores da adenosina (Persson et al.,, 1991)
facilitou a libertagcdo. de noradrenalina com uma magnitude
semelhante a dose maior de angiotensina I, sug‘érindo que nas
condi¢cbes experimentais presentes a adenosina enddgena inibe
a neurotransmissao simpatica quer na artéria quer na veia
mesentérica de Rato e contrariando os resultados de outros
estudos (Jackson, 1987; Kuan, Jackson, 1988; Jackson, Herzer,
Kuan, 1994; Karoon, Rubino, Burnstock, 1995). Diferengas na

dose de DPSPX, na técnica utilizada (vaso isolado vs perfundido),
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no parametro utilizado para avaliacdo da neurotransmissio
simpatica (pressdo de perfusdo, fluxo sanguineo, tensdo
contréctil, libertagdo de *H-NA) ou no territério vascular (artéria
mesentérica vs artéria da cauda) podem contribuir para a
diversidade de resultados. Além disso, nas condic¢des
experimentais do presente estudo, a exposicdo aguda ao DPSPX
ndo alterou o efeito facilitatério da angiotensina Il (pelo menos a
concentragdo de 10 nM), sugerindo que o menor efeito
facilitatério da angiotensina Il aos 3 dias de hipertensdo nao se
deve ao antagonismo dos receptores da adenosina. Ndo é facil,
portanto, explicar a clara tendéncia para aos 3 dias de
hipertensao se verificar menor efeito facilitatério a angiotensina
Il na artéria e na veia mesentérica. E razoével admitir que o
antagonismo dos receptores da adenosina pelo DPSPX durante
3 dias possa influenciar o efeito facilitatério a angiotensina Il de
forma diferente de uma exposicdo aguda. Além disso, ao dia 3
da hipertensdo, além do antagonismo dos receptores da
adenosina pelo DPSPX também se observa aumento dos niveis
plasmaticos de angiotensina |, o que acentua ainda mais a
diferenca entre as situacdes experimentais para que possam ser
comparadas directamente. Na artéria mesentérica perfundida, a
adenosina endodgena ndo parece regular o efeito facilitatério da
angiotensina Il sobre a neurotransmissao simpatica (Holycross,
Jackson, 1989). Mais uma vez, neste estudo (Holycross,

Jackson, 1989) a exposicdo ao DPSPX é aguda e néo se verifica

130



Discusséo

simultaneamente elevacao dos niveis de angiotensina II.

A existéncia de interacgdes entre os diferentes receptores
que modulam a libertagdo do neurotransmissor simpéatico pode
também contribuir para as alteragbes na neurotransmissio
simpatica que se verificam na hipertensdo experimental. Na
hipertensdo induzida pelo DPSPX observa-se, a nivel vascular,
aumento do efeito facilitatério mediado por adrenoceptores
prejuncionais (Guimaraes, Albino-Teixeira, Paiva, 1995) e
aumento do efeito inibitério mediado por adrenoceptores oy
prejuncionais (Guimaraes et al., 1994), sendo o resultado global
um aumento da neurotransmissdo simpatica (Karoon, Rubino,
Burnstock, 1995). Por outro lado, no coracdo observa-se menor
inotropismo mediado por adrenoceptores a e B (Rubino,
Burnstock, 1995). Assim sendo, parece existir interaccdo entre
0s receptores da adenosina e os adrenoceptores o e P
prejuncionais. Nos ratos SHR as alteragdes na modulagio
prejuncional da neurotransmissdo simpatica parecem envolver
varios receptores, nomeadamente, subsensibilidade dos
adrenoceptores inibitérios oy (Galloway, Westfall, 1982) e da
adenosina (Kubo, Su, 1983) e supersensibilidade dos
adrenoceptores facilitatérios B, (Kawasaki, Cline, Su, 1982).
Recentemente a interacgdo entre o receptor facilitatério ATy
para a angiotensina |l (independentemente do subtipo) e o
adrenoceptor inibitério a» tem recebido consideravel atencio.

