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Avaliac¢io de tirosina hidroxilase e receptor B, adrenérgico em leucécitos de sangue periférico na

hipertensao

RESUMO

O sistema nervoso simpatico (SNS) desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia das doencas cardiovasculares. Neste estudo, buscamos investigar moléculas
envolvidas na regulacdo do sistema nervoso simpatico, em leucdcitos de sangue periférico em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Avaliamos nos leucdécitos, a presenca da enzima
limitante da sintese de catecolaminas - tirosina hidroxilase (TH) — e o receptor B2-adrenérgico
(B2-AR) bem como, a expressdo destes marcadores nos centros reguladores do SNS. Os
animais SHR apresentaram como esperado, aumento da pressdo sistélica e da frequéncia
cardiaca, bem como niveis aumentados de adrenalina e noradrenalina plasmaticas em
comparacdo com o0s animais controles (WKY). Nossos resultados de western blot
demonstraram maior expressdo de TH e B2-AR nas suprarrenais e bulbo raquidiano de SHR
em comparagdo com os tecidos de WKY. Através de citometria de fluxo, verificamos que o
percentual de leucocitos expressando B2-AR foi maior em SHR em comparacdo com WKY.
No entanto, a analise de TH revelou uma reducéo no percentual de leucécitos positivos para
esta enzima em SHR quando comparado aos leucécitos de WKY. Além disso, as analises de
correlacdo de Pearson revelaram correlacdo inversa de ambas, pressdo sistdlica e a frequéncia
cardiaca, com o percentual de leucécitos TH positivos. Observamos ainda, correlacdo direta
entre a pressao sistélica e percentual de leucécitos B2-AR positivos. O tratamento crénico com
clonidina, um anti-hipertensivo de agdo central que atua diretamente sobre receptores a2
adrenérgicos, reduziu a pressdo sistélica, a frequéncia cardiaca e os niveis de adrenalina e
noradrenalina plasmaticas nos animais hipertensos, demonstrando, como esperado, a inibicéo
da hiperatividade simpética. O tratamento com clonidina aumentou o percentual de leucdcitos
totais expressando TH aos niveis dos animais controles e reduziu significativamente o
percentual de células totais expressando P2-AR (mas ndo aos niveis observados nos animais
WKY). Nossos resultados indicam que a hipertensdo altera os percentuais de leucdcitos de
sangue periférico que expressam B2-AR e TH. O quanto a agdo de clonidina sobre essas
moléculas nos leucdcitos reflete uma resposta modulada em nivel central ou uma resposta a
acdo direta da droga sobre essas células, ainda precisa ser investigado. De modo que,
poderemos sugerir o papel dessas moléculas como marcadores periféricos da hiperatividade
simpatica na hipertensdo, uma vez que observamos alteracdo dos percentuais de leucocitos
TH e B2-AR positivos em paralelo & hiperatividade simpatica e a modulacdo das mesmas apos
o tratamento com clonidina.
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Evaluation of tyrosine hydroxylase and B2 adrenergic receptor in peripheral blood leukocytes
in hypertension

ABSTRACT

The sympathetic nervous system (SNS) plays a fundamental role in the pathophysiology of
cardiovascular diseases. In this study, we investigated molecules involved in the sympathetic
nervous system in peripheral blood leukocytes of spontaneously hypertensive rats (SHR). We
evaluated the presence of the rate-limiting enzyme of catecholamine synthesis-tyrosine
hydroxylase (TH) and the P2-adrenergic receptor (B2-AR) in leukocytes, as well as the
expression of these markers in the SNS regulatory centers. SHR animals presented, as
expected, higher systolic blood pressure and heart rate, as well as higher plasmatic adrenaline
and noradrenaline levels compared to control (WKY) animals. Our western blot results
demonstrated higher TH and P2-AR expression in the adrenal and lower in the brainstem of
SHR compared to WKY tissues. Through flow cytometry, we found that the percentage of
leukocytes expressing f2-AR was higher in SHR compared to WKY. However, TH analysis
revealed a reduction in the percentage of leukocytes positive for this enzyme in SHR when
compared to WKY leukocytes. In addition, Pearson's correlation analysis revealed an inverse
correlation of both, systolic pressure and heart rate, with the percentage of positive TH
leukocytes. We also observed a direct correlation between systolic pressure and percentage of
positive P2-AR leukocytes. Chronic treatment with clonidine, a centrally acting
antihypertensive that acts on a> adrenergic receptors, reduced systolic blood pressure, heart
rate and plasmatic adrenaline and noradrenaline levels in hypertensive animals,
demonstrating, as expected, the inhibition of sympathetic hyperactivity. In addition, treatment
with clonidine increased the percentage of total leukocytes expressing TH at the levels of the
control animals and significantly reduced the percentage of total cells expressing B2-AR (but
not at the levels observed in WKY animals). Our results indicate that hypertension alters the
percentages of total peripheral blood leukocytes expressing f2-AR and TH. How much the
action of clonidine on these molecules in leukocytes reflects a central level modulation
response or a direct action of the drug on these cells, still needs to be investigated. Then, we
may suggest the role of these molecules as peripheral markers of sympathetic hyperactivity in
hypertension, since we observed alterations in the percentages of positive TH and B2-AR
leukocytes in parallel to sympathetic hyperactivity and after clonidine treatment.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, as doencas cardiovasculares séo
patologias do coracdo e vasos sanguineos e sdo a principal causa de mortes no mundo.
Estima-se que as doencas cardiovasculares foram responséveis por 17,7 milhdes (31% do
total) de dbitos em 2015 dos quais 7,4 milhGes devido a doenca coronariana e 6,7 milhdes
devido ao infarto e a hipertenséo arterial (WHO, 2017). No Brasil, também séo responsaveis

por um preocupante impacto econdmico e social (Malachias et al., 2016).

A hipertensdo arterial € uma condi¢do multifatorial definida por pressao sistdlica
>140 mm Hg e/ou pressdo diastolica >90 mmHg (Malachias et al., 2016). Cerca de um terco
da populacdo mundial adulta apresenta hipertensdo arterial (Mills et al., 2016) a qual, em
muitos casos, esta associada a distdrbios metabolicos e alteragdes estruturais e funcionais de
orgaos-alvo. O quadro se agrava na presenca de outros fatores de risco para doengas
cardiovasculares como obesidade, dislipidemia e diabetes mellitus (Mancia et al., 2013;
Weber et al., 2014).

A hipertens&o arterial afeta aproximadamete 32,5% de individuos brasileiros adultos,
mais de 60% dos idosos e contribui direta ou indiretamente para 50% das mortes por doenca
cardiovascular (Malachias et al., 2016). No periodo de 2008 a 2015, o numero de
hospitalizacdes devido somente a hipertensdo arterial variou entre 46.664 e 101.414 e cada

internacao apresentou um custo aproximado de R$ 300,51 (Silva et al., 2016).

H& varios fatores de risco para a hipertensdo arterial, dentres eles estdo: fumo,
consumo excessivo de bebidas alcodlicas, obesidade, estresse, consumo exagerado de sal,
dislipidemias, inatividade fisica, etnia - pois existe maior incidéncia em pessoas de cor negra -
e idade avancada - por haver uma correlacéo positiva entre o envelhecimento e prevaléncia de
hipertensdo arterial (Branddo et al., 2010; Malachias et al., 2016). Muitos desses fatores de
risco sdo observados em criancas e adolescentes e justifica a crescente incidéncia na faixa
etaria de até 16 anos. Nesta populacdo a hipertensdo arterial é definida pela idade, sexo e

altura quando a presséo ¢é > percentil 95 (Lurbe et al., 2016).

Além disso, somente 46% dos pacientes estdo cientes de sua hipertensdo, menos da

metade s&o tratados e apenas 13% alcangam sucesso com o tratamento (Chow et al., 2013).
Estima-se que 10% dos pacientes tratados possuem hipertensdo resistente, pessoas com
hipertensdo resistente apresentam niveis pressoricos acima de 140/90 mmHg ap06s o uso de
1



mais de 3 tipos de medicamentos na maxima dose, sendo um deles preferencialmente um
diurético ou tém a pressdao arterial controlada somente apds o uso de quatro ou mais
medicamentos (Judd and Calhoun, 2014; Malachias et al., 2016).

1.1 CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL

A pressdo arterial (PA) é produto do débito cardiaco e da resisténcia vascular
periférica. A frequéncia cardiaca e o volume sistélico compdem o débito cardiaco e, o tdnus
vascular esté diretamente relacionado a resisténcia vascular periférica. Todos esses fatores sdo
regulados por uma complexa rede de componentes que mantém a pressdo arterial durante a
homeostase. De modo geral, o controle da PA ocorre através da acdo de mecanismos neurais e
humorais. Segundos ou minutos ap6s uma aguda elevacdo da PA, a ativacdo de nucleos
associados ao controle cardiovascular no sistema nervoso central (SNC) é mais eficaz no
controle da PA. Quando essa elevacdo da PA se prolonga por horas ou dias, o controle passa a

ser realizado por mecanismos humorais (Cowley, 1992).

1.1.1 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO NO CONTROLE DA PRESSAO
ARTERIAL

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) é divido em sistema nervoso simpatico (SNS) e
sistema nervoso parassimpatico (SNP) ambos se originam de diferentes estruturas do SNC e
possuem terminac6es em diferentes drgdos. Esses sistemas possuem diferencas anatbmicas e
funcionais bem definidas (Kenney and Ganta, 2014). Hipotalamo, ponte e bulbo sdo regides
do SNC importantes para a atuacdo do SNA no controle das fun¢bes hemodinamicas e
respiratdrias, por exemplo. Locus coeruleus, nlcleo do trato solitario, medula ventrolateral
rostral e caudal sdo estruturas importantes localizadas no tronco cerebral inferior (ponte e
bulbo) e envolvidas nos controles vascular e cardiaco simpaticos. O nucleo do trato solitario,
localizado no bulbo, recebe infomagdes de quimiorreceptores e barorreceptores dos nervos
glossofaringeo e vago. Esses receptores tém papel importante no controle da PA,
quimiorreceptores sinalizam os niveis de O e CO2 sanguineos e 0s barorreceptores respondem
as alteracdes de distensdo induzida pela PA, e comp8em a inervagdo aferente do SNA. A
partir dessas areas, 0s neurdnios pré-simpaticos regulam a pressdo arterial induzindo a acao

dos neurdnios pré-ganglionares. O estimulo chega as fibras do nervo poés-ganglionares que



atuam nos oOrgdos através de liberacfes de neurotransmissores, especialmente noradrenalina
(NA) (Kenney and Ganta, 2014).

A inervacdo autondmica altera as fungdes cardiacas atraves da: i) modulagdo da
frequéncia cardiaca; ii) modificacdo da forca de contracdo; iii) alteracdo do fluxo sanguineo
coronariano; iv) modificacdo do ténus vascular sistémico. O reflexo vagal diminui a
frequéncia de descarga no nodo sinoatrial e diminui a excitabilidade das fibras juncionais
atrioventriculares, resultando em diminuicdo do impulso de conducdo para os ventriculos. J& 0
estimulo dos ganglios estrelado — que compdem o SNS- aumentam a frequéncia cardiaca e

forca de contracédo ventricular (Figura 1) (Purves et al., 2001; Hanna et al., 2017).

O SNA também controla a PA através da modulagdo dos ténus vasculares
periféricos. O tbnus vascular basal é mantido por impulsos provindos da por¢édo lateral do
centro vasomotor do bulbo e é alterado de acordo com as alteracdes hemodindmicas a fim de
manter a homeostase. O estimulo simpatico pode produzir tanto vasoconstricdo quanto
vasodilatacdo. Na pele, pulmbes e mucosa produz vasoconstricdo, no entanto, no musculo
esquelético pode induzir tanto vasoconstricdo, pela ativagdo de receptores ai-adrenérgicos,

quanto vasodilatacdo, pela ativacdo de receptores B2-adrenérgicos (Guyton, 2011).
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As informacbes provenientes de quimiorreceptores e barorreceptores sao

transmitidas (neurdnios verdes H) até o nucleo do trato solitario o qual integra e transmite
para outros centros autonémicos medulares. Estes nucleos medulares controlam as inervacoes
eferentes parassimpatica (neurénio pds-ganglionar azul - ) e simpatica (neurdnio pos-
ganglionar rosa ). Adaptado de (Purves et al., 2001).

1.1.2 BALANCO HIDRICO

Como anteriormente destacado, a PA pode ser modulada através da alteracdo da
volemia. A diminui¢do da PA induz o aumento da atividade do SNS e consequentemente, a
liberacdo de renina. Renina é uma importante enzima que cliva angiotensinogénio em
angitensina I. Angiotensina | (Ang I) é substrato da enzima conversora de angiotensina (ECA)
que produz angiotensina Il (Ang I1). Ang Il age através da ligagdo aos seus receptores AT e
AT, nos quais, de modo geral, tem efeito antagdnico. Ang Il induz: i) importante
vasoconstricdo que diminui a filtracdo renal; ii) liberacdo de aldosterona pelas suprarenais —
que induz a retencdo de sédio e consequentemente, aumento da volemia; iii) reabsorcdo de

sodio no tabulo proximal renal (Singh et al., 2010). Ang Il age em diferentes canais idnicos e



transportadores nas distintas regides do néfron. No tubulo proximal renal, Ang Il estimula o
trocador Na+-H+ e aumenta a atividade da Na/K ATPase, assim como do cotransportador de
bicarbonato. Na al¢a de Henle, além de aumentar a reabsor¢do de bicarbonato, estimula o
transportador Na+-K+/CI". Na porcéo distal do néfron, induz a atividade da H+-ATPase e do

canal de sodio no tubo coletor (Hall et al., 2012).

A reducéo persistente da PA tambeém induz a liberagcdo do horménio antidiurético
(ADH) através do eixo hipotadlamo-hipdfise o qual age na reabsor¢do renal de &gua, o que
reduz o volume de urina excretada e eleva o volume de liquido extracelular (Bakris and

Mensah, 2003). O controle da pressao arterial pode ser resumido no esquema da Figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de controle da pressdo arterial

Linha cheia: estimulo positivo. Linha pontilhada: estimulo negativo. A:
angiotensinogénio; Al: angiotensina I; All: angiotensina Il; O2. oxigénio; ADH: hormonio
antidiurético. Adaptado de (Bakris and Mensah, 2003).



