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Ainda que eu falasse a lingua dos homens.

E falasse a lingua dos anjos, sem amor eu nada seria.

E s6 0 amot, é s6 0 amor,

Que conhece o que é verdade.

O amor é bom, ndo quer o mal.
Ndo sente inveja ou se envaidece.

O amor ¢ o fogo que arde sem se ver.
E ferida que doi e ndo se sente.

E um contentamento descontente.
E dor que desatina sem doer.

Ainda que eu falasse a lingua dos homens.
E falasse a lingua dos anjos, sem amor eu nada seria.

E um ndo querer mais que bem querer.
E solitdrio andar por entre a gente.
E um ndo contentar-se de contente.
E cuidar que se ganha em se perder.

& um estar-se preso por vontade.

& servir a quem vence, o vencedor;

E um ter com quem nos mata a lealdade.
Tdo contrdrio a si é 0 mesmo amor.

Estou acordado e todos dormem todos dormem todos dormem.
Agora vejo em parte. Mas entdo veremos face a face.

E s06 0 amot, é S0 0 amor.
Que conhece o que ¢ verdade.

Ainda que eu falasse a lingua dos homens.
E falasse a l[ingua do anjos, sem amor eu nada seria.

Monte Castelo (Renato Russo)

Dedico esse trabalho ao meu marido,
Fernando, minha alma gémea.
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EEP
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RESUMO

Neste trabalho, nosso objetivo foi investigar a fungcdo e a expressao da
isoforma neuronal da enzima sintase de 6éxido nitrico (nNOS) em ratas
Wistar normotensas (N) e espontaneamente hipertensas (SHR) em
diferentes fases de desenvolvimento. Estudos a resposta vasoconstritora
induzida pela estimulagao elétrica de nervos simpaticos periarteriais (EEP)
em leito arterial mesentérico (LAM) isolado e perfundido (Krebs, 4ml/min) de
ratas N com 30 e 180 dias e SHR de mesma idade. Também foi investigado
a influéncia da hipertensao arterial sobre a modulagao nitrérgica da resposta
simpatica usando um inibidor seletivo para nNOS, S-metil-tiocitrulina (SMTC)
(20pM), além de western blot e histoquimica (NADPH-diaforase) do ganglio
simpatico mesentérico superior. A pressao arterial nos animais de 30 dias foi
maior no grupo SHR quando comparada ao grupo N (132,0£1,0 vs
115,9+2,3, SHR; P=0,01) assim como aos 180d (183,0t1,3 vs
126,7+3,1;SHR; P=0,001). Em ambos os animais a pressao arterial se
elevou com o envelhecimento (126,7+3,1 vs 115,9+2,3, N; P=0,01);
(183,04£1,3 vs 132,0+1,0, SHR; P=0,001). A pressao basal de perfusdao dos
LAM isolados de N 30d e SHR 30d nao apresentaram diferengas (15,5+0,4
vs 13,4+1,0). Entretanto houve um aumento nos animais SHR 180d quando
comparados aos N 180d (26,9+0,9 vs 15,710,4). A resposta simpatica a EEP
mostrou que em SHR 30d houve um aumento da resposta vasoconstritora
maxima a EEP, quando comparado com N 30d (183,1 [153,3-212,9] vs
(78,2 [70,2-86,2] EMAX+EPM, P= 0,001). O mesmo foi observado no grupo

SHR 180d em relacdo ao grupo N 180d (171,1 [165,1-177,2] vs (106,1
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[91,1-125,5] EMAX£EPM, P=0,003). Em animais SHR 180d houve um
aumento da sensibilidade a EEP em relacédo ao SHR 30d (14,3 [13,8—-14,9]
vs (18,7 [15,4-22,0], FEso [IC95%], P= 0,05). Em contraste, nos animais N
180d foi observado um aumento do efeito maximo em relagcédo ao N 30d
(106,1 [91,1-125,5] (78,2 [70,2-86,2] EMAX+EPM, P= 0,002). A perfusédo
de SMTC nao modificou a resposta a EEP em preparagdes de animais N
30d. Porém, a SMTC produziu um aumento da sensibilidade a EEP em
preparagcées SHR 30d quando comparadas com SHR 30d na auséncia do
inibidor (15,3 [13,1-17,5] vs 18,7 [15,4-22,0], FEso [IC95%], P=0,04). O
mesmo foi observado em preparagbées N 180d (14,8 [12,8-16,7] vs 18,8
[14,4-22,1], FEso [IC95%], P=0,03), ndo houve alteragcdes entre as
preparacoes de animais SHR 180d na presenga ou na auséncia de SMTC. A
histoquimica do ganglio mesentérico superior mostrou diminuigdo
significativa de neurénios NADPH-diaforase positivos SHR quando
comparadas com N 30 e 180d (0,6+0,2 vs 2,8+0,4, P= 0, 001), (0,7+0,46 vs
2,4+ 0,4 P= 0.007). O Western blot mostrou uma reducéo significativa na
expressao proteica da nNOS em ganglio mesentérico superior dos animais
SHR 180d quando comparados com animais N 180d (0,1+0,009 vs 0,310,01,
P=.0,005).

Resumindo, os resultados desse trabalho mostram um menor nimero de
neurénios NADPH-diaforase positivos no ganglio mesentérico superior de
ratas SHR, presentes desde a fase de pré-hipertensdo e mantidos durante a
fase de hipertensdo estabelecida, sugerindo uma relagdo causal entre a

reducdo dos neurdénios NADPH-diaforase positivos e o surgimento da
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hipertensao arterial nesse modelo. A analise dos dados funcionais e da
expressao protéica da nNOS mostram que nas fases de pré-hipertensao ha
uma resposta adrenérgica exacerbada, modulada pelo NO, sugerindo um
papel contra-regulador do éxido nitrico sobre a atividade adrenérgica.
Nossos dados também mostram que esse mecanismo inicial se esgota com
o tempo, uma vez que na fase de hipertensao estabelecida a atividade da

enzima, assim como sua expressao encontram-se reduzidas.
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SUMMARY

The objective of the present study was to investigate the function and
expression of the nNOS in normotensive (N) and spontaneously hypertensive
(SHR) female Wistar rats during different phases of development. We studied
the vasoconstrictor response induced by electrical stimulation of periarterial
sympathetic nerves (ESP) in a mesenteric arterial bed (MAB) isolated from N
rats aged 30 and 180 days and SHR of the same age and perfused with
Krebs (4 ml/min). We also investigated the influence of arterial hypertension
on the nitrergic modulation of the sympathetic response using the selective
nNOS inhibitor S-methyl-thiocitrulline (SMTC, 20 uM), as well as Western
blot and histochemistry (NADPH-diaphorase) of the superior mesenteric
sympathetic ganglion. The arterial pressure of 30d animals was higher for the
SHR group compared to the N group (132.0£1.0 vs 115.91£2.3, SHR; P=0.01)
as also observed at 180d (183.0+1.3 vs 126.7+3.1, SHR; P=0.001). Arterial
pressure increased with aging in both groups (126.7+3.1 vs 115.9£2.3, N;
P=0.01); (183.0+£1.3 vs 132.0+1.0, SHR; P=0.001). Basal perfusion pressure
of MAB isolated from 30d N and SHR did not show differences (15.5+0.4 vs
13.4+1.0). However, there was an increase in 180d SHR animals compared
to 180d N animals (26.91+0.9 vs 15.7+£0.4). The sympathetic response to ESP
revealed an increase of the maximum vasoconstrictor response to ESP in
30d SHR compared to 30d N (183.1 [153.3-212.9] vs (78.2 [70.2-86.2]
EMAX+SEM, P= 0.001). The same was observed in 180d SHR animals
compared to 180d N animals (171.1 [165.1-177.2] vs (106.1 [91.1-125.5]

EMAX+SEM. P=0.003). An increase in sensitivity to ESP occurred in 180d
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SHR compared to 30d SHR (14.3 [13.8-14.9] vs (18.7 [15.4-22.0], FEs
[95%CI], P<0.05). In contrast, an increase in maximum effect was observed
in 180d N animals compared to 30d N animals (106.1 [91.1-125.5] (78.2
[70.2-86.2] EMAX+SEM, P=0.002). SMTC perfusion did not modify the
response to ESP in preparations from 30d N animals. However, SMTC
elicited an increase in sensitivity to ESP in 30d SHR preparations compared
to 30d SHR preparations in the absence of the inhibitor (15.3 [13.1-17.5] vs
18.7 [15.4—22.0]. FEsq [95%CI], P=0.04). The same was observed in 30d N
preparations (14.8 [12.8-16.7] vs 18.8 [14.4-22.1], FEso [95%CI], P=0.03).
There was no difference between preparations from 180d SHR animals in the
presence or absence of SMTC. Histochemistry of the superior mesenteric
ganglion showed a significant reduction of NADPH-diaphorase-positive
neurons in 180d SHR compared to 30 and 180d N (0.6 + 0.2 vs 2.8+0.4,
P=0. 001). (0.76+0.46 vs 2.4+0.41, P<0.007). Western blot showed a
significant reduction in the protein expression of nNOS in the superior
mesenteric ganglion of 180d SHR compared to 180d N (0.1£0.009 vs
0.3+0.01, P=0.005).

In summary, the present results show that a smaller number of NADPH-
diaphorase-positive neurons was present in the superior mesenteric ganglion
of female SHR rats since the pre-hypertensive phase and that this reduction
was maintained during the phase of established hypertension, suggesting a
causal relation between the reduction of NADPH-diaphorase-positive
neurons and the onset of arterial hypertension in this model. Analysis of

functional data and of the protein expression of nNOS showed the
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occurrence of an exacerbated adrenergic response modulated by NO in the
pre-hypertensive phases, suggesting a counter-regulatory role of NO in
adrenergic activity. The present data also show that this initial mechanism is
exhausted with time since the activity of the enzyme and its expression were

reduced in the phase of established hypertension.
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INTRODUGAO

A hipertensao arterial (HA) primaria e a induzida experimentalmente
ou determinada geneticamente em animais possui como caracteristica em
sua fase croénica o aumento da resisténcia vascular periférica - RVP -
(Ferrario e Page, 1978; Pickering, 1986). Os mecanismos fisiopatolégicos
envolvidos neste fenbmeno ainda ndo sdao completamente compreendidos,
porém envolvem alteragdes da estrutura vascular, ou seja, estreitamento da
luz vascular por hipertrofia da camada muscular média (Folkow et al, 1970) e
alteragdes funcionais que podem envolver a musculatura lisa vascular
(Webb, 1984), os nervos periarteriais (Head, 1989) e as células endoteliais
(Félétou e Vanhoutte, 20006).

Em condigées fisiolégicas o tdnus vascular € mantido por um balango
entre sistemas vasoconstritores e vasodilatadores, destacando-se fatores
vasoativos liberados pelas células endoteliais, substincias humorais e
neurotransmissores liberados pelas terminagdes nervosas presentes junto a
camada adventicia vascular (Vanhoutte e Liischer, 1987; Reid, 1988).

