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A hipertensao renovascular € uma forma secundaria da hipertensao arterial,
que corresponde de 1-5% dos casos de hipertensdo. A associacao entre
hipertenséo arterial e disfuncdes miccionais foi observada no modelo experimental
de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Até o momento nenhum estudo
avaliou as disfungdes miccionais em animais hipertensos renovasculares. Dessa
forma, neste estudo, caracterizamos a disfuncdo miccional em ratos hipertensos
renovasculares através do modelo de dois rins, um clip (2K-1C).

Em ratos Wistar (200-220 g) colocou-se um clip em torno da artéria renal.
Depois de oito semanas, os ratos foram utilizados. Realizou-se estudo
cistométrico em ratos anestesiados, assim como curvas concentracao-resposta
para agentes contrateis e relaxantes em detrusor isolado (DSM). Foram também
realizados estudos histomorfométricos e da expressdo de RNAm dos receptores
muscarinicos M3 e M2 em DSM isolado.

Os resultados histomorfométricos mostraram aumentos significantes na
espessura da parede da bexiga, no volume intravesical, na densidade de
musculatura lisa e na densidade de fibras neurais no grupo 2K-1C em comparacao
ao SHAM. O agonista muscarinico, carbacol, produziu contragdes concentragao-
dependentes do DSM, as quais foram significantemente maiores no grupo 2K-1C.
O inibidor da Rho-quinase, Y27-632 (10 upM), reduziu significantemente a
contragdo induzida pelo carbacol nos ratos SHAM e 2K-1C; porém, no grupo 2K-
1C, o DSM continuou hiperativo na presenca do Y27-632. A estimulacéo elétrica
(1 — 32 Hz) produziu contragdo freqiéncia-dependente do DSM as quais foram

maiores no grupo 2K-1C. O agonista purinérgico P2X, a,3-metileno-ATP (1 — 100
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UM), o KCI (1 — 300 uM) e o Ca?®" extracelular (0,01-100 pM) produziram
contracbes concentracdo-dependente; porém, ndo observamos diferencas entre o
grupo SHAM e 2K-1C. O agonista nao seletivo B-adrenérgico, isoproterenol, o
agonista seletivo Pz-adrenérgico, metaproterenol, e o agonista seletivo Bs-
adrenérgico, BRL37-344, produziram relaxamentos menores do DSM nos ratos
2K-1C, e também reducao nos niveis intracelulares de AMPc nos detrusores. O
efeito relaxante ao nitroprussiato de sédio e BAY41-2272 mantiveram-se iguais
nos animais SHAM e 2K-1C. A expressdo do RNAm do receptor muscarinico M3
(mas ndo do M,) no DSM foi significantemente maior nos ratos 2K-1C em
comparagao ao grupo controle.

Os tratamentos crénicos com losartan e captopril normalizaram a pressao
arterial sistélica dos animais 2K-1C, normalizaram a fungao miccional, e reduziram
a hipercontratiidade do detrusor induzida pela estimulagdo elétrica e pelo
carbacol, assim como restabeleceram o relaxamento induzido pelo isoproterenol
ao nivel do grupo SHAM.

Concluimos que os ratos hipertensos renovasculares apresentam
hiperatividade do detrusor, a qual envolve remodelamento tecidual e aumento da
contragcdo via receptor muscarinico Mz associado a redugédo no relaxamento B-
adrenérgico com reducdo da sinalizagao intracelular e produgcdo de AMPc. Os
tratamentos com losartan e captopril restauram a fungdo miccional dos animais

2K-1C.
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Renovascular hypertension is a secondary form of arterial hypertension,
accounting for 1-5% of cases in unselected population. Association between
arterial hypertension and urinary bladder dysfunction has been reported in
spontaneously hypertensive rats, but no study evaluated the bladder dysfunction in
renovascular hypertensive animals. Therefore, in this study, we explored the
bladder dysfunction in renovascular hypertensive rats, using the two-kidney one-
clip (2K-1C) model.

A silver clip was placed around the renal artery of male Wistar Kyoto rats
(200-220 ). After eight weeks, rats were used. Cystometric study in anesthetized
rats, along with concentration-response curves to both contractile and relaxant
agents in isolated detrusor smooth muscle (DSM) were performed.
Histomorphometry and mRNA expression of muscarinic M3 and M2 receptors in
DSM were also determined.

The histomorphometric data showed significant increases in bladder wall
thickness, intravesical volume and density of smooth muscle, as well as density of
neural fibers in the 2K-1C group compared with SHAM. The muscarinic agonist
carbachol produced concentration-dependent DSM contractions, which were
markedly greater in 2K-1C rats. The Rho-kinase inhibitor Y27-632 (10 pM)
significantly reduced the carbachol-induced contractions in sham and 2K-1C rats,
but DSM in 2K-1C rats remained overactive in the presence of Y27632. Electrical-
field stimulation (EFS; 1-32 Hz) produced frequency-dependent DSM contractions
that were also greater in 2K-1C group. The P2X receptor agonist a,3-methylene

ATP (1-100 pM), KCI (1-300 mM) and extracellular Ca®* (0.01-100 M) produced
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concentration-dependent DSM contractions, but no changes among sham and 2K-
1C rats were seen. In 2K-1C rats, the non-selective B-adrenoceptor agonist
isoproterenol, the Bz-adrenoceptor agonist metaproterenol and the Bs-adrenoceptor
agonist BRL 37-344 produced lower DSM relaxations, as well as decreased cAMP
levels. The relaxant responses to sodium nitroprusside and BAY 41-2272 remained
unchanged in 2K-1C rats. Expression of mRNA of muscarinic M3 (but not of My)
receptors in DSM was significantly increased in 2K-1C rats.

The chronic treatment with losartan and captopril normalized the blood
systolic pressure of 2K-1C animals, improved their urinary function by reducing
DSM hypercontractility to EFS and carbacol stimulation, and restored the
relaxation induced by the B-adrenergic agonist isoproterenol to the level of SHAM
group.

In conclusion, renovascular hypertensive rats exhibit overactive DSM that
involves tissue remodeling and enhanced muscarinic Ms-mediated contractions
associated with reduced B-adrenoceptor-mediated signal transduction. The

treatments with losartan and captopril improved urinary function of 2K-1C animals.
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1.1 Hipertensao Arterial

1.1.1 Epidemiologia

A hipertensao é uma doenca de escalas globais. Os numeros sao grandes:
a doenca atinge cerca de 60 milhdes de pessoas nos Estados Unidos e mais de
um bilhdo de pessoas no mundo. No Brasil, de acordo com dados do Ministério da
Saude, cerca de 30 milhdes de brasileiros tém hipertensao e ha outros 12 milhdes
que ainda ndo sabem que possuem a doenca. A hipertensao arterial pode ser
diferenciada em priméria (essencial) e secundéria. A hipertensao arterial priméria,
que corresponde ao maior numero de hipertensos (~95%), é o tipo de hipertensao
em que a causa etiolégica ndo é bem definida. A hipertensao arterial secundaria,
que corresponde ao menor numero de hipertensos (~5%), é o tipo de hipertensao
em que a causa é bem definida; por exemplo, disfungdes enddcrinas, uso de
drogas, gravidez, estenose adrtica, estenose da artéria renal, nefropatia diabética,

glomerulonefrite e doenga policistica.

1.1.2 Doenca aterosclerdtica da artéria renal

A coarctagdo da artéria renal (CAR) resulta em hipertensdo arterial e
isquemia nefropdtica. A isquemia renal causada pela CAR em ambos os rins, na
maioria dos casos, se cronifica, e os pacientes acabam evoluindo para uso de

hemodialise em seu estégio final "2,
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Os fatores de risco relacionados a doencga aterosclerética da artéria renal
incluem o envelhecimento, diabetes, dislipidemias e doengas vasculares

(343 Estudos indicam que a CAR segue as consequéncias sistémicas

periféricas
da aterosclerose em relacdo a qualidade e comprometimentos. A CAR pode
resultar na isquemia nefropatica, evoluindo para reducao da filtracao glomerular ou

perda do parénquima renal devido a reducao do fluxo sanguineo renal.

Episddios repetidos de diminuicdo do fluxo sanguineo renal levam a
destruicdo irreversivel do parénquima renal levando consequentemente a
estenose. A hipoperfusédo renal leva ao aumento da secre¢do de renina pelas
células justa-glomerulares e, consequentemente, a geracdao de angiotensina Il
(ang Il). A ang Il induz aumento da expressdo do RNAm do fator transformador de
crescimento beta (TGF-B) e do RNAm do fator de crescimento derivado de
plagueta (PDGF), resultando no acumulo da matriz extracelular e colageno do tipo

IV no intersticio renal ©,

Clipagem renal pelo método de GoldBlatt Il (2K-1C)

O modelo experimental de hipertensdo renovascular (2K-1C) foi
inicialmente descrito por Goldblatt em 1934, e consiste na estenose unilateral da
artéria renal, através da colocagéo de um “clip” metalico entorno da artéria renal
() O “clip” ndo é suficientemente capaz de causar isquemia; porém, a reducéo da

perfusdo renal estimula o aumento da sintese e liberacao de renina no rim clipado.
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O rim néao clipado, subjetivamente ao progressivo aumento na pressao arterial (em
resposta ao aumento de renina no rim clipado), aumenta a secrecao de renina,
promovendo aumento da excrecao de sddio (natriurese).

Apenas um rim saudavel é suficiente para manter a depuragao renal e o
equilibrio dindmico de so6dio, mantendo a pressdo arterial normal; porém, o
paradigma da hipertensdo do modelo Goldblatt reside na inabilidade do rim
saudavel em prevenir o desenvolvimento da hipertenséo arterial sistémica.

No rim clipado, a ang Il eleva-se até o 7° dia pos-clipagem apds o qual a
perfusdo do rim clipado é reestabilizada. A ang Il, a renina e a reabsorcao renal de
Na® voltam aos niveis basais. Da mesma forma, apés 3 semanas da clipagem
renal, os niveis plasmaticos de renina e ang Il também retornam aos niveis basais,
porém a pressao arterial continua elevada. Depois desse periodo de estabilizacao
da pressao renal no rim clipado e da normalizacdo dos niveis plasmaticos de ang
Il e de renina, a fung¢ao renal do rim nao estendtico continua sendo modulada pela
ang Il. Varios trabalhos da década de oitenta e noventa mostram que o rim n&o-
clipado €& o principal responsavel pela ativacdo do SRA (sistema-renina-

angiotensina), repercutindo na manutengdo do quadro de hipertensao arterial © *

10, 11, 12)

Como os niveis de ang Il ndo voltam ao basal no rim nao clipado, sugere-se
que a atividade do SRA mantém-se também aumentada na hipertensdo causada
pela estenose da artéria renal arterosclerética. Dessa forma, trabalhos mostram

que a administracao de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e
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de antagonistas do receptor ATy da angiotensina |l contribuem significantemente

para reducdo dos niveis presséricos nesses casos!'.

1.1.3 Sistema renina angiotensina (SRA)

O SRA ¢é ativado, fisiologicamente, para reverter a hipotensao arterial. Em
situacoes patoldgicas de hipertensao arterial ocorre a estimulacdo persistente
deste sistema. A hipertensao arterial, quando nao tratada, pode ser assintomatica
durante anos; porém, os danos teciduais e funcionais ocorridos sao muitas vezes

irreparaveis.

