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RESUMO

A hipertensdo é um fator de risco dependente do sexo e dos hormdnios sexuais,
no que diz respeito a saude cardiovascular e renal da populacdo. Os homens
experimentam maiores perdas da funcao renal (FR) que as mulheres, entretanto
0S mecanismos permanecem pouco esclarecidos. Nosso objetivo foi avaliar a
relacdo entre sexo, Hormonios sexuais, atividade das enzimas conversora de
angiotensina (ECA), enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), estresse
oxidativo (EO), e FR em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) Machos e
Fémeas. SHR com 12 semanas de idade foram submetidos a castracdo ou
cirurgia de SHAM e divididos em 4 grupos, Machos e Fémeas SHAM ou
Castrados (CAST). Apés 51 dias avaliamos FR (inulina e para-aminohipurato de
sédio), atividades de ECA e ECA2 (fluorimetria), EO (citometria de fluxo),
deposicao de colageno (picrosirius red) e expressao de proteinas (western blot).
Os machos apresentaram FR inferior ao das fémeas e a castracao prejudicou
esse parametro em ambos os grupos. Dimorfismo sexual n&o foi observado em
relacdo a EO e inflamacéo; entretanto, a castragdo aumentou este parametro
mais severamente em machos do que em fémeas. Os machos SHAM exibiram
maior deposicdo de colageno do que as fémeas, embora a castracdo tenha
aumentado em ambos o0s sexos, eliminando a diferenca. Encontramos
dimorfismo sexual em relacdo as atividades renais da ECA e da ECA2, que
foram menores nos Machos do que em Fémeas SHAM. Embora a castracdo néo
tenha alterado a atividade da ECA, foi capaz de reduzir a atividade da ECA2 nas
Fémeas e aumentou em severamente nos Machos. Nossos resultados
demonstraram que os HS, modulam SRA que por sua vez promove desequilibrio
entre os sistemas oxidante/antioxidante em ratos SHR machos e fémeas na
presenca e auséncia de horménios sexuais. Foram observados severos danos a
funcao renal desses animais, sendo os machos os mais afetados pela castracao,
tendendo a insuficiéncia renal. Sendo assim, sugerimos que o0s resultados
encontrados sao influenciados no grupo CAST Macho pela elevada atividade de
ECA2 e CAST Fémeas pelo desequilibrio entre a atividade ECA / ECA2
encontrada apoés a castracao.
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ABSTRACT

Hypertension is a relevant sex and sex hormones-dependent risk factor where
the cardiovascular and renal health of the population are concerned. Men
experience greater losses of renal function (RF) than women, but the
mechanisms remain somewhat unclear. Our goal was to evaluate the relationship
between oxidative stress (OS), angiotensin-converting enzyme (ACE) and
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) activities and RF in male and female
SHR. Twelve-week-old spontaneously hypertensive rats (SHR) were submitted to
either castration or SHAM surgery and divided into 4 groups, SHAM or Castrated
(CAST) males or females. After 51 days we evaluated RF (inulin and sodium
para-aminohippurate), ACE and ACE2 activities (fluorimetry), OS (flow
cytometry), collagen deposition (picrosirius red) and protein expression (western
blot). Males presented lower RF than females and castration impaired this
parameter in both groups. Sexual dimorphism was not observed regarding OS
and inflammation; however, castration increased this parameter more severely in
males than in females. SHAM males exhibited higher collagen deposition than
females, though castration increased it in both sexes, eliminating the difference.
We found sexual dimorphism regarding renal ACE and ACE2 activities, which
were lower in males than in females. Although castration did not alter ACE
activity, it reduced ACE2 activity in females and increased it in males. Our results
demonstrated that SH modulate RAS, which in turn promotes an imbalance
between the oxidant/antioxidant systems in male and female SHR rats in the
presence and absence of sex hormones. Severe damage to the renal function of
these animals was observed, with males being the most affected by castration,
tending to renal failure. Therefore, we suggest that the results found are
influenced in the CAST Male group by the high activity of ACE2 and CAST
Females by the imbalance between the ACE/ACE2 activity found after castration.
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1. INTRODUCAO

1.1 FISIOLOGIA RENAL: Breve Histoérico

Por volta de 1800, baseado na Teoria da Evolugéo de Darwin e associado ao
reconhecimento de que 0S processos quimicos corporais de diferentes
espécies eram extraordinariamente semelhantes, levou Claude Bernard a
desenvolver sua teoria do Milieu Intérieur, que seria “A constancia do ambiente
interno é a condicdo de um ambiente livre e existéncia independente”. Com
isso, ele quis dizer que a capacidade de nossos organismos ancestrais de
deixar os oceanos exigia que eles desenvolvessem a capacidade de "carregar
0 oceano com eles" na forma de um oceano interno, banhando suas células
constantemente em fluidos que se assemelham aos proprios mares de que

eles evoluiram.

Esse conceito, muito embora faz mencdo a nocédo de humores corporais,
marcou um enorme avango, uma vez que Bernard descreveu tanto as
caracteristicas dos fluidos corporais quanto a necessidade de manutencdo
desse meio interno. A manutencdo do meio interno foi inicialmente chamada de
“‘wisdom of the body” “Ciéncia/Sabedoria do corpo” por Starling, que
reconheceu que 0s organismos devem manter a constancia desse oceano
interno, apesar das grandes flutuac6es na dieta, ingestao de liquidos e outras
condi¢cdes ambientais. O termo homeostase foi posteriormente estabelecido
pelo comportamentalista Walter Cannon para descrever 0S processos

fisiologicos que, em conjunto, mantém a constancia das quimicas internas, bem
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como a presséao arterial (PA), a temperatura corporal e o balanco energético

(Zeide et al., 2014).

Os primeiros “insights” sobre a fisiologia renal vieram do estudo assiduo da
anatomia porque, em grande parte, a fungéo renal segue a estrutura. Desenhos
meticulosos (figura 1) e estudo histologico do rim animal e humano de William
Bowman (Eknoyan, 1996), Jacob Henle (Kinne-Saffran; Kinne, 1994) (figura
2A-B) e outros, completos com capsulas, capilares e tubulos convolutos
estavam disponiveis na época de Bernard, mas 0S mecanismos para a
formacao da urina e do papel dos rins na homeostase nao foram desvendados

até o século XXIV.

Malpighian =, from mear the
basa of vue of the medullary cones,
injocted withont extrarasation, and
showing the effernat vein branching
Haoan artery as It rans lnto the me-
dullary come. a. Arterial brauceh
«f The afferunt vesanl ™o Mal
pighian tufl. ¢/ The efferont veou
»o A Jis branches entering ¢
medullary coue. Maguified abo o.u

Plan of the arrangement of the elements of &
lobe of the kiduey im the boa comnstrictor. The
70 diameters. refercuces are the same as ln Pig. 240,

Prom the parrot ; injerted by the artery. a o, 4. Terminal hranches of the artery  af af af Ter
miun) 1-1,- of the u\ny d un- atbon of the I-n-ln-l 1wig on ontering the Malpighinn cngenle
- This letely flled, showingits cvuvoluled form . mud, oF of, the offereut s
-l "1\0 lu,l.ih. r-’-‘lo Illod by extravasation rn,.. the contalned v'-l sad lio tube f ke
wise Glied.

Figura 1: llustracGes de algumas estruturas do rim, descritas pelo pesquisador

William Bowman. Fonte (Adaptada): Eknoyan: Sir William Bowman, 1996.
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Figura 2 (A-B): (A) Secéao longitudinal da papila renal. Os dutos coletores (a) e
os tubulos em forma de al¢a (b) sé@o visualizados por tratamento do tecido com
solucédo diluida de hidroxido de potassio seguido de enxague em agua. (B)
Representacdo do néfron renal e sua homenclatura de acordo com Henle. (1)
Glomérulo; (2) tabulo cortical convoluto; (3) tubulo em forma de al¢ca ou tlbulo
de Henle; (4) Tubulo escuro; (5) Segmento de comutacdo; (6) Tubulo de

conexao; (7) tabulo coletor. Fonte (Adaptada): Kinne-Saffran; Kinne, 1994.

1.2 A ULTRAESTRUTURA DO GLOMERULO E FLUXO SANGUINEO RENAL

Finalizado o debate sobre a formacao da urina, ficou claro que esse processo
era composto por filtragdo, reabsor¢cdo e secrecdo. Os mistérios do design
elegante da filtracdo foram explorados e o conceito de depuracdo foi
construido. O uso da microscopia eletrbnica de varredura permitiu aos

pesquisadores apreciar a estrutura tridimensional das células e o design
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engenhoso do glomérulo. Adicionalmente, o avanco das técnicas de
microscopia na década de 70, permitiu ainda visualizar estrutura dos poddcitos,
fendas de filtracdo e o endotélio fenestrado dentro do leito capilar envolvendo a
membrana basal, além de ter ajudado a definir os fatores que criam a forca
motriz liquida para a filtragdo e forneceram a estrutura matematica para nosso

entendimento atual dessas forgas (Zeide et al., 2014).

