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RESUMO

PRADO CM. Estiramento ou fluxo turbilhonar e baixa tensdo de cisalhamento influem
diferentemente no remodelamento aértico em ratos. Tese (Doutorado) — Departamento de
Patologia — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, 2006.

O presente estudo foi realizado para investigar a relagao entre forcas hemodinamicas locais e
remodelamento intimal e medial nos segmentos pré-estenose e pos-estenose da parede da aorta
abdominal de ratos submetidos a estenose acentuada. Foram utilizados ratos Wistar machos
divididos em dois grupos: sham-operado, grupo controle em que a aorta foi apenas
manipulada, e grupo estenosado, animais submetidos a cirurgia de estenose da aorta
abdominal. As aortas demonstraram duas respostas remodeladoras distintas e diferentes ao
estimulo hemodinamico induzido pela coarctagdo infra-diafragmatica. A primeira é o
remodelamento no segmento pré-estendtico hipertensivo com tensdo circunferencial da parede
aumentada associada com estresse tensional normal, fluxo laminar e tensdo de cisalhamento
normal. As células endoteliais eram heterogéneas, aumentadas em tamanho e alongadas em
diregdo ao fluxo. Além disso, observou-se conspicuas placas neointimais difusamente
distribuidas e espessamento medial. Nossos achados sugerem que a tensdo circunferencial da
parede aumentada devido a hipertensdo tem papel fundamental no remodelamento desse
segmento através de efeitos biomecanicos sobre o estresse oxidativo e expressdo aumentada de
TGF-B. A segunda ¢ o remodelamento no segmento pds-estendtico normotenso com fluxo
turbilhonar e baixa tensao de cisalhamento na parede associados a tensdo circunferencial da
parede e estresse tensional normais. As células endoteliais apresentavam-se semelhantes aos
controles, exceto por alteragdes fenotipicas focais associadas a presenca de conspicuas placas
neointimais focalmente distribuidas, similares mas muito maiores que as encontradas no
segmento pré-estenose. Mais estudos sdo necessarios para se determinar como as forcas
mecanicas do fluxo turbilhonar e da baixa tensdo de cisalhamento na parede sdo detectadas e
traduzidas em sinais bioquimicos para as células e convertidas em alteragdes fenotipicas
patofisiologicamente relevantes.

Palavras-chave: hipertensdo, tensdo de cisalhamento na parede, fluxo turbilhonar,
aterosclerose, remodelamento arterial.



ABSTRACT

PRADO CM. Stretch or turbulent flow and low wall shear stress differentially affect
aorta remodeling in rats. Thesis (Doctoral) — Department of Pathology — Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo, 2006.

The present investigation was carried out to evaluate the relationship between local
hemodynamic forces and intimal and medial remodeling in the proximal and distal segments
of the arterial walls of rats in relation to severe stenosis of the aorta. Male Wistar young rats
were divided randomly into: operated group, animals submitted to surgical abdominal aorta
stenosis, and sham-operated group, a control group of animals submitted to sham operation to
simulate abdominal aorta stenosis. Constricted aortas showed two distinct adaptive remodeling
responses to hemodynamic stimuli induced by coarctation. The first is remodeling in the
hypertensive prestenotic segment with increased circumferential wall tension associated with
normal tensile stress, laminar flow/normal wall shear stress. The remodeling in this segment is
characterized by enlarged heterogeneous endothelial cells, elongated in the direction of the
blood flow, diffusely distributed neointimal plaques, appearing as discrete bulging toward the
vascular lumen, and medial thickening. Our findings suggest that increased circumferential
wall tension due to hypertension play a pivotal role in the remodeling of the prestenotic
segment through biomechanical effects on oxidative stress and increased TGF-f expression.
The second is remodeling in the normotensive poststenotic segment with turbulent flow/low
wall shear stress and normal circumferential wall tension and tensile stress. The remodeling in
this segment is characterized by groups of endothelial cells with phenotypic alterations and
focally distributed neointimal plaques, similar but many of them larger than those found in the
prestenotic segments. Further studies are needed to determine how the mechanical forces of
turbulent flow/low shear stress are detected and transduced into biochemical signaling by the
cells of the artery walls and then converted into pathophysiologic relevant phenotypic
changes.

Keywords: hypertension; wall shear stress; turbulent flow; atherosclerosis; aorta remodeling.
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1. Introducéo

O conceito atual de aterosclerose ¢ de um processo inflamatoério direcionado por células
inflamatorias, em particular macrofagos, em associagdo com a deposi¢do subendotelial
(intimal) de lipidios na parede arterial [Ross, 1999]. Acredita-se ser resultado de uma resposta
ao dano iniciado por fatores circulantes e modulada pela anatomia local e pela hemodindmica
[Newby, 2000]. A lesdo caracteristica representa o resultado de ciclos de acumulo de
macrofagos derivados de mondcitos e de migragdo e proliferagdo de células musculares lisas
que ocorrem principalmente na tinica intima [Celermajer, 1997; Kadar & Glasz, 2001; Lusis,
2000]. Afeta primariamente as artérias eldsticas (aorta, cardtidas e iliacas) e as artérias
musculares de grande e médio calibres (corondrias e popliteas). A doenga quase sempre
comeg¢a na infancia, embora os sintomas, habitualmente, s6 se tornem evidentes na meia-idade
ou mais tarde, quando as lesdes arteriais precipitam lesdo organica [Ross, 1999]. As
conseqiiéncias terminais da aterosclerose, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral
constituem juntos a causa mais importante de morte no mundo desenvolvido. E a mais
importante causa de morbidade em pacientes hipertensos e diabéticos e ¢ grandemente

responsavel pela insuficiéncia cardiaca [Newby, 2000].

A aterosclerose tem etiopatogenia complexa. Apesar do crescente entendimento das lesdes
basicas da aterosclerose e dos eventos celulares que conduzem ao desenvolvimento da lesdo,
0s mecanismos precisos pelos quais os varios fatores de risco iniciam ou contribuem para a
aterogénese ndo sio claros. E provavel que os fatores de risco afetem mais que um passo no

processo aterogénico. Parece ser multifatorial, com fatores ambientais, alimentares,



hemodinamicos, genéticos, fazendo parte de seu desenvolvimento [Ross, 1993; Schimtz et al.,
1998; Stocker & Keaney Jr, 2004]. Embora a aterosclerose geralmente s6 se torne
clinicamente evidente na meia-idade, ou mais tarde, quando as lesdes arteriais precipitam
lesdo organica [Ross, 1999], trata-se de uma doenca lentamente progressiva que comega na

infancia e evolui no decorrer de varias décadas [Strong, 1991].

A hipertensao arterial ¢ importante para o desenvolvimento da aterosclerose e a disfuncao
endotelial parece ser um mecanismo basico fundamental [Kiowsky, 1999; Rossi & Colombini-
Netto, 2001]. As células disfuncionais apresentam produgdo realcada de espécies reativas do
oxigénio, principalmente o superdxido [Barton et al., 2001a; Taddei et al., 1998; Zalba et al.,
2001], o que contribui para a desregulagdo do processo fisioldgico, conduzindo as alteragdes
estruturais e funcionais presentes na hipertensdo [Zalba et al., 2000]. As mudangas tipicas
associadas a hipertensdo nas artérias elasticas e musculares sdo espessamento da intima e
média e aumento do tecido conjuntivo. Essas mudancgas sdo conseqiiéncias das alteragdes na
biologia dos componentes celulares e ndo celulares da parede arterial. E concebivel que estas

alteracdes podem alterar a fungao desta camada e promover a aterogénese [Touyz, 2000].

Independente do perfil dos fatores de risco proprios de um paciente, da espécie, do modelo
animal ou do tipo de alteragdo genética natural ou artificial, as lesdes precoces ricas em
lipidios da aterosclerose mostram um padrdo marcadamente definido na vasculatura arterial.
Desde que os patologistas Rokitansky (1852) e Virchow (1860) descreveram a natureza focal
da formagdo da placa aterosclerdtica na arvore vascular, o envolvimento de forgas
hemodinamicas na patogé€nese da aterosclerose tem sido correntemente assinalado [Zarins et
al., 1983]. Tipicamente, a distribuicdo focal dessas lesdes desenvolve-se em regides de

curvatura, bifurcagdo e ramificagdo de vasos, sugerindo que a dinamica do fluido e a



geometria do vaso poderiam ter um papel na formagdo da placa [Taxon, 1995; Zand et al.,
1999]. Caro et al. (1969, 1971) relataram que a aterosclerose geralmente se desenvolve em
regides relacionadas com baixa tensdo de cisalhamento na parede (wall shear stress). A esse
conhecimento foi adicionado, na década de 80, que as placas desenvolvem-se em areas de
baixa tensdo de cisalhamento geralmente associadas com separacdo de fluxo e fluxo reverso
[Ku et al., 1985; Zarins et al., 1983]. As regides de curvatura, bifurca¢do e ramificagdo de
vasos, onde ocorre disturbio de fluxo, sdo areas propensas as lesdes e as geometrias associadas
com fluxo laminar uniforme e tensdo de cisalhamento na parede relativamente constante,
como regides tubulares retas da aorta, tendem a ser areas protegidas das lesoes [Bevilacqua et
al., 1989]. Estudos in vivo e in vitro sugerem que baixa ou alta tensdo de cisalhamento na
parede causa espessamento da camada intimal [Caro et al., 1969; Friedman et al., 1981; Ku et
al., 1985]. A tensdo de cisalhamento na parede pode mudar a morfologia ¢ a orientagdo da
camada de células endoteliais. Estas, sujeitas a elevada tensdo de cisalhamento, tendem a se
alinhar em dire¢ao do fluxo e aquelas células sob baixa ou oscilatdria tensdo de cisalhamento
na parede tornam-se arredondadas e ndo apresentam padrido de alinhamento [Levesque &
Nerem, 1985; Levesque et al., 1986]. Além do mais, a exposi¢ao da parede arterial a uma
baixa tensdo de cisalhamento pode aumentar a permeabilidade intercelular e
conseqilientemente aumentar a vulnerabilidade dessas regidoes dos vasos a aterosclerose [Okano
& Yoshida, 1994], bem como, a estagnagdo sangiiinea, permitindo a entrada aumentada de
particulas sangiiineas aterogénicas [Glagov et al., 1988; Walpola et al., 1995].

A tensdo de cisalhamento (devida ao fluxo sangiiineo) e estiramento do vaso (Stretch)
(devido a pressdo sangiiinea) sdo implicadas como as mais importantes for¢cas hemodinamicas

envolvidas na aterogénese. A arvore arterial ¢ constantemente exposta a essas forgas variando



amplamente em magnitude, freqiiéncia e direcdo [Lehoux, 2006; Resnick et al., 2003]. A
tensdo de cisalhamento € paralela a parede do vaso e representa a forca friccional que o fluxo
sangiiineo exerce na superficie endotelial. Somente a superficie interna da parede do vaso, isto
¢, as células endoteliais, sdo expostas a for¢a friccional de cisalhamento [Ando et al., 1994;
Bakker & Gans, 2000; Zarins & Glagov, 1995]. A pressao sangiiinea estende a parede do
vaso, gerando forgas radiais e tangenciais que dependem da pressdo aplicada e dimensdes do
vaso (diametro e espessura) (Lehoux, 2006). O estiramento do vaso pode ser avaliado por 2
fatores in vivo: tensdo circunferencial da parede (circumferential wall tension) e estresse
tensional (tensile stress). Estas forcas ndo sdo restritas ao endotélio, também as células
musculares lisas e a camada adventicia sdo expostas ao estiramento [Ando et al., 1994; Ali &
Schumacker, 2002]. A tensdo circunferencial da parede ¢ devida a pressdo transmural
enquanto o estresse tensional age perpendicularmente e representa a forca dilatadora da
pressdo sangiiinea na parede do vaso. Tem sido sugerido que um alto estimulo de estiramento
apresenta um papel importante na progressao da aterosclerose [Carallo et al., 1999; Chien et

al., 1998; Dobrin, 1995; Lehoux & Tedgui, 1998].