A atividade do SRA inicia-se quando o polipeptideo angiotensinogénio,
sintetizado pelo figado, € clivado pela renina, sintetizada pelas células justa-
glomerulares. Quando liberada na corrente sanguinea forma o decapeptidio ang |
a partir do angiotensinogénio. A ang I, na superficie pulmonar e no endotélio renal,

sofre uma segunda acgao enzimatica na qual a ECA o transforma em ang |l.

A ang |l possui diversas acdes como estimulagdo das fibras simpaticas,
estimulacédo tubular dos canais de sodio e cloro e acado vasoconstritora. No cértex
da supra-renal, a aldosterona é liberada para corrente sanguinea, aumentando a
retencdo de agua ao nivel de ducto coletor do néfron. Ao interagir com receptores
vasculares do tipo ATy, a Ang Il, contrai a musculatura lisa vascular. A ang |l

também pode ativar o I6bulo posterior da hipofise ocasionando a liberacdo do
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horménio anti-diurético (ADH), o qual atua sinergicamente na retencao de agua no

ducto coletor do néfron.

Participacdo da angiotensina Il nos transtornos do baixo trato urinario

Estudos recentes sugerem que a ang Il € um fator tréfico local da parede da
bexiga, sendo responsavel por regular a hipertrofia da musculatura lisa e a
producdo de colageno . No modelo experimental de hiperatividade de bexiga
por obstrucdo parcial observou-se que a ang Il é responsavel pela hipertrofia da
musculatura lisa e aumento da producdo de colageno. Palmer et al.(™®
demonstraram que o inibidor da ECA, captopril, € o antagonista do receptor de
ang ll, losartan, atenuam significativamente as alteragdes histologicas encontradas
em ratos com obstrucao parcial de bexiga.

Utilizando-se o0 modelo experimental de obstrucdo parcial de bexiga e
técnica de radio-ligante foi verificado que a densidade de receptor AT1 na bexiga
ndo esta alterada; porém, a sensibilidade destes receptores encontra-se
aumentada nesta condigcdo patoldgica. Neste mesmo trabalho, mostrou-se que o
antagonista de ang Il, telmisartan, reduz significantemente a hipertrofia da parede
da bexiga. Dessa forma, foi comprovado um papel importante da ang Il na

fisiopatologia do baixo trato urinario*.
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1.1.4 Uma nova visao do SRA

Classicamente, o angiotensinogénio sofre a acdo da renina e produz ang |
que, sob a acdao da ECA, produz ang Il, que por sua vez exerce suas agdes em
receptores AT e AT,. Nesse contexto, a ang Il € o peptideo biologicamente ativo e
a ECA é o modulador central do sistema. Atualmente, sabe-se que a ang | pode
ser hidrolisada para angiotensina-(1-9) (ang1-9) por meio da acdo catalitica de
uma monopeptidase denominada ECA2. A ang1-9, por sua vez, pode sofrer a
acao da ECA, gerando a angiotensina-(1-7) (ang1-7), o peptideo biologicamente
ativo dessa via e potente vasodilatador. A ang1-7 pode também ser gerada

diretamente da ang | por outras endopeptidases que nao as ECA2 e ECA (&7,

A eficiéncia catalitica da ECA2 é 400 vezes maior com a ang Il como
substrato do que com a ang | "®. A descoberta da ang1-7 e ECA2 ampliam o

16,17) " Acredita-se

conhecimento e a percepcdo de como esse sistema trabalha
que esse segundo eixo do SRA atua como um contra-regulador do primeiro. A
geracao do vasodilatador ang 1-7, atraves da ECA2, supostamente contrabalanca
o efeito vasopressor da ang Il gerada pela acdao da ECA. Provavelmente, sob
condicoes fisiologicas, existe um fino equilibrio entre os dois eixos do SRA,
mantendo o tdnus normal dos vasos sanguineos. Qualquer desequilibrio entre os
dois eixos do sistema, como resultado de um eventual processo patogénico, pode
resultar em hipertensdo arterial. Ainda ndo € claro a contribuicdo relativa da

segunda via metabdlica de ang | em condi¢gdes hemodindmicas fisiopatoldgicas, e

a proporcéo de ang | direcionada para cada eixo do SRA. A poténcia da ang 1-7
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como vasodilatadora em relacdo a da ang |l como vasoconstritora em seres
humanos também néo esta definitivamente elucidada. De qualquer modo, parece
certo que se esta frente a um sistema com dupla funcado contra-regulador que
permite inibicao e estimulacdo de um mesmo érgao efetor, possibilitando equilibrio
entre duas forcas opostas, favorecendo a homeostase. Sabe-se que quanto maior
a razao ang 1-7/ang Il ou ang 1-7/ang |, mais fortemente a ang 1-7 “antagoniza” a
ang |l ou maior é sua producéo a partir de ang I. A medida de ang 1-7 pode ser
considerada uma medida indireta dos niveis e da atividade da ECA2, uma vez que

esta enzima é seu produto efetor 9.

Baseado em achados de que componentes do SRA sdo encontrados em
6rgdos como cérebro, introduziu-se o conceito de SRA tecidual ou local 82, Os
genes para todos os componentes do SRA tém sido clonados, sendo encontrados
em muitos tecidos, confirmando a possibilidade de sintese local de ang Il. E
sabido também que esses sistemas locais ndo sdo entidades isoladas, mas
podem interagir com o SRA endocrino, bem como com outros sistemas peptidicos
em multiplos niveis. Isto parece explicar a fisiopatologia do SRA em varios 6rgaos

@) Qu seja, atualmente,

gue ndo apenas coracdo, vasos sanguineos e rins
quando se estuda o SRA, deve-se considerar ndo apenas o eixo tradicional
mediado pela ECA/ang Il mas também o segundo eixo mediado pela ECA2/ang 1-

7, e arelacao entre os dois (Figura 1).
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Figura 1. Vias proteoliticas para formacdo das angiotensinas. ECA: enzima
conversora de angiotensina; Amp A: aminopeptidase A; Cbp: carboxipeptidases; D-Amp:
dipeptidil-aminopeptidase I-1ll; NEP: endopeptidase neural; PCP: prolilcarboxipeptidase;
PEP: prolil-endopeptidase; ECA 2: enzima conversora de angiotensina 2 "9,

1.2  Anatomo-fisiologia da bexiga urinaria

O baixo trato urindrio € constituido pela bexiga, uretra e esfincteres. A
bexiga € um 6rgao dividido em duas regides distintas: uma ampla regido
localizada acima dos orificios ureterais, denominada “corpo da bexiga”, que
contém o musculo liso detrusor, e uma regido menor, abaixo dos orificios

ureterais, denominada “base da bexiga”, que € constituida pelo musculo trigono e
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2 A principal musculatura da bexiga é o musculo liso

juncéao uretravesical
detrusor. As fibras musculares do detrusor sdo capazes de se distender permitindo
um aumento do volume da bexiga, sem aumento da pressao intravesical, e de se
contrair de maneira suficiente para gerar a pressao necessaria para liberar a urina.
A bexiga urinaria € um 6rgao elastico que apresenta capacidade de estocar e
liberar urina. Esta capacidade depende da atividade dos musculos lisos e
estriados, uretra e esfincter uretral externo.

O corpo da bexiga é dividido em trés partes: a camada serosa que reveste
a bexiga externamente, a tunica muscular, denominada de musculo detrusor e o
urotélio que reveste internamente a bexiga com trés camadas celulares, tornando-
a ndo somente impermeavel como também uma regiao que secreta substancias. A
bexiga, a uretra e os esfincteres, os muasculos envolventes, a inervagao
autonémica e somatica e os neurotransmissores sao elementos fundamentais,

cuja interacdo resulta no estabelecimento da continéncia urinaria 2.

A fisiologia da bexiga apresenta duas fases, uma de armazenamento de
urina, e a outra de esvaziamento. A fase de armazenamento consiste de duas
sub-fases, sendo uma inicial que corresponde apenas a enchimento, e uma
segunda, que se da apdés a primeira sensagcdo para micgdo. A fase de
esvaziamento € caracterizada pelo aumento da pressao intravesical com

@3 Durante a fase de armazenamento de urina,

consequente saida da urina
ocorre, simultaneamente, o relaxamento do detrusor, € a contragdo da base da

bexiga e da uretra, sendo esses eventos mediados, predominantemente, por
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catecolaminas liberadas de fibras autondmicas simpéaticas. Na fase de
esvaziamento, o detrusor se contrai, a0 passo que a base da bexiga (e a uretra)
se relaxam. Esses eventos sdo mediados, respectivamente, pela acetilcolina
(ACh), oriunda de fibras autonémicas parassimpaticas ao nivel do detrusor, e por

fibras simpaticas e neurdnios nitrérgicos na base da bexiga e da uretra 2.

Em relacdo a inervacdao autondmica e somatica da bexiga, sabe-se que a
mesma € inervada pelos nervos pélvico, hipogastrico e pudendo. O nervo pélvico
conduz fibras parassimpaticas para o detrusor, sendo sua atividade relacionada,

24, 25

essencialmente, a fase de esvaziamento ). A ativacdo dessas fibras leva a

liberacaéo de ACh, a qual interage com receptores muscarinicos,
predominantemente do subtipo M3, causando contragdo muscular #® 27 2 O

nervo pélvico também libera neurotransmissores nao-adrenérgicos nao-

colinérgicos (NANC), como o ATP (adenosina trifosfato) e o éxido nitrico (NO).

O ATP leva a contragdo do detrusor por interagir com receptores
purinérgicos do tipo P2X. Aparentemente, esta via € menos importante para a
fisiologia vesical do que a muscarinica, ao menos em condi¢des fisiologicas. No
entanto, alguns trabalhos mostram que em situagdes patoldgicas de hiperatividade
da bexiga essa via pode assumir grande importancia “?. Por outro lado, o NO
promove relaxamento da musculatura lisa uretral por estimulacdo da guanilil
ciclase solivel (GCs) levando & formagdo de GMP ciclico (GMPc) ©%3"3 O NO é
um neurotransmissor formado a partir da L-arginina, através de uma reacdo

catalisada por uma familia de enzimas denominadas sintase de O6xido nitrico
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(NOS) ®3. Existem trés isoformas da NOS, denominadas de endotelial (eNOS),
neural (nNOS) e induzivel (INOS), cada qual codificada por diferentes genes ©%. O
mecanismo de acao do NO, de modo geral, envolve a sua ligacao na porcao heme
da sGC, induzindo uma mudanca conformacional que leva a enzima a sintetizar
3’5’'monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) a partir do trifosfato de guanosina
(GTP) ®®. Drogas que aumentam as concentragdes intracelulares do nucleotideo

GMPc relaxam o baixo trato urinario ©®,

O nervo hipogastrico conduz fibras simpaticas para parte do detrusor, e
para a base da bexiga e uretra. A atividade deste nervo estéa relacionada a fase de
armazenamento de urina, evento este mediado pela liberagcdo de noradrenalina.
Este neurotransmissor interage com receptores (3> € B3 no detrusor, cuja ativacao
resulta em relaxamento muscular, e com receptores do subtipo aia presentes no

trigono e na uretra, cuja ativagao resulta em contracdo muscular 738 3940

O nervo pudendo é responsavel pela liberagao de ACh, que interage com
receptores nicotinicos no esfincter uretral externo, levando a contracdo dessa
41, 23

musculatura, contribuindo, assim, para o processo de retengdo urinaria (

Figura 2)
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Figura 2. Representacao esquematica da inervacao da bexiga. Nervo hipogéstrico
(nervo simpatico), nervo pélvico (nervo parassimpatico), nervo pudendo (nervo somatico).
ACh: acetilcolina, NE: noradrenalina, NO: 6xido nitrico, Thy-L,: regido toraco-lombar, S»-
S.: regido sacral da coluna vertebral (**, adaptado).