Alguns estudos sugerem que é necesséaria a auto-inibicdo oy
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para que se verifique o efeito facilitatério da angiotensina II.
Assim, o efeito facilitatério da angiotensina |l é prevenido ou
fortemente atenuado durante o antagonismo farmacolégico do
efeito inibitério a, no tecido cardiaco de Coelho (Starke,
Schiimann, 1972), Cobaio (Brasch et al., 1995), Rato recém-
-nascido (Mota, Guimaraes, 2002) e Ratinho (Cox et al., 2000),
enquanto que o efeito facilitatério da angiotensina I é
aumentado durante a estimulagdo farmacoldgica do efeito
inibitério o no coragdo de Rato recém-nascido (Mota,
Guimaraes, 2003) e nos vasos renais de ratos SHR (Jackson et
al., 2001). Esta interaccao também foi observada em condigdes
experimentais que minimizam a auto-inibicao oy (Brasch et al.,
1995; Cox et al., 2000). Contrariamente, na artéria pulmonar de
Coelho observa-se um aumento da poténcia da angiotensina [l
ap6s o bloqueio a, (Costa, Majewski, 1988) enquanto que na
artéria da cauda de Rato nao se verifica alteracdo do efeito
facilitatério da angiotensina 1l pelo bloqueio ay (Mota et al,
2000). Nao é conhecida a razdo para esta diferenca de efeito
mas podera estar relacionada com diferencas inerentes ao
tecido cardiaco e ao tecido vascular. Um estudo com Ratinhos
knockout para os diferentes subtipos de adrenoceptores ap
mostra que o adrenoceptor axc € o principal responséavel pela
interacgao com o receptor para a angiotensina Il, embora o
adrenoceptor azg possa também estar envolvido (Trendelenburg

et al., 2003). Foi proposto que a auséncia de efeito facilitatério
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da angiotensina Il na presenga de antagonismo ap esteja
relacionada com a cinase C de proteinas (Cox et al., 2000; Mota,
Guimaraes, 2002, 2003) que activada pode inactivar a via
inibitéria oy, (Cox et al., 2000) ou interagir com a via do AMPc
(Mota, Guimaraes, 2002). Neste contexto, o maior efeito
facilitatorio da angiotensina Il observado na artéria mesentérica
de ratos hipertensos por infusdo de DPSPX poderd estar
relacionado com a maior sensibilidade dos adrenoceptores oo
(Guimaraes et al., 1994). Estdo igualmente descritas interacgdes
entre os adrenoceptores o, e outros receptores inibitérios,
nomeadamente os receptores A; da adenosina (Enero, Saidman,
1977). No entanto, nada se sabe acerca da interac¢ao entre os
receptores inibitérios A; da adenosina e o receptor facilitatério
da angiotensina Il embora a hipétese de existir qualquer relagéo
tenha ja sido levantada (Ralevic, Rubino, Burnstock, 1996). A
inibicdo A;, a semelhangca do que se observa para a auto-
-inibicao oy, podera ser igualmente necessaria para que o efeito
facilitatério da angiotensina |l se revele na sua totalidade. Esta.
hipétese, meramente especulativa, poderia justificar a tendéncia
para menor resposta a angiotensina Il aos 3 dias de hipertensao
por infusdo de DPSPX. Contudo, o facto de a exposi¢do aguda
ao DPSPX nao ter alterado a resposta a angiotensina |l nao
favorece esta interpretacao de interacg¢do prejuncional entre
receptor A; e receptor da angiotensina Il. Mais uma vez, a nao

concordancia dos resultados podera estar relacionada com a
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diferenca entre uma exposi¢ao aguda e prolongada.

Estudo da sensibilidade ao estimulo doloroso agudo e

papel do bolbo raquidiano ventrolateral

O estudo da sensibilidade dolorosa ao estimulo agudo em
ratos hipertensos por infusdo de DPSPX pretendeu avaliar se
neste modelo experimental de hipertensdo se reproduz a
associacao entre hipoalgesia e hipertensdo observada noutros
modelos experimentais de hipertensdo (Zamir, Segal, 1979;
Zamir, Simantov, Segal, 1980; Sitsen, de Jong, 1983) e na
hipertensao humana (Zamir, Shuber, 1980; Ghione et al., 1985;
Ditto et al., 1993). O facto de Ratinhos knockout para o receptor
Arn  da adenosina serem hipertensos e demonstrarem
hipoalgesia em testes comportamentais de dor (Ledent et al.,
1997) estimulou este interesse. Por outro lado, a activagao do
sistema renina-angiotensina na hipertensdo induzida pelo
DPSPX reforga a possibilidade de a angiotensina Il poder ser o

factor comum entre hipertensao e hipoalgesia.