1.2 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA FISIOPATOLOGIA DA HIPERTENSAO
ARTERIAL

A hipertenséo arterial pode ser classificada de acordo com sua causa como
hipertensdo primaria ou secundaria. A hipertensdo arterial primaria ou essencial afeta
aproximadamente 95% dos individuos e a causa ndo é bem definida. Resulta da interacédo de
fatores genéticos e ambientais que serdo discutidos detalhadamente a seguir. J& a hipertenséo
secundaria ocorre em 5% dos casos nos quais a causas sdo identificadas e tratadas. As
principais causas sao doenca renal crénica, estenose arterial renal, feocromocitoma e apnéa do
sono (Weber et al., 2014). Diversos mecanismos foram propostos de patogénese da

hipertensdo arterial primaria:

1.2.1 ESTRESSE OXIDATIVO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos normais do metabolismo celular,
no entanto, também podem desempenhar um papel importante em iniciar e progredir a
disfuncdo cardiovascular associada a hipertensdo arterial. ROS sdo principalmente formados
pela acdo das enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases (Nox).
Diversos fatores contribuem com a atividade e expressao dessas enzimas. Ang I, aldosterona,
ET-1 e NA induzem a producdo de ROS. Além da acdo de Nox, outra fonte de ROS é através
da atividade da Oxido nitrico sintase (NOS) em baixos niveis do seu co-fator
tetraidrobiopterina (BH4). Nesta condicdo de baixa concentracdo de BHa4, ndo ha formacdo de

oxido nitrico (NO) e sim de &nion superdxido (Majzunova et al., 2013).

Em condicgbes fisiologicas, ha o balanco entre a producdo e a degradacdo de ROS
pelas enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD) a qual catalisa a formacao
de H>O; a partir do anion superoxido e a catalase degrada H>O, em agua e oxigénio. O
desbalanco da homeostase de ROS ocorre em diversas patologias, inclusive, ja foi
correlacionado com a hipertensdo na qual hd maior dano oxidativo nos tecidos de animais
hipertensos (La Russa et al., 2017). Neste contexto, foi verificado que superexpressdes de
SOD e catalase na medula ventrolateral rostral (RVLM) promovem reducdo da pressao
arterial em modelo animal (Chan et al., 2006).

ROS causam disfuncéo endotelial por reduzirem a disponibilidade de NO, aumentam
o transporte de sodio renal, induzem o crescimento e a migracao celular, induzem a expressao

de genes pré-inflamatorios e estimulam a formacao de matriz extracelular (Hall et al., 2012).
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1.2.2 ALTERACOES VASCULARES

AlteragOes vasculares como vasoconstricdo, vasodilatacdo prejudicada, aumento da
razdo parede/limem vascular e diminuicdo do didmetro luminal de vasos pequenos resultam
na elevacdo da resisténcia vascular periférica e da PA. Esta PA aumentada causaria o
remodelamento vascular de vasos maiores e, consequentemente, a rigidez vascular. A intensa
vasoconstricdo pode levar a rarefacdo capilar a qual estd associada a diminuicdo da perfusdo
tecidual e prejuizo funcional do 6rgdo. Esses eventos ocorreriam de modo ciclico, manteria e

agravaria a hipertensao arterial (Folkow et al., 1973).

Diversos fatores podem estar envolvidos na génese dessas alteracGes vasculares. Ang
Il induz o remodelamento vascular ao induzir o crescimento de células musculares lisas
vasculares e a deposicdo de colageno (Laurent and Boutouyrie, 2015). Outras substancias
vasoativas como endotelina-1 (ET-1) e NO também podem participar do processo. ET-1 ao se
ligar ao seu receptor ETa induz vasoconstricdo renal e sistémica, diminui natriurese, induz
células mesangiais a proliferarem e produzirem proteinas de matriz extracelular, além de
estimular a hipertrofia de células musculares lisas vasculares. NO, por outro lado, é um
importante componente vasodilatador produzido principalmente na célula endotelial pela
enzima NOS. NO difunde até a célula muscular lisa na qual ativa guanilato ciclase a produzir
guanosina monofosfato ciclico (GMPc). GMPc ativa proteina quinase G que induz a
diminuicdo dos niveis de célcio intracelular e consequentemente, ha a dilatacdo. A deficiéncia
de NO pode ocorrer por diversos mecanismos, por exemplo, através da diminuicdo da

expressao e/ ou da atividade da NOS ou do aumento do scavenging de NO (Guyton, 2011).

1.2.3 ALTERACAO DA FISIOLOGIA RENAL

A participacdo renal na génese da hipertensao arterial foi demonstrada em transplantes
renais de o6rgao de animal hipertenso para rato normotenso o qual desenvolveu hipertensdo
sensivel ao sal (Dahl and Heine, 1975) e na melhora de pacientes hipertensos com doenca
renal em estagio final que receberam transplante renal de doadores normotensos (Curtis et al.,
1983).

Foi proposto que pode ocorrer a diminuigdo da taxa de filtragdo glomerular que resulta
em retencdo de sodio e aumento da volemia. Essa menor taxa de filtracdo pode ser resultado
da ativacdo do SNS renal ou pela acdo de substancias vasoconstritoras (Guyton, 1991). Além

disso, pode haver o aumento da reabsorcdo tubular renal de sodio devido ao excesso de
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mineralocorticoides ou Ang Il, pela maior ligacdo dessas substancias aos seus receptores ou
maior expressdo de canais de sddio (Guyton, 1991; Kim et al., 2005). O terceiro mecanismo
estd relacionado com a isquemia renal causada pela inflamagdo, estresse oxidativo,
tromboxano, Ang Il ou baixos niveis de NO. Essa intensa vasoconstricdo pode agravar a
reducdo do numero de néfrons que ocorre com a idade. Quando hé esta perda, os néfrons
restantes devem excretar uma quantidade maior de soluto e &gua para manter o balango

normal o que leva a uma grave disfuncdo renal (Johnson et al., 2015).

1.24 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E SISTEMA IMUNE

Ja foi observada a correlacdo entres os niveis de citocinas pré-inflamatorias e o
aumento da PA tanto em humanos como em modelo animal (Hall et al., 2012). Animais
knockout para interleucina (IL) -6 tém menores niveis de PA em resposta a infusdo de Ang Il
(Lee et al., 2006). O transplante de timo proveniente de animal normotenso para rato

espontaneamente hipertenso (SHR) reduziu a PA desse rato (Ba et al., 1982).

Células T sdo importantes na progressdo da hipertensdo. A sinalizacdo de células T
promove a migracdo de outras células inflamatérias como macréfagos que resultam em
vasoconstricdo renal e aumento da reabsorcdo de sédio. Em modelo de hipertensdo sensivel
ao sal induzida por Ang Il em camundongo RAG-17/", animais que ndo apresentam células T
ou B, ndo foram verificados aumento da producdo de superdxido assim como a disfuncéo
endotelial assim como o dano renal, hipertrofia ventricular esquerda e nem fibrose cardiaca.
Mais ainda, a transferéncia adotiva de células T, isto é, a transferéncia de células T
provenientes de animais imunocompetentes aos animais knockout, restaurou a hipertensao e

disfuncdo vascular (Guzik et al., 2007).

H& ainda a participacdo de Th1l7 e mondcitos na hipertensdo arterial. Ndo foram
observados estresse oxidativo vascular ou disfuncdo endotelial em animais IL-17a/ e a
infusdo de IL-17a induziu hipertensdo e a disfuncdo endotelial em animais normotensos
(Nguyen et al., 2013). Ja o papel de mondcitos foi verificado através do tratamento com
toxina a fim de depletar tanto neutrofilos quanto os mondcitos o que eliminou os danos
induzidos pela Ang I, preveniu a disfungéo vascular, hipertrofia e producédo de ROS. Essas
alterac6es foram observadas quando mondcitos foram transferidos, mas néo pela transferéncia

de granulécitos (Wenzel et al., 2011).



1.2.5 HIPERATIVIDADE DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

A ativacdo do SNS na hipertensdo arterial foi demonstrada por diversas técnicas como
através do uso de isétopo radioativo e quantificacdo do spillover de NA (Esler et al., 1980) ou
através da avaliacdo da atividade do nervo pds-ganglionar simpatico por microneurografia
(Grassi et al., 1998). Foi verificada maior taxa de spillover de NA em pacientes hipertensos
relativamente aos normotensos (Esler et al., 1980). Maiores niveis também foram verificados

nas analises regionais de spillover de NA tanto cardiaca quanto renal (Schlaich et al., 2004).

Pacientes com hipertensdo primaria apresentaram maior atividade elétrica do nervo
muscular simpéatico comparados aos pacientes normotensos. Essa atividade simpatica foi
inclusive significativamente maior que a atividade elétrica do nervo simpatico de pacientes

com hipertensdo sencundaria (Grassi et al., 1998).

Apesar de ndo estar claro como ocorre o estimulo inicial de ativacdo do SNS, algumas
hipbteses foram propostas: i) deficiéncia na autorregulacdo barorreceptor e ii) aumento da

resposta hipotalamica aos estimulos ambientais (Johnson et al., 2008).

A primeira hipotese refere-se a acdo barorreflexa a qual € a principal forma de inibigéo
da atividade simpatica. Nessa hipo6tese haveria prejuizo da atividade do barorreceptor uma vez
que j& foi relacionada a alteracdo da atividade elétrica simpatica muscular a modulagéo
farmacoldgica do barorreflexo em modelo animal (Grassi et al., 1995), no entanto, em
pacientes as respostas do nervo simpatico a estimulacdo e desativacdo por dispositivo que
altera a pressdo transmural carotidea nao revelou diferencas entre normotensos, pacientes com
hipertensdo primaria ou com hipertensdo secundaria (Grassi et al., 1998). Em diversas
situacbes, como durante o exercicio fisico, mudancas na pressdo arterial sdo acompanhadas
por uma modificacdo da curva da reflexa do baroreceptor para pressdes mais altas, com a
sensibilidade barorreflexa preservada a mudancas agudas. De modo que, a pressao arterial
muitas vezes continua a ser regulada de forma aguda no novo valor de pressdo arterial. Esses
mecanismos regulatérios adaptativos podem levar a processos patoldgicos, principalmente

quando ativados cronicamente (Raven and Chapleau, 2014).

Considerando que o hipotdlamo é uma regido importante do SNC responsavel pela
manutencdo do equilibrio organico em situacGes de estresse e que essa area contém grupos
neuronais importantes na funcéo cardiovascular, a segunda hipdtese baseia-se no aumento da

resposta hipotaldmica a estimulos ambientais 0 que manteria permanentemente o estado
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hiperstensivo. Apesar de testada em modelo experimental, ha a dificuldade de avaliar-se
guantitativamente a reatividade ao estresse em pacientes (Mancia, 1997; Colombari et al.,
2001).

1.3 SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

A ativacdo do ténus simpatico depende do controle integrado de estruturas centrais
localizadas principalmente no bulbo raquidiano. O componente aferente do SNS inerva o
nacleo do trato solitario (NTS) e também ativam os neurénios da medula ventrolateral caudal
(CVLM). Os neurénios na medula ventrolateral caudal, por sua vez, inibem os neurénios na
RVLM, onde os neurbnios pré-ganglionares se originam (Guyenet, 2006; Neukirchen and
Kienbaum, 2008).

Além do CVLM, RVLM tem conexdes com o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) e ja foi demonstrado que a ativacdo simpatica do PVN, diretamente ou através do
RVLM, contribui para o aumento sustentado do nivel da atividade do nervo simpatico renal
(Allen, 2002; Dampney et al., 2005). As localizagdes dessas estruturas no SNC estdo

mostradas na Figura 3.

Receptores de Ang Il estdo localizados no nucleo do trato solitario e as regides rostral
e caudal da medula ventrolateral que estdo envolvidos no controle de SNA. Microinjecdo de
Ang Il nessas regides altera a atividade nervosa simpatica (Allen et al., 1988; Hu et al., 2002).
A injecdo de Ang Il intracerebeoventricular aumenta a atividade de nervos simpéticos
esplénicos além de induzir a expressdo génica de diversas citocinas (Ganta et al., 2005). Os
efeitos da acdo central de Ang Il podem ocorrer devido ao aumento da secrecdo de
vasopressina, inibicdo atividade parassimpatica mediada por barorreflexos ou através
estimulagdo da atividade vasomotora simpética (O'Callaghan et al., 2013).
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Figura 3. Estruturas centrais no tronco encefalico responsaveis pelo controle do ténus
simpatico

Diagrama esquematico mostrando as vias neuronais do controle barorreflexo no bulbo
raquidiano através do nucleo do trato solitario (NTS), medula ventrolateral rostral (RVLM),
medula ventrolateral caudal (CVLM), coluna intermediolateral (IML) até o coracdo e 0s vasos
sanguineos. A inervacdo parassimpatica para o coracao se da, principalmente, por neurénios

no ndcleo ambiguo (AMB). Adaptado de (Dampney, 2016).

As fibras pré-ganglionares do SNS localizam-se na coluna intermediolateral dos doze
segmentos torécicos e dos trés primeiros lombares da medula espinhal e por esse motivo sao
denominadas toraco-lombares. O neur6nio deixa a medula espinhal no nivel correspondente
na cadeia ganglionar paravertebral e pode: i) fazer sinapse com o neurdnio p6s-ganglionar; ii)
fazer sinapse para cima ou para baixo no tronco da cadeia paravertebral ou iii) terminar em
um ganglio colateral. O corpo do neurénio pos-ganglionar esta localizado no ganglio e esse
neurbnio inerva os Orgdos. Nas glandulas suprarrenais, a producdo e secrecdo de
catecolaminas € promovida sem a passagem do estimulo em qualquer ganglio. Os terminais
pos-ganglionares do SNP liberam acetilcolina (Ach) e a NA é o principal neurotransmissor

pos-ganglionar do SNS. Os neurdnios pré-ganglionares de ambos os sistemas secretam Ach a
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qual é sintetizada a partir de acetilCoA e colina pela acetilcolina transferase. O esquema da

Figura 4 mostra as diferencas na organizagdo do SNS e SNP (Guyton, 2011).

A Simpatico

Neurénio pré-ganglionar Neurdnio pés-ganglionar

B Parassimpatico

Ach Neuronio pés-ganglionar Ach k%

/005
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Qe &3
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Neurénio pré-ganglionar

Figura 4. Esquema da transmissao sinaptica autonémica

Sistema eferente simpético (A). Sistema eferente parassimpatico (B). Os neurdnios pré-
ganglionares de ambos o0s sistemas secretam acetilcolina (Ach) e 0s neurbnios pos-
ganglionares do SNS liberam, principalmente, a noradrenalina (NA) e do SNP secretam Ach.
Os ganglios simpaticos formam a cadeia ganglionar paravertebral e o0s ganglios

parassimpaticos estdo proximos ou na constituicdo das paredes das visceras.

