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RESUMO
Atualmente, a hipertensdo arterial constitui uma doenga cardiovascular de altissima

prevaléncia. A hiperatividade do sistema nervoso simpatico € considerada como uma
importante caracteristica fisiopatoldgica da hipertensdo arterial. Portanto, sua modulagdo
farmacoldgica pode ser considerada como um alvo terapéutico estratégico. No entanto, a
avaliacdo da atividade simpética sistémica em pacientes é ainda bastante controversa. O
objetivo principal do presente estudo foi avaliar a existéncia de uma possivel relacéo entre a
expressao da enzima tirosina hidroxilase(TH) em leucdcitos periféricos e a concentracdo
plasméatica de catecolaminas. Os experimentos foram realizados em ratos Wistar Kyoto
(WKY-VEI) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Os animais foram tratados por
gavagem com losartan (SHR-LOS, 10 mg/kg/dia), clonidina (SHR-CLO, 0,1 mg/kg/dia) ou
veiculo (SHR-VEI) durante 28 dias. A pressao arterial sistolica (PAS) e a leucometria foram
avaliadas antes e apds o tratamento. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados e
foi feita a coleta de sangue, bulbo raquidiano e glandulas supra-renais para analises
posteriores. A expressao da TH foi avaliada através da técnica de western blotting. A PAS
estava elevada nos ratos SHR-VEI antes e ap0s o tratamento com veiculo, em comparacao
com o grupo WKY-VEI. J& nos grupos SHR-LOS e SHR-CLO, o tratamento farmacoldgico
foi capaz de reduzir a PAS para niveis semelhantes aqueles encontrados em animais
normotensos. N&o foram observadas diferencas significativas na leucometria entre 0s
diferentes grupos experimentais. As concentracdes de adrenalina plasmatica estavam
aumentadas no grupo SHR-VEI, mas ndo foram reduzidas de maneira significativa por
nenhum dos tratamentos farmacologicos. Ja a noradrenalina, também elevada no grupo SHR-
VEI, foi marcadamente reduzida pelos tratamentos utilizados. A expressdo da TH se
encontrava elevada nos animais do grupo SHR-VEI em todos os tecidos estudados, tendo sido
também reduzida significativamente apos o tratamento SHR-CLO em todos os tecidos. No
grupo SHR-LOS ndo houve reducdo significativa da expressdo de TH em nenhum tecido.
Nossos achados sugerem que os leucocitos periféricos sdo diretamente influenciados pela
hiperatividade simpatica sistémica presente neste modelo experimental. Tais resultados
podem abrir novos caminhos para o desenvolvimento de um novo método de analise da
hiperatividade simpatica em pacientes, o que seria de grande valia ndo sO para o tratamento da
hipertensdo arterial como também para outras condi¢cBes patolégicas que apresentam esta

hiperatividade como caracteristica.



ABSTRACT
Currently, hypertension is a cardiovascular disease with high prevalence. The hyperactivity of

the sympathetic system is shown to be present and important for the development of this
disease and its modulation become a therapeutic target, although there are no clinic accurate
measures of sympathetic activity. The aim of this study was to evaluate the possible
relationship between the expression of the tyrosine hydroxylase enzyme from peripheral
leukocytes and plasma catecholamine’s concentration. We conduct experiments in Wistar
Kyoto (WKY-VEI) and spontaneously hypertensive rats (SHR). The animals were treated by
gavage with losartan (SHR-LOS), clonidine (CLO-SHR) or vehicle (SHR-VEI) for 28 days.
Systolic blood pressure (SBP) and white blood cell count was conducted before and after the
treatment. At the end of treatment period, animals” blood was collected and plasma was
separated for the measurement of catecholamines, and peripheral leukocytes were separated to
analyze the expression of the key enzyme in the metabolism of catecholamines (tyrosine
hydroxylase - TH) by Western blotting. The animals were sacrificed and were collected for
the same analysis the medulla oblongata and the adrenal gland. SBP was higher in SHR-VEI
before and after treatment compared with the WKY-VEL. In groups SHR-LOS and SHR-CLO
pharmacological treatment was able to reduce SBP. In leukocytes counting there was no
statistical difference in either group before or after the treatment. The plasma adrenaline was
increased in SHR-VEI and there was no significantly reduce in the other groups.
Norepinephrine, also elevated in SHR-VEI, was markedly reduced by the treatments. The
expression of TH was higher in SHR-VEI in all tissues studied and was also significantly
reduced after treatment in SHR-CLO in leukocytes, medulla and adrenal gland. There was no
reduction of TH expression in SHR-LOS. Based in our findings, we can conclude that the
expression of TH in leukocytes is directly influenced by systemic sympathetic hyperactivity
present in this experimental model of hypertension. These results may open the door to the
development of a new method of analysis of sympathetic hyperactivity in human, which
would be of great value not only for the treatment of hypertension as well as other

pathological conditions that have this hyperactivity characterized.
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1. INTRODUGAO

1.1. HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é definida como o aumento
cronico da pressdo arterial em niveis maiores que 140/90mmHg®. H4 uma
relacdo direta entre a pressao arterial e o risco de doengas
cardiovasculares?, e, mesmo a partir de medidas maiores que
115/75mmHg, a mortalidade por doencgas cardiovasculares conseqlientes
aumenta continua e linearmente’3. Apesar dos constantes alertas, sua
prevaléncia alcanca niveis cada vez maiores em todo o mundo. Em 2003,
a prevaléncia desta doenca ja alcancava 30% da populagdo nas principais
capitais brasileiras*, sendo gastos milhdes de reais todo ano com o
tratamento e a distribuicao de medicamentos para hipertensos. Doenga
silenciosa, a hipertensao arterial ndo possui sintomas ou sinais claros em
seus estagios iniciais, sendo diagnosticada muitas vezes somente apds o
surgimento de complicacOes relacionadas. Tais complicagcdes incluem além
de aterosclerose, insuficiéncia renal e acidentes vasculares cerebrais,
infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca, esta Ultima causa lider
de morte no Brasil e no mundo j& ha varios anos'. Sua freqiiéncia ainda
aumenta com a idade, sendo 75% dos maiores de 70 anos hipertensos .
No entanto, ao contrario do que esta observacao induz, a HAS ndo é uma
doenca da terceira idade, sendo detectada mesmo em jovens®. Entre os
fatores de risco para seu desenvolvimento destacam-se o excesso de peso
e a obesidade, o sedentarismo, alcool, fumo e o consumo excessivo de
sal!, todos estes males inerentes a vida moderna, contribuindo para as

taxas cada vez maiores de hipertensos ao redor do mundo.

Contraditoriamente a sua demonstrada importancia, a HAS ainda
ndo é uma doencga plenamente compreendida, sendo fato que uma parcela
significativa da populacdo hipertensa ndo é idealmente controlada’®. Os
fatores envolvidos em sua génese, desenvolvimento e manutengdo sdo
diversos, com o envolvimento de varios 0rgdos e sistemas em ordem

cronoldgica nao definida. Torna-se entdo um grande desafio para os



clinicos a elucidacdo das causas e o tratamento de um paciente

hipertenso.

1.2. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NA HAS

Estando a hipertensao arterial tdo profundamente arraigada na
sociedade contemporanea, seu tratamento deveria ser protocolado, de
facil aplicacao e de alta eficiéncia. Entretanto, o que vemos na pratica é
um onde grande parte dos hipertensos ndo é bem assistida e ndo tem a
doenca sob controle®. Segundo as diretrizes brasileiras de hipertensdo® o
tratamento do hipertenso deve ser adequado ao seu risco potencial,
levando-se em conta seu grau de hipertensdo, a existéncia de doencgas
associadas e os fatores de risco cardiovascular conhecidos. Este
tratamento deve sempre incluir um componente de mudanga
comportamental, que inclui modificacdo de habitos alimentares, estimulo
a pratica de exercicios e perda de peso. O tratamento ndo medicamentoso
isolado deve ser a primeira escolha para hipertensos limitrofes (até
139/89mmHg) e de baixo risco, e em parceria com o tratamento
medicamentoso nos demais casos. De fato, uma mudanca positiva de
cinco habitos combinados - alto consumo de sal, alta ingestao
sddio/potassio, consumo de alcool, dieta desequilibrada e vida sedentaria
- é listada como a melhor forma de melhorar a epidemia hipertensiva em
curso’®. Quando o paciente alcanca um maior risco, a terapia
medicamentosa deve ser associada a estas mudancas de comportamento.
Atualmente no mercado brasileiro encontram-se disponiveis sete classes
de anti-hipertensivos: diuréticos, inibidores adrenérgicos (centrais e
periféricos), vasodilatadores diretos, bloqueadores de canal de calcio,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores dos
receptores AT1 da angiotensina II e mais recentemente inibidores diretos
de renina. Estdo ainda disponiveis associacdes entre as diferentes classes
que objetivam amplificar as melhorias. Nao é propodsito deste trabalho

comparar e avaliar os prés e contras de cada uma destas terapias, frise-se
2



apenas que o elevado numero de hipertensos, nas mais diversas
situagles, cruza-se com as numerosas opgoes terapéuticas para criar um
quadro complexo de decisdo para a comunidade médica e multidisciplinar
envolvida no tratamento desta doenca. Melhorias no escopo do
diagnédstico, baseando-o ndo somente na medida da pressao arterial
sistémica, mas em outros desbalangos metabdlicos nitidamente envolvidos
e definicdes mais particulares dos quadros hipertensivos seriam de grande

valia na escolha do tratamento ideal para cada paciente.