Mais recentemente, novas técnicas ajudaram a caracterizar ainda mais essas
observacgbes. Por exemplo, modelos de desenvolvimento de néfrons, como o
peixe-zebra, que sado transparentes e de crescimento rapido com um Unico par
de néfrons, tém sido indispensaveis para determinar o desfecho de defeitos
anicos na fungdo e no desenvolvimento dos rins. Embora simples na forma, o
glomérulo pronéfrico é composto de tipos de células que séo tipicos de rins de
vertebrados superiores, incluindo células endoteliais capilares fenestradas,
poddcitos e células epiteliais tubulares polarizadas (Drummond, 2005; Outtandy

et al., 2018).

O rim é o 6rgado com perfusdo mais robusta por grama de tecido do corpo
humano, recebendo de 20% a 25% do débito cardiaco. Esse 6rgdo apresenta
funcdes amplas e fundamentais para manutencéo da homeostasia, como filtrar
0 sangue, reabsorver componentes fundamentais e excretar os residuos
metabdlicos como hormdénios e componentes exdégenos. No processo de
reabsorcdo os rins devolvem ao sangue algumas substancias que foram
filtradas, como a agua, proteinas de baixo peso molecular e eletrolitos (Lunn,

2011).
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O glomérulo, a unidade de filtracdo renal, € composto por um feixe
especializado de capilares que estao exclusivamente situados entre dois vasos
de resisténcia (Figura 3). Cada um desses capilares esté contido na cdpsula de
Bowman e s&@o os unicos leitos capilares no corpo que ndo séo circundados por
tecido intersticial. Portanto, uma estrutura de suporte Unica € necessaria para
manter o fluxo nessas unidades capilares essenciais (Puelles et al., 2011,

White, 2012).

Arteriola
Aferente

Células
Justaglomerulares

Tabulo
contorcido
proximal

Arteriola
Eferente

.
. .

Fonte (ADAPTADO): Pollak et al., 2014.

Figura 3: Estrutura do corpusculo renal. A capsula de Bowman é revestida com
epitélio parietal, que da lugar as células do tdbulo proximal (a direita). A
esquerda, o polo vascular do glomérulo inclui as arteriolas aferentes e
eferentes. Além disso, a relagcdo entre essas arteriolas e a porcéo
especializada do néfron distal chamada macula densa € ilustrada. As camadas
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que compdem a barreira de filtracdo sao exibidas. A camada mais externa é
composta pelas células epiteliais viscerais, 0os poddcitos, a seguir a membrana

basal glomerular (MBG) e finalmente as células endoteliais fenestradas.

Na verdade, todos os principais componentes do proprio filtro sdo Unicos em
comparacao com estruturas relacionadas em outros leitos capilares. A camada
proximal do componente do proprio filtro glomerular € um endotélio fenestrado,
caracterizado pela presenca de fenestras individuais da ordem de 70-100 nm
de didmetro. Essas células revestem o aspecto luminal do capilar e permitem a
filtracdo. A segunda camada do filtro, a MBG, € uma malha complexa de
proteinas extracelulares, incluindo colageno tipo 1V, lamininas, fibronectinas e

proteoglicanos (Pollak et al., 2014; Roumenina et al., 2016).

A camada distal do filtro glomerular € composta pelas células epiteliais
viscerais ou podocitos. Essas células notaveis ajudam a criar o diafragma de
fenda de filtracdo e servem como suporte para ajudar a manter a integridade
das alcas capilares independentes. Um terceiro tipo de célula, as células
mesangiais, também contribui para a integridade glomerular e a natureza
dindmica da filtracdo. Juntas, essa estrutura elegante permite a formacédo do
filtrado glomerular primario que entra em um espaco delimitado pelas células
epiteliais viscerais e parietais antes da modificacdo durante o transito pelo

tubulo (Pollak et al., 2014; Roumenina et al., 2016).

O fluxo sanguineo renal (FSR) é diretamente proporcional ao gradiente
transrenal, a diferenca de pressdo entre a artéria renal e a veia renal, é
inversamente proporcional a resisténcia da vasculatura renal. A autorregulacéo
do FSR é realizada alterando a resisténcia vascular renal conforme a presséo

arterial muda, mantendo assim o fluxo sanguineo constante em uma faixa de
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pressao arterial média de 50 a 150 mmHg em pessoas normotensas

(Loutzenhiser et al., 2006).

Embora o FSR global seja relativamente constante, sua distribuicdo dentro do
rim € bastante heterogénea. O cortex renal e os néfrons corticais renais
recebem 90% do FSR, enquanto a medula renal e seus néfrons justamedulares
recebem apenas cerca de 10%. Essa grande disparidade no fluxo sanguineo
regional torna a medula renal sensivel a lesdo isquémica. O FSR € calculado
pela determinacdo da depuracdo de uma determinada substancia do plasma e

do fluxo plasmatico renal (FPR) (Meltzer, 2013; Bellomo et al., 2004)

1.3 CLEARANCE RENAL

A depuracdo ou clearance renal de uma substancia € o volume de plasma
completamente eliminado da substancia por unidade de tempo (Meltzer, 2013;

Bellomo et al., 2004), calculado utilizando a formula baixo:

C=UxV/P
Onde C= depuragdo em mL/min, U= concentragdo de urina em mg/mL, V=

volume/tempo de urina em mL/min e P = concentragéo plasmatica em mg/mL.

1.4 FLUXO PLASMATICO RENAL

O FPR é calculado pela depuracdo do &cido para-aminohipurico (PAH), visto

que em baixas concentracdes, este composto é completamente eliminado do
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plasma por filtragdo tubular renal e secre¢cdo em uma Unica passagem (Meltzer,

2013).

RPF = Cpan = Upan X V /Ppan
Onde FPR = fluxo plasmatico renal em mL/min, Cpan = depuragdo de PAH em
mL/min, Upan= concentragdo urinaria de PAH em mg/mL, V= taxa de fluxo

urinario em mL/min, e Ppan= concentragéo plasmatica de PAH em mg/mL.
FSR (em mL/min) é determinado por meio da seguinte equacao:

FSR = FPR/ 1- hematocrito

1.5 TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) é determinada pela depuracéo da inulina,
um polissacarideo de frutose que € facilmente filtrado, mas néo reabsorvido ou
secretado pelo tubulo renal, sendo, portanto, diretamente proporcional a TFG

(Meltzer, 2013).

TFG = Uinulina X V/Pinulina = Cinulina
Onde TFG = taxa de filtracdo glomerular em mL/min, Uinuina= concentracado de
inulina na urina em mg/mL, V= taxa de fluxo de urina em mL/min, Pinuina=
concentracdo plasmaética de inulina em mg/mL e Cinuina= depuracédo de inulina

em mL/min.

A TFG normal é de cerca de 120 mL/min em homens e 100 mL/min em
mulheres. Adicionalmente pode ser estimada com o nitrogénio ureico
sanguineo (NUS) e a creatinina plasméatica. O NUS e a creatinina plasmética

aumentam a medida que a TFG diminui. Notavelmente, a TFG diminui com a
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idade, embora a creatinina plasmética permaneca relativamente constante
devido a uma diminuicdo na massa muscular. A depuracdo da creatinina &
menos precisa do que a depuragdo da inulina, entretanto mais pratica de se

medir (Bellomo et al., 2004).

O fluxo sanguineo para o glomérulo é regulado pelo tbnus vascular arteriolar
aferente e eferente, que ajusta a pressao de filtracdo glomerular. A dilatacéo
arteriolar aferente ou constricdo arteriolar eferente aumenta a TFG. Este
mecanismo autoregulatério é capaz de manter a TFG em uma ampla gama de
pressdes sanguineas e € obtido, em parte, pelo aparelho justaglomerular

(Bellomo et al., 2004; Mcllroy; Sladen, 2015).

Em condi¢cbes de queda de presséo, ocorre redugcdo concomitante na pressao
arteriolar aferente com queda no FSR e no soluto filtrado. Isso desencadeia a
liberacdo de renina no aparelho justaglomerular, ativando a via do Sistema
Renina Angiotensina (SRA). Além disso, o rim responde a baixos niveis de
catecolaminas circulantes quando a pressédo arterial cai por vasoconstricdo
arteriolar eferente preferencial, que atua para manter a TFG (Mcllroy; Sladen,

2015).

1.6 FATORES QUE INFLUENCIAM NA FUNCAO RENAL

Hipertensdo é conhecida como um importante fator de risco para a saude
cardiovascular da populacéo, afentando mais de 1 bilhdo de pessoas em todo
mundo (World Health Organization, 2013) e esta fortemente relacionanda com

0 desenvolvimento e progressao da disfuncao renal em ambos os sexos (Perry;
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Miller; Fornoff. et al., 1995). Sabe-se que 0s homens ap0s a quarta década de
vida apresentam reducédo gradual da taxa de filtracdo glomerular, mulheres por
outro lado tem essa diminuicdo atrasada e atenuada (Lindeman; Tobin; Shock,
1985; Hemmelgarn; Zhang; Manns, 2006). Essas diferencas podem ser

observadas tanto em humanos quanto em ratos (Baylis, 2005).