1.3.1 SINTESE, LIBERACAO E DEGRADACAO DE CATECOLAMINAS

A tirosina hidroxilase (TH) é uma enzima limitante de taxa na sintese de
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina) e um componente-chave do SNS
central e periférico (Tekin et al., 2014). Essa enzima forma diidroxifenilalanina (DOPA) a
partir de tirosina. DOPA é descarboxilada pela DOPA descarboxilase para formacgdo de
dopamina a qual ¢ reagente da dopamina 3 hidroxilase que sintetiza noradrenalina. Nos locais
onde ha feniletanolanina N-metiltranferase h& formacdo de adrenalina a partir de

noradrenalina (Figura 5).
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Figura 5. Esquema da sintese de catecolaminas
As catecolaminas sdo sintetizadas a partir do aminodacido tirosina pelas enzimas destacadas
em azul. Adaptado de (Goridis and Rohrer, 2002).

O estimulo do neurotransmissor deve ser temporario, de modo que a inativacao das
catecolaminas pode ser realizada por: recaptacdo pelos terminais pré-sinapticos, captacdo
extraneuronal ou difusdo (Zhou, 2004). Essa captacdo ocorre por transportadores localizados
na membrana plasmatica, na area perisinaptica, de modo que o neurotransmissor deve
difundir a fim de ser transportado para o interior da célula. Os transportadores de NA (NAT)
estdo presentes nos neurdnios simpaticos periféricos, medula da suprarrenal, pulmdes e
placenta, por exemplo. A captagdo ocorre através da forca gerada pela Na*/K* ATPase que

produz um gradiente i6nico e envolve o co-transporte de ions Na* e CI. A reorientagdo do
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transportador ocorre através do transporte de K* intracelular (Torres et al., 2003). Parte da
NA recaptada é desaminada pela monoanina oxidase (MAO) e forma 4cido
diidroximandelico. Na captacdo extraneuronal, h4 formacdo de &cido vanililmandélico pela
acao da MAO e da catecol-O-metiltransferase (COMT) (Zhou, 2004).

Outra classe de transportadores incluem os transportadores vesiculares de
monoamina (VMAT) os quais sdo essenciais para a neurotransmissdo. Os neurotransmissores
sdo liberados por exocitose das vesiculas da membrana neuronal pré-sindptica quando ha
despolarizacdo da membrana do neurénio (Goridis and Rohrer, 2002). A Figura 6

esquematiza essa cinética do neurotransmissor na fenda sinaptica.

A importancia do NAT no controle da funcdo sinaptica e dos niveis extracelulares do
neurotransmissor foi demonstrada através da delecdo dessa proteina em camundongos. A
auséncia de NAT induziu aumento da meia-vida do neurotransmissor, além de diminuicdo da
liberacdo, aumento do nivel extracelular, diminui¢do do armazenamento e aumento da sintese
do mesmo (Xu et al., 2000).
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Figura 6. Esquema da sintese, liberacéo e captacao de noradrenalina

NA ¢ sintetizada a partir de tirosina (A) e armazenada em vesiculas (B). Sob estimulo
apropriado (ndo mostrado), NA é liberada na fenda sinaptica (C). O neurotransmissor ativa 0s
receptores adrenérgicos localizados na membrana pos-sinaptica (a1, B1 e B2) € também a
membrana e pré-sinaptica (a2 e B2) (D) e causa reacdes pos-sinapticas (E), como a ativacdo da
proteina quinase e a fosforilacdo proteica. O NAT ¢é responsavel pela recaptagdo de NA na
fenda sinéptica e encerra sua acao (F). Apds a recaptacdo pelo NAT, uma porcdo de NA é
restaurada nas vesiculas pelo transportador de monoamina vesicular (VMAT) (G) e parte é
metabolizada nas mitocondrias pela enzima monoamina oxidase (MAO) (H). Na fenda
sinaptica, uma porcdo de NA vai para a circulagdo sanguinea (1) ou NA pode ser é absorvida
(I) e metabolizada pela catecol-O-metiltransferase (COMT) (K). Os metabdlitos da MAO e
COMT séo liberados para a circulacdo (L). Adaptado de (Zhou, 2004).
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1.3.2 RECEPTORES ADRENERGICOS

As acles das catecolaminas se ddo através de suas ligagBes aos receptores
adrenérgicos. Estes possuem sete dominios de aminoacidos hidrofébicos os quais s&o regides
importantes que definem sua especificidade. A ligacdo ao receptor ativa uma ou mais
proteinas regulatorias que ligam nucleotideo guanina, denominadas proteinas G. As proteinas
G sdo agrupadas de acordo com 0s mecanismos efetores celulares ativados: ativagdo da
adenilato ciclase; inibicdo da adenilato ciclase; ativacao direta de canais de potassio; inibi¢éo

direta dos canais de célcio ou ativacdo da fosfolipase C (Bylund et al., 1994).
e Receptores a adrenérgicos

Receptores oaz-adrenérgicos (o1-AR) sdo encontrados em células musculares lisas
vasculares de artérias coronarias, na pele, Gtero, mucosa intestinal e esplénica. A ativacéo pos-
sinaptica de a1-AR do musculo liso vascular resulta em vasoconstricdo e a ativacdo intestinal
produz relaxamento. Nos rins, induz vasoconstri¢do, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e
aumenta a reabsorcdo de sodio e agua no tubo coletor (Scanzano and Cosentino, 2015).
Proteina Gq como ativadas por a:-AR ativa fosfolipase C que hidroliza fosfatidil-4,5-
bifosfaato de membrana em 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). IP3 se
liga ao seu receptor no sarcolema ou reticulo endoplasmatico e aumenta os niveis de caclcio
citoplasmatico. DAG ativa proteina quinase C (PKC) que fosforila diversas proteinas. No
musculo liso vascular, PKC promove contracdo por elevar os niveis de calcio (Cotecchia et
al., 2015).

Receptores az-adrenérgicos (02-AR) estdo localizados nas membranas pré e pés-
sinapticas. A ativacdo pré-sinaptica inibe a liberacdo de NA. ax-AR pos-sinaptico promove
contracdo do musculo liso vascular, inibicdo da lipolise e excrecdo de sddio e dgua (Gilsbach
et al., 2011). 02-AR ativam proteina Gi a qual inibe adenilato ciclase e diminui os niveis de
AMPc. Diferente de Gi, Go inibe canais de calcio diretamente sem alterar a atividade da
adenilato ciclase (Jiang and Bajpayee, 2009; Giovannitti et al., 2015).

e Receptores B adrenérgicos

Receptores Pi-adrenérgicos (Bi-AR) predominan no miocardio, nodo sinoatrial e
sistema de conduténcia ventricular produzindo aumento da frequéncia e forca de contragdo.

Nos rins induz liberagéo de renina (Najafi et al., 2016).
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Receptores Po-adrenérgicos (P2-AR) estdo localizados no musculo liso vascular da
pele, mesentério e muasculo liso brénquico e ativagdo desse receptor nos rins induz
vasodilatacdo renal. A ativacdo pré-sinaptica do f2-AR por catecolaminas leva a liberacdo de
noradrenalina (Starke et al., 1989; Szentmiklosi et al., 2015). As alteracfes na expressdo e na
regulacao dos receptores adrenérgicos podem contribuir para a hipertenséo essencial (Koepke
and DiBona, 1985; Veglio et al., 2001).

B1-AR e B2-AR ativam proteina Gs a qual estimula adenilato ciclase a produzir
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Este age como segundo mensageiro ou mediador
citoplasmatico sobre a proteina quinase A (PKA) a qual fosforila proteinas como canais
ibnicos, quinase de cadeia leve de miosina e troponina. No musculo liso, AMPc e PKA
promovem relaxamento atraves da diminui¢do dos niveis de calcio e potassio (Najafi et al.,
2016).

Receptores Ps-adrenérgicos (B3-AR) estdo presentes em cardiomidcitos atriais e
ventriculares, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, assim como, em células
musculares lisas da bexiga urinaria (Balligand, 2016). Bs3-AR pode intercambiar o

acoplamento a Gs/adenilato ciclase e Gi/MAPK (Dessy and Balligand, 2010).

As respostas dos receptores as catecolaminas sdo reguladas pela concentracdo de
catecolaminas disponiveis, pelo nimero de receptores e suas afinidades de ligacdo, atraves de
fatores que afetam o acoplamento do receptor e ativagdo da quinase ou canal idnico, pela
atividade de fosfodiesterases que hidrolisam AMPc ou atraves da disponibilidade de ions
calcio (Guyton, 2011).

1.4 MEDIDAS DA ATIVIDADE DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

1.41 DOSAGEM DE CATECOLAMINAS PLASMATICAS E URINARIAS

A técnica de avaliacdo da atividade simpatica mais utilizada. Realiza-se a dosagem das
catecolaminas ou metabdlitos como diidroxifenilglicol e hidroximetoxifenilglicol através de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ou imunoensaios como ensaio de

imunoabsorcao enzimatica (ELISA) (Grassi and Esler, 1999).

E facil de ser realizada, no entanto, tem baixa sensibilidade e reprodutibilidade. A
fracdo de NA circulante é somente uma pequena parcela de NA secretada pelos terminais
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nervosos. As concentragdes plasmaticas de NA dependem da taxa de secrecédo, clearance e
recaptacdo e nem sempre estdo correlacionadas com os niveis de atividade simpatica
sistémica (Grassi et al., 2015). De modo semelhante, a dosagem de catecolaminas ou de seus
metabolitos na urina é uma porcao diretamente dependente da funcdo renal (Grassi and Esler,
1999).

1.42 SPILLOVER DE NORADRENALINA

Para a anélise da liberacdo regional de NA radioativa ou spillover de NA, solugdo de
NA tritiada diluida é infundida em uma taxa constante e conhecida, seguida por coleta de
sangue e dosagem do neurotransmissor. O que permite a quantificacdo de NA liberada e a
fracdo que sofreu captacdo (Grassi et al., 2015). Por haver a correlacdo entre a atividade
simpatica de um 6rgdo e a taxa de spillover da NA em seu efluente venoso é possivel avaliar a
liberagdo regional do neurotransmissor, de modo que se obtém a atividade nervosa simpatico
em oOrgaos individuais. A coleta nas veias renais e seio coronario determina a taxa de spillover
renal e cardiaca, respectivamente. O spillover de NA é calculado através da seguinte formula:
Spillover de NA= [(Cv-Ca)+ Ca (NAE)]x FP, em que Cv é a concentracdo de NA venosa, Ca
é a concentracdo de NA arterial, NAg é a fracdo de NA tritiada coletada e FP é o fluxo

plasmatico do 6rgao (Esler et al., 1984).

A técnica ndo é utilizada na clinica médica, pois ha o risco devido a exposi¢cdo a
radioisétopos de hidrogénio, além de ser de dificil execucdo, fica restrita, essencialmente, aos
estudos clinicos académicos (Grassi and Esler, 1999).

143 MICRONEUROGRAFIA

A microneurografia consiste no registro da atividade nervosa simpéatica muscular,
através do registro direto da atividade elétrica de multiunidade de via poés-ganglionar,
usualmente o nervo fibular, através da insercdo percutanea de um eletrodo de tungsténio
(Kingwell et al., 1994; Esler et al., 2003). E considerado como um método eficaz para a
avaliacdo do nivel de atividade do SNS, por meio de registro intraneural direto, da atividade
nervosa simpatica para o musculo, vasos sanguineos musculares e pele em humanos
(Kingwell et al., 1994).

A andlise pode ser realizada com sucesso em varias fibras ou em uma Unica fibra

(Esler, 2014). Desse modo, € possivel avaliar se a maior atividade elétrica da fibra é devido a
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maior numero de impulsos em uma unidade de tempo ou se ha maior quantidade de neurdnios

contribuindo com a variag&o elétrica total da fibra (Elam et al., 2003).

No entanto, a microneurografia € uma técnica invasiva e complexa, exigindo ampla
experiéncia para gque se obtenha sinais de alta qualidade. Além disso, a amplitude dos disparos
depende da posicdo de insercdo do eletrodo e avalia somente a atividade simpatica muscular

regional, ndo sendo possivel a anélise de 6rgaos mais internos (Grassi et al., 2015).

1.44 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

Através de algoritmos matematicos identificam-se as atividades simpatica e
parassimpatica no nodo sinusal. O componente de alta frequéncia corresponde a atividade
parassimpatica e é abolida através do blogueio vagal e as de baixa frequéncia derivam da
atividade dos nervos simpaticos cardiacos. E uma técnica nio-invasiva e facil de ser realizada.
Porém € de interpretacdo dificil e controversa pois em alguns estudos ndo foram verificadas
correlagdes com outras medidas da atividade do SNS como a microneurografia ou spillover de
NA (Kingwell et al., 1994; Grassi and Esler, 1999).

1.5 INTERACAO NEURO-IMUNE

O sistema nervoso e o sistema imune formam redes bidirecionais de comunicagdo. A
ativacdo do sistema imune estimula o sistema nervoso o qual modula a imunidade inata e
adaptativa (Chavan et al., 2017). Essa interacdo também pode ter grande relevancia
terapéutica. Como demonstrado em pacientes com artrite reumatoide, uma doencga autoimune
cronica inflamatdria, a implantacdo de dispositivo que estimula o nervo vago reduziu a
producdo de fator de necrose tumoral (TNF) e melhorou as manifestacbes da doenca
(Koopman et al., 2016). Diferentemente das acdes opostas dos SNS e SNP que é observada
em diferentes 6rgdos-alvo, os efeitos colinérgicos e adrenérgicos nas células do sistema imune

muitas vezes sdo cooperativos (Pavlov and Tracey, 2017).

1.5.1 INERVACAO AUTONOMICA DE ORGAOS LINFOIDES

Através da utilizacdo de tracadores retrogrados foi possivel verificar que Orgaos
linfoides primérios e secundarios apresentam rica inervagdo simpética responsavel pela

liberacdo de noradrenalina e outros neurotransmissores (Nance et al., 1987; Nance and Burns,
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1989). O timo recebe inervagédo de neurdnios que partem dos segmentos T1 até T7 da medula
espinhal, os neur6nios pré-motores estdo localizados no bulbo raquidiano, ponte e hipotalamo
e ndo héa evidéncias de inervacdo parassimpatica (Nance et al., 1987; Trotter et al., 2007). Os
neurdnios pos-ganglionares que participam da inervacdo do baco estdo localizados no ganglio
mesentérico e celiaco superior os quais fazem sinapses com os neurdnios do pré-glanlionarees
entre 0s segmentos toracicos T1 e T12 e assim como no timo, ndo tem suprimento

parassimpatico (Nance and Burns, 1989).

Os neurbnios simpaticos que alcancam os linfonodos estdo relacionados com a
localizagdo desses 6rgdos no corpo, podendo ter comunicacdes neuronais em diferentes
alturas da medula espinhal (Nance et al., 1987). Da medula 6ssea partem neur6nios que se
comunicam com neur6nios pré-ganglionares simpaticos entre os segmentos T8-L1 (Denes et
al., 2005).