1.2.1 Mecanismos contrateis

Receptores muscarinicos

Os antagonistas dos receptores muscarinicos sdo as drogas mais prescritas
para o tratamento da hiperatividade de bexiga (Oxibutinina, Atropina). Essas
drogas agem, bloqueando os receptores muscarinicos pos-juncionais no musculo
detrusor. Dois subtipos dos receptores muscarinicos M, e M3 foram identificados
em diversas espécies animais como sendo 0s responsaveis pelo processo de

contracdo do detrusor. Embora seja evidenciado que o subtipo M, seja expresso
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em maior quantidade na bexiga (80%), a contragcdo do detrusor € mediada
principalmente pelo subtipo Mz 42 4344,

A estimulagao dos receptores M3 pela ACh leva a hidrolise do fosfoinositol e
posteriormente a liberagdo intracelular de Ca*™ e a contragdo do musculo liso ),

46) Essas evidéncias foram

juntamente com a ativacdo da via Rho-Quinase
confirmadas em estudo utilizando camundongos knockout para o receptor M3, no
qual a resposta contratil exercida pelo carbacol na bexiga é marcantemente
reduzida ). A contracdo residual (5%) que persiste com camundongos “knockout”
para receptor M3 é abolida com duplo knockout para Mz/Ms em camundongos,
validando a idéia de que os receptores M, tem um papel discreto no processo de
contragdo miccional “”. Estudos ainda mostram que o receptor M, é importante
para auxiliar os efeitos contrateis causados pelo receptor Ms “®. Porém, essa
participacdo parece ser mais importante em estados patoldgicos “® *¥. Ainda
assim, tanto em detrusor normal quanto em detrusor hiperativo de humanos, a
resposta contratil ao carbacol é mediada predominantemente pelo receptor M3 0.
Em contrapartida, o receptor Mz age inibindo a adenilil ciclase e estimulando a
sintese de proteina kinase C (PKC), a qual atua fosforilando diversas proteinas

citoplasmaticas, além de inibir canais de potassio ativados por calcio de

membrana e liberar calcio dos reticulos sarcoplasmaticos (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de biossinalizacao do receptor muscarinico M;. A ativacdo dos
receptores Ms pela ACh ativa a PLC, produzindo IP; e DAG. O aumento de IP; leva ao
aumento de [Ca*]i o qual ativara a MLC quinase, promovendo a fosforilacdo da MLC e
consequentemente a contragdo. O DAG ativa a PKC que inibira a MLC fosfatase. ACh:
acetilcolina, PLC: fosfolipase C, IP3: trifosfato de inositol, SR: reticulo sarcoplasmatico,
Ca®*: ions célcio, MLC kinase: quinase da cadeia leve de miosina, MLC: cadeia leve de
miosina, MLC-P: miosina de cadeia leve fosforilada, CIC: calcio induzindo liberagdo de
célcio, PKC: proteina quinase C, MLC-fosfatase: fosfatase da cadeia leve de miosina
(adaptado de Anderson e Hedlung, 2002)

1.2.2 Mecanismos relaxantes
Receptores B-adrenérgicos

Trés subtipos de receptores [-adrenérgicos (B1, B2, Bs) foram identificados
no detrusor, porém a participacao dos diferentes subtipos na resposta relaxante

varia de acordo com a espécie animal. Em detrusor de humanos, os receptores [3-
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adrenérgicos sdo expressos na proporc¢ao de 1,5%, 1,4% e 97% para B1,B2€ Bs,
respectivamente, sendo o relaxamento mediado principalmente pelos receptores
Bs V. O subtipo By parece ndo ter importancia funcional no relaxamento do
detrusor de ratos, ao passo que em caes e coelhos, a ativacdo destes receptores
parece contribuir para o relaxamento da bexiga. Os receptores 32 e Bz parecem ser
igualmente responsaveis pelo relaxamento do detrusor em ratos; porém, em
coelhos, os receptores B2 tém maior participacao nas respostas relaxantes quando
comparados aos B3 2.

A estimulagdo de receptores [(-adrenérgicos dispara uma cascata de
eventos celulares iniciando-se com a ativagao da enzima adenilil ciclase induzindo
acumulos de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O aumento dos niveis de
AMPc leva a ativacao da proteina quinase A (PKA) que tem como funcédo a
fosforilagdo de proteinas especificas, promovendo o relaxamento da musculatura
lisa (Figura 4). Dentre as agoes atribuidas a PKA esta a inativacdao da MLCK e o
aumento da recaptacdo de calcio para o reticulo sarcoplasmatico através da

3 A ativacdo de

fosforilacdo da fosfolambana, diminuindo o célcio citosdlico
receptores 3 pode promover o relaxamento do detrusor também por mecanismos
independentes de AMPc, incluindo a ativagdo de canais de potassio. Dentre estes
canais, destacam-se 0s canais de potassio ativados por célcio (BKc,), que levam a
hiperpolarizacdo das células musculares, causando o fechamento dos canais de

célcio do tipo L e consequente bloqueio do influxo de célcio para o meio

intracelular.
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Figura 4. Esquema da formacéo e hidrdlise do AMPc no detrusor. A estimulagdo do
receptor do subtipo B; pela NA ativa a AC com conseqliente aumento do AMPc, o qual é
degradado pela PDE a 5-AMP. NA: noradrenalina, AC: adenilil ciclase, PKA: proteina
quinase A, PDEs: fosfodiesterases, Karp: canal potassio ativado por ATP, B3: receptor
beta-3 adrenérgico, PKC: proteina quinase C, ATP: trifosfato de adenosina, cAMP:
monofosfato ciclico de adenosina, BK.,: canal de potassio ativado por calcio.

1.2.3 Bexiga hiperativa

A sindrome da bexiga hiperativa, sindrome de urgéncia ou sindrome de
urgéncia-frequéncia € um diagnéstico clinico caracterizado por urgéncia miccional,
com ou sem urge-incontinéncia, usualmente acompanhada de nocturia e de
aumento da frequéncia urinaria, na auséncia de fatores infecciosos, metabdlicos

54, 55

ou locais ). A hiperatividade do detrusor, por sua vez, refere-se a um

diagédstico urodindmico que se caracteriza por contragdes involuntarias do detrusor
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%4. %9 - Admite-se que,

durante a cistometria; pode ser neurogénica ou idiopatica ¢
em mais de 90% das vezes a hiperatividade do detrusor € idiopatica.

A bexiga hiperativa compromete sobremaneira a qualidade de vida,
causando isolamento social, queda de produtividade no trabalho, vergonha,
frustracdo, ansiedade e baixa auto-estima ©®. Os sintomas da bexiga hiperativa
sdo variados e, no geral, associam-se & hiperatividade do detrusor ©”. O sintoma
mais comum € o aumento da freqiéncia miccional, referido por cerca de 85% dos

pacientes, seguido da urgéncia, presente em 54% das vezes %

A urge-
incontinéncia esta presente em apenas um terco dos pacientes. S&o ainda
relatados outros sintomas, como enurese noturna e perda de urina durante o0s

esforcos da relagdo sexual 9.
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Justificativa

A hiperatividade da bexiga resulta em urgéncia, noctudria, polaciuria, com ou
sem urge-incontinéncia, piorando grandemente a qualidade de vida da populacao
(60. 61) Estudo epidemioldégico mostra que cerca de 12% da populacdo estudada
apresenta a sindrome da bexiga hiperativa ©?. A hipertrofia e a hiperplasia da
bexiga urinaria acarretam na obstrucao do efluxo a urina, mas os fatores primarios
que induzem o crescimento celular ainda nao estdo completamente
caracterizados. Varios receptores, vias de sinalizacdo e fatores de crescimento
tém sido implicados nesta disfuncdo. Estudos epidemioldgicos relatam que
disfungbes miccionais sdo mais pronunciadas em pacientes hipertensos do que

(63, 64, 62)

em pacientes normotensos Porém poucos estudos examinaram as

disfungcdes miccionais em condigcdes de hipertensdo arterial experimental. Em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos tratados crénicamente com L-
NAME (inibidor da sintese de NO), ocorrem disfuncées miccionais. Nos animais
SHR, especula-se que as disfungbes do baixo trato urinario sejam devido a
alteracbes na inervacao aferente da bexiga, e a diminuicdo na capacidade e

65, 66

complacéncia reguladas pela inervagdo B-adrenérgica ). A hiperatividade do

detrusor observada em ratos tratados com L-NAME é caracterizada como uma

supersensibilidade aos receptores muscarinicos com reducdo no relaxamento

(67)

causado pelo receptor B3-adrenérgico Em condi¢cbes patologicas de

hipertensdo arterial, o SRA parece desempenhar atividades fisiopatologicas

importantes fora do sistema cardiovascular, incluindo o trato urinario inferior ©3 ™),

Trabalhos recentes mostram que o tratamento com antihipertensivo melhora as
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disfuncbes do baixo trato urindrio em animais com obstrucao parcial da uretra e

(69.70. 19 'No modelo de hipertensdo renovascular de

incontinentes por estresse
Goldblatt (2K-1C), o rim isquémico secreta renina, a qual leva ao aumento da
formacdo de ang Il e, consequentemente, elevacdo da pressdo arterial “". No

entanto, nenhum trabalho até o presente momento avaliou a fungdo miccional em

ratos hipertensos renovasculares.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracbes miccionais in vivo e in vitro em ratos hipertensos

renovasculares (2K-1C), tratados ou ndo com losartan ou captopril.

Objetivos especificos

Avaliar o perfil cistométrico dos animais hipertensos renovasculares em
relacéo ao grupo controle.

Avaliar a resposta contratil do detrusor frente a estimulacao por carbacol e
a,B-metileno-ATP, KCI e CaCl..

Avaliar a expressdao do RNAm dos receptores M, e M3 no detrusor.

Avaliar os niveis intracelulares de AMPc no detrusor frente a estimulagao -
adrenérgica.

Avaliar o efeito do tratamento crénico com o antagonista de receptores de
ang I, losartan, nas disfungdes miccionais dos ratos 2K-1C.

Avaliar o efeito do tratamento crénico com o inibidor da ECA, captopril, nas

disfungdes miccionais dos ratos 2K-1C.
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2. Materiais e Métodos
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2.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos (8-10 semanas), pesando entre 200-
210 g, provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP, Campinas, SP). Os ratos ficaram
alojados no biotério de manutencdo do Departamento de Farmacologia —
UNICAMP, mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h), a temperatura de 25°C, em
gaiolas coletivas (4 ratos por gaiola). Racao e agua foram fornecidas ad libitum.
Os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pela Comissdo de

Etica na Experimentagdo Animal (CEEA/UNICAMP- protocolo n°1683-1).