Furchgott e Zawadzki (1980) foram os pioneiros em observar em
aneéis de aorta de coelho, a liberagdo de um fator de relaxamento através do
endotélio vascular. Ignarro e Palmer (1987) demonstraram a produgao de
oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina pelas células endoteliais. Essa
molécula contribuiu para regulacdo da pressao arterial por meio do

relaxamento da musculatura lisa vascular, sendo reconhecida,
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posteriormente, como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF). O
NO modula a acdo e a liberacao de outros fatores vasoativos, como a renina
(Bieirwaltes et al, 1994), a endotelina (Boulanger et al, 1990), e as
prostaglandinas (Ribeiro et al, 2003). A biossintese do NO envolve uma
enzima denominada de NO sintase (NOS), a qual converte L-arginina em
citrulina e NO. Até o presente momento, trés isoformas desta enzima foram
caracterizadas, purificadas e clonadas (revisto por Ortiz e Garvin, 2003). A
isoenzima neuronal (nNOS), uma enzima dependente das concentragbes de
calcio e de calmodulina intracelular, esta presente nos neurdnios do sistema
nervoso central e do sistema periférico. A isoenzima induzida (iNOS)
encontra-se principalmente em macréfagos e nadao é modulada pela
concentragao de calcio intracelular. A sintese desta isoforma é induzida por
diversos estimulos, como por exemplo, a presenca de endotoxina bacteriana
ou de citocinas, e pode ser induzida em diversos tipos celulares como
musculo liso, células mesangiais renais, fibroblastos e hepatocitos. A
isoenzima endotelial (eNOS) esta presente nas células do endotélio vascular
e também é controlada pelos niveis intracelulares de calcio e calmodulina.
Todas as isoenzimas sao proteinas que contém o grupamento heme,
utilizam a L-arginina como substrato, necessitam dos cofatores NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), tetrahidrobiopterina, FAD
(flavina adenina dinucleotideo) e FMN (flavina adenina mononucleotideo) e
sdo inibidas por analogos da L-arginina. Dentre esses, existem inibidores
classificados como inespecificos por bloquearem as trés isoformas da NOS,

sao exemplos a N© -metil-L-arginina (L-NMMA), a NC-nitro-L-arginina (L-



22

NNA) (Takiguchi et al, 1988). Por outro lado, alguns analogos tém mostrado
preferéncia pela inibicdo de isoforma especifica como a da isoforma
neuronal como 1[(2-trifluorometil I-fenill)imidazole)] (Handy et al, 1996), o 7-
nitroindazol (7-Nl) (Garthewaite et al, 1996) e S-metil-tiocitrulina (SMTC)
(Marayanan et al, 1994).

A modulagao do tdnus vascular através do sistema nervoso autdnomo
€ realizada em sua maior parte pelo simpatico, principalmente através da
liberacdo de noradrenalina (NA) e conseqliente efeito constritor da
musculatura lisa vascular. A intensidade desse efeito € regulada por uma
série de mecanismos pré e poés-sinapticos. A liberagdo de NA é
acompanhada por outros neurotransmissores que podem modificar a
quantidade da NA das vesiculas sinapticas nos proximos potenciais de agéo
ou modular seu efeito na jungdo neuro-muscular, destacando-se o
neuropeptideo Y e o ATP. A inervagao perivascular possui, além das fibras
simpaticas, fibras sensitivas que liberam substancias vasoativas como o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, neurocininas e o peptideo
vasoativo intestinal além de nervos nitrérgicos que liberam o NO. Tanto as
substancias liberadas dos nervos sensitivos quanto o NO podem produzir
vasodilatacao, opondo-se a NA, e dessa forma, modular a intensidade da
resposta simpatica (Ralevic et al, 1995).

Diversas evidéncias experimentais sugerem que o sistema nervoso
simpatico periférico possa ter relevancia na fisiopatologia da HA. Técnicas
de imuno-histo-fluorescéncia aplicadas as fibras adrenérgicas, analises

morfométricas da densidade destes nervos e dosagens bioquimicas da
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concentragao vascular de NA tém mostrado que a inervacao simpatica de
diversos territérios vasculares de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
€ maior que a determinada em territérios correspondentes de Wistar Kyoto
(WKY) (revisto por Head, 1989). Nao obstante essas alteracoes
morfolégicas, a resposta vasoconstritora produzida através de estimulos
elétricos de vasos isolados é de maior intensidade em SHR que em WKY
(Nilsson e Folkow, 1982; Mulvany e Halpern, 1977; Cline Jr., 1985; Cassis et
al, 1985; Chu e Beilin, 1993; Coelho et al, 1997; Rabelo et al, 2001), embora
alguns autores nao tenham observado diferencas significantes neste
parametro (Collis e Vanhoutte, 1977; Webb et al, 1981). Esta
“hiperresponsividade” adrenérgica parece envolver diversas alteragdes pré e
poOs-sinapticas simpaticas. Em vasos retirados de SHR tem sido descrito
uma maior liberacdo de 3[H]-NA (Collis et al, 1979; Vanhoutte et al, 1980),
sugerindo que a maior resposta a estimulagao elétrica de nervos simpaticos
observada nos animais hipertensos envolva alteragbes pré-sinapticas. Por
outro lado, uma maior sensibilidade a NA exdgena tem sido observada em
diversos vasos isolados de animais hipertensos (Ekas e Lokhandwala, 1981;
Finch e Haeusler, 1974; Kubo, 1979; Haeusler e Haeely, 1970), o que
sugere que alteragdes pos-sinapticas, no musculo liso vascular ou nas
células endoteliais possam contribuir para o fendmeno acima descrito. Em
resumo, os dados existentes na literatura apontam para a existéncia de uma
hiperatividade adrenérgica em SHR, o que sugere que o sistema nervoso

simpatico possa participar de forma importante na fisiopatologia da HA.
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Na hipertensdo humana e em diversos modelos experimentais, o
relaxamento provocado pela acetilcolina encontra-se reduzido em
comparagdo com controles normotensos, apontando para uma disfungao
das células endoteliais (Konishi e Su, 1983; Winquist et al, 1984; Lockette et
al, 1986; Carvalho et al, 1987, Félétou e Vanhoutte, 2006). Assim, estudos
realizados por varios autores sugerem a participagdo do endotélio na
modulagédo da resposta vasoconstritora simpatica “in vitro”, uma vez que a
retirado do mesmo potencializa a resposta vasoconstritora adrenérgica
(Tesmafamarian et al, 1987; Hynes et al, 1988; Toda et al, 1990; Vo et al,
1991 e 1992; Li e Duckeles, 1992; Shinozuka et al, 1992; Bucher et al, 1992;
Yamamoto et al, 1994; Boric et al, 1999). Em camundongo knockout para
nNOS nao €& observada nenhuma alteragdo na pressao arterial, quando
comparado aos “wild-type”, sugerindo que a delegao genética da nNOS seja
compensada em partes, por outros mecanismos (Barouch et al, 2002;
Jumrussirikul et al, 1998; Nelson et al, 1995; Vallon et al, 2001). Por outro
lado, a administragdo aguda de 7-NI em camundongos knockout para eNOS
reduz significativamente a pressao arterial, sugerindo que a nNOS contribui
para a hipertensao (Kurihara et al, 1998). Gerova et al (1995) e Tseng et al
(1996) demonstraram um aumento da atividade simpatica apés o bloqueio
do NO no sistema nervoso central. Em contraste, Lewis et al (1991) e Horn
et al (1994) demonstraram uma redugdo da atividade simpatica com a
aplicacao local de doadores de NO em nucleos cerebrais relacionados ao
controle da pressao arterial, sugerindo que o NO possa modular a atividade

simpatica em distintos sitios. Tem-se demonstrado, que a administragao
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aguda de SMTC um inibidor seletivo da nNOS é capaz de elevar a pressao
arterial em ratos anestesiados (Narayanan et al, 1995; Komers et al, 2000) e
em ratos consciente (Gozal et al, 1996), sugerindo a participagdo da nNOS
no controle da pressao arterial. O mesmo foi observado por Ollerstam et al
(1997) em ratos Sprague-Dawley com a administragdo crénica de 7-NI.
Powers-Martin et al (2006) demonstraram uma reducado na expressao da
nNOS em neurdnios pré-ganglionares simpaticos em ratos SHR. Por outro
lado, Rabelo et al (2001) demonstraram a importancia do NO neuronal na
neuromodulagao adrenérgica do leito vascular mesentérico. Um outro dado
observado por estes autores € que essa modulacao estava reduzida em
SHR. Recentemente, a transferéncia e expressao funcional do gene da
nNOS para ratos mostrou corrigir a hiperreatividade adrenérgica cardiaca,
observada em animais SHR (Dan Li et al, 2007).

Estudo realizado em nosso laboratério mostrou que a resposta
simpatica a estimulacdo elétrica periarterial (EEP) do leito arterial
mesentérico (LAM) € modulada por NO de origem nao endotelial em ratas
Wistar. Em contraste, essa modulacdo estava reduzida em animais SHR,
sugerindo que a auséncia da modulagdo do NO de origem nao endotelial
(neuronal ou através da isoforma induzida presente no mdusculo liso
vascular) poderia contribuir para o aumento da resposta adrenérgica
observada nesse modelo de hipertensdao e, consequentemente, da
manutencdo da HA. De forma interessante, a perfusdo de L-NNA
potencializava a resposta adrenérgica de preparagées removidas de ratas

SHR com endotélio intacto, sugerindo que na fase de hipertensao arterial
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estabelecida haja uma modulacdo compensatoria da resposta adrenérgica,
através da producdo de NO endotelial (Rabelo et al 2001). Assim, uma
possivel deficiéncia na producdo de NO pelos neurbnios pds-ganglionares
simpaticos ou uma diminuicdo da sensibilidade a esse neurotransmissor
pelas células musculares lisas arteriais poderia ser provocada pelas
diferengcas hemodindmicas e metabdlicas apresentadas por esses dois
grupos de animais durante o crescimento, sendo conseqiiéncia da
hipertensdo. No entanto, ndo se pode excluir a hipétese de que nos ratos
SHR a predisposicdo genética para hipertensdo poderia incluir uma
produgado de NO neuronal deficiente. Um outro dado observado foi a redugao
do numero de neurbnios poés-glanglionares localizados no ganglio
mesentérico superior circundados por terminacées NADPH diaforase-
positivas em animais SHR. Somados, a reducdo do efeito inibidor dos
analogos de L-arginina sobre a EEP do LAM isolado e perfundido de animais
hipertensos sem endotélio aliado a uma menor densidade de fibras NADPH
diaforase em ganglio p6s-sinapticos simpaticos apontam para uma possivel
deficiéncia da modulagdo da nNOS na resposta adrenérgica periférica nesse
modelo de hipertensao. Entretanto, o uso de animais adultos, nos quais a
HA ja esta estabelecida, ndo permite concluir se esses achados séo causa
ou consequéncia da hipertensao arterial. Assim, o presente estudo busca
estudar a influéncia do NO de origem neuronal sobre o sistema nervoso
simpatico periférico em animais SHR antes e apds desenvolverem

hipertensao.
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OBJETIVOS

Comparar o efeito do bloqueio farmacolégico da nNOS com SMTC sobre a
resposta vasoconstritora simpatica evocada pela EEP da artéria mesentérica

superior de ratas normotensas e com hipertensao arterial espontanea

Comparar os padroes de resposta a EEP em ratas jovens (normotensas e
pré-hipertensas) com ratas adultas (normotensas e com hipertensao arterial

estabelecida)

Avaliar a densidade de neurdnios positivos para nNOS.no ganglio simpatico

mesentérico superior em ratas Wistar e SHR jovens e adultas.