1.3. CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL

Para melhor compreender a doenca, é necessario primeiro entender
o funcionamento do sistema na condicdo saudavel. Sabe-se que a pressao
arterial é o produto do débito cardiaco pela resisténcia vascular periférica.
Tais componentes sdo centralmente reqgulados através de um equilibrio na
atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) e do sistema nervoso
parassimpatico (SNP). Estes, regulam-se através de informacodes

recolhidas em barorreceptores e quimiorreceptores.

1.3.1 QUIMIORRECEPTORES

Os quimiorreceptores sao localizados em bifurcacbes na artéria
carétida e na aorta, sendo irrigados por uma rede capilar abundante. Sao
extremamente especializados, sensiveis as pressdes de oxigénio e
carbono, além do pH sanguineo. Sua funcdo é relacionada principalmente
a manutencdo de estados ventilatorios e cardiovasculares ideais, sendo
capazes de promover reflexamente vasoconstriccao e hipertensao arterial,
provavelmente por ativacdo simpatica'!?. Os principais mecanismos que
levariam a hipertividade simpatica através dos quimiorreceptores seriam
guiados pela hipdxia tissular e/ou carotidea, associado a uma
disfuncionalidade dos barorreceptores, que sabidamente exercem papel

mais importante nesta regulagdo®>.



1.3.2. BARORRECEPTORES

No seio carotideo e no arco adrtico os barorreceptores sao ativados
pelo estimulo fisico do cisalhamento - distensdo e retracdo da parede
aortica de acordo que o fluxo sanguineo. Tais estimulos sdo rapidamente
convertidos em potenciais de acdo que viajam até o nucleo do trato
solitario (NTS) considerado o centro do controle da pressao arterial no
cérebro. Apods a rapida transmissdo o resultado obtido € um aumento da
atividade parassimpatica via nervo vago, resultando em dilatagao
arteriolar, venodilatacdao, bradicardia e reducao da contratilidade

miocardica* >,

1.3.3. ATIVIDADE SIMPATICA NO CONTROLE DA PRESSAO

Ao receber os estimulos dos sensores ao longo do corpo, o cérebro
0s converte em sinais que sao efetivados pelo SNS e SNP, funcionando a
regulacao neuro-humoral da pressao arterial (PA) como um arco-reflexo
envolvendo receptores, aferéncias, centros de integracdo, eferéncias e
efetores. Esses sinais sao potenciais de acao conduzidos ao sistema
nervoso central, especificamente ao nucleo do trato solitario (NTS) via
nervo glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras adrticas).
Neurdnios secundarios do NTS excitam neurdnios pré-ganglionares do
parassimpatico localizados no nucleo dorsal motor do vago e no nucleo
ambiguo, que por sua vez se projetam (eferentes vagais) aos neuronios
pos-ganglionares intramurais situados no coracdo, determinando o
aumento da atividade vagal e queda da frequéncia cardiacal®. Os sinais
periféricos sdo recebidos em primeira instancia no NTS, que os agrupa e
0s encaminha para a regiao de interesse: seja ela de controle simpatico, a
area ventrolateral rostral do bulbo raquidiano (RVLM) de onde os
neurbnios se projetam para os neurdnios pré-ganglionares do sistema
nervoso simpatico, ou de controle parassimpatico, no nucleo ambiguo e no
nucleo dorsal motor do nervo vago, que contém os corpos celulares dos

neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico.



A ativacao simpatica é traduzida pelo corpo através da liberagao de
catecolaminas nos terminais neuronais e no sistema circulatorio,
principalmente noradrenalina e adrenalina. Consideradas as moléculas
efetoras do SNS, estas catecolaminas circulantes irdao alcangar as
diferentes regidoes do corpo incitando as respostas tipicas conforme o

esquema abaixo:

Ativacao Simpatica \ ‘

J

/ fluxo sanguineo no coracdo,
cérebro e musculo esquelético

M frequéncia cardiaca e da J
forga de contragao.

1 frequéncia respiratoria) ‘J

Esquema 1: didatico das conseqliéncias da ativagao simpatica.

Uma vez atingidos pela ativacao simpatica, em cada regidao ha
também uma compensacdao hormonal a fim de se atingir os objetivos
supracitados. Nos rins, ha o estimulo a producdo de renina, que eleva os
niveis de aldosterona, culminando numa retencdo de sbédio e
consequentemente de liquidos, aumentando a volemia do sistema. Na
glandula hipdfise ha a liberacdao de cortisol, que age no figado
aumentando a glicogendlise e o suprimento energéticos do organismo
como um todo. Na glandula adrenal ha a liberagcdo de mais catecolaminas,
principalmente adrenalina, que vao atuar mantendo o estado de alerta no
corpo enquanto for necessario. Todas estas agdes sdo constantemente
reguladas nao sé pelo sistema central (através da atividade
parassimpatica) como também por mecanismos intrinsicos de feedback
que auxiliam na regulacdao do tonus simpatico regional, mantendo um

equilibrio dindmico necessario ao funcionamento do organismo®>.



1.4. MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERTENSAO ARTERIAL

O primeiro modelo animal de hipertensao surgiu na década de 30
quando Goldblatt e colaboradores'® alcancaram uma elevacdo persistente
da pressdo arterial em cdes, apds constriccdo da artéria de um dos rins.
De |& para c3, os modelos de hipertensdo evoluiram passando por
modelos psicoldgicos, cirdrgicos, alimentares e genéticos. Nosso modelo
de eleicao foi dos ratos espontaneamente hipertensos desenvolvidos por
Okamoto e Aoki em 1963'7. Este modelo é considerado um modelo de
hipertensdo arterial primaria e foi desenvolvido através da selecdo
fenotipica de animais Wistar ao longo de varias geracdes. A primeira
grande vantagem deste modelo é que a utilizacdo de animais wistar
confere o controle ideal do proprio modelo, uma vez que os animais SHR
derivam dos Wistar Kyoto. Adiciona-se que, diferente dos modelos
nocaute, este método permite a selecdo nao de um Unico gene alvo, mas
de todo um grupo de alteracdes genéticas que levam a um fendtipo
comum. Apesar de maior variabilidade intra-grupo, acredita-se que este
modelo esteja mais proximo da condicdo humana, aonde as primeiras
pistas da doenca sao o histérico familiar e o fendtipo hipertenso. A ampla
evolugao deste modelo trouxe novas informacdes a respeito do
mecanismo hipertensivo destes animais que tém sido atribuidos a
alteracdes neurais somadas a alteragdes vasculares importantes®®.
Particularmente o sistema nervoso simpatico ocupa uma posicao especial
no desenvolvimento e manutencao da doenca nos SHR, cuja
hiperatividade é encontrada na totalidade dos animais®®. Outros modelos
animais nos quais a hiperatividade simpatica representa ponto chave na
hipertensdo arterial estdo disponiveis. Animais com bloqueio crénico dos
receptores adrenérgicos aa desenvolvem hipertensdo®® assim como
camundongos nocaute para o receptor B, apresentam uma resposta
hipertensiva exagerada aos estimulos externos®!. Tais modelos servem
para exemplificacdo da importancia do SNS na hipertensao arterial, mas,
mais uma vez, a adjacéncia com a situacao humana faz dos animais SHR

a melhor opcao para o desenvolvimento deste trabalho.
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1.5. A VIA DE SINTESE DAS CATECOLAMINAS

