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APRESENTACAO

Aobra Fundamentos de Enfermagem, publicacao da Editora Atena, foi organizado
em trés volumes com o objetivo de trazer estratégias que implementem a qualidade da
assisténcia a saude, sobretudo da atuagcéo da Enfermagem.

No volume 1, sera apresentado 28 capitulos que discorrem sobre pesquisas
relativas a tematica de saude materna e infantil. Ela envolve assuntos sobre a
promocéo e manutencdo do bem-estar fisico e social das mulheres que perpassam o
periodo gestacional. Inclui o periodo pré-natal, a assisténcia ao parto humanizado, ao
recém-nascido e a lactentes.

Em relacdo ao atendimento pré-natal a obra busca refletir sobre a importancia
da educacao em saude as gestantes, agdes para as praticas alimentares e o cuidado
a mulher. Destaca como assuntos importantes as situacdes de alto risco, como a
hipertensao arterial durante a gestacao, condicédo importante e prevalente as mulheres
na atualidade.

Reforca as estratégias que qualificam o pré-natal, implementando a qualidade da
assisténcia, e assim favorecer a chegada de um parto saudavel, com destaque para
as praticas humanizadas como a consulta pré-parto, o parto domiciliar, as estratégias
nao-farmacoldgicas de alivio da dor e a evitabilidade do trauma perineal.

Todavia, estas condi¢des refletem sobre a situacéo de saude do recém-nascido,
qgue pode evoluir para condi¢des normais de adaptacao extra-uterina, como também
as condi¢Oes de risco e adoecimento que o levam a necessitar de internagao em
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

E ainda, para favorecer a qualidade de vida de recém-nascidos, a promoc¢ao ao
aleitamento materno deve ser fortemente incentivada tanto a maes de recém-nascido
nascidos a termo, como sobretudo os prematuros. Destaca-se além do incentivo, a
estrutura para o aleitamento materno de prematuros que necessita da adaptacéo de
instituicdo pelo funcionamento dos bancos de leite. Ainda neste volume uma breve
reflexdo em torno de assuntos como o aborto, o luto e as emergéncias.

Michelle Thais Migoto
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CAPITULO 7

A REDUCAO DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO
DURANTE GESTACAO PREJUDICA A
MICROVASCULATURA CARDIACA NEONATAL

Sonia Regina Jurado

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), Programa de Educacéao Tutorial (PET)
em Enfermagem

Trés Lagoas — Mato Grosso do Sul
Maria Eduarda Pascoaloto da Silva
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

(UFMS), Programa de Educacéao Tutorial (PET)
em Enfermagem

Trés Lagoas — Mato Grosso do Sul

RESUMO: O objetivo deste estudo foi analisar
o efeito da hipertenséo hereditaria ou induzida
pela inibicdo cronica do Oxido nitrico durante
a gravidez nas alteragbes estruturais da
microvasculatura cardiaca de fetos e recém-
nascidos de ratos. Um total de nove subgrupos
alocados em trés grupos principais de fetos (20
dias) e recém-nascidos (2 e 15 dias pds-natais)
filhos de ratas normotensas (C, controle),
SHR (ratas espontaneamente hipertensos)
e L-NAME (N*-Nitro-L-Arginina Metil Ester)
foram estudados. Os cortes histologicos do
coracdo foram corados com hematoxilina e
eosina, tricromico de Mallory e Picrosirius red.
O sistema de analise de imagem Pro-Plus foi
utilizado para avaliar a espessura dos vasos
miocardicos. A borda interna e externa da
tunica média foi tracada em cada imagem dos
microvasos (diametro externo < 50 um) com
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aumento de x100 e, as areas circundadas
foram calculadas. A area da parede da
microvasculatura foi maior nos descendentes
de maes hipertensas com 15 dias pds-natais. A
relacéo parede-lumen aumentou em neonatos
dos grupos hipertensos com 2 e 15 dias pos-
natais. A hipertensdo materna, como no modelo
L-NAME e SHR, causou remodelacdo da
microvasculatura no coragdo de neonatos com
2 e 15 dias. Baseando-se no modelo animal, a
hipertensdo arterial materna durante gestacéo
em humanos também pode comprometer o
desenvolvimento da microvasculatura cardiaca
neonatal e conduzir a hipertensao arterial na
vida adulta.