Avaliar a expressdo da nNOS em ganglio mesentérico superior em ratas

Wistar e SHR jovens e adultas.



Ill — MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar com 30 e 180 dias de vida provenientes
do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirao Preto e ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) com 30 e 180 dias de vida, provindas
de linhagem obtida originalmente da Taconic Farms Inc. Germantown, NY.
Os animais permaneceram no Biotério Setorial do Departamento de Clinica
Médica da FMRP-USP até o sacrificio e foram mantidos em sala com
temperatura, umidade e ciclo claro-escuro previamente definidos e com livre

acesso a ragao e agua.

Medida da Presséao Arterial

No dia em que se completou a idade desejada, foi realizada a afericao
da presséao arterial das ratas Wistar ou SHR, acordadas e contidas em caixa
pré-aquecida a 30° C, através de pletismografia de cauda com o uso de

monitor computadorizado de presséao arterial (IITC, model 031, USA).
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Preparo do leito vascular mesentérico isolado e perfundido

Como modelo de territorio vascular de resisténcia utilizamos o leito
vascular mesentérico de rata isolado e perfundido “in vitro”. O método segue o
descrito por McGregor et al (1965), com pequenas modificagbes. As ratas
foram anestesiadas com Tribromoetanol 2,5 % (1ml para cada 100g de animal,
[.P.) para a abertura da cavidade abdominal e exposicdo das algas intestinais.
As artérias ileo-colica, colica e duodeno-pancreatica foram identificadas e
ligadas. A artéria mesentérica superior foi dissecada proxima a sua origem na
aorta abdominal e canulada com catéter de polietileno PE-50. O leito foi
perfundido com 1 ml de uma solugéo de Krebs (composigao abaixo) com 500
Ul de heparina. O animal foi sacrificado com uma perfuragéo no diafragma e o
conjunto mesentério - algas intestinais retirado em bloco, sendo o leito
mesentérico separado através de corte rente as algas intestinais. A preparagao
foi colocada em uma cuba de 10 ml contendo solugdo de Krebs aquecida a 37°
C. A artéria mesentérica superior canulada foi acoplada a uma bomba de
perfusdo (LKB 2215 Multiperpex pump - Suécia) e o leito mesentérico
perfundido com solugdo de Krebs, borbulhada com gas carbogénico (95% de
O2 e 5% de COy), em fluxo constante de 4 ml /min. A solugdo de Krebs
utilizada (pH = 7.4) continha a seguinte composicao: NaCl 120.0 mM; KCI 4.7
mM; NaHCOj3; 25.0 mM; CaCl,.2 H,O 2.4 mM; MgCl,.6H,0O 1.4 mM; KH2PO4
1.17 mM; glicose 11.0 mM. Um transdutor de pressao (Beckman R 511A, USA)
foi acoplado em “y” ao sistema para registrar a pressao de perfusédo. O sinal de

saida, pré-amplificado e filtrado, foi acoplado ao sistema de aquisicdo de dados
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DATAQ DI-150 conectado a porta paralela RS 232 de um computador pessoal
Pentium 1l (Intel - USA), onde foi armazenados para posterior analise com

software Windaq (DATAQ -USA — verséao 2.5).

Estimulacao elétrica

A EEP foi realizada com eletrodos anulares bipolares colocados ao
redor da artéria mesentérica superior. As respostas vasoconstritoras
simpaticas foram produzidas por estimulos de onda quadrada de 34 V, 3 ms,
duragao de 20 s e frequéncia variavel de 7 a 64 Hz. Esses parametros
foram previamente utilizados e mostraram-se eficazes em estimular nervos
simpaticos (Rabelo.et al, 2001). Os estimulos elétricos foram aplicados com
um estimulador de ondas quadradas (Stimulator Grass S4 - Grass
Instrument CO, Quincy Mass. USA ou similar) e aferidos continuamente pela
presenca de um osciloscdpio acoplado em paralelo com os eletrodos

(Tektronix - modelo 5112 — Oregon -USA).

Protocolos experimentais

Investigacao da influéncia do no sobre a resposta vasoconstritora
induzida pela estimulagao elétrica periarterial:
Para o estudo do bloqueio da NOS sobre a resposta vasoconstritora

simpatica foi adicionado a solugao de Krebs o analogo da L-arginina seletivo
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para nNOS SMTC (Sigma - USA), na concentragao de 20 uM. Inicialmente o
leito mesentérico foi mantido por 15 minutos em repouso para estabilizagao
da pressao basal de perfusao, a qual foi registrada continuamente em seus
valores médios. Apds o periodo de estabilizagdo, iniciava-se a EEP com
frequéncia de 7 a 64Hz, duragdo de 3ms. O estimulo foi mantido por 20
segundos e repetidos a cada 3 minutos, sendo seu efeito registrado. A partir
de entao, foi adicionada SMTC (20uM) a solugao de perfusdo. A droga foi
infundida continuamente e a EEP foi realizada apds o tempo de equilibrio da

preparacgao.

NADPH-Diaforase

A técnica utilizada para este fim segue a descrita por Vicent e
Kimura (1992) com algumas modificagdes. As ratas, apds anestesia com
éter, foram perfundidas, através de cateter colocado no ventriculo
esquerdo, com 200 ml de NaCl 0,9 % (para retirada do sangue) e em
seguida perfundidos pela mesma via com 100 -150 ml de paraformaldeido
(PFA) 4 % tamponado com fosfato 0,1 M para a fixagao dos tecidos. A
seguir, a artéria mesentérica superior foi identificada separada em
conjunto com a aorta abdominal, bloco do ganglio simpatico mesentérico
superior e tecido conjuntivo. A seguir, o material foi colocado em sacarose
15 % tamponada com fosfato 0,1 M, permanecendo nessas condi¢gdes
durante a noite, sendo em seguida congelado com nitrogénio liquido e

armazenado a -70°C. Apds este procedimento, as amostras foram
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cortadas em criostato a temperatura de -18°C em secg¢des de 20 um de
espessura. Os ganglios foram incubados em laminas gelatinizadas
contento 100 a 200 ml de tampao fosfato (pH=7,4), Triton X-100 (0,3 %),
nitrobluetetrazolium (NBT) 0,1 mg/ml e 3-NADPH 1mg/ml por 1 h, a 37°C.
A seguir, o meio foi retirado e a preparagao lavada com agua destilada e
contra-coradas com solugdo de Van Guinson durante 3 minutos. No
ganglio simpatico, ndo ha descrigdo de neurbnios nitrérgicos (Anderson et
al, 1993). Neste local, os neurbnios simpaticos poés sinapticos estao
cercados por uma densa rede pericelular de terminagdes que apresentam
atividade NADPH diaforase. Os ganglios mesentéricos foram contados no
microscopio com sistema de aquisicdo de imagem. Uma area de 100 p?
foi delimitada e contou-se o numero de neurdnios cercados por fibras
NADPH-diaforase positivos. Para cada corte foram contados 3 campos ao
acaso e para cada animal contou-se 5 cortes. Assim, para cada animal
obtiveram-se cerca de 15 contagens. O namero médio de neurbnios desta
contagem foi o dado considerado para cada animal, sendo expresso como

numero de neurdnios cercados por fibras NADPH positivos/100u2.

Western Blot

O método utilizado segue o descrito por Kim et al (1998) com
modificagbes. Os ganglios mesentéricos superiores (N=10) de cada grupo
foram retirados e homogeneizados, sob o gelo, com Politron em tampao

contendo HEPES (20 mmol/L, pH 7.2), NaCl (25 mmol/L), EGTA (2 mmol/L),
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NaF (50mmol/L), Na3sVO, (1 mmol/L) B-glicerofosfato (25 mmol/L), DTT (0.2
mmol/L), PMSF (1mmol/L), aprotinina (60ug/ml), leupeptina (2ug/ml) e Triton
X-100 (0.1%). Apds descanso de 30 minutos a 4°C, os homogenatos foram
submetidos a ultrassom em gelo por 1 minuto e centrifugados a 10 000 g a
4°C por 30 minutos. A concentracdo de proteina do sobrenadante foi
quantificada através de Kit especifico e as amostras congeladas a —80°C
para analise.

As amostras (30pg proteina) foram aquecidas por 5 minutos e
submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (7,5 %) e
transferidas posteriormente para membranas de PVDF (polivinil di-
fluoreto). A reacado nao especifica de fundo (background) foi minimizada
com a incubacao por 1 hora em temperatura ambiente com solucao
contendo leite desnatado (5%), Tris (10mmol/L, pH 7.5), NaCl
(100mmol/L) e Tween 20 (0.1 %). Em seguida incubamos com anticorpo
primario policlonal anti NOS neuronal (1/200) (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) e anti «<-tubulina monoclonal (1/4000) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) ovemight a 4°C . As bandas foram
detectadas por quimioluminescéncia (SuperSignal West pico
Chemioluminescent substrate — Pierce) e autoradiografia em filme de

radiografia (Kodak Biomax MS-2).
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Drogas

S-Metil-Tiocitrulina (Sigma Chemical USA).

Tribromoethanol (TBE anestésico) Aldrich Chemical Company, Inc.
Liguemine® (heparina anticoagulante) Roche do Brasil.

As drogas foram pesadas, diluidas em agua destilada e deionizadas,

distribuidas em aliquotas de 1ml e estocadas em freezer a —20 °C.

Sais

Bicarbonato de Sédio P.A: Merck

Cloreto de Calcio P. A .: Merck

Cloreto de Potassio P. A .: Merck

Cloreto de Sédio P. A .: Merck

Cloreto de Magnésio P. A .: Merck

Dextrose P. A .: Reagem Quimibras — Industrias Quimicas

Fosfato de diacido de Potassio P. A .: Merck
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Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média + EPM. Dados
considerados paramétricos foram comparados utilizando-se o teste t de
Student para amostras ndo pareadas. Dados considerados ndo paramétricos
foram comparados com teste de Mann Whitney. Para cada curva freqiiéncia-
efeito obtida foi calculada a FEsg (frequiéncia efetiva capaz de promover 50%
do efeito maximo da estimulacao elétrica) com base nos valores do efeito
maximo (EMAX) obtidos experimentalmente, utilizando-se o programa Instat
versao 4.0 (Graph Pad Software, USA). As FEso das curvas freqiiéncia-efeito
obtidas através da EEP do leito arterial mesentérico foram calculadas por
regressao nao-linear, utilizando-se o programa Prism® (GraphPad Software
Corporation).

A comparacao entre FEsp e os EMAX foi feita através do método néo-
pareado e nao-paramétrico de Mann Whitney e o teste pareado e nao-
paramétrico de Wilcoxon. Para analise da pressao basal de perfusao usou-
se ANOVA nao-paramétrico e poés-teste de Bonferroni. Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05.
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RESULTADOS

Peso Corporal

A figura 1 representa o peso corporal das ratas normotensas (N) e

hipertensas (SHR) com 30 e 180 dias de vida.

400-
[N 30d (24)

300- N SHR 30d (25)
o . 1N 180d (20)
8 200- I SHR 180d (22)
[<}]
0.

100-

. [

Figura 1: Peso Corporal de ratas N e SHR 30 e 180 dias de vida. As barras
representam o valor das médias + EPM. Numero de animais entre
parénteses. (*P=0,001, SHR 30d vs N 30d e SHR 180d vs N 180d), test t
Student.
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Tabela 1: Peso corporal (em gramas) de ratas N e SHR com 30 e 180 dias
de vida.