152 EFEITO DAS CATECOLAMINAS EM CELULAS DO SISTEMA IMUNE

As células imunes expressam receptores a ¢ B adrenérgicos. O subtipo de receptor
B2AR é o principal receptor expresso em células imunes em roedores e humanos. O nimero
de B2ARs expressos em células imunes é variavel e é regulado por uma série de fatores, como
ativacdo celular e concentracdo de citocinas, hormdnios ou neurotransmissores (Nance and
Sanders, 2007). As sinalizacdes alteram a producdo e a migracdo de células imunes inatas,
através da inducdo de mielopoiese e a mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas, células
natural killer (NK), neutréfilos e mondcitos (Irwin and Cole, 2011).

Além de serem capazes de responder as catecolaminas, ja foi descrito que leucdcitos
expressam a enzima TH e sdo capazes de produzir e liberar catecolaminas (Josefsson et al.,
1996). Inclusive, sistemas complexos de transporte e armazenamento de catecolaminas foram
detectados e parecem contribuir para a atividade simpatica periférica destas células
(Leposavic et al., 2008).

Apesar de, até o momento, ndo se verificar inervacdo parassimpatica em 0Orgaos
linfoides, foi observado que o estimulo vagal in vivo durante endotoxemia inibe a sintese de
TNF (Borovikova et al., 2000). Foi demonstrado que a via colinérgica-simpatica € necessaria
para a ativagdo de células T e o aumento da presséo arterial sistémica. A ablagdo seletiva do
nervo esplénico inibe a migracdo de células T e protege contra a hipertensdo arterial
(Carnevale et al., 2016).
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1.5.3 ACAO DAS CITOCINAS NO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

O sistema imune também modula a atividade simpatica. Neurdnios expressam
receptores de reconhecimento de padrées (PRR) como receptores semelhantes a Toll (TLR) e
receptores de citocinas, por exemplo o receptor de TNF tipo 1 e receptor de IL-1 tipo 1
(Pavlov and Tracey, 2017) e suas atividades elétricas podem ser alteradas na presenca desses
estimulos. Citocinas podem induzir a sinalizacdo neuronal. A administracdo de IL-1B no
sistema porta-hepatico induziu maior atividade vagal e do nervo simpético esplénico (Niijima,
1996).

A microinjecdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-13 no PVN induziu
aumento da pressdo arterial média e da atividade simpatica renal (Shi et al., 2011). O aumento
da presséo arterial média, da frequéncia cardiaca e da atividade do nervo simpatico renal por
essas citocinas tem a participacdo do 6rgao subfornical (SFO). Lesdes no SFO atenuaram 0s
efeitos induzidos pela injecdo intracarotidea de TNF-a. e IL-1p (Wei et al., 2013).

154 MODULAGCAO DA EXPRESSAO DE MOLECULAS ENVOLVIDAS NA
SINALIZACAO ADRENERGICA EM CELULAS IMUNES

Em condicbes fisioldgicas, a interagdo neuro-imune mantém a homeostase, no
entanto, a ativacdo prolongada ou inadequada do SNS ou do sistema imunoldgico pode
resultar na falha no restabelecimento da homeostase. Sob tais condi¢des, o sistema imune e/ou
SNS podem promover efeitos patoldgicos e letais (Lorton and Bellinger, 2015).

Alteracdo na expressdo de receptores adrenérgicos em leucécitos foram observadas na
hipertensdo. Células mononucleares de SHR e pacientes hipertensos apresentam menor
expressao de ais-AR e maior de aip-AR quando comparadas as células de animais e pacientes
normotensos (Veglio et al., 2001). Além de diferentes niveis de a-AR, estas células
provenientes de pacientes hipertensos também apresentam maior expressdo de P2-AR
(Middeke et al., 1983; Brodde et al., 1984).

Foi verificada maior densidade de B2-AR em linfocitos de pacientes submetidos ao
estresse (Chi et al., 1993). A modulacdo das moléculas envolvidas na sinalizacdo adrenérgica
em condigdes patologicas ocorre ndo somente através da alteracdo dos niveis dos receptores,
mas também foi observado menor nivel de RNAm de TH em células mononucleares de
obesos (Leite et al., 2016).
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1.6 EFEITO SIMPATOINIBITORIO DE AGENTES DE ACAO CENTRAL

A acdo simpatoinibitoria e anti-hipertensiva de agentes de acdo central se da através da
inibicdo da atividade de grupos neuronais no SNC envolvidos no controle da presséo arterial
(Tibirica and Lessa, 2005). Farmacos de agdo central estimulam receptores o- adrenergicos e
receptores imidazolinicos 11 e inibem a liberacdo de NA. De modo que ha aumento do tonus
vagal, diminuicdo da resisténcia vascular, diurese e reducdo da liberacdo de renina (Tibirica
and Lessa, 2005; Malachias et al., 2016).

Metildopa, clonidina, moxonidina e rilmenidina sdo exemplos de compostos que
apresentam mecanismos simpatoinibitdrios. As reacdes adversas incluem sonoléncia, sedacéo,

boca seca, fadiga, hipotensao postural e disfuncao erétil (Malachias et al., 2016).

Clonidina (Figura 7) € um derivado imidazolinico, tem boa biodisponibilidade (entre
75 e 95%) e atravessa a barreira hematoencefalica através de transportadores (Andre et al.,
2009). Clonidina induz a inibicdo da atividade de estruturas neuronais simpaticas envolvidas
na regulacdo cardiovascular e aumenta o ténus vagal (Laubie and Schmitt, 1977). A
interrupgdo abrupta da administracdo de clonidina pode induzir efeito hipertensivo rebote
(Geyskes et al., 1979).

Além da reducdo da pressdo arterial, clonidina foi capaz de reduzir o estresse
oxidativo no coracdo de SHRs. Foram verificadas menores concentragdes de produtos da
peroxidacdo lipidica e da oxidacdo proteica (Nik Yusoff et al., 2013).

A sedacdo induzida pela clonidina ocorre pela ativacdo de receptores a2 no locus
coeruleus na ponte o que limita o uso desse farmaco na clinica no tratamento da hipertenséo
arterial, por outro lado, o efeito sedativo pode ser utilizado na aplicagdo do composto como
pré-anestésico (Nguyen et al., 2017).

Cl
H
N

7

Figura 7. Formula estrutural da Clonidina

U.S. Phamacopeia
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Foi verificada menor incidéncia de efeitos colaterais durante a administracdo de
compostos com seletividade aos receptores I, como moxonidina e rilmenidina (Nikolic and
Agbaba, 2012). O tratamento agudo de pacientes hipertensos com moxonidina reduziu a
pressdo arterial média, sem alterar a frequéncia cardiaca e diminuiu a atividade da renina
plasmatica (Van Zwieten and Peters, 1999). Além disso, reduziu a atividade do nervo
simpatico avaliada por microneurografia e a resisténcia vascular periférica (Greenwood et al.,
2000). No entanto, o uso de moxonidina deve ser evitado em pacientes com insuficiéncia
cardiaca avancada pois a preparacdo de liberacéo sustentada de moxonidina foi associada com
maior taxa de morbidade e mortalidade (Cohn et al., 2003).

Rilmenidina é uma oxazolina com estrutura quimica similar as imidazolinas classicas.
O tratamento com rilmenidina também reduziu a pressdo arterial e a atividade simpética,
analizada através dos niveis de spillover de NA (Esler et al., 2004). Rilmenidina foi capaz de
aumentar o fluxo sanguineo renal, a excrecdo de potassio, a natriurese associada a inibi¢éo da
reabsor¢do de sodio e diurese paralelos & menor atividade simpética renal (Kline and
Cechetto, 1993)

O efeito simpatoinibitorio central melhora as alteracbes vasculares verificadas na
hipertensdo arterial. Os tratamentos crénicos de SHR com clonidina, rilmenidina ou
moxonidina aumentaram a densidade capilar funcional avaliada por microscopia intravital na
pele e musculo esquelético (Nascimento et al., 2010). Essa melhora também foi observada
pelo tratamento com clonidina e rilmenidina em modelo animal de sindrome metabdlica em
que além de hipertensdo arterial, observam-se deposicdo de gordura visceral, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose, aumento dos niveis de triglicerideos e hipercolesterolemia
(Nascimento et al., 2016).

1.7 JUSTIFICATIVA

Ja foi bem demonstrada a existéncia e o papel modulador das catecolaminas em
células do sistema imune e a presenca de todos os componentes da via de sintese e
metabolismo das catecolaminas nestas células (Cosentino et al., 1999; Marino et al., 1999) e
que o SNS tem papel fundamental na fisiopatologia de doencas cardiovasculares como a
hipertensdo arterial, a insuficiéncia cardiaca e a doenca arterial coronariana (Mancia et al.,
2007; Florea and Cohn, 2014; Moreira et al., 2015). No presente estudo, investigamos em
modelo experimental de SHR a existéncia de uma relacdo entre a atividade simpatica

sisttmica e a expressdo da enzima tirosina hidroxilase e do receptor Po-adrenérgico em
23



leucdcitos de sangue periferico. A hipotese do trabalho € que as expressdes de TH e do
receptor PBz-adrenérgico nos leucocitos de sangue periférico refletem a atividade simpatica na

hipertensdo arterial priméria.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a existéncia de uma relacdo entre a atividade do sistema nervoso simpatico e
a expressao da enzima TH e do receptor B2-adrenérgico em leucocitos de sangue periférico em

modelo experimental de hipertensao arterial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o0 modelo de estudo (ratos espontaneamente hipertensos - SHR)
quanto aos parametros hemodinamicos (pressdo arterial e frequencia cardiaca),
atividade simpética (niveis plasmaticos de noradrenalina e adrenalina), a
expressdo proteica de TH e receptor PBz-adrenérgico no bulbo raquidiano, na

glandula suprarrenal e nos leucécitos de sangue periférico.

e Investigar a distribuicdo de TH e receptor Bz-adrenérgico nas subpopulacdes

leucocitarias.

e Avaliar o efeito da simpatoinibicdo central com clonidina sobre os pardmetros
hemodinamicos, niveis de catecolaminas plasmaticas e expressao proteica de
TH e receptor B2-adrenérgico no bulbo raquidiano, na glandula suprarrenal e

em leucdcitos de sangue periférico.

e Correlacionar os niveis de leucécitos de sangue periférico expressando TH e

receptor B2-adrenérgico com a pressdo arterial sistolica e a frequéncia cardiaca.

e Correlacionar os niveis de leucdcitos de sangue periférico expressando TH e

receptor B2-adrenérgico com os niveis plasmaticos de catecolaminas.
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3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar Kyoto machos com 12 semanas, pesando de 200 a 250 g, foram obtidos
do Centro de criacdo de animais de laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz (CECAL, Rio de
Janeiro - RJ) e os ratos espontaneamente hipertensos da linhagem Okamoto-Aoki (SHR)
foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biol6gica na Area da Ciéncia de
Animais de Laboratério da Unicamp (CEMIB, Campinas - SP). Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de ética no uso de animais da FIOCRUZ (Licensa LW-
46/13).

3.2 INIBICAO SIMPATICA ATRAVES DO TRATAMENTO COM CLONIDINA

Os animais SHRs foram divididos aleatoriamente entre os grupos tratados com veiculo
(SHR+VEH) e tratados com clonidina (SHR+CLO). O tratamento oral por gavagem com
clonidina (c6digo C7897 - Sigma-Aldrich) 0,1 mg/kg/dia (Davidov et al., 1967; Defelice et
al., 1990; Nascimento et al., 2010) ou agua destilada (veiculo) foi realizado diariamente
durante 28 dias. O tratamento foi realizado através da introducdo da solugdo por agulha de
gavagem de ago inox (canula didmetro 1,2 mm com esfera 2,3 mm e raio de 40 mm) ligado a

seringa, todos os procedimentos foram realizados no mesmo periodo do dia.

3.3 MEDIDAS HEMODINAMICAS

Foram realizadas medidas da pressdo arterial sistélica e frequéncia cardiaca em
animais conscientes, através de um sistema computadorizado de pletismografia caudal (BP-
2000, Visitech blood pressure analysis system, USA), o método é nédo invasivo e foi realizada
a adaptacdo dos animais por 3 dias consecutivos no aparelho. Os animais foram mantidos
isolados em caixas individuais sob a plataforma aquecida a 37°C para a aclimatacdo. As
medidas hemodindmicas referem-se a média aritimética de 15 analises de pressdo arterial e

frequéncia cardiaca.
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3.4 COLETA DE PLASMA E DE ORGAOS

Os animais foram eutanasiados em cdmara de CO», foi realizada puncdo cardiaca e
foram coletadas as glandulas suprarrenais e o bulbo raquidiano. O sangue total foi coletado
com solucdo anticoagulante contendo 97 mM de citrato de sédio; 78 mM de acido citrico e
111 mM de glicose e centrifugado a 350g para a coleta do plasma e leucdcitos totais. Os
tecidos e o plasma foram armazenados em freezer -80°C até o0 processamento para posteriores
analises por western blot e ELISA, respectivamente.

35 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS TOTAIS

O sangue foi coletado em microtubos de coleta contendo EDTA (0,5 mL - Vacutube
Biocon). A quantificagdo de leucocitos foi realizada pela plataforma de Analises Clinicas de
Animais de Laboratoério — Fiocruz- RJ, através do analisador automatizado hematoldgico Poch
100- iV DIFF (Sysmex, Kobe, Japan).

3.6 OBTENCAO DE LEUCOCITOS DE SANGUE PERIFERICO

Os leucdcitos foram obtidos através de centrifugacdo a 350g do sangue total seguida
por sucessivas lises das hemacias com solucdo contendo 0,144M de cloreto de aménio e 17
mM de TrisHCI. Apos lavagem em tampdo fosfato-salino (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2,7
mM, KH2PO4 0,88 mM, Na2HPO4 6,4 mM, pH 7,4) as células vidveis foram quantificadas
em azul de trypan e processados para citometria de fluxo.

3.7 CITOMETRIA DE FLUXO

108 leucocitos foram processados para marcagdo de receptor Bo- adrenérgico e TH.
Para a andlise de TH foi realizada permeabilizacdo com 0,1% de saponina ou com solucao
comercial (Fixation/Permeabilization Solution Kit — BD Biosciences). As ligacoes
inespecificas foram blogueadas com solugédo contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e 5%
de soro de cabra em PBS. Os anticorpos primarios foram incubados por 20 minutos a 4°C.
Apbs lavagem com PBS acrescido de 10% de SFB, anticorpo secundério anti- IgG de coelho

conjugado a Alexa Fluor 488 foi incubado por 20 minutos a 4°C. As especificcOes e diluicdes
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encontram-se na Tabela 1. Apo6s as lavagens foi realizada fixacdo com solucdo de
paraformaldeido 2%. Todas as etapas foram realizadas a 4°C e seguidas por centrifugacdo a
175g. Foi utilizado o sistema CyAn ADP Analyzer (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA). O
controle negativo foi realizado com amostras de leucdcitos incubados com anticorpo
secundario conjugado a Alexa Fldor 488 na auséncia do anticorpo anti-TH ou anti- B2-AR.
As analises de intensidade de fluorescéncia foram realizadas através dos dados da mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI) de cada amostra normalizada pelo controle negativo do

experimento.