As catecolaminas sdo um grupo de substancias que tém em comum
a presenca de um radical catecol, que consiste em um benzeno com duas
hidroxilas. No corpo humano, estas moléculas agem como comunicadores
do SNS e sao produzidas a partir da tirosina. A tirosina pode ser obtida
diretamente da dieta ou através da transformacdao da fenilalanina,
executada pela fenilalanina hidroxilase. Apds a obtencdo, a tirosina é
transformada pela tirosina hidroxilase em DOPA, através da adicdo de
uma hidroxila em seu anel benzénico. A DOPA é a primeira catecolamina
produzida e a tirosina hidroxilase, e sua respectiva expressao e atividade,
considerada enzima limitante para a sintese de todas as catecolaminas
endogenas. A cascata segue de forma linear: a DOPA ¢é convertida
primeiramente em dopamina, o primeiro neurotransmissor de fato, no
citoplasma principalmente dos neurdnios noradrenérgicos. A dopamina é
entdo internalizada em vesiculas aonde ocorre a sua transformacdao em
noradrenalina. A noradrenalina pode ainda ser convertida em adrenalina,
reacao que acontece principalmente nas células cromafins da glandula
supra-renal. Todas as trés substancias podem atuar sinapticamente ou
como hormoénios através da estimulacdo de diferentes tipos de receptores
adrenérgicos. Sabe-se, no entanto, que a dopamina tem sua maior
atuacao como neurotransmissor, a noradrenalina atua como ambos tendo
preferéncia por receptores a-adrenérgicos e a adrenalina atua
majoritariamente como hormonio, tendo maior afinidade por receptores -

adrenérgicos!®?%%3,

Sdo consideragdes importantes a respeito desta via o seu carater
linear, de forma que a producdo de uma substancia sempre passa em
algum ponto pela produgao de outra semelhante, o que faz com que a
regulacdao do momento de liberacao seja quase tao importante quanto a
quantidade da substancia em si. E ainda de se notar que todas as reacdes

envolvidas sao reversiveis, podendo uma catecolamina ser convertida na
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outra dependendo do momento fisioldgico. A recaptagcdo e conversao
destas ¢é inclusive uma das principais formas de retirada das
catecolaminas da fenda sindptica ou da circulacdo, associando-se a
enzimas de degradacdo especificas como a monoamina oxidase (MAO) ou

a catecol-O-metiltransferase (COMT).

No plasma sanguineo cerca da metade das catecolaminas liberadas
circulam associadas a proteinas plasmaticas, permitindo que suas
quantidades circulantes sejam elevadas rapidamente em momentos de
estresse ou de resposta de luta ou fuga. Igualmente rapida é a meia-vida
destas substancias, que ndo ultrapassa alguns minutos. Esta observagao é
importante, pois a elevacdo cronica destes elementos no plasma
sanguineo indica um estado de constante e massiva producdo e nao pode

ser atribuido a situagoes transientes.

Por fim, os efeitos desencadeados pela ativacao deste sistema sao
uma série de alteracbes metabdlicas de longo alcance, que incluem
vasodilatacao periférica, aumento da forca e velocidade contratil dos
musculos esquelético e cardiaco, disponibilizacao de recursos energéticos
pelo figado e até efeitos nos sentidos, principalmente para melhora da
acuidade visual. Sua acdo rapida e transitéria e seus efeitos diversos
fazem com que as catecolaminas e muitos analogos sintéticos venham
sendo de longa data utilizados como medicamentos para condigcoes
cardiacas, respiratorias e outros quadros aonde tais efeitos possam trazer

vantagem para o quadro geral do paciente?®*.

1.6. A ATIVIDADE SIMPATICA NA HIPERTENSAO ARTERIAL

Ja de longa data é sabido que alteracdes na funcdo do SNS sao
cabais no desenvolvimento e manutencdao do estado hipertensivo, por
levarem a alteragdes na frequéncia e no débito cardiacos, na resisténcia
vascular periférica, na microcirculacdo e no controle renal da volemia®>"%%,

Ha ainda a perda de sensibilidade do barorreflexo, aumentando a
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tolerdncia a maiores pressdes?®. Em animais experimentais, o controle
energético prejudicado pela hiperatividade do SNS leva ao aumento de
peso podendo levar até mesmo a obesidade®®, esta mais um fator
multiplicador de risco na HAS. A presenca da hiperatividade simpatica na
hipertensao arterial correlaciona-se com maior risco do desenvolvimento
de complicacdes cardiacas®® e é encontrada mesmo em individuos
jovens®?. Os dados disponiveis na literatura corroboram a idéia de que
quanto mais severa a hipertensdao, maior a ativacao simpatica, o que
contribui para a manutencdo do quadro e a resisténcia ao tratamento®3. O
exato momento do desenvolvimento deste estado excitado do SNS ainda é
muito debatido. E incerto se este faz parte da génese ou apenas da
manutencdao da doenca, sendo o consenso atual de que ha quadros

hipertensivos diversos o suficiente para apoiar ambas as teorias>*>°.

Em resumo, a atividade simpatica desempenha papel importante
tanto na salude como na doenca®*?’. A ativacdo simpdtica é responsavel
por efeitos essencialmente hipertensivos, que incluem vasoconstriccao,
efeitos cardiacos cronotrdpicos e inotrépicos positivos, ativacdo do sistema
renina-angiotensina, alteracao no crescimento e permeabilidade vascular
e atuacdo na sensibilidade do sistema barorreflexo®®. A regulagdo
ineficiente do SNS afeta diferentes sistemas, envolvendo-se em diversos
quadros patoldgicos, como dislipidemia, resisténcia a insulina, obesidade,
aumento do hematdcrito, intoleréncia a glicose® e a prépria hipertensdo
49,

arteria A hiperatividade simpatica, presente em cerca de 30% dos

pacientes hipertensos, estd ainda relacionada com o aumento do tonus

vascular3334,

1.7. MEDIDAS DA ATIVIDADE SIMPATICA EM CLINICA MEDICA

Dada sua importancia, seria de se esperar que houvesse maneiras
eficientes de se mensurar a atividade simpatica em pacientes das diversas

patologias onde esta é implicada. No entanto, as metodologias atualmente
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aplicadas apresentam desvantagens impossiveis de serem ignoradas,

contribuindo para as incertezas acerca do tema.

1.7.1. MeEDIDAS DE CATECOLAMINAS CIRCULANTES

A primeira tentativa de se estudar a atividade simpatica em clinica
médica veio através da medida do neurotransmissor noradrenalina na
urina. No entanto esta forma ja é considerada obsoleta, dada a
inconsisténcia dos resultados obtidos devido a uma série de alteragdes
fisioldgicas ndao necessariamente conectadas a situacdo simpatica que
podem influenciar tal medida. O método mais utilizado atualmente é a
medicao de catecolaminas circulantes: noradrenalina e adrenalina no
plasma sanguineo. Tal método esbarra em duas grandes limitacbes. A
primeira delas é que obtém-se apenas informacdes sistémicas, o que nao
é interessante visto que a ativacao simpatica possui efeitos diferenciados
nas regides do corpo. A segunda é que a quantidade destas moléculas no
plasma depende de uma relacao entre a secrecao e a retirada destas
substancias do plasma, de forma que se torna impossivel inferir se os
resultados alterados sao resultantes de uma secrecao pronunciada, de
uma remocdao deficiente ou de um desequilibrio nesta manutencdo, que

pode ser distinta principalmente em condicdes patoldgicas*!*2.

1.7.2. SPiLLOVER DE NORADRENALINA

Através da infusao de noradrenalina tritiada e seqlentes retiradas
de amostra de sangue na regiao de interesse, pode-se medir o alcance da
noradrenalina nos diferentes 6rgaos e a velocidade da sua retirada pelo
corpo. Esta técnica, no entanto, € pouco usada, pois representa risco ao
voluntario da pesquisa devido a exposicdo radioativa, além de introduzir

um viés artificial na ativacdo simpatica intrinsica®’.

1.7.3. ANALISE ESPECTRAL DA FREQUENCIA CARDIACA

Esta técnica somente fornece informagdes a respeito da atividade
simpatica no coracdo, pois sao matematicamente identificaveis as
variagdes no ciclo cardiaco impostos pela SNS. No entanto, dado o fato de

que as alteracdes sdao muito sensiveis e podem resultar ndao da atividade
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simpatica somente, mas do equilibrio dinamico entre a atividade simpatica
e a atividade parassimpatica, tais dados facilmente geram resultados

enganadores®,

1.7.4. MICRONEUROGRAFIA

Esta técnica consiste na insercdo de eletrodos de tungsténio sob a
pele, diretamente nos nervos peroneais ou medianos da perna. O disparo
dos nervos pode entao ser medido diretamente na fibra nervosa. As
principais desvantagens desta técnica incluem seu carater invasivo, a
medicdo da atividade somente no musculo quando o mais interessante é a
avaliacdo dos drgdos internos e a discutida natureza mista dos nervos

acessados™.

