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RESUMO

O presente trabalho aborda aspectos da fisiopatologia da pré-eclampsia
(PE) em dois estudos.

A avaliagdo da participagdo da isoforma endotelial da éxido nitrico
sintase (eNOS) no processo de adaptacdo hemodinamica renal e sistémica
observadas na gestacdo foi o objetivo do primeiro estudo. Para isso, foi
utilizado o inibidor mais potente da eNOS, N-iminoetil-L-ornitina: L-NIO.

A administragdo aguda de L-NIO em ratas prenhes diminuiu a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e o fluxo plasmético renal (FPR), bem como
aumentou a resisténcia vascular renal (RVR). Em contraste, L-NIO nao
apresentou efeitos hemodinamicos significativos em ratas virgens. Esses
achados sugerem que a eNOS possa ter um papel importante como mediador
das alteracdes hemodinamicas renais ocorridas durante a gestacao.

Um dos possiveis mecanismos ligados a génese da PE ocorre devido a
resposta inflamatéria intravascular excessiva. O modelo de reducéo da pressao
de perfuséo uterina (RUPP) em ratas prenhes esta associado ao aumento dos
niveis de pressao arterial e proteinuria. O objetivo do segundo estudo foi
investigar a participacao da interleucina-6 (IL-6) no aumento da pressao arterial
(PA) no modelo RUPP. A elevacdo na pressao arterial em ratas do modelo
RUPP esta associada ao aumento dos niveis de IL-6. A elevacao dos niveis de
IL-6 em ratas prenhes, atingindo niveis comparaveis aqueles encontrados em
ratas do modelo RUPP, resultou em aumento significativo da PA e da RVR,
além de reducao do FPR renal e da TFG em relagdo ao grupo controle. A IL-6

induziu aumento na atividade plasmatica da renina, mas nao alterou
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significativamente os niveis de endotelina nas ratas tratadas com IL-6. A IL-6
nao induziu efeitos significativos sobre os parametros hemodindmicos renais
em ratas virgens. Esses resultados indicam que os niveis de IL-6 estédo
aumentados no modelo RUPP e que o aumento dos niveis de IL-6 esta
associado a elevacao da PA e diminuicdo dos parametros hemodinamicos

renais em ratas prenhes.
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ABSTRACT

The present thesis evaluates different aspects of the physiopathology of
preeclampsia in two studies.

The role of endothelial nitric oxide sinthase (eNOS) in renal and systemic
hemodynamic changes during pregnancy was the aim of the first experiment.
To achieve this goal, N-iminoethyl-L-ornithine (L-NIO), the most potent eNOS
inhibitor, was used.

Acute L-NIO infusion in pregnant rats decreased glomerular filtration rate
(GFR) and renal plasma flow (RPF), as well as increased renal vascular
resistance (RVR). In contrast, L-NIO did not induce significant hemodynamic
effects in virgin rats. These findings suggest that eNOS may play a role in
mediating renal hemodynamic changes during normal pregnancy.

A possible mechanism of PE is related to excessive intravascular
inflammatory response. Chronic reductions in uterine perfusion pressure
(RUPP) in pregnant rats are associated with increased arterial pressure (AP)
and proteinuria. The purpose of the second study was to determine the role of
interleukin-6 (IL-6) in mediating the increase in AP in response to RUPP in
pregnant rats. Increased AP in pregnant RUPP rat was associated with
increased IL-6 serum levels. Furthermore, chronic elevation in IL-6 serum level
in pregnant rats, reaching levels similar to those observed in RUPP rats, was
related to significant increment in AP and RVR as well as reduction in RPF and
GFR compared to controls. Interleukin-6 increased plasma renin activity but did
not change endothelin levels in pregnant rats treated with IL-6. Interleukin-6 had

no effect on AP or renal hemodynamics in virgin rats. These data indicate that
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plasma IL-6 is elevated in response to chronic reductions in uterine perfusion in
pregnant rats and that a comparable elevation in plasma IL-6 increases AP and

reduces renal function in pregnant rats.



INTRODUGAO

“Paciente de 22 anos, feminina, negra, primigesta, comparece a
emergéncia obstétrica de hospital terciario apresentando documento de
acompanhamento pré-natal realizado no posto de saude. Nele, se pode
verificar que a mesma encontra-se na trigésima semana de gestagcédo. Ela
refere fortes dores de cabeca, além de enxergar pontos luminosos. Ao exame
fisico, verificam-se niveis presséricos de 180 x 110 milimetros de mercurio
(mmHg) e edema de membros inferiores (3 +).

A paciente é internada e o feto monitorizado. S&o solicitados exames
complementares que demonstram proteinuria de dois gramas (g) e niveis
séricos de &cido Urico acima do normal. ApGs 24 horas, sua gestacdo é
interrompida e seu filho nasce em precarias condicbes respiratorias. O recém-
nascido é internado na unidade de terapia intensiva onde, dois dias apdés,
acaba falecendo.”

Esse relato é semelhante aqueles referidos por um numero expressivo
de mulheres nos mais diversos lugares do mundo. De acordo com a
Organizacao Mundial da Saude, dentre as doencas hipertensivas ligadas a
gestacao, a pré-eclampsia (PE) afeta de 2% a 3% de todas as gestacbes no
mundo, sendo responsavel por, aproximadamente, 60.000 mortes a cada ano.’
Em gestantes de baixo risco atendidas no Hospital Sdo Lucas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, a incidéncia de PE foi de 4,6%.°
Estudo realizado durante 20 anos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre

demonstrou que dentre as causas de morte obstétricas diretas, a principal é a
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hipertensao arterial sistémica (HAS), ocorrendo em 18,5 % dos casos.® Devido
as diferencas encontradas entre as populagdes estudadas e os locais onde
foram coletados os dados, os numeros referentes a incidéncia e a prevaléncia
da doenca podem variar amplamente, conforme demonstrado acima.

Recém-nascidos de maes com pré-eclampsia tém risco de morte cinco
vezes maior quando comparados com filhos de gestantes sem a doenca. A
principal causa para o aumento do risco reside na prematuridade iatrogénica.’

A pré-eclampsia é uma sindrome que faz parte de um conjunto de
patologias denominadas doencas hipertensivas gestacionais. Elas constituem
uma das principais causas de morbidade e de mortalidade tanto materna
quanto fetal, mesmo em paises desenvolvidos. Essa condi¢do esta associada a
restricdo de crescimento intra-uterino em cerca de 30% dos casos,’ além de
parto prematuro e baixo peso ao nascer.’

Segundo o grupo de investigacao do “National Heart, Lung and Blood
Institute”, as doencas hipertensivas gestacionais podem ser classificadas em
pré-eclampsia, eclampsia, hipertensdo gestacional e hipertensdo cronica.
Define-se pré-eclampsia como surgimento de hipertensdo arterial sistémica
(pressao arterial sistélica maior ou igual a 140 mmHg ou pressao arterial
diastdlica igual ou acima de 90 mmHg) combinada com proteinuria superior a
300 miligramas (mg) manifestadas apdés a vigésima semana de gestacao.
Eclampsia ocorre quando a PE evoluiu acompanhada de crises convulsivas. A
hipertensdo gestacional surge apdés a metade da gestacdo, podendo ser
distinguida da PE por ndo apresentar proteindria acima de 300 mg. Por outro
lado, a hipertensao crénica pode ser caracterizada pela elevacdo dos niveis

tensionais acima dos limites citados, instalada previamente ao periodo
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gestacional, ou antes da vigésima semana de gestacdo. Considera-se ainda
hipertensao crénica quando a pressao arterial permanece elevada apds doze
semanas do parto.®

Estudo de coorte realizado no Brasil entre 1991 e 1995 demonstrou uma
incidéncia de 7,5% de doencas hipertensivas ligadas a gestacao. Dentre elas,
foi diagnosticado pré-eclampsia em 2,3% dos casos. Além disso, 4% das
gestantes foram classificadas como hipertensas crénicas.’

Conforme referido por Roberts,® a descricdo do quadro clinico da PE néo
é recente. H4 2.000 anos, Celsus ja havia relatado convulsdes em gestantes e
observado que as crises desapareciam apds o parto. Uma vez que essa
condigdo apresentava inicio subito e sem sinais prévios, ela foi denominada
eclampsia, palavra grega utilizada para designar raio. Durante o século XIX
demonstrou-se que o quadro era freqientemente acompanhado por perda de
proteina na urina previamente ao surgimento das convulsdes, condicdo que
passou a ser chamada de pré-eclampsia. Mais tarde, através de métodos nao
invasivos, verificou-se a associacdo desses achados com aumento dos niveis
de pressao arterial sistémica, chegando-se aos elementos que compdem a
sindrome de pré-eclampsia atualmente.

A PE é uma doenca que ocorre mais freqiientemente em primigestas e
nos extremos etarios das gestantes.® E mais comum em filhas de mulheres que
apresentaram PE durante suas gestac6es e em gestantes cujo cbénjuge é filho
de mae com PE,° o que sugere um envolvimento genético para essa
desordem. Também s&o descritos como fatores de risco para a doenga: histéria
prévia de PE, obesidade, histéria familiar de PE, gestacdo mdltipla e doencas

cronicas, tais como trombofilias, hipertensdo arterial sistémica e diabetes
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mellitus.'® Atualmente, a obesidade é considerada um importante risco para
PE, sendo diretamente proporcional ao indice de massa corporal. A obesidade
apresenta uma forte relacdo com aumento da resisténcia periférica a insulina,
que também € reconhecido como fator de risco para PE. Infertilidade,
especialmente se causada por doenca policistica ovariana, e aborto
espontaneo de repeticdo também sao admitidos como fatores de risco para PE.
Avancos tecnolégicos na reproducao assistida trouxeram desafios ao sistema
imune materno, o que também aumenta o risco de PE. Fatores que induzem
aumento na resposta inflamatéria materna, tais como infeccées e doencas

reumatoldgicas, podem predispor as gestantes & pré-eclampsia.’’

Fisiopatologia

Um modelo que divide a PE em dois estagios tem sido utilizado
conceitualmente, permitindo uma melhor abordagem no entendimento da
fisiopatologia da doenca. O fato de a PE ser uma doenca especifica da
gestacdo, desaparecendo apds o parto, denota a participacdo crucial da
placenta na sua fisiopatogenia. A reducédo da perfusdo Utero-placentaria tem
sido postulada como o evento inicial, sendo resultado da invasdo anormal do
citotrofoblasto sobre as arteriolas espiraladas. Esse estagio, de uma maneira
ainda nao totalmente elucidada, evolui em algumas gestantes para a segunda
etapa da doenca, que corresponde a sindrome materna da pré-eclampsia.’®

Atualmente, evidéncias demonstram que a placenta exerce uma
participacdo fundamental no desenvolvimento da pré-eclampsia. Essa

conclusdo foi inicialmente sugerida em um relato de caso de gestacao
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abdominal acompanhada de PE onde, na ocasido do parto, ndo foi retirado
completamente o tecido placentario. O quadro de PE persistiu até o momento
em que toda a placenta foi removida.”> Ademais, observa-se que ndo ha
necessidade da presenca do feto, uma vez que esta descrito PE em casos de
mola hidatiforme, onde virtualmente néo existe tecido fetal.'

Na gestacdo normal, as artérias espiraladas do miométrio e da decidua
que perfundem a placenta sofrem profundo remodelamento. Esse processo se
caracteriza pela desintegracado da tunica média e da lamina elastica interna,
além da substituicdo endotelial por células trofoblasticas extravilosas que
expressam o fenétipo endotelial.”® Ao final do processo, as artérias espiraladas
passam a apresentar um didmetro pelo menos quatro vezes maior que aquele
encontrado nas artérias ndo envolvidas na gestacdo. Na PE, esses vasos
sofrem minimas modificacées.'?

O controle celular da invasao trofoblastica depende da interagéo entre a
decidua materna e o trofoblasto fetal. A tensdo de oxigénio local'® e a interacédo
com o sistema imunolégico'’ sdo fatores determinantes nesse processo, sendo
que o mecanismo final parece estar associado ao aumento da taxa de
apoptose dos citotrofoblastos que invadem o Gtero de gestantes com PE."® A
apoptose leva a liberacdo de microfragmentos de sinciciotrofoblastos na
circulagdo materna. Os microfragmentos se encontram elevados no soro de
pacientes com PE, podendo também ter participacdo no desenvolvimento da
doenca.®

Porém, indubitavelmente, € preciso mais que a presenca da placenta
para o desenvolvimento da PE, visto que apenas uma parcela das gestantes

desenvolve a doencga. Multiplos fatores maternos, tais como carga genética,
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ambiente e comportamento, devem interagir com a reducdo da perfusao
placentaria para culminar na sindrome completa. Nas pacientes com esses
fatores, a reducao da perfusao placentaria desencadeia alteracdes sistémicas
que constituem o segundo estagio da doenca.

A sindrome materna se caracteriza pela reducao da perfusao de outros
orgaos, além da placenta. Esse processo pode estar relacionado a auséncia da
reducdo da resisténcia vascular periférica e da reatividade vascular aos

agonistas vasoconstritores observados na gestacdo normal®

, podendo evoluir
acompanhada de hemorragia e necrose. No figado, a expressao clinica pode
ser evidenciada pelo aumento dos niveis séricos das transaminases.® Alteracéo
visual e cefaléia persistente traduzem o envolvimento do sistema nervoso
central.?! Nos rins, ocorre diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, o que
pode ocasionar aumento dos niveis plasmaticos de &cido drico.* No tecido
cardiaco, esta descrito necrose subendocardica associada a doenca.?

Todos esses érgaos tém em comum o envolvimento do endotélio
vascular. Através de bidpsia renal de gestantes com PE, foi observado
endoteliose glomerular, que consiste no aumento das dimensbdes dos
glomérulos devido & hipertrofia das células endoteliais.?® Esse achado acabou
evidenciando a participacdo do endotélio na doenga,?® sendo posteriormente
reforcado pela descrigdo do aumento dos marcadores de dano endotelial, tais
como o fator de Von Willibrand, a fibronectina, a trombomodulina e a
endotelina.?

O endotélio apresenta multiplas funcdes extremamente importantes,

destacando-se o controle do tbnus da musculatura lisa dos vasos através da

liberacdo de vasoconstritores e vasodilatadores. Esse balango é fundamental
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para determinar a resisténcia vascular periférica e, conseqientemente, a
pressao arterial.

Uma das propostas para explicar a fisiopatologia da PE esta ilustrada na
Figura 1. Este modelo proposto por Granger e colaboradores integra os
conceitos de baixa perfusdo placentaria com disfuncdo endotelial e seus
mediadores. O modelo mostra um desequilibrio nos mediadores

vasodilatadores e vasoconstritores, assim como reatividade vascular alterada.?*

Invasao anormal das artérias espiraladas

Reducao da perfusao uteroplacentaria

|

Isquemia placentaria

Liberacao de fatores placentarios
Ativacao/Disfun¢ao endotelial

4

AEndotelina Tromboxane | | ¥ ON PG; Cininas A Sensibilidade All

(. J
Y

Reduz natriurese de pressao / Aumenta a RVP

|

Hipertensao arterial

Granger et al 2001. Hypertension 2001; 38[p2]:718-722

Figura 1. Potenciais mecanismos pelos quais a reducdo crbnica da
perfusdo Utero-placentéria pode levar a hipertensao. Adaptado de Granger et
al, 2001.2* ON: éxido nitrico, PG2: prostaciclina, ANG II: angiotensina Il, RVP:

resisténcia vascular periférica.
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Dentre os vasodilatadores, destacam-se o 6Oxido nitrico (NO) e as
prostaglandinas. O 6xido nitrico é uma molécula que se difunde rapidamente
para fora da célula de origem em direcao as células vizinhas, onde se liga a
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e induz relaxamento da musculatura lisa
vascular.®® A enzima responsavel pela sua producdo, a 6xido nitrico sintase
(NOS), é expressa no sinciciotrofoblasto, bem como no endotélio vascular
umbilical e feto-placentario, onde a producdo de NO contribui para a
manutencdo da baixa resisténcia vascular placentaria.?®?’

O aumento da sintese de NO colabora para a manutencdo das
adaptacdes fisiolégicas observadas na gestagdo normal.?’ Em estudos com
animais, observou-se que os metabdlitos estaveis do éxido nitrico (nitrito e
nitrato) encontram-se elevados em ratas prenhes.”® O bloqueio n&o seletivo da
oxido nitrico sintase resulta em alteracées semelhantes aquelas observadas na
PE, como vasoconstricdo renal, proteindria, trombocitopenia e restricao de

crescimento intra-uterino,?%?°

além de diminuir a excre¢ao urinaria dos produtos
do metabolismo do 6xido nitrico.?®

Em humanos, diversos estudos tém tentado determinar a producédo de
NO investigando os niveis dos seus principais metabdlitos (nitritos e nitratos)
no soro e no plasma de pacientes com PE e comparando-os com gestantes
normotensas. Em pré-eclampticas, foram descritos niveis diminuidos, similares
ou aumentados em relacdo as gestantes controles.®3%%32 Esses estudos
podem ter sofrido interferéncia de diversos fatores, tais como dieta e

medicacdes em uso.>® Assim, a producéo de NO durante a gestacdo normal e

na PE ainda é controversa.
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O éxido nitrico é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, que entra
na célula através de transportadores. Em hemacias, foi demonstrado aumento
da captacdo de L-arginina em gestantes normais, sendo que esse transporte
sofre acréscimo ao longo do periodo gestacional e encontra-se ainda maior no
pés-parto imediato.>* Em gestantes com PE, estd descrito um aumento
significativo na capacidade maxima de transporte de eritrécitos comparada com
gestantes normais, demonstrando que a cinética do transporte da L-arginina
encontra-se alterada nesse grupo de pacientes.®

A éxido nitrico sintase apresenta trés isoformas: endotelial (eNOS),
neuronal (nNNOS) e induzivel (iINOS).*® A investigacdo da expressdo dessas
isoformas no tecido renal durante a gestacao de ratas demonstrou aumento da
iNOS e da nNOS e reducdo da eNOS.*"® A analise isolada evidenciou que a
inibicdo da isoforma neuronal em ratas prenhes resulta em diminuicao do fluxo
plasmatico renal (FPR) e da taxa de filtragdo glomerular (TFG).*®* Os mesmos
efeitos sobre os parédmetros hemodindmicos renais foram descritos quando
induzido o bloqueio agudo da isoforma induzivel em ratas prenhes.*® Apesar de
haver diminuicdo da expressdo no tecido renal, a atividade das isoformas
dependentes de célcio (eNOS e nNOS) aparece aumentada na fase inicial da
gestacdo nos tecidos maternos.*’ Portanto, ndo esta4 completamente elucidada
a participagao da isoforma endotelial no processo de adaptagdo hemodinamica
renal e sistémica observadas na gestacao, sendo esse o objetivo do Estudo 1
descrito a seguir, sob titulo de “Efeito da N-iminoetil-L-ornitina nas Alteragdes
Hemodindmicas Renais durante a Gestagao”, e anexado sob forma de artigo
submetido a publicacao no periédico Brazilian Journal of Medical and Biological

Research (Anexo 1, pagina 105).
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O GMPc é hidroxilado pela fosfodiesterase (PDE), uma enzima presente
na parede uterina de ratas prenhes e virgens. Esta demonstrado que a inibigao
dessa enzima aumenta a vasodilatagdo dependente do endotélio em pequenas
artérias do miométrio em gestag¢des complicadas por PE. Estudo realizado pelo
Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS
observou que a atividade da fosfodiesterase em gestantes com PE é
significativamente maior comparada a gestantes normais.* Esses achados
sugerem que 0 aumento da atividade da enzima leva a degradacao do segundo
mensageiro GMPc, podendo reduzir a vasodilatacdo periférica presente na
gestacao normal e ocasionando aumento da pressao arterial sistémica.

Alteragdes significativas na producao de prostaglandinas ocorrem em
gestantes com PE,** sendo descrita a diminuicdo da sintese de produtos
vasodilatadores, como a prostaciclina,'® associado ao aumento da producéo de
vasoconstritores, como o tromboxano A2.* O tromboxano é um potente
vasoconstritor e agregante plaquetario. Na pré-eclampsia, esta demonstrado
aumento da sua producdo® e da excrecdo urinaria de seu metabdlito.?’ Porém,
estudo investigando a producdo de prostaciclina e tromboxano antes da
instalacdo do quadro da PE, observou que mulheres que desenvolveram PE
tinham niveis de prostaciclina significativamente menores comparados as
gestantes que ndao desenvolveram a doenga, o que foi documentado desde o
periodo inicial da gravidez (13 a 16 semanas). Por outro lado, esse estudo
relatou que os niveis de tromboxano em gestantes que desenvolveram PE nao
estavam significativamente aumentados em relagcdo aquelas que nao

desenvolveram a doencga *.
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Além do tromboxano, outros vasoconstritores participam do controle do

tdbnus vascular. Dentre essas substancias, encontram-se a endotelina,?®?*

a
renina ** e os mediadores do sistema nervoso auténomo simpatico.?’

A maior parte dos estudos que investigou os niveis de endotelina
observou um aumento em cerca de duas a trés vezes em gestantes com PE
quando comparados aos controles. O aumento dos niveis da endotelina ocorre
principalmente na fase final da doenca, podendo assim ndo estar envolvida
diretamente na génese, mas na progressdo da doenca.?’ Est4 descrito que o
dano endotelial pode ser um estimulo a producdo de endotelina.?*

Sugere-se que a PE €& um estado de hiperatividade simpatica que
reverte apds o parto. Esse achado leva a crer que o aumento da resisténcia
vascular periférica observado na PE pode ser explicado, pelo menos em parte,

pelo aumento da atividade simpatica.”’

O sistema renina-angiotensina-
aldosterona encontra-se estimulado durante a gestacdo normal. Em situacdes
de PE grave, esta descrito uma reducéo significativa da concentragcéo sérica da
aldosterona e da atividade da renina plasmatica quando comparado aos
controles. Esse fenbmeno seria secundario a profunda vasoconstricao
periférica encontrada na doenca em virtude do aumento da sensibilidade aos

vasoconstritores. %44

Interagdo Materno-Fetal

Nao esta elucidado como a reducdo da perfusdo placentaria poderia

levar a alteracdes vasculares generalizadas na circulagdo materna. Para tanto,

haveria a necessidade de ocorrer liberacdo de um ou mais fatores vasoativos
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provenientes da placenta isquémica para a circulagcdo materna. Muitos fatores
tém sido apontados como possiveis candidatos, fazendo com que a PE seja
conhecida como a doencga das teorias, sendo que nenhuma delas tem sido
completamente aceita e comprovada com o passar dos anos. As moléculas
candidatas incluem a forma soluvel do receptor do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), a fracdo soluvel da endoglina, os fragmentos
placentarios, além das espécies ativas do oxigénio e o0s mediadores
inflamatorios.