2.2 Clipagem renal pelo método de GoldBlatt Il (2K-1C)

7. 72 Ratos

A cirurgia foi conduzida de acordo com trabalhos prévios
mantidos em jejum por 8 h foram submetidos ao procedimento cirdrgico de
clipagem renal. Para tanto, foram anestesiados com tiopental sédico (Tiopentax®-
20mg/kg) por via intra-peritoneal (i.p.). Procedeu-se a tricotomia abdominal, com
posterior incisdo do abddmen com exposicdo do rim esquerdo. Realizou-se a
separacao da artéria renal da veia renal. Colocou-se um grampo metélico (0.2
mm) em torno da artéria renal. Para finalizar a cirurgia, fez-se a sutura da inciséo
lombar, mantendo-se os animais em cama térmica a 37°C até acordarem.

Os mesmos procedimentos cirurgicos foram feitos para o grupo controle

(SHAM); porém, o grampo metélico foi colocado e imediatamente retirado do

entorno da artéria renal, de modo a ndo comprometer a fungéo renal.
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Os ratos foram mantidos em ciclos de 12 h claro/escuro, com comida e
agua ad libitum por 8 semanas. A pressao arterial sistolica (PAS) foi aferida
semanalmente pelo método de tail-cuff, e os animais foram considerados
hipertensos quando atingiram niveis de PAS acima de 145 mmHg ao final de 8

semanas.

2.3 Tratamento crénico com losartan e captopril
O tratamento crénico com losartan foi conduzido de acordo com trabalhos

3 7 O losartan foi dissolvido em agua e administrado através de

prévios |
ingestao hidrica, em dose aproximada de 30 mg/kg/dia durante 8 semanas de
tratamento, iniciado imediatamente apds a clipagem renal nos grupos hipertenso
(2K1C) e SHAM.

O tratamento crénico com captopril foi conduzido de acordo com estudos

(7% 78) O captopril foi dissolvido em &gua e administrado através de

prévios
ingestao hidrica, em dose aproximada de 60 mg/kg/dia, durante 8 semanas de
tratamento, iniciado imediatamente apds a clipagem renal nos grupos hipertenso
(2K1C) e SHAM.

Foram controlados, semanalmente, o peso corporal e a pressdo arterial

sistdlica em todos os grupos estudados.

2.4 Medida da pressao arterial caudal
Para a medida da presséo arterial sistélica, os animais foram colocados em

gaiolas aquecidas a 37°C por 20 min, para provocar dilatagdo dos vasos caudais.
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Apos este periodo, os animais foram colocados em contensor, modelo 1262
(Narco Bio Systems, Texas, EUA). Na cauda do animal adaptou-se um manguito
acoplado a sistema de microfones capaz de captar sinais de 0.5 mv de amplitude.

As oscilagdes foram registradas através do osciloscépio modelo CS 4025
(Kenwood Corporation, Japao). O manguito foi inflado até 200 mmHg de modo a
nao se visualizarem as pulsagdes. Logo apdés o manguito era desinsuflado até
reiniciarem as pulsagdes, e o valor da pressao arterial era lido no manémetro. As
medidas foram consideradas validas quando nao houve variagdes significantes,

isto &, acima de 2 mmHg "

2.5 Estudo morfolégico quantitativo da bexiga urinaria
2.5.1 Histologia

As bexigas de animais 2K-1C e SHAM foram isoladas e fixadas em
formalina tamponada com fosfato (10%) por 24 h. Apés exame macroscopico, as
bexigas foram cortadas pela metade, e ambas as metades foram desidratadas,
diafanizadas em xilol e embebidos em parafina. As secc¢des transversais (4 pm)
foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina (H & E) e tricrbmico de

Masson (MT).

2.5.2 Imunohistoquimica
Seccdes de tecido (4 ym) foram marcadas para actina de musculo liso (SMA)
e da proteina S100 por um método de imunoperoxidase. Resumidamente, dois

cortes de 4 um de espessura foram obtidos, colocados em Iaminas silanizadas,
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desparafinizados em xilol e reidratados. A atividade da peroxidase enddgena foi
interrompida através da incubacdo das laminas com H2O> 3% por 10 min. A
recuperacao de antigenos foi realizada pelo aquecimento das laminas em tampéao
citrato (10 mM, pH 6,0) a 95 °C por 30 min. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-SMA (Clone1A4, Dako, diluido a 1:100) e anti-S100 (policlonal
de coelho, Dako, diluido a 1:400). O antigeno-anticorpo foi detectado através do
sistema Advance (Dako). A coloracdo foi realizada com 3,3-tetracloreto de
diamonobenzidina (Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.) e contra-corado usando-se
hematoxilina. Todas as reagOes foram realizadas utilizando-se controles positivos

e negativos.

2.5.3 Histomorfometria

As imagens digitais a partir de H & E, MT e imunohistoquimica foram obtidas
utilizando-se uma camera digital (Leica DFC360 FX, Leica, Alemanha) conectada
a um microscépio de campo claro (Leica DM5000 B). As imagens (H & E) de baixa
ampliacao foram usadas para determinar a area média da secc¢éo transversal
("Area") e espessura da parede da bexiga ("BWT"). O contetido de colageno (“C”)
na parede da bexiga foi determinado utilizando-se imagens coradas por tricrémico
de Masson, enquanto que de musculo liso (SM) e de tecido neural (NT) foram
obtidos, utilizando-se imagens de imunoistoquimica (oito imagens aleatdrias dos
campos de média poténcia - 200X), e expressa como porcentagem de densidade
de SM, C e NT (contetido por mm? de tecido analisado). Os parametros citados

acima, foram avaliados por meio de software de andlise de imagem NIH - ImageJ
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1,42 — o0 qual pode ser usado manualmente para as diferentes medicées de "Area"
e "BWT". Além disso, esse software pode ser configurado para detectar a
intensidade da escala de cinza em imagens, permitindo assim a segmentacao
automatica de areas de interesse em MT ou imagens histoquimica (como em C,

SM e medigGes de densidade NT).

2.6 Analise funcional do detrusor isolado

2.6.1 Isolamento e montagem dos tecidos

Os ratos foram sacrificados por inalacdo de CO, com posterior decapitacao
e exsanguinacdo. A bexiga foi rapidamente isolada e colocada em solucéo
nutritiva de Krebs-Henseleit (mM): NaCl (117), KCI (4.7), CaCl, (2.5), MgSQO4 (1.2),
NaHPO4 (1.2), NaHCOs (25) e CgH1206 (11), pH 7.4 a 37°C. A bexiga foi dividida
em duas partes: base (trigono e parte da uretra) e apice (detrusor). Depois de
isolado o detrusor, cortou-se o tecido em strips de aproximadamente 2 X 2 X 10
mm. Estes foram montados em camaras para érgao isolado (10 mL, volume)
preenchidas com solugdo de Krebs-Henseleit, continuamente gaseificada com
02:C02(95:5%), mantidas a temperatura de 36,5°C e pH entre 7,3 a 7,5.

Os strips foram suspensos através de fio de algodao, sendo que uma das
pontas foi conectada a um transdutor de forca. A tenséo aplicada aos tecidos (20
mM) foi periodicamente ajustada até a estabilizacdo, e a solugdo nutritiva de
Krebs-Henseleit trocada a cada 15 min durante o periodo de 1 h. As alteracdes de

tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments,
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Australia) e registradas em sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados

(software versao 6.0, AD Instruments, Austraia).

2.6.2 Protocolos experimentais
Avaliacdo do efeito contratil ao agonista muscarinico carbacol

Foram realizadas curvas concentracao-efeito ao agonista pleno carbacol (1
nM — 1 mM) em detrusor de ratos SHAM e 2K-1C, tratados ou ndo com losartan
ou captopril. Ao final de cada experimento, os strips foram pesados para se corrigir
o efeito maximo por peso Umido de tecido, sendo a resposta contratil expressa em
mN/mg tecido Umido. Foram determinadas a poténcia (pECsy) e a resposta

maxima (Emax).

Avaliagao dos efeitos relaxantes aos agonistas 3-adrenérgicos

O relaxamento aos agonistas B-adrenérgicos foi avaliado no detrusor pré-
contraido com KCI (80 mM) na presenga da fentolamina (antagonista a-
adrenérgico) e do 17-B-estradiol (5 uM; bloqueador extraneuronal). Apos atingir a
resposta contratili maxima, foram construidas curvas concentragdo-resposta ao
agonista (B-adrenérgico ndo-seletivo, isoproterenol (1 nM — 100 uM), Be-seletivo,
metaproterenol (1 nM — 100 uM) ou Bs-seletivo, BRL37-344 (1 nM — 100 uM) em
ratos controles, 2K-1C. Foram também construidas curvas concentragéo-resposta
ao doador de NO, nitroprussiato de sodio (SNP) e ao estimulador direto da guanilil

ciclase soluvel independente de NO, BAY 41-2272. Os relaxamentos induzidos

74



pelos agonistas B-adrenoceptores, SNP e BAY 41-2272 foram calculados como

porcentagem da contragdo induzida pelo KCI (80 mM).

Avaliagao da resposta contratil ao CaCl»
Para avaliacdo dos efeitos diretos do CaCl,, utilizou-se o protocolo

@) Inicialmente, os tecidos foram

experimental descrito por Lagaud et al.
contraidos com KCI (80 mM) para determinagdo da contracdo maxima dos
mesmos. Em seguida, a solucdo nutritiva de Krebs foi substituida por Krebs
desprovido de calcio na presenca de EGTA (1 mM), para a total remocéao do calcio
do meio. Em seguida, foi adicionado ao banho 1 pM de carbacol para a remocéo
do calcio do reticulo sarcoplasmatico. Os tecidos foram novamente lavados com
Krebs desprovido de calcio contendo EGTA, e em seguida foram incubados por 20
min com o inibidor da Ca®**-ATPase, o acido ciclopiazénico (CPA; 10 uM). Ap6s
este periodo, o Krebs foi substituido por uma solucdo de KCI (80 mM) desprovida

de célcio. O CPA foi adicionado novamente ao banho, e apés 15 min, curvas

concentracao-efeito ao CaCl, (0,01 — 100 mM) foram construidas.

Resposta contratil ao KCI
Foram realizadas curvas concentragdo-efeito cumulativas (1 — 300 mM) em
detrusor de ratos SHAM e 2K-1C. Para a realizagdo destas curvas foi preparada

uma solucgéo estoque de KCI 3 M.
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Curva frequéncia-resposta

O detrusor de ratos SHAM e 2K-1C, tratados ou ndo com captopril ou
losartan, foram isolados e montados em um sistema de ganchos para estimulacéao
elétrica. Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 80 V,
duracao de 0,2 ms por 10 s nas frequéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz com intervalo

de 2 min entre os pulsos.

Avaliacdo da resposta contratil do agonista purinérgico a,[3-metileno-ATP

Foram realizadas curvas concentragao-respota ndo cumulativas (1 -100 uM)
ao agonista purinérgico P2X, ap-metileno-ATP. Entre as concentracbes da
substancia adicionada a cuba, os tecidos foram lavados vérias vezes para evitar a

dessensibilizagao do receptor purinérgico.

2.7 Parametros Farmacoldgicos

As respostas contrateis dos agonistas foram medidas em mN e comparadas
em relacdo ao peso do strip (mg). O logaritmo das concentragdes molares dos
agonistas foi colocado em abcissas e a porcentagem do efeito em ordenadas. Os
graficos foram tracados e analisados através do programa computacional
GraphPad PRISM (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de
poténcia (pECso) e respostas maximas (Emax) foram calculados pela seguinte
equagao:

E = Emax/[(1+(10%/109™ + ®], onde E é elevacdo do ténus basal, Emx é a

maxima resposta que o agonista pode produzir, “c” € o logaritimo da ECso, que € a
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contracdo do agonista que produz 50% da resposta maxima; “x” é o logaritmo da
concentracdo do agonista, o expoente, “N”, significa a inclinagdo da curva
concentracao-resposta e ® € a resposta observada na auséncia do agonista. As
analises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Emax, 10gECs

e o “n” foram feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism,

considerando o parametro ® como zero.