1.8. DROGAS ANTI-HIPERTENSIVAS DE ACAO CENTRAL

Dada a descoberta do papel do SNS no desenvolvimento e
manutencdao do estado pressorico elevado, foram desenvolvidos
medicamentos capazes de, através de acdo no sistema nervoso central,
regular a atividade do SNS. Dos medicamentos atualmente descritos como
inibidores simpaticos centrais, o mais antigo e que esta ha mais tempo em
uso é a clonidina. Inicialmente desenhada como agonista de receptores
alfa-adrenérgicos, rapidamente foram verificados efeitos hipotensores
deste farmaco. Com capacidade de atravessar a barreira hemato-
encefdlica, o alvo preferencial de acdo da clonidina situa-se na medula
oblongata do bulbo cerebral, onde se encontram receptores imidazolinicos
em maior quantidade®. As agdes da clonidina incluem a redugdo de
secrecao de renina e de vasopressina, agoes que contribuem para reducao

da pressdo arterial®’*®,

A clonidina também €& capaz de reduzir a
concentracdao plasmatica de noradrenalina, como resultado direto da
inibicdo simpatica. No entanto, os fortes efeitos colaterais deste farmaco,
que incluem boca seca e sonoléncia, limitam seu uso atualmente apenas

em casos especificos. Apds a caracterizacdao das propriedades
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farmacoldgicas dos receptores imidazolinicos, foi possivel dissociar os
mecanismos farmacoldgicos envolvidos no efeito terapéutico (controle da
pressdo arterial) e o principal efeito colateral (sonoléncia)*. Foram
desenvolvidas entao novas drogas, ditas anti-hipertensivos de agao
central de segunda geracao, cuja principal promessa era a manutencgao do
efeito anti-hipertensivo sem a severidade dos efeitos colaterais. Surgiram
entao a rilmenidina e a moxonidina, que cumprem o prometido. Apesar de
menos potente que a clonidina na reducao da hipertensao, a rilmenidina
possui afinidade trinta vezes maior para os receptores imidazolinicos, do
que para os receptores ay-adrenérgicos. Por apresentar menor afinidade
pelos receptores ay-adrenérgicos, a rilmenidina causa menor efeito
sedativo, j&@ que a ativacdo dos receptores o,-adrenérgicos inibe a

atividade neuronal no /ocus coerulus >°.

Vale lembrar que apesar de
medicamentos mais modernos estarem chegando ao mercado, a clonidina
ainda é o modelo mais fiel de inibicdo simpatica, sendo utilizado inclusive
em outras situagdes que envolvem o SNS como a sindrome da abstinéncia

e o gerenciamento da dor>'°2,

1.9. A INTEGRACAO ENTRE O SNS E 0 SISTEMA IMUNE

E de histdria recente a confirmacao da presenca de catecolaminas
em célula do sistema imune. Apesar do primeiro relato sobre a modulacao
de respostas destas moléculas ter ocorrido em 1904 quando médicos
observaram uma migracao robusta de leucocitos apds injecao subcutanea
de catecolaminas®®, o assunto somente foi abordado novamente nas
décadas de 70 e 80, quando foi mostrada a presenca de receptores
adrenérgicos em linfécitos humanos. Os primeiros trabalhos avaliavam
leucdcitos provenientes do liquido cérebro espinhal, porém os mais
recentes ja se utilizavam de técnicas de cultura e de coleta de leucdcitos
do sangue humano periférico. No comego dos anos 90 foram apresentados
inUmeros trabalhos que demonstravam a presenca de catecolaminas no

interior de células de defesa. Mais recentemente, no final da década de 90
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e comeco do século 21, todos os outros componentes da via foram
demonstrados: tirosina hidroxilase (TH), dopamina B-hidroxilase (DBH),
transportadores especificos de catecolaminas, metabdlitos dessas
catecolaminas e até enzimas capazes de degrada-las como a MAO e a
COMT foram relatadas como presentes nestas células. Havia sido
confirmada a capacidade de células do sistema imune de receber
estimulos, captar, armazenar, sintetizar, produzir, secretar e metabolizar
catecolaminas. Apesar do entusiasmo da pesquisa da area, nenhum
trabalho foi ainda definitivo em demonstrar a fungao dessas catecolaminas

(CT) leucocitarias, ou mesmo a diferenca na atuacgao delas.

Em 1996, Musso descreve em um trabalho pioneiro®* sobre o tema a
presenca das diferentes catecolaminas nas diferentes células do sistema
imune. Em seu trabalho é apresentado que neutréfilos e  linfécitos
apresentaram niveis de noradrenalina (NE), dopamina (D) e L-DOPA, um
precursor de ambas as moléculas. Ele ndo encontrou, porém, CTs em
fagocitos ou no meio de cultura, nao apresentando evidéncia da secrecao
destas catecolaminas. E também demonstrado que linfécitos provenientes
do sangue venoso (mais proximo aos terminais nervosos simpaticos)
possuiam um nivel maior de CTs que os provenientes de sangue arterial.
Neste trabalho é concluido que a capacidade de liberar estas moléculas
nao esta provada, mas que existem indicios de uma comunicacao entre o
sistema nervoso e o sistema imune através da utilizacdo de um mediador

comum: as catecolaminas.

Em seus multiplos trabalhos>>>%

, 0 grupo de Cosentino foi capaz de
confirmar a presenca de CTs no interior dos linfocitos e no meio de
cultura, provando que as células eram capazes de externalizar estas
substancias. Com diversas manipulagdes farmacoldgicas (por exemplo
inibicdo de enzimas chave como a TH) foi feita também prova definitiva de
que os linfécitos produzem as produzem. Em um de seus trabalhos mais
recentes®® é investigado qual seria o papel destas CTs. Utilizando linfécitos
diferenciados (T CD4+CD25+) mostrou-se que as CTs eram capazes de
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afetar a producdo citocinas por estes linfocitos, mostrando um papel
modulatério delas na resposta imune. Previamente ja se sabia que havia
influéncia de CTs na hematopoese, mas este trabalho é o primeiro a
mostrar esta influéncia em leucdcitos ativados, que estdo mais préximos
da resposta imune propriamente dita. Outro dado interessante dos
trabalhos deste grupo é uma gradacdo da quantidade de CTs nas células,
que seria: Linfocitos T = Linfécitos B > Mondcitos > Granulécitos. Ele
demonstra ainda a NE como principal CT nos linfocitos, mostrando que a
maior parte da NE produzida é secretada e que o bloqueio do sistema de
transporte da NE aumenta em 8 vezes sua concentracao no meio de
cultura. Na tentativa de elucidar qual o papel destas CTs na resposta
inflamatodria, os resultados ndo foram cabais, mas foi mostrado que a
utilizacao de L-DOPA, um precursor das CTs, reduziu a proliferacao e a
diferenciacdo dos leucdcitos isolados, a incubacdo com L-DOPA,
noradrenalina ou dopamina também induziram a apoptose de forma dose-
dependente®. A ativacdo das células imunes (em modelos de injdria
pulmonar ou através de estimulacao por lipopolissacarideo) é capaz de
aumentar as CTs produzidas e secretadas por estas células. Outro dado
importante é que apesar de os fagocitos terem sido minimizados nesta
area, quando ativados, foram capazes de apresentar quantidades
significantes de CTs, principalmente na secrecdo de adrenalina®. Mostram
também que citocinas como o inteferon gama sao capazes de reduzir a
producao de CTs nestas células ativadas. Todos os trabalhos indicam que
as CTs teriam funcao reguladora autdcrina/paracrina na resposta
inflamatdéria. O contrario nunca foi investigado: sera que as CTs

provenientes de leucdcitos se relacionariam com as CTs neuronais?

O recolhimento de leucdcitos provenientes de animais com a
atividade adrenérgica bloqueada farmacologicamente resultou em um
aumento da expressao de TH, DBH e CTs em geral, que o autor justifica
como um possivel mecanismo compensatdrio. Sendo esse o caso, na

hiperatividade simpatica poderiamos encontrar leucécitos com menos CTs,
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bem como uma diminuicdao do numero de leucdcitos, uma vez que as CTs

influenciam também a hematopoese®?.

Em resumo, foi recentemente provada a existéncia e o papel
modulador das CTs em células do sistema imune. Seu papel exato ainda é
obscuro, apesar de haver fortes indicios da atuacdo delas na regulacdo da
resposta imune (principalmente como fator inibidor) e na comunicagao
deste sistema com o sistema nervoso autbnomo. A investigacdo destes
fatores tem momentaneamente se concentrado em elucidar os
mecanismos através dos quais estas CTs influenciam a resposta imune, de
forma que a investigagao do papel delas no sistema nervoso (em
condicdes saudaveis ou patoldgicas) representariam uma abordagem

inovadora.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a existéncia de uma correlacdo entre a expressao da enzima

limitante da via de sintese de catecolaminas, tirosina hidroxilase,

proveniente de leucdcitos periféricos e a atividade simpatica sistémica em

ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Mensurar a expressao da enzima tirosina hidroxilase em animais
normotensos, hipertensos e hipertensos tratados, em sitios de
regulacdo da atividade simpatica e em leucdcitos isolados de sangue

periférico.