A funcdo renal est4d diretamente relacionada ao sistema cardiovascular.
Doencgas cardiacas que culminam em disfuncao sistélica e reducdo do débito
cardiaco levam a reducdes no FSR. Isso, por sua vez, ativa o SRA em um
esforco para manter a pressao arterial. A ativacao cronica do SRA pode causar
pressdo sanglinea anormalmente elevada, vasoconstricAo excessiva,
hipertrofia vascular e fibrose (Papinska; Rodgers, 2018). Outro aspecto que
regula o fluxo sanguineo renal sdo 0s nervos renais aferentes e eferentes.
Quando a atividade simpética é aumentada, contribui para a hipertenséo renal
e para a doenca renal em estagio terminal. Estudos demonstraram que a

denervacao simpatica melhorou a pressao arterial (Sata et al., 2018).

Adicionalmente, tem sido demonstrado que o0 sexo e 0s hormdnios sexuais
exercem um papel determinante na injuria do tecido renal, onde a testosterona
tem sido negativamente associada e o estrogénio por outro lado como protetor
(Sullivan et al., 2007). Outros fatores que contribuem para o surgimento e
progressao da injuria renal sdo a inflamacéo (Kneedler et al., 2017) e o EO
(Lazaro et al., 2005). Esses fatores serdo detalhados abaixo, pois foram de

interesse do nosso estudo.
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1.7 VISAO GERAL SOBRE O SRA

O SRA é reconhecido como importante sistema hormonal para manutencao e
controle da presséo arterial e da homeostase eletrolitica renal (Mark, 2012;
Ferrdo;Lara; Lowe, 2014). Mesmo ap6s mais de 100 anos da sua descoberta,
ainda é alvo de diversas pesquisas, que por meio do desenvolvimento de
drogas que atuam de forma eficaz em diferentes componentes do SRA, que
trouxeram vantagens terapéuticas e se tornaram importantes ferramentas
clinicas para o controle da hipertensado, insuficiéncia cardiaca, diabetes e

outros estados fisiopatolégicos (Hall, 2003).

Esse sistema é considerado complexo, de atuacao sistémica e local (paracrina
e autocrina) (Ferrario, 2010), constituido por hormonios e peptideos regulados
por diversas enzimas, que estdo presentes em inameros tecidos como 0s
vasos sanguineos, cérebro, coracdo, rins, adrenais, tecido adiposo, trato
gastrointestinal e 6rgdos reprodutores, capazes de exercer amplo espectro de
funcdes em todo o organismo (Ferrario, 2010; Dzau; Burt; Pratt, 1988). Numa
visdo geral o SRA pode ser dividido em duas vias principais com ac¢des opostas

na maioria das vezes, a via classica e a via ndo classica (Figura 4).
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Figura 4: Viséo classica (azul) e visdo ndo classica (verde) da cascata do
sistema renina-angiotensina. Receptores (vermelho). AP: Aminopeptidase;
APA: Aminopeptidase A; APN: aminopeptidase N; CP: Carboxipeptidase; EP:
Endopeptidase; ECA: enzima conversora de angiotensina; ECA2: enzima
conversora da angiotensina 2; NEP: neprilisina; Mas: AT7 receptor da Ang-(1-

7). PRR: receptor de pro-renina.

Fonte: baseada nos estudos de:
Ferrdo e Cols, 2014.
Santos e Cols, 2013.

Zhuo e Cols, 2013.

Na visdo classica, o0 SRA age endocrinamente, sendo que a renina (enzima
liberada pelo aparelho justaglomerular renal) cliva o angiotensinogénio
(globulina liberada pelo figado) em angiotensina | (Ang 1) (um decapeptideo)
gue por sua vez é clivada em angiotensina Il (Ang Il) pela ECA (Peach, 1977).

Com conhecimentos atuais, o SRA € o principal agente regulador da pressao
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arterial basal sendo composto por peptideos vasoativos com acdes
hipertensivas e anti-hipertensivas que agem de modo enddcrino, paracrino e

autocrino (Santos; Campagnole; Andrade, 2000; Silva; Pinheiro; Santos, 2008).

Dois importantes peptideos ativos deste sistema Ang Il e angiotensina (1-7)
(Ang-(1-7)), exercem acdes, na maioria das vezes, antagbnicas a funcao renal
(Dilauro et al., 2010; Ru" ster; Wolf, 2011). Aumento nos niveis de Ang Il na
circulacdo e tecidual e o desequilibrio entre os bragos vasoconstrictor e
vasodilatador (predominando a vasoconstricdo) do SRA estdo implicados no
surgimento de doencas renais e muitas doencas cardiovasculares (Remuzzi et
al., 2005; Silva; Pinheiro; Santos, 2008; Dilauro et al.,, 2010; Ru" ster; Wolf,

2011).

Nas ultimas décadas, novas vias de formacédo de Ang Il e novos componentes
do sistema, um deles citado anteriormente, Ang-(1-7) foram identificados
(Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). A Via classica, composta pela
ECA/Ang ll-receptor de angiotensina Il (AT1-R) que estdo envolvidos nas
acOes desencadeadas pela Ang Il como vasoconstricdo, proliferacao celular,
reabsorcdo de sddio, hipertrofia, inflamacédo, aumento do estresse oxidativo,
trombogénese e fibrose (Touyz; Schiffrin, 2000; Santos, 2014) e a via nao
classica, composta primariamente pelo eixo Ang IlI/Ang Ill-receptor AT2 e pelo
eixo ECA 2/Ang-(1-7)-receptor de Ang-(1-7) (Mas), responsaveis por acdes
contra-regulatoérias, vitais para equilibrio do SRA, com efeito antiproliferativo,
vasodilatador, anti-inflamatorio, antitrombogénico e antifibrotico ( Ferreira et al.,

2011; Sanjuliani et al., 2011; Mark, 2012).
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1.8 INFLUENCIA DOS HORMONIOS SEXUAIS NOS COMPONENTES DO
SRA

Estudos em humanos e modelos de hipertensdo tém demonstrado a
importancia da interacéo entre hormoénios sexuais (HS) e SRA na regulacdo da
funcdo cardiovascular e da PA (Os et al, 2008; Komukai; Mochizuki;
Yoshimura, 2010; Miller et al., 2011). Estudos tém mostrado que mulheres
apresentam niveis mais baixos de pressao arterial durante grande parte da sua
vida atil em comparacdo com os homens com a mesma idade (Wiinberg et al.,
1995; Freshour; Chase; Vikstrom, 2002). Este dimorfismo sexual é evidente
tanto em humanos, quanto em animais (Reckelhoff; Zhang; Granger, 1998;

Lima; Wofford; Reckelhoff, 2003).

No entanto, ap0s o inicio da menopausa, 0s niveis de pressao arterial sistélica
em mulheres aumentam e tornam-se semelhante aos dos homens, sugerindo
importante papel dos HS na regulacédo da pressao arterial. Os menores niveis
de PAS em mulheres na pré-menopausa estdo associados a menor risco de
desenvolvimento e progressdo da doenca cardiovascular e hipertensao,
comparado aos homens de mesma idade (Lima; Wofford; Reckelhoff, 2003;
Zimmerman; Sullivan, 2013; August; Oparil, 2015). Esta vantagem em relacéo
a menor incidéncia de doenca cardiovascular diminui ap6s a menopausa

(Hilliard, 2013).

Miller et al. demonstraram que apds a infusdo sistémica de Ang Il por 30
minutos, as mulheres apresentaram queda da TFG enquanto nos homens

permaneceu inalterada. Adicionalmente, observou-se que mulheres com niveis
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mais elevados de estrogénio obtiveram as maiores quedas, sugerindo que o

hormaonio feminino influéncia na funcéo glomerular em resposta a Agio Il

De forma geral o estrogénio parece reduzir a expressao da ECA (Freshour;
Chase; Vikstrom, 2002), e dos receptores AT1-R (Silva-antonialli et al., 2004), a
atividade da renina (Sainz et al., 2004) e estimular a atividade da ECA2 (Ji et
al., 2008), aumentar os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (Brosnihan et al.,
1997), além de aumentar a densidade dos receptores AT2 (Armando et al.,
2002). Que em conjunto favorece a ativagdo do eixo vasodilatador do SRA,
aumentando a formacdo de Ang-(1-7), estimulando os receptores AT2
resultando no aumento da formacdo de o6xido nitrico (ON) e reducdo da
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Sandberg; Ji, 2008;

Caliman et al., 2013).

Por outro lado, a testosterona esta relacionada as acfes pro-hipertensivas do
SRA, com aumento da atividade da renina (Sainz et al., 2004; Reckelhoff,
2001), da ECA cardiaca e plasmaética (Freshour; Chase; Vikstrom, 2002), dos
receptores AT1-R da Ang Il e do EO (Reckelhoff, 2001), além de menor
expressdo de AT2 (Armando et al., 2002; Brown et al., 2012). Apesar da
variabilidade de resultados entre os diferentes modelos experimentais e
ressaltando que a atividade enzimatica do SRA provavelmente ndo dependa s6
dos HS, mas também do nivel de PA, linhagem, espécie animal (Bhatia;
Zimmerman; Sullivan, 2013), cromossoma X e Y (Carrel; Willard, 2005; Ely et
al., 2011), idade e tecido analisado, evidéncias demonstram que os machos

tém maior expressao dos componentes da via classica do SRA, enquanto que
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as fémeas tém maior expressao de componentes da via ndo classica (Sullivan
et al., 2010; Zimmerman; Sullivan, 2013).