2.8 Andlise cistométrica

Os ratos foram anestesiados com uretano (1.8 g/kg; i.p). A artéria carétida
foi catetizada com cateter PE-10. Posteriormente, a bexiga urinaria foi catetizada
utilizando-se cateter PE-50. O cateter foi conectado a uma bomba de infuséo de
salina e a um transdutor de pressado para registro das mudancas presséricas
dentro da bexiga. As respostas miccionais foram obtidas pela infusdo continua de
salina (0,9% NaCl) com uma velocidade de 4 mL/hora a 22-28°C. Os registros
foram realizados em um tempo de 30-35 min apds o inicio da infuséo de salina.

Os dados foram analisados off-line utilizando os programas: Excell, Origin
(versao 7), Instat e Graph Prism 5 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA). Os
parametros cistométricos utilizados foram: pressao de micgéao (PM, definido como
a pressdao em mmHg no momento da micgéo); pressao limiar (PL, definido como a
pressdo em mmHg imediatamente antes do inicio da micg¢ao); contragcdes nao-
miccionais (CNMs, definido como as contragdes involuntarias da bexiga que nao
sucederam-se em uma micg¢do, contragdes < 4mmHg da pressao basal); IC

(tempo entre dois ciclos miccionais); PB (Presséo basal logo apés a colocacao do
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cateter intravesical); Capacidade (capacidade da bexiga em mL até o momento da

miccao).

2.9 Técnica de PCR em Tempo Real (Real Time PCR)
2.9.1 Extracao de RNA

Para obtengdo do RNA da bexiga dos ratos (SHAM e 2K1C) utilizamos o
método de extragdo com o reagente TRIzol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A bexiga foi incubada em TRIzol por 5
min a temperatura ambiente, para completa dissociacdo dos complexos nucleo-
protéicos; 200 ul de cloroférmio (CHCI3) foi adicionado e agitado vigorosamente e
incubado por 5 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado e o
RNA precipitado pela adi¢ao de 500 pl de isopropanol. Apds 10 min a temperatura
ambiente, os tubos foram centrifugados (19.000 g, 10 min a 4°C). Os
sobrenadantes foram descartados e o pellet de RNA foi lavado com 800 pl de
etanol 75%. Apds centrifugacao (14000 g, 5 min a 4°C), os sobrenadantes foram
desprezados, e os tubos foram invertidos e apoiados sobre gazes para eliminar
restos de etanol. Posteriormente, o RNA foi dissolvido em agua estéril contendo
dietilpirocarbonato (DEPC), incubado a 55 °C por 10 min e colocado em gelo para
solubilizacao total do RNA. A integridade da amostra foi verificada por eletroforese
em gel desnaturante 1,2 %. As amostras com qualidade adequada de RNA
apresentavam integras as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S. Apds a

eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80 °C.
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2.9.2 Sintese de DNA Complementar (cDNA).

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar
(cDNA) utilizando-se o kit Superscript Il RT™ (Invitrogen, Life Technologies). A
verificacdo da sintese de cDNA foi feita através de PCR para amplificacdo do gene

da p-actina.

2.9.3 Desenho dos Primers

Os primers utilizados nas reacdes foram desenhados com o uso do site

www.invitrogen.com e com o software “Primer Express” (Applied Biosystems),

analisados no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificagdo das

condicoes de formagcao de estruturas como hairpins e dimers. Os primers

utilizados neste estudo estao listados na tabela 1.

Tabela 1 — Sequiéncia e tamanho dos fragmentos amplificados de cada par de

primer

Gene Seqliéncia Primer Tm
M2 -F 5 TAGTTGGGTCGTCGGGTCAG 3'
M2- R 5' CTTCACGATTTTGCGGGC 3 80
M3 - F 5' CCCACAGGCAGTTCTCGAA 3' -
M3- R 5" GAACCAGAAGTGACAGCGACC 3

B—actina—F | 5-GCAATGAGCGGTTCCGAT -3 84

B—actina-R | 5-TAGTTTCATGGATGCCACAGGAT -3
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2.9.4 Padronizacoes necessarias para o PCR Quantitativo em tempo real:
concentracao e eficiéncia do Primer

Utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reacdes contendo
cada um dos primers (sense e anti-sense) na concentracao final de 70 nM, 150
nM, 300 nM e 600 nM. A eficiéncia foi determinada utilizando-se a concentracao
6tima de primer com 7 concentracbes conhecidas de amostra, em escala
logaritimica: 2 ng (2x10°), 6,32 ng (2x10%°), 20 ng (2x10"), 63,2 ng (2x10"°), 120
ng, 200 ng (2x10%) e 632 ng (2x10%° ). Os resultados sdo utilizados para
construgcdo da curva padréo Ct versus quantidade de amostra. Para que a qRT-
PCR seja confiavel e reprodutiva sdo necessarias que as amplificacoes
apresentem 95-100% de eficiéncia de amplificacao (coeficiente de correlacdo de
Pearson ou R2, onde r deve ser >0,95, o qual é a reflexdo da eficiéncia da
amplificacdo da gRT-PCR), a cada ciclo em duplicata e inclinagdo da reta ou

Slope entre -3,1 e 3,6 (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdo de primers utilizadas na amplificagdo dos genes de

estudo e eficiéncia de amplificagao obtida.

i Concentracao o i
Primer Eficiéncia do primer
Utilizada
M2 50 nM 100%
M3 150 nM 99,1%
B — actina 70 nM 100%
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2.9.5 PCR Quantitativo em tempo real — “Real Time PCR”

As reacles, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando o
reagente SYBERGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems), que além de
conter todos os reagentes necessarios para PCR (dNTP’s, MgCI2, tampé&o, Taq
Ampli-Gold), contém o corante SYBERGreen, componente intercalante de dupla
fita necessario para a detecgdo da reacdo ciclo a ciclo. Além disso, utiliza-se
amostras de cDNA e primers especificos para o gene analisado. A deteccao de
amplificagdo em tempo real foi realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-
Time PCR System® (Applied Biosystems) em graficos de fluorescéncia versus
numero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do limite basal
estabelecido (threshold) € denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior a
expressao de um gene, ou seja, quanto mais copias existirem no inicio da reacéo,
mais precocemente ocorre amplificacado e, consequentemente, menor € o Ct.

As reacgdes realizadas continham 6 ul do reagente SYBERGreen PCR
Master Mix®, 5 ng de amostra de cDNA e a concentracdo o6tima de primer
determinada, perfazendo um volume final de 12 ul. Em todos os casos foram feitos
controles negativos, contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reacdes
foram preparadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems) com tampas
plasticas que permitem a passagem de luz. O programa foi iniciado por 95 °C/ 10
min, seguido de 45 ciclos: 95 °C/ 15 segundos — 60 °C/ 1 min. Ao final de uma
amplificagdo normal adiciona-se um passo de degradacdo durante o qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60 °C para 95 °C. A medida que os

produtos gerados por PCR desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal
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fluorescente do SYBR Green. O gréfico resultante permite verificar se ha um ou
mais produtos de PCR presentes em cada reagdo, devido a diferengas de TM
(melting temperature) entre os produtos de PCR amplificados, essa diferenca é

causada pelo numero e composicao de bases de cada produto.

2.9.6 Quantificacao e normalizacao das amostras pelo método geNorm
version 3.4

A expressao dos genes de interesse foi quantificada e normalizada com
relacédo a dois genes controles ou calibradores (B-ACTINA e GAPDH). Estes sao
genes cuja expressao € dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacao
entre diversas condi¢des. Para tanto, apés a exportacdo dos valores dos CTs
obtidos, para uma planilha Excel (Microsoft Corporation, USA), foi calculada a
média aritmética do CT das duplicatas. A seguir foi obtida a quantidade de

expressdo (Q), por meio da formula Q = E*°T

, onde E = eficiéncia de reacao e
ACT= menor CT observado — CT de cada amostra. Desta forma, a expressao
génica foi relacionada a amostra que apresentou maior expressao (menor CT
observado).

Os valores Q dos genes calibradores de cada amostra foram submetidos ao

(/8 79 que calcula a média

método geNorm (Program geNorm version 3.4)
geométrica entre eles, valor este denominado fator de normalizagdo da amostra. A
expressdao normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada

amostra foi dada pela razdo entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o

fator de normalizagdo da mesma.

82



2.10 Determinacao dos niveis de AMPc

Para determinacdo dos niveis de AMPc em detrusor isolado de ratos, os
fragmentos foram equilibrados durante 30 min em solugdo de Krebs
continuamente oxigenada a 37°C. Os tecidos foram entdo estimulados por 15
minutos com isoproterenol (10 uM), metaproterenol (10 uM), BRL37-344 (10 uM)
ou nitroprussiato de sdédio (SNP, 100 uM; controle negativo). Em seguida, os
tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido, pulverizados,
homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados a 15009 por
10 min a 4°C. O TCA foi extraido das amostras através de trés lavagens com
solucdo de éter saturado com agua. A preparacao do tracer, amostras, padroes e
incubacdo com anticorpo foram realizados conforme descrito no kit disponivel
comercialmente (Cayman Chemical Cyclic AMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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2.11 Anadlise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrao das médias (E.P.M) de
um namero experimental (n). Para comparacbes multiplas de variaveis
independentes foi usado o teste de andlise de variancia (ANOVA de duas vias),
seguido pelo teste de Tukey. O programa Instat (GraphPad Software) foi usado
para estas andlises. O teste t de Student foi utilizado para analises de um mesmo

parametro entre dois grupos experimentais. P<0,05 foi aceito como significante.
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3. Resultados
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3.1 Avaliacao da pressao arterial sistolica (PAS)

Na primeira semana pds-clipagem renal os animais ja apresentaram aumento
significante da PAS em relacao ao grupo controle, mantendo-se significantemente
elevada até a 82. semana (Figura 5). Os animais do grupo SHAM permaneceram

normotensos durante todo o estudo (Figura 5).
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Figura 5. Valores da pressao arterial sistolica (PAS) de animais SHAM e 2K-1C. Os
dados representam media + erro padrao da média de 20 animais. ***P<0,001; **P<0,01
comparado com o0s respectivos tempos do grupo SHAM.