Mensurar a adrenalina e noradrenalina plasmaticas nos animais

experimentais.

Avaliar o efeito do bloqueio central da atividade simpatica na
pressao arterial e na expressao da enzima tirosina hidroxilase dos
animais experimentais.

Avaliar o efeito da modulacdo periférica do sistema renina-
angiotensina na pressao arterial e na expressao da enzima tirosina
hidroxilase dos animais experimentais.
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e Correlacionar o nivel de expressao da enzima tirosina hidroxilase
nos diferentes tecidos com a presenca de hipertensao arterial e com
a atividade simpatica nos animais experimentais.

3. METODOLOGIA

3.1. MODELOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) machos
da linhagem de Okamoto (Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP,
Brasil) com 12 a 14 semanas e ratos machos normotensos Wistar Kyoto
(WKY, Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz, Brasil), com idades

pareadas.

Os animais foram mantidos sob condigdes controladas de luz (ciclos
de 12-12h claro-escuro) e temperatura (22 + 1 °C) com acesso livre a
agua e racao padrao até o dia do experimento. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Fundacdo
Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ, protocolo # L-0034/08).

Vinte e quatro ratos SHR foram divididos de maneira aleatéria em
grupos (8 animais por grupo) e tratados durante 28 dias por gavagem
com veiculo (SHR-VEI, grupo controle), clonidina (SHR-CLO, 0,1
mg/kg/dia) ou losartan (SHR-LOS, 10 mg/kg/dia). Um grupo de oito ratos
WKY foi tratado com veiculo durante 28 dias e foi considerado como o
grupo controle normotenso (WKY-VEI). Os experimentos foram realizados

em duas etapas temporalmente distintas, cada uma contendo 4 animais.

3.2 .MEDIDAS HEMODINAMICAS

Foram realizadas medidas da pressao arterial sistdlica em animais
conscientes, através de um sistema computadorizado de pletismografia
caudal (BP-2000, Visitech blood pressure analysis system, USA), um

método nao invasivo de medida da PA.
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Antes da medida da PA, os ratos eram adaptados por 3 dias
consecutivos no aparelho de pressao caudal pré-aquecido. A PA era
medida antes do inicio do tratamento e apds a quarta semana, sendo
adquiridas 10 medidas individuais por animal e utilizada a média destas

medidas.

3.3. LEUCOMETRIA

Com o objetivo de avaliar a contagem geral de leucdcitos nos
animais experimentais, foi realizada leucometria antes e apds o
tratamento de 28 dias. Seguindo a administracdo de anestésico local, foi
feita uma pequena incisao na extremidade da cauda dos animais e
retirado 5upl de sangue periférico. A este foi adicionado o diluente
conhecido como reagente de Turk (acido acético 2%; violeta de genciana
0,1%). Uma aliquota de 20 pl desta solugao foi adicionada a cdmara de
Neubauer e os leucdcitos periféricos foram contados em microscopio 6tico

com objetiva de 40x ou 100x.

3.4. EXPERIMENTO TERMINAL

Apdés o término dos 28 dias de tratamento, os animais foram
anestesiados com uretano (1,5 mg/kg) e tiveram coletados 5 ml de
sangue periférico em seringas com EDTA 8% para prevenir a coagulagao.
Apds esse procedimento os animais foram sacrificados, e foram retirados
e isolados as glandulas adrenais e o bulbo raquidiano. Os tecidos foram

armazenados em nitrogénio liquido para posterior processamento.

3.5. OBTENGAO DE PLASMA
A separacao do plasma sanguineo se deu por centrifugacao simples,
a 3500 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O plasma obtido foi congelado a -20

°C para ensaio posterior por até 6 meses.
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3.6. DOSAGEM DE CATECOLAMINAS

A dosagem de catecolminas no plasma sanguineo foi realizada
conforme kit comercial (2-CAT ELISA Fast Track® - Labor Diagnostika
Nord GmbH & Co. KG). O kit consiste em um ensaio de extracao e
concentracao das catecolaminas através de um gel de afinidade, seguido
de um ensaio de ELISA aonde amostras, controles e padrdes se ligam a
sitios especificos em uma fase sélida, que é posteriormente lavada para
retirada de excedentes nao ligados e entao detectada com a ajuda de um
anticorpo conjugado a peroxidase a 450nm. A quantificacdo das amostras
desconhecidas é obtida através da comparacao de absorbancia com uma
curva de referéncia preparada com padroes de concentracdes conhecidas.
Por motivos de forca maior, somente foi realizado na segunda

amostragem.

3.7. ISOLAMENTO DOS LEUCOCITOS

Na proporcao de 1:1 o sangue fresco foi adicionado a um tubo
contendo Ficoll-Paque (Ficoll-Paque™ PREMIUM - GE Healthcare
Lifesciences) e centrifugado a 400 g por 20 minutos. Somente foi
recolhida a fase das células mononucleares (PBMC) e lavada com PBS
gelado em dois ciclos de centrifugacdao a 800G por 15 minutos. Apds as
lavagens o pellet obtido foi ressuspendido em tampao de lise (HEPES

50mM, MgCl2 , EDTA, Triton X-100 1%) e armazenado a -20°C para

ensaio posterior por até 6 meses.

3.8. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
A gléandula supra-renal foi homogeneizada em baixa

temperatura na presenca de tampao de lise (HEPES 50mM, MgCI2 ,
EDTA, Triton X-100 1%) acrescido de mistura comercial de inibidores
de proteases (Roche Ltda. - Germany) em baixa temperatura. O

homogenato obtido foi centrifugado a 3500rpm por 5 minutos e o
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sobrenadante final recolhido e conservado em -80°C para ensaio

posterior por até 6 meses.

O bulbo raquidiano previamente dissecado foi homogeneizado
em baixa temperatura na presenca de tampao de lise de Tris (Tris-
HCI 50mM, EDTA 50mM) acrescido de mistura comercial de inibidores
de proteases (Roche Ltda. - Germany) em baixa temperatura. O
homogenato obtido foi centrifugado a 3500rpm por 5 minutos e o
sobrenadante final recolhido e conservado em -80°C para ensaio

posterior por até 6 meses.

3.9. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem das proteinas totais das amostras recolhidas foi
realizada pelo método de Bradford, conforme kit comercial (Pierce®
BCA Protein Assay Kit - Thermo Scientific Inc., Rockford, USA)

Todas as amostras - supra-renais, bulbo raquidiano e
leucédcitos - foram aliquotados e diluidos em tampao de amostra
(Glicerol 2ml; Mercaptoetanol 1ml; SDS 10% 3ml; NaOH 10N 20ul;
Azul de Bromofenol 2%) e armazenados em -20°C para ensaio

posterior por até 12 meses.

3.10. SDS-PAGE

A técnica de SDS-PAGE foi aplicada para quantificar a expressao das
proteinas de interesse conforme anteriormente descrito na literatura®.
Basicamente, uma aliquota de 20ug de proteina foi aplicada em gel de
bisacrilamida/acrilamida a 10% para separacao e transferidas para
membrana de nitrocelulose (Trans-Blot® Transfer Medium - BioRad
Laboratories Inc., CA). Para mensuracao da expressao da TH, as

membranas foram blogueadas em solucao de albumina 3% em solugao
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TBS-Tween (Tris 20mM, NaCl 0,5mM, Tween-20 0,05%) por 1 hora,
seguindo a incubacdao com anticorpo policlonal anti-TH (Millipore -
Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) na concentracdao de
1:1000 overnight. Apds lavagem, a membrana foi em seguida incubada
com o secundario anti-rabbit policlonal com HRP conjugado (Thermo
Scientific Inc., Rockford, USA) na concentragao de 1:1000. Para o ensaio
da B-actina foi utilizado o anticorpo policlonal na concentragao de 1:1000
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA) e secundario
1:5000 (Thermo Scientific Inc., Rockford, USA). A revelacao se deu por
sistema ECL conforme kit comercial (SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate - Thermo Scientific Inc., Rockford, USA). As
imagens foram escaneadas e analisadas com ajuda do software Image J e

os dados mostrados como uma relagcao TH/Actina.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como sendo a média + erro padrao
da média (EPM) para cada grupo e comparacoes entre grupos diferentes
foram feitas através do test ¢ de Student ndao pareado ou da analise de
variancia (ANOVA) quando apropriado. Quando foram detectadas
diferencas significativas pelo ANOVA, o teste de Bonferroni foi utilizado
para localizar as diferencas estatisticamente significativas. O coeficiente
de correlacao de Pearson foi utilizado para medir a forca da relacgao linear
entre as medidas de expressdao enzimatica nos diferentes tecidos.
Diferencas com valores de p menores que 0,05 foram consideradas
significativas. Todos o0s calculos foram realizados por analises
informatizadas através do programa estatistico comercialmente disponivel