1.9 ESTRESSE OXIDATIVO, ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
SISTEMA ANTIOXIDANTE

Segundo Burton e Jauniaux (2011), o oxigénio é fundamental para o
funcionamento dos sistemas biolégicos, entretanto apresenta efeitos benéficos
e colaterais potencialmente prejudiciais. A reatividade permite que o oxigénio
participe das transferéncias de elétrons de alta energia e, portanto, proporciona
a geracao de grandes quantidades de adenosina-5-trifosfato (ATP) por meio da
fosforilacdo oxidativa. Isso €é necessario para permitir a evolucdo de
organismos multicelulares complexos, mas também o torna suscetivel de
atacar qualguer molécula biolégica, seja uma proteina, lipidio ou DNA.
Consequentemente, nosso corpo estad sob constante exposicdo oxidativa das

EROS.

Considerando o exposto acima, o corpo humano desenvolveu um sistema
complexo de defesas antioxidantes que geralmente mantém esse ataque em
equilibrio. Todavia, esse equilibrio pode ser perturbado, levando ao EO que
pode ser apontado como mecanismo central na fisiopatologia de muitos
distarbios (Halliwell; Gutteridge, 1999). Desta forma, EO é definido como um
estado de desequilibrio entre os radicais oxidantes (livres) excessivos e a
degradacédo insuficiente desses radicais por sistemas antioxidantes como um

mecanismo de defesa interno (Figura 5) (Daenen et al., 2018).
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Pré-
Antioxidantes .
-

Manutencéo da satdde celular

Doencas e Envelhecimento sinalizag3o fisiolégica prejudicada

Dano e morte celular, Sistema antioxidante defeituoso promove

Fonte: (ADAPTADA) Daenen et al., 2018.

Figura 5: Desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes. Para manter a
homeostase celular, € necessario um equilibrio entre a producdo e a
degradacédo de EROs. O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre
a formacédo excessiva de oxidantes e a degradacdo desses radicais por
antioxidantes. A desregulacdo metabdlica resultando em dano celular grave,
morte celular, envelhecimento e doenca pode ser uma consequéncia do
estresse oxidativo. Por outro lado, uma producdo excessiva de antioxidantes
(como a glutationa peroxidase (GPX), superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), acido ascoérbico, a-tocoferal, ...) também é prejudicial a célula. "Estresse
redutor" causa defesa do hospedeiro defeituosa e sinalizacdo fisiologica

prejudicada.

Os EROs e as espécies reativas de nitrogénio representam uma classe de
moléculas reativas que sdo continuamente formadas por reacdes de oxidacao
em células vivas durante os processos metabdlicos normais por reacdes
enzimaticas e nao enzimaticas. Radicais livres ou primarios, definidos como

espécies quimicas independentes com um ou mais elétrons desemparelhados,
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sdo altamente reativos na busca por outro elétron desemparelhado. Os
exemplos sdo radical hidroxila (OH") e o anion superdxido (O2¢), radicais de
oxido nitrico (NO") e radicais de diéxido de nitrogénio (NOz¢) (Stocker; Keaney,

2004; Daenen et al., 2018).

Quando dois elétrons desemparelhados reagem um com o outro para formar
uma ligacdo covalente, uma nova molécula ndo-radical € formada. Mais
frequentemente, no entanto, os radicais livres atacam moléculas ndo radicais,
resultando em uma nova molécula de radical (secundéria), iniciando uma
reacdo em cadeia. Essa reacdo em cadeia de radicais primarios e secundarios
acaba levando ao dano oxidativo de varios tecidos e 6rgdos. Exemplos de
radicais secundarios sao peroxido de hidrogénio (H202), ozénio (O3), &cido
hipocloroso (HCIO), &cido nitroso (HNO32), trioxido de dinitrogénio (N203),
peroxinitrito (ONOO-) e perdxidos lipidicos. Como os EROs séo instaveis e tém
meia-vida curta, é dificil medir a quantidade de radicais livres circulantes.
Diversos produtos finais de oxidacdo sdo, portanto, usados para avaliar o
estado redox: Estes sdo produtos finais de peroxidacgéo lipidica, dano ao DNA
ou oxidacdo de proteinas e aminoacidos (Stocker; Keaney, 2004; Czerska et

al., 2015).

Durante o processo de transporte de elétrons mitocondrial, os elétrons s&o
transferidos a fim de reduzir o oxigénio em &gua e produzir ATP por
fosforilacdo oxidativa das formas reduzidas de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH2). Nos complexos
| e lll da cadeia de transporte de elétrons, o O2. é gerado pela acdo das

enzimas, NADH desidrogenase e ubiquinonocitocromo bcl, devido a reducbes
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incompletas e elétrons que escapam ao longo da cadeia principal. Esses
processos reduzem diretamente as moléculas de oxigénio para EROs, como

Oz2., H202 e OH- (Pieczenik; Neustadt, 2007; Birbenet al., 2012).

Na vasculatura, diversos sistemas enzimaticos diferencialmente localizados e
expressos contribuem para a formagdo de EROs, incluindo ON-sintases
endoteliais, enzimas da cadeia respiratéria, citocromo P450 monoxigenases,
xantina oxidase e NADPH oxidases (NADPH). Embora todas essas enzimas
contribuam para a carga oxidativa, estudos demonstram que a geracgao inicial
de EROs pelas NADPH desencadeia a liberagédo de EROs por outras enzimas
(Landmesser et al.,, 2003). Consequentemente, foi sugerido que as NADPH
vasculares desempenham papel importante no desenvolvimento de
hipertenséo, disfuncéo endotelial, aterosclerose, reestenose e hipertrofia (Cai;

Griendling; Harrison, 2003).

Dentre os fatores enziméticos que contribuem para manutencdo do equilibrio
redox estavel, podemos citar as enzimas antioxidantes de acdo constitutiva
(SOD, CAT, GPX e tioredoxina). A SOD € uma enzima chave na
desintoxicacdo dos radicais livres na célula. Ela é responsavel por converter
O2. em H202 e oxigénio e, por sua vez, a CAT ou o sistema de GPX reduz H20:2
em agua. A SOD também desempenha um papel na inibicdo da inativacdo
oxidativa do ON. Essa enzima apresenta trés isoformas em mamiferos: SOD
contendo cobre-zinco (SOD1), SOD contendo manganés (SOD2) e SOD
extracelular (SOD3), que sd@o expressos no citosol, matriz mitocondrial e

espaco extracelular, respectivamente.
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A CAT decompde diretamente H202 em agua (H20) e oxigénio (Oz), enquanto
as peroxidases usam H202 para oxidar outro substrato, como a glutationa.
Principalmente, a glutationa peroxidase coopera com a CAT para a
decomposicao de H202 em H20 e glutationa oxidada, que é entdo reduzida
pela glutationa redutase. A glutationa peroxidase requer glutationa como um
doador de hidrogénio para decompor H202 em H20 e O, utilizando selénio
como cofator para participar da reagcdo com peroxidos (Birbenet al., 2012;

Daenen et al., 2018).

1.10 SRA E FUNCAO RENAL

A sintese local de Ang-(1-7) no coracao foi primeiramente detectada em cées
apos isquemia aguda do miocardio (Santos et al, 1990). Desta forma, surgiam
as primeiras evidéncias de que o dano tecidual cardiaco € um estimulo para
formacdo local de um sistema contrarregulatério mediado pela Ang-(1-7),
sendo a ECA2 a principal enzima envolvida na formacdo deste peptideo no

coracao (Crackower et al, 2002).

No rim, a ECA2 é altamente expressa e possui alta atividade no cortex renal.
Pode atuar como fator protetor nas doencas renais, regulando negativamente o
SRA, por outro lado a reducdo da expressdo da ECA2 contribui para a
patogénese e a progressao da doenca renal (Figura 6), uma vez que a ECA2
pode contrabalancar a ECA, e regular negativamente os niveis de Ang Il locais
e assim regular a homeostase renal local (Kuba; Imai; Penninger, 2013; Soler;

Wysocki; Batlle, 2013).
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Angiotensinogénio
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‘ . Diurese e Natriurese
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‘ - lErO
Aumento do ON e Bradicinina

Reducdo da injuria renal

Fonte: Adaptada de Mizuiri S et al. ACE and ACE2 in renal disease

Figura 6: Fungbes da ECA e ECA 2 no sistema renina-angiotensina: Relagdo
com o rim. O angiotensinogénio é clivado pela renina para formar angiotensina
I (Ang 1), que é convertida em Ang Il pela ECA. A principal funcdo do ECA 2 é
sintetizar Ang 1-9 a partir da Ang | e produzir a molécula vasodilatadora e
antiproliferativa Ang-(1-7) a partir da Ang Il. Ang | atua como um substrato para
neprilisina, que a cliva para formar Ang-(1-7). Ang Il liga-se ao receptor tipo 1
(AT1-R) e AT2. O receptor Mas (MAS) é especifico para Ang-(1-7). O eixo
ECA2-Ang-(1-7) -MAS modula os efeitos do ECA-Ang Eixoll-AT1-R. ECA:
Enzima de conversdo da angiotensina; ON: 6xido nitrico; NEP: Neprilisina,;
EROs: espécies reativas de oxigénio.