3.2 Avaliacao cistométrica (in vivo)

Analisamos a fung¢do miccional de animais 2K-1C e SHAM anestesiados 8
semanas apos a cirurgia (Figura 6A). Os animais hipertensos apresentaram
alteracbes urodinamicas bastante evidentes (Figura 6A) tais como reducdo do
intervalo entre as contracdes (IC; Figura 6E); aumento da capacidade da bexiga

86



urinaria (Figura 6G) e aumento do numero de contragdes que ndao geram miccao
(CNM; Figura 6C). Nao se observou diferencas na amplitude da pressédo de
mic¢ao, da pressao limiar e da pressao basal entre os dois grupos experimentais

(Figuras 6B, D e F).
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Figura 6 — Avaliacao cistométrica em ratos SHAM e hipertenso 2K-1C. (A) registros
cistométricos; (B) Pressédo basal; (C) Contragdes ndo miccionais (CNMs); (D) Pressao
limiar; (E) Intervalo entre as contragbes miccionais (IC); (F) Pressdo de micgao; (G)
Capacidade da bexiga. Os resultados sé&o expressos como a média + erro padréo da média
de 6 animais. *P<0,05; **P<0,01 comparados com os respectivos grupos SHAM.
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3.3 Analise histomorfométrica

No estudo histomorfométrico verificamos que as bexigas urinarias dos
animais hipertensos renovasculares apresentaram diferencas significantes em
relacdo ao grupo controle. Essas diferencas se referem a maior espessura da
parede da bexiga, da densidade de tecido neural, do volume intravesical e da
densidade de musculatura lisa (Tabela 3). Observamos uma tendéncia de maior
deposicao de colageno nos animais 2K1C em relacao ao grupo controle SHAM.
Analisando a proporcionalidade peso corporal / peso da bexiga, ndo encontramos

diferencas significantes entre o grupo 2K1C e o SHAM (Tabela 3).

Tabela 3. Peso corporal, peso da bexiga e analise morfométrica em ratos controles e 2K-

1C.
Parametros Controle 2K-1C

Peso bexiga (PB; mg) 163,2 £ 22,6 171,1 £ 20,4
Peso corporal (PC; g) 448,2 + 38,4 463,4 + 29,8
PB/PC 2,74 £0,19 2,70 £0,18
Espessura da parede da bexiga (mm) 1,12 +0,04 1,39 +£0,04
Densidade de musculo liso (%) 0,59 +0,02 0,82 +£0,02"
Densidade de colageno (%) 0,12 £0,01 0,17 £0,02
Colageno/Musculo liso 0,2 £0,01 0,2+0,02
Densidade tecido neural (%) 0,02 + 0,002 0,07 £0,01"

Os dados representam a média + erro padrédo da média de 6 ratos por grupo . P<0,05;
P<0,01 comparado ao grupo controle (i- test bicaudal).

89



3.4 Avaliacao funcional in vitro

3.4.1 Curva freqiiéncia-resposta em detrusor isolado de ratos

A estimulacao elétrica produziu resposta contratil dependente da freqténcia
em detrusor de ambos o0s grupos, sendo a resposta maxima alcancada na
frequéncia de 16 Hz. Entretanto, a contracdo do detrusor no grupo 2K-1C foi
significantemente maior quando comparada ao grupo SHAM nas frequéncias

acima de 4 Hz (Figura 7).
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Figura 7 — Curva frequéncia-resposta (1-32 Hz) em detrusor isolado de ratos SHAM e
2K-1C. Os dados estdo expressos como amplitude de contragdo (mN) produzida pelas
diferentes freqUéncias de estimulacdo / peso do strip (mg). Os resultados sdo a média +
erro padrao da média de 7 animais. *P<0,05 comparado com o grupo controle.

3.4.2 Curva concentracao-resposta ao agonista muscarinico, carbacol

A contracao maxima induzida pelo carbacol no detrusor do grupo 2K-1C foi
maior comparada ao grupo SHAM (P<0,05; Figura 8, A e C), sem alteragdes na
poténcia entre os dois grupos (5,38 + 0,03 e 5,58 + 0,08; respectivamente). A
incubacao do tecido por 30 min com o inibidor da enzima Rho-kinase (Y27632, 10

HUM) diminuiu a Emnax € a pECso em ambos os grupos (Figura 8B). No entanto, o
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detrusor dos ratos 2K-1C continuaram hiperativos em relagdo ao grupo SHAM +
Y27632 (P<0,05; Figura 12, B e C), mas sem alteracdes significantes da pECso

(5,01 £0,06 e 5,06 £ 0,12 para SHAM e 2K-1C, respectivamente).

91



Contracdo (MmN / mg)

A ,. B

4-
. A SHAM . A  SHAM + Y-27632
T =2 b n - _
s 2K-1C E 2K-1C + Y-27632 I
=2
E
2 ,8 24
4
T
14 8 1
0- X 0-
9 -8 7 6 5 -4 3 o 8 -7 -6 5 -4
log [CCh] : M log [CCh] : M
C
41 #
—_ #
g 3 .
= — * N
S 2- p— —
x
©
£ 1-
L
0-
» q,qr ,\C) 2
) X\ 2 Vv An'
N x
¥ 2
@ o

Figura 8 — Curva concentracao-resposta ao carbacol (CCh) em detrusor isolado de
rato SHAM e 2K-1C. (A) Curva concentragdo-resposta ao carbacol; (B) Curva
concentragao-resposta ao carbacol na presencga do Y27632 (10 pM, 30 min); (C) Valores
de resposta maxima (Emax) a0 carbacol na presenca e na auséncia do Y-27632. Os dados
foram expressos como amplitude de contragao (mN) / peso do strip (mg). Os resultados
sd0 a média + erro padréao da média de 7 animais. *P<0,05 comparado com o respectivo

grupo SHAM ou 2K-1C. *P<0,05 comparado com os respectivos grupos SHAM.

92



3.4.3 Curva concentracao-resposta ao cloreto de potassio

Neste protocolo experimental avaliamos a resposta contratil do detrusor
independentemente da ativacao de receptores. A adicdo de KCI (1-300 mM)
produziu contracbes concentracao-dependentes. Entretanto, n&o notamos
diferencas significantes na resposta contratil do detrusor de ratos hipertensos

renovasculares em comparag¢ao com o grupo controle SHAM (Figura 9).
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Figura 9 - Curva concentracao-resposta ao cloreto de potassio (KCl) em detrusor
isolado de ratos SHAM e 2K-1C. Os dados foram expressos como amplitude de
contracao (mN) / (mg). Os resultados sdo a média * erro padrao da média de 5 animais.

3.4.4 Curva concentracao-resposta ao cloreto de calcio (CaCl,)

Neste protocolo buscamos avaliar se a sensibilidade ao ion caélcio
proveniente do meio extracelular estava modificada no detrusor dos ratos
hipertensos renovasculares. Nossos resultados mostram que o CaCl, produziu
resposta contratil concentracdo-dependente em ambos os grupos. Entretanto, ndo
encontramos diferencas significantes nos parametros de pECsy € Enax entre os

grupos SHAM e 2K-1C (Figura 10).
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Figure 10 - Curva concentracao-resposta ao cloreto de calcio (CaCl,) em detrusor
isolado de ratos SHAM e 2K-1C. Os valores de pECs, estdo mostrados no interior do
grafico. Os dados foram expressos como amplitude de contragao (mN) produzida pelas
diferentes concentragdes de CaCl, / peso do strip (mg). Os resultados sdo a média * erro
padrao da média de 6 animais.

3.4.5 Curva concentracao-resposta nao cumulativa ao a,B-metileno-ATP

Neste protocolo experimental, avaliamos a contragdo do detrusor induzida
pela ativacdo dos receptores purinérgicos P2Xi,. Nossos resultados mostraram
que nao ha diferencgas significantes entre os grupos 2K1C e SHAM (Figura 11).
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Figura 11 - Curvas concentracao-resposta ao a,B-metileno-ATP (a,B-metileno-ATP)
em detrusor isolado de ratos SHAM e 2K-1C. Os dados foram expressos como
amplitude de contragdo (mN) produzida pelas diferentes concentragdes de a,B-metileno-
ATP / peso do strip (mg). Os resultados sdo a média * erro padrao da média de 5 animais.

3.4.6 Curva concentracao-resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP) e BAY
41-2272

Utilizamos o SNP (doador de NO) e o BAY 41-2272 (ativador da guanilil-
ciclase soluvel independente de NO) em tecidos pré-contraidos com KCI (80 mM)
para se estudar eventuais disfuncoées na via NO/GMPc no detrusor. Ambos, SNP e
BAY 41-2272, causaram relaxamentos dependentes da concentracao em detrusor
de animais SHAM e 2K-1C. No entanto, ndo encontramos diferengas, ao nivel de
PECsp € Emax N0 relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 ou SNP nos grupos 2K-

1C e SHAM (Figura 12, A e B).
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Figure 12 - Curvas concentracao-resposta ao nitroprussiato de sodio (SNP, painel
A) e ao BAY 41-2271 (painel B) em detrusor isolado de ratos SHAM e 2K-1C. Os
valores de pECsy estdo mostrados no interior do grafico. Os resultados sao a média * erro
padrao da média de 7 animais.

3.4.7 Relaxamento de detrusor isolado mediado por B-adrenoceptores

O isoproterenol (agonista B nao seletivo), o metaproterenol (agonista
seletivo B2) e o BRL 37-244 (agonista seletivo Bs) produziram relaxamentos
dependentes da concentragdo em detrusor de ratos controles e 2K-1C. Entretanto,
a resposta relaxante foi significantemente menor no grupo 2K-1C para os trés
agonistas usados (Figura 13). Quanto a pECsp, a poténcia foi maior para o BRL
37-344 seguido pelo isoproterenol e metaproterenol; entretanto, ndo notamos

diferencas significantes entre os grupos SHAM e 2K-1C(Figura 13).

96



(e
S
S 25+
[
Q
E
5 )
® 50-
g PECs,
A SHAM (6.26 + 0.08) 1
= 2K-1C (6.35 + 0.09)
75-
9 8 7 6 5 -4 3
log [isoproterenol] : M
B C
0~ A 0n
A
A
Q Q
E« 25 E’ 254
2 2
3 5 i
£ S
© (L]
x x
8 50+ 8 50
&" PECs &" PECsq
A SHAM (6.81 + 0.09) A SHAM (5.57 £ 0.05)
= 2K-1C (6.67 + 0.16) = 2K-1C (5.43 £ 0.08)
754 754
9 8 7 6 5 -4 3 9 8 7 6 5 -4 -3
log [BRL 37344] : M log [metaproterenol] : M
Figure 13 - Curvas concentracao-resposta ao isoproterenol (painel A),

metaproterenol (painel C) e BRL 37-344 (painel B) em detrusor isolado de ratos
SHAM e 2K-1C. Os valores de pECs, estdo mostrados no interior dos graficos. Os
resultados sdao a média * erro padrdao da média de 7 animais.
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3.4.8 Niveis intracelulares de AMPc em detrusor isolado

No grupo SHAM, a incubagdo do detrusor com isoproterenol (10 uM),
metaproterenol (10 uM) e BRL 37-344 (10 puM) aumentou significantemente a
concentracéao intracelular de AMPc em relagao ao basal (aumento de 180%, 209%
e 127%, respectivamente; P<0,05; n=4). No grupo 2K-1C, a concentracao de
AMPc no detrusor isolado, quando estimulado pelos trés agonistas -
adrenérgicos, foi significantemente menor comparado ao grupo SHAM. Como

esperado, o SNP (100 uM) ndao modificou a concentracao basal de AMPc (Figura

14).
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Figura 14 — Determinacao intracelular de AMPc em detrusor isolado de ratos
controles e 2K-1C. Os detrusores foram estimulados com isoproterenol (10 pM),
metaproterenol (10 uM), BRL 37-344 (10 uM) ou SNP (100 uM). Os dados representam
média * erro padrdo da média de 4 animais. *P<0,05 comparado com o respectivo

grupo controle; *P<0,05 comparado com o nivel basal.
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3.4.9 Expressao de RNAm dos receptores muscarinicos M3 e M2