Tabela 1. Anticorpos e diluicdes utilizadas na Citometria de Fluxo

Fabricante Diluicao
Anticorpo primario 1gG de coelho anti receptor Abcam 1:50
[2-adrenérgico
Anticorpo primério 1gG de coelho anti tirosina Abcam 1:10
hidroxilase
Anticorpo secundario de cabra anti- 1gG de Invitrogen 1:1000
coelho conjugado a Alexa Fluor 488

3.8 IMUNOFLUORESCENCIA

As células provenientes dos experimentos de citometria foram aderidas em laminulas de
vidro revestidas com poli-L-Lisina, marcadas com DAPI (4'- 6-diamidino-2-fenilindol) por 5
minutos e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Colibri—Carl Zeiss, Jena, Germany). A
morfologia celular e nuclear possibilitou a quantificacdo de linfécitos (células menores e
mononucleares), mondcitos (células maiores e mononucleares) e granuldcitos

(polimorfonucleares).

3.9 WESTERN BLOT

As proteinas totais da metade de cada tecido coletado foram extraidas em tampao de lise
(25mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 50 mM fluoreto de sodio; 1mM ortovanadato

de sodio; 1% de Triton X-100; ImM PMSF) contendo mistura comercial de inibidores de
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protease e fosfatase (Roche Ltda e Sigma Aldrich, respectivamente) com auxilio de

sonicagdo. Os extratos foram mantidos a -80°C.

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de acido bicinconinico (BCA) de
acordo com as instrugdes do fabricante do kit (BCA Protein Assay Kit Folin - Thermo
Scientific Pierce). A absorbancia foi comparada com a curva padrdo de albumina bovina
sérica (BSA).

50 ug de proteinas foram diluidas em tamp&o de amostra composto por Tris-HCI 80mM
pH 6,8; SDS 2%, glicerol 12%; B mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,05%,
submetidas a acdo da temperatura de 100°C por 5 minutos e aplicadas em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (Satcking Gel: 5%
Bis/Acrilamida; 0,19M Tris (pH 8,8); 0,2% SDS; 0,1% Persulfato de aménio e 0,1% TEMED
- Running Gel: 12 % Bis/Acrilamida; 0,37M Tris (pH 6,8); 0,2% SDS; 0,1% Persulfato de
amonia e 0,04% TEMED). O campo elétrico de 100 Volts foi aplicado sobre esse gel o que

separou as proteinas de acordo com seu peso molecular.

Apos eletroforese, as amostras foram transferidas para membrana de nitrocelulose e
para descartar as ligacfes dos anticorpos com proteinas inespecificas foi feito bloqueio destas
ligacGes com solucdo de bloqueio [TBST (Tris 50 mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,1%) e 5%
de leite em pé desnatado (Molico)]. Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4°C
e o anticorpo IgG camundongo anti GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi
incubado por 1 hora a temperatura ambiente. As dilui¢bes e especificacbes encontram-se na
Tabela 2. Os anticorpos secundarios foram incubados por uma hora a temperatura ambiente e
todos os anticorpos foram diluidos em solucdo de blogueio. A deteccdo foi realizada por
sistema ECL (SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate - Thermo Scientific Inc.,
Rockford, USA ou Westar Supernova - Cyanagen Srl, Bologna, Italia). A quantificacdo dos
niveis de proteinas foi realizada com o software Image Studio (LI-COR - Lincoln, USA).

Tabela 2. Anticorpos e dilui¢des utilizadas no Western blot

Fabricante Diluicao

Anticorpo primario 1gG de coelho anti receptor Abcam 1:5000

B2-adrenérgico
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Anticorpo primario IgG de coelho anti tirosina Abcam 1:5000
hidroxilase
Anticorpo primario 1gG de camundongo anti Fitzgerald 1:60000
GAPDH

Anticorpo secundario de cabra anti- 1gG de Pierce 1:10000
coelho conjugado a peroxidase Biotechnology

Anticorpo secundario de cabra anti- 1gG Pierce 1:10000
camundongo conjugado a peroxidase Biotechnology

3.10 DOSAGEM DE CATECOLAMINAS PLASMATICAS POR ELISA

A dosagem de adrenalina e noradrenalina no plasma sanguineo foi realizada através da
utilizacdo de kit comercial (2-CAT ELISA Fast Track- Labor Diagnostika Nord GmbH & Co.
KG) de acordo com instru¢bes do fabricante e a leitura foi realizada em espectrofotometro
(SpetraMax — Molecular Devices, Sunnyvale, CA - USA).

3.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo. Teste de normalidade
D'Agostino e Pearson foi realizado. As analises estatisticas entre dois grupos com distribuicdo
normal foram realizadas utilizando-se teste t ndo pareado bi-caudal e se os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado teste Mann Whitney bi-caudal. ANOVA de
uma via seguido por pés-teste de Tukey foi empregado nas andlises de mais de dois grupos
com distribuicdo normal. Teste Kruskall-Wallis seguido por p6s-teste de Dunn foi utilizado
nas avaliches entre trés grupos que ndo possuiram distribuicdo normal. Coeficiente de
correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliar o grau de relacdo linear entre duas variaveis.
Os valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as analises foram
realizadas através do programa estatistico comercialmente disponivel GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 CARARCTERIZACAO DO MODELO DE ESTUDO

411 ANALISES HEMODINAMICAS

Iniciamos nosso estudo através da avalicdo de pardmetros hemodindmicos. Nossos
resultados revelaram maior pressdo sistolica (199+13 mmHg P<0,0001) e frequéncia cardiaca
(357+26 bpm P<0,05) em SHR quando comparados com ratos WKY (132+8 mmHg; 340+24

bpm, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8. Analises hemodindmicas de WKY e SHR

Pressdo sistolica (A) e frequéncia cardiaca (B) através de fotopletismografia caudal de ratos
Wistar Kyoto (WKY) nornotensos e ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Os resultados
sd0 expressos como a média + desvio padrdo. n= 18 animais/grupo. Teste t ndo pareado.
*P<0,05; ***P<0,0001.
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4.1.2 ANALISE DOS NIVEIS DE CATECOLAMINAS PLASMATICAS

Verificamos que SHR apresenta maiores niveis de adrenalina (6,2+0,7 nmol/L; P<0,0001) e
noradrenalina (76,6+4,3 nmol/L; P<0,0001) comparado ao WKY (1,4+0,5 nmol/L e 54,1+3,3

nmol/L; respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9. Niveis plasméticos de catecolaminas

Concentracdo de adrenalina (A) e noradrenalina (B) plasmaticas em ratos WKY e SHR. n=5
animais/grupo. Os valores representam média + desvio padrdo. Teste Mann Whitney.
**P<0,01.

413 EXPRESSAO DE TH E BETAAR NO BULBO RAQUIDIANO E
SUPRARRENAL

Realizamos a avaliacdo da enzima TH, bem como do B2-AR por western blot em
amostras de suprarrenal e bulbo raquidiano. No bulbo raquidiano, observamos que TH (Figura
10A) e P2-AR (Figura 10B) foram mais expressos em SHR, 27% e 45%, respectivamente,

guando comparados aos controles normotensos (P <0,05 e P <0,05, respectivamente). Na
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adrenal, TH também mostrou uma expressdo 42% maior em SHR em comparacdo com 0s
controles WKY (P <0,01) (Figura 10C).
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Figura 10. Expresséao proteica de TH e B2-AR no bulbo raquidiano e suprarrenal
Imunoblot e quantificacdo da tirosina hidroxilase (TH) (A) e do receptor PB2-adrenérgico (B2-

AR) (B) no bulbo raquidiano. Immunoblot e quantificacdo de TH na suprarrenal de ratos

Wistar Kyoto (WKY) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (C). Os resultados sdo

expressos como a media + desvio padrdo. n= 7-10 animais/grupo. Teste t ndo-pareado.
*P<0,05; **P<0,01.

4.1.4 EXPRESSAO DE TH E BETA;-AR EM LEUCOCITOS TOTAIS
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Investigamos expressdo de TH, bem como de B>-AR em leucdcitos de sangue
periférico, atraves de citometria de fluxo. A citometria de fluxo revelou diferenca significativa
no percentual de eventos positivos para TH entre WKY e SHR em que ha maior nimero de
células que expressam a enzima em leucdcitos totais de animais normotensos (65,1+15,9%
P<0,05) comparativamente aos leucocitos de SHR (44,9+20,8%) (Figura 11B). Nao
verificamos diferenga na mediana da intensidade de fluorescéncia entre os grupos (5,41+1,72
em WKY e 4,43+2,49 em SHR) (Figura 11C).
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Figura 11. Andlise da expressdo de tirosina hidroxilase em leucécitos através de
citometria de fluxo

Imagens representativas dos histogramas de intensidade de marcacdo em leucdcitos totais
(A). Quantificacdo do percentual de leucdcitos totais expressando a enzima em ratos Wistar
Kyoto (WKY) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (B). Analise da mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI) da marcacdo de TH (C). Os resultados sdo expressos como

a média * desvio padrdo. n= 10 animais/grupo. Teste t ndo-pareado. *P<0,05

A quantificagdo de células que expressam o P2-AR revelou menor percentual de
células marcadas em leucdcitos de WKY (13,5+5,4%) comparativamente ao SHR
(20,1+7,7%) (Figura 12B). N&o observamos diferenca na mediana da intensidade de
fluorescéncia entre 0s WKY e SHR (3,44+ 2,89 e 2,80+ 2,84; respectivamente) (Figura 12C).
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Figura 12. Analise da expressdo do receptor Bz-adrenérgico em leucocitos através de
citometria de fluxo

Imagens representativas dos histogramas de intensidade de marcagdo em leucécitos totais de
ratos Wistar Kyoto (WKY) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (A). Quantificacdo do
percentual de leucdcitos expressando o receptor (B). Analise da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da marcacdo de B2-AR (C). Os resultados sdo expressos como a média +

desvio padrdo. n= 10 animais/grupo. Teste t ndo-pareado. *P<0,05.

415 AVALIAGAO DAS SUBPOPULAGCOES LEUCOCITARIAS POSISTIVAS PARA
TH E BETA:-AR

Inicialmente avaliamos os percentuais das subpopulaces leucocitarias. Através da
morfologia visualizada por microscopia de fluorescéncia foi possivel quantificar o percentual
de linfécitos (menores e mononucleares), mondcitos (grandes e mononucleares) e
granuldcitos (polimorfonucleares) totais e marcados. Observamos que ndo ha diferencas entre
WKY e SHR (Figura 13). Verificamos um percentual de 71,5+14,1% de linfécitos,
13,8+6,8% de mondcitos e 17,4+12,4% de granuldcitos em WKY e de 70,6+11,5% de
linfocitos, 10,7+2,5% de mondcitos e 18,7+11,1% de granul6citos em SHR (Figura 13).
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Figura 13. Quantificacdo do percentual das subpopulacdes leucocitarias

A analise quantitativa do percentual de granulocitos (A), mondcitos (B) e linfécitos (C)
através de imunofluorescéncia. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padréo.

n= 5 animais/grupo. Teste t ndo-pareado.

Identificamos que todos os subtipos de leucdcitos (linfocitos, mondcitos e
granuldcitos) tanto de WKY como SHR expressaram TH (Figura 14) e B2-AR (Figura 15).

Observamos que em WKY 23,1+8,0% dos granuldcitos expressam TH enquanto que
apenas 5,6+2,8% destas céluas em SHR expressam a enzima (P <0,001) (Figura 14C). Néo
houve diferencas nos mondcitos entre WKY e SHR (41,9404 e 57,6+£25,9%;
respectivamente) (Figura 14D). No entanto, houve maior porcentagem de linfocitos que
expressam TH em SHR (31+15,0%) do que em WKY (11,9+7,4%, P <0,05) (Figura 14E).

Em relacdo a marcacdo de B-AR ndo foi possivel afirmar se ha diferenca no
percentual de células positivas para o receptor entre os subtipos de leucécitos de WKY e SHR
pois sera necessario replicar o experimento para atingir o n amostral suficiente (Figura 15D-
F).
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Figura 14. Imunofluorescéncia de tirosina hidroxilase

Imunofluorescéncia TH (marcacdo em verde) em leucdcitos de sangue periférico de ratos
WKY (A) e SHR (B). Em azul a marcagdo nuclear com DAPI. Os graficos mostram a
quantificacdo do percentual de granuldcitos (C), mondcitos (D) e linfécitos (E) positivos para
TH. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. n= 5 animais/grupo. Teste t

ndo-pareado. *P<0,05; **P<0,01. L= linfécitos, M = mondcitos e G= granuldcitos. Barra= 10

um.
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Figura 15. Imunofluorescéncia do receptor pz- adrenérgico

Imunofluorescéncia do receptor B2- adrenérgico (marcagdo em verde) em leucdcitos de sangue
periférico de ratos WKY (A) e SHR (B). Em azul a marcac¢do nuclear com DAPI. Os graficos
mostram a quantificacdo do percentual de granulécitos (C), mondcitos (D) e linfécitos (E)
positivos para o receptor adrenérgico. Os resultados sdo expressos como a media = desvio
padrdo. n= 5 animais/grupo. Teste t ndo-pareado. L= linfocitos, M = monocitos e G=

granulécitos. Barra= 10 pm.
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416 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE TH E BETA»-AR E A PRESSAO

SISTOLICA

A andlise de correlagdo entre TH ou B2-AR e a pressdo sistolica, considerando tanto os

animais normotensos e hipertensos como uma Unica populacdo, revelou correlacbes

significativas e diretas entre a expressdo de TH e B2-AR no bulbo raquidiano ou nas glandulas

suprarrenais com a pressao sistolica (Figura 16).
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Figura 16. Correlacdo de Pearson entre a expressdo de TH ou p2-AR no bulbo
raquidiano ou suprarrenal e pressado arterial sistélica
Analise de correlacdo entre a expressdo de B2-AR no bulbo raquidiano x Pressdo sistolica (A).