O fator de crescimento vascular endotelial tem um papel importante na
angiogénese que, quando inadequada, pode levar a placentacao defeituosa e a
PE. A insercao alternativa do RNA mensageiro de um dos receptores do VEGF,
o FLT1, produz uma forma sollvel desse receptor: tirosina quinase 1
placentaria soluvel tipo fms (sFLT1), que se liga e gera efeito antagénico tanto
ao fator de crescimento vascular quanto ao fator de crescimento placentério
(PIGF). A expressdo proteica do sFIt1 aparece aumentada na PE.
Experimentalmente, a administracéo de sFIt1 no periodo inicial da gestacao de
ratas induz hipertensdo, proteinuria e endoteliose glomerular. Esses achados
sugerem que o excesso de sFIt1 circulante contribui para a patogénese da
PE.*

A endoglina (CD105) é um receptor de superficie celular dos fatores de
crescimento TGF-1 e TGF-B3, expresso nas células endoteliais e no
sinciciotrofoblasto, que induz aumento no didmetro arterial de maneira dose-
dependente. Foi descrito uma nova forma soluvel da endoglina derivada da
placenta que esta presente no soro de gestantes, aumentada na PE e em

niveis ainda maiores nas formas severas da doenca. A endoglina coopera com
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sFIt1 na inducdo do dano endotelial in vitro e de PE severa in vivo. A
combinacdo deles mostrou um efeito aditivo no figado, indicando que os
mesmos podem agir sinergicamente na ruptura da integridade endotelial e
induzir dano vascular consideravel.*>#¢4’

Outra hipo6tese sugere que a hipdxia causada pela reducao de perfusao
placentaria gera espécies ativas de oxigénio com capacidade de induzir dano

endotelial.*®

Plaquetas, neutréfilos e mondcitos, quando ativados, podem liberar
espécies ativas de oxigénio.* No entanto, essas substancias s&o labeis,
tornando pouco provavel a produgcdo placentaria com atuacdo em sitios
distantes. Estudo clinico inicial demonstrou que a suplementacdo com
vitaminas C e E; utilizadas pelas suas propriedades de remocao de espécies
ativas hidrofilicas e lipofilicas, respectivamente, foi benéfica para gestantes
com fatores de risco para a PE.® Porém, recentes ensaios clinicos
randomizados que administraram as mesmas vitaminas para pacientes com®' e
sem fatores de risco para PE,*? demonstraram incidéncia semelhante ao grupo
placebo, ndo havendo, assim, indicacdo de utilizacdo profilatica das mesmas
durante a gestacdo.’’* Vale ressaltar que o estudo que investigou gestantes
com fatores de risco para PE registrou maior nimero de recém-nascidos com
baixo peso no grupo que recebeu o tratamento comparado aos controles.”’
Supde-se que um dos possiveis mecanismos ligados a génese da PE
ocorra devido a resposta inflamatéria intravascular excessiva. Varios niveis de
evidéncia corroboram a hipétese que a isquemia placentaria contribui para a
ativacao e disfuncao endotelial sistémica através de mediadores inflamatérios.
Em nivel celular, esté relatada a ativagcdo da resposta inflamatéria. Tanto

granulécitos quanto mondcitos encontram-se ativados na pré-eclampsia.”® Em
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humanos, constatou-se que o0s niveis plasmaticos de interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo aumentados em pacientes com PE
quando comparados aos controles.*® Observa-se que, em relagéo aos niveis de
TNF-a, ocorre um aumento em torno de duas vezes; enquanto que, referente a
interleucina-6, o acréscimo é de trés vezes comparado as gestantes normais.>*
Também esta descrito aumento dos niveis de TNF-a no liquido amnidtico de
pré-eclampticas.”® Em outro estudo, foi relatado aumento dos niveis
plasmaticos de IL-6 associados a molécula de adeséo vascular celular (VCAM),
0 que pode estar relacionado ao mecanismo de ativacao leucocitaria presente
na doenca.”® Esses achados foram confirmados em estudos mais recentes® e
nas formas mais graves da doenca;”® incluindo a sindrome HELLP,
caracterizada por hemolise, aumento das enzimas hepaticas e plaquetopenia.®

Por outro lado, existem publicacées descrevendo resultados antagénicos
aos supracitados. No liquido amniético de gestantes com PE, foi observada
diminuicdo dos niveis de IL-6 em relagdo aos controles.®® Quando colocado em
meio de cultura, o tecido placentario de gestantes pré-eclampticas produziu
menor quantidade de IL-6 comparado ao tecido de gestantes normais.®’ Além
disso, medidas de IL-6 no corddo umbilical e no tecido placentario ndo foram
significativamente diferentes em gestantes com ou sem pré-eclampsia.®
Assim, observa-se que a participacdo das citocinas pro-inflamatérias na
fisiopatogenia da PE n&o esta completamente elucidada.

Em estudos com modelos animais, existem evidéncias sugerindo a
participacdo das citocinas pro-inflamatérias como mediadores do aumento da

pressao arterial. Devido ao fato da PE ocorrer espontaneamente apenas em
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humanos e macacos mais desenvolvidos na escala evolutiva® e das limitacdes
éticas para o estudo da sua fisiopatologia, diversos modelos animais tém sido
descritos. Cada modelo concentra-se em um mecanismo especifico da doenga.
Em ratos, os modelos incluem a inducdo de isquemia uterina,* o bloqueio
prolongado da sintese de 6xido nitrico,”® a inducdo de hiperinsulinemia e o
estresse crbnico induzido através de ruidos intermitentes e superpopulagcao nas
gaiolas,®® além da ativacdo da resposta inflamatéria sistémica através da
infusdo de baixa dose de lipopolissacarideos.®* Descreve-se, ainda, a indugéo
da ativacdo de proteinas que interferem na angiogénese, como a tirosina
quinase 1 placentaria soltvel tipo fms *° e a forma solGvel da endoglina.***” Em
camundongos, modelos com animais transgénicos  expressando
angiotensinogénio humano buscam alterar o sistema renina-angiotensina-
aldosterona.®® Outro modelo trabalha com a transferéncia de esplendcitos
ativados para o perfil Th1, pré-inflamatério, de camundongos BALB/c para
fémeas prenhes isogénicas tendo como intuito induzir resposta inflamatéria
excessiva.®® Além desses modelos, realiza-se o cruzamento de camundongos
isogénicos BPH/5 para propiciar modelos de HAS gestacional de
desenvolvimento espontaneo.®

A reducdo cronica na pressao de perfusao utero-placentaria (RUPP) em
ratas, descrita inicialmente por Eder e McDonald em 1987,%” ¢ induzida entre a
metade e o final da gestacédo através da colocacao de clipes metalicos ou fio
seda em torno da aorta abdominal abaixo das artérias renais, diminuindo a
perfusdo em torno de 35% a 45%. Esse procedimento esta associado ao
aumento dos niveis de pressao arterial e proteinuria em excesso. O modelo

RUPP foi adaptado por Alexander usando constricdo da porcéo inferior da
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aorta abdominal, bem como de ambas as artérias ovarianas para prevenir o
fluxo sanguineo compensatério através delas (Figura 2).°® Nesse estudo esta
descrito que o modelo RUPP é caracterizado por aumento da pressao arterial e
da excrecdo de proteina na urina, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e
do fluxo plasmatico renal, além de restricdo de crescimento intra-uterino.
Assim, observa-se que o modelo apresenta alguns dos achados descritos na

doenca hipertensiva gestacional em humanos.

Reduced Uterine Perfusion Pressure Model (RUPP)

Artéria

Ovariana <+——— Rins

Clips (0.100 mm)

Aorta
Abdominal

Clip (0.203 mm)

Kassab, SE

Figura 2. Representacao esquematica do modelo de reducéo da pressao

de perfusao uterina em ratas prenhes (gentilmente cedida por Kassab, SE).

Em estudos com animais submetidos ao modelo RUPP, demonstrou-se

que os niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral alfa estdo duas vezes
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acima daqueles encontrados em ratas prenhes controles. Adicionalmente, a
infusdo de TNF-a em ratas prenhes, elevando seus niveis séricos préximos
aqueles encontrados no modelo RUPP, estd associada a aumento da
resisténcia vascular periférica e da pressao arterial.*®"°

O objetivo do Estudo 2 descrito a seguir foi investigar a participacdo da
IL-6 nas alteracdes hemodindmicas sistémicas e renais, especialmente no que
se refere ao controle da pressdo arterial dentro do modelo de reducédo da
pressao de perfusdo uterina em ratas prenhes. Esse estudo tem como titulo
“Papel da Interleucina 6 na Hipertensdo Produzida por Reducdo na Perfusao
Uterina em Ratas Prenhes”. Sob forma de artigo, ele esta publicado com o
titulo de “Hypertension Produced by Reductions in Uterine Perfusion in the

Pregnant Rat: Role of Interleukin 6” (Anexo 2, pagina 118).
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CONSIDERACOES SOBRE A TESE

O Programa de Pés-graduacdao em Medicina e Ciéncias da Saude —
FAMED / PUCRS nao exige um formato especifico para a apresentacdo da
tese. Assim, foram empregadas as recomendacdes de Spector,”’ sendo que as
referéncias bibliograficas seguiram as normas do estilo Vancouver e as
citacGes indicadas no texto seguiram o sistema de citagcdes em sequiéncia.

O presente trabalho faz parte da linha de pesquisa do Laboratério de
Nefrologia que investiga as doengas hipertensivas ligadas a gestacdo. Tendo
como ponto de partida os estudos sobre a via da L-arginina / éxido nitrico no
Laboratério de Nefrologia, além do interesse mutuo na PE e nessa rota
metabdlica, estabeleceu-se uma parceria com o grupo do Dr. Joey P. Granger,
que vem desenvolvendo seus experimentos no Departamento de Fisiologia e
Biofisica da “University of Mississippi Medical Center” (UMC). Essa parceria foi
concretizada com a realizacdo de um “Doutorado Sanduiche”, financiado
inicialmente pela UMC e posteriormente pelo CNPq. Nesse periodo, o autor
participou de varios estudos, sendo alguns deles apresentados na presente
tese. Os estudos experimentais, aqui referidos como Estudo 1 e Estudo 2,
foram realizados em um dos laboratérios do Departamento de Fisiologia e
Biofisica da UMC. Portanto, os dados experimentais obtidos no presente
trabalho foram realizados em 2003 durante a permanéncia do autor na cidade
de Jackson, Mississippi, Estados Unidos da América.

No Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da
PUCRS, foram desenvolvidas varias atividades relacionadas a investigacédo

clinica das doengas hipertensivas gestacionais. Essas atividades estéo ligadas
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a implantacdo do Ambulatério de Hipertensdo, confeccdo do protocolo de
atendimento de primeira consulta e retorno, criacdo do banco e continuo

registro de dados (Anexo 5, pagina 132; Anexo 7 pagina 138).

Esta tese é apresentada nos seguintes capitulos: Introdugéo, Estudo 1,
Estudo 2, Consideragdes Finais e Referéncias Bibliograficas. Também inclui
nos Anexos dados do Ambulatério de Hipertensédo, Atividades Cientificas e
outras producdes cientificas desenvolvidas nesse periodo. O Estudo 1 foi
submetido ao periodico Brazilian Journal of Medical and Biological Research e
esta em avaliacdo (Anexo 1, pagina 105). O Estudo 2 foi aceito e publicado no

periédico Hypertension (Anexo 2, pagina 118).
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ESTUDO 1

Efeito da N-iminoetil-L-ornitina nas Alteracbes Hemodinamicas Renais

durante a Gestacgao

Giovani Gadonski "2, Barbara T. Alexander ', Carlos E. Poli de Figueiredo 2,

Joey P. Granger'

1. University of Mississippi Medical Center
Department of Physiology and Biophysics
2500 North State Street

Jackson, MS 39216 — 4505

2. Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Department of Nephrology — Biomedical Research Institution
6690 Ipiranga Avenue — Sao Lucas Hopital / Second Floor

Porto Alegre, RS 90610 — 000

Estudo submetido a avaliagdo no Brazilian Journal of Medical and

Biological Research (Anexo 1, pagina 105)
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Efeito da N-iminoetil-L-ornitina nas Alteracbes Hemodinamicas Renais

durante a Gestagao

Resumo

A gestacao estd associada a alteracbes significativas nos parametros
hemodinamicos renais que sao mediados por fatores como o éxido nitrico
(NO). O objetivo deste estudo foi investigar o papel da isoforma endotelial da
NO sintase (eNOS) como mediador dessas alteracdes, utilizando o inibidor
mais potente da eNOS, N-iminotetil-L-ornitina: L-NIO. A administracdo aguda
de L-NIO em ratas prenhes no décimo sexto dia de gestacdo diminuiu a taxa de
filtragdo glomerular (2,7£0,3 versus 2,0+0,2 ml/min, P=0,01) e o fluxo
plasmatico renal (10,0£1,0 versus 6,7+0,8 ml/min, P=0,01), bem como
aumentou a resisténcia vascular renal (8,8+1,3 versus 15,3+3,3 mmHg/ml/min,
P<0,05). L-NIO n&o induziu efeitos hemodinamicos significativos em ratas
virgens. Portanto, esses achados sugerem que a eNOS pode ter um papel

importante nas alteragdes hemodinamicas renais durante a gestagédo em ratas.
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Abstract

Pregnancy is associated with marked increases in renal hemodynamics
that are mediated by factors such as nitric oxide (NO). The purpose of this study
was to investigate the role of endothelial NO synthase (eNOS) in mediating
these changes using the most potent eNOS inhibitor (N-iminoethyl-L-ornitine: L-
NIO). Acute administration of L-NIO in pregnant rats (day 16 of gestation)
decreased glomerular filtration rate (2.7+0.3 versus 2.0£0.2 ml/min, P=0.01)
and renal plasma flow (10.0+1.0 versus 6.7£0.8 ml/min, P=0.01) as well as
increased renal vascular resistance (8.8+1.3 versus 15.3+3.3 mmHg/ml/min,
P<0.05). L-NIO had no renal hemodynamic effects in virgin rats. Therefore,
these findings suggest that eNOS may play a role in renal hemodynamic

changes during pregnancy.
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Introducao

Durante a gestacdo normal, ocorrem alteragdes significativas nos
parametros hemodinamicos renais e sistémicos. Comparados aos valores
prévios a gravidez, existe um aumento de 40% a 65% na taxa de filtragdo
glomerular e de 50% a 85% no fluxo plasmatico renal estabelecidos no periodo
inicial e que se estende até a metade da gestacdo.”””® Aumento na taxa de
filtragdo glomerular ocorre em paralelo aos acréscimos no fluxo plasmatico
renal, volume sanguineo sistémico e débito cardiaco.”® Esses acréscimos nos
parametros hemodinamicos renais estdo relacionados a queda na resisténcia
vascular renal (RVR), bem como ao decréscimo da resisténcia periférica total.”

A producdo de oOxido nitrico estd aumentada durante a gestagdo em
ratas.®® Reducdo no débito cardiaco, fluxo sanguineo renal, cardiaco,
pulmonar, hepatico, diafragmatico e muscular esquelético ocorre em resposta a
inibicdo crénica ndo seletiva da 6xido nitrico sintase,”” que também gera
hipertensdo sustentada, proteindria, dano glomerular, trombocitopenia e
restricdo de crescimento intra-uterino.?® O blogueio agudo n&o seletivo da éxido
nitrico sintase (NOS) em ratas prenhes inibe a vasodilatacao e a hiperfiltracao
renal caracteristicos da gestacdo.’”® Esses achados fortemente sugerem que o
NO exerce um papel importante nas alteragdes hemodindmicas sistémicas,
hiperfiltracdo e vasodilatacdo renal caracteristicos da gestacdo.?”"*

A formacdo de NO a partir da arginina é catalisada pela NOS, uma
enzima que apresenta trés isoformas, podendo ser classificadas em induzivel

(iNOS) e constitutivas: endotelial (eNOS) e neuronal (NNOS).*® Esta descrito

que a expressao protéica dessas trés isoformas é diferente no tecido renal
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durante a gestacdo em ratas. Foi constatado aumento na expresséao da iNOS e
da nNOS, com expressdo normal da eNOS.*” Também foram estabelecidos os
papéis da INOS e da nNOS em ratas prenhes.*®* A infusdo do inibidor
especifico da nNOS, o 7-nitroinidazol (7-NI), nesses animais reduziu o FPR e a
TFG em torno de 25%, aumentando a resisténcia vascular renal em,
aproximadamente, 60%.%° O bloqueio da iINOS também atenuou o aumento da
TFG e do FPR em ratas prenhes.*

Apesar de alguns estudos descreverem que a gestacao esta associada
a aumento da atividade das isoformas constitutivas (eNOS, nNOS) no tecido
renal,*"’’ foi demonstrado previamente que ndo ha alteracdes significativas na

3738 Pportanto, a

expressdo da eNOS nesse tecido em ratas prenhes.
contribuicdo da eNOS nas alteracbes hemodindmicas renais durante a
gestagcdo nao esta elucidada. A isoforma endotelial da NOS é inibida de uma
maneira enantiomericamente especifica pela N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO), que
tem sido utilizada como um inibidor putativo ou relativamente seletivo da
eNOS.”®*% O objetivo deste estudo foi investigar o papel da eNOS nas
alteracbes hemodinamicas renais ocorridas durante a gestacdo. Para alcanca-
lo, foram determinados os efeitos da L-NIO (Cayman Chemical, Michigan) em

ratas cronicamente instrumentadas, em vigilia, durante o décimo sexto dia de

gestacao.
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Material e Métodos

Todos os estudos foram realizados em ratas Sprague-Dawley com idade
entre 10 e 12 semanas, no décimo segundo dia de gestacdo, e em ratas
virgens adquiridas junto a Harlan Sprague-Dawley Inc (Indianapolis, Ind). Os
animais foram alojados individualmente e mantidos com racdo padrdao ad
libitum e agua potavel em uma sala com temperatura controlada (23° C) com
ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as recomendacdes do “National Institutes of Health”
e da “American Physiological Society”, sendo que os protocolos foram
aprovados pelo comité para uso e cuidados de animais da “University of
Mississippi Medical Center”.

Os animais foram divididos em dois grupos: virgens (n=13) e prenhes
(n=15). Cada grupo serviu como seu proprio controle. No décimo segundo dia
de gestacdo, as ratas prenhes foram instrumentadas para colocagdo de
cateteres. Sob anestesia com isofluorano a 2%, os cateteres (PE-50) foram
inseridos na artéria femoral esquerda para possibilitar coleta de sangue e
medida da pressao arterial e na veia femoral esquerda para administracao de
drogas. Cada cateter foi preenchido com solugéo de heparina e soro fisiol6gico
(50:50). Uma incisdo abdominal mediana foi realizada para canulagdo da
bexiga com tubo PE-90, permitindo a coleta de urina durante o experimento.
Todos os cateteres foram guiados subcutaneamente para a porcao posterior do
pescoco e exteriorizados. Apds quatro dias de recuperacao, foram realizadas

as medidas hemodinamicas renais e de pressao arterial.
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No décimo sexto dia de gestacdo, as ratas foram posicionadas em
gaiolas de restricdo para as medidas dos parametros hemodindmicos renais e
sistémicos.”® Os cateteres foram testados com solugéo de heparina a 20%. As
canulas posicionadas na veia femoral foram conectadas a uma bomba de
infusdo contendo solucao fisiolégica com ['#°1] iotalamato (Isotex Diagnostics) a
0,05 mCi/Kg/min e acido para-aminohipurico (PAH 24 mg/ml, Sigma Chemical
Co) a uma velocidade de 3 mi/h. A pressao arterial foi monitorizada nos
animais em vigilia através de um transdutor de pressao. Apds a infuséo inicial
em bolus de 3 ml da solugédo supracitada, foi mantida a administragdo numa
velocidade de 3 ml/h durante 60 minutos para estabilizagdo dos animais. A
seguir, foi cronometrado um periodo controle de 30 minutos para coleta de
urina e registro da pressdo arterial. Ao final, foram coletadas amostras de
sangue. O volume urinario foi determinado por gravimetria.

ApGs o periodo controle, L-NIO (20 mg/Kg) foi infundida em bolus pelo
cateter venoso, e outro periodo de estabilizacdo de 60 minutos foi
cronometrado. Realizou-se, entdo, a segunda coleta de urina e medida de PA
durante 30 minutos, seguidos de nova retirada de amostra de sangue. As
amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas para separagao e
coleta de plasma. Amostras de plasma e urina foram levadas ao contador
gama para medida da radiacdo emitida pelo iotalamato, permitindo o calculo da
taxa de filtracao glomerular através da seguinte formula:

Taxa de filtracdo glomerular = (concentracdo de lotalamato na urina
multiplicado pelo volume de urina) / concentracdo de lotalamato no plasma.®* O
fluxo plasmatico renal foi calculado através das concentragbes do PAH no

plasma e na urina medidas por colorimetria, sendo expressos em mililitros por
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minuto (ml/min).®” A resisténcia vascular renal foi calculada dividindo a PA pelo
fluxo plasmatico renal.®

N-iminoetil-L-ornitina é o inibidor mais potente da eNOS.%*#” L-NIO tem
sido utilizado como inibidor seletivo da eNOS em doses que variam de 10 a 30

78-80

mg/Kg.

Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média e erro padréo (SE).
Comparacbes estatisticas dos grupos virgens controle e prenhes controles
versus virgens tratadas e prenhes tratadas com L-NIO foram realizadas através
de teste t Student emparelhado. Comparagdes entre grupos virgens e prenhes
em condic¢des basais, ou apos a infusédo de L-NIO, foram feitas através de teste
t Student ndo emparelhado. Um valor de P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Resultados

O peso médio das ratas virgens foi de 228+4 g, enquanto as prenhes
apresentaram meédia de 27615 g no décimo sexto dia de gestagdo. Em
condicoes basais, ndo houve diferenca significativa entre a pressao arterial
média (PAM) do grupo ratas virgens (1165 mmHg) e prenhes (1082 mmHg).
A infusdo aguda de L-NIO néo gerou efeitos expressivos sobre a PA do grupo

virgens (111+4 mmHg) ou prenhes (109+2 mmHg, Figura 3a).
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A taxa de filtracdo glomerular apresentou aumento de 42% nas ratas
prenhes no décimo sexto dia de gestacao (2,7+0,3 ml/min) quando comparada
com ratas virgens (1,9+0,3 ml/min). A infusdo aguda de L-NIO nas ratas
prenhes resultou em um decréscimo significativo da TFG comparado as
condicées basais (2,7£0,3 versus 2,0x0,2 ml/min; P=0,01). Entretanto, a
administracdo de L-NIO n&o foi associada a efeito significativo sobre a TFG em
ratas virgens (1,9+0,3 versus 1,8£0,2 ml/min, Figura 3b).

Como demonstrado na Figura 3c, o fluxo plasmatico renal foi
significativamente maior nas ratas prenhes no décimo sexto dia de gestacao
(10£1,0 ml/min) comparado as virgens (7,0x1,0 ml/min, P<0,05). Infusdo aguda
de L-NIO nas ratas prenhes resultou em decréscimo significativo no FPR
(10£1,0 ml/min versus 6,7£0,8 ml/min, P=0,01), porém, ndo houve efeito
significativo nas ratas virgens (7,0£1,0 ml/min versus 6,3+0,7 ml/min).

A resisténcia vascular renal foi significativamente menor nas ratas
prenhes no décimo sexto dia de gestacdo sob condicbes basais (8,8%1,3
mmHg/ml/min) em relagéo as ratas virgens (14,4+1,8 mmHg/ml/min, P=0,01).
Adicionalmente aos efeitos sobre a TFG e o FPR, L-NIO aumentou a RVR nas
ratas prenhes de 8,8+1,3 mmHg/ml/min para 15,3+3,3 mmHg/ml/min (P<0,05).
Esse achado nao foi observado nas ratas virgens (14,4%+1,8 versus 14+1,5

mmHg/ml/min, Figura 3d).
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Discusséao

As medidas hemodindmicas renais durante a metade da gestacédo de
ratas em vigilia, cronicamente instrumentadas com cateteres, demonstram que
a TFG e o FPR estdo em torno de 26% e 20%, respectivamente, acima dos
controles nao prenhes. Esses parametros sofrem um decréscimo na fase final
da gestacdo semelhante ao descrito em humanos.”

Evidéncias indicam que a sintese de NO aumenta na circulacdo materna
durante a gestacdo, sendo necessdria para as adaptagcdes hemodinamicas
renais.”® A inibicdo n&o seletiva da NOS anula os acréscimos hemodinamicos
renais em ratas prenhes.”® Esta descrito que a expressao renal das isoformas
induzivel e neuronal encontram-se aumentadas durante a gestacao em ratas, e
ambas sao importantes mediadores das alteracbes hemodindmicas que
ocorrem nesse periodo.’”*** Entretanto, esse fendmeno ndo ocorre com a
eNOS.*” Apesar da expressao renal da eNOS ser normal nesse periodo, um
aumento significativo na atividade das isoformas dependentes de célcio foi
demonstrada.*”” Esse achado poderia indicar um aumento na atividade da
eNOS. Assim, a importancia da eNOS nas alteragdes hemodinadmicas renais
durante a gestacao nao esta elucidada.

Para examinar a potencial contribuicio da eNOS nas alteracoes
hemodinamicas renais durante a gestacao, foi utilizado um inibidor irreversivel
da eNOS, a L-NIO. Essa droga é, aproximadamente, quatro vezes mais
potente inibidor da eNOS do que os outros analogos da arginina.” A L-NIO tem

sido utilizada como um inibidor seletivo da eNOS em doses variando de 10 a
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30 mg/Kg.”?®® A infusdo aguda da droga provoca inicio imediato dos efeitos,
alcancando seu platd em, aproximadamente, oito minutos.”®

A administracdo de 20 mg/Kg de L-NIO resultou na atenuacao das
alteracbes hemodindmicas que ocorrem durante a metade da gestacao. Neste
estudo, a TFG e o FPR foram 42% maior em ratas prenhes comparados as
ratas virgens controles. Além disso, a RVR encontrava-se reduzida em 63%
nas ratas prenhes comparada as virgens. A infusdo aguda de L-NIO no décimo
sexto dia de gestacao resultou em aumento significativo da RVR e diminui¢ao
do FPR e TFG. Em contraste, a administracdo de L-NIO em ratas virgens nao
gerou efeitos significativos sobre esses parametros. Apesar dos resultados
indicarem um potencial papel da eNOS nas alteracbes hemodinamicas durante
a gestacao, ndo se pode descartar a possibilidade de a L-NIO estar também
afetando as outras isoformas da NOS, que s&o reconhecidas por ter um papel
importante nessas modificagdes.

Decréscimo significativo da PAM normalmente ocorre no periodo final da
gestacdo em ratas prenhes.®” Neste estudo, ndo houve diferenca significativa
na PAM entre ratas prenhes e virgens no periodo que antecedeu a infusao da
droga, uma observacdo igualmente referida em outros experimentos.®**° A
administracdo aguda de L-NIO n&o gerou efeitos significativos sobre a PAM de
ratas virgens ou prenhes. No entanto, quando estudados ratos machos sob
anestesia, houve aumento na PAM apds a infusdo da droga.”® Camundongos
geneticamente modificados, que ndo expressam a isoforma endotelial da NOS,
tém aumento significativo, em torno de 15 mmHg, da PA sistélica quando

comparados aos controles em vigilia e repouso. Porém, essa diferenca
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88,89

desaparece durante a gestacao, indicando que a PAM néao é diretamente

controlada pela eNOS durante esse periodo.

Conclusao

Em resumo, a gestacdo esta associada a um importante aumento nos
parametros hemodinamicos renais e sistémicos, que sdo mediados por fatores
como o Oxido nitrico. Para investigar o papel da eNOS nessas modificacdes, foi
utilizado o mais potente inibidor dessa isoforma descrito até o momento (N-
iminoetil-L-ornitina: L-NIO). A administracdo aguda da droga em ratas prenhes
diminuiu a taxa de filtracdo glomerular e o fluxo plasméatico renal, bem como
aumentou a resisténcia vascular renal. Em contraste, L-NIO nao apresentou
efeitos hemodinamicos significativos em ratas virgens. Esses achados sugerem
que a eNOS pode ter um papel importante como mediador das alteragbes

hemodinamicas renais ocorridas durante a gestacao.
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Figura 3. Alteracdes na PAM (3a), TFG (3b), FPR (3c) e RVR (3d) em
resposta a infusdo intravenosa aguda de L-NIO (20 mg/kg) em ratas virgens e
prenhes em vigilia. Todos os valores sdo expressos como média + erro padrdo

(SE). * P < 0,05 versus prenhes controles # versus virgens controles.
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Papel da Interleucina 6 na Hipertensdo Produzida por Redugéo na

Perfusao Uterina em Ratas Prenhes

Giovani Gadonski, B. Babbette D. LaMarca, Elizabeth Sullivan, William

Bennett, Derrick Chandler, Joey P. Granger

Estudo publicado no peridédico Hypertension (Anexo 2, pagina 118)
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Papel da Interleucina 6 na Hipertensdo Produzida por Redugéo na

Perfusao Uterina em Ratas Prenhes

Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar o papel da interleucina 6 (IL-6)
como mediadora do aumento da pressao arterial (PA) em resposta a reducao
cronica da pressao de perfusao uterina (RUPP) em ratas prenhes. A pressao
arterial foi maior em ratas submetidas ao modelo RUPP (138+1 mmHg) em
relacao as ratas prenhes normais (PN; 1041 mmHg). Os niveis séricos de IL-6
nas ratas com redugdo de perfusdo uterina foram de 104,5+28,6 pg/ml
comparados com 36,6+7,4 pg/ml em ratas PN. Para determinar os efeitos a
longo prazo induzidos pelo aumento de 2 a 3 vezes nos niveis séricos de IL-6
sobre a funcéo renal e pressao arterial em ratas prenhes, foi infundido IL-6
durante 5 dias (2,5 ng/dia) em ratas PN, iniciando no décimo quarto dia de
gestacao. Cinco dias apos, os niveis séricos de IL-6 foram de 55,5+6,5 pg/ml
em ratas PN controles e 157,0+£36,1 pg/ml em ratas PN tratadas com IL-6. A
pressdo arterial foi significativamente maior nas ratas PN tratadas com IL-6
(1153 mmHg) quando comparada com ratas PN controles (101£1 mmHg) no
décimo nono dia de gestacdo. O fluxo plasmatico renal e a taxa de filtracao
glomerular foram menores nas ratas PN tratadas com IL-6 em relagdo ao grupo
PN controle. A IL-6 aumentou a atividade plasmatica da renina, mas nao
alterou significativamente a expressao renal bem como os niveis de endotelina
nas ratas PN tratadas com IL-6. Em contraste as ratas PN, a IL-6 ndo induziu

efeitos significativos na pressédo arterial e nos parametros hemodinamicos
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renais em ratas virgens. Em suma, esses dados indicam que a IL-6 encontra-se
elevada em resposta a redugédo crénica na pressdo de perfusao uterina em
ratas prenhes e que a elevagdo similar de IL-6 aumenta a pressédo arterial e

reduz a funcao e os parametros hemodinamicos renais em ratas prenhes.
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Abstract

The purpose of this study was to determine the role of interleukin-6 (IL-6)
in mediating the increase in arterial pressure (AP) in response to chronic
reductions in uterine perfusion pressure (RUPP) in pregnant rats. AP was
higher in RUPP rats (138x1 mmHg) than in normal pregnant (NP) rats (1041
mmHg). Serum IL-6 levels in the RUPP rats were 104.5+28.6 pg/mL as
compared with 36.6+7.4 pg/mL in NP rats. To determine the long-term effects of
a 2 to 3 fold elevation in plasma IL-6 on renal function and AP in pregnant rats,
we infused IL-6 for 5 days (2.5 ng/day) in NP rats starting at day 14 of gestation.
Five days later, serum IL-6 levels were 55.5+6.5 pg/mL in the control NP rats
and 157.0+36.1 pg/mL in the IL-6-treated NP rats. AP was higher in the IL-6-
treated NP rats (1153 mmHg) as compared with NP controls (101£1 mmHg) at
day 19 of gestation. Renal plasma flow (RPF) and glomerular filtration rate
(GFR) were lower in the IL-6-treated NP rats than in the NP group. IL-6
increased plasma renin activity but did not affect endothelin in IL-6-treated NP
rats. In contrast to the NP rats, IL-6 had no effect on AP or renal hemodynamics
in virgin rats. In summary, these data indicate that plasma IL-6 is elevated in
response to chronic reductions in uterine perfusion in pregnant rats and that a
comparable elevation in plasma IL-6 increases AP and reduces renal function in

pregnant rats.
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Introducao

As citocinas inflamatorias, tais como a interleucina-6 e o fator de necrose
tumoral alfa, sdo aventadas como possiveis elos no processo de ligacao entre
a isquemia placentaria e as disfungdes cardiovasculares e renais encontradas

na pré-eclampsia.*®>*°%%

Os estudos descrevendo niveis plasmaticos
aumentados de TNF-a e IL-6 em mulheres com PE sustentam a patrticipagcao
das citocinas nessa patologia.****>>°%% Alguns sistemas fundamentais para o
controle da pressdo arterial, tais como renina-angiotensina-aldosterona,®
sistema nervoso autondémico simpatico® e fatores endoteliais® interagem com
a IL-6 e o TNF-0.°"% A angiotensina Il aumenta a sintese de TNF-a e IL-6.
Também é sugerido que a IL-6 pode exercer um papel importante como
mediador na hipertensdo induzida por angiotensina Il em camundongos.®® As
citocinas induzem ativacao do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal e aumentam a
descarga simpatica, manifestada pelo aumento dos niveis séricos de
adrenalina, o que se traduz em aumento da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial.*® As citocinas pré-inflamatérias também afetam as fungdes vasculares
e os fatores derivados do endotélio envolvidos no controle da pressao
arterial.®®*'® A via de relaxamento vascular mediada por 6xido nitrico e
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) dependente do endotélio € inibida em
vasos sistémicos de ratas prenhes tratadas com IL-6% e TNF-a.'® Esta
demonstrado que tanto o TNF-a como a IL-6 induzem altera¢des estruturais e

funcionais nas células endoteliais.’”’"'%? Além de aumentar a permeabilidade

das células endoteliais,®® essas citocinas alteram a producdo de varias
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substancias sintetizadas pelo endotélio e diminuem a vasodilatacdo induzida
por acetilcolina.?® %% Portanto, a disfungdo endotelial associada a diversas
formas de hipertensao pode ser, pelo menos em parte, mediada por citocinas
pro-inflamatorias.

Apesar das citocinas supracitadas terem sido relatadas como
aumentadas em gestantes com PE, a importancia dessas substancias como
mediadores das alteragdes renais e cardiovasculares em resposta a isquemia
placentaria durante a gestacao nao esta completamente elucidada. Estudos
publicados previamente demonstraram que a reducao crbénica da pressao de
perfusdo uterina (modelo RUPP) em ratas prenhes aumenta a pressao arterial
e diminui o fluxo plasmatico renal, bem como a taxa de filtracdo glomerular,
além de estar associada ao aumento da excregdo de proteina na
uring. 2469102104106 Alem disso, foi relatado recentemente que os niveis séricos
de TNF-o estdo elevados em ratas submetidas ao modelo RUPP, e que a

infusado crénica de TNF-o em ratas prenhes aumenta a PA e diminuiu o FPR e

a TFG.*® O TNF-a pode ativar outros mediadores inflamatérios, como a IL-
6,19 sendo relatado aumento dos niveis séricos de IL-6 em gestantes com
PE.**®% Apesar dessa associacdo, ndo esta claro se a hipertenséo associada
ao modelo RUPP esté relacionada ao aumento dos niveis plasmaticos de IL-6,
tampouco se a IL-6 contribui significativamente para a hipertensdo encontrada
no modelo de reducdo crénica na perfusao uterina em ratas prenhes. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi determinar o papel da IL-6 como mediador das

alteragdes cardiovasculares e renais observadas durante a redugao crénica da

pressao de perfusdo uterina em ratas prenhes. Para alcancgar esse objetivo,
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investigou-se primeiramente se a hipertensdo encontrada no modelo RUPP em
ratas prenhes esta associada a elevagao dos niveis séricos de IL-6. O segundo
objetivo foi observar os efeitos da infusdo de IL-6 sobre os parametros
hemodinamicos renais e sobre a PA em ratas prenhes cronicamente
instrumentadas, bem como em ratas virgens, alcancando niveis plasmaticos
que mimetizassem aqueles observados no modelo RUPP. Devido ao fato de os
sistemas de controle de presséo, tais como renina-angiotensina-aldosterona®"

% e endotelina,%-1%7

interagirem com as citocinas pro-inflamatérias, também
foram investigados os efeitos da IL-6 sobre a producdo de endotelina e na

atividade plasmatica da renina.
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Materiais e Métodos

Animais

Todos os estudos foram realizados em ratas Sprague-Dawley prenhes e
virgens, com idades correspondentes entre 0s grupos, adquiridas junto a
Harlan Sprague Dawley Inc (Indianapolis, Ind.). Os animais foram alojados em
caixas individuais e mantidos com racado padrao ad libitum e agua potavel em
uma sala com temperatura controlada (23° C) com ciclo claro-escuro de 12
horas. Todos o0s procedimentos experimentais executados neste estudo
estavam de acordo com as recomendacdes do “National Institutes of Health”
para uso e cuidados de animais, e foram aprovados pelo “Institutional Animal

Care and Use Committee of University of Mississippi Medical Center”.

Reducéo cronica da pressao de perfusao uterina (RUPP)

Os experimentos foram realizados nos seguintes grupos de animais:
ratas prenhes normais (PN) controles (n=16) e prenhes submetidas ao modelo
RUPP (n=10). Todos os animais submetidos ao procedimento cirurgico foram
anestesiados com isofluorano a 2% (W.A. Butler Co) administrado através de
aparato anestésico (Vaporizer for Forane Anesthetic, Ohio Medical Products).
As ratas prenhes do grupo RUPP foram submetidas a colocacao de clipes
metalicos no décimo quarto dia de gestagao.

ApG6s uma incisdo na linha média do abdémen, a por¢ao inferior da aorta
foi isolada e um clipe de prata (0,203 mm de didmetro interno) foi posicionado
em torno da aorta, acima da bifurcacdo iliaca. Devido ao mecanismo

compensatoério de acréscimo de fluxo sanguineo para a placenta através do
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fluxo ovariano, os ramos das artérias ovarianas esquerda e direita também
foram evolvidos por um clipe de prata (0,100 mm de diametro interno) como
previamente descrito e realizado no laboratério de fisiologia da UMC (Figura
2)_69,104—106

As ratas também foram instrumentadas cirurgicamente com cateter na
artéria carétida direita para medida da pressao arterial. O registro da pressao
arterial e a coleta das amostras de sangue foram obtidos no décimo nono dia

de gestacgao.

Presséo arterial e hemodinamica renal

Os experimentos foram realizados nos seguintes grupos de animais:
ratas prenhes controle (n=9) e ratas PN tratadas com IL-6 (2,5 ng/dia; n=9). A
IL-6 (Recombinant Rat IL-6, R&D Systems) foi infundida durante cinco dias em
ratas prenhes normais entre o décimo quarto e o décimo nono dia de gestacao.
Estudos preliminares realizados no laboratério indicaram que a infusdo de IL-6
a 2,5 ng/dia era a dose adequada para atingir os niveis plasmaticos
comparaveis aqueles medidos em amostras de ratas submetidas ao modelo
RUPP em outros experimentos (vide estudo piloto no Anexo 3, pagina 124).
Experimentos adicionais foram realizados em ratas virgens controle (n=9) e
virgens tratadas com IL-6 (2,5 ng/dia por 5 dias; n=9) para observagdo da
pressdo arterial e dos efeitos da IL-6 sobre os parametros hemodinamicos
renais.

Apoés indugdo anestésica com isofluorano, as ratas prenhes no décimo
quarto dia de gestacdo foram instrumentadas cirurgicamente com cateteres

(tubos PE 50) na veia femoral e artéria car6tida para coleta de sangue e
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monitorizagdo da pressao arterial. Ratas virgens também foram submetidas ao
mesmo procedimento, porém foi abordada a artéria femoral, uma vez que
nesses grupos nao havia clipes metalicos.

A administracdo da IL-6 em ratas virgens e prenhes foi realizada através
de cateteres na veia jugular conectados a mini-bombas osméticas de infusao
(modelo 2002, Alzet Scientific Corporation) previamente preenchidas com
solucdo contendo IL-6 na dose citada. No mesmo procedimento, foi realizada
uma incisao na linha média do abdémen, porcao inferior da parede abdominal,
para introducdo de cateter confeccionado com tubo PE-90 na luz da bexiga,
possibilitando, assim, a coleta de urina. Todos os cateteres foram guiados pelo
subcutaneo para a regido cervical posterior e entao exteriorizados.

As medidas dos parametros hemodindmicos renais e da PA foram
determinadas em ratas prenhes controle e ratas prenhes tratadas com IL-6 no
décimo nono dia de gestacdo. Apbs a colocacdo dos animais em gaiolas de
restricao, foi aguardado um periodo de estabilizacdo, que permitiu 0 acesso as
extremidades dos cateteres.

Inicialmente, o cateter introduzido na artéria carétida ou femoral, de
acordo com o grupo, foi conectado a um transdutor de pressdo, que teve o
sinal amplificado e conduzido a um dispositivo com capacidade de armazenar
os valores obtidos. O cateter da veia femoral foi conectado a uma seringa

contendo solugdo salina isoténica com [I'#°

] iotalamato (lsotex Diagnostics;
0,05 mCi/Kg/min) e acido para-aminohipurico (PAH; 24 mg/ml, Sigma Chemical
Co). Apéds a administracao inicial de 3 ml em bolus, foi mantida a administracao

da solucéo a 3 ml/h através de bomba de infusao.
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Para determinacédo da taxa de filtragcdo glomerular, foi realizada a coleta
de urina durante dois periodos de 20 minutos. Apds cada periodo, foi
determinado o volume urinério por gravimetria e coletadas amostras de 0,5 ml
de sangue em tubos heparinizados. A seguir, foi infundido o mesmo volume de
solucdo fisioldégica. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas
para separacao e coleta de plasma. Isoladamente, as amostras de plasma e
urina foram levadas ao contador gama para medida da radiacdo emitida pelo
iotalamato, permitindo o calculo da taxa de filtracdo glomerular através da
seguinte férmula:

Taxa de filtracdo glomerular = (concentracdo de lotalamato na urina
multiplicado pelo volume de urina) / concentragdo de lotalamato no plasma.®

O fluxo plasmatico renal foi calculado através das concentra¢des do
PAH no plasma e na urina medidas por colorimetria, sendo expressos em
mililitros por minuto (ml/min).*” A resisténcia vascular renal foi calculada
dividindo a PA pelo fluxo plasmatico renal.®®

Ap6s a segunda coleta de urina, os ratos foram anestesiados
(isofluorano 2%), e uma incisdo na linha média abdominal foi realizada para
acessar a aorta e realizar a coleta de sangue para armazenamento em vidros
recobertos com silicone (Sherwood Medical Co) utilizando agulhas tamanho
19G %4 (Becton Dickinson Vacutainer Systems). O soro foi separado e mantido
a -80% C. Outras amostras foram retiradas e colocadas em tubos com &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), centrifugadas para separacao do plasma e
armazenadas a -20° C. Os rins foram removidos para a medida de pré-prd

endotelina.
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Determinagéo dos niveis séricos de interleucina-6

O método ELISA foi utilizado para quantificacdo dos niveis séricos de IL-
6. Um anticorpo monoclonal especifico para IL-6 de ratos encontrava-se
previamente fixado na microplaca a ser utilizada, tendo sido essa adquirida
junto a R&D Systems. As solugdes padréo, controle e as amostras de plasma
diluidas foram pipetadas em cada poco, a fim de permitir a ligacao de qualquer
IL-6 presente com o anticorpo citado. Apds, um anticorpo policlonal ligado a
enzima foi adicionado, assim como a solu¢gao com substrato, iniciando a reagao
enzimatica que resultou em um produto azul, que se tornou amarelo com a
colocacao da solugdo empregada a fim de parar a reacdo. A intensidade da
coloragao foi medida, sendo proporcional a quantidade de IL-6. Os valores das
amostras foram, entéo, lidos de acordo com a curva-padréo. A precisdo inter e
intraensaio foi de 10% e 8,8%, respectivamente. Esse método possui um nivel

de sensibilidade de < 10 pg/ml.