GRUPO PESO (g)
N 30d (24) 99,7 + 1,1
SHR 30d (25) 47 4% 0,9
N 180d (20) 370,2+7,1
SHR 180d (22) 205,1+2,4*

Os resultados sao expressos como média + EPM. Numero de animais entre
parénteses. (*P=0,001, SHR 30d vs N 30d e SHR 180d vs N 180d).

Aferigcao da Pressao Arterial

A figura 2 e a tabela 2 representam os valores da média + EPM da
medida pletismografica ndo invasiva da pressao arterial de ratas N e SHR
com 30 e 180 dias de vida. A pressao arterial nos animais de 30 dias foi
estatisticamente maior no grupo SHR quando comparada ao grupo N (P=
0,0001) assim como aos 180 dias de vida (P= 0,0001). Em ambos os

animais a pressao arterial se elevou com o envelhecimento (P<0.05).
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Figura 2: Presséao arterial pletismografica de ratas N e SHR com 30 e 180
dias de vida. As barras representam os valores da média + EPM. * P=0,001
N 30d vs SHR 30d; # P=0,01 N 30d vs N 180d; ++ P =0,001 SHR 180d vs
SHR 30d; « P=0,001 SHR 180d vs N 180d. ANOVA com correcao de

Bonferroni.

Tabela 2: Pressao Arterial de ratas SHR e N com 30 e 180 dias de vida.

GRUPO PRESSAO ARTERIAL (mmHg)
N 30d (24) 1159+ 2,3
SHR 30d (25) 132,0 + 1,0%++
N 180d (20) 126,7 + 3,1 #%
SHR 180d (22) 183,04 1,3

Resultados expressos com média + EPM. Numero de animais entre
parénteses. (*P=0.001 N 30 d vs SHR 30d; # P=0,01 N 30d vs N 180d; ++
P=0,001 SHR 180d vs SHR 30d; « P=0,001 SHR 180d vs N 180d).
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Afericao da Pressdo Basal de Perfusdo do Leito Arterial Mesentérico

Isolado

A figura 3 e a tabela 3 representam os valores da média + EPM da
pressdo basal de perfusdo do LAM isolado e perfundido de ratas N e SHR
com 30 dias de vida registrada na presenga ou na auséncia do inibidor da
NO sintase SMTC (20pM). Os dados mostraram que nédo houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos N e SHR na presenca de

SMTC.

w
o
|

N 30d (10)
== N 30d + SMTC (10)
mmm SHR 30d (7)

s SHR 30d + SMTC (7)

n
<

Pressio Basal de
Perfusdao (mmHg)
b=

Figura 3: Presséo basal de perfusdo do LAM isolado obtido de N e SHR 30
dias de vida, perfundido com SMTC (20 uM). As barras representam o valor
das médias + EPM.
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Tabela 3: Efeito da SMTC (20uM) sobre a pressao basal de perfusao (fluxo
4ml/min) do LAM perfundido de ratas N e SHR com 30 dias de vida.

GRUPO PRESSAO BASAL (mmHg)
N 30d(10) 134£1,0
N 30d + SMTC(10) 12,6+0,9
SHR 30d (7) 15,5+ 0,4
SHR 30d + SMTC (7) 14,0£0,3

Resultados expressos como média + EPM. Numero de animais entre
parénteses.

A figura 4 e a tabela 4 representam os valores da média + EPM da
presséo basal de perfusdao do LAM isolado e perfundido de ratas N e SHR
com 180 dias de vida registrada na presenga ou na auséncia do inibidor da
NO sintase SMTC (20uM). Os dados mostram que ndo houve alteragdes
estatisticamente significantes entre os grupos N 180 dias e SHR 180 dias na

presenca e na auséncia de SMTC.
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Figura 4. Pressao basal de perfusdao do LAM isolado obtido de ratas N e
SHR com 180 dias (n=7), perfundido com SMTC (20 uM). As barras
representam o valor das médias + EPM.
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Tabela 4: Efeito da SMTC (20uM) sobre a pressao basal de perfusao (fluxo
4ml/min) do LAM perfundido de ratas N e SHR com 180 dias de vida.

GRUPO PRESSAO BASAL (mmHg)
N 180d(6) 15,7+ 0,4
N 180d + SMTC(6) 14,2 + 0,1
SHR 180d (7) 26,9+ 0,9
SHR 180d + SMTC (7) 245+12

Resultados expressos como média + EPM. Numero de animais entre
parénteses.

Curvas Frequéncia-Resposta a Estimulagao Elétrica dos Nervos

Periarteriais do Leito Arterial Mesentérico Isolado

A figura 5 mostra as curvas freqiiéncia-efeito obtidas pela EEP do
LAM retirado de ratas N e SHR com 30 dias e 180 dias de vida. A tabela 5
mostra os valores de FEsp e EMAX obtido, acrescido dos respectivos
intervalos de confiangca (95%). A andlise destas curvas mostra que em
animais SHR com 30 dias de vida houve um aumento da resposta
vasoconstritora maxima a EEP,' guando comparado com N de mesma idade
(P=0,001). O mesmo padrao de resposta foi observado no grupo SHR 180
dias em relagao ao grupo N 180 dias (P= 0,003). Em animais SHR 180 dias
houve um aumento da sensibilidade a EEP em relagédo ao SHR 30 dias (P<
0,05). Em contraste, nos animais N 180 dias nota-se um aumento do efeito

maximo em relagao ao N 30 dias (P= 0,002).
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Figura 5: Curvas freqliéncia-resposta obtidas pela EEP (7-64Hz, 34 V, 3ms,
duragéo de 20s) do LAM isolado de ratas N e SHR com 30 dias e 180 dias
de vida. Valores expressos como média + EPM. As ordenadas expressam o
efeito vasoconstritor. NOmero de animais entre parénteses. * P=0,0001 N
30d vs SHR 30d (EMAX); **P=0,003 N 180d vs SHR 180d (EMAX); ***P=
0,002 N30d vs N180d (EMAX); # P< 0,05 SHR 180d vs SHR 30d (FEso) teste
de Mann Whitney.
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Tabela 5: Valores da FEsp e EMAX para EEP (7-64Hz, 34 V, 3ms, duracao
de 20s) do LAM isolado de ratas N e SHR 30 e 180 dias de vida.

GRUPO FEso EMAX
N 30d (10) 16,2 78,2
(14,1 - 18,2) (70,2 — 86,2)
SHR 30d (7) 18,7 183,1*
(15,4 — 22,0) (153,3 — 212,9)
N 180d (6) 18,8 106,1%**
(14,4 - 22,1) (91,1 — 125,5)
SHR 180d (7) 14,3# 171,1*
(13,8 — 14,9) (165,1 — 177,2)

Valores expressos como mediana e intervalo de confianga 95% (IC 95%).
Numero de animais entre parénteses, * P=0,0001 N 30d vs SHR 30d; **P=
0,003 N 180d vs SHR 180d; ***P= 0,002 N30d vs N180d; # P< 0,05 SHR
180d vs SHR 30d.

Efeito da Inibicao da NOS Neuronal sobre a Resposta Vasoconstritora

Simpatica do Leito Arterial Mesentérico Isolado

A figura 6 representa o efeito da perfusdo de SMTC (20uM) sobre a
resposta vasoconstritora simpatica obtida pela EEP do LAM isolado de ratas
N 30 dias (A), SHR 30 dias (B), N 180 dias (C), SHR 180 dias (D). A tabela 6
mostra os valores de FEsp e do EMAX obtido, acrescido dos respectivos
intervalos de confianca (95%). A perfusdo de SMTC nao modificou a

resposta a EEP em preparagcdes de animais N 30d (A). Em contraste a
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perfusdao de SMTC em preparagdes SHR 30d (B) foi acompanhada de um
aumento da sensibilidade a EEP quando comparadas com SHR 30d na
auséncia do inibidor. O mesmo foi observado em preparagdes N 180d (C). A
figura 6 (D) mostra que nao houve alteragdes estatisticamente significantes
entre as preparagdes de animais SHR 180d na presenga ou na auséncia do

inibidor da NOS neuronal SMTC.



Tabela 6: Valores da FEsy € EM para EEP (7-64Hz, 34 V, 3ms, duragao de 20s) do LAM isolado de ratas N e SHR 30 e 180 dias de vida
na presenca e na auséncia de SMTC (20uM).

Grupo N 30d SHR 30d N 180d SHR 180d

FEso EMAX FEso EMAX FExo EMAX FExo EMAX

Com 16,22 78,2 18,7 183,1 18,8 106,1 14,3 1711

endotélio (14,1-182) (70,2-86,2) (154-22,0) (153,3-212,9) (144-221) (911-1255) (13,8-149) (1651 —177,2)

SMTC 16,39 81,9 15,3* 180,0 14,8* 114,4 14,3 1711

(14,2—-18,5) (74,8-89,0) (13,1—-17,5) (153,8-206,3) (12,8-167) (96,2-127,1) (13,8-14,9) (1651-177,2)

Valores expressos como mediana e intervalo de confianga 95% (IC 95%). Estatisticamente significante: *(SHR 30d vs SMTC); ** (N 180d
vs SMTC).

8y
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Figura 6: Efeito da perfusdo de SMTC (20 pM) sobre a resposta
vasoconstritora simpatica do LAM isolado e perfundido de ratas N 30d (A),
SHR 30d (B), N 180d (C), SHR 180d (D). Os pontos representam a média +
EPM. Numero de animais entre parénteses. * P= 0,04 vs N 30d (FEso);
*P=0,03 vs N 180d (FEso), teste de Wilcoxon.
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Analise Histologica

A figura 7 mostra um corte de ganglio mesentérico NADPH-diaforase
de uma rata N 30 dias (A) e de uma rata SHR (B). Os estudos histologicos
evidenciaram diminuicdo significativa de neurénios NADPH-diaforase

positivos em ratas SHR quando comparadas com ratas N 30 e 180 dias.

Figura 7 A e B: Cortes histologicos de ganglio mesentérico superior.
Técnica NADPH-diaforase (preto) contra-corado com Van Guinson. (A) N 30
dias, (B) rata SHR 30 dias, A seta indica um neurdnio pés-sinaptico
NADPH+.
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Tabela 7: Avaliacdo histoldégica de neurdnios do ganglio mesentérico
NADPH-diaforase positivos de ratas N e SHR com 30 e 180 dias de vida.

GRUPO N°de neurénios NADPH +
(1100p?)
N 30d (4) 2,8+0,4
SHR 30d (8) 0,6+0,2*
N 180d (4) 24+04
SHR 180d (5) 0,7£0,4*

Valores expressos como média + EPM. Numero de animais entre
parénteses. Estatisticamente significante: * P= 0,001, SHR 30d vs N 30d;
**P= 0,007, SHR 180d vs N 180d.

A figura 8 e a tabela 7 representam o numero de células NADPH-
diaforase + de ratas N e SHR com 30 e 180 dias. Em animais SHR 30 e 180
dias o numero de células NADPH-diaforase + mostra-se estatisticamente

diferente em relagéo aos animais N.