No presente estudo, nos ratos hipertensos por infusdo de
DPSPX observou-se menor activagdo de neurbnios espinhais
induzida por estimulagdo nodxica mecanica, avaliada pela

expressao espinhal da proteina Fos, confirmando resultados
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preliminares anteriores (Albino-Teixeira et al.,, 1997). Dado que
a expressao espinhal da proteina Fos constitui um bom
indicador de activagao neuronial (Hunt, Pini, Evan, 1987) e que
ha uma correlagado positiva com as respostas comportamentais

de dor (Gogas et al., 1991), os resultados obtidos sugerem que

a hipertensdo induzida pelo DPSPX estd associada a .

hipoalgesia, a semelhanca “do que foi observado noutros
modelos experimentais de hipertensao (Zamir, Segal, 1979;
Zamir, Simantov, Segal, 1980; Sitsen, de Jong, 1983) e na
hipertensao humana (Zamir, Shuber, 1980; Ghione et al., 1985;
Ditto et al, 1993). A inibicao de neurdnios espinhais foi ja
observada em estudos de deteccdo imunohistoquimica da
expressao de c-fos na hipertensdo por estenose da artéria renal
(Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995; Tavares et al., 1997) e na
hipertensdo induzida pelo L-NAME (Tavares, Albino-Teixeira,
Lima, 1995), e em estudos de electrofisiologia em ratos SHR
(Randich, Robertson, 1994). A inibicdo de neurénios espinhais
nos ratos hipertensos por infusao de DPSPX aconteceu
sobretudo nas camadas ’profundas do corno dorsal, o que esté
de acordo com o observado noutros modelos experimentais de
hipertensdo que utilizaram o c-fos para monitorizar a actividade
de neurdnios espinhais (Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995;
Tavares et al.,, 1997). Para além disso, convém salientar que
estudos de electrofisiologia (Randich, Robertson, 1994)

mostraram uma maior inibicdo de neurénios de largo espectro
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dinamico, que prevalecem nas camadas profundas do corno

dorsal (Menetrey, Giesler, Besson, 1977).

Diversos estudos experimentais sugeriram que quanto
mais rapida é a instalagcdo da hipertensdo maior é o grau de
inibicdo dos neurénios espinhais. De facto, a inibicdo espinhal é
maior na hipertensado induzida por estenose da artéria renal
(Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995), que se instala
rapidamente (2-3 dias; Cangiano, Rodriguez-Sargent, Martinez-
-Maldonado, 1979), do que na hipertensao induzida pelo DPSPX
ou pelo L-NAME (Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995), que sao
modelos experimentais de hipertensdo com um perfil de
instalagao gradual. A pressao arterial de ratos tratados pelo
DPSPX sobe gradualmente a partir do dia 3/4 e estabiliza pelo
dia 7 (Albino-Teixeira et al., 1991) e a hipertensao induzida pelo
L-NAME tem uma instalagdo ainda mais lenta (Albino-Teixeira,
Soares-da-Silva, 1994). A hipertensao induzida pelo DPSPX esta
associada a maior inibicdo dos neurdénios espinhais do que a
hipertensao pelo L-NAME (Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995).
A rapidez de instalacdo da hipertensao parece, inclusivamente,
ser mais importante do que a magnitude ou a duragao da
mesma. A hipertensao induzida pelo L-NAME caracteriza-se por
uma elevagcao mais marcada da pressdo arterial do que a
hipertensao por estenose da artéria renal (Tavares, Albino-
-Teixeira, Lima, 1995) ou a hipertensao pelo DPSPX, sendo, no

entanto, o modelo em que a inibicdo dos neurdénios espinhais é
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menos marcada (Tavares, Albino-Teixeira, Lima, 1995; Tavares
et al., 1997). Por outro lado, a hipertensdo por estenose da
artéria renal estd associada a igual inibicdo dos neurdnios
espinhais aos 4 e aos 21 dias de hipertensao (Tavares, Albino-
-Teixeira, Lima, 1995; Tavares et al., 1997), momentos em que
a magnitude da elevacdo tensional é semelhante (Tavares,
Albino-Teixeira, Lima, 1995; Tavares et al., 1997).