Medida da concentracao plasmatica de endotelina

Os niveis plasméticos de endotelina foram determinados utilizando o
método ELISA (R&D Systems). A endotelina foi isolada de 1,0 ml de plasma
em 1,5 ml de solvente para extracdo (40:1:5, acetona: 1 N HCl:agua). O
procedimento para extracao foi realizado seguindo o protocolo de preparagao
das amostras encontrado nas instru¢cdes do fabricante. O principio do método
utiizado € o mesmo descrito na dosagem de interleucina-6, mudando o
anticorpo previamente fixado na microplaca do ensaio, bem como as solucées
padrdo e controle, o substrato e a calibracdo do aparelho para leitura da

coloracao emitida pela reacao enzimatica.
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A preciséo inter e intraensaio foram de 4,5% e 6,5%, respectivamente. O

nivel minimo detectavel de endotelina 1 (ET-1) foi < 1,0 pg/ml.

Determinacao dos niveis de pré-pr6 endotelina renal

Uma vez que os niveis de endotelina no plasma podem nao ser
detectados, investigou-se a formagdo da molécula precursora da endotelina no
tecido renal com intuito de investigar os mecanismos envolvidos nas alteracdes
dos parametros hemodindmicos estudados. Para determinar os efeito da IL-6
na producdo renal de endotelina, foram examinados os niveis de RNA
mensageiro (mMRNA) da pré-pr6 endotelina no tecido renal. O cortex e medula
renal de 6 animais PN e 8 ratas prenhes tratadas com IL-6 foram separados
imediatamente apds a coleta e rapidamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80° C. O RNA total foi extraido usando o “kit tottally RNA”
fornecido pela Ambion apdés o cértex e a medula terem sido triturados em
nitrogénio liquido. O isolamento foi entdo realizado seguindo as orientagdes do
fabricante. Brevemente, realizou-se centrifugacdo dos tecidos para separacao
dos debris celulares, seguida por adicdo da solucdo de extracao (fenol e
cloroférmio) e isopropanol, que foram mantidos a -20° C e centrifugados. Foi
removido o supernadante e lavado com etanol. As amostras foram
acondicionadas em frascos para serem mantidos a -80° C, permitindo a
posterior conclusao do processo.

O DNA foi digerido com DNAse 1 seguindo as instrucées da Ambion. O
RNA foi quantificado por espectrofotometria usando o “Eppendorf
BioPhotometer”. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 5 ug

de RNA com “Invitrogen’s Superscript II” transcriptase reversa usando os
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seguintes “primers”: pré pro-endotelina “forward” 1: ctaggtctaagcgatccttg e pré
pré-endotelina “reverse” 1: tctttgtcfgcttgge, fornecidos pela Life Technologies.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizada
com o “BioRad Sybre Green” e “iCycler” usando um “nested foward primer”,
pré-pré endotelina “forward” 2: ctaggtctaagcgatccttg e o “primer” reverso
descrito acima. Beta-actina foi usada como gene de expressdo constitutiva

controle (“housekeeping gene”).

Medida da atividade plasmatica da renina

A atividade plasmatica da renina foi medida por radioimunoensaio
utilizando uma modificagdo do método de Haber.'® O sangue foi retirado do
tubo com EDTA, mantido em gelo, e realizada a separacao das células através
de centrifugacao a 0° C. O plasma foi incubado durante 3 horas com reagentes
(1,0 mM de dimercaptol e 3,4 mM de 8-hidroxiquinolina) a 37° C que inibem o
ataque proteolitico a angiotensina I. Uma quota similar foi mantida a 0° C
(controle) e 50 ul de cada amostra de plasma diluido (1:20) foi adicionado a
mistura contendo reagentes que inibem a enzima de conversdo da
angiotensina e a angiotensinase, além da angiotensina | ligado a um marcador

radioativo ('*°l).

O produto da agdo da renina sobre o seu substrato € a
angiotensina |. A quantidade de angiotensina foi estimada pela comparagao
com as solugdes padrdao, sendo que cada amostra foi comparada ao seu
proprio controle ndo incubado. Esse método fornece uma medida direta da

atividade da renina ao quantificar a formacado de angiotensina, tendo como

vantagem a sua especificidade e reprodutibilidade.'®
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Analise Estatistica

Todos os dados sé&o expressos em média + erro padrédo da média (SE).
Comparacgbes para grupos multiplos e andlise multifatorial foram realizadas
através de ANOVA de duas vias e por teste t Student ndo emparelhado para
comparacgdes entre os grupos experimental e controle. Considerou-se diferenca
significativa entre os grupos em estudo quando o valor de P foi menor que

0,05.
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Resultados

Presséo arterial média e niveis de IL-6 no modelo RUPP

A pressdo arterial média (PAM) foi significativamente maior em ratas
submetidas ao modelo RUPP (138+1 mmHg) comparada as ratas prenhes
controles (104+1 mmHg; Figura 4). Associado a elevacdo da PAM, os niveis
séricos de IL-6 nos animais submetidos ao modelo RUPP encontravam-se trés
vezes acima dos niveis observados em ratas prenhes normais (104,6+28,6

versus 36,6+7,4 pg/ml).
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Figura 4. Presséo arterial média (PAM) e niveis séricos de IL-6 em ratas

prenhes normais (PN) e ratas prenhes submetidas ao modelo RUPP. * P < 0,05
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versus ratas prenhes controles. Todos os dados sao expressos em média *

SE.

IL-6 sérica e PAM em ratas PN e tratadas com IL-6

A Figura 5 ilustra os niveis séricos de IL-6 em ratas prenhes controles e
em ratas prenhes que receberam IL-6 durante 5 dias a 2,5 ng/dia, sendo que
essas apresentaram elevacao de 3 vezes dos niveis séricos de IL-6 em relagcao
aos controles (55,5+5,5 versus 157,636 pg/ml), o que é comparavel aos niveis
observados em animais submetidos ao modelo RUPP. A Figura 5 também
ilustra as pressdes arteriais médias em ratas prenhes controles e em ratas
prenhes que receberam infusdo de IL-6 por 5 dias a 2,5 ng/dia. A média das
pressoes foi de 1011 mmHg em ratas prenhes controles. A pressao arterial
em ratas prenhes que receberam IL-6 a 2,5 ng/dia atingiu a média de 11543

mmHg, em torno de 15% acima das ratas controles.
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Figura 5. Pressdo arterial média e concentragdo sérica de IL-6 em ratas
prenhes controles e prenhes tratadas com IL-6 no dia 19 de gestagcdo. * P <
0,05 versus ratas prenhes controles. Todos os dados sdo expressos em meédia

+ SE.
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Hemodinadmica renal em ratas prenhes controles e tratadas com IL-6

As diferengas nos parametros hemodindmicos renais observados em
ratas prenhes controles e ratas prenhes tratadas com 2,5 ng/dia de IL-6
durante 5 dias estao ilustradas na Figura 6. A resisténcia vascular renal foi
significativamente maior em ratas prenhes tratadas com IL-6 na dose de 2,5
ng/dia quando comparada com ratas prenhes controles (15t£0,9 versus
11+1,1mmHg/ml/min). O fluxo plasmatico renal estava diminuido em ratas
prenhes tratadas com IL-6 comparadas as prenhes controles (6,3£0,4 versus
9,6£1,2 ml/min), assim como a taxa de filtracdo glomerular (1,9+0,1 versus

2,9+0,1 ml/min).
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Figura 6. Taxa de filtracdo glomerular (TFG), fluxo plasmatico renal

(FPR) e resisténcia vascular renal (RVR) em ratas prenhes controles e prenhes
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tratadas com IL-6 no décimo nono dia de gestacdo. * P < 0,05 versus ratas

prenhes controles. Todos os dados sdo expressos em média + SE.

Efeito da IL-6 na presséao arterial e hemodinamica renal em ratas virgens
Em contraste as ratas prenhes, o aumento em torno de duas vezes dos
niveis séricos de IL-6 em ratas virgens (de 59,1+7,2 para 103£31,5 pg/ml) ndo
teve efeito significativo sobre a pressdao arterial média (136,8t4 versus

125,4+3,4 mmHg; Figura 7).
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Figura 7. Presséao arterial média e concentragédo de IL-6 em ratas virgens
controles e virgens tratadas com IL-6. * P < 0,05 versus ratas prenhes

controles. Todos os dados sao expressos em média + SE.
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Além disso, ndao houve diferenca significativa na RVR (11,2+0,6 versus
10,7£1,2 mmHg/ml/min), no FPR (9,2+1,0 versus 8,91£0,7 ml/min) e na TFG
(2,2+0,1 versus 2,1£0,2 ml/min) entre o grupo tratado com IL-6 e o0 grupo

virgens controles (Figura 8).
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Figura 8. Taxa de filtracdo glomerular (TFG), fluxo plasmatico renal
(FPR) e resisténcia vascular renal (RVR) em ratas virgens controles e virgens

tratadas com IL-6. Todos os dados sao expressos em média + SE.
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Efeitos da IL-6 sobre a endotelina plasmatica, pré-pr6é endotelina renal e
atividade plasmatica da renina em ratas prenhes

Nao houve diferencas significativas nos niveis plasmaticos de endotelina
entre ratas prenhes normais e ratas prenhes tratadas com IL-6 (2,8+0,6 versus
2,1£0,3 pg/ml; Figura 9). Ademais, os niveis de pré-pr6 endotelina renal nao
foram significativamente diferentes entre as ratas prenhes tratadas com IL-6 e

prenhes controles (Figura 9).

Endotelina Plasmatica (pg/ml)

Pré-pro Endotelina (Delta/dCT)
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Figura 9. Niveis plasmaticos de endotelina em ratas prenhes controles e

prenhes tratadas com IL-6. Expressao de pré-prd endotelina no tecido renal de
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ratas prenhes controles e prenhes apés infusdo de IL-6. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos. Todos os dados sado expressos como média + SE.

Em contraste, ratas prenhes tratadas com IL-6 tiveram niveis
plasmaticos de atividade da renina significativamente maiores quando
comparados com animais prenhes controles (13,1x1,5 versus 6,910,6

ng/Al/ml/h; Figura 10).
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Figura 10. Atividade plasmatica da renina em ratas prenhes controles e
prenhes tratadas com IL-6. * P < 0,05 versus ratas prenhes controles. Todos

0s dados sao expressos como média = SE.
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Discusséao

Este estudo demonstra que a elevacédo da pressao arterial no modelo
RUPP esta associada a aumentos significativos nos niveis séricos de IL-6.
Além disso, nGs reportamos que a elevagdo cronica nos niveis séricos de
interleucina-6, comparaveis aqueles observados em ratas submetidas ao
modelo RUPP (em torno de trés acima do valor observado nos animais
controles) resulta em aumentos significativos da PA em ratas prenhes. O
aumento na PA esta associado ao aumento da resisténcia vascular renal,
reducdo do fluxo plasmatico renal e da taxa de filtracdo glomerular. O aumento
na pressao arterial foi associado a ativacdo do sistema renina-angiotensina,
como indicado pelo aumento da atividade da renina no plasma das ratas
prenhes tratadas com IL-6. Esses resultados indicam que a IL-6 pode exercer
um papel importante como mediador do aumento da PA e redugédo dos
parametros hemodinamicos renais observados no modelo de redugdo da
pressao de perfusdo uterina em ratas prenhes.

Neste experimento, foi realizada a infusédo de IL-6 em ratas prenhes com
o intuito de mimetizar os niveis séricos observados em ratas submetidas ao
modelo RUPP. A IL-6 foi infundida na dose de 2,5 ng/dia durante 5 dias, sendo
que os niveis plasmaticos de IL-6 foram medidos pelo método ELISA. A dose
de 2,5 ng/dia aumentou as concentracbes séricas de IL-6 para niveis que
estavam pouco acima daqueles observados em ratas submetidas ao modelo
RUPP.

A elevagéo nos niveis séricos de IL-6 resultou em aumento significativo

da PA (em torno de 15%) comparados com ratas prenhes nao tratadas, no
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décimo nono dia de gestacdo. O aumento da PA em ratas tratadas com IL-6 foi
associado a reducdes de 30% a 40% no FPR e na TFG. A diminuigdo dos
parametros hemodindmicos renais em resposta a interleucina-6 é similar ao
decréscimo previamente descrito em ratas submetidas ao modelo RUPP.%°
Entretanto, devido as concentracdes séricas de IL-6 nas ratas tratadas estarem
pouco acima daquelas observadas no modelo RUPP, pode ter havido uma
supervalorizacdo da relevancia da IL-6 como mediador das reducdes
hemodinamicas renais no modelo RUPP.

O mecanismo exato através do qual o aumento da IL-6 plasmatica induz
a elevacado da PA durante a gestacdo nado é conhecido. A interleucina-6 tem
capacidade de causar disfuncdo endotelial, levando ao aumento da
permeabilidade vascular,” inibindo a via de relaxamento mediada por 6xido
nitrico® e aumentando a reatividade vascular em vasos de ratas prenhes.?®%
Foi reportado recentemente que o aumento da PA produzido pela elevacéao
crbnica nos niveis plasmaticos de TNF-a em ratas prenhes esta associado ao
aumento significativo da producao local de endotelina no tecido renal. Além
disso, foi demonstrado que o aumento da PA em resposta ao TNF- a é
completamente abolido em ratas prenhes tratadas com o antagonista do
receptor da endotelina A.'” Também foi publicado previamente que a
hipertensdo em resposta a reducdo crénica da pressao de perfusao Utero-
placentaria em ratas prenhes estd associada a aumento significativo na
expressao renal de pré-pré endotelina. Além disso, o bloqueio seletivo do
receptor ETA virtualmente anula a hipertensdo em resposta a reducao crénica

da perfusdo Gtero-placentéaria.'® Conjuntamente, esses achados sugerem que



79

a endotelina pode exercer um papel importante como mediador do aumento da
pressao arterial induzida por citocinas em ratas prenhes.

Estudos prévios tém reportado um efeito da IL-6 em altas concentragdes
estimulando a sintese de endotelina por células epiteliais da via aérea,'®
células amniéticas,'® células tumorais de tecido mamario''' e células
endoteliais.'®'"® Entretanto, no presente estudo, ndo foram observadas
alteragdes significativas nos niveis plasmaticos de endotelina em ratas prenhes
tratadas com IL-6 na dose que mimetiza 0s niveis séricos observados no
modelo RUPP. Considerando que os niveis plasmaticos de endotelina podem
nao refletir a sintese local dessa citocina, também foi investigado a expressao
renal do RNA mensageiro (mMRNA) da pré-pré endotelina. Ao contrario dos
achados no estudo com TNF- a,%® 0 aumento crénico de IL-6 no plasma de
ratas prenhes ndao aumentou a expressao de mRNA da pré-pr6 endotelina no
tecido renal. Esses dados sugerem que o aumento na PA e a reducédo da
funcdo renal em resposta a IL-6 em ratas prenhes podem ndo estar
relacionados a sintese de endotelina no sistema renal.

Outros sistemas fundamentais no controle da presséo arterial interagem
com as citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a.®"®* Apesar de haver
evidéncias demonstrando através de estudos experimentais que as citocinas
pré-inflamatérias podem ativar o sistema nervoso simpatico® e que a

6,19 nao esta claro se

angiotensina € capaz de induzir a sintese de IL-
citocinas como a IL-6 ativam o sistema renina-angiotensina. Foi publicado
previamente que a atividade plasmatica da renina ndo estad aumentada em

ratas submetidas ao modelo RUPP.'® Entretanto, no presente estudo,

constatou-se que as ratas prenhes tratadas com IL-6 apresentaram niveis de
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atividade plasmatica da renina significativamente maiores que aqueles
encontrados em animais prenhes controles. O efeito da IL-6 na atividade
plasmatica da renina pode estar associado a vasoconstricdo e reducao da
natriurese de pressdo, levando ao aumento da pressio arterial."'* Porém, o
grau de contribuicdo do sistema renina-angiotensina como mediador in vivo dos
efeitos da IL-6 durante a gestacdo ndo é conhecido, permanecendo como uma
relevante area a ser investigada.

A resposta hemodinamica renal e da pressédo arterial a IL-6 foram
observadas exclusivamente em ratas prenhes. A administracdo de IL-6 em
ratas virgens nao gerou os mesmos efeitos sobre a pressao arterial ou sobre os
parametros hemodinamicos renais. Estudos prévios reportaram aumento da
suscetibilidade aos lipopolissacarideos e ao TNF- a sobre os efeitos renais e
cardiovasculares induzidos durante a gestacdo.®*®® Faas et al** demonstraram
que a administragdo Unica de baixas doses de lipopolissacarideos aumenta a
pressao arterial e a excrecao de albumina em ratas prenhes, o que nao ocorre
com ratas virgens. Lamarca et al®® também publicaram recentemente que a
elevagédo cronica dos niveis plasmaticos de TNF-a induz aumento da PA e
reducdo da funcao renal em ratas prenhes, ndao havendo efeitos significativos
em ratas virgens. Apesar de o mecanismo exato para o aumento da
sensibilidade as citocinas inflamatérias durante a gestacédo ser desconhecido,
ele pode estar relacionado aos niveis circulatérios dos horménios sexuais. Os
altos niveis de progesterona e 17-f estradiol encontrados durante a gestacao
de ratas, faz com que esses esterdides constituam potenciais mediadores. De
acordo com essa hipétese, estdo os achados de Cid et al''® demonstrando a

capacidade da progesterona e do estrogeno em aumentar o estimulo
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leucocitario para expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais
induzido por TNF-a. Apesar de esses achados apontarem para um potencial
papel dos hormbénios sexuais no aumento da resposta endotelial as citocinas
inflamatérias, a importancia do estrégeno e da progesterona no aumento da
ativacao endotelial e da resposta hipertensiva as citocinas permanece
ignorada.

Os investigadores, em sua maioria, descreveram aumento significativo
nos niveis plasmaticos de IL-6 em mulheres com PE.*9:°°°6:60.6162.90.101 A fonte
de IL-6 na PE em resposta a isquemia placentaria é incerta.”**®"°" Estudos
prévios in vitro tém implicado os citotrofoblastos placentdrios como potenciais
sitios para a sintese de citocinas na PE.**®"%1> O fato de a reducéo da
perfusdo uterina em ratas prenhes aumentar os niveis séricos de IL-6 também
sugere que a placenta pode ser o local de origem para a producdo dessa
citocina. Entretanto, estudos recentes em humanos sugerem que outras fontes,
além da placenta, contribuem para o aumento das concentragdes das citocinas
encontradas na circulagdo de gestantes com PE.>*®%° A expressao protéica e
os niveis de mRNA da IL-6 sdo comparaveis em placentas a termo ou pré-
termo com ou sem pré-eclampsia.®’ Além disso, a producéo de IL-6 pelo tecido
placentario coletado de gestantes com PE, quando em meio de cultura, esta
diminuida se comparada ao mesmo tecido de placentas colhido de gestantes

normais a termo.*®®

Portanto, apesar de os niveis de IL-6 estarem
aumentados na circulagdo de mulheres com PE, a origem da citocina pode nao
ser placentaria, mas provinda de outras fontes além da placenta. Potenciais
produtores de IL-6 podem ser leucécitos ativados ou o préprio endotélio

materno, que tém capacidade de produzir IL-6 quando exposto a estimulos,
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como o exercido pelo TNF-a.’°" Apesar de o TNF-a ter sido descrito como

545%% o em ratas submetidas ao modelo

aumentado em gestantes com PE
RUPP,®® a importancia relativa desse fator como estimulador da producédo de
IL-6 em resposta a diminuicdo da pressao de perfusao uterina precisa ser

determinada.

Perspectivas

Apesar de ser uma das principais causas de morbidade e de mortalidade
tanto materna quanto fetal, os mecanismos fisiopatoldgicos da elevacdo da
pressdo arterial na PE ndo estdo completamente elucidados.®''® O aumento
nos niveis circulatérios de varios fatores, tais como as citocinas inflamatorias
(incluindo a IL-6) podem servir como mediadores da ativacdo e disfuncao
endotelial materna na PE. Neste estudo, foi relatado que a elevacdo na PA em
ratas submetidas ao modelo RUPP esta associada também ao aumento dos
niveis séricos de IL-6. Além disso, foi descrito que a elevacao crénica dos
niveis séricos de IL-6 em ratas prenhes, atingindo niveis comparaveis aqueles
encontrados em ratas submetidas ao modelo RUPP, resulta em aumento
significativo da pressédo arterial. A elevacdo da PA €& acompanhada pelo
aumento da resisténcia vascular renal e reducéo do fluxo plasmatico renal e da
taxa de filtragdo glomerular. Esses resultados indicam que a interleucina-6
pode participar como mediador da hipertensdo e das alteragcbes dos
parametros hemodinamicos renais observados no modelo de redugdo da

perfusdo uterina em ratas prenhes.
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Apesar de ter sido demonstrado que a IL-6 pode exercer um papel
importante como mediador da elevacédo da PA em resposta a reducao crénica
da pressao de perfusdo uterina, a relevancia da IL-6 e de outras citocinas
inflamatérias como mediadores das alteracbes renais e cardiovasculares
durante a PE em humanos permanece desconhecida. Além disso, néo é sabido
se drogas que inibem as acbes dessas citocinas podem ser benéficas para
gestantes com alto risco de desenvolver pré-eclampsia. Essas questdes
extremamente relevantes ndo serdo respondidas até que ensaios clinicos
controlados investigando inibidores especificos das citocinas forem realizados

em gestantes com pré-eclampsia.
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CONSIDERACOES FINAIS

O grupo do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas e Programa de Pés-graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude
da Faculdade de Medicina da PUCRS estd empenhado em entender os
disturbios hipertensivos da gestacao. O foco de investigacao tem sido o estudo
dos disturbios hipertensivos gestacionais e aspectos da via L-arginina / 6xido

” e marcadores de

nitrico,>** disfuncdo endotelial, polimorfismo genético
doenca.