Tem sido também demonstrada a participacdo de for¢as ndo wusuais, como o
turbilhonamento e o fluxo reverso [Wissler & Vesselinovitch, 1983]. A auséncia de fluxo
laminar normal pode reduzir a producdo de oxido nitrico (NO) endotelial e aumentar a
produgdo de certas moléculas de adesdo [De Caterina et al., 1995; Nagel et al., 1994]. A
tensdo de cisalhamento na parede do vaso em regido de fluxo turbilhonar ou ndo laminar
produz diferentes efeitos sobre as células endoteliais se comparados a tensdo de cisalhamento
na parede do vaso com fluxo laminar. Estas areas correspondem a areas de localizacdo da

placa aterosclerotica e hiperplasia neointimal [Bakker & Gans, 2000; Ku et al., 1985; Malek et



al., 1999; Prado et al., 2006]. Nas ultimas décadas, todavia, tem havido uma grande mudanga
na visdo mecanicista da biologia vascular, colocando énfase primaria no envolvimento ativo
de células da parede do vaso, em particular endotélio e musculo liso, nos processos de doengas
vasculares, particularmente no desenvolvimento do processo de aterosclerose [Gimbrone Jr &
Topper, 1998; Ross, 1999]. Nesse contexto, uma hipdtese alternativa ligando forgas
hemodinamicas e aterosclerose tem emergido, a qual tem gerado um grande numero de novas
visdes mecanicistas. A premissa central dessa nova hipotese de trabalho é a de que o
revestimento endotelial, como o componente celular em contato direto com o sangue fluindo,
seria o sensor primario da tensdo na parede vascular e funcionaria como transdutor desses
estimulos biomecanicos em respostas bioldgicas na parede arterial [Davies, 1995; Gimbrone Jr
et al., 1997; Resnick & Gimbrone Jr, 1995]. A questdo central seria como estas forgas
mecanicas sdo percebidas pelas células da parede do vaso sangiliineo e traduzidas em

alteracdes fenotipicas patofisiologicamente relevantes.



2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram o estudo das alteragdes morfologicas e das
alteracdes funcionais que ocorrem nas regides pré-estenose e pos-estenose da parede da aorta
abdominal de ratos submetidos a estenose acentuada. A estenose cria um meio hipertensivo na
regido pré-estenose e turbilhonamento sangiiineo na regido pos-estenose. A importancia da
hipertensao arterial e turbilhonamento sangiiineo puderam, com este modelo, ser avaliados

como fendmenos biologicos distintos na génese de lesdes intimais.



3. Materiais e Métodos

3.1 Consideracdes gerais

Foram utilizados ratos Wistar (ntimero total=120, nimero utilizado=100), machos, pesando
em média 149,10 + 1,30 gramas, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (USP). Os animais foram alocados
individualmente em gaiolas construidas com polipropileno e tampas de ago inoxidavel
perfurado, lavadas diariamente. Foram divididos em dois grupos: grupo sham-operado e grupo
estenosado. O termo sham-operado foi utilizado por ser de uso corrente e corriqueiro. A dieta
solida foi ragdo normal de laboratorio e dieta liqliida foi agua de torneira ad libitum fornecida
em tubos graduados de Richter. A composicdo aproximada da dieta normal ¢ (g/100g):
proteina 21.0; gordura 3,5; carboidratos 60.0; sais 5,3; complexo vitaminico 2.0 e cinzas
(dados fornecidos pelo produtor — Nuvital, Colombo, Parand). Esta dieta prové
aproximadamente 3,5 Kcal/g. O peso dos animais, o consumo de dieta liqiiida e solida foram
avaliados 2 vezes por semana. O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Ftica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto da

Universidade de Sao Paulo (Processo 015/2004 — Anexo A).

3.2 Delineamento Experimental

A cirurgia de estenose da aorta abdominal foi baseada na técnica descrita por Béznak
(1955) e modificada por Rossi & Peres (1992). Os animais foram anestesiados com éter
(Merck KGaA, Alemanha). Realizou-se a tricotomia do flanco esquerdo, fixacdo em decubito

lateral direito em mesa cirurgica e antissepsia da pele com alcool iodado. Através de incisao



cirtrgica de cerca de 3 cm de extensdo, obliqua, paralela e 1 cm abaixo do rebordo costal
esquerdo, os planos foram dissecados até a cavidade peritoneal. Apos a exposi¢do da aorta,
esta foi dissecada logo acima da adrenal por onde se passou um fio de algoddo. A seguir, uma
agulha romba de 0,94 mm foi colocada paralela a aorta, atando-se com néd duplo o fio de
algoddo. Com a retirada da agulha, a artéria passou a apresentar estenose local com didmetro
correspondente ao daquela. Apds o término desses procedimentos, a parede abdominal foi
suturada com pontos separados de fio de algoddo em dois planos, peritonio-musculos ¢ pele, e
realizada limpeza local com alcool iodado. Os animais sham-operados foram submetidos a

procedimento cirtrgico semelhante, diferindo apenas no trato com a aorta, apenas manipulada.

Para a descoberta do diametro da agulha a ser utilizada durante a cirurgia foram utilizados
animais com peso médio de 150 g e agulhas com didmetro de 0,80 ¢ 0,94 mm. A obstrucao
desejada era aproximadamente de 80% baseado em dados do laboratorio [Rossi & Carillo,
1991; Rossi & Peres, 1992] ¢ da literatura [Béznak, 1955]. As aortas foram retiradas como
descrito posteriormente. A agulha de 0,94 mm propiciou uma obstru¢do de aproximadamente
81%. A agulha de 0,80 mm, embora tivesse propiciado uma estenose acima de 85%,
determinou alta taxa de mortalidade, cerca de 90%, devido insuficiéncia cardiaca aguda (a

causa imediata de morte era edema agudo de pulmio).

3.3 Sacrificio e Coleta do material

Ao final de 4 semanas, os animais foram pesados e sacrificados apos anestesia superficial
pelo éter. Foi realizada uma incisdo abdominal mediana e a cavidade toracica aberta expondo

o coracdo ainda pulsando. Os coracdes foram rapidamente excisados, lavados em solucao



salina a 0,9% gelada (4° C — Anexo D), enxugados com papel de filtro, pesados e fixados in
toto em formol a 3,7% em PBS (Anexo B). Ap6s 30 minutos, o fixador foi trocado e ambos os
ventriculos de cada coragdo foram isolados e cortados em 2 fragmentos por um corte

transversal medioventricular.

As aortas foram colhidas desde o cajado até o ponto imediatamente apos a estenose e
lavadas a uma pressdo média de perfusdo de 100 mmHg com solugdo salina a 0,9% gelada (4°
C), com o auxilio de uma canula de polipropileno inserida na extremidade proximal. Em
seguida, foi realizada perfusdo de fixagdo com formol a 3,7% em PBS ou outro fixador
apropriado para microscopia eletronica. Apds o periodo de fixagdo, as aortas foram limpas,
com o minimo de manipulagdo, sob lupa Zeiss Stemi 2000-C (Carl Zeiss, Oberkdchen,
Alemanha), recortadas e divididas em 2 porgdes: pré-estenose e pos-estenose (Figura 1). Os
fragmentos de aorta dos animais sham-operados também foram divididos em duas por¢des em

regides semelhantes aos estenosados.

3.4 Microscopia optica comum

Apo6s 24 horas de fixacdo, os coragdes e as aortas (n=8 por grupo) foram desidratados em
solucdes crescentes de alcool (80%, 95%, 30 minutos cada e 100%, 4 trocas de 1 hora cada).
Apos o ultimo élcool, trés banhos de xilol (30 minutos cada), dois banhos de parafina (2 horas
cada) e inclusdo em parafina. Cada bloco de parafina foi cortado seriadamente na mesma
diregdo e as secgdes coradas com hematoxilina eosina (5 pum de espessura) e picrosirius

vermelho (7 pm de espessura) (Anexo C).
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Figura 1: Esquema representativo da divisdo da aorta dos animais sham-operados e estenosados.

3.5 Microscopia Optica de alta resolucdo (metacrilato)

Apbs 24 horas de fixagdo, as aortas (n=8 por grupo) foram desidratadas em solugdes
crescentes de alcool (70%, 95% e 100%, 3 trocas 1 hora cada), passadas pela solu¢do pré-
infiltradora (24 horas), solugdo infiltradora (24 horas) e incluidas em resina em suportes
apropriados (Historesin® - Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha) (Anexo D). As
aortas foram deixadas por pelo menos 24 horas em estufa a 60°C para o endurecimento da
resina. Cortes de 2,5 um foram obtidos em microtomo Sorvall JB4-A (DuPont Company,
Newtown, CT, EUA), estirados em banho-maria a temperatura ambiente, colocados em

laminas de vidro e secos em platina aquecedora a uma temperatura de 55-60°C por



aproximadamente 24 horas. Logo apds os cortes foram corados com azul de toluidina (Anexo

Q).

3.6 Analise ultraestrutural

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As aortas (n=5 por grupo) foram lavadas com solugdo salina a 0,9% gelada (4° C), seguida
de uma perfusdo de fixacdo com aldeido glutérico a 2,5% (Anexo B) em tampao cacodilato de
sodio 0,2M (pH 7,3) (Anexo D). Foram limpas dos tecidos adjacentes sob lupa Zeiss Stemi
2000-C (Carl Zeiss), separadas em porgdes pré-estenose e pos-estenose e fixadas no mesmo
fixador por 2 horas. As amostras foram pds-fixadas em tetroxido de ésmio a 1% (Anexo B)
em tampao cacodilato de so6dio 0,2M por 2 horas. A desidratacdo foi realizada em série
crescente de acetona (30%, 50%, 90% e 95%, 10 minutos cada ¢ 100%, 3 trocas de 20 minutos
cada). O material foi infiltrado com a mistura de resina e acetona 3:1, 1:1 e 1:3 (1 hora cada),
resina pura (3 trocas de 1 hora cada) e inclusdo em resina Araldite 502 (Polysciences Inc.,
Warrington, PA, EUA) (Anexo D). Cortes de 0,75 pm foram obtidos com navalha de vidro,
corados com azul de toluidina e examinados em microscopio Optico para selecdo das areas
posteriormente submetidas a cortes ultrafinos. Estes foram obtidos com navalha de diamante
em ultramicrotomo Sorvall MT-5000 (DuPont Company, Newtown, CT, EUA), colocados em
grades de cobre de 200 mesh (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA), duplamente
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Anexo C), observados e fotografados

em microscopio eletronico Zeiss EM109 (Carl Zeiss) a 80 kV.



Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para obtengdo das aortas (n=5 por grupo) para estudo de MEV, os animais foram
primeiramente anestesiados com éter e, em seguida, foi injetada uma solucdo de heparina
sodica 100 UI/100g (Heparin®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Sdo
Paulo) diretamente no coragdo do animal. Apds 2 minutos, eles foram sacrificados da maneira
descrita anteriormente. Em uma canula inserida na extremidade proximal da aorta lavou-se o
fragmento com solucdo salina balanceada de Hank a temperatura ambiente (Anexo D) e, em
seguida, passou-se o fixador Karnovsky modificado gelado (4° C) (Anexo B). As aortas foram
limpas dos tecidos adjacentes sob lupa Zeiss Stemi 2000-C (Carl Zeiss) e imersas no mesmo
fixador overnight a 4°C. Em seguida, foram perfundidas com HCI 1% por 30 segundos,
seguidas por 3 trocas de tampao cacodilato de sodio 0,1M (15 minutos cada) (Anexo D). A
pos-fixacao foi feita em solugdo de tetréxido de 6smio a 1% e tampao cacodilato de sodio
0,2M (pH 7,4) por 2 horas. As aortas foram desidratadas em série crescente de alcool (50%,
70% e 95%, 10 minutos cada e 100%, 2 trocas de 20 minutos cada). O material foi seco pelo
método do ponto critico com didéxido de carbono (CO;) em aparelho Bal-Tec CPD 030 (Bal-
Tec AG, Balzers, Liechtenstein), fixado em stubs perfurados (para que a aorta permanecesse
em posi¢ao horizontal sobre o suporte) com cola de prata Provac Ag RHC 140 (Provac AG,
Balzers, Liechtenstein) e, em seguida, realizado a metalizacdo com ouro-palddio (60 mm x 0,1
mm) (3 trocas de 4 minutos cada) em equipamento Emitech K 650 (Emitech Ltda, Ashford,
Kent, Inglaterra). O material foi observado em microscopio eletronico de varredura Zeiss

DSM 940A (Carl Zeiss) a 15 kV.



3.7 Avaliacgao da presséao arterial

A pressao arterial média (n=8 por periodo e por grupo) foi avaliada no pré-operatorio e
apos 24 horas, 14 e 28 dias da cirurgia nas porgdes pré-estenose € pos-estenose. Os animais
foram anestesiados com a associac¢ao de xilazina (Coopazine®, Coopers Brasil, Sdo Paulo) na
dose de 8 mg/Kg e cloridrato de cetamina (Agener®, Unido Quimica, Embu-Guagu, Sao
Paulo) na dose de 74 mg/Kg, administrados via intra-peritoneal. Para a anélise da pressao na
regido pré-estenose, a artéria cardtida foi isolada, clampeada e realizada uma incisdo
puntiforme na superficie anterior onde foi introduzido o cateter (canula PE-10 + PE-50). A
canula (PE-50) preenchida com salina heparinizada foi conectada a um transdutor de pressao
arterial e venosa TRA 021- Power Lab/415 (ADInstruments, Castle Hill, Australia) onde
foram realizados os registros de pressao arterial pulsatil e pressao arterial média. A pressao na
regido pos-estenose foi verificada através da artéria femoral onde os mesmos procedimentos
foram realizados. As pressdes foram avaliadas durante 10 minutos sendo registrado o valor

médio no periodo.

3.8 Avaliacéo do fluxo sanguineo

Apds 28 dias da cirurgia, foram selecionados, ao acaso, animais (n=8 por grupo) para
observacao do fluxo sangiiineo nas regides pré-estenose e pos-estenose. Para esta andlise foi
utilizado um aparelho de ultra-sonografia Acuson modelo Aspen (Acuson Corp., Mountain
View, California, EUA) com Doppler colorido e transdutor eletronico linear multifreqiiencial.

Os estudos foram realizados com 11 MHz e os animais anestesiados com éter.



A tensdo de cisalhamento na parede (TC) (wall shear stress) foi calculada usando a féormula
de Poiseuille: T =4nBFR/n(Kr)’, onde 1 é TC (dyne/cm?), 1 ¢ a viscosidade do sangue (0,03),
BFR ¢ a velocidade do fluxo sangiiineo (mL/s), w ¢ 3,14, K é 1,25 (indice de encolhimento,
que ¢ a taxa de variacdo do didmetro arterial antes e depois da inclusdo do material em

parafina [Zarins et al., 1986]) e r € o raio arterial (cm) [Song et al., 2000].

3.9 Analise do estiramento (stretch) da parede da aorta

O estiramento do vaso pode ser avaliado por 2 fatores in vivo: tensdo circunferencial da
parede (TCP) (circumferential wall tension) e estresse tensional (ET) (tensile stress). A tensdo
circunferencial média da parede foi calculada pela Lei de Laplace com a seguinte férmula
TCP=PAM x (DI/2), onde a tensdo circunferencial da parede ¢ expressa em dyne/cm, PAM ¢ a
pressdo arterial média (dynes/cmz) e DI ¢ o didmetro interno (cm) [Carallo et al., 1999]. O
diametro interno do vaso foi multiplicado por 1,25 (indice de encolhimento, que ¢ a taxa de
varia¢do do didmetro arterial antes e depois da inclusdo do material em parafina [Zarins et al.,
1986)).

O estresse tensional foi calculado por ET=TCP/EIM, onde o estresse tensional ¢ expresso
em dyne/cm’, TCP ¢ a tensdo circunferencial da parede (dyne/cm) e EIM ¢é a espessura da

parede (camada intima mais camada média) expressa em cm [Carallo et al., 1999].

3.10 Avaliacéo de lipidios e proteinas
Amostras de sangue (n=10 em cada grupo) foram obtidas da veia da cauda no dia do

sacrificio, com os animais anestesiados com éter. As concentragdes de colesterol total e HDL



colesterol foram obtidas através de Kits comerciais (Cobas Mira, Roche) e o nivel de albumina

e proteinas totais através da reagdo de biureto.

3.11 Analise do coracéo

O indice de peso do coragdo foi calculado dividindo-se o peso do coracdo pelo peso
corporal do animal. A taxa de crescimento (g/dia) foi calculada subtraindo-se o peso final do
peso inicial do animal dividido pelo nimero de dias do experimento. O peso esperado do
coracdo foi obtido através de uma curva controle (peso corporal x peso corag¢ao). Usando este
método foi possivel comparar o peso umido dos cora¢des dos animais de ambos os grupos ao

peso umido previsto de coragdes de animais de mesmo peso corporal.

Analise morfométrica do coracdo

A analise morfométrica do coracdo (n=10 em cada grupo) foi realizada através do programa
ImageJ (desenvolvido pelo U. S. National Institute of Health e disponivel na Internet

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Foram utilizados os coracdes incluidos em parafina e

corados com hematoxilina eosina para esse estudo. Foram avaliadas as areas dos ventriculos
direito e esquerdo e a espessura da parede livre do ventriculo esquerdo, ventriculo direito e

septo.



3.12 Analise imunoistoquimica

As aortas (n=6 por grupo) foram coletadas e processadas pela maneira descrita
anteriormente no item Microscopia Optica comum. Os cortes histologicos foram colocados em
laminas silanizadas. Estas foram desparafinizadas e colocadas em tampao citrato (pH 6,0)
(Anexo D) na panela a vapor para recuperagdo antigénica, por 40 minutos. Apds voltarem a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS (Anexo D).
O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com 3% H,0O, por 20 minutos e lavadas 3
vezes por 5 minutos com PBS. Foram incubadas com soro normal de cavalo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi colocado o anticorpo primario e incubado overnight a
4°C. Os anticorpos primarios incluiram: anti-INOS (sintase do 6xido nitrico induzivel)
(polyclonal rabbit anti-iNOS; LabVision Co., Fremont, Califérnia, EUA; diluido 1:25); anti-
nitrotirosina (polyclonal rabbit anti-nitrotyrosine; Upstate, Lake Placid, Nova lorque, EUA;
diluido 1:100); anti-eNOS (sintase do 6xido nitrico endotelial) (polyclonal rabbit anti-eNOS;
LabVision Co., Fremont, Califérnia, EUA; diluido 1:150) e anti-TGFp (fator de crescimento
transformador beta) (polyclonal rabbit anti-TGF-$1/2/3; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, California, EUA; diluido 1:100). As laminas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com
PBS. O anticorpo secundario foi diluido 1/100 em BSA e incubado por 1 hora a 37°C e
lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS. Foram incubadas com reagente ABC por 30 minutos
e lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS. Em seguida, incubadas com diaminobenzidina
(DAB — Sigma, St. Louis, EUA) por 1 minuto e coradas com hematoxilina de Harris por 6
segundos (Anexo C). Lavadas com agua amoniacal, diafanizadas, desidratadas e montadas em
Permount (Fisher Scientif, Nova Jersei, EUA). Para as laminas controles, a especificidade da

imunomarcagdo foi testada pela omissdo do anticorpo primario no meio de incubagdo. A



avaliacdo da imunoreatividade foi realizada por um observador treinado, identificando-se a
intensidade e a extensdo da marcacdo. Foram colocados trés cortes seriados por lamina de
cada regido. Assim, pode-se obter um valor médio para cada regido por animal. As laminas
foram graduadas em uma escala arbitraria de 0 a 3 cruzes: 0=sem marca¢do; l=marcacao

fraca; 2=marca¢ao moderada e 3=marcacao forte.

3.13 Analise morfométrica da aorta

A andlise morfométrica da aorta (n=8 em cada grupo) foi realizada utilizando o programa
Leica Qwin (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um
microscopio Leica (Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Inglaterra),
videocamera (Leica DC300F, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Sui¢a) e um computador
on-line. Foram utilizadas as aortas incluidas em metacrilato para esse estudo. Verificou-se a
espessura da camada intima, da camada média e o niimero de unidades lamelares da camada
média (aumento 400x). Também foi verificada a area da luz do vaso e o perimetro (aumento
50x). O didmetro foi calculado de acordo com a formula d=2Va/z, onde a é 4rea expressa em
mm®. A espessura da camada intima foi definida como o endotélio e camada subendotelial até
a superficie interna da lamina eléstica interna, a espessura da camada média definiu-se entre a
lamina eléstica interna e a lamina eléastica externa. Foram coletadas 50 medidas de intima e 20
medidas de média, por porg¢do, distribuidas por toda a circunferéncia do vaso, de cada animal.

A quantidade relativa de colageno nas camadas intima e média foi avaliada
morfometricamente em laminas de material parafinado e coradas com picrosirius vermelho.

Foram medidas 5 4reas por regido (pré-estenose e pos-estenose) por animal, selecionadas



aleatoriamente por toda a circunferéncia do vaso. O aumento usado foi de 200x e quantidade

de colageno expressa em porcentagem de area medida.

3.14 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Graph Pad Prism 4 (Graph
Pad Software In., San Diego, California, EUA). O teste t foi utilizado para comparagdo entre
duas varidveis. Comparacdes entre a taxa de fluxo sangiiineo, tensdo de cisalhamento, tensao
circunferencial da parede e estresse tensional foram feitas pela andlise de variancia (ANOVA)
e pos-teste de Bonferroni. Comparagdes entre os graus de intensidade da imunoreatividade
foram feitas pelo teste Mann-Whitney. Os dados da fracdo de colageno do complexo intima-
média e espessura do complexo intima-média foram analisados pelo teste de correlagdo de
Person. O nivel de significancia escolhido foi de 5% e os dados, quando nao especificados, sdo
apresentados como a média + erro padrao da média.