A menor activacao dos neurdnios nociceptivos espinhais
induzida por estimulacdo noéxica poderia resultar do
antagonismo da acc¢do da adenosina ou da accdo directa do
DPSPX sobre os neurdnios nociceptivos espinhais. Dados
clinicos e experimentais diversos relacionam a adenosina com a
modulagdo de processos antinociceptivos no cérebro e na
medula espinhal. Apesar de a nivel muscular e cardiaco a
adenosina ter uma accao algogénica (Gaspardone et al., 1995),
a adenosina e seus analogos induzem antinocicepcdo apés
administracao intratecal e subcutanea (Holmgren et al., 1986).
Estudos clinicos demonstram que a infusdo intravenosa de
adenosina terh um efeito antinociceptivo em varios modelos de
provocacao de dor, diminuindo a necessidade de anestésicos
volateis e de analgesia opidide pds-operatéria (revisto por
Sollevi, 1997). Dado que a medula espinhal é um local
fundamental para a modulagdo da nocicepcdo induzida pela
adenosina (revisto por Sawynok, Liu, 2003), é pertinente

qguestionar se a inibigcdao dos neurénios espinhais se deve a uma
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ac¢ao directa da adenosina naquela zona de processamento da
informacdo dolorosa. Estudos electrofisiolégicos indicam que a
adenosina inibe neurénios nociceptivos espinhais (Salter, Henry,
1987), pelo que o eventual antagonismo da sua accdo pelo
DPSPX n&o deveria resultar em inibicdo. Para além disso, a
aVaIiagéo das respostas dos neurénios espinhais foi realizada 10
dias ap6s o inicio da infusdo de DPSPX, ou seja, 3 dias apés o
término da mesma. Uma vez que o DPSPX praticamente ndo é
metabolizado (Tofovic et al., 1991), sendo eliminado intacto
pelo organismo, ndo é provavel que no dia 10 exista DPSPX em
circulagdo e, portanto, que exerca qualquer efeito
farmacolégico. Finalmente deve referir-se que o DPSPX tem
carga negativa a pH fisiologico, pelo que ndo penetra nas células
nem atravessa a barreira hemato-encefalica (Daly et al., 1985;
Tofovic et al., 1991).

A lesdao do bolbo raquidiano ventrolateral pelo &cido
quinolinico preveniu a inibicdo dos neurdnios espinhais. Nao se
observaram diferencas na imunorreactividade para a proteina
Fos entre o grupo controlo e o grupo de ratos hipertensos por
infusdo de DPSPX com lesdo do bolbo raquidiano ventrolateral.
Estes dados sugerem que o bolbo raquidiano ventrolateral
participa na inibicdo de neurbnios espinhais associada a
hipertensdo induzida pelo DPSPX, a semelhanca do que se
verifica na hipertensao por estenose da artéria renal (Tavares et

al., 1997). Esta descrita maior resposta nociceptiva apés lesdo
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bilateral do bolbo raquidiano ventrolateral com destruicdo de
neurdnios locais e fibras de passagem (Hall et al., 1982) ou em
que apenas os corpos celulares foram destruidos (Foong,
Duggan, 1986). No presente estudo, a lesdo do bolbo raquidiano
ventrolateral foi unilateral (bolbo raquidiano ventrolateral
esquerdo) o que pode explicar porque nao se observou maior
resposta nociceptiva.'Uma vez que o acido quinolinico é um
agente excitotéxico que leva a morte neuronial por activacdo de
receptores do N-metil-D-aspartato (Stone, Perkins, 1981),
poupando fibras de passagem (Schwarcz, Whetsell, Mangano,
1983), ndao é provavel que a prevencdo da inibicdo espinhal
observada com a lesdo do bolbo raquidiano ventrolateral pelo
acido quinolinico se deva a interrupcao de vias antinociceptivas

que atravessem o bolbo raquidiano ventrolateral.