A presente tese inaugurou uma cooperacgao cientifica entre dois grupos
com interesses em comum, a PUCRS e a UMC. Os estudos que o autor
apresenta abrem espaco para o grupo do Laboratério de Nefrologia
desenvolver projetos envolvendo as doencas hipertensivas gestacionais em
modelos animais, ndo disponiveis até entdo. Introduz, também, no grupo do Dr.
Granger a possibilidade de desenvolver estudos em humanos, o que ja foi dado
inicio.'®

As doencas hipertensivas gestacionais, especialmente a pré-eclampsia,
permanecem entre as principais causas de mortalidade tanto materna quanto
fetal, mesmo em paises desenvolvidos. Apesar dos investimentos em
pesquisas realizados nas ultimas décadas, a etiologia da PE é desconhecida e
a sua fisiopatologia ainda nao esta completamente elucidada.

Na medida em que o conhecimento aumenta, observa-se que se trata de
uma doenca com a participacdo de multiplos fatores, tais como o endotélio

materno, a carga genética dos pais, as doencas sistémicas prévias da mae e o

ambiente.
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Dentre as areas de investigacdo abordadas para o entendimento da
doencga, encontram-se as adaptacbées hemodinamicas renais e sistémicas
fisioldgicas tipicas da gestacdo. Esta descrita a participacdo do 6xido nitrico
como indutor e mantenedor dessas modificacbes, mesmo havendo
controvérsias sobre o aumento da sua produgdo no periodo gestacional.
Estudos prévios realizados no Laboratério de Nefrologia demonstraram que
existe aumento do transporte do precursor do NO, a L-arginina, ao longo da
gestacao normal e que a via da L-arginina / éxido nitrico sofre alteracdes nas
pacientes com PE.

O Estudo 1 da presente tese visava a investigar os mediadores das
adaptagdes hemodinamicas renais ocorridas durante a gestacdo normal, mais
especificamente o papel da isoforma endotelial da enzima produtora de 6xido
nitrico. Estudos como os referidos sao de dificil realizacdo em humanos devido
as limitacbes éticas de manipulacdo e processamento de materiais, 0 que
motivou a investigagdo em animais. Experimentos realizados envolvendo as
isoformas induzivel e neuronal utilizaram inibidores considerados especificos
para as mesmas. Estudos publicados utilizando a L-NIO se referem a droga

887 ou como inibidor seletivo’®® da eNOS, o que

como o inibidor mais potente
encorajou a sua Uutilizagdo para testar os efeitos sobre os parametros
hemodinamicos renais. Porém, o uso da L-NIO com esse fim nao é visto com
unanimidade, o que se constitui uma das principais limitagdes do estudo.
Mesmo assim, considerando os dados encontrados, fica sugerido que a eNOS

pode estar envolvida nas alteracbes hemodindmicas renais observadas durante

a gestagdo normal em ratas.
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A reducado do fluxo placentario secundaria a remodelacéo inadequada
das arteriolas espiraladas tem sido admitida como a alteracéo inicial que
desencadeia a sindrome de pré-eclampsia. Por outro lado, ndo ha consenso
sobre o fator que transmite para a circulagdo materna sistémica as alteracdes
endoteliais encontradas na patologia. Parece cada vez mais claro que nao se
trata de um, mas de varios fatores. Dentre esses fatores, é crescente 0 numero
de publicacbes sugerindo a participacdo de mediadores inflamatérios na
fisiopatogenia da pré-eclampsia. A presenga de varios fatores envolvidos,
assim como as limitagdes éticas impostas na investigacdo da doenca faz com
que sejam utilizados modelos animais. Todos o0s modelos experimentais
descritos até o momento tentam reproduzir 0 maior numero possivel de
caracteristicas da doenca em humanos, mas nenhum consegue fazé-lo
plenamente, detendo-se invariavelmente em apenas um aspecto. Assim, optou-
se pela utilizacdo do modelo de redugéo da pressao de perfusdo uterina por se
acreditar que existem evidéncias suficientes na literatura descrevendo
diminuicdo da perfusdo placentaria na PE. Além disso, existe amplo
conhecimento da técnica documentado nas publicacdes do Departamento de
Fisiologia da UMC.

Esse modelo corroborou a participacdo de citocinas pro-inflamatérias
como mediadores da hipertenséo arterial encontrada no modelo RUPP, como o
fator de necrose tumoral alfa.?®’® O Estudo 2 situa-se dentro da linha de
pesquisa investigando a relevancia de outros mediadores inflamatérios,
especificamente a interleucina-6, que poderiam ter participacdo no aumento da
pressao arterial encontrado na doenca e que estao relacionados ao préprio

fator de necrose tumoral alfa. No presente estudo, sugere-se que a
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interleucina-6 também pode exercer um papel importante como mediador no
aumento da pressao arterial. Esses achados apdiam a idéia que esses
mediadores podem ser relevantes no processo envolvendo a isquemia
placentaria e a disfuncao endotelial sistémica.

Estudos que utilizam modelos experimentais em ratos possuem
limitagbes. Primeiramente, ndo s&o animais mais avangados na escala
evolutiva. Além disso, especificamente no caso do Estudo 1, observou-se a
dificuldade de isolar um sistema ou até mesmo uma isoforma da enzima
produtora de 6xido nitrico de maneira especifica, sem afetar outras isoformas.
A literatura, porém, sugere que a droga possa ser usada como inibidor
especifico. No presente estudo, considerou-se a droga como um inibidor
preferencial da eNOS, ou seja, com maior afinidade por essa isoforma.
Ademais, no Estudo 2, observamos que o modelo de reducéo da pressao de
perfusdo uterina leva muitas vezes a reabsorcao dos fetos, obrigando a retirada
da andlise aqueles animais em que ocorre esse processo, conforme adotado
neste experimento. Esse modelo induz o aumento da excrecao de proteina na
urina, porém nao de maneira tao importante quanto o encontrado em humanos.
Também nao esta descrito que esses animais evoluam para eclampsia se nao
houver interrupcao da gestacéo, o que seria uma forma mais grave da doenca
e, provavelmente, um modelo mais confidvel. Além disso, ao dosarmos os
niveis de IL-6, por se tratar de um mediador inflamatério, corremos o risco de
observar a sua producéao induzida pela manipulacao e estresse cirurgico, o que
ndo acontece em condic¢des usuais. No Estudo 2, foi realizada a cirurgia “sham”
nos grupos controles, ou seja, apenas a manipulagao cirurgica sem a infusao

da droga a fim de evitar o efeito do estresse induzido durante e apés a cirurgia.
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Mesmo que os achados ndo sejam aplicaveis diretamente para as
condigdes encontradas em humanos, estudos como os descritos na presente
tese podem estar colaborando na esfera basica da pesquisa para a construcao
do conhecimento necessario para futuras abordagens da doencga. Assim, se
entende que é preciso continuar investigando tanto as alteracdes fisioldgicas
da gestacdo quanto o envolvimento especifico de citocinas no processo
patologico, especialmente a interleucina-6. Futuramente, depois de esclarecido
alguns aspectos cruciais envolvendo a etiologia e a fisiopatologia dessa
patologia, sera possivel abordar a doenca de maneira mais clara e com

alternativas terapéuticas mais eficazes que as empregadas atualmente.
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Abstract

Pregnancy is associated with marked increases in renal hemodynamics
that are mediated by factors such as nitric oxide (NO). The purpose of this study
was to investigate the role of endothelial NO synthase (eNOS) in mediating
these changes using the most potent eNOS inhibitor (N-iminoethyl-L-ornitine: L-
NIO). Acute administration of L-NIO in pregnant rats (day 16 of gestation)
decreased glomerular filtration rate (2.7 £ 0.3 versus 2.0 = 0.2 ml/min) and renal
plasma flow (10 + 1.0 versus 6.7 £ 0.8 ml/min) as well as increased renal
vascular resistance (8.8 + 1.3 versus 15.3 = 3.3 mmHg/ml/min). L-NIO had no
renal hemodynamic effects in virgin rats. Therefore, these findings suggest that

eNOS may play a role in renal hemodynamic changes during pregnancy.
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Significant alterations in renal function occur during normal pregnancy.
Compared to prepregnant values, there is an increase in renal plasma flow
(RPF) ranging from 50 to 85% during early to mid-pregnancy. Increases in
glomerular filtration rate (GFR) parallel increases in renal plasma flow (1).

Endogenous nitric oxide (NO) production increases during pregnancy (2).
Reductions in cardiac output and blood flow to the kidneys, heart, lungs, liver,
diaphragm and skeletal muscles occur in response to non-selective chronic NO
synthase (NOS) inhibition (3). These findings strongly suggest that NO plays an
important role in mediating the gestational alterations in renal and systemic
hemodynamics.

The enzymatic formation of NO from arginine is catalyzed by NOS, a
dioxygenase that exists in three isoforms. NOS isoforms can be divided into
inducible (iINOS) and constitutive isoforms, endothelial (eNOS) and neuronal
(NNOS) (4). We recently reported differential expression of renal NOS isoforms
during pregnancy in rats with increased iINOS and nNOS and normal eNOS
expression at mid-gestation (5). We also recently reported the role of INOS and
nNOS isoforms in pregnant rats (6,7). Infusion of a nNOS inhibitor, 7
nitroindazole, in pregnant rats reduced ERPF and GFR by ~ 25% and increased
renal vascular resistance (RVR) by ~ 60% (6). iNOS blockade also attenuated
the increase in GFR and RPF in pregnant rats (7).

Although recent studies have indicated that pregnancy is associated with
increased activity of eNOS and nNOS in the kidney (8), we previously
demonstrated a normal in eNOS expression at mid-gestation during pregnancy
in rats (5). Thus, the importance of eNOS in the contribution to the renal

hemodynamic changes during pregnancy is unclear. The endothelial NO
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synthase is inhibited in an enantiometrically specific manner by N-iminoethyl-L-
ornithine (L-NIO) which has been used as a relatively selective or putative
inhibitor of eNOS (9-13). The purpose of this study was to investigate the role of
eNOS in mediating the renal hemodynamic changes during pregnancy. To
achieve this objective, we determined the effects of L-NIO in conscious,
chronically instrumented pregnant rats at day 16 of gestation.

All studies were performed in virgin or timed pregnant Sprague-Dawley
rats purchased from Harlan Inc (Indianopolis, Ind). Animals were housed one to
a cage in a temperature-controlled room (23°C) with a 12:12 hour light/dark
cycle. All experimental procedures executed in this study were in accordance
with National Institutes of Health guidelines for use and care of animals with all
protocols approved by the Animal Care and Use Committee at the University of
Mississippi Medical Center.

Animals were divided into two groups, virgin (N=13) and pregnant
(N=15), with each group serving as its own control. At day 12 of gestation,
pregnant rats were instrumented with catheters. Under 2% isoflurane delivered
by an anesthesia apparatus, rats were surgically instrumented with catheters
(V-6 tubing) in the left femoral artery for blood sampling and blood pressure
monitoring and left femoral vein for drug infusion. Each catheter was filled with a
50:50 solution of heparin and saline. A midline lower abdominal incision was
made and the bladder was cannulated with flare-tipped PE-90 tubing for urine
collection. All catheters were tunneled to the back of the neck and exteriorized.
After four recovery days, renal function and arterial pressure measurements

were performed in pregnant and virgin rats.
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On day 16 of pregnancy, rats were placed in modified restraining cages
for renal function measurement (3). The catheters were flushed with 20%
heparin solution. Femoral vein catheters were connected to an infusion pump
that delivered saline containing ['*°l] iothalamate (Isotex Diagnostics) 0.05
mCi/Kg/min and para-aminohippurate (PAH, 24 mg/ml, Sigma Chemical Co) at
a fixed rate of 3 ml/h. Arterial pressure was monitored in conscious rats with a
pressure transducer connected to a pressure recorder. During a control period,
one 30-minute urine and blood pressure collection was obtained, followed by
collection of blood samples. Urine volume was determined gravimetrically. After
the control period, L-NIO (20 mg/kg) was injected intravenously and another 60-
minute stabilization period preceded the second recording of blood pressure
and collection of urine during 30 minutes followed by collection of blood
samples. N-iminoethyl-L-ornithine (L-NIO, Cayman Chemical), is considered to
be one of the most potent eNOS inhibitor (14). L-NIO has been used as a
selective eNOS inhibitor at doses ranging from 10 to 30 mg / Kg (9-11).

GFR and ERPF were calculated from the radioactivity of | '* and
concentration of PAH, respectively, in plasma and urine.

All data are expressed as means = SE. Statistical comparisons between
virgin and pregnant within control or L-NIO-treated groups were made by a
paired Student’s t-test. Comparisons between virgin and pregnant groups under
baseline conditions or after L-NIO infusion were made by unpaired Student’s t-
test. A value of P < 0.05 was considered statistically significant.

Under basal conditions, there were no significant difference in mean
arterial pressure (Figure 1) between virgin (116 £ 5 mmHg) and pregnant (108 +

2 mmHg) rats (figure 1). Acute infusion of L-NIO had no effect on arterial
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pressure in virgin (111 £ 4 mmHg) or pregnant (109 + 2 mmHg) rats. Virgin rats
weighed an average of 228 + 4 while pregnant rats weighed 276 £ 5 g at day 16

of gestation.

GFR (Figure 1) was increased by 42% in pregnant rats at day 16 of
gestation (2.7 = 0.3 ml / min) as compared with virgin rats (1.9 £ 0.3 ml / min).
Acute infusion of L-NIO into pregnant rats at day 16 of gestation resulted in a
significant decrease in GFR compared with baseline conditions (2. 7 + 0.3
versus 2.0 £ 0.2 ml / min; P = 0.01). However, L-NIO infusion had no significant

effect on GFR in virgin rats (1.9 £ 0.3 versus 1.8 £ 0.2 ml / min).

RPF was significantly increased in pregnant rats at day 16 of gestation
(10 £ 1.0 ml / min) compared with virgin rats (7.0 £ 1.0 ml / min, P < 0.05).
Acute infusion of L-NIO in pregnant rats at day 16 of gestation resulted in a
significant decrease in RPF (10 £ 1.0 ml / min versus 6.7 £ 0.8 ml / min, P =
0.01), but there was no significant effect in the virgin group (7.0 £ 1.0 versus 6.3

+ 0.7 ml/ min).

Renal vascular resistance was significantly decreased in the pregnant
group at day 16 of gestation under basal conditions (8.8 = 1.3 mmHg/ml/min)
when compared with virgin rats (14.4 £ 1.8 mmHg/ml/min, P = 0.01). In addition
to markedly affecting GFR and RPF, L-NIO also increased RVR in pregnant
group from 8.8 + 1.3 to 15.3 + 3.3 mmHg, P < 0.05. This finding was not
observed in the virgin group (14.4 £ 1.8 versus 14 £ 1.5 mmHg).

Measurements in renal hemodynamics during pregnancy in chronically

catheterized, conscious rats demonstrated that GFR and ERPF are elevated by



111

approximately 26% and 20%, respectively, above nonpregnant controls at mid-
gestation. Compelling evidence indicates that NO synthesis increases in the
maternal vasculature during gestation and is required for the physiologic
hemodynamic adaptations in the kidney (3). Nitric oxide production is
significantly elevated during pregnancy and non-selective inhibition of NOS
abolishes the increase in renal hemodynamics during pregnancy. We have
recently reported that renal INOS and nNOS expression increases at mid-
gestation during pregnancy in the kidneys of pregnant rats and both are
important in mediating the changes in renal hemodynamics that occur during
mid-gestation (5-7). However, renal protein expression of the eNOS isoform is
normal at mid-gestation in the rat (5). Although renal eNOS expression is
normal during mid-pregnancy (5), a significant increase in the activity of
calcium-dependent NOS has been reported (8,15). This finding could indicate
increased eNOS activity. Thus, the importance of eNOS in the contribution to
the renal hemodynamic changes during pregnancy is unclear.

To examine the potential contribution of eNOS derived NO to the renal
hemodynamic changes during pregnancy, we used an irreversible inhibitor of
eNOS, LNIO. This drug is approximately 4 times more potent as an inhibitor of
endothelial NOS than the other arginine analogues (9). L-NIO has been used as
a selective eNOS inhibitor at doses ranging from 10 to 30 mg/kg (10,11).
Administration of L-NIO at a dose of 20mg/kg resulted in an attenuation of the
renal hemodynamics changes that occurs during mid-pregnancy. In the present
study, GFR and ERPF were 42% higher in pregnant rats than in virgin controls
and RVR was 63% lower when compared with non-pregnant rats. Acute

infusion of L-NIO into pregnant rats at day 16 of gestation resulted in significant
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increases in renal vascular resistance and decreases in RPF and GFR. In
sharp contrast, L-NIO administration into non-pregnant rats had no effect on
renal vascular resistance, RPF and GFR. Although these results support a
potential role for eNOS derived NO in influencing renal hemodynamics during
pregnancy, we cannot rule out the possibility that L-NIO may also be affecting
the other NOS isoforms, which are known to play a role in renal hemodynamics
during pregnancy.

Significant decreases in MAP normally occur during late gestation in the
gravid rat (5). We found no significant differences in MAP between pregnant
rats at mid-gestation and virgin rats, an observation reported in other studies
(5,6). Acute administration of L-NIO infusion also had no significant effect on
MAP in virgin and pregnant rats, howver, others have reported increases in
MAP after acute L-NIO infusion in male rats under anesthesia (9). eNOS
knockout mice have significantly higher systolic blood pressure than control
mice (+15 mmHg) under resting, conscious conditions, but this difference
disappears during pregnancy (16,17), indicating that MAP is not influenced by
eNOS during pregnancy.

In summary, pregnancy is associated with marked increases in renal
hemodynamics that are mediated by factors such as nitric oxide. To investigate
the role of endothelial NO synthase (eNOS) in mediating these changes we
used the most potent eNOS inhibitor (N-iminoethyl-L-ornitine: L-NIO) identified
to date. Acute administration of L-NIO in pregnant rats decreased glomerular
filtration and renal plasma flow as well as increased renal vascular resistance.

In sharp contrast, L-NIO had no renal hemodynamic effects in virgin rats. These
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findings suggest that eNOS may play a role in renal hemodynamic changes

during pregnancy.
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Figure Legend

Figure 1. Changes in mean arterial pressure (MAP), glomerular filtration
rate (GFR), renal plasma flow (RPF) and renal vascular resistance (RVR) in
response to an intravenous infusion of L-NIO (20 mg / Kg) in bolus in conscious
virgin and pregnant rats. All values are expressed as means = SE. * P < 0.05

versus control # versus virgin control.
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ANEXO 2

Hypertension Produced by Reductions in Uterine Perfusion
in the Pregnant Rat
Role of Interleukin 6

Giovani Gadonski, B. Babbette D. LaMarca, Elizabeth Sullivan, William Bennett,
Derrick Chandler, Joey P. Granger

Abstract—The purpose of this study was to determine the role of interleukin (IL) 6 in mediating the increase in arterial
pressure (AP) in response to chronic reductions in uterine perfusion pressure (RUPP) in pregnant rats. AP was higher
in RUPP rats (1381 mm Hg) than in normal pregnant (NP) rats (1041 mm Hg). Serum IL-6 levels in the RUPP rats
were 104.5+28.6 pg/mL as compared with 36.6%7.4 pg/mL in NP rats. To determine the long-term effects of a 2- to
3-fold elevation in plasma IL-6 on renal function and AP in pregnant rats, we infused IL-6 for 5 days (2.5 ng/day) in
NP rats starting at day 14 of gestation. Five days later, serum IL-6 levels were 55.5+6.5 pg/mL in the control NP rats
and 157.0%36.1 pg/mL in the IL-6—treated NP rats. AP was higher in the IL-6—treated NP rats (1153 mm Hg) as
compared with NP controls (1011 mm Hg) at day 19 of gestation. Renal plasma flow and GFR were lower in the
IL-6—treated NP rats than in the NP group. IL-6 increased plasma renin activity but did not affect endothelin in
IL-6—treated NP rats. In contrast to the NP rats, IL-6 had no effect on AP or renal hemodynamics in virgin rats. In
summary, these data indicate that plasma IL-6 is elevated in response to chronic reductions in uterine perfusion
in pregnant rats and that a comparable elevation in plasma IL-6 increases AP and reduces renal function in pregnant
rats. (Hypertension. 2006;48:1-6.)

Key Words: kidney m cytokines m hypertension m endothelin

Although inflamn cytokines,-such as IL-6 and

Inﬂammatory cytokines such as interleukin (IL) 6 and
TNF-«, have been 1<, __ | to be elevated in preeclamptic

tumor necrosis factor (TNF)-« are thought to be important

links between placental ischemia and cardiovascular and
renal dysfunction.'-# Supporting a potential role of cytokines
in preeclampsia are findings that plasma levels of TNF-« and
IL-6 are elevated in women with preeclampsia.'=¢ Important
blood pressure regulatory systems, such as the renin—angio-
tensin system, sympathetic nervous system, and endothelial
factors, interact with proinflammatory cytokines, such as IL-6
and TNF-«.7-2 Angiotensin II not only enhances the synthe-
sis of TNF-a and IL-6, it also seems that IL-6 may play an
important role in mediating the hypertension produced by
angiotensin I in mice.®

Proinflammatory cytokines also affect vascular function and
endothelium-derived factors involved in blood pressure regula-
tion.'>-'¢ TNF-« and IL-6 have both been shown to induce
structural, as well as functional, alterations in endothelial
cells."-'® These cytokines alter the production of a number of
endothelial cell substances and reduce acetylcholine-induced
vasodilatation.!-'>'7 Thus, endothelial dysfunction associated
with many forms of hypertension may, in part, be mediated by
proinflammatory cytokines.

women, the importance of these cytokines in mediating the
cardiovascular and renal dysfunction in response to placental
ischemia during pregnancy has yet to be fully elucidated. We
reported previously that chronic reductions in uterine perfu-
sion pressure. (RUPP) in pregnant rats increases arterial
pressure (AP) and. reduces renal plasma flow (RPF) and
glomerular filtration rate (GFR).'$=>4 Moreover, we reported
recently that serum levels of TNF-a are elevated in RUPP
rats, and chronic infusion of TNF-« into pregnant rats
increases AP and decreases RPF and GFR.2* Although IL-6,
which can be activated by TNF-«, is elevated in women with
preeclampsia, it is unclear whether the hypertension associ-
ated with chronic RUPP in pregnant rats is associated with
elevated plasma levels of IL-6. In addition, it is also uncertain
whether IL-6 contributes to the hypertension associated with
chronic reductions in uterine perfusion in pregnant rats.
Therefore, the purpose of this study was to determine the role
of IL-6 in mediating the cardiovascular and renal changes
observed during chronic RUPP in pregnant rats. To achieve
this goal, we first determined whether the hypertension
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associated with chronic RUPP in pregnant rats is associated
with elevated serum levels of IL-6. The second objective was
to determine the AP and renal hemodynamic effects of
infusing IL-6 into chronically instrumented pregnant rats and
virgin rats at a rate that mimics plasma levels observed in the
RUPP rats. Because important blood pressure regulatory
systems, such as the renin—angiotensin and endothelin sys-
tems, interact with proinflammatory cytokines, we also as-
sessed the effects of IL-6 on endothelin production and
plasma renin activity.