PALAVRAS-CHAVE: Hipertensao, Gravidez,
Oxido Nitrico, Coragao, Recém-Nascido.

ABSTRACT: The objective of this study was to
analyze the effect of hereditary hypertension or
induced by chronic inhibition of nitric oxide during
pregnancy on structural changes in the cardiac
microvasculature of fetuses and neonates of
rats. A total of nine subgroups allocated to three
main groups of fetuses (20 days) and newborns
(2 and 15 days postnatal) of normotensive rats
(C, control), SHR (spontaneously hypertensive
rats) and L-NAME (N"-Nitro-L-Arginine Methyl
Ester) were studied. Histological sections of the
heart were stained with hematoxylin and eosin,
Mallory’s trichrome and Picrosirius red. The Pro-
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Plus image analysis system was used to assess the thickness of myocardial vessels.
The internal and external border of the tunica media was drawn in each image of the
microvessels (external diameter <50 um) with an increase of x100 and the surrounding
areas were calculated. The wall area of the microvasculature was higher in the offspring
of hypertensive mothers with 15 days postnatal. The wall-lumen relationship increased
in neonates of hypertensive groups at 2 and 15 days postnatal. Maternal hypertension,
as in the L-NAME and SHR model, caused remodeling of the microvasculature in the
heart of neonates at 2 and 15 days. Based on the animal model, maternal arterial
hypertension during gestation in humans can also compromise the development of
neonatal cardiac microvasculature and lead to hypertension in adulthood.
KEYWORDS: Hypertension, Pregnancy, Nitric Oxide, Heart, Newborn.

11 INTRODUCAO

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado a partir da L-arginina pela NO- sintetase
constitutiva nas células endoteliais vasculares e desempenha um papel importante
na regulacdo da pressao sanguinea e do tonus vascular coronario (NOLL;
LUSCHER, 1998).

A gravidez normal esta associada a adaptagdes importantes na funcéo
cardiovascular materna que ajudam a mulher a acomodar o feto em crescimento.
Embora haja um aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco materno, a
pressao arterial sistémica diminui durante a gravidez (KING et al., 1995).

Além disso, a capacidade de resposta a pressao ou a reatividade vascular aos
varios agentes vasoconstritores estd diminuida. Isto se deve provavelmente a
contribuicao do 6xido nitrico para o fendmeno vasodilatador da gravidez (SLADEK et
al., 1997).

O endotélio vascular € estimulado durante a gravidez a produzir uma quantidade
aumentada de NO e a anormalidade na via L- arginina-NO pode desempenhar um
papel na etiologia da pré-eclampsia (SALAS et al., 1995; ZHANG; KAUFMAN, 2000).

A pré-eclampsia constitui a sindrome de vasoconstricdo com elevagcéo da
pressao arterial, edema, proteinuria, disfungcdo renal e hepatica e retardo do
crescimento intra-uterino (SLADEK et al., 1997).

Sabe-se que a administracdo de L-NAME (N"-Nitro-L-Arginine Methyl Ester) em
ratos adultos promove hipertensao arterial (RIBEIRO et al., 1992; ARNAL et al., 1993),
hipertrofia cardiaca, necrose dos cardiomiécitos, fibrose perivascular e intersticial,
oclusao do lumen microvascular (PESSANHA et al., 1999; KAZAKOV et al., 2013) e
apoptose de cardiomiécitos (MANDARIM; PEREIRA, 2000).

Em ratas gravidas, este inibidor da sintese de Oxido nitrico causa restricéo de
crescimento fetal por uma reducdo na proliferacdo celular devido a inducdo de
apoptose (MILLER et al.,, 1996), reduzindo o peso corporal e causando necrose
hemorragica dos membros posteriores do recém-nascido (DIKET et al., 1994; PIERCE
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et al., 1996).

O papel do 6xido nitrico no desenvolvimento cardiovascular fetal precisa
ser melhor estudado. Os filhotes de ratos com deficiéncia endotélica de 6xido nitrico
sintetase tiveram problemas na valva aodrtica bicuspide, aumento da apoptose
dos cardiomidcitos, defeitos septais congénitos (FENG et al.,, 2000), restricdo do
crescimento fetal e reducao da sobrevivéncia (HEFLER et al., 2001).