Os dados da taxa de fluxo sangiiineo, da tensdo circunferencial da parede e do estresse
tensional foram apresentados sob a forma de box and whisker plot. Este grafico mostra o
conjunto de todos os dados, sendo particularmente util para comparar varios conjuntos de
dados. O box representa o segundo e terceiro quartis, de baixo para cima, ¢ tem uma barra
transversal indicando a mediana dos valores. As linhas (whisker) acima ¢ abaixo do box

representam os pontos mais remotos, primeiro (inferior) e quarto quartis.



4. Resultados

4.1 Estado geral dos animais

Do total de animais utilizados no estudo, 19,5 % morreu de edema pulmonar apos a cirurgia
de estenose da aorta abdominal. Estes animais que morreram no periodo inicial em até 7 dias
apos a cirurgia, apresentavam os pulmoes congestos, aumentados de volume e derrame pleural
na cavidade tordcica. Apenas 1 (5%) animal controle morreu no periodo experimental, 3 dias
apos a cirurgia sham. Esses animais foram desconsiderados.

O diametro da agulha utilizada de 0,94 mm reduziu em 80,97 £ 2,51% a luz do vaso na area
de estenose. Em busca de um maior grau de estenose e conseqiientemente maiores hipertrofia
cardiaca e pressdo arterial na porcao pré-estenose, tentou-se utilizar uma agulha de 0,8 mm de
didmetro. A taxa de mortalidade aumentou para 90% e os animais morreram com um quadro
de insuficiéncia cardiaca aguda.

Nao houve diferenga no consumo médio de ragdo entre os animais sham-operados (26,80 +
1,04 g) e estenosados (24,06 + 0,74 g). O mesmo foi observado com a ingestdo média de dgua
(34,66 = 1,81 mL e 31,14 = 1,41 mL, respectivamente) (Figura 2/Tabela 1). O peso corporal
dos animais estenosados manteve-se significativamente menor desde a 1* semana até o final
do experimento, embora ambos 0s grupos apresentassem o mesmo peso corporal inicial e
ingestdo de liquido e ragdo semelhantes (Figura 3). O peso corporal final dos sham-operados
foi de 356,7 + 10,64 g, 10,5% maior que o peso dos estenosados (319,1 £ 7,58 g) (Tabela 2).

Os niveis de proteinas totais e albumina dos animais Sham-operados (5,65 + 0,43
mg/100mL e 3,57 + 0,23 mg/100mL, respectivamente) foram semelhantes aos dos estenosados

(5,81 £ 0,47 mg/100mL e 3,39 + 0,19 mg/100mL). Do mesmo modo, o colesterol total e HDL



colesterol dos sham-operados (59,93 + 5,02 mg/100mL e 42,83 + 2,60 mg/100mL,
respectivamente) foram semelhantes aos dos estenosados (57,94 + 4,11 mg/100mL e 41,65

+2,87 mg/100mL) (Tabela 1).

Tabela 1. Ingestao média didria de agua e racdo, concentracao plasmatica de colesterol total e
HDL colesterol, niveis de proteinas totais e albumina em animais sham-operados e estenosados.

Ingestdo de Ingestdo de
agua racao
(mL/dia) (g/dia)

por animal  por animal

Colesterol HDL Proteinas Albumina
total cholesterol totais (g/100 mL)
(mg/100 mL) (mg/100 mL) (g/100 mL)

Sham-operado  34,66+1,81 26,80+1,04  59,93+5,02 42,83+2,60 5,65+0,43 3,57+0,23

Estenose 31,14£1,41  24,06£0,74  57,94+4,11  41,6542,87  581£047  3,39+0,19

Os dados s@o a média + erro padréo.

Tabela 2. Peso corporal (inicial e final), taxa de crescimento, peso do coracao e indice de peso do
coracgdo dos animais sham-operados e estenosados.

Peso corporal (g) Taxa de Peso do coracdo (mg) Indice de peso
crescimento do coragéo
Inicial Final (g/dia/rato) Observado Esperado (g/kg)
Sham-operado 147,6+2,20 356,7+10,64 6,97+0,32 1206+48.,66 3,37+0,06
Estenose 150,8£1.00 319,1+£7,58**  5,61+0,27**  1448+63,47** 1200 4,60+0,28%**

Os dados sdo a média =+ erro padrao **p<0.01 ***p<0.001
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Figura 3: Evolugdo do peso corporal dos animais sham-operados e estenosados durante as 4 semanas. O peso
corporal final dos sham-operados foi 10,5% maior que o peso dos estenosados. **p<0.01 ***p<0.001.

4.2 Pressao Arterial

Houve um aumento progressivo na pressdo carotidea seguinte a constriccdo da aorta
abdominal. Apds 24 horas, o aumento foi de 7,8% (p>0.05). Em 15 dias, o aumento tornou-se
significante (13,2%, p<0.01) e, ao final do experimento foi de 24,3% (p<0.0001). Por outro
lado, a pressao femoral dos animais estenosados foi similar as pressdes carotidea e femoral
dos sham-operados. Ambas as pressdes, carotidea e femoral, no periodo pré-operatério foram
semelhantes entre os grupos. Os valores médios das pressdes carotidea e femoral sdo

mostrados durante o periodo de 4 semanas na figura 4.
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Figura 4: Pressdo arterial média carotidea e femoral nos animais sham-operados e estenosados durante o periodo
de estudo. Houve um aumento progressivo na pressdo carotidea nos animais estenosados. A pressdo femoral nos
animais estenosados foi semelhante as pressdes carotidea e femoral dos animais controles. **p<0.01
**%p<0.0001

4.3 Fluxo sanguineo

Ap6s 4 semanas da cirurgia, a taxa de fluxo sangiiineo no segmento pré-estenose foi similar
a observada nos sham-operados, 58,10 £+ 3,72 mL/min e 51,24 + 3,60 mL/min,
respectivamente. Em contraste, no segmento poés-estenose, 26,85 + 3.00 mL/min, foi
marcadamente reduzido em compara¢do com os sham-operados, 43,28 + 3,70 mL/min (Figura
5).

A avaliagdo do fluxo sangiiineo através do ultra-som com Doppler colorido demonstrou
fluxo laminar nas aortas controles representado pela coloragdo vermelho-alaranjado (Figura

6A) e o espectro deste fluxo ¢ caracterizado por uma janela sistolica “limpa” (Figura 6B). Os



animais estenosados apresentaram fluxo laminar preservado no segmento pré-estenose e fluxo
turbilhonar no segmento pos-estenose representado por uma mistura de cores azul, verde,
amarelo e laranja (Figura 6C). O espectro deste fluxo ¢ caracterizado pelo borramento da

janela sistolica como observado na Figura 6E.
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Figura 5: Taxa de fluxo sangiiineo (mL/min) nas aortas dos animais estenosados nos segmentos pré-estenose e
pos-estenose e segmentos correspondentes dos sham-operados no 28° dia do experimento. A taxa de fluxo
sangiiineo no segmento pds-estenose dos animais operados foi significativamente menor se comparada a mesma
regido dos controles.

O valor médio da tensdo de cisalhamento na parede no segmento pré-estenose (43,72 + 2,80
dyne/cm?) nio foi diferente dos sham-operados (51,31 + 7,73 dyne/cm?). O valor no segmento
pos-estenose (24,48 + 3,09 dyne/cm’) foi significativamente reduzido se comparado aos

controles (45,95 + 6,60 dyne/cmz) (Figura 7).
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Figura 6: Avaliagdo do fluxo sangiiineo através de ultra-som com Doppler colorido. A aorta dos animais sham-
operados demonstrou fluxo laminar representado pela coloragdo vermelho-alaranjado (Fig.6A) e o espectro deste
fluxo é caracterizado por uma janela sistolica “limpa” (Fig. 6B). Os animais estenosados apresentaram no
segmento pré-estenose fluxo laminar e janela sistolica “limpa” preservados (Fig.6D) e fluxo turbilhonar no
segmento pos-estenose representado por uma mistura de cores azul, verde, amarelo e laranja (Fig.6C). O espectro
deste fluxo ¢ caracterizado pelo borramento da janela sistdlica como observado na Figura 6E.
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Figura 7: Tensdo de cisalhamento na parede das aortas dos animais estenosados nos segmentos pré-estenose e
pos-estenose e segmentos correspondentes dos sham-operados no 28° dia do experimento. A tensdo de
cisalhamento na parede no segmento pods-estenose dos animais operados foi significativamente menor se
comparada a mesma regido dos controles. Nao houve diferenga na tensdo de cisalhamento na parede no segmento
pré-estenose entre os animais controles e estenosados.

4.4 Estiramento da parede da aorta

O valor médio da tensio circunferencial da parede no segmento pré-estenose (1,63x10* +
0,05 dyne/cm) foi significativamente maior em comparacdo ao segmento correspondente dos
sham-operados (1,27x10* + 0,02 dyne/cm). O valor no segmento pds-estenose (0,95x10* +

0,02 dyne/cm ) ndo foi diferente dos sham-operados (0,94x10*+ 0,02 dyne/cm) (Figura 8).
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Figura 8: Tensdo circunferencial da parede das aortas dos animais estenosados nos segmentos pré-estenose e pos-
estenose e segmentos correspondentes dos sham-operados no 28° dia do experimento. A tensdo de cisalhamento
na parede no segmento pré-estenose dos animais operados foi significativamente maior se comparada a mesma
regido dos controles. Nao houve diferenca na tensdo de cisalhamento da parede no segmento pds-estenose entre
os animais controles e estenosados.

O estresse tensional dos animais estenosados e sham-operados foi similar nos segmentos
pré-estenose (128,8){104 + 5,28 dyne/cm2 e 127,5X104:|:5,69, respectivamente) e pds-estenose

(96,06x10" + 5,58 dyne/cm2 e 98,99x10*+ 5,28 dyne/cmz) (Figura 9).
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Figura 9: Estresse tensional da parede das aortas dos animais estenosados nos segmentos pré-estenose ¢ pos-
estenose e segmentos correspondentes dos sham-operados no 28° dia do experimento. Nao houve diferenga entre
os valores observados nos segmento pré-estenose € pos-estenose em ambos 0s grupos.

4.5 Estudo morfoldgico

Parede da aorta

Macroscopicamente, as aortas dos animais Sham-operados ¢ estenosados pareceram
similares, exceto a area de estenose. O uso de material incluido em pléstico permitiu secgdes
mais finas com adequada resolugdo dos detalhes estruturais. As aortas demonstraram
marcantes alteragdes nos animais estenosados se comparados aos sham-operados. O segmento
pré-estenose apresentou espessamento intimal difuso com células endoteliais aumentadas em
tamanho e conspicuas placas neointimais difusas, compostas de células musculares lisas ¢

raras células mononucleares com colageno e fibras elasticas envolvendo-as, e espessamento



medial, contrastando com a delicada estrutura da intima e a média da aorta do grupo controle.
No segmento pos-estenose, a intima pareceu delicada, quase semelhante a regido
correspondente dos sham-operados, exceto por conspicuas placas neointimais focalmente

distribuidas, maiores que aquelas presentes no segmento pré-estenose (Figura 10).