Methods

All of the studies were performed in age-matched, timed pregnant
and virgin Sprague-Dawley rats purchased from Harlan Sprague
Dawley Inc (Indianapolis, Ind.). Animals were housed in a
temperature-controlled room (23°C) with a 12:12-hour light/dark
cycle. All of the experimental procedures executed in this study were
in accordance with National Institutes of Health guidelines for use
and care of animals, and the Institutional Animal Care and Use
Committee at the University of Mississippi Medical Center approved
all of the protocols.

Effect of Chronic Reductions in Uterine Perfusion
Pressure on Arterial Pressure and Serum Levels
of IL-6

Experiments were performed in the following groups of rats: normal
pregnant (NP) controls (n=16) and RUPP pregnant rats (n=10). All
of the pregnant and virgin rats undergoing surgical procedures were
anesthetized with 2% isoflurane (W.A. Butler Co) delivered by an
anesthesia apparatus (Vaporizer for Forane Anesthetic, Ohio Medi-
cal Products). Pregnant rats entering the RUPP group underwent the
clipping procedure at day 14 of gestation. After a midline incision,
the lower abdominal aorta was isolated, and a silver clip (0.203-mm
ID) was placed around the aorta above the iliac bifurcation. Branches
of both the right and left ovarian arteries were clipped using a silver
clip (0.100-mm ID) as described previously.!9-21-23 Rats were also
surgically instrumentedswith a-carotid catheter for subsequent AP
measurements. Arterial pressure measurements and blood samples
were obtained on day 19 of gestation.

Effect of IL-6 on Arterial Pressure and Renal
Hemodynamics in Conscious Chronically
Instrumented Rats

Experiments were performed in the following groups of rats:
pregnant controls (n=9), and IL-6-treated NP rats (2.5 ng/day;
n=9). IL-6 (Recombinant Rat IL-6, R&D Systems) was infused for
5 days into NP rats during days 14 to 19 of gestation. Preliminary
studies in our laboratory indicated that an IL-6 infusion rate of 2.5
ng/day was sufficient to achieve plasma levels comparable to those
measured in RUPP rats. Additional experiments were performed in
virgin control rats (n=9) and virgin rats treated with IL-6 (2.5 ng/day
for 5 days; n=9) to examine the blood pressure and renal effects of
IL-6 in virgin rats.

During isoflurane anesthesia, rats at day 14 of pregnancy were
surgically instrumented with catheters (PE 50 tubing) in the femoral
vein and carotid artery for blood sampling and blood pressure
monitoring. Virgin rats were also surgically instrumented with
catheters in the femoral vein and carotid artery for blood sampling
and pressure monitoring. Virgin and pregnant rats were instrumented
with jugular vein catheters connected to miniosmotic infusion pumps
(Model 2002, Alzet Scientific Corporation). A midline lower abdom-
inal incision was made, and the bladder was cannulated with
flare-tipped PE 90 tubing for urine collection. All of the catheters
were tunneled to the back of the neck and exteriorized.

Renal hemodynamics and APs were determined in control preg-
nant rats and pregnant rats treated with IL-6 at day 19 of gestation.
The femoral vein catheter was connected to an infusion pump that
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delivered isotonic saline containing [I'*] iothalamate (Isotex Diag-
nostics; 0.05 mCi kg™' min™') and para-aminohippurate (24 mg/mL,
Sigma Chemical Co) at a fixed rate of 3 mL/h. Arterial pressure was
monitored with a pressure transducer connected to an AP recording
device. After a 1-hour equilibration period, 2- to 20-minute clear-
ances were obtained in each rat. Urine volume was determined
gravimetrically. GFR and RPF were calculated from concentrations
of [I'] and PAH, respectively, in plasma and urine.23 Renal vascular
resistance (RVR) was calculated by dividing the AP by the renal
blood flow. After the second clearance, the rats were placed under
anesthesia (2% isoflurane), and a midline abdominal incision was
performed to access the aorta for blood collection and storage in
silicone-coated glasses (Sherwood Medical Co) using 19G ¥4 nee-
dles (Becton Dickinson Vacutainer Systems). Serum was collected
and kept at —80°C. Other samples were drawn into tubes containing
EDTA, centrifuged for plasma separation, and stored at —20°C.
Kidneys were removed for measurement of preproendothelin.

Determination of Serum IL-6 Levels

The colorimetric ELISA (R&D Systems) method was used for
quantification of serum IL-6 levels. Interassay and intra-assay
precision was 10.0% and 8.8%, respectively. This assay displayed a
sensitivity level of <10 pg/mL.

Measurement of Plasma Endothelin Concentration
Plasma endothelin levels were determined using a human endothelin
ELISA kit supplied by R&D Systems. Endothelin was isolated from
1.0 mL of plasma in 1.5 mL of extraction solvent (40:1:5,
acetone:1 N HCl:water). The extraction procedure was carried out
following the protocol outlined in the sample preparation of the
manufacturer instructions. The interassay and intra-assay precision
was 4.5% and 6.5%, respectively. The minimal detectable level of
endothelin was <1.0 pg/mL.

Determination of Kidney Preproendothelin Levels
To determine the effect of IL-6 on renal production of endothelin, we
also examined preproendothelin mRNA levels in the kidney. The
cortex and medulla of the Kidneys from 6 NP and 8 IL-6-treated
pregnant rats were separated immediately after harvesting and
quiekly frozen in liquid nitrogen-and stored-at —80°C.>> Total RNA
was extracted using the totally RNA kit supplied by Ambion after the
cortex and medulla were crushed in liquid nitrogen with a mortar and
pestle: Isolation procedure was then performed as outlined in the
instructions provided by the manufacturer.

Genomic DNA was digested with DNasel following instructions
outlined by Ambion. RNA was quantified spectrophotometrically
using an Eppendorf BioPhotometer. cDNA was synthesized from
5 ng of RNA with Invitrogen’s Superscript I reverse transcriptase
using the following primers: preproendothelin forward 1: ctaggtcta-
agcgatcettg and preproendothelin reverse 1: tctttgtctgettgge, supplied
by custom primers from Life Technologies.

Real-time PCR was performed with the BioRad Sybre Green
supermix and iCycler using a nested forward primer, preproendothe-
lin forward 2: ctaggtctaagegatccttg, and the reverse primer outlined
above. B-Actin was used as the housekeeping gene.

Measurement of Plasma Renin Activity

Renin activity in plasma was measured by radioimmunoassay using
a modification of the method of Haber et al>> (Al standards, tracer,
and antibody, National Bureau of Standards, New England Nuclear,
and Arnel, respectively).

Statistical Analysis

All of the data are expressed as mean+SEM. Comparisons for
multigroup and multifactorial analysis were performed by 2-way
ANOVA and by using the unpaired ¢ test for comparison between
control and experimental groups. The criterion for significant differ-
ences between groups of study was P<<0.05.
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Results

Mean AP and Serum IL-6 Levels in Response to
Reductions in Uterine Perfusion Pressure in
Pregnant Rats

Mean AP was significantly higher in RUPP rats than in
control pregnant rats (Figure 1). Associated with the elevation
in AP in RUPP rats were increases in serum levels of IL-6.

Serum IL-6 Levels and APs in Control and
IL-6-Treated Pregnant Rats

Figure 2 illustrates that serum levels of IL-6 in control pregnant
rats and in pregnant rats infused with IL-6 for 5 days at a rate of
2.5 ng/day had an ~3-fold elevation in serum levels of IL-6,
which is comparable to the serum levels observed in RUPP rats.
Figure 2 also illustrates mean APs in control pregnant rats and in
pregnant rats infused with IL-6 for 5 days at a rate of 2.5 ng/day.
Mean AP averaged 10121 mm Hg in control pregnant rats. AP
in pregnant rats infused with IL-6 at a rate of 2.5 ng/day
averaged 115%3 mm Hg, which was ~15% above control rats.

Renal Hemodynamics in Control and
IL-6-Treated Pregnant Rats

The differences in renal hemodynamics observed in control
pregnant rats and in pregnant rats infused with IL-6 for 5 days
at a rate of 2.5 ng/day are shown in Figure 3. RVR was
significantly increased in pregnant rats infused with IL-6 at a
dose of 2.5 ng/day as compared with control pregnant rats.
RPF and GFR were decreased in pregnant rats infused with
IL-6 at a dose of 2.5 ng/day as compared with control rats.

Effect of IL-6 on AP and Renal Hemodynamics in
Virgin Rats

In contrast to the pregnant ratsy-increasing IL-6 serum levels
in virgin rats had no effect on mean AP (Figure 4). Moreover,
there was no significant-difference in RVR (10.71.2 versus
11.2+0.6 mm Hg/mL per minute), ' GFR (2.2%0.1 versus
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Figure 1. Mean AP and serum concentration of IL-6 in control
pregnant rats and RUPP rats at day 19 of gestation. *P<0.05 vs
control pregnant rats. All data are expressed as mean=SEM.
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Figure 2. Mean AP and serum concentration of IL-6 in control
pregnant rats and IL-6-treated pregnant rats at day 19 of
gestation. *P<0.05 vs control pregnant rats. All data are
expressed as mean=SEM.

2.1£0.2 mL/min), and effective renal plasma flow (ERPF)
(9.2*+1 versus 8.9+0.7 mL/min) between the IL-6-treated
group as compared with control virgin group, respectively.

Effect of IL-6 on Plasma Endothelin, Renal
Preproendothelin, and Plasma Renin Activity in
Pregnant Rats

There were no significant differences in the plasma endothe-
lin levels between NP rats and IL-6—treated pregnant rats. In
addition, the renal preproendothelin levels were not signifi-
cantly different between the IL-6—treated pregnant rats and
the pregnant control rats. In.contrast, IL-6—treated pregnant
rats_had significantly higher levels of plasma renin activity
(Figure 5) when compared with control pregnant animals.
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Figure 3. RVR, RPF, and GFR in control pregnant rats and
IL-6-treated pregnant rats at day 19 of gestation. *P<<0.05 vs
control pregnant rats. All data are expressed as mean=SEM.
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Figure 4. Mean AP and serum concentration of IL-6 in control
virgin rats and IL-6-treated virgin rats. All data are expressed
as mean+SEM.

Discussion

We report in this study that the elevation in AP in RUPP rats
is associated with significant increases in serum levels of
IL-6. Moreover, we report that chronic elevation in serum
levels of IL-6, comparable to levels observed in RUPP rats,
results in significant increases in AP in pregnant rats. The
increase in AP is associated with increases in RVR and
reductions in RPF and GFR. Furthermore, the increase in AP
was associated with an activation of the renin—angiotensin
system as indicated by an enhanced plasma renin activity in
IL-6—treated pregnant rats. These results indicate that IL-6
may play a role in mediating the increase in AP and reduction
in renal hemodynamics observed in-reductions .inuterine
perfusion in pregnant rats.

In this study, we infused IL-6 into pregnant rats to mimic
levels of serum IL-6 observed in RUPP rats. Rat TL-6 was
infused at a rate of 2.5 ng/day for'5 days, and plasma levels
of rat IL-6 were measured by ELISA. The 2.5 ng/day dose
increased serum concentrations of IL-6 to levels that were
slightly above those observed in RUPP rats. The elevation in
serum IL-6 resulted in significant increases in AP (=15%) as
compared with untreated pregnant rats at day 19 of gestation.
The increase in AP in the IL-6—treated rats was associated
with a 30% to 40% reduction in RPF and GFR. The decrease

16

Plasma iz
Renin
Activity
(ngAl/ml/hr) 4 .
0 1

Normal Pregnant

o

Normal Pregnant + IL-6

Figure 5. Plasma renin activity in IL-6-treated pregnant and
pregnant control rats. All data are expressed as mean+=SEM.
*P<0.05 vs pregnant control.
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in renal hemodynamics in response to IL-6 is similar to the
decrease in renal hemodynamics that we reported previously
to occur in RUPP rats.2> However, because the serum
concentration of IL-6 in the IL-6—treated rats was slightly
above those observed in RUPP rats, we may be overestimat-
ing the importance of IL-6 in mediating the reduction in renal
function in RUPP rats.

The exact mechanisms whereby increases in plasma IL-6
elevate AP during pregnancy are not known. IL-6 causes
endothelial dysfunction and enhanced vascular reactivity in
vessels of pregnant rats.'>-'® We reported recently that the
increase in AP produced by chronic elevations in plasma
levels of TNF-« in pregnant rats is associated with significant
increases in local production of endothelin in the kidney.?* In
addition, we reported that the increase in AP in response to
TNF-a was completely abolished in pregnant rats treated
with the endothelin receptor A antagonist.>* We also reported
previously that the hypertension in response to chronic
reductions in uteroplacental perfusion pressure in the preg-
nant rat is associated with significant increases in renal
expression of preproendothelin and that selective blockade of
the ET, receptor virtually abolished the hypertension in
response to chronic reductions in uteroplacental perfusion.>?
Collectively, these findings suggest that endothelin may play
an important role in mediating cytokine-induced increases in
AP in pregnant rats. Previous studies have reported an effect
of high concentrations of IL-6 to stimulate endothelin syn-
thesis by airway epithelial cells, human amnion cells, human
breast cancer cells, and endothelial cells.2°=3° However, in the
present study, we did not observe significant changes in
plasma endothelin levels in pregnant rats infused with IL-6 at
a rate to mimic serum levels observed in the RUPP rats.
Considering that plasma levels of endothelin may not reflect
local synthesis of endothelin, we also investigated renal
expression-of preproendothelin. mRNA. In contrast to our
findings in the TNF-« study,?* chronic increases in plasma
IL-6 in pregnant rats did not increase renal expression of
preproendothelin mRNA in Kidneys. These findings suggest
that the increase in AP and reduction in renal function in
response to IL-6 in pregnant rats may not be related to the
renal endothelin system.

Other important blood pressure regulatory systems interact
with proinflammatory cytokines, such as IL-6 and TNF-c.7-!!
Although there is experimental evidence that proinflamma-
tory cytokines may activate the sympathetic nervous sys-
tem,'! it is not clear whether cytokines such as IL-6 activate
the renin—angiotensin system. We reported previously that
plasma renin activity is not elevated in RUPP rats.?! How-
ever, in the present study, we report that IL-6-treated
pregnant rats had significantly higher levels of plasma renin
activity when compared with control pregnant animals. Al-
though this effect of IL-6 on plasma renin activity could
potentially lead to enhanced vasoconstriction, reduced pres-
sure natriuresis, and hypertension,®' the quantitative impor-
tance of the renin—angiotensin system in mediating the in
vivo effects of IL-6 during pregnancy is unknown and
remains to be an important area of investigation.

Interestingly, the renal and blood pressure response to IL-6
was unique to the pregnant rat. Comparable infusions of IL-6
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in virgin rats had no renal or hypertensive effect. Enhanced
susceptibility to the renal and cardiovascular effects of
lipopolysaccharide and TNF-« during pregnancy has also
been reported.?® Faas et al*> demonstrated previously that a
single low-dose infusion of lipopolysaccharide elevated
blood pressure and albumin excretion in pregnant rats but not
virgin rats. LaMarca et al®* also reported recently that chronic
elevations in plasma TNF-« increased AP and reduced renal
function in pregnant rats while having no effects in virgin
rats. Although the exact mechanism for the enhanced sensi-
tivity to inflammatory cytokines during pregnancy is un-
known, it may be related to circulatory levels of sex steroids.
Because progesterone and 17-f estradiol are markedly ele-
vated during gestation in rats, these steroids are potential
mediators. Consistent with this suggestion are the findings of
Cid et al,’® demonstrating the ability of progesterone and
estrogen to markedly enhance TNF-a—induced leukocyte
stimulation of endothelial cell expression of adhesion mole-
cules. Although these findings support a potential role for sex
steroids in enhancing the endothelial response to inflamma-
tory cytokines, the importance of estrogen and/or progester-
one in enhancing endothelial activation and the hypertensive
response to cytokines is unknown.

Most, but not all, investigators have reported significant
elevations in plasma levels of IL-6 in women with preeclamp-
sia.'=¢ The source of IL-6 in preeclampsia or in response to
placental ischemia is uncertain.'->3* Previous in vitro studies
have implicated placental cytotrophoblasts as potential sites
of cytokine synthesis in preeclampsia.>**-3> The fact that
reductions in uterine perfusion in pregnant rats increase
serum levels of IL-6 also suggests that the placenta may be a
source for IL-6 production. However, recent studies in
humans suggest that sources other than the placenta contrib-
ute to the elevated concentrations of cytokines found in the
circulation of preeclamptic women.>3#35 Protein and mRNA
levels of IL-6 are comparable in placentas delivered at term or
preterm with or without preeclampsia.*> Moreover, IL-6
production by villous placental tissue from preeclamptic
women maintained in culture is decreased compared with that
by villous explants from normal term placenta.>* Thus,
although IL-6 levels are increased in the circulation from
preeclamptic women, the source of this IL-6 may not be the
placenta but sources outside the placenta. Potential sources of
IL-6 could be activated leukocytes or the maternal endothe-
lium, which produce IL-6 on exposure to stimuli, such as
TNF-«.! Although TNFa has been reported to be elevated in
preeclamptic women and in RUPP rats, the relative impor-
tance of TNF-« in stimulating the increase in IL-6 in response
to decreases in uterine perfusion, however, remains to be
determined.

Perspectives

Despite being one of the leading causes of maternal and
perinatal morbidity and mortality, the pathophysiological
mechanisms underlying the hypertension during preeclamp-
sia are unknown.**37 Increases in circulating factors, such as
inflammatory cytokines, including IL-6, may serve as an
important mediator of maternal endothelial activation and/or
dysfunction in preeclampsia. In this study, we report that the
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elevation in AP in RUPP rats is also associated with signif-
icant increases in serum levels of IL-6. Moreover, we found
that chronic elevation in serum levels of IL-6, comparable to
levels observed in RUPP rats, results in significant increases
in pregnant rats. The increase in AP is associated with
increases in RVR and reductions in RPF and GFR. These
results indicate that IL-6 may play a role in mediating the
hypertension and reduction in renal hemodynamics observed
in reductions in uterine perfusion in pregnant rats.

Although we have shown that IL-6 may play an important
role in mediating the elevation in AP in response to reduc-
tions in uterine perfusion, the importance of IL-6 and other
cytokines, such as TNF-q«, in mediating the cardiovascular
and renal alterations during preeclampsia in humans remain
unclear. Furthermore, it is unknown whether drugs that
inhibit the actions of inflammatory cytokines may be of
benefit to women at high risk of developing preeclampsia.
These important questions will not be answered until well-
controlled clinical studies using specific inhibitors of cyto-
kines are performed in women with preeclampsia.
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ANEXO 3

Estudo Piloto

Este estudo foi realizado com o intuito de observar a dose diaria de
interleucina-6 a ser administrada para atingir os niveis séricos que
mimetizassem aqueles encontrados no modelo RUPP. Esses niveis foram
previamente identificados como sendo duas a trés vezes maiores que 0
controle (Joey P. Granger, comunicacdo pessoal). Conforme ilustrado na
Figura 11, no grupo controle submetido apenas ao estresse cirurgico,
observou-se nivel de IL-6 de 56,1+17,1 pg/ml, enquanto que o0 grupo que
recebeu 2,5 ng/dia apresentou aumento em torno de trés vezes acima do
controle (148,0+£108,9 pg/ml). O dobro da dose administrada se traduziu em
aumento de cinco vezes no nivel sérico inicial (258,8+29,0 pg/ml), enquanto a
concentracdo de 20 ng/dia atingiu niveis pouco acima do observado na dose
anterior (284,0+24,3 pg/ml) e a dose de 35 ng/dia induziu aumento para,

aproximadamente, oito vezes o basal (397,0£81,9 pg/ml, Figura 11)
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Figura 11. Niveis séricos de IL-6 de acordo com a dose diaria

administrada.

Concomitantemente, foi avaliado o peso inicial e apds a infusdo de IL-6

nos cinco grupos. Nao houve diferencga significativa entre eles, apesar de todos

apresentarem diminuicéo do peso e da ingestao de ragao (Tabela 1).

Tabela 1. Infusdo de IL-6 e modificacbes no peso e na ingestao de

racao.

Grupo Dose IL-6 (ng/d) Peso 1 (g) Peso 2 (g) Racado 1 (g/d) Ragao 2 (g/d)

1

a b~ WON

0,0
2,5
5,0
20,0
35,0

234,6
237,2
234,5
235,4
235,4

229,6
235,3
2291
231,2
231,3

15,8
14,6
15,8
15,4
15,4

13,8
13,9
13,9
13,9
13,9
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Abstract

Background: Physical inactivity increases the risk of atherosclerosis. However, the molecular
mechanisms of this relation are poorly understood. A recent report indicates that endostatin, an
endogenous angiostatic factor, inhibits the progression of atherosclerosis, and suggests that
reducing intimal and atherosclerotic plaque tissue neovascularization can inhibit the progression
atherosclerosis in animal models. We hypothesize that exercise can elevate the circulatory
endostatin level. Hence, exercise can protect against one of the mechanisms of atherosclerosis.