Comumente nas doencas renais, ECA e ECA2 estdo com niveis em dire¢cdes
opostas, assim as alteracbes na ECA e ECA2 podem ser expressas como a
razdo ECA/ECAZ2, refletindo alteracdes nos padrdes de doencas renais (Soler;
Wysocki; Batlle, 2013). A relacdo ECA/ECAZ2 esté positivamente correlacionada

com a pressao arterial média, glicemia de jejum, creatinina sérica, proteinaria e
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esta inversamente correlacionado com a taxa de filtracdo glomerular (Wong et
al., 2007). O aumento da razdo da ECA/ECAZ2 no rim sugere maior ativacao do
SRA, que pode contribuir para o agravamento da les&o renal, resultante do

aumento Ang Il (Soler; Wysocki; Batlle, 2013).

De fato, o sexo e hormonios sexuais, SRA e EO exercem papel chave no
desenvolvimento e manutencédo de diversas doencas, dentre estas, atencéo
especial tem sido dada a doenca renal em condi¢Oes de hipertensédo. Conforme
acima apresentado, diversos estudos demonstraram os efeitos da testosterona
na funcdo renal em condicbes normotensas e hipertensdo, entretanto, os
estudos comparativos entre machos e fémeas, na presenca e auséncia dos

hormonios sexuais sao limitados.

1.11 HIPOTESE

Considerando os estudos apresentados acima, a hipotese do nosso estudo foi
gue ratos machos SHR teriam maior atividade da ECA e menor da ECA2,
assim como maior EO no rim, associado a menor funcédo renal do que as
fémeas. A castracdo melhoraria esses parametros em machos e os prejudicaria

nas fémeas SHR.

Nossa hipétese foi parcialmente confirmada, pois de fato os animais machos
SHAM apresentam elevada atividade da ECA e reduzida atividade da ECAZ2,
menores taxas de filtragdo e maiores de colageno renal. Todavia, de maneira
interessante, no que diz respeito aos animais castrados obtivemos desfechos

diferentes.
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi melhor compreender a participacdo do sexo,

horménios sexuais, via classica e ndo classica do SRA, OS na funcéo renal em

ratos SHR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Avaliar a TGF e o FPR.

Realizar a atividade da ECA e ECAZ2 tecidualis;

Quantificar os niveis intracelulares de O2. e H20z;

Mensurar a deposi¢cao de colageno glomerular;

Avaliar a expressdo das proteinas: Podocina, Nefrina, Subunidade da

NADPH (NOX2), cicloxigenase 2 (COX2), CAT, SOD1 e SOD2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

No presente estudo, foram utilizados ratos machos e fémeas SHR com 12
semanas de idade, fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Espirito
Santo. Os animais foram acondicionados em gaiolas a 25 °C obedecendo o
ciclo claro-escuro de 12/12 horas e com livre acesso a agua e ra¢do. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com o “Guia para o cuidado e uso
de animais de laboratério - 2011”, o qual foi aprovado pelo Comité Institucional

de Etica em Pesquisa Animal (19/2018).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, n=6, sendo:

v" SHAM Macho
v' SHAM Fémea
v’ Castrado Macho (CAST Macho)

v' Castrado Fémea (CAST Fémea)
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Acompanhamento do
ciclo estral ratas SHAM

18 Semanas

Figura 7: Desenho experimental.

3.4 MEDIDAS DE PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Para determinacédo da PAS, o método de Pletismografia de cauda (Figura 8) foi
utiizado antes e ao final do protocolo experimental de acordo com as
instrucdes do fabricante, IITC Life Science (23924 Victory Blvd, Woodland Hills,

CA, EUA).
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Figura 8: Plestismografo de cauda utilizado para medidas de PAS inicial e

final.

Os animais foram acondicionados em um tubo cilindrico de acrilico, com
encaixe para regido proximal da cauda e revestido por um manguito de
borracha ligado ao esfigmomanémetro para insuflar e desinsuflar
automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 40 segundos.
Préximo ao manguito estava acoplado um transdutor de pulso (sensor) que
captava os sinais a serem enviados e registrados no computador. Os registros
s6 foram obtidos, ap6s um periodo de aclimatacdo, onde os animais por trés
vezes, em dias diferentes, por dez minutos, foram submetidos a mesma
situacdo de medida da PAS. Este procedimento teve como objetivo a
adaptacdo dos animais de modo que se movimentassem a menor quantidade
de vezes possivel durante o procedimento. Para determinacdo do valor da

PAS, utilizamos a média de cinco medidas.

3.5 OVARIECTOMIA
A cirurgia de ovariectomia bilateral foi realizada apds anestesia com mistura de

quetamina (70 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER,
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BRASIL). O animal em decubito lateral, foi realizada tricotomia e assepsia com
alcool iodado na regido. Apés a palpacdo, uma incisdo de cerca de 1,5 cm
entre a ultima costela e a coxa a 1,0 cm da linha mediana, perpendicular a
cauda e paralela a coluna vertebral. Abaixo da incisdo da pele, a camada
muscular foi divulsionada até que uma abertura foi realizada para alcancar a
cavidade peritoneal. O tecido adiposo da cavidade peritoneal foi exposto e
junto com ele o ovério envolto neste tecido adiposo. Posteriormente, uma linha
de sutura foi passada em volta do ovario e realizada ligadura da tuba uterina. A

remocao do ovario foi feita por meio de uma seccao distal (figura 9).

Figura 9: Procedimento de Ovariectomia bilateral. Arquivo do Laboratério de
Hipertenséo experimental, UFES.

A camada muscular da cavidade peritoneal foi entdo suturada com fio
reabsorvivel, em seguida a pele foi suturada com linha de nylon. O mesmo
procedimento foi realizado no lado oposto, e ao final, foi feita assepsia dos

dois lados e os animais receberam 100mg por 100 g de peso Dipirona por
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via gavagem e recolocados em gaiolas individuais. No grupo SHAM foi
realizada uma cirurgia ficticia de ovariectomia, a fim de estabelecer

parametros semelhantes em todos os animais deste estudo.

3.6 ORQUIECTOMIA

A orquiectomia foi realizada sob anestesia com quetamina (70 mg/kg,
AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL). A cirurgia consistiu
em uma incisao perpendicular de 0,5 a 1,0 cm no tegumento e celular
subcutaneo da bolsa escrotal, rompendo a cavidade escrotal, em seguida
realizou-se outra incisdo na camada muscular até atingir a tinica vaginallis. Os
testiculos foram expostos por compressdo e uma ligadura feita em torno do
corddo espermatico para posterior remocdo das gbnadas. Ao final do
procedimento os animais receberam 100mg por 100 g de peso de Dipirona via
gavagem e em seguida recolocados em gaiolas individuais. No grupo SHAM foi
realizada uma cirurgia ficticia de orquiectomia, a fim de estabelecer parametros

semelhantes em todos os animais deste estudo.

3.7 AVALIACAO DO CICLO ESTRAL

Apoés 18 semanas de estudo, as ratas SHAM foram submetidos a avaliacao do
ciclo estral a fim de verificar a fase em que as mesmas se encontravam.
Naturalmente, ratas apresentam 4 fases em seu ciclo estral (Figura 10):

A- Metaestro ou Diestro |- caracterizada por quantidades semelhantes de 3
tipos celulares (Células Nucleadas, Epiteliais e Leucocitos).

B- Diestro Il- caracterizada por infiltrado leucocitario

C- Proestro — caracterizada por presenca predominante de células nucleadas

D- Estro — caracterizada por presenca predominante de células epiteliais.
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Figura 10. Fases do ciclo estral detectados por meio de esfregaco vaginal
em microscopio 6tico com aumento de 40x. Arquivo do Laboratério de

Hipertenséo experimental, UFES.

Para realizacdo deste procedimento, 20 pL de solucédo salina (NaCl 0,9%)
foram introduzidos suavemente na cavidade vaginal das ratas com o auxilio de
uma micropipeta, e realizados movimentos de impulsdo e expulsdo do liquido
para retirada do contetdo vaginal. Em seguida este material foi aplicado a uma
lamina de vidro junto a uma gota de solucdo de lugol para andlise em
microscopio (Dalpiaz et al., 2013). Os esfregagos foram realizados todos os
dias entre as semanas 18 e 19 antes do final do protocolo experimental, e o
experimento sO foi realizado quando as ratas SHAM se encontravam em
proestro. Tal padronizacdo foi realizada a fim de se evitar a influéncia da
variacdo hormonal nas diferentes fases do ciclo estral sobre os parametros

estudados (Dalle Lucca; Adeagbo; Alsip, 2000).
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3.8 PROTOCOLO DE FUNGCAO RENAL

Cinquenta e um dias apés a cirurgia, a FR foi determinada por meio da
depuracédo de inulina e PAH para estimar a TFG e o FPR, respectivamente.
Para tal procedimento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg / kg i.p.) e realizada traqueostomia para facilitar a respiracéo
(Figura 11-A). Cateteres de polietileno foram inseridos na artéria femoral para
coleta de amostras de sangue, na veia femoral para infusdo de inulina e para-

aminohipurato (Figura 11-B) e na bexiga (Figura 11-C) para coleta de urina.