A expressao génica do receptor muscarinico M2 no detrusor mostrou-se
maior do que a de M3 (P<0,05) em ambos os grupos experimentais. Os animais
2K-1C apresentaram aumento significante na expressdo do RNAm do receptor M3
em relacdo ao grupo controle SHAM (Figura 15). Em relacdo a expressao do
receptor muscarinico M2, ndo notamos diferencas significantes entre os grupos

analisados (Figura 15).
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Figura 15 — Expressao de RNAm dos receptores muscarinicos M2 e M3. Os
resultados representam média * erro padrdo da média de 6 animais. **P<0,01
comparado com o respectivo grupo controle.
3.5 Pressao arterial em ratos SHAM e 2K1C apos tratamento crénico com
losartan ou captopril

O tratamento com losartan (30 mg/kg/dia) ou captopril (50 mg/kg/dia) nos

grupos 2K-1C e SHAM foi iniciado imediatamente apds a cirurgia de clipagem

renal. A pressao arterial dos grupos analisados foi monitorada semanalmente por
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8 semanas. Observamos que logo apds a primeira semana pos-clipagem renal,
tanto o tratamento com losartan (Figura 16B) quanto com captopril (Figura 16A),
preveniu as elevagdes de PAS no animais 2K1C. Até a 8° semana apds a cirurgia
ambos os tratamentos preveniram a hipertensdo arterial encontrada no grupo
2K1C (Figura 16 A e B). Porém apds a 5° semana de tratamento, observou-se
reducao significativa da PAS dos animais tratados, tanto com captopril quanto com
losartan, comparado ao grupo controle ndo tratado SHAM (Figura 16 A e B).
Porém os tratamentos com antihipertensivos reduziram significativamente a
pressao arterial tanto no grupo SHAM como no 2K-1C comparados com o0s

animais nao tratados.
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Figura 16 - Valores da pressao arterial sistolica de animais SHAM e 2K1C em animais
tratados com losartan (30 mg/kg/dia; painel B) ou captopril (60 mg/kg/dia; painel A). Os
dados representam media * erro padrao da média de 20 animais. ***P<0,001; **P<0.01
comparados com os animais 2K-1C; *P<0,05 comparado com o grupo controle SHAM.
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3.5.1 Avaliacao cistométrica apoés tratamento crénico com losartan ou
captopril

Verificamos que o tratamento com losartan ou captopril tende a normalizar o
perfil cistométrico dos animais 2K1C (Figura 17). Esta normalizacdo se deve a
reducao da frequéncia de CNMs e da capacidade da bexiga. O intervalo entre as
contragdes miccionais (ICs) foi também normalizado. Para os demais parametros
cistométricos (pressado basal, pressao limiar e pressdao de micgdo) nao foram
encontradas diferencas significantes entre os grupos analisados (Tabelas 4 e 5;

Figura 17)
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Figura 17 — Avaliacao cistométrica apos tratamento com losartan (30 mg/kg/dia) ou
captopril (60 mg/kg/dia). Registros cistométricos representativos de animal SHAM, 2K-
1C, 2K-1C tratado com losartan e 2K-1C tratado com captopril durante 8 semanas apdés a
cirurgia, mostrando atenuagdo das alteragbes miccionais encontradas nos animais
hipertensos.
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Tabela 4 - Efeito protetor do tratamento com losartan (30 mg/kg/dia, 8 semanas) nas alteracoes

urodindmicas causadas pela hipertensao renovascular

Parametros Cistométricos SHAM 2K-1C SHAM + LOS. 2K-1C + LOS.
Capacidade (mL) 1,0 £0,09 1,8 £0,2 * 1,10 + 0,05 1,2+0,1 #
Pressao de mic¢cao (mmHg) 28,0 +0,5 20,4 +2.5 20,1 +2,1 25,4 +2.7
Pressao limiar (mmHg) 20,3 +0,9 16,0 +0,9 164 +1,2 16,9+ 1,6
Frequéncia de CNMs 20+19 145+12%  20+0,8 20£1,5%

IC (min) 6.5+1.5 1.68+£0.2 *% 5412 59+£09"
Pressao basal (mmHg) 5,5+£0,05 6,3 +0,09 5,82 £0,03 6,02 0,03

Os resultados sao expressos como a média * erro padrao da média de 6 animais; (CNMs) contragbes
nao miccionais; (IC) intervalo entre contragbes. *P<0,05; **P<0,01, comparado com SHAM. *P<0,05,
*P<0,01 comparado com respectivo grupo 2K-1C (n&o tratado).

Tabela 5 - Efeito protetor do tratamento com captopril (60 mg/kg/dia, 8 semanas) nas alteragbes

urodindmicas causadas pela hipertensao renovascular.

Parametros Cistométricos SHAM 2K-1C SHAM + CAP. 2K-1C + CAP.
Capacidade (mL) 1,22 £ 0,09 ,8+02* 1,1 +£0,1 1,1+0,1"
Pressao de mic¢ao (mmHg) 28,0+0,5 254 +25 24,1 £2,1 22,4 +3,6
Pressao limiar (mmHg) 18,3+0,8 16,0 £0,9 16,4 +1,2 21,1 £1,6
Frequéncia de CNMs 2,0+ 1,9 145 £12% 2,0£0,7 20+12%

IC (min) 55+15 1,702  64£09 6,6 0,9 *
Pressao basal (mmHg) 5,51 £0,05 6,32+£0,09 5,83+£0,03 6,05 +0,03

Os resultados sdo expressos como a média * erro padrao da média de 6 animais; (CNMs) contragdes
ndo miccionais; (IC) intervalo entre contragbes *P<0,05; **P<0,01, comparado com SHAM. *P<0,05,
#P<0,01 comparado com respectivo grupo 2K-1C (ndo tratado).
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3.5.2 Resposta contratil do detrusor induzida pelo carbacol apoés tratamento
cronico com losartan ou captopril

A hipercontratilidade do detrusor nos animais 2K-1C obtida com o carbacol
foi normalizada ap6és o tratamento com losartan ou captopril (Figura 18). Os

valores de pECsp € de Enax estdo mostrados na tabela 6.
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Figura 18 — Efeito do tratamento cronico com losartan (painel A) ou captopril (50
mg/kg/dia; painel B) na contracao induzida pelo carbacol em detrusor isolado de
ratos SHAM e 2K-1C, tratados ou nao com losartan (30 mg/kg/dia, 8 semanas) ou
captopril (60 mg/kg/dia, 8 semanas). Os resultados sdo a média + erro padrdo da média
de 7 animais.

Tabela 6. Valores de poténcia (pECs) € resposta maxima (Emax) de curvas
concentracdo-resposta ao carbacol em detrusor isolado de ratos apos
tratamento crénico com losartan ou captopril.

PECso E méax (mN / mg)
SHAM 4,85 + 0,04 7,76 £ 0,33
2K-1C 4,93 + 0,04 9,71 £0,42 **
SHAM — losartan 4,98 + 0,04 7,90 £ 0,20
2K-1C - losartan 4,99 + 0,08 7,59 +0,60 *
SHAM — captopril 4.96 +0,06 7,65 £ 0,64
2K-1C - captopril 4,91 +0,06 7,66 £0,60 "

Os resultados sao expressos como a média * erro padrédo da média de 6
animais. **P<0,01, comparado com grupo SHAM; # P<0,01 comparado com
2K1C néo tratado.
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3.5.3 Resposta contratil do detrusor induzida pela estimulacao elétrica em
detrusor de animais tratados com losartan e captopril

A hipercontratilidade do detrusor frente a estimulacao elétrica nos animais
2K-1C foi também normalizada apés tratamento com losartan ou captopril (Figura

19).
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Figura 19 — Efeito do tratamento crénico com losartan (painel A) ou captopril (painel
B) na contracao induzida pela estimulacao elétrica em detrusor isolado de ratos
SHAM e 2K-1C, tratados ou nao com losartan (30 mg/kg/dia, 8 semanas) ou captopril
(60 mg/kg/dia, 8 semanas). Curva frequéncia-resposta (2 a 32 Hz). Os resultados sao a
média + erro padrdo da média de 7 animais. *P<0,05 comparado com SHAM; *P<0,05
comparagao com o grupo 2K1C (ndo tratado).
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3.5.4 Relaxamento do detrusor induzido pelo isoproterenol em animais 2K1C
e SHAM tratados com losartan e captopril
Tanto o tratamento com losartan quanto com captopril preveniram a

reducao da resposta relaxante nas curvas concentragao-resposta ao isoproterenol

nos detrusores de ratos 2K-1C (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do tratamento crénico com losartan (painel A) ou captopril (painel
B) no relaxamento induzido pelo isoproterenol em detrusor isolado de ratos SHAM e
2K-1C, tratados ou nao com losartan (30 mg/kg/dia, 8 semanas) ou captopril (60

mg/kg/dia, 8 semanas). Os resultados sdo a média + erro padrdo da média de n=7
animais.
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Tabela 7. Valores de poténcia (pECsy) e resposta maxima (Ems) de curvas
concentracao-resposta ao isoproterenol em detrusor isolado de ratos pré-
contraidos com KCI (80 mM), apds tratamento crénico com losartan ou
captopril.

PECs E nax (% relax.)
SHAM 6,22 + 0,04 47,7 £1,0
2K-1C 6,40 + 0,05 36,4 +0,9 **
SHAM - losartan 6,20 £ 0,06 50,1 £2,0
2K-1C - losartan 6,10 £ 0,08 52,0+2,0 %
SHAM — captopril 6,33 £ 0,08 48,6 +2,8
2K-1C - captopril 6,41 + 0,06 50,4 +2,7 %"

Os resultados s@o expressos como a média + erro padrao da média de 6
animais. **P<0,01, comparado com grupo SHAM; # P<0,01 comparado com
2K1C nao tratado.
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4.Discussao
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Este estudo mostrou pela primeira vez que ratos hipertensos
renovasculares (2K-1C) apresentam disfungcdes miccionais caracterizadas por
aumento do numero e da freqiéncia das contragbes ndo miccionais (CNMs),
assim como da capacidade da bexiga. A avaliacao histomorfométrica revelou
aumento do volume, da espessura da parede e da densidade de musculo liso nos
detrusores de ratos 2K-1C. Nossos estudos funcionais em detrusor isolado de
ratos 2K-1C mostraram aumento das contragcdes induzidas pelo carbacol
acompanhadas de elevacao da expressdao do RNAm do receptor muscarinico M3.
Observamos também reducdo do relaxamento do detrusor ao isoproterenol,
metaproterenol e BRL 37-344, com reducdo de AMPc nos ratos 2K-1C. Nossos
resultados, no conjunto, indicam que a hipercontratilidade ao carbacol e a reducao
do relaxamento B-adrenérgico sejam responsaveis, ao menos em parte, pela
disfuncao miccional nos animais 2K-1C.