Aproducao de NO é necessaria para a cardiomiogénese, umavez que os inibidores
da NO sintetase impedem a maturacéo de cardiomiécitos terminalmente diferenciados
in vitro e o numero de cardiomiécitos diferenciados € significativamente reduzido
(BLOCH et al., 1999).

Considerando a importancia do NO para o desenvolvimento fetal, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar se a microvasculatura cardiaca de feto e neonato é
afetada pela inibicdo da Oxido nitrico sintetase durante a gravidez em ratas.

2| METODOLOGIA

Trinta fémeas de ratas Wistar de 14-16 semanas de idade e quinze
espontaneamente hipertensas (SHR) com peso corporal de 200-250 g foram
acasaladas com ratos machos.

As ratas Wistar foram aleatoriamente alocadas em grupo Controle e grupo
L-NAME (N“-Nitro-L-Arginine Methyl Ester). Os animais L-NAME receberam o inibidor
da NO sintetase (cloridrato, L- NAME, Sigma, St Louis, MO, lote 70H7703) na agua
potavel (12 mg/dia/rato) durante a gravidez (21 dias). A pressao arterial das ratas
foi avaliada pela pletismografia de cauda no inicio e no final da gestacéo.

Os fetos e neonatos dos grupos controle, L-NAME e SHR foram separados em
trés grupos etarios de cinco animais cada: 20 dias pos-concepgao, 2 e 15 dias pos-
natais.

Foi escolhido aleatoriamente um animal por ninhada. Os animais foram
sacrificados sob anestesia de pentobarbital e tiveram o peso corporal e o comprimento
vértice-coccix aferidos bem como os coragdes pesados. Todos os procedimentos e
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista (UNESP).

Os coracodes de todos os animais estudados foram fixados em formalina 10%
tamponada e embebidos em parafina. Foram realizados cortes histolégicos de 5 pm
em microétomo rotativo e posteriormente corados com hematoxilina-eosina, tricrébmico
de Mallory e Picrosirius red.

A morfometria foi realizada com um sistema computacional Pro-Plus (Media
Cybernetics, EUA) em cortes histoldgicos dos coragdes nas trés diferentes idades. As
medidas foram realizadas para cada vaso sanguineo: area da parede do vaso, area
do lumen do vaso e relagao parede-lumen (a area da parede dividida pela area do
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limen do vaso).

Mais de 150 vasos sanguineos foram analisados em cada grupo. Na
quantificacdo morfométrica, foram excluidos os vasos sanguineos resultantes de
cortes longitudinais e obliquos, e apenas os vasos arredondados (diametro minimo/
didmetro maximo > 0,60) foram incluidos.

As comparacOes da pressao arterial materna, comprimento fetal e neonatal,
peso corporal e cardiaco foram realizados por one-way ANOVA. As comparagdes
da relacdo parede-lumen e area da parede do vaso foram realizadas por two-way
ANOVA, seguidos pelos testes de comparacao mdultipla. Um valor de p < 0,05
foi considerado significativo.

31 RESULTADOS

As ratas gravidas L-NAME e SHR apresentaram maior presséo arterial (p
< 0,001) quando comparadas as ratas normotensas. Observou-se uma pequena
gueda na pressao arterial das ratas Wistar (98,8+ 4,6 mmHg) e SHR (178,0+5,2 mmHg)
ao final da gestacado quando comparado ao inicio da gravidez (102,0+5,2 e 179,0+6,4
mmHg, respectivamente).

Conforme descrito na Tabela 1, os pesos corporais de fetos (20 dias de gestacéo)
e de recém-nascidos L-NAME e SHR foram menores que os controles. Além disso,
os filhotes L-NAME e SHR eram menores que seus equivalentes, com excecédo do
L-NAME aos 15 dias de idade. Nao houve diferenca significativa de pesos cardiacos
para os grupos fetais. No entanto, uma diferenca estatisticamente significativa de peso
cardiaco foi observada entre os grupos Controle, L-NAME e SHR em 2 e 15 dias pés-
natais.