5.0
o+
s
< mmm N 30d (4)
§ % 2 _ s SHR 30d (8)
S ; = 251 mmm N 180d (4)
& s SHR 180d (5)
= *
= sk

Figura 8: Numero de células NDPH-diaforase + de ganglio mesentérico de
ratas N e de SHR 30 e 180 dias. As barras representam o valor das médias

+ EPM (*P= 0,001 SHR 30d vs N 30d; **P= 0,007, SHR 180d vs N 180d,
Mann Whitney).
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Analise da Expressao da nNOS

A figura 9 e a tabela 8 representam a expressdo da nNOS avaliada
por Western blot, em ganglio mesentérico superior de ratas N e SHR com 30
e 180 dias. A analise da densidade das bandas de 155 KDa mostrou uma
significativa redugdo na expressdo da nNOS em ganglio mesentérico
superior dos animais SHR 180 dias quando comparados com os animais N
de mesma idade. Entretanto, ndo houve alteragcdes estatisticamente

significantes entre os grupos N e SHR com 30 dias.

(A)
N30d SHR30d N180d SHR180d

i - - oc 1- Tubulina (55 kDa)

nNOS (155 kDa)

(B)

1.5
T N 30d
g = T mmm SHR  30d
® o 5 N 180d
S5 1,0
g%, £ SHR 180d
o n
n»se
S " E os- #
= -
c
=]
0.0

Figura 9: Expressdo da nNOS avaliada por Western blot, em ganglio
mesentérico superior dos animais de 30 e 180 dias dos grupos N e SHR (A).
A analise da densidade das bandas de 155 KDa mostrou uma significativa
redugdo na expressdo da nNOS em ganglio mesentérico superior dos
animais SHR 180 dias 1 (B). Os dados sdo expressos como Média + EPM,;
*#P=0,005 (SHR 180d vs N 180d).



53

Tabela 8: Expressdo da nNOS avaliada por Western blot, em ganglio
mesentérico superior dos animais N e SHR com 30 e 180 dias de vida .

GRUPO nNOS - Massa Proteina
(unidades arbitrarias)
N 30d (10) 1,2+0,1
SHR 30d (10) 1,2+0,1
N 180d (10) 0,3+0,01
SHR 180d (10) 0,1+ 0,009*

Valores expressos como média * EPM. Numero de animais entre
parénteses. Estatisticamente significante: * SHR vs N.
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DISCUSSAO

No presente trabalho estudamos a fungao e a expressao da isoforma
neuronal da nNOS em ratas wistar e SHR em diferentes fases de
desenvolvimento.

Em nosso modelo experimental, podemos evidenciar uma redugao
significativa do peso dos animais SHR com 30 dias quando comparados com
animais normotensos de mesma idade. Da mesma maneira, o peso dos
animais com 180 dias foi também menor no grupo SHR do que no
normotenso (figura1, tabela 1). Estes dados mostram que houve um menor
ganho ponderal de peso nos ratos SHR quando comparado aos Wistar,
provavelmente refletindo alteragdes relativas a cepa Wistar-Kyoto.

De acordo com a figura 2, pode se constatar que a pressao arterial
pletismografica foi maior no grupo SHR quando comparada ao grupo
normotenso tanto com 30 ou 180 dias (tabela 2). No entanto, apesar da
diferenca entre as pressbes aferidas no grupo SHR com 30 dias quando
comparada com o grupo normotenso, pode-se evidenciar que nessa idade
os animais ainda nao apresentavam hipertensdo, sendo esses niveis
pressoéricos significativamente inferiores aos apresentados pelos animais
SHR com 180 dias. Estes dados estdo em concordancia com os descritos
previamente por outros autores para ratas normotensas e hipertensas
(Roizen et al, 1975; Westfall et al, 1984; Meldrum et al, 1985; Vaziri et al,

1998; Touyz et al, 1999; Labat et al, 2006) Em contraste, os animais do
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grupo normotenso 180 dias apresentaram uma elevacgao da pressao arterial

decorrente do envelhecimento.

Influéncia da hipertensdo sobre as caracteristicas estruturais dos

vasos

Alteragdbes da morfologia e composigcao estrutural dos vasos de
condutancia e resisténcia de animais experimentais € humanos hipertensos
tém sido descritas na literatura. A HA promove espessamento da parede
vascular por hipertrofia e ou hiperplasia da musculatura lisa, levando a um
estreitamento da luz vascular (Folkow et al, 1970; Mulvany et al, 1978). Essa
alteracdo da relacdo entre luz/parede vem sendo proposta como
responsavel por parte das alteracdes de reatividade vascular observada nos
diversos modelos de HA, afetando principalmente a inclinagédo (slope) e o
efeito maximo das curvas dose-efeito a diversos agentes vasopressores
(Folkow et al, 1970; 1982; Korner, 1982).

Os resultados obtidos em nossos experimentos em animais SHR 180
dias (figura 4, tabela 4) mostram que a pressado basal de perfusao é
estatisticamente maior nas ratas SHR quando comparada as ratas
normotensas de mesma idade, sugerindo que as preparagdes ratas SHR
180dias apresentem, sob o mesmo fluxo de perfusdo, um menor didmetro da
luz vascular, o que seria justificado pelo remodelamento da geometria

vascular.
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Experimentos realizados “in vivo” mostram que a infusdo de analogos
da L-arginina, como a L-NMMA, a L-NNA e a Nw-nitro-lI-arginina-metilester
(L-NAME) sao capazes de elevar a pressao arterial (Rees et al, 1989,
Vargas et al, 1991) e de aumentar a resisténcia de varios territorios
perfundidos (Gardiner et al, 1990). A interpretacdo dada a esses dados € a
de que haveria uma producéo basal de NO, a qual seria importante para a
manutengdo do tonus vascular, contrapondo-se a diversos sistemas
pressores como o simpatico, a angiotensina |l e a vasopressina e o de
substancias vasoconstritoras liberadas pelo préprio endotélio como
endotelina e algumas prostaglandinas. Evidéncias “in vitro” reforcam a
hipotese da liberagao basal de NO. Artérias isoladas apresentam uma maior
sensibilidade a diversos agentes vasoconstritores quando o endotélio
vascular é removido ou na presenca de inibidores da NOS (Allan et al, 1983;
Lues e Schumam, 1984; Tesfamariam e Halpern, 1988).Em coracao isolado
de coelho, a perfusdao de L-NNA foi capaz de reduzir o fluxo basal
coronariano (Pohl et al, 1994). Entretanto, outros dados sugerem que esta
modulagao do fluxo pelo EDRF varie de importancia conforme a espécie
animal envolvida e o territério vascular estudado. Assim, a perfusdao de
inibidores da NOS nao é acompanhada de elevacao da pressao basal de
perfusdo em artéria pulmonar de cao (Nishiwaki et al, 1992) em artéria
femoral de gato (Melkumyants et al, 1996) e em leito vascular mesentérico
de rato (Ralevic e Burnstock, 1996).

O presente estudo mostra que nao houve alteragées na pressao basal

de perfusao na presenga de SMTC tanto em animais normotensos quanto
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em animais SHR com 30 e 180 dias (figura 3, tabela 3). Esses dados
reforcam a idéia de que a principal alteragdo promovida pela hipertensao
arterial possa ser a hipertrofia vascular acompanhada de reducdo do
didmetro da luz vascular. (Folkow et al, 1970, 1982; Mulvany et al, 1977,

1978).

Influéncia da hipertensao arterial sobre a resposta vasoconstritora

induzida pela estimulacao elétrica de nervos simpaticos periarteriais

A modulagao do ténus vascular através do sistema nervoso autbnomo
€ realizada em sua maior parte pelo simpatico, principalmente através da
liberacao de NA e conseglientemente efeito constritor da musculatura lisa
vascular., Nos nervos simpaticos periarteriais trés  principais
neurotransmissores vém sendo descritos: a classica NA, o ATP (adenosina
tri-fosfato) e o neuropeptideo Y (Burnstock e Relevic, 1995). Além de
neurotransmissores excitatérios, a EEP promove a Iliberagdo de
neurotransmissores vasodilatadores, que atenuam a resposta contratil. A
inervacao perivascular possui, além das fibras simpaticas, fibras sensitivas
que liberam substancias vasoativas como o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, neurocininas e o peptideo vasoativo intestinal além de nervos
nitrérgicos que liberam o NO. Tanto as substancias liberadas dos nervos
sensitivos quanto o NO podem produzir vasodilatagdo, opondo-se a NA e

dessa forma, modular a intensidade da resposta simpatica.
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Na figura 5 e na tabela 5 podemos observar que na fase pré-
hipertensdao, ha uma resposta adrenérgica aumentada no grupo SHR 30
dias. Com o envelhecimento, ocorre o aumento da resposta adrenérgica nos
dois grupos normotensos e SHR 180 dias (figura 5; tabela 5), concordantes
com o0 aumento da pressao arterial (figura 2, tabela 2). Entretanto, a resposta
do grupo SHR permanece elevada quando comparada ao grupo normotenso
180 dias. Estes resultados sao consistentes com os obtidos previamente em
vasos isolados. (Mulvany e Halpern, 1977; Collis et al, 1979; Vanhoutte et al,
1980; Nilsson e Folkow, 1982; Webb, 1984; Cline Jr., 1985; Cassis et al,
1985; Head, 1989; Chu e Beilin, 1993; Vanhoutte, 1996; Schiffrin, 2001;
Ferrer et al, 2003), embora alguns autores nao tenham observado diferengas
significativas neste par@metro (Collis e Vanhoutte, 1977; Webb et al, 1981).
Esta “hiperresponsividade” adrenérgica parece envolver diversas alteracoes
pré e pos-sinapticas simpaticas. Em vasos retirados de SHR tem sido
descrito uma maior liberacao de 3[HJ-NA (Collis et al, 1979; Vanhoutte et al,
1980), sugerindo que a maior resposta a estimulagao elétrica de nervos
simpaticos observada nos animais hipertensos envolva alteragbes pré-
sinapticas. Por outro lado, uma maior sensibilidade a NA exdgena tem sido
observada em diversos vasos isolados de animais hipertensos (Ekas e
Lokhandwala, 1981; Finch e Haeusler, 1974; Kubo, 1979; Haeusler e
Haeely, 1970), o que sugere que alteragdes pds-sinapticas, no musculo liso
vascular ou nas células endoteliais possam contribuir para o fendmeno
acima descrito. Por outro lado, os resultados obtidos no grupo normotenso

180 dias demonstram um aumento da resposta vasoconstritora maxima,
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quando comparado com o grupo normotenso 30 dias. O envelhecimento
induz mudangas tanto nas células endoteliais quanto nas células da
musculatura lisa vascular (Wei, 1992). Inumeros autores tém demonstrado
que a resposta vasodilatadora dependente do endotélio encontra-se
diminuida com a idade, sugerindo alteragbes do sistema NO guanilato
ciclase (Shirasaki et al, 1988). Em adicao, a idade também promove
alteracdes pré e pds-sinapticas simpaticas. Por outro lado, a literatura &€ bem
controversa em relagdo ao conteudo e a liberagdao de NA. Alguns autores
demonstraram um aumento nessa resposta (Buchholz et al, 1990; Partanen
et al, 1985), outros demonstraram uma reducgao nessa resposta (Fouda et al,
1986; Fernandes et al, 1992) e outros demonstracdo que esta resposta nao
se altera (Handa e Duckles, 1987). Em nosso estudo nao exploramos
profundamente o mecanismo envolvido nesse fenémeno, entretanto o
aumento da resposta adrenérgica € compativel com o aumento da pressao
arterial observado em nossos animais.