(Graphpad Instat e Graphpad Prism, Graphpad Software, California, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. PRESSAO ARTERIAL

Os animais SHR  apresentaram uma pressao arterial
significativamente maior que os animais WKY, conforme observado na
figura 1. Entre si, os grupos hipertensos nao apresentaram diferencga
antes do tratamento. Apds o tratamento de 28 dias, os animais tratados
somente com o veiculo ndo apresentaram nenhuma alteracdo na pressao
arterial sistdlica, enquanto os animais tratados com clonidina (CLO) ou
losartan (LOS) tiveram uma diminuicao desta. Esta diminuigao equiparou
0Ss niveis pressoricos encontrados nos animais SHR tratados com os
animais WKY normotensos. O grupo SHR que recebeu veiculo foi o Unico a

manter sua pressdo arterial sistélica elevada até o fim do experimento.
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Figura 1. PressOes arteriais sistolicas dos animais experimentais. Barras abertas
representam o basal, barras fechadas apds o tratamento de 28 dias.

n =8 e ***p<(0,0001 vs. Basal. #p<0,01 vs WKY-VEI por ANOVA.
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4.2. LEUCOMETRIA
Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na contagem de
leucdcitos de nenhum dos grupos (figura 2), independentemente do

tratamento utilizado.
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Figura 2. Contagem de leucdcitos periféricos dos animais experimentais. Barras abertas
representam o basal, barras fechadas apds o tratamento de 28 dias. n = 8.

4.3. CATECOLAMINAS PLASMATICAS

A medicdo realizada em plasma de sangue periférico das principais
catecolaminas mostrou inicialmente que os animais hipertensos possuem
maior nivel de catecolaminas circulantes. Tanto para adrenalina (SHR
13,7+£0,7; WKY 11,3+0,8) quanto para noradrenalina (SHR 10,2+1,2;
WKY 3,5+1,5) (Fig.3a e 4a). Tais dados comprovam o frequente achado
de hiperatividade simpatica em SHR presente na literatura. Para a
adrenalina, apesar de forte tendéncia a redugdao dos niveis plasmaticos
nos animais tratados apds 28 dias (p=0,06), a diminuicdo nao foi
estatisticamente significativa (Fig. 3b). Ja para a NE, a redugdo foi notodria

e significativa tanto para CLO quanto para a LOS (Fig.4b).
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Figura 3. Concentracdo das catecolaminas plasmaticas - (a) adrenalina dos animais WKY
e SHR e (b) adrenalina nos animais SHR e tratados com CLO e LOS - em sangue
periférico dos animais experimentais.

n =4 e **p<0,01 vs. WKY-VEI por teste t.
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Figura 4. Concentracdo das catecolaminas plasmaticas - (a) noradrenalina dos animais
WKY e SHR e (b) noradrenalina nos animais SHR e tratados com CLO e LOS - em sangue
periférico dos animais experimentais.

n =4 e ***p<0,001 vs. WKY-VEI por teste t; ###p<0,001 vs. SHR-VEI por ANOVA.
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4.4. EXPRESSAO DA TIROSINA HIDROXILASE (TH)

No bulbo raquidiano dos animais estudados a expressao da enzima
tirosina hidroxilase dos animais SHR foi significativamente maior que nos
animais normotensos. Apdés o tratamento com CLO, a expressdao desta
enzima foi reduzida significativamente. J& o tratamento com LOS néo foi
capaz de reduzir de maneira significativa a expressao da enzima neste
tecido (Fig. 5).
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Figura 5. Expressao da TH em bulbos isolados dos animais experimentais: (a) relagao
TH/Actina dos animais WKY e SHR (b) relagdo TH/Actina dos animais apds o tratamento
com os farmacos ou veiculos (c) imagem representativas dos westerns realizados.

n=7e **p<0,001 vs. WKY-VEI por teste t; #p>0,05 vs. SHR-VEI por ANOVA.
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Nas glandulas supra-renais isoladas de animais SHR a expressao foi
significativamente aumentada em comparacdo com os animais WKY. Apds
o tratamento com CLO a expressao da proteina reduziu significativamente
com o grupo controle, mas o tratamento com LOS, apesar de causar

discreta redugao, nao foi capaz de reduzir significativamente (Fig. 6).
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Figura 6. Expressdo da TH em glandulas supra-renais isoladas dos animais
experimentais: (a) relacao TH/Actina dos animais WKY e SHR (b) relacao TH/Actina dos
animais apds o tratamento com os farmacos ou veiculos. (c) imagens representativas dos
westerns realizados.

n = 8. **p<0,001 vs. WKY-VEI por teste t; #p<0,05 vs. SHR-VEI por ANOVA.
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A andlise dos leucocitos revelou um padrao que acompanha os
resultados dos outros tecidos avaliados. Refletindo a situagao sistémica de
hiperatividade simpatica e a grande quantidade de catecolaminas
circulantes, os animais SHR revelaram uma expressao maior da TH nos
leucdcitos de sangue periférico em comparagdo com os animais WKY. O
tratamento com CLO foi capaz de reverter essa condigao, reduzindo,
também nos leucdcitos, a expressdao da enzima. No grupo LOS nao houve

reducgao significativa. Os dados podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7. Expressdao da TH em leucdcitos periféricos isolados dos animais experimentais:
(a) relacdo TH/Actina dos animais WKY e SHR (b) relacdo TH/Actina dos animais apds o
tratamento com os farmacos ou veiculos. (c) images representativas dos westemns
realizados.

n=6. **p<0,01 vs. WKY por teste t; #p>0,05 vs. SHR por ANOVA.
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4.5. CORRELAGOES

A interrelacdao entre os pontos principais de regulacdao, o bulbo
raquidiano e a glandula supra-renal, mostrou-se significativa (conforme
observado na Fig.8). Foi igualmente significativa a correlagcao entre os
leucdcitos periféricos e a glandula supra-renal (figura 9) e o bulbo
raquidiano (figura 10).

r’=0,8896: p<0,0001
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Figura 8. Correlacdo entre a expressao da TH nas supra-renais e nos bulbos dos animais
experimentais. n = 4; Correlacao linear de Pearson.
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Figura 9. Correlacdo entre a expressdo da TH nas supra-renais e nos leucocitos
periféricos dos animais experimentais. n = 4; Correlagdo linear de Pearson.

r’=0,8518; p<0,0001
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Figura 10. Correlacdo entre a expressao da TH nos bulbos isolados e nos leucdcitos
periféricos dos animais experimentais. n = 4; Correlacao linear de Pearson.
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Ja analise da correlacao entre os leucdcitos periféricos e as catecolaminas
plasmaticas tiveram resultados diversos. Enquanto nao houve correlacao
entre a adrenalina e os leucdcitos(figura 11), a correlagcdo entre a

noradrenalina e os leucdcitos foi extremamente significativa (figura 12).
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Figura 11. Correlagdo entre a adrenalina plasmatica e a expressdao da TH nos leucodcitos
periféricos dos animais experimentais. n = 4; Correlagdo linear de Pearson.

r?=0,7231; p<0,0001
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Figura 12. Correlacdo entre a noradrenalina plasmatica e a expressdo da TH nos
leucdcitos periféricos dos animais experimentais. n = 4; Correlagdo linear de Pearson.
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5. DiscussAo
Observa-se de longa data que ratos SHR possuem uma elevagao

espontanea da pressao arterial que se estabelece nos animais por volta da
102 semana de vida. Os animais utilizados neste estudo, com 12 semanas
de idade, nao foram diferentes, apresentando uma pressao arterial
significativamente maior que a dos ratos WKY, compativel com um quadro
de hipertensao arterial. Este dado ocorreu em todos os grupos SHR antes
do tratamento. Apds as 4 semanas de tratamento ambos os farmacos
foram capazes de reduzir a pressao arterial dos animais tratados a niveis
estatisticamente semelhantes aos dos animais normotensos controle (Fig
1). Os animais tratados com veiculo mantiveram o estado hipertenso até o
final do experimento. A pressao dos animais WKY nao se alterou durante

todo o curso do tratamento farmacoldgico.