A contracdo neurogénica da bexiga reflete, parcialmente, a liberacado dos
neurotransmissores  excitatérios, ACh e ATP, provenientes de fibras
parassimpaticas, os quais sdo fundamentais para o esvaziamento da bexiga . A
bexiga contém todos os tipos de receptores muscarinicos, mas os subtipos M2 e

81, 82

M3 sdo os mais abundantes ! ). O receptor muscarinico M2 esta presente em

maior quantidade na bexiga urinaria; porém, funcionalmente, o receptor

muscarinico M3 é reconhecido como o principal subtipo responsavel pela

(83, 84, 48)

contracao Dessa forma, a farmacoterapia com antagonistas

muscarinicos, particularmente aqueles seletivos para os receptores M3 )

constitue a melhor estratégia terapéutica para as sintomatologias da bexiga
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hiperativa e incontinéncia urinaria. Ha também evidéncia de que o ATP (atuando
em receptores P2X1) seja o responsavel pelo componente contratil resistente a
atropina ®). Este componente contratil, purinérgico, resistente a atropina, pode
contribuir para alguns tipos de disfungcées miccionais, como a hiperatividade da

@) Em nossos estudos, a

bexiga secundaria a obstrucdo parcial da uretra
estimulacao elétrica e o carbacol induziram uma resposta contratii maior no
detrusor dos animais 2K-1C comparado ao grupo SHAM. Contudo, nao
encontramos diferengas significantes para o agonista purinérgico a,B-metileno-
ATP. Além disso, a expressdao de RNAm do receptor muscarinico M3 em detrusor
isolado dos animais 2K-1C mostrou-se significantemente maior do que no grupo
SHAM. Por outro lado, a expressdo do RNAm do receptor M2 nao apresentou
mudancas entre os grupos. Esses resultados sugerem que a hiperatividade do
detrusor encontrada nos animais 2K-1C seja devido ao aumento da expressao do
RNAm dos receptores muscarinicos M3 no detrusor, sem contribuicdo dos
receptores purinérgicos P2X.

A ACh estimula os receptores muscarinicos M3 causando contracao direta
do detrusor via interagdo com proteina Gqg, a qual promove hidrélise do
fosfoinositol e conseqlente geragdo do secundo mensageiro inositol trifosfato P
(inositol trifosfato), que ativa os receptores de IP3; do reticulo sarcoplasmatico,
liberando Ca®* para o meio citosélico ®®. A contratilidade do musculo liso vascular
ndo é regulada somente pelo Ca %" intracelular, mas também por mecanismos

independentes de Ca®*". Além da ativacdo da quinase da cadeia leve de miosina

(quinase-CLM) pelo aumento citosélico de Ca?*, o estado fosforilado da CLM é
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controlado pela fosfatase da miosina. A proteina G, RhoA e sua subunidade
catalitica Rho-quinase desenpenham um importante papel na regulacdo da
atividade da quinase-CLM no musculo liso ®, incluindo o trato urinario baixo ©%.
A inibicado da Rho-quinase relaxa musculo liso contraido e reduz a pressao arterial
®)  Em nosso trabalho, o inibidor da enzima Rho-quinase Y27632 reduziu
significantemente a contracdo do detrusor induzida pelo carbacol no grupo
controle, o que é consistente com estudos prévios em bexiga urinaria % 46 93,
Porém, nos animais 2K-1C, o detrusor continuou hiperativo na presenga do Y27-
632, sugerindo que a via de sinalizagdo RhoA/Rho-quinase nao exerce um papel
importante no aumento da resposta ao carbacol em detrusor isolado de ratos
hipertensos renovasculares.

Estd bem estabelecido que o Ca*" regula varios complexos processos
celulares, incluindo a ativacéo celular, a proliferagdo e a apoptose. O nivel de Ca®

2+, é controlado pelo balanco entre o Ca?* que entra na célula e o

intracelular [Ca
Ca*" que sai da célula ®. O canal de Ca®" voltagem dependente do tipo L é
encontrado na membrana plasmatica de células excitaveis e ndo excitaveis. Apos
ativacdo desse canal, ocorre influxo de Ca®*, que é necessario para manter a

], e para ativar os processos dependentes de Ca?* % 29 por

elevacdo da [Ca
isso, decidimos explorar a contribuicdo do Ca?* extracelular via canal de Ca®*
voltagem dependente do tipo L na hiperatividade do detrusor de ratos 2K-1C.
Concentracdes elevadas de K* extracelular despolarizam a membrana da célula e

ativam os canais de Ca?* do tipo L, levando & elevacdo da concentracéo de [Ca?'];,

que, por sua vez, ativa as proteinas contrateis °®. A adicdo gradual de Ca** em
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solucdo de Krebs desprovida de Ca?* promove contraces dependentes da
concentragdo, em consequéncia do influxo de Ca?* via canais de Ca** do tipo L "
%) Em nosso estudo, tanto o KCl quanto o Ca?® extracelular produziram
contracbes do detrusor dependentes da concentracao. Porém, ndo encontramos
diferencas significantes na resposta contratil a esses estimulos entre os grupos
2K-1C e SHAM, indicando que o influxo de Ca® extracelular, via canais de Ca®* do
tipo L, ndo exerce papel importante na hiperatividade do detrusor de ratos 2K-1C.
O relaxamento do detrusor via estimulagdo dos receptores (-adrenérgicos

66, 51

contribui para a fase de estocagem de liquido intavesical ©® *". Na bexiga de

ratos, a resposta relaxante € mediada pelos receptores B2 e B3 adrenérgicos 62
Em nosso estudo, o isoproterenol, o metaproterenol e o BRL37-344 (agonista nao-
seletivo, e B> e Pz seletivos, respectivamente) produziram relaxamentos
concentracao-dependente do detrusor na seguinte ordem de poténcia: BRL37-344
> isoproterenol > metaproterenol. Assim, nossos dados indicam uma importancia
funcional maior para o receptor Bs-adrenérgico em bexiga urinaria de ratos. A
resposta relaxante ao isoproterenol, BRL37-344 e metaproterenol foi
significantemente menor no detrusor de ratos 2K-1C em comparagdo ao grupo
SHAM. A via de sinalizacdo intracelular da ativagcdo dos receptores -
adrenérgicos, incluindo o receptor B3, inclui a ativagdo da adenilil ciclase com

*3 51 No grupo 2K-1C, apés estimulacdo do

conseqliente formacdo de AMPc
detrusor isolado com isoproterenol, metaproterenol e BRL37-344, obtivemos niveis
de AMPc significantemente menores do que o grupo SHAM, confirmando que

distarbios da via adenilil ciclase-AMPc contribuem para as disfungdes miccionais
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em detrusores de ratos 2K-1C. A ativagdo do receptor M, pela acetilcolina age
inibindo a adenilil ciclase e estimulando a sintese de PKC. A PKC inibe a fosfatase
da MLC quinase, prejudicando o relaxamento tecidual dependente de AMPc, e
favorecendo assim a permanéncia do tecido contraido. No entanto, néao
encontramos diferencas significativas na expressao do RNAm do receptor M2 na
bexiga dos animias 2K1C e SHAM.

Evidéncias sugerem que disfungdes na via NO/GMPc podem resultar em

99, 67)

hiperatividade de bexiga . Em camundongos com deficiéncia génica da

proteina quinase G (PKG) observou-se aumento das contragdes ndao miccionais e

1% Em nosso estudo, porém, o relaxamento do

diminuigdo do volume miccional
detrusor ao nitruprussiato de sédio (doador de NO) e ao BAY 41-2272 (ativador
direto da guanilil ciclase soltvel independente de NO; '°" %) n3o foi diferente entre
os grupos 2K-1C e SHAM, excluindo a possibilidade de a via NO/GMPc contribuir
para a disfuncado miccional encontrada nos animais 2K-1C.

Esta comprovado que a ang Il participa dos mecanismos fisipatolégicos da
hipertensdo renovacular. Na bexiga, tem sido relatado que a ang Il exerce
importante papel na regulagdo celular, seja através da hipertrofia da musculatura

192) ' As analises histomorfométricas no

lisa, seja na producdo de tecido conjuntivo ¢
presente estudo revelaram mudancas significantes na estrutura da bexiga dos
animais 2K-1C, caracterizadas por aumento do volume, da espessura da parede e
da densidade de musculatura lisa, resultados que s&o condizentes com o aumento

da capacidade da bexiga nos animais hipertensos renovasculares. Esses

resultados, somados aos dados cistométricos, sugerem que os animais 2K-1C
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apresentam prejuizos no esvaziamento da bexiga, que podem ser decorrentes,
por exemplo, de aumento da resisténcia uretral. Estudo prévio em ratos com
disfuncao esfincteriana secundaria a danos neurolégicos mostrou que o bloqueio
dos receptores de angiotensina Il, AT-1 e AT-2, diminuem a resisténcia uretral
através do relaxamento do musculo liso uretral 9.

Procuramos também avaliar se o tratamento com losartan (antagonista
seletivo dos receptores AT-1) e catopril atenuam as disfungdes miccionais
encontradas nos animais 2K-1C. Nossos resultados mostraram que o0s
tratamentos normalizaram a pressao arterial sistdlica dos animais hipertensos
renovasculares. Normalizaram também a hipercontratilidade do detrusor destes
animais, tanto de origem neuronal (estimulacdo elétrica) quanto a muscarinica
(curva concentracao-reposta ao carbacol). O relaxamento B-adrenérgico que
encontrava-se prejudicado nos animais 2K1C apdés o tratamento com os
antihipertensivos, losartan e captopril, retornou ao nivel do grupo controle SHAM.

Hoje se sabe que ha varios peptideos e enzimas que controlam a
conversao de ang | em ang Il, como as angiotensinas 1-9, 1-7, 1-5, lll, IV, 3-7, a
ECA2, a aminopeptidase (Amp), a dipeptidil-aminopeptidase (D-Amp), a prolil-
peptidase (PEP), as carboxipeptidases (Cbp), as endopeptidases (NEP), a

(103, 104, 105)

prolilcarboxipeptidase (PCP) e a quimase Trabalhos prévios ja

mostraram que a ang |l é prejudicial na bexiga >

, € que o tratamento com
captopril atenua a disfungcéo vesical em cées neonatos com obstrucéo parcial de
uretra "%, No entanto, nenhum estudo avaliou o efeito da inibicido da ECA na

disfuncdo miccional causada pela hipertensdo renovascular. Nossos resultados
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mostraram que o captopril melhora a disfuncao miccional do modelo 2K-1C,
normalizando a hipercontratilidade do detrusor frente a estimulagéo elétrica e ao
carbacol, e a reducao do relaxamento B-adrenérgico do grupo 2K-1C. No conjunto,
os resultados do tratamento crénico com captopril e losartan indicam que as
disfungdes miccionais encontradas no modelo 2K-1C sdo devidas ao aumento
persistente de ang Il, que corrobora com outros modelos experimentais de

hiperatividade de bexiga (* %70
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5. Sumario e conclusao
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4 A resposta contratil do detrusor induzida por estimulacdo elétrica e pelo
carbacol € maior em ratos hipertensos renovasculares. Por outro lado, a resposta
contratil induzida pelo o,p-metileno ATP, KCl e Ca®* mostrou-se inalterada nestes
animais;

v A resposta relaxante do detrusor e os niveis intracelulares de AMPc
induzidos pelos agonistas B-adrenérgicos € menor nos ratos hipertensos
renovasculares;

v O detrusor de ratos hipertensos renovasculares apresentam aumento da
expressdao do RNAm dos receptores muscarinicos do subtipo M3, sem alteracao
do subtipo M2;

v O tratamento com losartan ou captopril normalizou a hipertensédo arterial
dos ratos 2K-1C, assim como as disfuncdes miccionais destes animais (alteracoes
urodinamicas, hipercontratilidade do detrusor isolado ao carbacol e estimulacao
elétrica, bem como reducéo do relaxamento 3-adrenérgico);

v Concluimos que a hipertensdo renovascular leva a hiperatividade do
detrusor por aumentar a atividade contratil e diminuir a atividade relaxante deste

tecido, sendo tal resposta provavelmente devido a ativacao do SRA.
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