Quando expresso como % peso corporal, o peso cardiaco relativo foi
significativamente maior em L-NAME e SHR aos 15 dias pds-natais (p < 0,001 e p
< 0,01, respectivamente) do que nos animais controles. No entanto, este pardmetro
diminuiu significativamente no recém-nascido L-NAME com 2 dias em relacado ao
grupo controle na mesma idade (p < 0,001) (Tabela 1).

Peso cardiaco

V-C Peso corporal Peso cardiaco ;
(mm) ) (@) relativo

(%)
Controle 3,222 +0,048 2,815+ 0,248 0,017 + 0,002 0,404+0,050
Felos | | NAME  2,972+0036* 2,138+0,267* 0,015 +0,003 0,370+0,104
SHR 2,958 +0,086* 2,092+0,105* 0,015 + 0,002 0,602+0,075*
Controle 4,886 +0,112 8,114 + 0,440 0,061 + 0,007 0,763+0,057
2dias L-NAME 4,370 +0,077* 6,463 +0,312* 0,034 + 0,003 0,569+0,035*
SHR 4,290 +0,318* 6,550 +0,265* 0,048 + 0,006* 0,7310,112
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Controle 6,898 +0,136 29,832 + 1,315 0,135 + 0,008 0,570+0,029
15dias L-NAME 7,466 +0,192* 27,906 + 2,424 0,163 +0,013* 0,728+0,067*
SHR 6,198 +0,050* 17,192 +0,495" 0,117 +0,004* 0,697+0,041*

Tabela 1. Comprimento vértice-céocix, peso corporal, peso cardiaco e peso cardiaco relativo de
fetos e recém-nascidos (controle, I-name e shr) com 2 e 15 dias p6s-natais.

Dados estédo expressos como média + desvio padréo; n = 5 animais por grupo.

*p < 0.05 vs controle one-way ANOVA, seguido de testes de comparagdes multiplas.

Houve um espessamento da parede da microvasculatura cardiaca dos grupos
hipertensos (Figura 1) bem como aumento do contetudo de colageno no miocardio
de recém-natos L-NAME com 15 dias quando comparado aos demais grupos com a
mesma idade.

Figura 1. Fotomicrografias das arteriolas coronéarias dos recém-nascidos Controle, SHR e
L-NAME.

Fundamentos da Enfermagem Capitulo 7



Nota: Cortes histoldgicos da microvasculatura cardiaca dos grupos de recém-natos Controle (A e D), L-NAME

(B e E)e SHR (C and F) com 2 e 15 dias p6s-natais corados com tricbmico de Mallory e hematoxilina-eosina,

respectivamente. A, B e C com 2 dias e D, E e F com 15 dias. Os grupos L-NAME e SHR tiveram aumento da
relagéo parede-limen quando comparados aos grupos Controles.

A area da parede nos microvasos foi maior nos grupos L-NAME e SHR do
que no grupo controle, porém a diferenca significativa foi observada somente em
15 dias pds-natais (Figura 2).

600 -
5004 4 T
400 4

300 -

200

Area da parede p m?

100

c2 L2 S§2 C15 L15 §15

Diametro externo < 50 um

Figura 2. Grafico de barras da microvasculatura miocardica com didmetro externo <50 mm.

Diametro externo <50 mm

Nota: *p< 0,05 vs grupo controle com 15 dias pos-natais two way ANOVA, seguido de testes de comparacdes
multiplas. Valores expressos como media + desvio padréo; n = 5 por grupo. C = controle; L = L-NAME; S =
espontaneamente hipertenso, com 2 e 15 dias.

A relacdo parede-lumen aumentou significativamente nos recém-nascidos com 2
e 15 dias p6s-natais nos grupos L-NAME e SHR em relagdo aos controles nas
mesmas idades (Figura 3).
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Figura 3. Grafico de barras da relacéo parede-lumen da microvasculatura miocardica com
didmetro externo < 50 mm.

Nota: *p < 0,05 vs C2; p < 0,05 vs C15 two way ANOVA, seguido de testes de comparagdes multiplas. Valores
expressos como media + desvio padrédo; n = 5 por grupo. C = controle; L = L-NAME; S = espontaneamente
hipertenso, com 2 e 15 dias.