TH no bulbo raquidiano x pressdo sistolica (B). Niveis de TH na suprarrenal x Pressédo

sistélica (C).
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Ja a avaliacdo da expressdao dos componentes do SNS nos leucocitos revelou
correlacdo significativa e inversa entre TH nos leucdcitos e a pressdo sistdlica. Observamos
que a expressdo de B2-AR em leucdcitos correlaciona-se diretamente com a presséo sistolica

avaliada nos animais normotensos e hipertensos (Figura 17).
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Figura 17. Correlacéo de Pearson entre a expressao de TH e B2-AR em leucdcitos totais e
a pressao sistolica
Anadlise de correlacdo entre o percentual de leucécitos TH+ x pressdo sistolica (A). Niveis de

leucocitos B2-AR+ x Pressdo sistolica (B).

Além disso, também observamos correlacdo entre as subpopulacdes leucocitéria e a
pressao sistolica. Observamos correlagdo linear direta e significativa entre a expressdo de TH
em linfécitos e pressdo sistolica e correlacdo inversa na expressdo de TH em granuldcitos e a

pressdo sistdlica (Figura 18).
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Figura 18. Correlacdo de Pearson entre a expressdao de TH nas subpopulacgdes
leucocitarias e a pressao sistélica

Anédlise de correlagdo entre o percentual de granulécitos TH+ x pressdo sistolica (A). Niveis
de mondcitos TH+ x Pressao sistolica (B). Percentual de linfécitos TH+ X pressdo sistolica

©).

41



4.2 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM CLONIDINA EM SHR

Uma vez que nossos resultados demontraram que 0s animais apresentam hipertenséo e
hiperatividade simpatica, bem como alteragdo na expressdo de TH e do receptor B2-AR em
leucdcitos de sangue periférico, avaliamos se a modulacdo central do sistema simpatico
através do tratamento cronico dos animais hipertensos com clonidina, teria algum impacto

sobre a expressdo destas proteinas nos leucdcitos.

421 ANALISES HEMODINAMICAS E DOSAGEM DE CATECOLAMINAS APOS
TRATAMENTO CRONICO COM CLONIDINA

Inincialmente avaliamos o efeito da clonidina sobre os parametros hemodinamicos e
0s niveis plasmaticos de catecolaminas. O tratamento reduziu a pressao sistdlica (129+12
mmHg) quando comparado a SHR+VEH (2078 mmHg; P <0,0001) semelhante ao grupo
normotenso (132+7 mmHg) (Figura 19A), assim como, reduziu a freqiéncia cardiaca
(308+32 bpm) em comparacdo com ambos WKY (363122 bpm; P <0,0001) e SHR+VEH
(393+31 bpm; P<0,0001) (Figura 19B).
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Figura 19. Anélises hemodindmicas de WKY, SHR tratados com veiculo e SHR tratados
com clonidina

Pressao arterial sistolica (A) e frequéncia cardiaca (B) através de fotopletismografia caudal de
ratos Wistar Kyoto (WKY) normotensos, ratos espontaneamente hipertensos tratados com
veiculo (SHR+VEH) e ratos espontaneamente hipertensos tratados com clonidina
(SHR+CLO). Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. n= 14-15
animais/grupo. ANOVA One-way e pés-teste de Tukey. *P<0.05; ***P<0,0001.

Observamos reducdo significativa dos niveis plasmaticos de noradrenalina (25,8+22 nmol/L
P<0,01) (Figura 20B) e adrenalina (3,9+1,1 nmol/L P <0,01) (Figura 20A) ap6s 28 dias de
tratamento com clonidina quando comparado a SHR+VEH (80,5+56,5 e 5,2+0,3 nmol/L,

respectivamente) (Figura 20).
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Figura 20. Niveis plasmaticos de catecolaminas

Concentracdo de adrenalina (A) e noradrenalina (B) plasmaticas em ratos WKY normotensos,
SHR+VEH e SHR+CLO. n= 11-15 animais/grupo. Os valores representam média + desvio
padrdo. Teste Kruskall-Wallis seguido por pés-teste de Dunn. *P<0,05; **P<0,01.

422 EXPRESSAO DE TH E BETAAR NO BULBO RAQUIDIANO E
SUPRARRENAL APOS TRATAMENTO COM CLONIDINA

Avaliamos a expressdo de TH e B2-AR no bulbo raquidiano e nas glandulas
suprarrenais inferiores ap0s a tratamento com clonidina. A analise por western blot confirmou
0s dados anteriores revelando maiores niveis de TH (0,35+0,17, P<0,05) e de B2-AR
(0,68+0,13, P<0,05) nas amostras de bulbo raquidiano de SHR+VEH em comparagdo com
WKY. O tratamento de SHR com clonidina resultou em reducdo na expressdo de ambas as
proteinas (0,21+0,14 e 0,44+0,23, respectivamente) (Figura 21B e C) no bulbo raquidiano de

SHR em comparacdo com SHR+VEH. A clonidina também reduziu os niveis de TH nas
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glandulas suprarrenais (0,64+0,14, P<0,05) em SHR em compara¢gdo com o SHR néo tratado
(0,85+0,17) (Figura 21A).
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Figura 21. Western blot de TH e g2-AR no bulbo raquidiano e suprarrenal

Niveis de expressdo proteica de tirosina hidroxilase (TH) na glandula suprarrenal (A) e no
bulbo raquidiano (B) e receptor PBz-adrenérgico (B2-AR) no bulbo raquidiano (C). Os valores
representam média + desvio padrdo. n = 7-13 animais/ grupo. Teste ANOVA One-way e pds-
teste de Tukey. * P <0,05; ** P <0,01 e *** P <0,0001.
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423 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS TOTAIS

A contagem de leucdcitos totais revelou que ndo ha diferenca entre os grupos. O grupo
WKY apresentou 8,03+3,31x10° leucdcitos/mm?; SHR+VEH possuiu 8,14+1,95x10°

leucdcitos/mm? e SHR+CLO conteve 8,72+2,97x 102 leucocitos/mm? (Figura 22).
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Figura 22. Quantificacdo de leucdcitos totais
Contagem de leucdcitos totais. Os valores representam média + desvio padrdo. n = 5-11

animais/ grupo. Teste ANOVA One-way e pos-teste de Tukey.

424 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM CLONIDINA NA EXPRESSAO
DE TH E BETA>-AR NOS LEUCOCITOS

A andlise de citometria de fluxo revelou diferenca significativa entre o percentual de
eventos positivos para TH de WKY e SHR+VEH (37,1+11,3 e 17,1+14,5%, P<0,0001,
respectivamente). Leucocitos de SHR+CLO apresentaram maior percentual de células TH
positivas (31,1+7,9%, P<0,05) quando comparados aos leucécitos de SHR+VEH e niveis
semelhantes aos observados em WKY (Figura 23A e B).

Observamos maior intensidade de fluorescéncia nos leucécitos de WKY (5,65+2,15)
guando comparado a mediana da intensidade de fluorescéncia de TH em leucdcitos de
SHR+VEH (2,85+ 0,75, P<0,0001) (Figura 23C).
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Figura 23. Analise dao percentual de leucdcitos expressando tirosina hidroxilase atraveés
de citometria de fluxo

Imagens representativas dos histogramas de marcacdo para TH (A). Quantificacdo do
percentual de leucdcitos expressando TH (B) e anélise da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da marcacdo (C) em leucdcitos totais de ratos WKY, SHR+VEH e
SHR+CLO. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. n= 10 animais/grupo.
ANOVA One-way e pos-teste de Tukey. *P<0.05 e ***P<0,0001.

Observamos menor percentual de leucdcitos positivos para B2-AR em WKY
(6,0+£3,9%) comparado ao percentual de leucdcitos expressando o receptor em SHR+VEH
(25,7£7,4%, P<0,0001). O tratamento com CLO em SHR resultou na redugdo de eventos f2-
AR positivos na populacdo de leucdcitos (15,0+8,1%) em comparacdo com SHR+VEH
(25,7+7,4%, P<0,01). No entanto, SHR+CLO apresentaram um percentual mais elevado de
células B2-AR positivas em comparacdo com o0s normotensos WKY (6,0+£3,9%, P<0,05)
(Figura 24C e D).

Verificamos menor intensidade de fluorescéncia nos leucdcitos de WKY (0,94+0,30)
quando comparado a mediana da intensidade de fluorescéncia de B.-AR em leucécitos de
SHR+VEH (1,91+ 0,64, P<0,0001) (Figura 24C).
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Figura 24. Andlise dao percentual de leucdcitos expressando receptor p2-adrenérgico
através de citometria de fluxo

Imagens representativas dos histogramas de marcacdo para B-AR (A). Quantificacdo do
percentual de leucocitos expressando B2-AR (B) e analise da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da marcacdo do receptor (C) em leucdcitos totais de ratos WKY,
SHR+VEH e SHR+CLO. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. n= 10
animais/grupo. ANOVA One-way e pds-teste de Tukey. *P<0.05; ** P<0,01; ***P<0,0001.

425 CORRELACAO ENTRE EXPRESSAO DE TH OU BETA,;-AR EM LECOCITOS
COM PARAMETROS HEMODINAMICOS OU NIVEIS PLASMATICOS DE
CATECOLAMINAS APOS O TRATAMENTO COM CLONIDINA

Quando avaliamos as correlagbes considerando 0Ss grupos experimentais
separadamente, verificamos correlacdo inversa entre TH e a pressao sistolica no grupo SHR

(Figura 25). N&o observamos correlacdo nos grupos WKY e CLO ou entre as outras variaveis.
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Figura 25. Correlagédo de Pearson o percentual de leucocitos de SHR expressando TH e
a pressao sistolica

Considerando animais WKY, SHR+VEH e SHR+CLO como uma populacdo Unica
para a analise de correlacdo, verificamos que ha correlacdo direta entre expressdao de B2-AR
nos leucacitos com a pressdo sistolica, o que ndo foi observado entre o receptor e a frequéncia
cardiaca. Observamos correlacdo inversa entre o percentual de leucécitos expressando TH

com a frequéncia cardiaca e com a pressao sistdlica (Figura 26A e Figura 26B).
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Figura 26. Correlacdo de Pearson entre o percentual de leucécitos TH ou B2-AR
positivos e a frequéncia cardiaca e pressao sistolica durante tratamento com clonidina
Analise de correlacdo entre o percentual de leucdcitos TH+ x pressdo sistdlica (A). Percentual
de leucécitos TH+ x Frequéncia cardiaca (B). Niveis de leucdcitos B2-AR+ x Pressdo sistdlica
(C). Niveis de leucdcitos B2-AR+ x Frequéncia cardiaca (D).

Observamos correlacdo linear (r = -0,3775; P = 0,0397) entre o percentual de
leucdcitos expressando TH e os niveis plasmaticos de noradrenalina, ap6s tratamento crénico
de SHR com clonidina ou veiculo (Figura 27A). N&o verificamos correlacdo entre 0s outros

parametros.
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Figura 27. Correlacdo de Pearson entre a expressdo de TH ou B2-AR em leucdcitos e
niveis plasmaticos de catecolaminas apds tratamento com clonidina

Anadlise de correlacdo entre entre o percentual de leucocitos TH+ x Noradrenalina (A). entre o
percentual de leucdcitos TH+ x Adrenalina (B). Niveis de leucdcitos B2-AR+ x Noradrenalina
(C). Niveis de leucdcitos B2-AR+ x adrenalina (D).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que animais hipertensos apresentam numero
reduzido de leucdcitos expressando TH e niimero aumentado de leucdcitos expressando -
AR, em comparagdo com animais normotensos. Demonstramos que existe correlacéo entre a
pressdo sistolica e a percentual de leucocitos expressando TH ¢ de B2-AR e entre leucdcitos
positivos para TH e os niveis plasmaticos de NA e que esse padrdo ¢ alterado pelo tratamento

dos animais hipertensos com clonidina.

A hiperatividade simpética € um alvo terapéutico da hipertenséo arterial ndo somente
através da utilizacdo de farmacos como os beta blogueadores ou anti-hipertensivos de agédo
central, mas também através de intervencdes como a ativacdo do barorreflexo e a denervacgéo
renal (Grassi et al., 2015). Estas intervencdes foram avaliadas em estudos com pacientes que
apresentavam hipertensdo resistente, ja que estes pacientes ainda tinham niveis presséricos
ndo controlados apds o uso de trés ou mais anti-hipertensivos incluindo um diurético em suas

doses terapéuticas maximas (Malachias et al., 2016).

A terapia de ativacdo do barorreflexo é feita através da estimulacdo elétrica do
barorreceptor carotideo bilateral ou monolateral através da implantacdo de um dispositivo de
ativacdo elétrica do seio carotideo, induz a reducdo da PA pela inibicdo do tdnus simpatico
central (lliescu et al., 2014; Grassi et al., 2015). O dispositivo baseado de ativacdo crénica
barorreflexa apresentou-se seguro e eficaz em reduzir a PA trés meses apds a inser¢do do
dispositivo e este efeito foi mantido mesmo apés dois anos do procedimento (Scheffers et al.,
2010). A diminuicdo da PA foi correlacionada com a menor atividade do nervo simpatico

muscular (Heusser et al., 2010).

A denervacdo renal realizada através de abordagem percutanea com cateter, consiste
na ablacdo bilateral tanto de aferéncias quanto de eferéncias dos nervos renais por
radiofrequéncia ou ultrassom (Schlaich et al., 2013; Mancia and Grassi, 2014; Grassi et al.,
2015) é também capaz de reduzir a PA. A reducdo da PA foi acompanhada pela reducéo do
spillover de NA renal, menor atividade da renina, aumento do fluxo sanguineo renal e menor
atividade do nervo simpatico muscular (Krum et al., 2009; Schlaich et al., 2009). No entanto,
alguns estudos ndo verificam o beneficio da intervencdo. Brinkmann e colaboradores
(Brinkmann et al., 2012) n&o verificaram reducdo da PA ou da atividade simpética verificada

por microneurografia apds seis meses de intervengdo. Outro resultado divergente refere-se a
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um estudo clinico controlado por procedimento placebo (sham) no qual os pacientes passam
pelo procedimento cirdrgico no qual ndo € realizada a denervacdo renal, somente uma
angiografia. Apesar de ter sido verificada a reducdo da PA, ndo foi significativamente
diferente do grupo sham (Bhatt et al., 2014).

Esses procedimentos sao recentes e mais estudos a respeito devem ser conduzidos para
o melhor esclarecimento sobre as controvérsias de eficacia e mecanismos dessas intervencdes.
Uma vez que a hiperatividade simpéatica pode ndo ser a principal responsavel pela patogénese
da hipertensdo arterial em determinados pacientes, a selecdo dos individuos torna-se critica e

demonstra a importancia da analise de multiplos marcadores da atividade do SNS.