Results: We examined treadmill exercise tests in healthy volunteers to determine the effect of
exercise on plasma levels of endostatin and other angiogenic regulators. Oxygen consumption
(VO,) was calculated. Plasma levels of endostatin, vascular endothelial growth factor (VEGF), and
basic fibroblast growth factor (bFGF) were determined using ELISA. The total peak VO, (L) in 7
male subjects was 29.5 + 7.8 over a 4-10 minute interval of exercise. Basal plasma levels of
endostatin (immediately before exercise) were 20.3 * 3.2 pg/ml, the plasma levels increased to 29.3
+4.2,352 £ 1.8,and 27.1 £ 2.2 ng/ml, at 0.5, 2, and 6 h, respectively, after exercise. There was a
strong linear correlation between increased plasma levels of endostatin (%) and the total peak VO,
(L) related to exercise (R2=0.9388; P < 0.01). Concurrently, VEGF levels decreased to 28.3 + 6.4,
17.6 £ 2.4, and 26.5 + 12.5 pg/ml, at 0.5, 2, and 6 h, respectively, after exercise. There were no
significant changes in plasma bFGF levels in those subjects before and after exercise.

Conclusions: The results suggest that circulating endostatin can be significantly increased by
exercise in proportion to the peak oxygen consumption under physiological conditions in healthy
volunteers. These findings may provide new insights into the molecular links between physical
inactivity and the risk of angiogenesis dependent diseases such as atherosclerosis.

Background

Epidemiological data has established that physical inac-
tivity increases the risk of many chronic diseases including
atherosclerosis [1-3]. Coronary heart disease, ischemic
stroke, and peripheral vascular disease are the clinical
manifestations of atherosclerosis. Physical inactivity is

believed to be an independent risk factor for the develop-
ment of coronary heart disease [4], stroke [5], and periph-
eral vascular disease [6]. However, exercise can exert a
beneficial influence on the risk factors for atherosclerosis
by reducing hyperlipidemia, hypertension, obesity, plate-
let aggregability; increasing insulin sensitivity; and
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improving glucose tolerance [7]. Despite these findings,
the molecular basis of interactions between body and
exercise in relation to atherosclerosis are poorly
understood.

Although atherosclerosis has complex and multifactorial
mechanisms, recent evidence also suggests that angiogen-
esis plays a critical role in the progression of atherogenesis
[8]. Angiogenesis, defined as the formation of new blood
vessels from an existing capillary bed, plays an important
role in wound healing, body development, and inflam-
mation, which also occurs in a variety of pathological
states. Progressive angiogenesis in a primary atheroscle-
rotic lesion has been considered as a cause of plaque
expansion, plaque vulnerability, and the risk of significant
disease complications such as plaque rupture and vascular
thrombosis [8-11]. Mounting evidence [12,13] suggests
that angiogenesis is regulated by a net balance between
positive (angiogenic) and negative (angiostatic) regula-
tors of blood vessel growth. A balance shifted towards pre-
dominantly positive regulators is an angiogenic-
phenotype, whereas, a shift favoring negative regulators is
an angiostatic-phenotype. Therefore, the impaired regula-
tion of angiogenesis is often associated with the develop-
ment of angiogenesis-dependent diseases such as
atherosclerosis. We hypothesize that exercise can increase
endostatin (an angiostatic factor) in circulation, and
thereby, it may be one of the mechanisms by which exer-
cise can protect against atherosclerosis.

Why is endostatin thought to be an important molecule
linked to angiogenesis-dependent diseases such as athero-
sclerosis? Endostatin is an endogenous angiostatic factor
(inhibitor of angiogenesis) identified originally in condi-
tioned media of Murine hemangioendothelioma cells
[13,14]. In mice, recombinant endostatin decreased the
size of established primary and secondary tumors, and
repetitive application of the peptide prevented recurrence
of the tumors by inhibiting tumor angiogenesis [12].
Recent evidence has indicated that endostatin can inhibit
the progression of atherosclerosis in an ApoE-deficient
mouse model by reducing intimal and plaque tissue neo-
vascularization [15].

The present study seeks to determine: 1) whether exercise
can increase plasma levels of endostatin in healthy volun-
teers; 2) whether increased plasma levels of endostatin are
correlated with the intensity of exercise assessed by the
peak oxygen consumption; and 3) whether exercise can
affect plasma levels of angiogenic factors, such as VEGF
and bFGF.
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Results

General Characteristics and Response to Exercise

7 healthy-male-volunteers were assigned to the treadmill-
exercise study (years of age, 33 + 13; body weight [kg] 78
+ 13; mean + SD). The peak speed and the time spent at
peak speed on the treadmill were 4.85 + 0.99 miles per
hour and 6.86 + 2.67 minutes (ranging 4 to 10 minutes),
respectively. The total duration of treadmill-exercise
lasted an average of 18.86 + 6.96 minutes. At peak speed,
the heart rate was significantly increased by 87% (P <
0.01) from 80 + 8 beats/min (resting heart rate) to 167 +
9 beats/min (peak heart rate). Neither abnormal ECG
signs nor abnormal symptoms were observed during or
after exercise.

Effect of Exercise on Oxygen Consumption

In this study, termination of exercise was based on the
attainment of 80-93% of the maximal predicted heart
rate and the tolerance of each individual. Therefore, these
conditions caused differences in peak oxygen consump-
tion for each volunteer. Using the mathematical equation
[16], the estimated peak oxygen consumption (peak VO,;
L/min) was 4.06 + 1.08 (mean + SD; n = 7), and ranged
from 2.67 to 5.88. The peak oxygen pulse (peak O, pulse,
ml/beat), calculated by dividing peak VO, by heart rate,
was 24.36 + 6.77, and ranged from 16.18 to 37.45. Regres-
sion analysis shows a strong linear correlation between
peak O, pulse and peak VO, in different individuals (R =
0.9571; R2= 0.9505; P < 0.01). The total peak VO, (L),
considered as the product of peak VO, and the time spent
running at that peak, was 29.5 + 17.8, and ranged from
12.7 to 58.8.

Effect of Exercise on Plasma Levels of Endostatin

Figure 1 shows that exercise increased plasma levels of
endostatin in healthy volunteers. Basal plasma levels of
endostatin (immediately before exercise) were 20.3 + 3.2
ng/ml (mean + SE; n = 7). The plasma levels increased to
29.1 +4.2,35.2 + 1.8, and 27.1 + 2.2 ng/ml, respectively,
at 0.5, 2, and 6 h after treadmill exercise. The percent
increases in plasma endostatin concentrations were 43%
(P =0.014), 73% (P = 0.004), and 33% (P = 0.034) at 0.5
h, 2 h, and 6 h after exercise, respectively, compared to the
pre-exercise levels. Figure 2 shows a strong linear correla-
tion between % increase in plasma levels of endostatin
and the total peak VO, (R=0.969; R2=0.9388; P < 0.01).

Effect of Exercise on Plasma Levels of VEGF and bFGF

We also investigated the effect of exercise on plasma levels
of VEGF and bFGF. We found that acute treadmill-exercise
causes a decrease in plasma levels of VEGF in healthy vol-
unteers. These changes are statistically significant at 2 h
after exercise compared to the basal levels immediately
before exercise (P = 0.0347; n = 7). Basal plasma levels of
VEGF were 37.4 + 7.8 pg/ml (mean + SE). Plasma VEGF
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Changes in plasma levels of endostatin before and after exer-
cise at different time point in 7 healthy adults. The plasma
endostatin concentrations were increased by 43% (*P =
0.0136), 73% (*P = 0.004), and 33% (P = 0.034) at 0.5 h, 2 h,
and 6 h after exercise, respectively, compared to the pre-
exercise levels (20.3 + 3.2 ng/ml, mean + SE).
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Figure 2

Oxygen consumption (VO,) during treadmill-exercise in rela-
tion to % increased plasma endostatin. The peak speed and
the time spent at peak speed on the treadmill were 4.85 +
0.99 (mean + SD) miles per hour and 6.86 + 2.76 minutes (n
=7, ranging 4—10 min), respectively. The total peak VO, was
considered as the product of peak VO, and the time spent
running at that peak. The % increased plasma endostatin after
exercise ranged from 30% to 300% for different individual.
There was a strong linear correlation between % increase in
plasma levels of endostatin and the total peak VO, (R =
0.969; R2=0.9388; P < 0.01).
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levels decreased to 28.3+ 6.4, 17.6 + 2.4, and 26.5 + 12.5
pg/ml, respectively, at 0.5, 2, and 6 h after treadmill-exer-
cise. These values reflect percent changes of 24% (P =
0.159), 53% (P = 0.035), and 29% (P = 0.182) at 0.5 h, 2
h, and 6 h after exercise, respectively, compared to the
basal plasma levels. The regression analysis also indicated
a good linear correlation between % decrease in plasma
levels of VEGF and the total peak VO, (R = 0.6410). Basal
levels of plasma bFGF (immediately before exercise) were
detected in only 4 of 7 subjects using an assay (R&D, cat-
alog number DFB50). The plasma levels of bFGF in those
4 subjects averaged 6.3 + 0.5 and 6.8 + 0.8 pg/ml, respec-
tively, before and 2 h after exercise (P = 0.483).

Correlation between Plasma Endostatin and VEGF Levels
Interestingly, regression analysis indicated a significant
negative correlation between basal plasma endostatin and
VEGF levels among the 7 male volunteers (R = 0.7235; R2
=0.8510; P = 0.015), in which a higher endostatin level is
associated with a lower VEGF level. A good linear correla-
tion between % increase in endostatin and % decrease in
VEGF levels was also found 2 h after exercise (R = 0.6541;
P = 0.0811). These findings were consistent with the pos-
sibility that exercise may induce an angiostatic-phenotype
(induction of endostatin and reduction of VEGF) in circu-
lation of humans.

Discussion

The present study indicates that detectable amounts of
endostatin are present in the plasma of healthy subjects.
Basal plasma endostatin levels were 20.3 + 3.2 ng/ml
(ranging 10.3 to 29.6 ng/ml in males). These results are
consistent with other reports using a similar assay in
which median serum endostatin levels were 13.8 ng/ml
(ranging 11.1 to 15.4 ng/ml) in healthy male subjects
[17]. The circulating form of human endostatin has also
been detected by other methods such as Western blot [17]
and mass spectrometry [18]. These basal levels of endosta-
tin may be generated as a by-product of physiological col-
lagen turnover. The presence of endostatin in the
circulation of healthy subjects suggests that angiostatic
factors may play an important role in the homeostatic reg-
ulation of angiogenesis under a normal condition [13].

Feldman et al [17] using the same endostatin assay
(Cytimmune Sciences Inc.; College Park, MD) showed
that the immunoreactivity of endostatin detected in nor-
mal human serum and plasma is essentially identical to
that of recombinant endostatin. However, the functional
status of circulating endogenous endostatin in humans
remains unclear. Further studies are needed to determine
whether circulating endogenous endostatin or what levels
of endostatin can have a physiological function.
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To our knowledge, the present study is the first to demon-
strate that circulating endostatin can be significantly
increased by exercise in proportion to the peak oxygen
consumption under physiological conditions. Although
the mechanism of endostatin release remains unclear,
many studies have shown that the proteolytic release of
endostatin from collagen XVIII is mediated by proteases
of many classes, such as cysteine proteases, matrix metal-
loproteases, and aspartic proteases [19,20]. Many of these
proteases are associated with physiological collagen turn-
over that could be enhanced by physical exercise [21,22].
Therefore, we can speculate that exercise-induced
endostatin release is associated with a higher collagen
turnover rate.

Another mechanism of endostatin release may involve
activation and release of extracellular matrix proteases
associated with the angiogenic process. Many in vivo stud-
ies have demonstrated that exercise induces angiogenesis
in cardiac [23] and skeletal muscles [24]. It is therefore
conceivable that these proteases are also responsible for
releasing endogenous angiostatic factors such as endosta-
tin. Furthermore, exercise may alter the binding character-
istics of endostatin in metabolically active tissues and may
increase blood flow to these tissues. These conditions may
wash endostatin into the general circulation. Our prelim-
inary data suggest that 3 weeks of exercise-training can sig-
nificantly decrease endostatin levels in rat tibialis anterior
muscle and increase circulating endostatin levels (unpub-
lished observations). This latter finding supports our
hypothesis that exercise-induced circulating endostatin
may be derived primarily from skeletal and cardiac mus-
cles. However, further studies are needed to investigate
mechanisms of exercise-induced endostatin release.

It is well-known that angiogenesis is often a compensa-
tory response to a prolonged imbalance between the met-
abolic requirements of the tissues and the perfusion
capabilities of the vasculature [25]. Alteration in the
expression of angiogenic factors, such as VEGF and bFGF,
in tissues or circulation of the subjects following exercise,
has been observed in animals [24,26] and humans [27-
31]. Several human studies [27,29] have shown that exer-
cise causes a transient decrease in circulating VEGF levels,
while exercise increases VEGF expression in human skele-
tal muscle [30,31]. The present study confirms these pre-
vious reports and further shows that the transient decrease
in circulating VEGF levels caused by exercise in healthy
volunteers is proportional to the total peak oxygen con-
sumption. The transient decrease in circulating VEGF lev-
els caused by exercise in healthy adults does not
necessarily mean that exercise can cause down-regulation
of VEGF in the local muscle [29,30].
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The mechanism responsible for the transient decrease in
circulating VEGF caused by exercise is poorly understood.
However, possible explanations might be as follows: 1)
increased VEGF binding-affinity to its receptors at the
endothelium, which would stimulate angiogenesis in the
local tissues such as heart and skeletal muscles, and 2) a
substantial increase in circulating VEGF binding proteins,
which would protect the vascular system from a deleteri-
ous increase in VEGF-induced hyperpermeability [29,32].

In the present study, we have found that acute exercise
caused a significant increase in circulating endostatin lev-
els. Moreover, the highest induction of endostatin in cir-
culation after treadmill exercises was observed in a subject
who was a triathlon athlete and performed the greatest
intensity of exercise. In addition, as mentioned above, our
preliminary data suggest that 3 weeks of exercise-training
can significantly decrease endostatin levels in the rat tibi-
alis anterior muscle and increase circulation endostatin
levels. Therefore, it is likely that exercise can increase
endostatin in circulation acutely as well as chronically.
However, further studies are needed for evaluating the
long-term effect of exercise on increasing circulatory
endostatin levels.

Angiogenesis appears to have both beneficial and delete-
rious effects in atherosclerosis. Whereas increased angio-
genesis in the heart tissue may be a favorable sign in the
healing of the ischemic tissues [35], progressive angiogen-
esis in a primary atherosclerotic lesion could be a cause of
plaque expansion [33,34]. Our previous studies [24] as
well as those from other laboratories have shown that
exercise induces a local angiogenic phenotype character-
ized by over-expression of VEGF in skeletal muscle [27,29-
31] and heart [35]. This local induction of an angiogenic
phenotype by exercise appears to stimulate angiogenesis
and thereby prevent ischemia in these tissues. As men-
tioned before, endostatin is an endogenous angiostatic
factor that can inhibit the progression of atherosclerosis in
a ApoE-deficient mouse model by reducing intimal and
plaque tissue neovascularization [15]. Therefore, exercise
can also exert a beneficial effect against atherosclerosis by
increasing circulating endostatin that may inhibit devel-
opment of atherosclerotic plaque through blocking angio-
genesis in the plaque tissue.

Conclusions

In conclusion, the present study shows that detectable
amounts of endostatin are present in the plasma of
healthy subjects and that circulating endostatin levels can
be significantly increased by exercise. The magnitude of
increased circulating endostatin appears to be propor-
tional to the severity of exercise as assessed by total peak
oxygen consumption. In the present study, exercise caused
a transient decrease in circulating VEGF levels and did not
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change plasma bFGF levels. These findings may provide
new insights into the molecular links between physical-
inactivity and the risk of angiogenesis-dependent diseases
such as atherosclerosis.

Methods

Selection of Subjects

Seven healthy-male research personnel at University Mis-
sissippi Medical Center (UMMC) participated in the study
(ages ranging from 18-49 years). The subjects were
selected based on the absence of a history of malignancy,
coronary heart disease, peripheral vascular disease, and
hypertension. All subjects had different physical activity
backgrounds including one who was a triathlon athlete
and an individual who did little leisure-time physical
activity. In addition, all subjects were non-smokers and
abstained from alcohol consumption for 24 hours prior
to the study. Informed consent was obtained from all sub-
jects. The study protocol was approved by the Institu-
tional Review Board of UMMC.

Exercise Study Protocol

The exercise was performed on a treadmill according to a
modified Ellestad Protocol [16]. Briefly, each individual
started the treadmill exercise at a speed of 2-3 mph at a
fixed grade of 15%. The speed was increased in stages of
0.5-1.0 mph to a peak speed of 4.0-6.5 mile per hour
(mph), each stage taking 1-3 min. Each individual ran on
the treadmill at peak speed for 4-10 minutes. The subjects
were monitored by ECG during the exercise. Termination
of exercise was based on attainment of 80-93% of maxi-
mal predicted heart rate and the tolerance of each individ-
ual. All volunteers did not have any food consumption
until 6 h after exercise.

Measurement of Plasma Levels of Endostatin, VEGF, and
bFGF

Three-ml of blood were collected by venipuncture-tube
with EDTA solution immediately before and 0.5 h, 2 h,
and 6 h after exercise. The blood samples were immedi-
ately centrifuged at 700 x g in a micro-centrifuge for 5
minutes at 4°C; and the plasma was stored at -70°C.
Plasma levels of endostatin (ng/ml) were measured using
human endostatin ELISA kits (Cytimmune Sciences Inc.;
College Park, MD) according to manufacturer protocol.
Plasma levels of VEGF or bFGF were determined using
human ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Estimation of Oxygen Consumption

Oxygen consumption (VO,) was estimated by the follow-
ing equation [16]: VO, =V x W x (0.073 +OC/100) x 1.8
(VO, = oxygen consumption in ml/min [standard temper-
ature and pressure dry|; V = treadmill speed in m/min; W
= body weight in kg; OC = treadmill angle in percent; 1.8
= factor constituting the oxygen requirement in ml/min

130

http://www.biomedcentral.com/1472-6793/4/2

for 1 m/kg of work). This equation is applicable to a tread-
mill program, which gives a rough estimate of oxygen
consumption at any speed and grade. In addition, this
mathematical estimation provides values of oxygen con-
sumption similar to those obtained from direct
measurements when using treadmill exercise protocol
[16]. The peak VO, (L/min) was estimated by calculation
of VO, when the individual exercised at peak speed. The
total peak VO, (L) was considered as the product of peak
VO, and the time spent running at the peak level. The
peak oxygen pulse (ml O,/beat) was calculated as the
quotient of peak VO, (L/min) and peak heart rate (beats/
min) during exercise.

Statistical Analysis

Where indicated, data is presented as mean + SE. Statisti-
cal significance was defined as a two-tail Student's t-test
value of P < 0.05. Paired Student's t-test was used to com-
pare variables between two groups (before and during or
after exercise). Linear-regression was performed to assess
the relationships between two continuous variables. All
statistical calculations were performed with SigmaStat
software (Jandel Corporation, San Rafael, CA).
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ANEXO 5

Ambulatério de Hipertensédo Gestacional

O Ambulatério de Nefrologia / Hipertensdo Gestacional é vinculado as
atividades docentes do grupo de Nefrologia do Departamento de Medicina
Interna da Faculdade de Medicina da PUCRS e também ao Programa de Pés-
graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude, area de Concentragdo em
Nefrologia. Essa atividade é coordenada pelo Dr. Carlos Eduardo Poli de
Figueiredo no conjunto 306 do Hospital S&o Lucas da PUCRS.

A atividade desenvolvida pelo aluno Giovani Gadonski consiste na
preceptoria e orientacdo dos académicos de medicina na assisténcia as
pacientes que apresentaram quadro de doenca hipertensiva ligada a gestacao
e foram atendidas no Centro Obstétrico do Hospital Sdo Lucas, PUCRS. As
pacientes tém sido encaminhadas do referido centro para acompanhamento
ambulatorial crénico a fim de observar e assistir aos desfechos clinicos
apresentados apds a alta hospitalar. Para tanto, foi desenvolvido um protocolo
de atendimento inicial e consulta de retorno, em colaboragdo com a Dra. lona
Conceicao e os alunos de iniciagao cientifica, revisto pelo orientador, que tem
como objetivo instruir os alunos na busca das informagdes mais relevantes
(Anexo 7, pagina 138). Os dados coletados sao armazenados no programa
Access, em planilha desenvolvida pelo aluno, que gera tabela no programa
Excel (Microsoft Corp).

O referido ambulatério iniciou suas atividades obedecendo ao protocolo

descrito em 21 de Novembro de 2003. Até o presente momento, foram
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atendidas 110 pacientes (primeiras consultas), sendo revistas em consultas
regulares, totalizando o numero de 357 retornos. Os dados coletados foram
utilizados para investigacdes desenvolvidas pelos alunos de iniciacao cientifica,
sendo apresentados no Saldo de Iniciacdo Cientifica da PUCRS.
Adicionalmente, os alunos do Programa de Pds-graduacdo ligados ao
laboratério de Nefrologia tém utilizado esses dados para elaboracéo das teses
e dissertacoes.

Nesse periodo, foram desenvolvidas atividades complementares com os
alunos envolvendo discussdes dos casos, revisdo da literatura em forma de
seminarios, protocolos e orientagdo em pesquisas. Essa atividade é

reconhecida como Estagio de Docéncia.
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ANEXO 6

Producéo Cientifica

Artigos completos publicados em periédicos

1. Gadonski G, LaMarca BB, Sullivan E, Bennett W, Chandler D,

Granger JP. Hypertension produced by reductions in uterine perfusion in the

pregnant rat: role of interleukin 6. Hypertension 2006;48(4):711-6.

2. Gu JW, Gadonski G, Wang J, Makey |, Adair TH . Exercise increases

endostatin in circulation of healthy volunteers. BMC Physiol 2004;4:2.
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Resumos publicados em anais de congressos

1. Ambros M, Schroeder AT, Fay AP, Martins-Costa G, Maffazioli G,
Conceicao |, Barreiro F, Alexandretti M, Nalepinski M, Farinon R, Bisinela F,
Hoffmann K, Gadonski G, d"Avila DO, Pinheiro da Costa BE. Nefropatia de
refluxo em mulheres com doenga hipertensiva gestacional [abstract]. In: XXIII
Congresso Brasileiro de Nefrologia. Gramado. Jornal Brasileiro de Nefrologia,
2006;28. p 148.