4 | DISCUSSAO

Existem poucos dados na literatura sobre a importancia do Oxido nitrico
no desenvolvimento e crescimento do feto e do recém-nascido. Os resultados do
presente trabalho corroboram com outros estudos que demonstraram que a
inibicdo do éxido nitrico por L-NAME durante a gestacao prejudica o desenvolvimento
de membros do feto (DIKET et al., 1994; PIERCE et al., 1996).

Isso sugere que L-NAME atravessa a barreira placentaria e afeta a sintese fetal
de O6xido nitrico, levando a morte celular nos membros porque o0 NO tem um
papel para o desenvolvimento de membros e digitos (GREGG et al., 1998).

Quando expresso como % peso corporal, o peso cardiaco relativo foi
significativamente maior em fetos SHR e recém-nascidos L-NAME e SHR com 15 dias
pds-natais do que nos animais controles. O aumento do peso cardiaco relativo desses
animais pode ser explicado pelo aumento do conteudo de colageno ou hipertrofia do
cardiomiocito. No entanto, os recém-nascidos L-NAME aos 2 dias apresentaram menor
peso cardiaco relativo, provavelmente devido ao menor numero de cardiomiécitos e
aumento da apotose dessas células.

O efeito da inibicao do NO na sintese de colageno tem sido pouco estudado.
Uma pesquisa demonstrou que a inibicdo de NO inibe a sintese protéica em células
musculares lisas vasculares in vitro (KOLPAKQV et al., 1995). Assim, observamos que
a inibicdo do NO é refletida na taxa de sintese de colageno durante o desenvolvimento
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neonatal do coracao de ratos, especialmente no recém-nascido L-NAME aos 15 dias.
Portanto, a inibicdo do Oxido nitrico in vivo pode levar ao aumento da sintese de
coldgeno no miocardio dos recém-nascidos L-NAME.

Células em apoptose foram observadas com frequéncia no miocardio de todos os
grupos com 2 dias pOs-natais. Assim, a apoptose ou morte celular programada ocorre
em situagdes de remodelacéo cardiaca durante ou ap0s 0s processos patolégicos
(KAJSTURA et al., 1995; MOREAU et al., 1997). Portanto, é logico acreditar que a
apoptose também pode ocorrer na maturacao pos-natal do coragéo e outros tecidos do
sistema cardiovascular, que devem se adaptar ao seu novo papel hemodinamico.

Um estudo apontou que filhotes de ratos nascidos de maes L-NAME tiveram
uma pressao arterial notavelmente maior quando comprador com filhotes de maes
normotensas (G EROVA et al., 2002). Neste estudo, nao foi avaliada a pressao arterial
de recém-nascidos L-NAME e SHR e, ndo se pode inferir que na idade de 15 dias
eram hipertensos.

Detectou-se que a alteracdo mais significativa no miocardio de neonato
L-NAME envolveu a microvasculatura, principalmente, as arteriolas. A relacéo parede-
lumen das arteriolas foi significativamente maior em L-NAME e SHR do que no grupo
controle com 2 e 5 dias pés-natais.

Numaguchi et al. (1995) também encontraram um aumento da relagdo parede-
limen em arteriolas e pequenas artérias coronarias no miocardio de ratos adultos
tratados com L-NAME durante oito semanas. Eles observaram um acumulo
de colageno na camada média dos microvasos e fibrose perivascular e
acreditaram que a administracdo crénica de L-NAME poderia aumentar a
atividade nervosa simpatica, o que pode contribuir para o remodelamento
vascular.

Na hipertensdo espontanea, nem todos os leitos vasculares apresentaram o
mesmo aumento na relagdo parede-lumen. Em SHR, por exemplo, a mudancga foi
menos pronunciada no rim do que no mesentério, cérebro e leito vascular dos musculos
esqueléticos dos membros posteriores (MULVANY; AALKAJAER, 1990).

Algumas questdes podem ser levantadas em relacdo ao aumento da
relacdo parede-lumen nas arteriolas miocardicas de neonatos L-NAME. O que
promoveu o aumento da espessura da parede vascular: hipertrofia celular e/
ou hiperplasia de musculo liso? Quais fatores estimularam a hipertrofia celular e/
ou hiperplasia de células musculares lisas vasculares? Somente a inibicao do éxido
nitrico promoveu mudancas nas arteriolas ou houveram outros fatores que
também contribuiram para essas mudancas?