A atividade simpética em pacientes, no entanto, é avaliada por métodos muito pouco
sensiveis ou dificeis de implementar na pratica clinica (Grassi and Esler, 1999). Utilizam-se
0s niveis de catecolaminas plasmaticas e/ou urinarias, microneurografia, spillover de
noradrenalina ou andlise espectral da freqliéncia cardiaca, por exemplo (Guzzetti et al., 1988;
Esler et al., 1989; Grassi et al., 1998).

A medida de catecolaminas no plasma e urina ndo é invasiva e é o parametro da
atividade simpética mais comumente utilizada no homem. No entanto, estes métodos tém
baixa reprodutibilidade e sensibilidade e dependem dos niveis de secrecdo, recaptacdo e
captacdo de tecidos (Kopin, 1985). A microneurografia € o registro da atividade do nervo
simpatico po6s-ganglionar do musculo, geralmente estudando nervos peroneais ou braquiais.
Essa avaliacdo local é invasiva e complexa (Delius et al., 1972). Outro método de atividade
simpatica ocorre através da medicdo da taxa de spillover de noradrenalina radioativa no
plasma, que foi correlacionada com a atividade simpatica muscular (Wallin et al., 1992), no
entanto, ha risco de exposicdo radioativa e ndo ha acessibilidade para analisar os nervos

simpaticos dos 6rgaos internos (Grassi and Esler, 1999).

Nesse contexto, torna-se evidente a importancia da investigacdo de marcadores de
atividade simpética na clinica médica, especialmente em cardiologia. Biomarcadores sao
indicadores medidos e avaliados em processos bioldgicos, patolgicos ou em intervencdes
terapéuticas. Tem aplicacdes na detecgdo de doencas, monitoramento do estado de saude e até
mesmo na avaliacdo de eficacia e seguranca nos estudos de intervencOes terapéuticas
farmacologicas (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). A alta incidéncia de

hipertensdo arterial no Brasil e no mundo além dos dados preocupantes relacionados a baixa
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eficacia e adesdo aos tratamentos, motivam a investigacdo de novos marcadores que possam

ser utilizados na rotina clinica.

Pode-se citar proteina C reativa, hiperuricemia, hiperhomocisteinemia,
microalbumindria e o dominio N terminal da ECA como marcadores da hipertensdo arterial.
A andlise de proteina C reativa em mulheres foi associada com risco aumentado de
hipertensdo (Sesso et al., 2003), demonstrando a participacdo inflamatoria no
desenvolvimento da hipertensdo arterial. Niveis maiores que 7 mg/dL de &cido Urico sérico foi
associado com o risco de desenvolver hipertensdo arterial. Cada unidade de &cido Urico sérico
aumentada foi relacionada a um aumento de 9% no risco da incidéncia de hipertensao
(Krishnan et al., 2007). Altos niveis de homocisteina também foram associados com a
hipertensdo. Os individuos que desenvolveram hipertensdo apresentaram niveis
significativamente mais elevados de homocisteina plasméatica do que seus controles

correspondentes (Bowman et al., 2006; Wang et al., 2014).

Outro marcador associado com a predicao da hipertensao arterial é o nivel de excrecéo
urinaria de albumina o que evidencia o papel da disfuncdo endotelial renal na patogénese da
doenca (Wang et al., 2005). O dominio N terminal da ECA refere-se a isoformas desta enzima
que possui a isoforma somatica composta por dois dominios C e N e a isoforma germinativa
que apresenta somente o dominio C. A presenca do dominio N com 90 kDa em amostras de
urina foi positivamente associado a hipertensédo arterial (Maluf-Meiken et al., 2012).

Além da avaliacdo individual dos indicadores, foi proposta a quantificacdo de
maultiplos marcadores, ja que estes marcadores podem estar correlacionados e a analise
integrada pode aumentar a forca de predicdo dos mesmos. Em estudo prospectivo em que se
avaliou nove possiveis marcadores, verificou-se que proteina C-reativa, fator ativador do
plasminogénio-1 e a razdo albumina urinaria e creatinina se relacionaram significativamente
com a hipertensdo arterial (Wang et al., 2007). Esses indicadores de inflamacdo, potencial
fibrinolitico e de funcdo endotelial glomerular foram associados com o risco de hipertenséo
arterial e podem ser uma benéfica estratégia de predicdo da patologia.

A utilizacdo de biomarcadores com correlacdo negativa foram propostos (Martin-
Ventura et al., 2004; Blanco-Colio et al., 2007; Jansen et al., 2016). Mais ainda, (Demler et
al., 2013) demonstraram que biomarcadores com correlacdo negativa apresentam maior poder

de predicéo de risco. Modelos estatisticos, por exemplo a area sob a curva de caracteristicas
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de operacéo do receptor (ROC), sdo utilizados como medida da qualidade da previsao de risco

que orientam a clinica e a medicina preventitva.

Considerando os grupos de animais normotensos e hipertensos como uma unica
populacdo, verificamos correlacéo inversa e direta significativa entre as expresssoes de TH e
B2-AR em leucdcitos, respectivamente, com a presséo arterial sistolica. Leucdcitos de animais
WKY normotensos apresentam maiores niveis de TH comparados aos niveis da enzima em
leucdcitos de animais hipertensos, a correlacdo significativa e inversa entre TH e a pressdo
sistdlica indica que menor expressao de TH esta relacionado com maiores niveis pressoricos.
De modo contrario, B2-AR foi menos expresso em leucdcitos de WKY, assim, maior nivel do

receptor estdo presentes em leucocitos de animais com maiores valores de pressdes sistolica.

Nossos resultados corroboram dados da literatura que demonstram que células
mononucleares de pacientes hipertensos apresentaram maior expressio de B2-AR em
comparacdo com controles normotensos. Neste estudo, também foi encontrada correlacéo
significativa da densidade de B2-AR em células mononucleares com a pressdo arterial média.
Esta analise foi realizada agrupando como uma populacdo Unica os dados de pacientes
normotensos juntamente com os de pacientes hipertensos (Middeke et al., 1983). Além do
receptor B2-AR, foi observada alteracdo da expressao do receptor ai-adrenérgico em linfocitos
do sangue periférico com os quadros de hipertensdo essencial tanto em modelo animal,
utilizando-se SHR, quanto em seres humanos. Os autores demonstraram que a expressdo de
receptor aig-adrenérgicos ¢ menor e do receptor aip-adrenérgicos € maior nos linfécitos de
animais e pacientes hipertensos comparados as células dos controles normotensos (Veglio et
al., 2001).

A obesidade, assim como a hipertensdo arterial, estd relacionada com a atividade
simpatica (Davy and Orr, 2009). Um estudo que avaliou a expressao génica de TH em células
mononucleares de pacientes com obesidade central revelou que estes apresentam menor
expressdo de RNAm de TH quando comparados as células mononucleares de paciente ndo
obesos. Apesar do trabalho ndo se focar na avaliagdo da atividade simpética, os niveis de
catecolaminas foram dosados e ndo foi verificada diferenca entre os pacientes obesos e ndo
obesos (Leite et al., 2016). Nesse contexto, os niveis de TH em células mononucleares pode
ser alterado anteriormente a elevacdo da concentracdo de catecolaminas plasmaticas ou a

hiperatividade simpatica nesses pacientes possa ser verificada por outra metodologia como a
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microneurografia ou spillover de NA mas ndo atraves dos niveis plasmaticos de

catecolaminas.

A avaliacdo utilizando amostras de leucdcitos pode ser realizada ndo somente na
investigacdo da hipertensdo arterial, mas também em outras doencas, tais como as
relacionadas ao estresse. A analise por microarranjo de DNA identificou um perfil de
expressao génica associado com situagdes de estresse agudo e com a depressao em humanos.
Neste estudo, foi desenvolvido um chip contendo 1467 cDNAs que pode ser utilizado tanto na
deteccdo da doenca quanto de respostas anormais ao estresse, na resposta a terapia e na
avaliacdo de prognostico (Rokutan et al., 2005). Foi observado ainda que pacientes com
insuficiéncia cardiaca e com depressdao severa apresentaram maior atividade dos B-ARS em

celulas mononucleares (Redwine et al., 2014).

Interacbes neuroimmune-endocrinas sdo demonstradas em diversos trabalhos tanto no
campo da imunologia quanto da neurofisiologia. Além da interacdo através do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, o SNC se integra a periferia artravés do SNS (Eskandari and
Sternberg, 2002). O eixo hipotalamo-hipofise se associa com o SNS através dos neur6nios
presentes no hipotalamo que também fazem sinapses com neurénios pré-motores simpaticos
(Hering and Schlaich, 2015). O efeito da sinalizacdo adrenérgica em leucdécitos ainda nao é
bem esclarecido. Em determinadas situagdes e tipos celulares, NA pode potencializar a
inflamacdo ou ter efeitos inibitérios (Case and Zimmerman, 2016).

O receptor B2-AR é o principal receptor envolvido na acdo de NA em linfocitos T
(Case and Zimmerman, 2016). Na presenca de NA, células T helper do tipo 1 (Thl)
diminuem a secrecédo da citocina IL-2 de maneira 2-AR dependente, uma vez que esse efeito
ndo ¢ verificado na presenga de antagonista de B2-AR (Ramer-Quinn et al., 1997). Agonistas
B2-AR promovem a diferenciagdo de células T helper do tipo 2 (Th2), induzem a transcricéo
de genes relacionados com a ativacao de células Th2 como os genes das citocina IL-4 e IL-5 e
inibem a expressdo de genes relacionados com a ativagdo de células Thl, como interferon
(IFN) e IL-12 (Panina-Bordignon et al., 1997).

A interacdo neuroimune também foi observada em um estudo que demonstrou que
durante a administracdo de LPS, ocorreu a indugédo do tdnus simpético no bago, reducdo dos
niveis de TNF e acdo anti-inflamatoria, o que ndo foi verificado quando houve a remocéo da
atividade do nervo simpatico esplénico (Meltzer et al., 2004). Raap e colaboradores (Raap et

al., 2008) avaliaram a ativacdo de basofilos in vitro e in vivo ap6s indugdo de estresse e
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observaram menor ativagdo dessas células de maneira f2-AR dependente. O pré-tratamento
das células com butoxamina, um antagonista de B2-AR inibiu o efeito causado pelo estresse e

foi observado maior percentual de basofilos ativados.

Por outro lado, foi demonstrada a participa¢ao de B2-AR na diferenciacdo de células T
CD4+ naive em linfécitos Thl e inducéo de maior producdo de IFN-y (Swanson et al., 2001).
Camundongos knockout para a enzima dopamina B-hidroxilase apresentaram respostas imune
alteradas ao serem desafiados com Listeria monocytogenes ou Mycobacterium tuberculosis.
Foi verificada maior suscetibilidade a infec¢do, involucao timica e funcéo alterada das células

T, observada pela menor producdo de citocinas pelos linfocitos Thl (Alaniz et al., 1999).

No presente trabalho, a caracterizagdo do modelo demonstrou diferenca na
porcentagem de células positivas para TH entre as subpopula¢des leucocitarias. H4 menor
percentual de linfocitos de WKY positivamente marcados para TH comparado aos linfocitos
de SHR e essa expressdao correlacionou-se inversamente com a pressdo sistolica.
Considerando a expressdo de TH somente em linfocitos, maiores niveis da enzima estdo
relacionados com elevada pressdo sistélica. Ja a analise dos granuldcitos, revelou menor
percentual de granuldcitos expressando TH em SHR, semelhante a expressdao nos leucdcitos

totais.

Diferencas na expressdao e ativacdo entre as subpopulacbes de leucdcitos ja foram
descritas. H& menor atividade de monoamina oxidase em granuldcitos, estas células
apresentam atividade 5 vezes menor quando comparada a atividade desta enzima em
linfocitos (Balsa et al., 1989). Foi verificada diferenca na expresséo do receptor 3-adrenérgico
em leucocitos mononucleares e polimorfonuleares de pacientes com asma bronquica,
comparados aos controles. Células mononucleares de pacientes com asma apresentam niveis
reduzidos de receptor B-adrenérgico comparadas as células de pacientes saudaveis e ndo foi

verificada diferenca entre as células polimorfonucleares dos grupos (Sano et al., 1983).

Independentemente do efeito da sinalizacdo adrenérgica em leucdcitos no contexto da
hipertensdo arterial, parece haver um retrocontrole negativo na expresséo de TH e a
sinalizacdo do B2-AR. Uma vez que observamos menor expressdo de TH e maior expressao
do B2-AR em leucdcitos totais de animais hipertensos comparados aos animais normotensos.
Possivelmente, os maiores niveis de catecolaminas circulantes na hipertensdo arterial ativam a

sinalizacdo adrenérgica nos leucdcitos e consequentemente inibem a expressao de TH.
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A sinalizacdo do SNS pode ocorrer ndo somente pela secrecdo de neurotransmissores
pela inervacdo eferente, mas também pode acontecer através dos leucécitos por meio da
secrecdo de catecolaminas por estas células. Leucocitos sdo fonte de catecolaminas e
desempenham papéis essenciais na manutencdo da homeostase (Barnes et al., 2015).
Considerando o animal normotenso que ndo tem altos niveis de catecolaminas circulantes, a
presenca de TH em maiores niveis nos leucocitos pode conferir um meio através do qual a
sinalizacdo adrenérgica pode ser realizada quando necessaria. Assim como verificado em
macrofagos, estas células expressam tirosina hidroxilase em resposta a numerosos estimulos,
incluindo LPS, mas também como mecanismo compensatorio quando os niveis locais de

catecolaminas sdo baixos (Brown et al., 2003; Barnes et al., 2015).

Como anteriormente mencionado, fatores genéticos também estdo envolvidos com a
génese da hipertensdo arterial e os polimorfismos de um Unico nucleotideo da TH
principalmente na posicdo C-824T foram associados com as alteracBes bioquimicas e
fisiol6gicas na hipertensdo arterial. (Rao et al., 2007). Em estudo populacional desenvolvido
na Europa foi observada maior prevaléncia da hipertensédo arterial na populagcdo que
apresentava homozigose T/T na posicdo -824 do gene de TH (Nielsen et al., 2010). Esta
analise, assim como no nosso trabalho, foi realizada em amostras de sangue, uma amostra de
facil coleta, no entanto, a genotipagem atualmente ainda é uma técnica onerosa e que

necessita de treinamento especializado para execucao e analise.

Além da enzima limitante da sintese de catecolaminas, TH, o0s receptores p-
adrenérgicos também tém papel importante no desenvolvimento da hipertensdo, estdo
presentes no SNC e a administragé@o intracerebroventricular de antagonistas nao-seletivos de
B-AR evita 0 aumento da atividade nervosa renal induzida pelo estresse em SHRs (Koepke
and DiBona, 1985). Além disso, a administracdo de antagonista seletivo de B2-AR
intracerebroventricular, intrahipotalamica ou intracisternal também previne o aumento da
pressao arterial induzida pela estimulagdo elétrica da regido C1 na regido ventrolateral rostral
do bulbo raquidiano (Ward-Routledge et al., 1988).