Estudos realizados por varios autores sugerem a participacao do
endotélio na modulacao do efeito da EEP, uma vez que a retirada do mesmo
potencializa a reposta vasoconstritora simpatica (Tesmafarian et al, 1987; Vo
et al, 1991, 1992; Li e Duckeles, 1992; Shinozuka et al, 1992; Bucher et al,
1992; Boric et al, 1999). Entretanto, trabalhos de Vials et al (1997), Ferrer et
al (2000), Rabelo et al (2001) e Hatanaka et al (2006) demonstraram a
participacao do NO neuronal na neuromodulagao do ténus de artéria renal
de coelhos e artéria mesentérica de ratos, sugerindo que o NO atenua, em

condi¢des fisiologicas, a resposta vasoconstritora simpatica. Entretanto,
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pouco tem sido descrito sobre a participagao funcional da nNOS sobre a
modulacao da resposta adrenérgica em ratas espontaneamente hipertensas.
Por isso, resolvemos investigar se o fendmeno acima descrito participa da
génese ou da manutencdo da HA. Para isto, determinamos o efeito da
inibicdo da nNOS com SMTC sobre a resposta vasoconstritora simpatica em
animais SHR antes e ap6és o inicio da HA.

Na figura 6 A e na tabela 6 podemos observar que a SMTC nao
alterou a resposta vasoconstritora induzida pela EEP em preparagdes de
ratas normotensas com 30 dias, sugerindo que a nNOS nao participa dessa
resposta. O mesmo foi observado por Marin et al (2000) em artéria
mesentérica de rato Wistar-Kyoto. Embora nao tenha sido mostrado nenhum
efeito da inibicao da nNOS sobre a EEP de ratas normotensas 30 dias,
observamos que a nNOS esta expressa no ganglio mesentérico superior
(figura 8 e 9, tabela 7 e 8) desses animais. Varios mecanismos tem sido
descrito relacionados ao controle da atividade da nNOS. Dentre eles temos:
controle da expressao génica; modificagbes apds a transcricdo do RNAm e
ap6s a traducao, alteracdo da fosforilacdo da nNOS; modulagdo redox e
interacdo proteina-proteina. A inducdo da expressao da nNOS ¢é
frequentemente associada com a co-inducao de fatores de transcricao como
c-Jun (Wang et al, 2002). Varios estudos em humanos e ratos sugerem que
o aumento da expressdao da nNOS na hipdxia € dependente do tempo (Guo
et al, 1997). Herring et al (2000) e Piech et al (2003) demonstraram em atrio
e cardiomidcito um aumento nNOS em conseqiiéncia do envelhecimento.

Estudos sugerem que o trafego intracelular da nNOS seja mediado por
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modificagbes ligadas ao dominio da proteina. Inumeros trabalhos
demonstram que ativagdo da proteina quinase | (Song et al, 2004) e a Il
(Hayashi et al, 1999) dependente do complexo calcio-calmodulina reduz a
atividade da nNOS. A importancia funcional dessa via ainda nao esta clara,
embora muitas evidéncias sugerem que a inibigdo da nNOS pelas proteinas
quinases possa limitar o dano causado pelo NO na isquemia cerebral
(Osuka et al, 2002; Yan et al, 2004). Tém sido demonstrado que a atividade
da nNOS é extremamente sensivel a modificagdes causadas pelo stress
oxidativo, isso pode ser visto pelo efeito da superédxido dismutase (SOD) na
sintese de NO (Hobbs et al, 1994; Schmidt et al, 1996). Os mecanismos
propostos para explicar estes fendmenos acima descritos sdo complexos e
fogem ao objetivo desta discussdo. Desta forma, a auséncia do efeito da
SMTC sobre a resposta vasoconstritora simpatica em ratas normotensas 30
dias, pode refletir a auséncia da ativagdo da nNOS por um mecanismo nao
identificado, pos-translacional.

Na figura 6 C e na tabela 6 podemos observar que a perfusédo de
SMTC em preparagdes de ratas normotensas 180 dias foi acompanhada de
um aumento da sensibilidade a EEP quando comparadas com normotensas
180 dias na auséncia do inibidor, sugerindo que o NO seja um provavel
neuromodulador desta resposta. Dados similares foram observados por
Rabelo et al (2001) e Hatanaka et al (2006) em LAM de rato. Nossos dados
mostram que a participagdo da nNOS na modulagdo da resposta
adrenérgica é relevante no rato normotenso mais idosos e parece funcionar

como um mecanismo compensador do aumento da resposta adrenérgica
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observado nessa situagado. Reforgcando esta visdo, observamos que ha uma
correlagao com o aumento da pressao arterial (figura 2; tabela 2) observado
com o envelhecimento dos animais normotensos. Em paralelo, o nimero de
neurénios cercados por fibras NADPH-diaforase positivas em ganglio
mesentérico superior nesse periodo € semelhante aos animais normotensos
30 dias (figura 8, tabela 7), embora haja uma redugao da expressao nNOS
quando comparado ao grupo normotenso 30 dias (figura 9; tabela 8). A
analise conjunta dos dados de expressao e imunolocalizagdo da nNOS no
grupo normotenso 180 dias sugerem que a menor expressdo nNOS néao
interfere com a atividade da enzima. Uma possivel explicacado para esse
fendmeno seria que a nNOS estaria mais ativa nesses animais. Em
contraste, estudos demonstram que a ligacdo da nNOS a proteina de
choque térmico (hsp90) estimula a sintese de NO (Song et al, 2002). Desta
forma, nossos dados sugerem que a atividade da nNOS parece estar
relacionada a mecanismos de controle pos-translacional. Assim, o estudo da
expressao protéica da nNOS nao esta relacionado a aparente fungao
observado em nosso modelo, embora o efeito da SMTC observado nos
animais normotensos mais velhos sugira que a enzima apresente um a
maior atividade nesse grupo, quando comparada aos animais normotensos
30 dias.

A perfusdao de SMTC em preparagdes SHR 30 dias (figura 6 B; tabela 6)
foi acompanhada de um aumento da sensibilidade a EEP quando comparadas
com SHR 30 dias na auséncia do inibidor, sugerindo a participagao da nNOS

nessa resposta. Em paralelo, a analise de expressao da nNOS nesses animais
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€ semelhante aos animais normotensos 30 dias (figura 9; tabela 8), embora
este grupo apresente um menor nimero de neurdnios cercados por fibras
NADPH positivas (figura 8; tabela 7), sugerindo que a expressao relativa da
nNOS esteja aumentada. A analise conjunta dos dados de expressédo e
imunolocalizagao da nNOS nos animais SHR 30 dias sugerem fortemente que
o menor namero de neurénios NADPH positivos leva a uma maior expressao e
ativacdo da nNOS e que esse fendmeno possa ter relevancia no
desenvolvimento da HA e do estado de hiperativagao adrenérgica observada
nos animais SHR. Estes resultados s&o consistentes com os obtidos
previamente analisando a imunolocalizagao da nNOS no sistema nervoso
central e na regiao intermédio-lateral da medula espinhal, area correspondente
a localizagéo dos neurénios simpaticos pré-ganglionares por Powers-Martin et
al (2006) e extendem esses achados para regido do neurdnio simpatico pos-
ganglionar em SHR. Entretanto, quando comparamos a resposta EEP em
preparagdes de animais SHR 180 dias na presenga de SMTC, observamos que
o0 mesmo fendbmeno nao ocorreu com os animais SHR 180 dias (figura 6 D;
tabela 6) sugerindo o desaparecimento da modulagao inibitéria do NO sobre a
atividade simpatica. O mesmo foi observado por Rabelo et al (2001) em leito
arterial mesentérico. Em contraste, Ferrer et al (2003, 2004) demonstraram a
participacdao da nNOS na resposta vasoconstritora induzida pela EEP em
artéria mesentérica de ratos SHR. Estas discrepancias nos resultados podem
ser atribuidas a idade, ao sexo, a espécie animal e ao leito vascular estudado.
Outra hipétese sugerida, mas nao explorada em nossos experimentos, seria a

de que o aumento da expressao e da atividade da nNOS, observado na fase
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pré-hipertensao possa ocasionar uma maior geragao de anions superoxidos (O,
), o aumento da geragao de radicais livres, em particular o peroxinitrito, poderia
levar a uma disfungao ou até mesmo a destruicdo das fibras nitrégicas (Ferrer
et al, 2003). Cellek et al (1999) demonstraram em pénis e musculo anococcigeo
de ratos diabéticos que a degeneracdo do nervo nitrérgico € um fenédmeno
dependente do NO. Os autores mostraram que o tratamento prévio desses
animais com inibidor da NOS foi capaz de prevenir a degeneracao nitrérgica e
restaurar a resposta vasodilatadora quando comparados com os animais
diabéticos sem tratamento. Resultados semelhantes foram visto por Dawson et
al (1991) em cultura de células do cortex cerebral de ratos, sugerindo a
participacao do NO no processo de morte celular.

Resumindo, os resultados desse trabalho mostram um menor niumero
de neurénios NADPH-diaforase positivos no ganglio mesentérico superior de
ratas SHR, presentes desde a fase de pré-hipertensdao e mantidos durante a
fase de hipertensédo estabelecida, sugerindo uma relagdo causal entre a
redugdo dos neurdnios NADPH-diaforase positivos € o surgimento da HA
nesse modelo. A analise dos dados funcionais e da expressao protéica da
NNOS mostram que nas fases de pré-hipertensdo ha uma resposta
adrenérgica exacerbada, modulada pelo NO, sugerindo um papel contra-
regulador do Oxido nitrico sobre a atividade adrenérgica. Nossos dados
também mostram que esse mecanismo inicial se esgota com o tempo, uma
vez que na fase de hipertensao estabelecida a atividade da enzima, assim

como sua expressao encontram-se reduzidas.
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CONCLUSOES

1- Ha uma redugédo no numero de neurdnios NADPH-diaforase
positivos no ganglio mesentérico superior de ratas SHR,
presentes desde a fase de pré-hipertensdo e mantidos
durante a fase de hipertensao estabelecida, sugerindo uma
relacdo causal entre a reducdo dos neurbnios NADPH-
diaforase positivos e o surgimento da hipertensao arterial
nesse modelo.

2- Nas fases de pré-hipertensdo ha uma resposta adrenérgica
exacerbada, modulada pelo NO, sugerindo um papel contra-
regulador do 6xido nitrico sobre a atividade adrenérgica e

que esse mecanismo inicial se esgota com o tempo.
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Abstract

The aim of the present investigation was to study the role of nNOS on sympathetic
response observed in spontaneously hypertensive rats (SHR). Pre-hypertensive SHR
(3-4 weeks, Y-SHR) and adult SHR (24-28 weeks, A-SHR) were compared with age-
matched Wistar rats (Y-WR and A-WR, respectively), regarding the effect of S-methyl-L-
thiocitrulline (SMTC, 20 uM) on the periarterial nerve stimulation (PNS, 7-64 Hz) of
mesenteric arteries. The inhibition of NNOS with SMTC did not produce any effect on
the vasoconstrictor response induced by PNS in Y-WR. There was an increase in the
sympathetic response after nNOS inhibition in A-WR with a reduction of Fsy (median
Fs50=14.8 Hz [95%CI, 12.8 to 16.7 Hz] vs 18.8 Hz [95%CI, 14.4 to 22.1), n=7, P<0.05).
In contrast, the effect of NNOS inhibition in SHR was only observed in Y-SHR (median
Fso 15.3 Hz [95%IC, 13.1 to 17.7] vs 18.7 [95%IC, 15.4 to 22.0], n=7, P<0.05) and was
blunted in A-SHR. The number of NADPH cells in the sympathetic ganglion was
reduced in both Y-SHR (P<0.001) and A-SHR (P<0.05) compared with age-matched
WR. nNOS protein expression was reduced with aging in both groups, but was more
intense in A-SHR than in Y-SHR (P<0.01). These results show an augmented
sympathetic response to PNS, counteracted by neuronal NO, in the mesenteric bed of
pre-hypertensive SHR and A-WR. Also, our data showed a blunted effect of nNOS on
the modulation of the sympathetic response in A-SHR, suggesting a role of nNOS in the

development and maintenance of hypertension in this model.