Coracgao

Os coragdes dos animais controles e estenosados apresentaram-se semelhantes ao exame
macroscopico, a exce¢ao dos coracdes dos estenosados que se encontravam mais volumosos.
O peso médio dos coragdes dos animais estenosados foi 20,7% maior em comparagdo aos
sham-operados e o indice de peso do coragdo (peso do coragao/peso corporal) dos animais
estenosados foi 36,5% maior que o observado para os animais sham-operados (Tabela 2).
Sendo o peso corporal de um animal uma importante fonte de variabilidade do peso do 6rgdo,
parece 6bvio que o peso do 6rgao fosse correlacionado com as diferengas no peso corporal. O
peso corporal e dos coragdes de um grande nimero de animais (ratos machos normais), com
peso variando entre 50 g e 450 g, foram coletados e expressos em uma curva relacionando o
peso do coracdo e peso corporal [Rossi et al., 1981]. Usando este método foi possivel
comparar o peso umido dos coragdes dos animais de ambos os grupos ao peso umido dos
animais com mesmo peso corporal (Tabela 2). O peso médio dos coragdes dos animais
estenosados foi 20% maior em comparacao ao peso esperado dos coragdes de animais de peso
corporal semelhante, enquanto que o peso dos coragdes dos animais Sham-operados ndo foi
diferente do peso corporal esperado para animais de peso corporal semelhante.

A andlise das secgdes coradas com picrosirius vermelho revelou moderada fibrose nos

animais estenosados se comparada aos sham-operados. Esta fibrose manifestou-se por discreto



aumento na quantidade de matriz colagénica endomisial e perimisial e também fibrose

perivascular moderada (Figura 11).

Pré-estenose Pés-estenose

Sham-operado

Estenose

Figura 10: Microscopia Optica de alta resolu¢do. Imagens representativas das aortas dos animais sham-operados
(A e B) e segmentos pré-estenose (C e E) e pos-estenose (D e F). O segmento pré-estenose dos animais operados
apresenta um difuso espessamento intimal com células endoteliais aumentadas em tamanho (C) e pequenos focos
de espessamento intimal difusamente distribuidos, compostos de células musculares lisas, ocasionais células
mononucleares, fibras colagenas e elasticas (E) e espessamento medial (C e E), contrastando com a delicada
estrutura da intima nos animais controles (A). No segmento pds-estenose, a intima apareceu delicada (D), quase
similar a intima da regido correspondente dos controles (B), exceto por areas focalmente distribuidas de grande
espessamento intimal (F). Coloragdo azul de toluidina. Aumento de todas as figuras 750x.
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Figura 11: Coragdes dos animais sham-operados e estenosados. Fibrose miocardica nos animais estenosados,
manifestada por aumento na quantidade de colageno endomisial e perimisial (C) e, fibrose perivascular (D) em
relacdo aos animais controles (A e B, respectivamente). Coloragdo de picrosirius vermelho sob luz polarizada.
Aumento de todas as figuras 385x.

4.6 Analise morfométrica
Aorta

A espessura intimal média na regido pré-estenose foi 12,68 + 0,60 um, 26% mais espessa
que os valores nos sham-operados, 10,03 £+ 0,60 um. Do mesmo modo, a espessura da camada
média na regido pré-estenose (115,10 + 3,81 pum) foi 23% maior se comparada aos sham-
operados (93,96 + 2,98 um). Em contraste, a espessura intimal no segmento pds-estenose, 9,91
+ 1,30 um, ndo apresentou diferenca do valor determinado para o controle, 8,80 + 0,50 um. O
mesmo ocorreu com a espessura da camada média dos animais estenosados (90,42 + 3,91 um)

e sham-operados (88,11 £ 3,02 um) (Tabela 3).



Nao houve diferenca na area da luz do vaso, no perimetro, no didmetro e numero de
unidades lamelares da tinica média observadas nas regides pré-estenose e pos-estenose em
comparagdo com os respectivos controles. Todavia, estas variaveis foram significativamente
menores na regido pos-estenose em comparagdo com aquelas da regido pré-estenose em ambos
os grupos (Tabela 3).

A quantidade relativa de colageno, expressa em porcentagem, presente nas camadas intima
e média do segmento pré-estenose dos animais operados aumentou 21.5% (10,92+0,67%) se
comparada com a mesma regido dos animais sham-operados (8,99+0,48%). O mesmo nao
pode ser observado na regido pos-estenose dos animais operados (5,47+0,50%) e controles
(6,04+£0,57%) (Figura 12A). A figura 12B mostra o padrao de distribuicdo dos valores da
fragdo de colageno do complexo intima-média e espessura do complexo intima-média. O
coeficiente de correlagdo para os animais controles foi r=0.000014 e para o segmento pré-
estenose dos animais operados foi r=0.01693. Embora houvesse um aumento na quantidade
relativa de coldgeno no segmento hipertensivo, ndo houve correlacdo entre a quantidade de
colageno e espessura da parede durante o periodo estudado.

Tabela 3. Espessura da camada intima e média, area da luz do vaso, perimetro, didmetro e nimero de
unidades lamelares da camada média das aortas dos animais sham-operados e estenosados.

Segmento pré-estenose Segmento pds-estenose
Sham-operado Estenose Sham-operado Estenose
Espessura intima (pm) 10,03 £ 0,60 12,68 £ 0,60* 8,80+ 0,50 9,91 £ 1,30
Espessura média (pum) 93,69 £2.98 115,10 + 3,81 %** 88,11 +3,02 90,42 £ 3,91
Area da luz (mm) 1,75 £ 0,07 1,81 £ 0,09 0,83 £ 0,05 0,84 £ 0,05
Perimetro (mm) 6,28 £ 0,15 6,32 10,11 4,90 £ 0,30 4,40£0,17
Diametro (mm) 1,49 £ 0,03 1,51 £0,04 1,10 £ 0,08 1,03 £ 0,03
Unidades lamelares 7,68 £ 0,26 7,58+0,18 6,40+0,16 6,43+ 0,21

Os dados s@o a média + erro padrdo. *p<0.05, ***p<0.001
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Figura 12: Complexo intima-média dos animais sham-operados e estenosados corado com picrosirius vermelho.
Observa-se 0 aumento relativo da quantidade de colageno na aorta dos animais estenosados no segmento pré-
estenose em relagdo aos animais controles. O mesmo ndo foi observado na regido pds-estenose (A). A figura B
mostra o padrdo de distribuigdo dos valores da fragdo de colageno do complexo intima-média e espessura do
complexo intima-média. Nao houve correlagdo entre a quantidade de colageno e espessura da parede durante o
periodo estudado. Aumento de todas as figuras 240x.



Quando todos os valores obtidos na analise morfométrica da espessura da intima sdo
colocados em um grafico de distribui¢do de freqiiéncia pode-se claramente observar um desvio
a direita dos valores obtidos no segmento pré-estenose se comparados ao controle. Além disso,
os discretos focos de espessamento intimal evidenciam-se (Figura 13A). A distribui¢dao de
freqliéncia dos valores obtidos no segmento pos-estenose ¢ semelhante a dos controles, exceto
pela ocorréncia dos marcantes focos de espessamento intimal (Figura 13B). Na distribui¢do
de freqiiéncia dos valores da espessura da média pode-se observar o mesmo fendémeno de
desvio a direita dos valores no segmento pré-estenose em comparagdo com o segmento
correspondente dos controles, evidenciando o
espessamento da camada média (Figura 14A). A distribuicdo de freqiiéncia da espessura da
média no segmento pos-estenose foi similar a observada no segmento correspondente ao

controle (Figura 14B).

Coracgao

Os coragdes ndo apresentaram diferenca entre a area do ventriculo esquerdo dos animais
dos grupo estenosado (18,66 + 1,08 mm?) e controle de peso (18,54 + 0,65 mm®). O mesmo
ocorreu entre a area do ventriculo direito do grupo estenosado (8,34 + 0,55 mm?) e controle de
peso (9,85 + 0,74 mm®). A espessura da parede livre do ventriculo esquerdo dos animais
estenosados foi 19% maior e a espessura do septo 35% maior em comparacao aos controles de
peso. A espessura da parede do ventriculo direito dos animais estenosados nao diferiu dos

controles de peso. (Tabela 4).
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Figura 13: Distribui¢do de freqiiéncia dos valores da espessura da intima dos animais sham-operados e
estenosados. Observa-se a mudancga para direita dos valores no segmento pré-estenose em comparagdo com o
segmento correspondente dos controles. Evidencia-se os discretos focos de espessamento intimal, ausentes nos
controles (A). A distribuigdo de freqiiéncia da espessura da intima no segmento pos-estenose foi quase similar a
observada no segmento correspondente ao controle, exceto pela demonstracdo de ocorréncia de marcantes focos

de espessamento intimal, ausentes nos controles (B).
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Figura 14: Distribuicdo de freqiiéncia dos valores da espessura da média dos animais Sham-operados e
estenosados. Observa-se a mudancga para direita dos valores no segmento pré-estenose em comparagdo com o
segmento correspondente dos controles, evidenciando o espessamento da camada média. A distribuicdo de
freqiiéncia da espessura da média no segmento pos-estenose foi similar a observada no segmento correspondente

do controle (B).



Tabela 4. Area da camara ventricular direita e esquerda e espessura da parede dos ventriculos direito
e esquerdo e do septo dos animais sham-operados e estenosados.

Area da cAmara ventricular (mm?) Espessura (mm)
Sham-operado  Estenose Esperado Sham-operado  Estenose Esperado
VE 17,24 +£1,53 18,66 1,08 18,54+0,65 2,30+0,10 2,46+ 0,07%* 2,07 +0,06
VD 7,46 +084 834+055 9,.85+0,74 084+0,04 0,80+0,03 0,79 £ 0,05
Septo 1,79+ 0,09 2,03 +0,07%** 1,50 £ 0,04

Os dados s@o a média + erro padrdo. **p<0.01 ***p<0.0001 quando comparados ao peso esperado
de animais de peso corporal semelhante. VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito.

4.7 Analise ultraestrutural

Microscopia eletronica de transmissio

A aparéncia da intima das aortas controles ndo diferiu dos achados da literatura. A intima
foi composta de uma camada continua de células endoteliais dispostas sobre uma fina camada
de tecido de suporte fibrocolagenoso. Este era continuo com a camada média, composta de
células musculares lisas reforcada por camadas organizadas de fibras elasticas formando
laminas elésticas e fibras coldgenas. Abaixo da intima havia uma ampla camada de fibras
elasticas organizadas, interrompidas por fenestras, a lamina elastica interna (Figura 15).