Em geral, a hiperplasia da camada média dos vasos em animais hipertensos é
considerada uma mudancga primaria, enquanto a hipertrofia & considerada secundaria.
Nos ratos hipertensos SHR e Goldblatt, 0 aumento da camada média da aorta foi
devido a hipertrofia celular e a poliploidia, enquanto que em ratos submetidos
a hipertensdo por coarctacdo adrtica, a alteracdo da camada média foi devida a
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hiperplasia das células musculares lisas (SMEDA et al., 1988).

Provavelmente, as alteracbes vasculares miocardicas induzidas pelo bloqueio
a longo prazo da sintese de Oxido nitrico em ratos resultam da ativacdo da
enzima conversora da angiotensina | (ECA) local. Usando métodos de imuno-
histoquimica, Takemoto et al. (1997) encontraram um aumento de ECA nas
artérias coronarias durante a primeira semana de administracdo de L-NAME.
Esses pesquisadores também relataram um aumento da relacdo parede-lumen
na vasculatura miocardica, bem como na aorta de ratos L-NAME.

O aumento da relagdo parede-lumen em neonatos L-NAME em 2 e 15 dias
pds-natais deve-se provavelmente a inibicdo do éxido nitrico durante a gravidez
juntamente com a pressao arterial aumentada nos recém-nascidos.

Possivelmente, ambos os efeitos induziram proliferacéo de células do musculo
liso em arteriolas do miocéardio. Sabe-se que o NO inibe a proliferacédo de células
musculares lisas (BUSSE; FLEMING, 1995). Uma diminuicdo da producdo de NO
induz a sintese de fatores de crescimento derivados do endotélio (KOUREMBANAS
etal, 1993). A ativacdo da ECA pode aumentar a formacao de angiotensina Il, que
por sua vez induz diretamente a proliferacdo do musculo liso vascular (ITOH et al.,
1993).

Os achados apoiam o envolvimento da angiotensina Il na hipertrofia/
hiperplasia de células do musculo liso vascular durante a hipertensao
promovida pela administracédo de L-NAME em ratas. A maioria da enzima éxido nitrico
sintetase no coracado do rato esta relacionada aos vasos e sua producgao inicia-se por
volta do décimo oitavo dia do desenvolvimento embrionario (URSELL; MAYES, 1996).

Ademais, os resultados apontaram que a inibicdo do Oxido nitrico durante a
gravidez induziu a proliferacdo de células do musculo liso vascular e o acumulo de
coldgeno nos coragdes de neonatos. Nao somente o desenvolvimento do musculo
liso vascular foi afetado por L-NAME, mas também a administracdo de inibidores
de O6xido nitrico durante a gravidez comprometeu a musculatura, promovendo
hipertrofia e hiperplasia pilérica, em ratos recém-nascidos (VOELKER et al., 1995).

Um outro fator que poderia ter contribuido para alteragbes da microvasculatura
miocardica em neonatos de mées tratadas com L-NAME foi 0 aumento da atividade
simpéatica nesses recém-nascidos. Em ratos tratados com L-NAME, o aumento da
atividade simpética leva ao remodelamento vascular com proliferacdo de células
musculares lisas e ocluséo do lumen nas arteriolas miocardicas (NUMAGUCHI et al.,
1995).

51 CONCLUSAO

A inibicdo crénica da sintese de NO com L-NAME durante a gravidez causou
o remodelamento da microvasculatura no coragcao de neonatos com 2 e 15 dias e 0
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aumento do conteudo de colageno miocardico aos 15 dias pds-natais. Essas mudancas
também foram observadas em recém-nascidos SHR, levando a similaridade entre os
modelos de hipertensdo durante a gravidez.

O enfermeiro obstétrico precisa conhecer 0s impactos da hipertensao
arterial materna no desenvolvimento fetal, pois, essa condicao compromete o
desenvolvimento do coragao fetal e pés-natal, com aumento da espessura da parede
das arteriolas e possivel hipertenséo arterial da prole na vida adulta.
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