Tais dados, embora ndo inéditos, confirmam a lisura do método de
tratamento, uma vez que a manipulagao humana nao alterou a pressao
dos animais e tanto a clonidina quanto o losartan cumpriram seu
propdsito de desenho, tratando o estado hipertensivo adequadamente.
Tais resultados comprovam nao so6 a eficacia dos farmacos desenvolvidos
com este proposito, mas também a adequacao do tratamento por nos
utilizado. Em clinica, muitas vezes apesar de altas doses de medicamentos
anti-hipertensivos, ndo se obtém um controle t3ao adequado sobre a

pressao arterial dos pacientes.

Antes e apos o tratamento era necessario realizar uma contagem
geral dos leucécitos dos animais. Dada a hiperatividade simpatica destes,
poderia supor-se que animais SHR tivessem um numero diferenciado de
leucdcitos circulantes, uma vez que o estresse possui efeito
imunomodulador controverso®™®>. A interacdo com farmacos capazes de
reduzir esta atividade poderiam também alterar esta contagem. Ainda era
preciso avaliar se todos os grupos possuiam contagem de leucocitos
semelhante para que a quantidade de proteina deste extraida fosse

também similar.
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Ao contrario do que a condicao de hiperatividade simpatica poderia
sugerir, nao foi encontrada diferenca na leucometria dos animais
experimentais. E sabido que o tdnus simpdtico afeta diferenciacéo,
proliferacdo e responsividade dos diferentes tipos de leucdcitos, inclusive
durante o curso de doencas imunes®®. No entanto, nos animais SHR, a
condicdao hipertensa nao afeta a contagem geral de células sanguineas,

permitindo a direta comparagao com 0s animais normotensos.

A afericdo das catecolaminas plasmaticas, apesar de controversa, é
hoje ainda a mais pratica maneira de se obter dados sobre a atividade
simpatica do paciente em clinica. Assim sendo, apesar de em animais
experimentais ser possivel medidas mais diretas e precisas (como a
medicdo do disparo de nervos renais e andlises matematicas

67,68y " optamos por utilizar uma metodologia de facil aplicacdo

complexas
em consultérios, uma vez que consiste em um simples amostragem
sanguinea. Suas principais limitacgdes sdo o carater sistémico da
informacao e a obtencao apenas de informacdes da quantificacao final,
sem especificar as diferentes etapas de producao e degradacao de
catecolaminas, que podem ser diferentemente reguladas em um mesmo
organismo. A hiperatividade simpatica dos animais SHR é de longa data
conhecida, sendo citada em estudos tdo antigos como 1984%. Os
primeiros estudos, como o citado, observaram principalmente alteragoes
renais, tendo sido posteriormente encontrada hiperatividade simpatica em
outros 0Orgaos importantes como o coracao, o cérebro e as glandulas
adrenais. Nossos achados mostraram um aumento na concentragao das
catecolaminas plasmaticas em ratos SHR corroborado pela ampla
literatura sobre a hiperatividade simpatica destes animais. Foi também
demonstrado que ambos os tratamentos foram capazes de reduzir a
concentragdao plasmatica da noradrenalina. Esse dado indica uma reducgdo
da atividade simpatica sistémica, mas por si s6 nao permite a discussao
dos diferentes mecanismos envolvidos. Sabe-se no entanto que, a CLO

possui uma agao central principal, associada a uma forte acao periférica,
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por inibicdo simpatica direta através da ativacdao de receptores a, pré
sindpticos e diminuicdo da liberacdo de noradrenalina nas fendas
sindpticas’®. J4 o LOS, medicamento antagonista do receptor de
angiotensina (AT1), pode reduzir a atividade simpatica de maneira
indireta ao agir principalmente nos mecanismos renais influenciando o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, aonde se sabe que a
angiotensina possui papel modulador, inclusive na secrecao de
catecolaminas e na resposta ao estresse’. Estando a hipertensdo arterial
e a hiperatividade simpatica tao intimimamente relacionadas, nao ha
tratamento que altere a pressao arterial sem alterar a atividade simpatica
e vice-versa. O losartan, diferentemente da clonidina, possui fraca ou
nenhuma passagem através da barreira hemato-encefalica, sendo seus
efeitos reflexos periféricos e sendo também esta a principal razao de sua

escolha como comparacgao.

E interessante destacar que, apesar de ambas as catecolaminas
demonstrarem diferenca significativa nos animais hipertensos em
comparacao com o0s animais Wistar, a diferenca encontrada na
noradrenalina € muito mais marcante que a encontrada na adrenalina.
Pelo fato de o hormonio periférico efetor ser principalmente a adrenalina e
os efeitos desta serem muito mais pronunciados que a de seu precursor,
tal achado pode parecer, a principio, um contra-senso. Ao achar que, pelo
fato de os efeitos da adrenalina serem mais pronunciados que o da
noradrenalina, é necessaria uma quantidade menor de hormoénio para se
obter o mesmo efeito, resvala-se nos dados literarios que mostram que a
liberacdo de adrenalina/noradrenalina pela glandula adrenal acontece em
uma proporcao de 4:1. A verdadeira resposta estd em trés pontos de
grande relevancia quando estudamos a agao sistémica do SNS. Primeiro
nas fibras simpaticas em si, porque estas liberam noradrenalina e ndo
adrenalina, que embora na maior parte das vezes tenham uma acao local,
pode se difundir também para o plasma resultando em interacdes ndao

sindpticas’?. Segundo, nas conexdes da glandula supra-renal, somente as
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células cromafins secretoras de noradrenalina se comunicam com o
sistema barorreflexo’?, dando a esta mais notabilidade principalmente no
quadro hipertensivo. Por fim, ja foi mostrado que em situacbes de
estresse hd um aumento das catecolaminas circulantes, e que o6rgaos
linféides sdao capazes de capta-las e converté-las principalmente em
noradrenalina antes de liberd-las novamente no meio’®. Alguns estudos
relatam ainda a capacidade dos receptores imidazolinicos, alvo secundario
da clonidina, reduzirem a liberagdo de noradrenalina’>. Faltam estudos
que estendam o mesmo padrdao de comportamento aos linfocitos
maduros, mas tendo sido demonstrado que a maquinaria necessaria para
tal é neles presente, ha de se inferir que esta € uma boa possibilidade.
Quando nos referimos ao quadro hipertensivo em particular, tais
resultados fazem ainda mais sentido. Apesar de nao ser o hormonio
principalmente liberado, a noradrenalina em seu conjunto de efeitos atua
mais extensivamente nos vasos sanguineos, enquanto a adrenalina tem
seus efeitos mais evidentes no musculo cardiaco. Tem sido recentemente
levantado que pacientes hipertensos carregam alteracoes
microcirculatdorias importantes, como a rarefacao capilar funcional e
estrutural, e que tais alteragdes ndo s6 se estendem aos animais SHR
como sao de vital importancia para manutencao do estado

7677 Juntos, estes dados conferem & noradrenalina um papel

hipertensivo
modulatério de igual, ou mesmo maior relevancia que a adrenalina em
nosso cenario. Expdem ainda a grande fragueza da medida isolada das
catecolaminas plasmaticas como afericdo da atividade simpatica no
individuo, uma vez que esta pode ser alterada por uma grande gama de
fatores ndao necessariamente correlatos com um quadro de hiperatividade

simpatica cronica.

Através da técnica de western blotting é possivel medir a expressao
direta da proteina limitante na via de sintese de catecolaminas nos tecidos
estudados. Em cada caso, as proteinas sdao medidas através da extracao

protéica do plasma das células componentes de cada tecido. Tal fato
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implica que a proteina medida pode ser proveniente tanto de producao
guanto de recaptacdao, mecanismo demonstrado em todos os tecidos
estudados. Analisar a expressao da TH é feito comum de trabalhos que
estudam o SNS, mas o principal objetivo costuma ser a marcacao de
inervacdo noradrenérgica. No estudo da HAS vem se tornando também
comum o rastreamento desta enzima, tendo sido sua elevacao achado
corriqueiro em animais SHR’®. No presente estudo encontramos o mesmo
padrdo de expressdo nos trés tecidos avaliados. Os animais hipertensos
apresentam uma expressao significativamente maior que o0s animais
normotensos. Esta expressdao somente ¢é reduzida de forma
estatisticamente apds o tratamento com a CLO. A maior redugdo por ela
obtida era esperada devido ao seu mecanismo de inibicao do SNS e a
interpretacdo inversa deste dado traz uma certeza interessante. Ja foi
levantado que as catecolaminas aferidas plasmaticamente sao balango de
uma série de sistemas fisioldgicos atuando em conjunto, nos quais o ténus
simpatico pode ser diferenciado por muitos motivos. Encontrar com a
administracao de CLO uma queda significativa e marcante nestas
catecolaminas é a confirmacao de que, ao menos parte destes hormonios
provém de uma hiperatividade simpatica patoldgica encontrada nos
animais hipertensos. Os resultados encontrados nos bulbos e adrenais
acompanham os achados das catecolaminas plasmaticas e a maior parte
dos trabalhos publicados nesta area’®. Em leucécitos, no entanto é a
primeira avaliagcao feita em animais hipertensos com o objetivo de se
conectar com o quadro dos outros o6rgaos moduladores do SNS, e
obtivemos um resultado positivo. Ha na literatura um Unico trabalho
controverso, que mostra uma reducdo da expressdao da TH na glandula
adrenal de ratos SHR®?. Neste, o autor utilizou animais no momento do
estabelecimento da HAS (6 semanas de idade) o que pode explicar a
diferenca encontrada. Nenhum outro grupo de pesquisa foi capaz de
reproduzir os resultados deste trabalho, inclusive quando foram utilizadas