Na regido pré-estenose, a intima estava difusamente expandida, principalmente devido ao
aumento das células endoteliais mostrando contornos citoplasmaticos e nucleares irregulares
dispostas sobre um material parecido com membrana basal e delicado tecido fibrocolagenoso
de suporte. As células endoteliais apresentavam maior quantidade de organelas e citoplasma
em seu interior. Conspicuas placas neointimais discretas focalmente distribuidas puderam ser

observadas. Estas eram compostas de aglomerados de células musculares lisas, organizadas ao



Figura 15: Microscopia eletronica de transmissdo. Aspectos representativos da aorta dos animais sham-operados.
A estrutura delicada da intima contém células endoteliais achatadas (end), dispostas sobre a lamina basal (Ib),
discreta quantidade de matriz extracelular (*) e lamina elastica interna (lei). Aumentos: figura A=6400x, figura
B=10100x.



acaso, envolvidas por material parecido com membrana basal, fibras elasticas jovens e
colageno. Migragdo de células musculares lisas da camada média para intima através de
fenestras pdde ser vista. Raras células mononucleares foram detectadas nas camadas intimais
expandidas. A camada média permaneceu intacta e as células musculares lisas inalteradas,
mantendo sua orientacdo em relagdo ao vaso (Figura 16).

No segmento pos-estenose, a intima pareceu comparavel ao segmento correspondente dos
sham-operados, exceto pelas conspicuas placas neointimais focalmente distribuidas. Os focos
eram similares aos observados no segmento pré-estenose, porém de maior tamanho. Nenhuma

alteracdo pode ser vista na média (Figura 17).

Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura demonstrou que as células endoteliais em toda a aorta

3

dos animais sham-operados apresentaram morfologia tipica de “calgamento em pé-de-
moleque”, com o eixo maior paralelo em direcdo ao fluxo. Pregas marcaram as margens das
células endoteliais. A superficie luminal apresentava microvilosidades espalhadas,
principalmente aglomeradas sobre os monticulos nucleares. As células endoteliais no
segmento pré-estenose eram, comparativamente, mais alongadas em dire¢do ao fluxo e mais
volumosas, com monticulos nucleares proeminentes. Estas células eram, no entanto, pior
definidas, com margens celulares pouco evidentes devido a pobreza de pregas marginais ¢
microvilosidades na superficie celular. Em contraste, o segmento pos-estenose revelou focos

de células poligonais nao direcionadas em relagdo ao fluxo. Além disto, as células eram menos

volumosas comparadas as do segmento pré-estenose, mas, similarmente, pouco definidas, com



Figura 16: Microscopia eletronica de transmissdo. Aspectos representativos do segmento pré-estenose da aorta. A
intima ¢ espessada, apresentando células endoteliais heterogéneas (end) com contornos citoplasmaticos e
nucleares irregulares. Aciimulo focal de células mononucleares (cm) pode ser observado na intima espessada (C).
Aglomerados de células musculares lisas (cml) aparecem dentro da intima, organizados ao acaso, envolvidos por
fibras elasticas e colageno (B e D). Migracao de células musculares lisas da média para intima (seta) através das
fenestras da lamina elastica interna (lei) pode ser vista (A). Um mondcito (mo) penetrando entre duas células
endoteliais pode ser observado (B). Aumentos: figura A=3300x, figura B=3000x, figura C=2900x e figura
D=8100x.



Figura 17: Microscopia eletronica de transmissdo. Aspectos representativos do segmento pds-estenose da aorta. A
intima pareceu similar se comparada ao segmento correspondente dos sham-operados. As células endoteliais
(end) sdo achatadas, dispostas sobre uma fina camada de tecido de suporte. Marcantes focos de espessamento
intimal difusamente distribuidos, compostos de células musculares lisas (cml) e ocasionais células mononucleares
circundados por fibras colagenas e elasticas, podem ser vistos (C e D). A migragdo de células musculares lisas da
média para intima (seta) através das fenestras da lamina elastica interna (lei) pode ser vista (B). Aumentos: figura
A=5400%, figura B=3100x, figura C=3200x e figura D=3100x.



pregas marginais menos evidentes e menos microvilosidades sobre a superficie celular (Figura

18).

Sham-operado

Figura 18: Microscopia eletronica de varredura. Aspectos representativos da superficie endotelial dos animais
sham-operados apresentando morfologia tipica de “calgamento em pé-de-moleque”, com o eixo maior em dire¢ao
ao fluxo. No segmento pré-estenose, as células endoteliais sdo mais volumosas e alongadas e com o eixo maior
em direcdo ao fluxo sangiiineo (seta aberta). O segmento pos-estenose apresentou células endoteliais menos
volumosas e focos de células poligonais ndo direcionadas em relagdo ao fluxo (setas pequenas). Aumento de
todas as figuras 660x.



4.8 Estudo imunoistoquimico

A andlise imunoistoquimica revelou um aumento na expressdo de eNOS nas células
endoteliais, iNOS e nitrotirosina nas células endoteliais e musculares lisas e TGF[} nas células
endoteliais e, principalmente, células musculares lisas no segmento pré-estenose se
comparados aos Sham-operados. No segmento pods-estenose, somente um aumento na
expressao de eNOS nas células endoteliais pdde ser observado em comparagao aos controles
(Figura 19). A figura 20 mostra os resultados da avaliagdo quali-quantitativa da

imunoreatividade para expressao de eNOS, iNOS, nitrotirosina e TGFp.
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Figura 19: Imunoistoquimica. Imagens representativas das aortas dos segmentos pré-estenose e poOs-estenose e
segmentos correspondentes dos sham-operados. Expressdo aumentada de eNOS nas células endoteliais, iNOS e
nitrotirosina nas células endoteliais e células musculares lisas € TFG- nas células endoteliais e, principalmente,
células musculares lisas (seta) no segmento pré-estenose em comparacdo ao sham-operado. No segmento pos-
estenose observou-se somente o aumento da expressdo de eNOS em comparagdo ao segmento correspondente do
controle. Aumento de todas as figuras 510x.
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Figura 20: Avaliagdo quali-quantitativa da imunoreatividade para expressdo de eNOS, iNOS, nitrotirosina e
TGF nos segmentos pré-estenose e pos-estenose e regido correspondente dos controles.



5. Discussao

A constricdo da aorta abdominal em torno de 81 % criou uma regido pré-estendtica
hipertensiva com tensdo circunferencial da parede aumentada associada com estresse tensional
normal, fluxo laminar e tensao de cisalhamento na parede normal e uma regido pds-estendtica
normotensiva com fluxo turbilhonar e baixa tensdo de cisalhamento na parede associados com
tensao circunferencial da parede e estresse tensional normais. A coarctagdo da aorta abdominal
antes da bifurcacdo das artérias renais produz hipertensao acima e fluxo turbilhonar abaixo da
estenose e prové um excelente modelo para o estudo simultdneo dos efeitos do aumento da
pressao sangiiinea e conseqiiente estiramento do vaso e alteracdes do fluxo sangiiineo em um
mesmo animal. Foi demonstrada em diferentes modelos de estenose da aorta abdominal e
toracica a presenca de dilatagdo pos-estenotica produzida em coelhos e caes. Sabe-se que para
a formacdo da dilatagdo pods-estendtica, a constricdo deve ser suficiente para produzir
turbuléncia, mas ndo o bastante para que o fluxo distal e a pressdo sangiiinea sejam
significantemente reduzidos [Dobrin, 1991; Ojha et al., 1990; Roach, 1963, 1970]. Roach
(1963) demonstrou que a dilatacdo pos-estenotica somente se desenvolveu em caes do grupo
de estenose moderada e foi ausente nos grupos de estenose minima e grave. No presente
estudo, apos 28 dias da cirurgia, nao foram observadas aortas com dilatagdo no segmento pds-
estenose. Esse fato pode ser atribuido a presenga de grave estenose da aorta abdominal, em
torno de 81%, associado com a presenga de fluxo sangiiineo reduzido no segmento pos-
estenose. Além disso, estudos anteriores com este modelo ndo demonstraram a presenca de
dilatacdo pds-estenodtica em ratos [Barton et al., 2001a; Beznak, 1955; Rossi & Peres, 1992;

Stanek et al., 1987; Xu et al., 2001].



Os animais submetidos a constri¢do da aorta apresentaram um retardo no ganho de peso
corporal em comparagao aos sham-operados. O peso final dos controles foi 10.5% maior que o
dos estenosados. Poderia se questionar ser resultado de deficiéncia nutricional. Isso €, todavia,
pouco provavel visto que os niveis de albumina dos estenosados foram similares aos dos
animais sham-operados e hipoalbuminemia é um achado importante na desnutri¢do protéico-
calorica [Viteri et al., 1964]. Além disto, a ingestdo didria de ragdo estava bem acima do valor
minimo adequado de 15g/dia/animal para ratos em crescimento ou em manutengdo [National
Research Council, 1995].

A pressdo arterial carotidea média dos animais estenosados estava 24.3% maior em
comparagdo com pressdo arterial carotidea média dos controles, enquanto que a pressao
femoral foi similar a ambas as pressdes carotidea e femoral dos sham-operados ao final dos
experimento. Os mecanismos envolvidos na elevagdo da pressdo arterial proximal a coarctacao
da aorta foram explorados por muitos investigadores. Duas visdes gerais t€ém resultado desses
estudos. A primeira, denominada hipétese mecanica, sugere que a hipertensdo resultaria da
resisténcia do fluxo sangiiineo ao proprio estreitamento e por vasos colaterias [Bing et al.,
1948; Blumgart et al., 1931; Gupta & Wiggers, 1951]. A segunda, denominada hipotese renal,
propde que a hipertensdo resultaria da alteracdo na hemodinamica renal abaixo da constrigdo,
estimulando a secre¢ao de renina [Page, 1940; Steele, 1941; Stewart & Bailey, 1941].
Contraria a esta visdo, foi demonstrado que a ativacdo do sistema renina-angiotensina, com
altos niveis de concentracdo e atividade da renina plasmatica, ¢ uma resposta que ocorre
apenas no inicio da constri¢do, retornando aos niveis normais em 7 a 10 dias [Akers et al.,

2000; Wu et al., 2002; Yayama et al., 2004].



O peso médio dos coragdes dos animais estenosados foi 20.7% maior em comparagdo aos
animais sham-operados. Sendo o peso corporal de um animal uma importante fonte de
variabilidade do peso do o6rgdo, a comparagdo entre o peso dos coragdes dos animais
estenosados e animais de peso corporal semelhante demonstrou um aumento de 20% no peso
dos coragdes dos animais estenosados. A pressdo arterial aumentada proximal a coarctagdo
tem sido demonstrada ser um estimulo para o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca [Rossi
& Peres, 1992]. A hipertrofia cardiaca observada nos coragdes dos animais estenosados, além
de ser caracterizada pelo peso do coragdo, também pode ser evidenciada pela presencga
aumentada de colageno endomisial e perimisial e fibrose perivascular. Foi demonstrado em
estudos anteriores a presenca de fibrose miocardica usando o mesmo modelo experimental
[Rossi & Peres, 1992] ou em coragdes humanos de pacientes hipertensos [Rossi, 1998; Weber
et al., 1994].