Introduction

Nitric oxide (NO) plays an important role in the control of vascular tone, including the
regulation of autonomic functions [1]. NO release by the neuronal isoform of nitric oxide
synthase (nNOS) has been shown to be able to blunt the central sympathetic drive and
to reduce the vascular tone. In this regard, sympathetic activity was increased by the
blockade of central NO production [2] and blood pressure was also increased when
nNOS was inhibited by S-methyl-L-thiocitrulline (SMTC), a specific nNOS inhibitor, in
conscious Sprague-Dawley rats [3]. nNOS, and therefore presumably NO, also occur in
the autonomic nerves in the outer adventitial layers of various blood vessels [4,5] and in
preganglionic sympathetic neurons [6,7]. Augmented vasoconstrictor responses to
perivascular nerve stimulation (PNS) have been consistently reported in isolated
arteries of spontaneously hypertensive rats (SHR) [8-12]. In both humans and rats,
hypertension is associated with endothelial dysfunction, i.e., reduced vasodilatation of
NO released by endothelial cells [13]. In contrast, the influence of nNOS on the
modulation of the sympathetic response induced by PNS has been poorly studied.
There are some reports indicating that NO released by non-endothelial NOS is blunted
in SHR compared with normotensive Wistar and Sprague-Dawley rats [11,14,15].
However, when compared with Wistar Kyoto rats (WKY), the response to NOS inhibition
with L-NAME is enhanced in endothelium-denuded mesenteric arteries from SHR,
suggesting an excess of NO release, probably by enhanced activation of nitrergic
nerves. These contrasting data could be explained by the differences in strains used as
controls, i.e., Wistar and Sprague-Dawley vs. WKY. Another explanation, not yet
extensively tested, could be related to the aging process. The increased NO release
may be related to the enhanced adrenergic nerve activity observed with aging in both
normotensive and hypertensive rats and may act as a compensatory mechanism. Since
SHR have been reported to be a hyperadrenergic model of hypertension, the presence
of nNOS dysfunction in a pre-hypertensive phase (3-4 weeks) could be related to the
etiology of hypertension. On the other hand, the absence of nNOS changes in the pre-
hypertensive phase may suggest a compensatory mechanism secondary to the
development of hypertension. Accordingly, the present study was conducted to examine

the influence of NO on neurally induced vasoconstrictor responses of the isolated
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mesenteric arterial bed during two periods of development: in the pre-hypertensive
phase (3-4weeks) and in the sustained hypertensive phase (24-30 weeks) of SHR. In
addition, histochemical localization of NADPH-diaphorase staining [6] and Western blot
of nNOS were also performed in the superior mesenteric ganglion of SHR and age-

matched normotensive rats.

Methods

Animals

Experiments were performed using female SHR (inbred SHR originally obtained from
Taconic Farms Inc, Germantown, NY) with 3-4weeks (young; 47+ 1g, n= 25) and with
24-30 weeks (adult, 205+2g. n=22) using age-matched young (Y-WR; 100 £ 1g, n=24)
and adult Wistar rats (A-WR; 370+7g, n=20) as normotensive controls. The rats had
free access to standard rat chow and tap water. All experiments were conducted in
accordance with institutional guidelines on the use of animals in research. Arterial blood

pressure was measured by the tail-cuff method.

Periarterial Nerve Stimulation

The rats were anesthetized with 2% tribromoethanol (1 mL/100 g IP), and the
mesenteric bed was removed and prepared for perfusion in a water-jacket organ bath
maintained at 37°C, as previously described [16]. In brief, the mesenteric arteries were
perfused with a modified Kreb’s solution (in mmol/L: NaCl 120.0, KCI 4.7, NaHCO3; 25.0,
CaCl,.2H,O0 3.0, MgCl,.6H,O 1.4, KH,PO, 1.2, glucose 11.0, and EDTA 0.03)
equilibrated with a 95% 02/5% CO, mixture, pH 7.4, at 37°C at a constant flow of 4
mL/min (LKB 2215 multiperplex pump, Sweden). The mesenteric perfusion pressure
was monitored (Beckman R 511A, USA) with a pressure transducer (Grass P23XL,
USA) connected to a sidearm of the mesenteric artery cannula. The output was
connected to an analogical-digital converter (Datag DI150. USA) and plugged into a
personal computer serial port. PNS was achieved through 2 bipolar platinum ring
electrodes placed around the superior mesenteric artery, and consisted of rectangular
pulses (34 V, 3 milliseconds) of variable frequency (7 to 64 Hz) applied for 20 seconds
at 3-minute intervals. The perfused mesenteric arterial bed was then allowed to

equilibrate for 15 minutes, PNS (7 to 64 Hz) was applied, and the increases in perfusion



pressure were recorded. Guanethidine (5 mmol/L) or tetrodotoxin (1 mmol/L) added at
the beginning of the perfusion period completely abolished the vasoconstrictor
responses to electrical stimulation (data not shown), indicating their sympathetic origin,
as previously described [10,17]. To investigate the influence of NO on the
vasoconstrictor responses elicited by sympathetic stimulation, the nNOS inhibitor S-
methyl-L-thiocitrulline (SMTC, 20 umol/L) was added to the perfusion solution after the
first frequency-response curve and a second frequency-response curve was done using
the same frequency range (7 to 64 Hz) of the first PNS stimulation. The perfusion of 20
MM SMTC did not change the NO endothelial-dependent vasodilator effect of ionophore
calcium (A23187) in mesenteric bed precontrated with 1 pg/ml phenylephrine (data not
shown).

NADPH-diaphorase

In a separate series of experiments, Y-SHR, A-SHR and age-matched WR were firstly
perfused intracardially with 200 mL saline followed by 100 to 150 mL of 4%
paraformaldehyde in 0.1mol/L phosphate buffer. At the end of the perfusion, the
superior mesenteric ganglion was removed and stored in 15% sucrose in 0.1mol/L
phosphate buffer overnight, stored in frozen and liquid nitrogen. Twenty-mm sections
were then cut with a cryostat, mounted on gelatin-coated slides and processed for
NADPH-diaphorase histochemistry as follows: sections were incubated for 60 minutes
at 37°C with a solution containing 0.1 mol/L phosphate buffer - pH 7.4, 0.3% Triton
X100, 0.1 mg/mL nitrobluetetrazolium, and 1.0 mg/mL b-NADPH; washed with distilled
water; and mounted for microscopic observation. The sections were examined with a
computerized image analysis system. Images were captured from slides using a Carl
Zeiss KS300 microscope and Sony DXC 107A camera together with the Image Pro Plus
software (version 4.0. Media Cybernetics). An area of 100 pz was delimited and the
number of neurons surrounded by NADPH-diaphorase was measured. For each animal,
fifteen sections were randomly counted along the mesenteric ganglion and an average

number of neurons was obtained and expressed as number of cells NADPH+/100 4.

Western Blot



Analysis of nNOS protein expression was done according a previously published
method [18], with small modifications. Briefly, 5 to 6 superior mesenteric ganglion were
removed from each experimental group, homogenized in 2 ml lysis buffer (50 mmol/L
Tris-HCI - pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, Triton X100 1%, deoxycholate 1%, SDS 0.01%, 1
pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 mmol/L sodium orthovanadate - pH 10.0, 1 mmol/L
sodium pyrophosphate, 25 mmol/L fluoride sodium, and 1 mmol/L EDTA - pH 8.0, at
4°C). Homogenates of 30 ug protein were electrophoretically separated on 7.5% SDS-
polyacrylamide gel and then transferred to polyvinyl difluoride membranes overnight.
The nonspecific background was minimized by incubating the membranes for one hour
with 5% non-fat powdered milk, Tris-buffer (10 mmol/L, pH 7.5), NaCl (100 mmol/L) and
Tween20 (0.1 %). Next, the membranes were incubated with mouse polyclonal antibody
for anti-nNOS (1/200) (Santa Cruz — Biotechnology, Santa Cruz, USA). The bands were
detected wusing a chemoluminescence system (SuperSignal West pico
Chemoluminescent substrate — Pierce, USA) and subjected to autoradiography (Kodak
Biomax MS-2, USA). Signals on the immunoblot were quantified by densitometry using
a Imaged NIH computer program and are reported in arbitrary units [19]. The same
membrane was used to determine anti-a-tubulin (1/4000) (Sigma Aldrich Company,
USA) expression, and the latter signal was used to correct nNOS expression in each

sample.

Data Analysis

Results are expressed as mediantSEM. Frequencies that elicited 50% of the maximal
response (Fsp) are reported as medians with their respective 95% confidence limits
(95% ClIs). The Fsp and maximal effect (Emax) values were calculated by regression
analysis from the complete frequency-response curves using the GraphPad Inplot
(version 4.0) and were analyzed by the paired non-parametric Wilcoxon t-test or the
unpaired non-parametric Mann-Whitney t-test as appropriate. Arterial blood pressure,
weight, basal perfusion pressure of the mesenteric arterial bed, nhumber of NADPH-
positive cells, and Western Blot measurements were compared by non-parametric
ANOVA (Kruskall-Wallis test). If differences were observed, the data were compared

using Dunn correction. Differences were considered significant when P>0.05.



Results

Tail cuff blood pressure was elevated in Y-SHR compared with Y-WR (132t 1, n=25
versus 116 £ 2 mmHg, n=24; P<0.001, respectively). In both rat strains blood pressure
significantly increased with aging, with higher levels in A-SHR (183 £ 1, n=22 versus
127 £ 3 mmHg, n=20; P<0.01 and P<0.001 compared with age-matched rats, WR
versus SHR, respectively). The basal perfusion pressure of isolated mesenteric arteries
was higher in A-SHR (27+1, n=7 versus 16+£0.4, n=6 in A-WR, 15+0.4, n=7 in Y-SHR
and 131 mm Hg, n=10 in Y-WR; P<0.01) and did not change when SMTC was added
to the Krebs solution. PNS (7 to 64 Hz) elicited frequency-dependent vasoconstrictor
responses of the mesenteric beds isolated from all groups (Figure. 1). In both SHR
groups, PNS produced higher responses, as noted by significantly higher Emax values
in comparison with WR (Table 1). The frequency-response curve was shifted to the left
in A-SHR, in which a lower frequency stimulus was required to elicit Fso (mean Fs50=14.3
Hz [95% CI, 13.8 to 14.9 Hz], n=6) than in Y-SHR (18.7 Hz [95% CI, 15.4 to 22.0 Hz],
n=7; P<0.05). In WR, Fso was the same when Y-WR were compared with A-WR, but the
maximal vasoconstrictor response was significantly higher in the aged group (mean
Emax = 106.1 mmHg [95%CI, 91.1 to 125.5 mmHg versus 78.2 mmHg [95% CI, 70.2 to
86.2 mmHg]; P<0.05).