Figura 11: Procedimento de traqueostomia (A), Cateterizacdo das veia e
artéria femurais (B) e Cateterizacdo da bexiga (C). Arquivo do Laboratério de

Hipertenséo experimental, UFES.

O volume urinério foi determinado gravimetricamente. Os animais foram
infundidos por 30 minutos durante o experimento com solucdo isotbnica
contendo 3% de manitol a 0,06 ml/min por meio de bomba de infusédo continua.
Logo em seguida, uma dose prime de inulina e PAH (30mg/100g de peso

corporal de inulina e 0,6mg/100g de PAH) foram administradas por via
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intravenosa e apoOs esse procedimento a infusdo dessas substancias foi

mantida.

Durante a infusdo continua, foram realizadas quatro coletas de urina e sangue,
com intervalo de 30 minutos entre cada coleta. O cateter arterial foi conectado
a um transdutor de presséo (TRI 21, Letica Scientific Instruments, Espanha) e a
um sistema digital (Powerlab / 4SP ML750, ADInstruments, Austrélia) para
monitoramento continuo da presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). As concentracbes plasmaticas e urinarias de inulina e PAH foram

quantificadas por ensaio colorimétrico (Rocco et al., 2008; Freitas et al., 2015).

A partir do fluxo urinario e da quantificacdo dos valores plasmaticos e urinérios
de inulina e PAH, foi possivel calcular as suas taxas de depuracdo, que

refletem a TFG e o FPR, respectivamente segundo a seguinte formula:

Cl= };"
Sigla Significado
cl Clearance da substéancia (inulina ou PAH) normalizado pelo peso corpéreo do animal
Xu Concentragdo da substancia na urina
Xp Concentragao da substancia no plasma
Fu Fluxo urindrio
P Massa corporal do animal (kg)

A cada coleta, um tubo capilar heparinizado foi preenchido de sangue para

determinacdo do hematdcrito, permitindo assim o calculo do FSR utilizando a
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seguinte formula: FSR = FPR/(1-hematdcrito). Como citado acima, durante
todo protocolo experimental a PAM e FC foram monitoradas, o que possibilitou
o calculo matematico da resisténcia vascular renal (RVR) por meio deda lei de

Ohm, onde a RVR = PAM/FSR.

3.9 COLETA E HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS

Ao final do protocolo de FR, os animais foram perfundidos com solucao tampéo
e o rim esquerdo foi imediatamente excisado, lavado em solucdo tampao Tris.
HCI, pH 7,0, com 50 mM NacCl gelada, em seguida armazenado em -80°. O rim

direito foi separado para avaliacdo histoldgica.

Para estudo da atividade da ECA e ECA2, a homogeneizacdo do tecido renal
foi realizada em tampéao Tris.HCI, pH 7.0, com 50 mM NaCl (Carmona et al.,
2006) com auxilio de sonicador Misonix XL-2000, sendo em seguida de
centrifugado a 1000 rpm, 4°C por 10 minutos. Os sobrenadantes foram

recolhidos e armazenados em aliquotas a -80 °C.

Para avaliacdo de proteinas por western blot, porcées centrais do rim esquerdo
foram homogeneizados (A estrutura apresenta quantidades corticais e
medulares semelhantes), utilizando tampéo de homogeneizacao constituido de:
Tris- HCI (10 mM, pH 7,4); NaVOs (1 mM); SDS, 1 %; DTT (0,5 mM); EDTA (5
mM, pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM) e inibidor de protease. Ap6s a
homogeneizagdo as amostras foram centrifugadas a 4°C a 12.000 rpm durante

20 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados em aliquotas a
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-80 °C. A determinacgdo da concentragdo total de proteinas foi determinada pelo

método de Bradford, sendo as amostras analisadas em duplicata.

3.10 ANALISE DA ATIVIDADE DA ECA TECIDUAL

Protocolo para a determinacao da atividade da ECA

O ensaio, para a medida da atividade proteolitica da ECA, empregou o
substrato Abz FRK (Dnp) P-OH, ideal para os estudos em cinéticas
enzimaticas e para a analise da atividade somatica dos dominios C e N da
ECA. Os ensaios foram realizados diretamente em Espectroflorimetro (TECAN
GENios) de microplaca automatico equipado com controlador de temperatura e
shaker, placa de 96 pocos de poliestireno preta. O homogenato dos rins foi
descongelado em gelo. Em cada poco da microplaca, foi colocado 5ul de
amostra homogeneizada e em seguida adicionou-se a mistura do tampao de
ensaio (12,1 g de Tris.Base, 2,92 g de NaCl em 1 litro de agua deionizada, o
pH 7,0 ajustado com HCI) e 10 Mm de Abz-FRK (dnp) P-OH. Gravou-se o
aumento da fluorescéncia com excitagao - Aex: 320nmM e emiss&o Aem: 420 nm,
com a temperatura de 37°C e agitacdo constante. A atividade da Eca foi
expressa em UAF (unidades arbitrarias de fluorescéncia) (Carmona et al.,

2006).

3.11 ANALISE DA ATIVIDADE DA ECA2 TECIDUAL

Protocolo para a determinacao da atividade da ECA2
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A atividade renal da ECA2 foi determinada utilizando 10 pM do substrato
fluorogénico Mca-APK (DNP) -OH (Aminotech, Pesquisa e Desenvolvimento,
SP, Brasil), substrato especifico para ECA2, em tampao 0.2M Tris-HCI, 200
mM NaCl, e 10mM ZnCIl2, pH 7,5. O aumento na fluorescéncia foi
acompanhado e mensurado por Espectrofotometria de fluorescéncia (Hitachi F-
7000 - placa de 96 pocos - A excitagao= 320 nm; A emissdo = 420 nm). Os
ensaios foram realizados em duplicata, e os valores da atividade de ECA2
foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF). Ensaio
especificidade foi demonstrado pela inibicdo hidrélise com 10 uM DX600
(Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA), um inibidor especifico ECA2

(Pedersen et al., 2011).

3.12 DETECCAO DE ROS INTRACELULAR

A andlise de EROs foi realizada por citometria de fluxo conforme descrito
anteriormente (Campagnaro et al., 2013). Os niveis de Oq. intracelular e H20:2
foram monitorados separadamente medindo as mudancas na intensidade
mediana de fluorescéncia (MFI) emitida pela diidroetidina (DHE) e
diclorofluoresceina (DCF), respectivamente. Resumidamente, 1x106 células
foram incubadas com 160 mmol / L de DHE e 20 mmol / L de DCF a 37 ° C por
30 minutos no escuro. As células foram entdo lavadas, ressuspensas em PBS
e analisadas por citometria de fluxo (10.000 eventos; FACS Canto II, BD). Os
dados foram adquiridos usando o software FACS Diva (BD) e os histogramas
de sobreposicédo foram analisados usando o software Flow-Jo. Os dados sé&o

expressos como IMF em unidades arbitrarias (a.u.).
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3.13 ANALISE HISTOLOGICA

Os rins direitos foram pesados e normalizados pelo comprimento da tibia. Em
seguida foram fixados em solucdo de formaldeido 10% por 24 horas e
posteriormente embebidos em parafina. Afim de avaliar a deposicdo de
colageno glomerular, cortes com espessura de 5-um foram realizados, fixados
em laminas e coradas com picrosirius red. As laminas coradas foram
fotografadas por meio de uma camera acoplada ao microscépio 6tico (BEL,

Engneering, Top Light B2, Italia) sob aumento de 400 vezes.

3.14 WESTERN BLOT

Aliquotas do homogenato foram diluidas em solucao de Laemmli (Tris-HCI 0,5
M (pH 6,8) 100uL, SDS 0,002mg; DTT 0.3 mg; glicerol 100 pL; e Azul de
bromofenol 10 % 25 pL; agua 50 pL) e em seguida foram mantidas a

temperatura de 95 °C durante 5 minutos.

A fim de avaliar a expressao proteica da podocina, nefrina, COX2, CAT, SOD1,
SOD2, NOX2 e GAPDH, 60 ug das amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 29:1), sendo o gel de separacao entre
7,5% e 10% (acrilamida 40%, Tris-HCI 1,5 M (pH = 8,8), SDS 1%, persulfato
amonico (APS) 10% e Temed) e o gel de empacotamento (carregamento) a 4%
(acrilamida 40%, Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS 10%, APS 10% e Temed). A

eletroforese ocorreu em meio a tampéao (25 mM tris-HCI (pH 8,3), 192 mM
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glicina e 0,1% SDS) com corrente constante de 80 V (PowerPacTM HC,

BioRad, Singapura).

Ao fim da corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose previamente ativada conforme instru¢des do fabricante. Para tal, o
gel, a membrana e papel Whatman (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Suécia) foram colocados em um sistema “sanduiche”. Foi realizado o método
de transferéncia liquida onde o sanduiche foi montado em suporte Holder
Cassete e acoplado a cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) contendo uma
solucdo tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,05% e
Metanol 20%) a 8° C com uma corrente constante de 0,25 Mv por 18 horas a
4°C.