O estudo da parede da aorta no segmento hipertensivo demonstrou, tanto na microscopia
optica de alta resolugdo quanto na microscopia eletronica de transmissdo, espessamento
endotelial difuso em que as células endoteliais eram heterogéneas, a maioria delas com
contornos citoplasmaticos e nucleares enrolados. Além disto, houve a presenga de conspicuas
placas neointimais difusas, compostas de células musculares lisas e raras células
mononucleares entremeadas com material semelhante 8 membrana basal e fibras colagenas.
Esses achados estdo de acordo com a literatura que mostra que as artérias na presenga de
hipertensdo sdo espessadas, com acumulo de macrofagos, migragdo e proliferagdo de células
musculares lisas e espessamento intimal e medial [Alexander, 1995; Chobanian, 1990;
Haudenschild et al., 1981]. Essas placas neointimais ndo apresentavam estrias gordurosas. A

racdo dos animais continha baixos niveis de gordura e o nivel de colesterol sangiiineo estava



dentro da normalidade. O estudo com microscopia eletronica de varredura demonstrou que as
células endoteliais eram alongadas em direcdo ao fluxo sangiiineo, volumosas, com
monticulos nucleares proeminentes e bordos celulares pouco evidentes devido a falta de
pregas marginais e microvilosidades na superficie celular. Em contraste, a aorta do segmento
pos-estenose apresentou intima normal, parecendo delicada, similar a encontrada no segmento
correspondente dos controles, exceto pelas conspicuas placas neointimais focalmente
distribuidas. Estas eram similares as do segmento pré-estenose, mas muito maiores em
tamanho. O estudo com microscopia eletronica de varredura demonstrou focos de células
poligonais, ndo-direcionais em relagdo ao fluxo sangiiineo, menos volumosas em comparagao
ao controle, pouco definidas e com pregas marginais menos evidentes ¢ menor nimero de
microvilosidades sobre a superficie celular.

A andlise morfométrica apresentou um aumento de 23% na espessura da camada média do
segmento pré-estenose. Este espessamento medial pode ter ocorrido em resposta ao aumento
na tensdo circunferencial ¢ ndo em resposta a deformacdo circunferencial, desde que o
didmetro, o perimetro e a area da luz do vaso ndo diferiram dos achados em regides
semelhantes dos controle. Foi demonstrado que a tensdo na parede estd mais relacionada com
a aterosclerose que a deformagao circunferencial in vivo [Jiang et al., 2000]. Estes achados
contrastam com estudo anterior que analisa um modelo de implante de veia que demonstra que
o espessamento medial ocorreu em resposta a deformagdo circunferencial e ndo a tensdo
circunferencial [Dobrin, 1995]. Mas estdo de acordo com uma investigagdo que avaliou a
relacdo entre forgas hemodinamicas locais e fatores de risco para aterosclerose em humanos
[Steinke et al., 1994]. Tém sido publicados dados demonstrando que a pressao intra-luminal

regula a espessura arterial através de seu efeito na tensdo da parede e o fluxo sangiiineo regula



o diametro da luz arterial através de suas mudangas na tensdo de cisalhamento na parede
[Carallo et al., 1999; Dobrin, 1995; Lehoux & Tedgui, 1998; Vanderlaan et al., 2004]. O
aumento na espessura da parede, principalmente devido ao espessamento medial, serve como
um mecanismo compensatorio prevenindo um aumento no didmetro, no estresse tensional e
mudangas na tensdo de cisalhamento na parede. E sabido que a parede de artérias e arteriolas,
na presenga de hipertensdo, espessam com o tempo na tentativa de restaurar a tensdo
circunferencial da parede a seus valores normais [Wolinsky, 1970; Matsumoto & Hayashi,
1996]. Este espessamento medial pode ser conseqliente a maior expressao de TGF-f nas
células endoteliais e musculares lisas. TGF- ¢ uma potente citocina reguladora do ciclo
celular em muitas células, incluindo células endoteliais e células musculares lisas [Massague,
1998]. Apresenta importante papel nos processos proliferativos vasculares [Topper, 2000] e
nas alteragdes na parede vascular induzidas pela hipertensdo, incluindo aumento da produgao
de proteinas da matriz extracelular e crescimento da célula muscular lisa [Agrotis et al., 1995;
Sarzani et al., 1989]. O ntimero de fibras eldsticas permaneceu constante, indicando que a
hipertrofia e/ou hiperplasia ocorreram. Chobanian et al. (1984) e Lakka et al. (1999) sugerem
que a hipertrofia, mais que a hiperplasia, seria responsavel primaria pela maior massa da
célula muscular lisa na hipertensdo. Nao houve correlacdo entre a quantidade relativa de
colageno e a espessura da parede durante os 28 dias de experimentos. Os resultados indicam
que o aumento médio (21.5%) na quantidade relativa de coldgeno, 8.99+0.48% para
10.92+0.67%, foi semelhante ao aumento médio da espessura da camada média, 23%,
sugerindo que a propor¢do de colageno manteve-se constante, caracterizando, portanto, um

processo de magnificagdo dos componentes da parede vascular. Tem sido demonstrado que a



sintese e o conteudo de colageno estdo elevados tanto na parede arterial quanto no coragdo de
animais hipertensos [Iwatsuki et al., 1977; Gilligan & Spector, 1984; Tayebjee et al., 2003].
Os resultados da imunoistoquimica mostraram um aumento na expressao da sintase do
6xido nitrico constitutiva endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) no segmento pré-estenose. E
provavel que as células endoteliais respondam ao estresse hipertensivo com o aumento na
expressao de eNOS e iNOS como um mecanismo compensatorio objetivando aumentar a
produgdo de oxido nitrico (NO) e conseqiiente vasodilatagdo. Em um modelo similar, foi
demonstrada expressdo aumentada de eNOS no segmento aortico proximal a coarctacio
[Barton et al., 2001a]. Tem sido sugerido que o NO produzido em grandes quantidades pela
iNOS ¢ um agente toxico e danoso [Hernandez-Pando et al., 2001] e a eNOS ¢ uma enzima
protetora [Barbato & Tzeng, 2004; Heeringa et al., 2002]. Ortiz e Garvin (2003), em um artigo
de revisdo publicado recentemente sobre as trés diferentes enzimas produtoras de NO, relatam
que a maioria dos estudos mostra que camundongos sem o gene da eNOS (eNOS -/-) t€m a
pressdo sangiiinea maior que os camundongos selvagens, sugerindo o papel da eNOS no
controle da pressao arterial. A expressdo aumentada de eNOS e iNOS poderia contribuir para
a maior producdo de NO e superdxido que interagem produzindo peroxinitrito. Este produz
produtos nocivos que depletam antioxidantes e induzem oxidacdo de proteinas, DNA e
lipidios nas células vasculares [Ballinger et al., 2000; Halliwell, 1997], além de ser apontado
como um fator pro-aterosclerotico [Wever et al., 1998] e um dos responsaveis pelos eventos
iniciais na aterogénese [Miigge, 1998]. Foi demonstrado que o peroxinitrito aumenta da
produgdo de TGF-B em cultura de fibroblastos humanos o que proderia contribui para o
espessamento da parede arterial [Sugiura et al., 2006]. A expressdo aumentada de nitrotirosina

(NT), marcador da reagdo entre peroxinitrito e tirosina livre ou residuos de tirosina, nas células



endoteliais e, principalmente, células musculares lisas, esta de acordo com estudo anterior que
demonstra expressdo aumentada de NT nos segmentos adrticos proximais a coarctagdo acima
das artérias renais [Barton et al., 2001b]. Além disso, a expressdo aumentada de NT nos
tecidos expostos a pressdo elevada e a expressdo semelhante aos controles no segmento
normotenso aponta para o papel dos fatores baromecanicos e bioquimicos locais em contraste
aos fatores humorais circulantes, uniformes em ambos os segmentos [Barton et al., 2001b]. A
presenga de peroxinitrito poderia atenuar a vasodilatagdo mediada pelo NO produzido pelas
enzimas eNOS ¢ iNOS, o que poderia explicar porque os vasos aterosclerdticos continuam a
demonstrar respostas vasodilatadoras diminuidas [Buterry et al., 1996].

Em contraste, somente a expressdo da enzima eNOS estava aumentada no segmento pos-
estenose. Nenhuma alteracdo foi observada para imunoreatividade para iNOS, nitrotirosina e
TGF-B. Estudos anteriores, usando um modelo similar de coarctagdo da aorta, mostraram que
a expressao de eNOS [Barton et al., 2001a] e nitrotirosina [Barton et al., 2001b] permaneceu
inalterada nos segmentos distais ao local da constri¢do. Estudos in vitro usando uma alca de
fluxo constante ou uma bomba com seringa programada para distribuir um fluxo constante e
especifico em uma cultura de células endoteliais [Nishida et al., 1992; Noris et al., 1995;
Ozawa et al., 2004; Uematsu et al., 1995] ou in vivo usando aortas de camundongos nos locais
de bifurcacdo das artérias intercostais [Dusserre et al., 2004] demonstraram que a tensdo de
cisalhamento laminar aumenta a expressao de eNOS e o fluxo turbilhonar ou a baixa tensao de
cisalhamento na parede ndo aumentam a expressao de eNOS nem a produ¢do de NO. Todavia,
ndo ¢ facil a transposi¢ao das observagdes in vitro diretamente para situagdes in vVivo, uma vez
que estas preparacdes geram um padrdo de fluxo estavel, que ¢ uniforme e temporario, € os

padroes de fluxos distais a estenose apresentam separagdo, readesdo e recirculagdo. Além



disso, a expressao aumentada de eNOS nesse segmento pode ser uma particularidade desse
modelo. Fluxo sangiiineo e pressdo de perfusdo diminuidos poderiam induzir altera¢des na
hemodinamica renal estimulando o rim a produzir renina, resultando em um aumento inicial
dos niveis de angiotensina II [Akers et al., 2000; Yayama et al., 2004]. O aumento na
expressdo de eNOS poderia ser uma resposta para recompor a pressdo sangiiinea normal,
assim sugerindo o NO como um fator potencial para normalizagdo da pressdo arterial neste
segmento. Se considerarmos eNOS como uma proteina protetora do remodelamento vascular,
a observacao de placas neointimais neste segmento com fluxo turbilhonar e baixa tensao de
cisalhamento na parede poderia ser considerado, pelo menos em parte, como uma
conseqiiéncia de um mecanismo adaptativo defeituoso.

Em resumo, as aortas demonstraram duas respostas remodeladoras distintas e diferentes ao
estimulo hemodinamico induzido pela coarctagdo infra-diafragmatica. A primeira é o
remodelamento no segmento pré-estendtico hipertensivo com tensdo circunferencial da parede
aumentada associada com estresse tensional normal, fluxo laminar e tensdo de cisalhamento
normal. As células endoteliais eram heterogéneas, aumentadas em tamanho e alongadas em
diregdo ao fluxo. Além disso, observou-se conspicuas placas neointimais difusamente
distribuidas e espessamento medial. Nossos achados sugerem que a tensdo circunferencial da
parede aumentada devido a hipertensdo tem papel fundamental no remodelamento desse
segmento através de efeitos biomecanicos sobre o estresse oxidativo e expressao aumentada de
TGF-B. A segunda ¢ o remodelamento no segmento pds-estendtico normotenso com fluxo
turbilhonar e baixa tensdo de cisalhamento na parede associados a tensdo circunferencial da
parede e estresse tensional normais. As células endoteliais apresentavam-se semelhantes aos

controles, exceto por alteragdes fenotipicas focais associadas a presenca de conspicuas placas



neointimais focalmente distribuidas maiores que as encontradas no segmento pré-estenose.
Mais estudos sdo necessarios para se determinar como as forcas mecanicas do fluxo
turbilhonar e da baixa tensdo de cisalhamento na parede sdo detectadas e traduzidas em sinais
bioquimicos para as células e convertidas em alteragdes fenotipicas patofisiologicamente

relevantes.