O grau de activacao central do sistema renina-angiotensina
na hipertensdo induzida pelo DPSPX nao é conhecido. Os niveis
elevados de angiotensina Il plasmatica poderdo ser responsaveis
pela menor sensibilidade ao estimulo ndxico observada e pelo
envolvimento do bolbo raquidiano ventrolateral na hipoalgesia

associada a hipertensao.

A angiotensina |l periférica ndo atravessa a barreira
hemato-encefalica (Schelling et al., 1976) mas pode ter acgdo
central por duas formas, directa e/ou indirecta. A angiotensina

periférica pode actuar directamente nos érgéos circunventriculares,
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nao protegidos pela barreira hemato-encefélica (Mendelsohn et
al.,, 1984). Indirectamente, a angiotensina |l periférica pode
também activar neurénios do nicleo do tracto solitario, do bolbo
raquidiano ventrolateral e da &rea postrema por uma accio
secundaria a estimulacdo de baroreceptores (Potts, Hirooka,
Dampney, 1999).

Diversos dados sugerem que o bolbo raquidiano
ventrolateral possa mediar a hipoalgesia associada a
hipertensao. Os neurénios do bolbo raquidiano ventrolateral sdo
activados por aumentos da pressao arterial através de aferentes
do nucleo do tracto solitario (Agarwal, Gelsema, Calaresu, 1990;
Murphy et al., 1994), e exercem uma accgdo inibitéria sobre a
regido  vasopressora, localizada no bolbo raquidiano
ventrolateral rostral (Agarwal, Gelsema, Calaresu, 1990; Murphy
et al., 1994). O bolbo raquidiano ventrolateral parece exercer
um papel vasodepressor ténico, uma vez que a sua activagio
diminui a pressao arterial (Willete et al.,, 1983; Tavares et al.,
1997), enquanto que a sua inibicdo aumenta a pressdo arterial
(Cravo, Morrison, Reis, 1991; Tavares et al., 1997). Por outro
lado, a estimulagdo do bolbo raquidiano ventrolateral resulta em
hipoalgesia (Gebhart, Ossipov, 1986) e inibicdo de neurdnios do
corno dorsal espinhal (Hall et al., 1982).

A acg¢do da angiotensina Il ao nivel do bolbo raquidiano

ventrolateral € também importante no contexto da hipoalgesia
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associada a hipertensdo. No bolbo raquidiano ventrolateral, a
angiotensina |l exerce acgdo pressora ao nivel rostral e
depressora ao nivel caudal (Muratani, Averill, Ferrario, 1991).
Por outro lado, a angiotensina Il endégena facilita o reflexo
baroreceptor por ac¢do no bolbo raquidiano ventrolateral rostral
e inibe-o na regido caudal (Saigusa, Iriki, Arita, 1996). A acgao
da angiotensina Il endbgena no bolbo raquidiano ventrolateral
rostral é importante para a manutencdo da hipertenséao
experimental (Ito et al, 2002, 2003), uma vez que
microinjeccdes de antagonistas AT; diminuem a pressao arterial
nos ratos hipertensos, sem terem efeito nos ratos controlo
(DiBona, Jones, 2001; Ito et al.,, 2002). A accdo pressora da
angiotensina |l depende do nivel de actividade enddgena do
sistema renina-angiotensina, uma vez que é mais marcado em
ratos sujeitos a dieta hipo-salina do que em ratos sujeitos a
dieta hiper-salina (DiBona, Jones, 2001; Ito et al., 2003).

A administracdo intracerebroventricular (Haulica et al.,
1983, 1986,), intratecal (Toma, Sgambato, Couture, 1997) ou
subcutanea crénica (Irvine, White, 1997) de angiotensina Il
induz antinocicepgéo. Além disso, o tratamento com inibidores
da enzima de conversdo da angiotensina normaliza a percepgéo
dolorosa de individuos hipertensos mesmo sem um controlo
totalmente eficaz da pressao arterial (Guasti et al,, 1998). Em
ratos SHR, farmacos que bloqueiam a acc¢ao do sistema renina-

-angiotensina mesmo em dose ndo antihipertensora normalizam
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as respostas em testes comportamentais de dor, o que nédo se
verifica com a hidralazina, apesar de eficaz na reducdo da

pressao arterial (Irvine, White, Head, 1995).