2. Pinheiro da Costa BE, LaMarca BB, Bisinela F, Hoffmann K,
Gadonskki G, Conceicéao |, d"Avila DO, Antonello ICF, Granger JP, Poli de
Figueiredo CE. Perfil de Citocinas Materna e da Placenta na Pré-eclampsia
[abstract]. In: XIII Congresso Brasileiro de Nefrologia, 2006, Gramado. Jornal
Brasileiro de Nefrologia, 2006;28. p 28.

3. Pinheiro da Costa BE, LaMarca BB, Hoffmann K, Bisinela F, Gadonski
G, Conceicgao |, Granger JP, d"Avila DO, Antonello ICF, Poli de Figueiredo CE.
Citocinas Maternas e Fetais na Pré-eclampsia [abstract]. In: XIII Congresso
Brasileiro de Nefrologia, 2006, Gramado. Jornal Brasileiro de Nefrologia,
2006;28. p 29.

4. Conceigéo I, Ambros M, Schroeder AT, Fay AP, Martins-Costa G,
Maffazioli G, Barreiro F, Alexandretti M, Nalepinski M, Farinon R, Bisinela F,
Hoffmann K, Gadonski G, d’Avila DO, Pinheiro da Costa, BE. Doenca
Hipertensiva Gestacional e Influxo de Eritrocitario de L-Arginina [abstract]. In:
XXl Congresso Brasileiro de Nefrologia, 2006, Gramado. Jornal Brasileiro de

Nefrologia, 2006;28. p 30.
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5. Gadonski G, Alexander BT, Granger JP. Effect of L-NIO on renal
hemodynamic changes during pregnancy [abstract]. Journal of Hypertension,
2004;22(Suppl I). p S 90.

6. LaMarca BB, Gadonski G, Cockrell K, Sullivan E, Granger JP.
Endothelin type A receptor blockade attenuates TNF alpha-induced
hypertension in pregnant rats [abstract]. FASEB Journal, 2004;18. Abstract nr
6440.

7. Gu JW, McDonnell P, Gadonski G. Exercise induces angiogenesis,
down-regulation of endostatin and up-regulation of vascular endothelial growth
factorin the rat skeletal muscles [abstract]. FASEB Journal, 2004;18. Abstract nr
492.

8. Gu JW, Kodali M, Purser A, McDonnell P, Gadonski G. High salt diet
induces hypertension and alters renal cytokine gene expression profiles in
Sprague-Dawley rats [abstract]. FASEB Journal, 2004;18. Abstract nr 520.

9. Gadonski G, LaMarca BB, Bennett W, Granger JP. Physiological
elevations in plasma levels of interleukin-6 increase arterial pressure in
pregnant rats [abstract]. FASEB Journal, 2004;18. Abstract nr 6727.

10. Pinheiro da Costa BE, LaMarca B, Fournier L, Bisinela FP, Gadonski
G, Poli de Figueired CE, Granger JP. Maternal plasma and placental cytokine

profile in pré-eclampsia [abstract]. J Clin Hypert. 2006;8(5).
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Participagdo em Eventos

1. XXIII Congresso Brasileiro de Nefrologia.Papel da Interleucina-6 no
Controle da Pressao Arterial em Resposta a Reducdes na Pressao de Perfusao
Uterina. 2006.

2. A Estruturacdo e o Gerenciamento de um Centro de Pesquisa como
Fatores de Sucesso no Desempenho Cientifico e Performance
Administrativa.Curso em Estruturacdo e Gerenciamento de Centro de Pesquisa
como Fatores de Sucesso no Desempenho Cientifico e Performance
Administrativa. 2005.

3. Mayo PUCRS Nefrologia 2005.Simpésio da PUCRS com a Clinica
Mayo. 2005.

4. 20th Scientific Meeting of the International Society of
Hypertension.Congresso da Sociedade Internacional de Hipertensédo. 2004.

5. Mayo PUC-RS. Simpésio da PUCRS com a Clinica Mayo. 2004.

6. Il Curso de Fisiopatologia da FFFCMPA. Curso de Extensdo em
Fisiologia. 2004.

7. XV Scientific Meeting of the Inter-American Society of Hypertension
and Council for High Blood Pressure Research. XV Scientific Meeting of the
Inter-American Society of Hypertension and Council for High Blood Pressure

Research. 2003.



ANEXO 7

HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL

AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS

FICHA CONSULTA INICIAL
IDENTIFICAGAO
CASO No: REGISTRO: DATA DA CONSULTA: / /
NOME COMPLETO:
DN: / / SEXO: 1. Masculino 2.Feminino
COR: 1. Negra 2. Branca 3. Mista
PROFISSAO:
ESTADO CIVIL: 1. Com companheiro (a) 2. Sem companheiro (a)
ESCOLARIDADE: 1. Nao estudou 4. 20 grau incompleto

2. 10 grau incompleto
3. 19 grau completo

5. 20 grau completo

6. Pés-graduacao

138

ENDERECO RESIDENCIAL:
FONE: BAIRRO:

ENDERECO PROFISSIONAL:

CIDADE: CEP.:

FONE: BAIRRO: CIDADE:

NOME DE PARENTE/AMIGO:

CEP.:

ENDERECO RESIDENCIAL:

FONE: AIRRO: CIDADE:

CEP.:

DADOS DE HISTORIA

01. O paciente sabe ter pressao alta?

paciente for Q e 30 se for3')

02. Em caso afirmativo, como soube?
1. Médico
2. Enfermeiro/auxiliar 5. Suspeita ter
3. Banco de sangue 6. Pré-natal

03. Com que idade foi diagnosticada pressao alta?

4. Medidores de rua/supermercado

2. Nao (vd para a pergunta 24 se

8. Nao se aplica

9. Nao se lembra

10. Outros:

anos

Se paciente for & vd para a pergunta 19.

04. Em caso de doenga hipertensiva na gestagao atual ou recente (puerpério), desde quando sabe ter

pressdo alta:



139

1. Antes da gestagao 3. Apos a 202 semana de gestacao
2. Antes da 202 semana de gestacao 8. Nao se aplica
05. Histéria da gestacao atual: Idade gestacional: sem. (DUM) sem. (Eco com __Sem.)

Pré-natal: 1. Sim 2. Nao

8. Nao se aplica

06. Puerpério: 1. Sim 8. Nao se aplica (V4 para a pergunta 17)
Dados do parto: Data: / /
07. Idade gestacional no parto: __ sem. (DUM) sem. (Ecocom____ sem.)
08. Tipo de parto: 1. Normal 2. Cesareo por:
09. Amamentagao: 1. Sim 2. Nao
Dados do RN:  10. Género: 1. Masculino 2.Feminino
11. Idade gestacional obstétrica: _ sem 12. Idade gestacional pediatrica:__ sem
13. APGAR: /
14, 1. PIG 2. AIG 3. GIG
15. Peso do RN: g 16. Peso da placenta: g

17. A paciente teve pressao alta durante alguma gravidez?
1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica
9. Nao sabe

18. A paciente permaneceu com a pressao alta apos a gestacdo?
1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica

9. Nao sabe

19. Que medicamentos para a pressao alta esta usando?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

1.

2.

3.

20. Que medicamentos usou anteriormente para a pressao?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

21. Assinale os motivos para o abandono:
1. Efeitos adversos 4. O médico mandou parar 8. Nao se aplica
2. Custo 5. Achou que a pressao baixou demais 9. Nao se lembra
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3. Achou que estava curado 6. Outro:

22. Houve recomendagdo de tratamento ndo-farmacoldgico prévio?

1. Ndo houve 5. Diminuir sal da comida 11. Parar ACO

2. Parar de fumar 6. Diminuir as gorduras animais  12. Outra:

3. Diminuir as bebidas 7. Diminuir o peso 8. Nao se aplica

4. Fazer exercicios 10. Aumentar ingesta de frutos/verduras 9. Nao se lembra

23. Quais das medidas recomendadas o paciente segue?

1. Ndo houve 5. Diminuir sal da comida 11. Parar ACO

2. Parar de fumar 6. Diminuir as gorduras animais  12. Outra:

3. Diminuir as bebidas 7. Diminuir o peso 8. Nao se aplica

4. Fazer exercicios 10. Aumentar ingesta de frutos/verduras 9. Nao
se lembra

13. Nenhuma

Se paciente for & vd para a pergunta 20.

24. A paciente ja esteve gravida? 1. Sim 2. Nao

25. Quantas vezes? 1. 8. Nao se aplica

26. Quantos filhos nasceram vivos? 1. 8. Nao se aplica

27. A paciente faz ou fez anticoncepgao? 1. Sim 2. Nao (Vs para a pergunta 20)

8. Nao se aplica

28. Que método emprega ou empregou?
1. Tabelinha 3. Pilula: 5. Diafragma
2. Camisinha 4. DIU 6. Outro:
8. Nao se aplica

29. Se usa ou usou pilula, por quanto tempo (desconte interrupgoes)?

1. Menos de 6 meses 4. De 3 - 5 anos 7. Ha 20 anos ou mais
2. De 6 meses a menos de 1 ano 5. De 5 - 10 anos 8. Nao se aplica
3. De 1 ano a menos de 3 anos 6. De 10 - 20 anos 9. Nao sabe

30. Revisdo de sistemas:

1. Retina:
2. Coracdo: 1. Precordialgia 2. Palpitages 3. Dispnéia 4.
3. Rim: 1. Hematdria 2. Proteindria

4. Cérebro:
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31. Na familia bioldgica do paciente tem alguém com pressao alta?

0. Ninguém 2. Mae 4. Tios 6. Filhos 8. Nao se aplica

1. Pai 3. Irmdos 5. Avés 7. Primos 9. N&o sabe
32. Na familia bioldgica alguém teve provavel infarto do miocardio, AVC ou morte sUbita antes dos 60
anos?

0. Ninguém 2. Mae 4. Tios 6. Filhos 8. Nao se aplica

1. Pai 3. Irmdos 5. Avés 7. Primos 9. N&o sabe
33. Na familia bioldgica alguém teve provavel pressao alta na gravidez?

0. Ninguém 2. Tias 4. Avés 8. Nao se aplica

1. Mae 3. Irmas 5. Primas 9. N&o sabe
34. O paciente fuma? 1. Sim 2. Ndo 3. Nao fuma mais, parou ha ____meses anos
35. O paciente tem alguma atividade fisica regular?

1. Nao tem atividade 3. Corre regularmente 5. Outra:

2. Caminha regularmente 4. Tem atividade fisica associada ao trabalho
36. O paciente costuma tomar bebidas alcodlicas? 1. Sim 2. Nao
37. Anote outros diagndsticos estabelecidos anotados no prontuario:

DIAGNOSTICO DATA CID DIAGNOSTICO DATA CID
L Y A Y A S
2. Y A Y A S
3. Y A Y A S
38. Anote outras doengas que o paciente refere ter:

DIAGNOSTICO DATA CID DIAGNOSTICO DATA CID

L Y A Y A S
2. Y A Y A S
3. Y A Y A S
39. O paciente tem histéria de infecgdo urinaria de repeticdo?

1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica 9. Nao sabe
40. Se sim, quando? 1. Na infancia 2. Na idade adulta
41. O paciente tem histéria de nefropatia do refluxo?

1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica 9. Nao sabe
42. Que outros remédios usa atualmente?
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NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

43. Quem ¢ o principal responsavel pela renda familiar?
1. O proprio paciente 3. A esposa/companheira 5. Outro:

2. O marido/ companheiro 4. Ambos 9. N&o sabe
44, A renda familiar mensal estimada em salarios minimos é:

1. Até um salario 3. De trés a dez salarios 5. De vinte a cinqlienta
2. De um a trés salarios 4. De dez a vinte salarios 6. Mais de cinqlienta

DADOS DE EXAME FiSICO

45. PRESSAO ARTERIAL Manguito: cm
Inicio da consulta: PA MS D: / mmHg
PA MS E: / mmHg
PA DL E: / mmHg
Fim da consulta: PAMSE ou DLE: / mmHg
46. FREQUENCIA CARDIACA: bpm
47. PESO: Kg 48: ALTURA: cm 49: IMC:
50. CIRC BRAQUIAL: cm  51. QUADRIL: cm 52. CINTURA: cm

53. Os pulsos carotideos sdo:
1. Normais 2. Com sopro a D 3. Com sopro a E 4. Com sopro bilateral

54. Ha sopros no precordio?
1. N&o ha sopros 2. Com sopros

55. O ritmo cardiaco é:

1. Regular 2. Irregular, sugere extrassistolia
3. Irregular, sugere fibrilacao atrial 4. Irregular inespecifico
56. Ha turgéncia jugular a 459? 1. Sim 2. Nao

57. Ha edema de membros inferiores?



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.
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1. Uma cruz em 4 2. Duas 3. Trés 4. Quatro
5. Nao ha edema

Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:
1. Ndo ha anormalidades 4. Diminuicdo do MV a E 7. Estertores
2. Aumento do diametro AP 5. Sibilos 10. Outra:____
3. Diminuigdo do MV a D 6. Roncos
Ha massas palpaveis no abdomen?
1. Nao 3. Sim, sugere figado aumentado
2. Sim, sugere rins aumentados 4. Sim, sugere bago aumentado
5. Sim, outra:

A aorta é palpavel no abdomen?
1. Nao 2. Sim, aparentemente normal 3. Sim, sugere dilatagao aneurismatica

Ha sopros no abdomen?
1. Nao 3. Sim, na altura da artéria renal E 5. Sim, sobre as artérias iliacas
2. Sim, aorta 4. Sim, na altura da artéria renal D 6. Sim, outra:

Exame dos pulsos periféricos: anote os seguintes codigos:
1. Normais 3. Ausentea E 5. Diminuido a D 7. Diminuidos bilateralmente
2. Ausentea D 4. Ausente bilat 6. Diminuido a E 10. Com sopro (femurais)

Pulso braquial: __ Pulso tibial anterior Pulso femoral: __Pulso cubital:

Pulso tibial posterior: Pulso radial:

Anormalidades no exame neuroldgico:
1. N&o ha alteragbes 4. Hemiparesia a E 7. Disturbio de equilibrio
2. Hemiplegia a D 5. Hemiparesia a D 10. Afasia/disfasia
3. Hemiplegia a E 6. AlteragOes de sens 11.Alteragdo par craniano:
12. Outra:

Anormalidades do fundo de olho:
1. Sem anormalidades 3. Apagamento venoso 5. Exsudatos 7. Edema de papila
2. Estreitamento art 4. Represamento venoso 6. Hemorragias

RESULTADO DOS EXAMES COMPLEMENTARES

Exame qualitativo de urina:
1. pH: 6. Proteindria: +
2. densidade: . 7. Glicosuria: +

3. Sem alteragdes 10. Cilindros granulosos:
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4. Hematuria: ___ hem p/c 11. Cilindros hialinos:
5. LeucocitUria: ____ leuc p/c 12. Cilindros hematicos:
66. ProteinUria/amostra: mg/dL 67. Creatinindria/amostra: mg/dL68.
Prt/Cr: 69. Proteinuria / 24 horas: mg/24h
70. Creatinina: mg/dL 71. Uréia: mg/dL 72.
Potassio: mEq/L
73. Glicemia em jejum: mg/dL 74. Acido drico: mg/dL
75. TGO: uI/L 76. TGP: UI/L
77. Colesterol total: mg/dL 78. HDL colesterol: mg/dL
79. LDL colesterol: mg/dL 80. Triglicerideos: mg/dL
81. Hematdcrito: % 82. Hemoglobina: g/dL
83. Leucdcitos: 1. Desvio a E 2. Desvioa D

84. Plaquetas:
85. ECG:

86. Rx torax:

LISTA DE PROBLEMAS

Anotar lesGes em 6rgdos-alvo:

DIAGNOSTICO

CID

10.
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CONDUTA

A. Retorno a consulta em: semanas.

més (es).

B. Encaminhado a outro ambulatdrio:

C. Tratamento nao-medicamentoso recomendado:

1. Parar de fumar 5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras
2. Tratar a obesidade 6. Limitar a ingesta de alcool

3. Reduzir gorduras sat e carboidratos 7. Realizar exercicios fisicos dindmicos

4. Reduzir a ingesta de sal 10. Substituir a anticoncepgao hormonal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

LA

E. Exames solicitados:

1. [ ] Exame qualitativo de urina 10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL
2. [ ] Proteindria/amostra e Creatininiria/amostra 11. [ ] Hemograma
3. [ ] Proteindria/ 24 horas 12. [ ] Plaquetas
4. [ ] Creatinina 13.[ ]TSHe T4
5.[ ] Uréia 14.[ 1ECG
6. [ ] Potassio 15. [ ] Rx de torax
7. [ ] Glicemia em jejum 16. [ ] Ecografia abdominal
8. [ ] Acido trico 17.[ ] Cintilografia com DMSA
9.[ ]TGO e TGP 18. Qutro:
DATA PREVISTA PARA O RETORNO A CONSULTA: / /

RESPONSAVEIS PELA COLETA DOS DADOS BASICOS:




HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL

AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS
FICHA CONSULTA DE RETORNO

IDENTIFICAGAO

CASO No: REGISTRO: DATA DA CONSULTA: /
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NOME COMPLETO:

DADOS DE HISTORIA

01.Intercorréncias:

02. Aderéncia ao tratamento ndo-medicamentoso: 1. Sim 2. Nao
03. Medicamentos em uso:
NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE
1.
2.
3.
4.
5.
04. Aderéncia ao tratamento medicamentoso: 1. Sim 2. Nao
DADOS DE EXAME FiSICO
05. PRESSAO ARTERIAL Manguito: cm
Inicio da consulta: PA MS D: / mmHg
PA MS E: / mmHg
PA DL E: / mmHg
Fim da consulta: PAMSE ou DLE: / mmHg
06. FREQUENCIA CARDIACA: bpm 07. PESO: Kg
08: ALTURA: cm 09: IMC:

10. O ritmo cardiaco é:
1. Regular

3. Irregular, sugere fibrilacao atrial 4. Irregular inespecifico

2. Irregular, sugere extrassistolia
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11. Ha turgéncia jugular a 450? 1. Sim 2. Nao
12. H4 edema de membros inferiores?
1. Uma cruz em 4 2. Duas 3. Trés 4, Quatro

5. Ndo ha edema

13. Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:

1. Ndo ha anormalidades 4. Diminuicdo do MV a E 7. Estertores
2. Aumento do didametro AP 5. Sibilos 10. Outra:
3. Diminuigdo do MV a D 6. Roncos

14. Ha massas palpaveis no abdémen?

1. Nao 3. Sim, sugere figado aumentado
2. Sim, sugere rins aumentados 4. Sim, sugere bago aumentado
5. Sim, outra:

15. A aorta é palpavel no abdémen?
1. Nao 2. Sim, normal 3. Sim, dilatacdo aneurismatica

16. Ha sopros no abdomen?
1. Nao 3. Sim, na altura da art renal E 5. Sim, sobre as artérias iliacas
2. Sim, sobre a aorta 4. Sim, na altura da artrenal D 6. Sim, outra:

17. Exame dos pulsos periféricos: anote os seguintes codigos:
1. Normais 3. Ausentea E 5. Diminuido a D 7. Diminuidos bilateralm
2. Ausentea D 4. Ausente bilateralmente 6. Diminuido a E
10. Com sopro (femurais)

Pulso braquial: Pulso tibial anterior Pulso femural:

Pulso cubital: Pulso tibial posterior: Pulso radial:

18. Anormalidades no exame neuroldgico:

1. Ndo ha alteragbes 4. Hemiparesia a E 7. Disturbio de equilibrio
2. Hemiplegia a D 5. Hemiparesia a D 10. Afasia/disfasia
3. Hemiplegia a E 6. Alteragdes de sensibilidade 11.Alteracdo par craneano:
12. Outra:

19. Outras

Anormalidades:




20.

RESULTADO DOS EXAMES COMPLEMENTARES

Exame qualitativo de urina:
1. pH:
2. densidade:
3. Sem alteracOes

6. Proteinuria:
7. Glicosuria:
10. Cilindros granulosos:
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4. Hematuria: hem p/c 11. Cilindros hialinos:
5. Leucocituria: leuc p/c 12. Cilindros hematicos:
21. Proteindria/amostra: mg/dL 22. Creatinindria/amostra: mg/DlI
23. Prt/Cr: 24. Proteinlria / 24 horas: mg/24h
25. Creatinina: mg/dL 26. Uréia: mg/dL
27. Potassio: mEg/L 28. Glicemia em jejum: mg/dL
29. Acido Urico: mg/dL 30. TGO: UI/L
31. TGP: UI/L 32. Colesterol total: mg/dL
33. HDL colesterol: mg/dL 34. LDL colesterol: mg/dL
35. Triglicerideos: mg/dL 36. Hematdcrito: %
37. Hemoglobina: g/dL 38. Leucocitos:
1. Desvioa E 2. Desvio a D
39. Plaquetas:
40. TSH: ug/dL 41. T4: uJ/mL
42. ECG:
43. Rx térax:
44. Ecografia abdominal total:

45.

46.

Ecografia vias urinarias:

Cintilografia com DMSA:

47.0utros:

ANALISE
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CONDUTA

A. Retorno a consulta em: semanas.

més (es).

B. Encaminhado a outro ambulatdrio:

C. Tratamento nao-medicamentoso recomendado:

1. Parar de fumar 5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras
2. Tratar a obesidade 6. Limitar a ingesta de alcool

3. Reduzir gorduras saturadas 7. Realizar exercicios fisicos dindmicos

4. Reduzir a ingesta de sal 10. Substituir a anticoncepgao hormonal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:
NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO cODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

AN C

E. Exames solicitados:

1. [ ] Exame qualitativo de urina 10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL
2. [ ] Proteindria/amostra e Creatininiria/amostra 11. [ ] Hemograma
3. [ ] Proteindria/ 24 horas 12. [ ] Plaquetas
4. [ ] Creatinina 13.[ ]TSHe T4
5.[ ] Uréia 14.[ 1ECG
6. [ ] Potassio 15. [ ] Rx de torax
7. [ ] Glicemia em jejum 16. [ ] Ecografia abdominal
8. [ ] Acido trico 17.[ ] Cintilografia com DMSA
9.[ 1TGO e TGP 18. [ ] Outro:
DATA PREVISTA PARA O RETORNO A CONSULTA: / /

RESPONSAVEIS PELA COLETA DOS DADOS