A importancia do receptor B adrenérgico também foi demonstrada em células da
medula 6ssea. A presenca de receptores Pi-AR e P2-AR em células da medula dssea foi
associada com menor pressao sistélica e menor numero de células T, mondcitos e neutrofilos
circulantes (Ahmari et al., 2016).

58



O polimorfismo de 2-AR também é alvo de estudo. Verificou-se que o polimorfismo
R16G do receptor esta associado com a hipertensdo arterial priméria (Filigheddu et al., 2004).
Estudo com pacientes hipertensos revelou maior risco de doencas cardiovasculares e morte
em pacientes com o polimorfismo GluGIn em Glu27GIn do B.-AR comparado aos pacientes
que apresentavam o polimorfismo GInGIn (lwamoto et al., 2011). Em ambas as analises, as
genotipagens de B2-AR foram realizadas em amostras de leucdcitos de sangue o que corrobora
a utilizacdo dessas células no nosso estudo, no entanto, como anteriormente mencionado, a
implementacdo de genotipagem na rotina clinica é dificultada pela necessidade de

equipamentos e reagentes especificos e de alto custo.

Nossos resultados confirmam a hiperatividade do sistema nervoso simpético na
hipertensdo (Jones et al., 1990; Burgi et al., 2011), demonstrada pelo aumento da expressao de
TH e B2-AR nos reguladores do SNS (bulbo raquidiano e na glandula suprarrenal) de SHR em
comparacdo ao WKY e pela correlacdo direta significativa dessas proteinas com a pressao
sistolica. Apesar de ndo termos avaliado a atividade enzimética, a maior expressdo de TH
ocorreu em paralelo aos maiores niveis plasmaticos de adrenalina e noradrenalina nos animais

hipertensos. Indicando que ha também maior atividade enzimatica de TH em SHR.

Nossos dados de maiores niveis proteicos de TH no bulbo raquidiano e na glandula
suprarrenal de SHR corroboram os trabalhos anteriores sobre a expressdo génica de TH nesses
tecidos (Kumai et al., 1994; Kumai et al., 1996; Reja et al., 2002). Os niveis mais elevados de
TH poderia ser explicado pelas alteracdes no sistema de ubiquitina-proteassoma do animal
hipertenso. Foi observado que a atividade deste sistema responsavel pela degradacédo
intracelular de proteinas € reduzida em neurdnios hipotaldmicos e do tronco encefélico de
SHRs e pode ser uma das causas do aumento dos niveis de TH verificados na hipertensdo.
(Carbajosa et al., 2015).

Apesar de outras classes de anti-hipertensivos possuirem a¢oes indiretas sobre 0 SNS,
como demonstrado através do tratamento com bloqueadores de Ang Il reduzir a atividade
simpética cardiaca, avaliada por imagem com o uso de '21-MIBG- um analogo radiotivo da
NA- em pacientes com hipertensao primaria (Narumi et al., 2011) ou através do tratamento de
pacientes hipertensos com bloqueador de canais de célcio - azelnidipino - 8 semanas reduziu a
atividade simpatica muscular (Inomata et al., 2014). Avaliamos as possiveis alteracdes da
expressao de TH e B2-AR moduladas pela hiperatividade simpatica apds o tratamento cronico

com o agente de acdo central clonidina.
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O tratamento de SHR com clonidina, como esperado, resultou em reducdo dos niveis
de pressdo sistolica e frequéncia cardiaca assim como menor atividade simpatica, aqui
evidenciada por menores concentracdes de adrenalina e noradrenalina plasmaticas, menores
expressoes de TH no bulbo raquidiano e na suprarrenal, além de menor expressao de 2-AR
no bulbo raquidiano, demonstrando novamente a relacdo da atividade simpética e a

hipertenséo arterial.

O tratamento com clonidina também modulou as altera¢fes observadas em leucécitos
de SHR. Foram verificadas maior expressdo de TH ¢ menor de f2-AR comparados aos niveis
em SHR ndo tratados. Apos tratamento de SHR foi verificado percentual de leucécitos TH
positivos semelhantes aos observados em animais WKY que ndo apresentam a hiperatividade
simpatica. Isso foi confirmado pelas anélises de correlacdo, foi verificada correlacdo inversa
da expressdo de TH em leucécitos com a frequéncia cardiaca e com 0s niveis de
noradrenalina. Por outro lado, ndo foi encontrada correlacdo significativa entre a expressao do

receptor com a frequéncia cardiaca ou com niveis de noradrenalina ou adrenalina plasmaticos.

Nossos resultados sobre a expressdo de leucdcitos positivos para TH e B2-AR néo
excluem o efeito direto que a clonidina pode ter sobre essas células. A fim de avaliar este
efeito, analises in vitro do tratamento de leucdcitos com clonidina devem ser realizadas. No
entanto, a incubacgdo de células mononucleares de sangue periférico com 4uM de clonidina
por duas horas nao alterou a densidade de receptores B adrenérgicos, sem distingdo entre 1 e
B2 -AR (Zoukos et al., 1992), o que indica que a clonidina ndo tem efeito direto sobre essas

células.

Se houver a confirmacdo de que leucdcitos totais refletem a atividade simpética
sistémica através da expressdo de TH e B2-AR, a avaliagdo na rotina laboratorial néo
demandaria implantacdo de equipamentos extras. Citometria de fluxo é uma técnica
rotineiramente utilizada em laboratérios de analises clinicas, a distincdo entre leucemias
mieloide e linfoide é realizada por esta metodologia (Weir and Borowitz, 2001). Citometria de
fluxo é uma importante ferramenta, rapida e barata, para o diagnéstico e acompanhamento de
alteracOes genéticas do sistema imune, as imunodeficiéncias primérias (Abraham and Aubert,
2016). O avanco da técnica multiplica a aplicabilidade nos diagnosticos e se torna ainda mais
acessivel. Apesar de haver diferenca na expressdo de TH nas subpopulacfes leucocitarias,

houve correlagdo significativa quando analisamos os leucdcitos totais com a atividade
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simpatica. Desse modo, ndo € necessario a separacao das células o que facilita, agiliza e reduz

custo da avaliagéo.

A interpretacdo dessa andlise da atividade do SNS pode melhorar a eficacia de
tratamento da hipertensdo arterial que atualmente € muito baixa e preocupante, somente 32%
dos pacientes tratados apresentam a PA controlada (Chow et al.,, 2013). Apesar da
hiperatividade simpéatica ocorrer em uma parcela consideravel dos pacientes hipertensos
(Esler et al., 2010), o tratamento com inibidores adrenérgicos de agdo central € pouco
utilizado. Os agentes de acdo central foram classificados com o grau de recomendacéo Ilb de
modo que nao sdo os farmacos de primeira escolha. No entanto, se houver a evidéncia de que
a hipertensdo de um individuo é associada com a atividade simpética, atraves da analise de
TH em leucocitos, seria indicado o tratamento com medicamentos de agdo central. Apesar
dos diversos efeitos colaterais dos medicamentos atuais desta classe de anti-hipertensivos, a
evolucdo dos farmacos de acdo central pode motivar suas utilizacbes na clinica. Os
antihipertensivos segunda geragdo como a rilmenidina e moxonidina tem menor incidéncia de
efeitos colaterais por apresentarem maior seletividade aos receptores imidazolinicos do tipo 1
em relagdo ao receptores ap-adrenérgicos. Nesse contexto, hd& um grande interesse em
desenvolver agentes com maior seletividade e afinidade aos receptores imidazolicos |1
(Nikolic and Agbaba, 2012).

A utilizacdo do marcador proposto poderia ser benéfica ndo somente na hipertensao
arterial mas também em outras doencas em que ha o envolvimento da hiperatividade do SNS,
como a sindrome metabdlica (Mancia et al., 2007; Moreira et al., 2015) e a insuficiéncia

cardiaca congestiva em pacientes com fracdo de ejecdo normal (Florea and Cohn, 2014).

Em resumo, nossos resultados demonstram que leucocitos que expressam TH e B2-AR
sdo alterados na hipertensdo arterial e pelo tratamento com clonidina. O que pode contribuir
para 0 entendimento dos mecanismos associados a hipertensdo, o prognostico e na escolha e

avaliacdo da eficacia do tratamento.
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6. CONCLUSOES

» Confirmamos a hiperatividade simpatica em SHR através da verificacdo de niveis
elevados de adrenalina e noradrenalina plasmaticas em associagdo com a maior

expressdo de TH e B2-AR no bulbo raquidiano e na suprarrenal.

« O tratamento com clonidina induziu uma reducdo concomitante da atividade simpatica

sistémica e dos niveis de TH e B2-AR no bulbo raquidiano e na suprarrenal.

+ Ha uma alteracdo dos percentuais de leucdcitos expressando TH e P2-AR na
hipertensdo arterial primaria que é modulada pela inibicdo da atividade simpatica

central induzida pelo tratamento com clonidina.

» Existe correlagdo inversa entre o percentual de leucécitos TH positivos com a pressao

sistolica, com a frequéncia cardiaca e com o0s niveis de noradrenalina.

Os percentuais de leucécitos de sangue periférico que expressam B2-AR e TH sdo
modificados em paralelo a hiperatividade simpatica e a modulacdo desta apds o tratamento
com clonidina em modelo experimental de hipertensdo arterial primaria. Estes resultados
justificam a realizagdo de estudos futuros para a avaliacdo da utilizagdo destes parametros

como marcadores da atividade simpatica sistémica.
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8. ANEXOS

A seqguir, serdo listados os trabalhos finalizados referentes ao mestrado sobre doenca
de Chagas em modelo in vitro e in vivo e 0 manuscrito da tese desenvolvidos no periodo entre
2013 e 2017.

8.1 ARTIGO PUBLICADO

Nisimura LM, Estato V, de Souza EM, Reis PA, Lessa MA, Castro-Faria-Neto HC,
Pereira  MC, Tibirica E, Garzoni LR. Acute Chagas disease induces cerebral
microvasculopathy in mice. PLoS Negl Trop Dis. 2014 Jul 10;8(7):2998. doi:
10.1371/journal.pntd.0002998. eCollection 2014 Jul. Erratum in: PLoS Negl Trop Dis. 2014
Aug;8(8):e3151.
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Abstract

Cardiomyopathy is the main clinical form of Chagas disease (CD); however, cerebral manifestations, such as
meningoencephalitis, ischemic stroke and cognitive impairment, can also occur. The aim of the present study was to
investigate functional microvascular alterations and oxidative stress in the brain of mice in acute CD. Acute CD was induced
in Swiss Webster mice (SWM]) with the Y strain of Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Cerebral functional capillary density (the
number of spontanecusly perfused capillaries), leukocyte rolling and adhesion and the microvascular endothelial
dependent response were analyzed over a period of fifteen days wsing intravital video-microscopy. We also evaluated
cerebral oxidative stress with the thiobarbituric acid reactive species TBARS method. Compared with the non-<infected
group, acute CD significantly induced cerebral functional microvascular alterations, including (i} functional capillary
rarefaction, (i) increased leukocyte rolling and adhesion, (i) the formation of microvascular plateletdeukocyte aggregates,
and (iv) alteration of the endothelial response to acetylcholine. Moreover, cerebral oxidative stress increased in infected
animals. We concluded that acute CD in mice induced cerebral microvasculopathy, characterized by a reduced incidence of
perfused capillaries, a high number of microvascular platelet-leukocyte aggregates, a marked increase in leukocyte-
endothelium interactions and brain arteriolar endothelial dysfunction associated with oxidative stress. These results suggest
the involvement of cerebral microcirculation alterations in the neurclogical manifestations of CD.
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Introduction

Chagas disease (CL), which is caused by the protosean Tryameoma
et (T, e, & endemic in Latin America and aflects approsimately
10 rwillson people worldwicde [1]. Casdioemyopathy is the main oisical
nunfestation af CD, bt digestive and neusologeal foms can alo
[kl [2]. hﬁ::ﬁ:gn‘:nxqﬂm]i[bs B oan i:l:l!:l.ll:l.i.l.‘l:l[ msanlEstation of acue
CI i children under 2 vears ol age [3], and i i abo Fegquently
observed in immusosuppressed  patients sulfering fom acse CD
reactivation [4]. Behemic stroke is the main neurological manlestation
observed m chronde CIY [3], and cognithe mpainment and depresson
can alsn ooour [li,—]. Mloseover, t'x.l.iﬂ'i.ll:ln:lml stuches in mice have
showwn that 1L'|m1eﬂ'\1:—|.ilr beehanor indl.'pﬂbdn:u of cemiral nervous
system inflamematon but & associaed with high levels ol systemic
tammsor necresis fwctor {TNF) [B].

Acute CD has re-emerged in oral wransmission outhreaks in
countries where vector ransmision has been comtrolled [9].
|}uri.1:|g acute O |}1 the Prr.ip]:lrm] jlﬂu:mualm'\_.‘ TUSMOCLS i
characteried |1_'_..' the presence al nl;u'rup]mgl:x [lﬂ]: NE cells
[11] amd imense wmphocyte pobeclonal activation [12]. This
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response is followed by the systemic synthesis of pro-inflammatery
cytokines [13], nitrie oxide (NO) [14] and reactive oxygen species
[].:l]. Mhierovascular  alterations  have been i.'l:ll'.lli.i'.‘l.ll.‘!l in the
pathogenesis of Chagas cardiomyopathy and include vascular
coastrictions, microaneurysms, diluations and plaelel aggrega-
tiony, resulting i the formation of transient occhsive thrombi.
These alerations contribute 1o myocytolytic pecross followed by
inﬂull:u:llumq' mifiliration  and  ioerstitial  Ghoosis, !&lq’!ll:!u:l:m.'r.r1
vasoactive substances, including endothelin-1 and thromboxane,
are imvolved in the modulation of vascular responses during T,
crusi infeetion, contrbating to plelet aggregation, microvascular
spastns and endotbvelial dysfuncion [16].

T_-sdng mtravatal \';llrl"?—l[lj[ﬂm'q:l}' {.[:\l], our research group
l'l:t'l:ll'ﬂ!_.‘ demonstrated that eerebral functional  microvascular
alierations are pathophysiologically relevant in models of systemic
severe infections syndromes, such as sepsis and malaria, in mice
[] .n_':]l!]. Moreover, IM bas been used as an i|:r1|n‘:l|:‘la.1:|[ tool with
whach 10 evaluate the mcrocirculaton d.u:riu.g T. m.:,r iufn'lif:lu.‘
r.g., usi::lg the hamster cheek lﬂ":lul:'l:l. and eremaster musele model

[1e-21y.

July 2004 | Voleme 8 | lssue 7 | e2098
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