A hipertensdo tem sido associada ao compromisso do
reflexo baroreceptor (Takeshita et al., 1975; Mancia et al.,
1978). A angiotensina Il endbgena atenua o reflexo baroreceptor
mesmo em dose subpressora (Casto, Phillips, 1986). O bloqueio
do sistema renina-angiotensina melhora a sensibilidade do
reflexo baroreceptor (Berecek et al, 1983). Existe alguma
controvérsia acerca de a accdo da angiotensina Il sobre o
baroreflexo ser dependente (Ichikawa et al, 1995) ou
independente (Brooks, Ell, Wright, 1993) da sua acg¢édo pressora.
No entanto, alguns factos favorecem a hipétese de a accdo da
angiotensina |l sobre o baroreflexo ser independente da sua
accao pressora. Em condi¢des de activacdo do sistema renina-
-angiotensina, como a privacao de sédio, se a diminuigdo da
pressao arterial for prevenida quando o sistema renina-
-angiotensina é bloqueado farmacologicamente, a relacdo entre
pressao arterial e ritmo cardiaco ou actividade simpatica é
deslocada para pressées menores (Xu, Brooks, 1997). A
actividade dos baroreceptores e a percepcao dolorosa também
se encontram relacionadas. Na hipoalgesia associada a
hipertensao, mas nado em condicbes basais, a percepcao
dolorosa é modulada por baroreceptores (Guasti et al., 2002).

No Homem, a actividade do reflexo baroreceptor esta inversamente
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relacionada com a sensibilidade a dor (Droste et al., 1994). No
Rato, a desnervagcdo dos baroreceptores anula a menor
sensibilidade a estimulo néxico induzida por elevacdao aguda da

pressao arterial (Dworkin et al., 1979).

Em resumo, a angiotensina |l pode activar neurénios do
bolbo raquidiano ventrolateral dando origem a duas respostas
distintas: vasodepressao, por inibicdo dos neurénios do bolbo
raquidiano ventrolateral rostral, e hipoalgesia, por inibicdo de

neurdnios nociceptivos espinhais.

Os estudos realizados até ao momento nao permitem
ainda, contudo, esclarecer se as alteracdes na sensibilidade
dolorosa associadas a  hipertensdao sao funcionalmente
significativas e representam um mecanismo compensatoério ou
de defesa ou se reflectem efeitos laterais resultantes da

activacao de circuitos neuronais e/ou mediadores comuns.
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Conclusodes

Dos resultados experimentais obtidos € possivel concluir
gue na hipertensao induzida pelo DPSPX se verifica activacao do
sistema renina-angiotensina. Os factos que directamente

permitem tirar esta conclusao sao:
1) o aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina Il;

2)a prevencao da  hipertensdo e das alteragdes
morfolégicas vasculares associadas pelo losartan, enquanto que

o atenolol previne apenas a hipertensao;

3)a marcada diminuicdo na resposta. contractil a
angiotensina |l na artéria e na veia mesentérica, possivelmente

por dessensibilizacao do receptor posjuncional.

Os resultados do estudo de modulagdo da
neurotransmissao simpatica pela angiotensina 1l nao reflectem
tao claramente a activacao do sistema renina-angiotensina neste
modelo experimental de hipertensao, embora se observe

aumento do efeito facilitatério da angiotensina |l sobre a

145



Discussao

libertacdo de noradrenalina, na artéria mesentérica. No entanto,
os resultados deste estudo permitem reforcar a hipbtese de o
receptor prejuncional da angiotensina Il ser diferente do

receptor posjuncional.

Finalmente, o estudo de sensibilidade ao estimulo doloroso
revelou que na hipertensao por infusdao de DPSPX se verifica
menor activagcdo, induzida por estimulacdo noéxica, dos
neurdnios nociceptivos espinhais e, possivelmente, hipoalgesia.
Além disso, verificou-se que o bolbo raquidiano ventrolateral
participa nessa inibicdo espinhal. Embora ndo tenha sido
estudado, é possivel que a activacdo do sistema renina-
-angiotensina, através do seu efector principal, a angiotensina Il,
possa também ser responsavel pela inibicdo espinhal mediada,
pelo menos em parte, pelo sistema supraspinhal que inclui o

bolbo raquidiano ventrolateral.
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