outras técnicas, como RT-PCR’®, dando aos nossos resultados.
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E notdrio que no tecido bulbar a diferenca encontrada foi menos
pronunciada que nas glandulas adrenais. Uma vez que a glandula adrenal
nao é um alvo farmacoldgico direto de nenhum destes medicamentos, tais
resultados montam uma consistente rede de informagbOes acerca da
funcdo simpatica dos animais. Vé-se ainda que, na hierarquia do SNS,
conforme os sinais se distanciam do plexo central hd uma amplificacdo
destes. Esta amplificacdao é natural em praticamente todos os sistemas, e
a principal responsavel pelo alcance do comando cerebral no resto do
corpo. Na HAS, a hiperatividade simpatica crbnica parece ser uma
disfuncdo central que acaba por afetar os mecanismos periféricos como o
sistema renina-angiotensina e também o sistema imune. Mostrar cada vez
mais o importante papel desta disfuncao no desenvolvimento e
manutencao da doenca pode trazer novamente para o destaque os
medicamentos de acao central, que andam, pelo menos no Brasil, fora do

uso comum.

Fomos capazes de demonstrar que assim como 0s outros 6rgaos
diretamente envolvidos na regulacao do SNS, o sistema imune apresenta
caracteristicas e ¢é igualmente afetado pela elevacdao da atividade
simpatica na hipertensdo arterial. Ressalta-se que a quantificacao
absoluta da enzima nao nos traz informagOes precisas a respeito do
balanco entre producao, captacao, secrecao e degradacao de CTs no
sistema imune, apesar de nao haver na literatura, nenhum trabalho que
mostre um aumento na expressdo enzimatica e ndo mostre aumento na
atividade. Ao contrario, quando a expressdo esta aumentada, a atividade
acompanha, ou até supera, a elevagdo encontrada na expressdo total da

enzima.

Apds os resultados obtidos na avaliacdo dos tecidos isolados, se faz
necessaria a correlacao estatistica entre os diferentes tecidos observados.
Através da correlagdo entre os tais pode-se inferir a relacdo e o grau de
dependéncia entre os diferentes pontos de regulacao das catecolaminas
plasmaticas estudados neste trabalho. E ao cotejar os dados obtidos
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encontramos correlacao positiva na expressao de TH nos d6rgaos da via, o
bulbo e na supra-renal, de forma extremamente significativa. Ao
correlacionarmos a expressao da TH nestes d6rgaos com os leucédcitos
periféricos, a correlacdo significativa ocorreu novamente, sendo
encontrada em todos os grupos. Os trés tecidos estudados apresentaram
correlacao entre si, no que diz respeito a expressao da tirosina
hidroxilase, enzima chave na sintese de catecolaminas. A disposicdo dos
diferentes grupos na reta gerada é de analise interessante: enquanto os
animais WKY-VEI se concentram préximos a interseccdo dos eixos, os
animais SHR-VEI se concentram no ponto mais distante desta interseccao
e 0s animais SHR-CLO e SHR-LOS se distribuem ao longo da reta, estando
0s SHR-CLO mais préximos do WKY-VEI e os SHR-LOS mais proximos dos
SHR-VEI. Este padrdo repetiu-se também nos trés tecidos analisados. A
interpretacdo destes fatos nos leva a crer que ha uma intrinseca diferenca
na regulacao destes 6rgaos no quadro hipertensivo, cujo tratamento
farmacoldgico nao foi capaz de reverter totalmente. Indo além, pode-se
dizer que esta hiperatividade reflete-se de forma precisa nas células do
sistema imune. E um ramo emergente de investigacdo a participacdo do
sistema imune nos diferentes quadros hipertensivos. A participacao destas
células foi encontrada na génese da hipertensao, no desenvolvimento de

8081 & na lesdo dos érgdos alvo®. Esta participacdo

alteracdes vasculares
engloba apenas os aspectos da funcao inflamatoria, tendo sido esta
exaustivamente dissecada em busca de respostas de como ocorreria a
demonstrada interacao. Esta busca ndo foi totalmente infrutifera, e foram
encontradas muitas citocinas cruciais no desenrolar do quadro patoldgico

8385 Uma pesquisa com o foco da por nds

em diferentes modelos
desenvolvida é um trabalho inédito e representa um novo rumo de
investigacao do sistema imune e da HAS como um todo. Observamos que
ndo somente a funcdo inflamatéria pode ser relevante para o
desenvolvimento patoldgico, mas que, antes mesmo dos eventos
inflamatérios descritos nas referéncias acima citadas, podemos ter uma
participacao do SNS e uma intensa comunicacao entre o SNS e o sistema
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imune. Mais estudos sao necessarios para se avaliar possiveis diferencas
na interacao catecolaminas-leucécitos encontrada neste trabalho, nao sé
nos quadros hipertensivos, como na sindrome metabdlica e em muitas

outras condigdes cuja hiperatividade simpatica possua papel importante.

Em clinica é inviavel obter amostras de bulbo ou de glandula supra-
renal de individuos hipertensos. Dai nosso interesse em verificar tais
informacdes com as obtidas no plasma. Foi frustrante constatar que nao
houve correlagao significativa entre os leucécitos periféricos e adrenalina.
No entanto, uma vez que os tratamentos farmacoldgicos também ndo
alteraram a quantidade circulante desta catecolamina, temos mais uma
indicacao de que a regulacdao deste hormoénio estd corrompida no quadro
hipertensivo crénico. Considere-se também que as catecolaminas sdo
rapidamente liberadas e/ou retiradas do plasma, motivo inclusive pelo
qual sdo indicadores tdo ruins. O quadro sistémico pode ainda ndo se
repetir em uma avaliacdo local, uma vez que diferentes sitios sofrem
diferentes conseqliéncias do quadro hipertensivo de uma forma geral. J]a
foi abordado também na introducdo que a noradrenalina seria a principal

338 o que d& sentido ao

catecolamina de comunicagao no sistema imune
resultado encontrado. Frisa-se mais uma vez que, a noradrenalina é o
principal neurotransmissor do SNS. Surge entdo o seguinte cenario: o
sistema imune, sistema que embora tenha sido implicado em centenas de
situagdes, tem como fungao principal a defesa do organismo de agressoes
do meio. Para tal, este sistema precisa se comunicar de forma continuada
com os outros sistemas do corpo, a fim de saber do curso de eventos
prejudiciais e quando nos referimos a comunicacago com o SNS, a
catecolamina mais expressiva é a noradrenalina. Apesar de alguns autores

se referirem ao sistema imune como um “érgdo enddcrino difuso”®®

, esta
pode ser uma visao equivocada, uma vez que nao € fungdao do sistema
imune regular hormonalmente a atividade dos outros sistemas, apenas
comunicar-se com estes sistemas e desenvolver as respostas e resolugoes

inflamatdrias necessarias. Ao olharmos por esta dtica, nossos resultados
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encaixam-se perfeitamente na condicdo patolégica estudada. Seria de
grande interesse ainda, uma vez que foi encontrada correlacao
significativa entre os leucdcitos, a supra-renal e o bulbo, comparar nossos
resultados com outras medidas mais precisas e diretas de atividade
simpatica. Vale lembrar que a correlacdo de Pearson ndo é uma
ferramenta matematica perfeita e que, mesmo grandezas intimamente
relacionadas podem apresentar uma correlagao nula. Em nosso caso
especifico, sdo necessarios estudos mais profundos para que se valide a
utilizacdo do sistema imune como referéncia de atividade simpatica em

individuos portadores da hipertensao arterial sistémica.

6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados indicam que os leucécitos podem ser um bom
indicador da atividade simpatica sistémica na hipertensao arterial, embora
estudos mais profundos, que comparem medidas mais diretas de
atividade simpatica e outros modelos de HAS, sejam necessarios para

valida-los como medida.
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