The effect of perfusion with 20 yM SMTC on the sympathetic vasoconstriction elicited
by PNS is shown in Figure 2. In Y-WR, the inhibition of NNOS did not produce any effect
on the vasoconstrictor response induced by PNS (7-64 Hz, Figure 2A). However, there
was a discrete but significant increase in the sympathetic vasoconstrictor response after
nNOS inhibition in A-WR (Figure 2B), with a reduction of Fs, after SMTC perfusion
(mean Fs5p=14.8 Hz [95%CI, 12.8 to 16.7 Hz] versus 18.8 Hz [95%CI, 14.4 to 22.1), n=7,
P<0.05). In contrast, the effect of NNOS inhibition in SHR was only observed in Y-SHR
(Figure. 2C) and was blunted in A-SHR (Figure 2D). In Y-SHR, the effect of nNOS
inhibition was similar to that observed in A-WR, with a significant reduction of Fso after
perfusion with SMTC (mean Fsp 15.3 Hz [95%IC, 13.1 to 17.7] versus 18.7 [95%IC, 15.4
to 22.0], n=7, P<0.05).



In superior mesenteric ganglion, ~ 50% of the postganglionic neurons were surrounded
by a very dense pericellular network of NADPH-diaphorase containing terminals, as
described [6]. The number of neurons surrounded by NADPH-positive fibers was
significantly (P<0.001) diminished in the superior mesenteric ganglion of Y-SHR
compared with Y-WR (0.6 + 0.2, n=8 versus 2,8 + 0.4cells/10° um?, n=4, Figure 3). The
number of NADPH-positive fibers did not change with aging, keeping the same pattern
as observed in young rats (data not shown). nNOS protein expression was detected in
homogenates from fresh rat superior mesenteric ganglia (Figure 4). At 4 weeks of age,
nNOS protein was expressed with the same pattern in SHR and WR. However, a
marked decrease in nNOS expression was observed in A-SHR and A-WR. In contrast
with data observed in young rats, there was a significant decrease (P<0.05) in nNOS

protein abundance in A-SHR compared with A-WR.

Discussion

The present data demonstrate for the first time that the modulation of the sympathetic
response by NO is related to the aging process and to the phase of development of
arterial hypertension. The adrenergic response was higher in SHR compared to
normotensive rats both during the pre-hypertensive phase and the established
hypertension phase in the SHR model. These findings are comparable to previously
published data [12] and confirm the hyperadrenergic state observed in SHR. Neuronal
NO modulation of the peripheral adrenergic control of vascular tonus in vitro has been
mainly studied after removal of the vascular endothelium. This approach does not
eliminate the possible release of NO through the inducible NOS isoform expressed in
the vascular wall. In the present study we used perfusion with a selective nNOS inhibitor
(SMTC) at a dose that did not affect eNOS function. In addition, we used the mesenteric
arterial bed, a preparation abundantly innervated by adrenergic nerve endings and rich
in resistance vessels [20]. The present data show that the participation of nNOS in the
modulation of the adrenergic response is relevant in older normotensive rats and
appears to function as a compensatory mechanism for the increased adrenergic
response observed in this situation. Supporting this view, we observed a correlation

between adrenergic response and nitrergic modulation with the increase in arterial



blood pressure occurring with aging in normotensive animals. It is interesting to note
that in younger animals there was no effect of nNOS inhibition on the sympathetic
vasoconstrictor response even though nNOS as present in the superior mesenteric
ganglion, as could be noted by NADPH-diaphorase and Western blot. This
phenomenon, previously observed in Wistar Kyoto rats [21], has been explained on the
basis of the control of post-translational nNOS activity [22,23]. In the SHR, the observed
effect of nNOS blockade presented in pre-hypertensive phase could suggest a
premature activation of nNOS. In parallel, NNOS expression during this period is similar
to normotensive animals although the smaller number of neurons surrounded by
NADPH-positive fibers suggests that the relative expression of nNOS is increased.
Taken together, our data strongly suggests that the smaller number of NADPH-positive
neurons observed in Y-SHR leads to greater expression and activation of nNOS. This
phenomenon may be related with the increase adrenergic response and with the
development of arterial hypertension in the SHR model. These data agree with
previously published results regarding the immunolocalization of nNOS in the central
nervous system and in the intermediolateral region of the spinal cord, an area
corresponding to the location of preganglionic sympathetic neurons [24], and extend
these findings to the region of post-ganglionic sympathetic neurons in SHR. In the
phase of sustained hypertension, we observed a reduced nNOS expression and the
disappearance of the inhibitory modulation of sympathetic response by NO. These data
are in contrast to those reported by Ferrer et al [12,25] who compared the response of
nNOS inhibition and the generation of superoxide radicals in the mesenteric artery of
SHR, observing an increase in NO release in this model. This apparent contradiction
may be explained by the age at which the animals were studied (16 vs 24 weeks), the
preparation used (mesenteric artery vs mesenteric bed), the sex of the animals (females
vs males), and the control group used for comparison (WKY vs Wistar rats). Another
possibility, which was not explored in our experiment, is that the increased nNOS
expression and activity observed in the pre-hypertensive phase may be followed by
generation of superoxide, as already observed by Ferrer et al [12]. The increase of free-
radical formation could damage the nitrergic fibers, as already observed by Cellek et al

[26] in diabetic animals, leading to a nNOS dysfunction observed in aged animals.
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In conclusion, these results show an augmented sympathetic response to PNS,
counteracted by neuronal NO in the mesenteric bed of pre-hypertensive SHR. In
addition, this response pattern was also observed with aging in WR. Our data showed a
blunted effect of NNOS on the modulation of the sympathetic response in the sustained
phase of hypertension in SHR, suggesting a role of nNOS in the development and

maintenance of hypertension in this model.
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Table 1: Values of frequencies that elicited 50% of the maximal response (Fso) and
maximal effect (Emax) for frequency-response curves (7-64Hz) of mesenteric arterial bed
isolated from young and adult Wistar (Y-WR; A-WR) and young and adult SHR (Y-SHR;
A-SHR)

GROUP Fso Emax
Y-WR 16,2 78,2
141~18,2 (70,2 — 86,2)
(10) ( )
Y-SHR 18,7 183,1*
(7) (15,4 — 22,0) (153,3 - 212,9)
A-WR 18,8 106,17
(6) (14,4 —22,1) (91,1 — 125,5)
A-SHR 14,31 171,17
(7) (13,8 ~ 14,9) (165,1 — 177,2)

Values expressed as median with their respective 95% confidence limits (95%IC). The
number of animals is given in parenthesis. *P<0.001 Y-WR versus Y-SHR (Emax); TP<
0.05 A-WR versus A-SHR (Emax); Y-WR versus A-WR (Emax) and A-SHR versus Y-
SHR (Fsp).



Figure Legends

Figure 1. Sympathetic vasoconstrictor response induced by PNS in isolated mesenteric
bed of young Wistar rats (Y-WR) (e); adult Wistar rats (A-WR) (o); young SHR (Y-SHR)
(w); and adult SHR (A-SHR) (o). Data are presented as mean = SEM. The number of
animals is given in parenthesis. "P<0.001 Y-WR versus Y-SHR (Emax); TP<0.05 A-WR
versus A-SHR (Emax); ¥P<0.05 Y-WR versus A-WR (Emax); $P<0.05 A-SHR versus Y-
SHR (Fso), Mann-Whitney test. MPP = mean perfusion pressure (mmHg).

Figure 2. Effect of perfusion with 20 uM S-methyl-thiocitrulline (SMTC) on the sympathetic
vasoconstrictor response induced by PNS (7-64 Hz) in isolated mesenteric bed of young
Wistar rats (Y-WR) (A); adult Wistar rats (A-WR) (B); young (Y-SHR) (C); and adult SHR
(A-SHR) (D). Data are presented as mean £ SEM. The number of animals is given in
parenthesis. ‘P<0.05 Y-SHR versus Y-SHR with SMTC (Fs) and A-WR versus A-WR with

SMTC (Fsg), Wilcoxon test. MPP indicates mesenteric perfusion pressure (mmHg).

Figure 3. Number of positive NADPH-diaphorase neurons in mesenteric ganglion of
young Wistar (Y-WR), adult Wistar (A-WR), young SHR (Y-SHR) and adult SHR (A-
SHR) animals. The bars represent the means + SEM ('P< 0.001, Y-SHR versus Y-WR;
TP<0.05, A-SHR versus A-WR, Kruskal-Wallis test with Dunn correction).

Figure 4. (A) Protein expression of neuronal nitric oxide synthase with respective a-
tubulin in superior mesenteric ganglia from young and adult WR (Y-WR and A-WR) and
SHR (Y-SHR and A-SHR). (B) Data are reported as mean + SEM; "P<0.01 (A-SHR and
A-WR versus respective young controls); TP<0.05 (A-SHR versus A-WR). Kruskal-

Wallis test with Dunn correction.
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Figure 5. Light microscopy images showing positive NADPH-diaphorase neurons (arrows)
in mesenteric ganglion from (A) Y-WR and (B) Y-SHR. Note that the staining for nNOS
(NADPH-diaphorase) is more intense in Y-WR than in Y-SHR. Scale bar = 25um.



CHANGES IN MPP

(mmHg)

16

2004 @ Y-WR(10)

B Y-SHR (7) _’l‘_§
1501 © A-WR (B)

O A-SHR (7)

100

50-

T T

7 110 112 1l5 24 32 64
FREQUENCY (Hz)



CHANGES IN MPP

CHANGES IN MPP

(mmHg)

100+
75-
50-
25-] ® Y-WR(10)
O Y-WR SMTC (10)
0 1 ¥ 1 1 1 1 1
7 10 12 15 24 32
FREQUENCY (Hz)
200+
150
100+
50+ A Y-SHR 30d (7)

A Y-SHR SMTC (7)

T
7

1.0 1I2 1‘5 24 32
FREQUENCY (Hz)

CHANGES IN MPP

CHANGES IN MPP

(mmHg)

(mmHg)

1504 B
— .
100+
50
v AWR (6)
v A-WR SMTC (8)
0 Y/ T T T T T T
7 1012 15 24 32 64
FREQUENCY (Hz)
2000
150- /i/i'/__i
100
50- ® ASHR(7)
O A-SHR SMTC (7)
0 T T T T T T T
7 1012 15 24 32 64

FREQUENCY (Hz)



18

5.0+

0
N
ANEi no:m__oov
+ 9sesoydelp-HdAVN
'suoandu N

0.0

Y-WR Y-SHR A-WR A-SHR



19




20

(A)
Y-WR Y-SHR A-WR A-SHR
| - - nNOS (155 kDa)
“ “ 6 « 1- Tubulin (55 kDa)
(B)

1.5

;
N\

Y-WR Y-SHR A-WR A-SHR

nNOS Protein Mass
(arbitrary units)




	Document_240510_101916
	Document_240510_101928
	Document_240510_101938
	Document_240510_101959
	Document_240510_102050
	Document_240510_102140
	Document_240510_102242
	Document_240510_102327
	Document_240510_102418
	Document_240510_102501