6. Conclusoes

A coarctagdo da aorta abdominal antes da bifurcacdo das artérias renais produz
hipertensdo acima e fluxo turbilhonar abaixo da estenose e prové um excelente modelo
para o estudo simultaneo dos efeitos do aumento da pressdo sangiiinea e conseqiiente

estiramento do vaso e alteragdes do fluxo sangiiineo em um mesmo animal.

O remodelamento observado no segmento hipertensivo pré-estenodtico sugere que a
tensdo circunferencial da parede aumentada devido a hipertensdo tem papel
fundamental no remodelamento desse segmento através de efeitos biomecéanicos sobre

o estresse oxidativo e expressao aumentada de TGF-[3.

A observagdo de marcantes focos de espessamento no segmento pds-estenose com
fluxo turbilhonar e baixa tensdo de cisalhamento na parede poderia ser considerada,
pelo menos em parte, como conseqiiéncia de um mecanismo adaptativo defeituoso, se
considerarmos eNOS como uma enzima protetora. Mais estudos sdo necessarios para
se determinar como as forcas mecanicas do fluxo turbilhonar ¢ da baixa tensdao de
cisalhamento na parede sdo detectadas e traduzidas em sinais bioquimicos para as
células e convertidas em alteragdes fenotipicas patofisiologicamente relevantes (Figura

21).
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animais operados em comparagdo com animais sham-operados.
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ANEXO B - FIXADORES

Formol a 3,7% em PBS

Foram misturados 10 mL de formol a 3,7% ¢ 90 mL de PBS para um volume final de 100 mL.

Aldeido glutarico a 2,5%
Foram misturados 1,2 mL de aldeido glutarico a 25% (Electron Microcopy Science,
Washington, PA, EUA), 8,8 mL de tampao cacodilato de s6dio 0,2M e completado para um

volume final de 10 mL de dgua destilada.

Tetroxido de 6smio 1%
Foram misturadas partes iguais de tetroxido de 6smio a 2% (Polysciences Inc., Warrington,

PA, EUA) e tampao cacodilato de sodio 0,2M.

Karnovsky modificado
Foram misturados 15 mL de aldeido glutarico a 1%, 15 mL de paraformaldeido a 1% ¢ 16,6

mL de tampao cacodilato de s6dio 0,1 M.



ANEXO C - COLORACOES

Hematoxilina e eosina

As laminas foram desparafinizadas em série decrescente de alcoois e lavadas em &agua
corrente. Em seguida, coradas pela hematoxilina de Harris por 3-5 minutos. Lavadas em agua
corrente e diferenciadas em solugdo alcool-acido a 1% e lavadas por 15 minutos. Apos, foram
coradas com solu¢do de eosina-floxina por 10 a 30 segundos e passadas em alcool 95% para a

retirada do excesso de corante. As laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas.

Picrosirius Vermelho

As laminas foram desparafinizadas e hidratadas em série decrescente de alcoois e lavadas em
agua corrente. Foram deixadas em solug¢do de acido fosfomolibdico a 2% por 2 minutos e
lavadas em agua. Em seguida, deixadas em solugdo vermelho da siria a 0,1% por 90 minutos e
lavadas em agua corrente. As laminas foram passadas pelo HCI 0,01N por 2 minutos e lavadas

em agua corrente. Por ultimo, foram desidratadas, diafanizadas e montadas.

Azul de Toluidina
Os cortes foram cobertos com algumas gotas da solucdo corante por 3-5 minutos em platina

aquecedora a 55-60°C, lavados em agua corrente e secos em platina aquecedora.

Acetato de uranila e Citrato de chumbo (coloracédo de Reynold’s)

As grades foram contrastadas no acetato de uranila por 20 minutos. Em seguida, lavadas em
metanol a 50% e dados 3 banhos com agua destilada. Prosseguiu-se com a contrastagdo
utilizando o citrato de chumbo por mais 30 minutos, 3 banhos de agua destilada. Foi retirado

cuidadosamente o excesso de agua das grades e guardadas.



Hematoxilina de Harris

As laminas sdo deixadas na solucdo de hematoxilina por 5 a 8 segundos e lavadas com 2
trocas de agua corrente. Em seguida, sdo passadas pela agua amoniacal por 30 segundos e

lavadas com 2 trocas de dgua corrente. Por tltimo, sdo desidratadas, diafanizadas e montadas.



ANEXO D - REAGENTES E SOLUCOES

Solucéo salina a 0,9%

Foram dissolvidos 9 g de NaCl em 1 litro de 4gua destilada.

PBS
Foram dissolvidos 8,17 g de NaCl, 0,36 g de fosfato de s6édio monobasico, 1,05 g de fosfato de
sodio dibasico e completado para um volume final de 1 litro com 4gua destilada. O pH foi

ajustado para 7,4 com NaOH 2M.

Hematoxilina de Harris

Em um baldo volumétrico foram misturados 1000 mL de agua destilada quente ¢ 5 g de
cristais de hematoxilina dissolvidos em 50 mL de alcool absoluto. Deixamos ferver por 1
minuto. O baldo foi removido do fogo e acrescentado 2,5 g de 6xido vermelho de mercurio.
Em seguida, o baldo foi novamente levado ao fogo até a solucdo tornar-se cor purpura escura.

Foi retirado do fogo, resfriado rapidamente e a solucao filtrada.

Soluc&o Alcool-Acido 1%

Foram misturados 99 mL de 4lcool 70% e 1 mL de 4cido cloridrico concentrado.

Solucéo Eosina-Floxina
Foram misturados 62,5 mL de solugdo estoque de eosina a 1%, 6,25 mL de solugdo estoque de

floxina a 1% e 487,5 mL de 4cido acético glacial.

Acido Fosfomolibdico a 2%
Foram dissolvidos 2 g de acido fosfomolibdico em 100 mL de 4gua destilada.
HCI 0,01N

Foi diluido 1 mL de HCI IN em 100 mL de agua destilada.



HCI 1IN

Foram dissolvidos 41,25 mL de acido cloridrico concentrado em 458,75 mL de dgua destilada.

Vermelho da Siria (Sirius Red)

Foi misturado 0,1 g de vermelho da Siria em 100 mL de solucdo saturada de acido picrico.

Solucéo pré-infiltradora

Foram misturados partes iguais de solucdo infiltradora e alcool 100%.

Solucéo infiltradora
Foram misturados 100 mL de Historesin (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha) e

1 g de Hardner I (Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha).

Solucéo para incluséo
Foram misturados 15 mL de solugdo infiltradora e 1 mL. de HARDNER II (Leica Instruments

GmbH, Heidelberg, Alemanha).

Solucéo azul de toluidina
Foram misturados 1 g de azul de toluidina e 1 g de tetraborato de s6dio a 100 mL de agua

destilada quente. A solucdo foi estocada, a temperatura ambiente, em frasco de vidro vedado

Tampao cacodilato de sodio 0,2M
Foram dissolvidos 4,28 g de cacodilato de s6dio em 100 mL de agua destilada. O pH foi

ajustado para 7,3 —7,4 com HCI 1N.

Araldite 502
Foram misturadas 10 partes de Araldite 502 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA) ¢ 7

partes de DDSA (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA). A seguir, a mistura foi agitada



cuidadosamente para ficar completamente homogénea. Acrescentou-se entdo, 1,5% de DMP-
30 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA). A mistura foi congelada ¢ guardada

hermeticamente fechada na geladeira.

Acetato de uranila

Foram misturados 60 mL de dgua destilada com 1,5 a 2,0 g de acetato de uranila (Merck S.A.,
Darmstadt, Alemanha), obtendo uma solucdo saturada. Adicionou-se uma gota de acido
acético (Merck S.A., Rio de Janeiro) a essa solu¢do. No momento do uso, foram misturadas

partes iguais dessa solugdo e alcool a 100% .

Citrato de chumbo (coloracdo de Reynold’s)

Em um baldo volumétrico de 25 mL, foram misturados 0,66 g de nitrato de chumbo (Sigma
chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 0,88 g de citrato de sddio (Merck S.A., Rio de Janeiro) e
15 mL de agua bidestilada gelada. Agitou-se vigorosamente por 1 minuto ¢ deixado em
repouso por 30 minutos, agitando a cada 5 minutos. Em seguida, foram misturados 4 mL de
solugdo de NaOH 1N gelada e adicionado agua destilada gelada até 25 mL.

NaOH 1N

Foi dissolvido 1 g de hidroxido de sédio (Merck S.A., Rio de Janeiro) em 25 mL de agua

destilada.

Solucéo salina balanceada de Hank
Foram misturados 8 g de cloreto de so6dio, 400 mg de cloreto de potassio, 60 mg de fosfato de
potassio monobasico, 47,86 mg de fosfato de sddio anidro, 1 g de glicose anidra e 350 mg de

bicarbonato de s6dio em um litro de 4gua destilada. O pH foi ajustado para 7,2 com HCI IN.



HCI 1%

Foi misturado 0,46 mL de acido cloridrico PA em 19,54 mL de agua destilada.

Tampao cacodilato de sodio 0,1M
Foram dissolvidos 21,4 g de cacodilato de s6dio em 500 mL de agua destilada. O pH foi

ajustado para 7,3 — 7,4 com HCI 1N.

Tampao citrato
Foram diluidos 90 mL da Solugdo Mae de acido citrico em 810 mL de agua destilada. O pH

foi ajustado para 6,0 com NaOH.

Solucdo Mae de &cido citrico

Foram misturados 2,1 g de 4cido citrico em 1000 mL de dgua destilada.



Parte dessa Tese de Doutorado intitulada “Estiramento ou fluxo turbilhonar e baixa tenséo
de cisalhamento influem diferentemente no remodelamento adrtico em ratos” foi publicada
recentemente em revista de grande impacto na area de hipertensao arterial: Turbulent flow/low
wall shear stress and stretch differentially affect aorta remodeling in rats. Prado CM, Ramos
SG, Alves-Filho JC, Elias J Jr, Cunha FQ, Rossi MA, J Hypertens 24:503-515, 2006. Além
disso, foi feita uma revisdo sobre o assunto “forcas mecanicas e remodelamento aodrtico” intitulada
Aorta remodeling due to stretch or turbulent flow/low wall shear stress: distinctly different
biological phenomena?” Prado CM, Alves-Filho JC, Cunha FQ, Rossi MA, publicada na
revista Current Cardiology Reviews 2:109-116, 2006. Um novo trabalho, intitulado
Circumferential wall tension due to hypertension plays a pivotal role in aorta remodeling,
analisando o papel da pressdo arterial no remodelamento adrtico, estd em publicacdo na
revista International Jounal of Experimental Pathology. O trabalho foi levado para dois
congressos internacionais, resultando em duas publicagdes em livros (6™ International
Congress on Coronary Artery Disease e 12" International Congress on Heart Disease) e quatro
congressos nacionais (XXV Congresso Brasileiro de Patologia; XIII Congresso da Sociedade
Brasileira de Hipertensdo; XIV Congresso da Sociedade Brasileira de Hipertensdo e XXI

Reunido Anual da Federagdo de Sociedade de Biologia Experimental).