Apos transferéncia, as membranas foram incubadas em uma solucdo de
blogueio contendo 5% de leite desnatado em po6, dissolvido em solucdo de
TBS-T: 20 mM (Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) em
temperatura ambiente e agitacdo continua por 6:00 horas a fim de evitar
ligagBes inespecificas do anticorpo. Apés lavagem, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios anti-Podocina ([1:1000], Santa Cruz,
Inc., USA); anti-Nefrina ([1:1000], Santa Cruz, Inc., USA); anti-COX2 ([1:200],
Cayman Chemical, USA), anti-NOX2 ([1:1000] Sigma, United States); anti-CAT
([1:2000] Sigma, United States); anti-SOD E 2 ([1:500] Sigma, United States),
and anti-Gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPDH) ([1:1000], Merck
Millipore, Germany) durante toda a noite (cerca de 18 horas). Na manha
seguinte, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios

conjugados a peroxidase ([1:5000], Abcam, Inc., USA). As bandas
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imunorreativas foram detectadas com uma reacdo de quimiluminescéncia
utilizando substrato de peroxidase (Luminata HRP Substrate-Millipore) e a
reacao foi captada e quantificada pelo software Bio-rad Image Lab 5.2.1. As

proteinas foram normalizadas por meio da expressdo do GAPDH.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média (EPM)
sendo n=6 para todos os experimentos. Os dados foram analisados pelo teste
de analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido pelo teste pos hoc de
Fisher's LSD. Foi considerado significante p<0.05. Todas as analises foram

realizadas utilizando software GraphPad Prism (versao 7.02, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL, RAZAO PESO DOS RINS DIREITO E ESQUERDO
/ICOMPRIMENTO TiBIA

Foram observadas diferencas entre Machos e Fémeas no inicio dos
experimentos e ao final apenas as Fémeas CAST apresentaram diferencas

relacionadas ao seu respectivo grupo SHAM (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo dos dados ponderais, razao rim(mg)/tibia(cm) e PAS.

n=6 SHAM | CASTRADOS
MACHO FEMEA MACHO FEMEA
Peso inicial(g)  237,66+3,63 163,66+3,01° 238,66+8,54 153,33+3,37°
Peso final(g) 296,00+6,38 196,40+2,12° 292,66+7,27 231,83+3,95+
PAS inicial 198,00+4,11 179,86+3,64" 193,61+3,81 181,80+1,69°
(mmH)
PAS final 192,66+0,80 182,16+1,75" 190,69+0,28 182,27+2.23¢
(mmHg)
Razéo peso rim
direito/Tibia 1,30+0,04 0,82+0,01* 1,1040,02" 0,84+0,03°
(g/cm)
Razéo peso rim
esquerdo/Tibia 1,38+0,08 0,82+0,01" 1,16+0,02" 0,88+0,04°
(g/cm)

Os dados foram expressos como média + SEM. n= 6 *p<0,05 vs Machos
SHAM; +p<0,05 vs Fémeas SHAM; ep<0,05 vs Machos castrados.
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Conforme apresentado na tabela 1, a maior raz&o peso do rim/comprimento da
tibia foi encontrada no SHAM. Diferengas significativas também foram
observadas entre machos castrados e ambos os grupos de fémeas, ndo sendo

encontradas diferencas entre as fémeas.

4.2 PAS INICIAL E FINAL

Os valores de PAS inicial e final dos animais machos e fémeas obtidos ao
longo do estudo estdo demonstrados na tabela 1. Os ratos machos de ambos
0S grupos apresentaram os mesmos valores de PAS no inicio e no final do
protocolo, o que também ocorreu para as fémeas. No entanto, foi verificado a

presenca de dimorfismo sexual nas medidas iniciais e finais da PAS.

4.3 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Para verificacdo da funcéo renal, avaliamos TFG, FPR, FSR e RVR (Figura
10). Os animais SHAM Machos apresentaram menor TFG (3,79 + 0,21
mL/min/Kg) que as SHAM Fémeas (6,04 £ 0,32 mL/min/Kg). A castracao piorou
esse parametro em ambos o0s grupos quando comparadas aos seus
respectivos grupos SHAM (CAST Macho 2,12 £+ 0,16 mL/min/Kg; CAST Fémea

3,47 £ 0,31mL/min/Kg) (Figura 12-A).

N&o foram encontradas diferencas no FPR entre os grupos SHAM (Machos
9,83 + 1,10 mL/min/Kg; Fémeas 9,26 + 0,94 mL/min/Kg) (Figura 12-B). A

castracdo em ambos os sexos reduziu o FPR (Machos 5,35 * 0,83 mL/min/Kg;
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Fémeas 5,37 £ 0,42 mL/min/Kg). O FSR (Figura 12-C) seguiu 0 mesmo padrao
de alteragdo do FPR (SHAM Macho 17,26 + 1,89 mL/min/Kg; SHAM Fémea
15,2 £ 1,51 mL/min/Kg; CAST Macho 9,04 £+ 1,41 mL/min/Kg; CAST Fémea
8,61 + 0,65 mL/min/Kg). Em relacdo a RVR (Figura 12-D), ndo foram
encontradas diferencas entre SHAM machos e fémeas (9,25 + 0,55 u.a.; 8,84
0,53 u.a.), com ambos 0s grupos apresentando valores inferiores aos seus
respectivos grupos castrados. O grupo CAST Macho (24,99 = 3,38 u.a.)
apresentou valores maiores quando comparado ao grupo CAST Fémea (14,69

+0,95u.a.).
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Figura 12. Influéncia do sexo e HS na FR de Machos e Fémeas SHR. (A)

Clearance de inulina, (B) Clearance de PAH, (C) Fluxo sanguineo renal e (D)



61

resisténcia vascular renal. Os dados foram expressos como média + SEM. n= 6
*p <0,05 vs SHAM Macho; +p <0,05 vs SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST

Macho.

4.4 AVALIACAO DA PRESENCA DE EROs NO TECIDO RENAL

A producéo de O2. foi detectada por citometria de fluxo com DHE (Figura 13-A).
N&do foram encontradas diferencas significativas entre Machos e Fémeas
SHAM (1676,16 = 54,97 MIFa.u.; 1467,50 + 9,17 MIFa.u.). A castracdo
aumenta a producdo de O2. em ambos 0s sexos, entretanto os machos
apresentaram niveis mais elevados que as em fémeas (4357,16 + 226,84
MIFa.u.; 2109,83 + 93,12 MIFa.u.). O mesmo padréo foi encontrado em relacdo
a producdo de H202 (Figura 13-B) (SHAM Macho 738,00 + 31,22 MIFa.u.;
SHAM Fémea 464,16 + 4,98 MIFa.u.; CAST Macho 2950,00 + 215,79 MIFa.u.;

CAST Fémea 1171,83 + 35,53 MIFa.u.).
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Figura 13. Avaliacdo de EROs no tecido renal. (A) dihidroetidina e (B)
diclorofluoresceina. A analise de EROs foi realizada por citometria de fluxo. O
Oq2. intracelular e o H202 foram monitorados separadamente por meio de
alteracbes na intensidade mediana de fluorescéncia. Os dados foram
expressos como média + SEM. n= 6 *p <0,05 vs SHAM Macho; +p <0,05 vs
SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST Macho.

4.5 DEPOSICAO DE COLAGENO GLOMERULAR

A deposicdo de colageno glomerular foi determinada por coloracdo com

Picrosirius red (Figura 14A-B-C-D). Foram observadas diferencas entre SHAM
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Machos e Fémeas (10,79 + 0,17%; 9,12 + 0,18%), e a castracdo aumentou

esse parametro em ambos os grupos (12,61 + 0,17%; 13,32 £ 0,38%).

15+ +
. * — El Macho
5 1 Fémea
S 10- *
S .
o
@]
c
> 51
'
Q
o
0 | 1
& A
¥ 9

Figura 14. Analise histolégica da deposicdo de colageno renal. Porcentagem
de conteudo de colageno renal e imagens representativas (A) SHAM Macho,
(B) SHAM Fémea, (C) CAST Macho, (D) CAST Fémea. As amostras de rim
foram coradas com picrosirius red para quantificar o contedado de colageno e

visualizadas em microscopia Optica com aumento de 400x. Os dados foram



64

expressos como média + SEM. n= 6 *p <0,05 vs SHAM Macho; +p <0,05 vs
SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST Macho.

4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

A expressao das proteinas podocina e nefrina (Figura 15-A-B), COX2, CAT,
SOD1, SOD2 e NOX2 (Figura 16-A-B-C-D-E) foi avaliada por western blot. Nos
animais SHAM, foi verificada maior expressao da podocina em Machos que
Fémeas, entretanto a castracdo reduziu a expressao dessa proteina em
machos enquanto aumentou em fémeas. Nao foram encontradas diferencas

entre 0s grupos com relacao a expressao de nefrina.

A B

— 42KDa I-—_-_E_qwsoma
ﬁ--ﬂ o708 [T .. .

+e

o
-
o
1
(=)
o

H Macho ’ T Hl Macho

:L 1 Fémea
0.05+

‘b ¥

H

1 Fémea

o
g
o
o
w
1

Podocina/GAPDH
=
N

Nefrina/GAPDH

e
Y

o
[=)
o

o
=]
I

Figura 15. Expressao das proteinas Podocina (A) e Nefrina (B) no tecido renal.
A expresséo de cada proteina foi normalizado pelo GAPDH. Os dados foram
expressos como media + SEM. n= 6 *p <0,05 vs SHAM Macho; +p <0,05 vs
SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST Macho.
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Considerando a expressdo da COX2, nao foram observadas diferengas entre
SHAM Machos e Fémeas. A castracdo aumentou a expressao de COX2 em
ambos 0s grupos, todavia esse aumento foi maior nos animais Machos quando

comparados as Fémeas.
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Figura 16. Expressao das proteinas COX2, CAT, SOD-Mn, SOD1 e NOX2 no
tecido renal. (A) expressao da proteina COX2, (B) expressao da proteina CAT,
(C) expressao da proteina SOD2, (D) expressédo da proteina SOD-CuZn e (E)
expressdo da proteina NOX2. A expressdo de cada proteina foi normalizado
pelo GAPDH. Os dados foram expressos como média + SEM. n= 6 *p <0,05 vs
SHAM Macho; +p <0,05 vs SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST Macho.

Com relacdo a CAT, os animais do grupo SHAM Macho demonstraram maior
expressdo quando comparados as Fémeas. A castracdo reduziu a expressao
nos Machos, todavia as Fémeas permaneceram inalteradas. A mesma
resposta foi observada na expressdo de SOD1. Por outro lado, ao avaliarmos
SOD2, verificamos que o dimorfismo permanece, e a castracdo dos animais
Machos reduziu a expressdo desta enzima e aumentou nas Fémeas. Os
animais SHAM Machos apresentaram maior expressdo da NOX2 em relacéo
as Fémeas. A castracdo nao alterou este parametro nos Machos, entretanto

aumentou nas Fémeas.

4.7 ATIVIDADE RENAL DAS ENZIMAS ECA E ECA2

A atividade das enzimas ECA E ECA2 esta apresentada na figura 17. Foi
encontrado dimorfismo sexual nos grupos SHAM, com ratos machos exibindo
menor atividade ECA (17,20 + 1,28 AFU) quando comparados as fémeas
(25,31 £ 0,33 AFU), e a castracdo nao alterou este parametro (CAST Macho
16,15 £ 1,71 AFU; CAST Fémea 22,81 + 0,92 AFU) (Figura 17-A). Da mesma
forma, os Machos do grupo SHAM apresentaram menor atividade da ECA2 que

as Fémeas SHAM (0,019 + 0,0027 AFU; 0,14 + 0,0098 AFU). No entanto, a
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castracdo aumentou a atividade desta enzima nos Machos (0,12 + 0,0045

AFU), enquanto a reduziu nas Fémeas (0,014 £+ 0,0006 AFU) (Figura 17-B).
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Figura 17. Avaliacdo da atividade das enzimas ECA e ECA2 no tecido renal.
(A) atividade renal da ECA e (B) atividade renal da ECA2. A atividade
enzimatica foi expressa em AFU (unidades arbitrarias de fluorescéncia). Os
dados foram expressos como média + SEM. n= 6 *p <0,05 vs SHAM Macho; +p
<0,05 vs SHAM Fémea; ep <0,05 vs CAST Macho.
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5 DISCUSSAO

Os hormoénios sexuais e 0 sexo desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento e manutencao de varias doencas, com atencdo especial para
as doencas renais em condicfes de hipertensdo (Lindeman et al, 1985; Baylis,
2005; Hemmelgarn et al, 2006; Sullivan et al, 2006; Sullivan et al., 2007). Este
€ 0 primeiro estudo a comparar FR em ratos SHR machos e fémeas,
associando EROs, ECA, ECA2, inflamacéo e a contribuicdo desses parametros
para as alterac6es morfoldgicas e funcionais do rim. Nossos dados apresentam

guatro novas e principais evidéncias:

i) a castracdo reduziu a TFG e aumentou a RVR em ambos 0S sexos;

i) a castracdo aumentou as EROs, mais severamente em machos do que em

fémeas;

iii) dimorfismo sexual foi observado em relacdo a deposicao renal de colageno,

que aumentou com a castragéo em ambos 0S sexos;

iv) a atividade renal da ECA2 foi exacerbada no grupo CAST macho e reduzida

nas fémeas.

Verificamos que, para ambos os sexos, a PAS permaneceu inalterada na
castracdo. Esses dados corroboram Dalpiaz et al (2015), onde machos SHR
castrados com 12 semanas de idade ndo apresentaram diferencas na PAS
apos 7 semanas em relacdo ao grupo ndo castrado. Entretanto, Reckelhoff et
al (1998) demonstraram que Machos SHR castrados com 5 semanas de idade

apresentam reducdo na PAS apos 11 semanas em relacdo ao grupo nédo
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castrado, desta forma acreditamos que os resultados diferentes estao
relacionados a diferentes metodologias utilizadas. Baseado nestes dados, os

achados do trabalho parecem ser independente de alteragdes na PA.

A doenca renal crénica (DCR) € um problema de saude publica mundial que
afeta pessoas de vérias idades e de ambos os sexos, sendo caracterizada pela
perda gradual de FR (Hu & Coresh, 2017). No presente estudo, ratos SHR
machos SHAM com 19 semanas de idade apresentaram TFG prejudicada
quando comparados as fémeas. O mesmo pode ser observado na FR de
humanos (Sandberg & Ji., 2003; Hemmelgarnet al., 2006) e em ratos Sprague
Dawley com 5 e 11 meses de idade (Sutherland et al., 2016) e SRHs com 19
semanas de idade (Veiras et al., 2017). Outro aspecto importante é que a DRC
representa maior risco de complicagcbes e mortalidade, principalmente as
cardiovasculares. Um paciente adulto € identificado com DRC quando
apresenta, por um periodo igual ou superior a trés meses com TFG menor que
60 ml/min/ 1,73 m2, ou TFG maior que 60 ml/min/ 1,73 m2, mas com evidéncia

de leséo da estrutura renal (National Kidney Foundation, 2002).

Alguns indicadores de lesdo renal sédo albumindria, alteracdes na imagem
renal, hematuria/leucocitdria, distirbios hidroeletroliticos persistentes,
alteracdes histoldgicas na bidpsia renal e transplante renal prévio. Albumindria
é definida pela presenca de mais de 30 mg de albumina na urina de 24 horas
ou mais de 30 mg/g de albumina em uma amostra de urina isolada ajustada
pela creatinina urinaria. As principais causas da DRC incluem diabetes,
hipertensdo, glomerulonefrite crbnica, pielonefrite crbnica, uso cronico de

medicamentos antiinflamatorios, doencgas autoimunes, doenca renal policistica,
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doenca de Alport, malformacdes congénitas e doenca renal aguda prolongada

(Ammirati, 2020).

Modelos animais tém sido amplamente usados para esclarecer a patogénese e
0S mecanismos subjacentes da doenca renal. Entre esses modelos,
camundongos e ratos sdo 0s mais comumente usados para estudar eventos de
nefropatia e potenciais alvos terapéuticos e para identificar biomarcadores
especificos da doenca. Camundongos e ratos sao facilmente reproduzidos e
séo relativamente baratos para abrigar e manter (Wei; Dong, 2012). A doenga
renal aguda classica pode ser induzida em uma variedade de modelos murinos
por cirurgia ou administracdo de drogas ou toxinas (Ortiz et al., 2015; Singh et
al., 2012). Além disso, camundongos geneticamente modificados e cepas
consanguineas fornecem uma nova plataforma para investigar nefropatia
humana complexa (como nefropatia por IgA e nefropatia diabética) (Marchant

et al., 2015; Suzuki et al., 2014).

O papel da testosterona no desenvolvimento de lesdo renal e no
comprometimento da FR foi relatado anteriormente, enquanto o estrogénio
demonstrou atuar como um protetor (Ji et al., 2005; Eshraghi-Jazi et al., 2015).
Nossos resultados demonstraram que a castracao reduz a TFG em ambos os
grupos, embora os resultados encontrados na literatura ainda sejam
controversos. Ji et al (2005) demonstraram que a castracdo de ratos Sprague
Dawley machos com 2 meses de idade melhoram a proteindria, mas nao altera
a TFG. Azurmendi et al (2013) verificaram que ratos Wistar machos e fémeas
castrados com 2 meses de idade, apresentaram reducdo da TFG ao final dos

experimentos, quando tinham 5,2 meses de idade. De acordo com Fortepiani et
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al (2003) ratos SHR machos castrados aos 8 meses de idade apresentaram

aumento da TFG ao final dos experimentos, aos 18 meses.

A TFG ¢é influenciada pelo numero de glomérulos funcionais e pela
hemodinamica renal, que €, por sua vez, controlada pela resisténcia dos vasos
renais encontrados antes e depois dos glomérulos atuando na regula¢do do
FPR (Brenner et al.,, 1996). Em relagdo a hemodindmica renal, nossos
resultados ndo mostraram diferencas no FPR, FSR e RVR entre os grupos
SHAM, enquanto que a castracao foi capaz de diminuir o FPR e FSR em
ambos 0s sexos e aumentar a RVR, mais pronunciadamente nos Machos que
nas Fémeas. Essas alteracdes podem ser responsaveis pela reducdo da TFG

observada apos a castracdo, confirmando que os HS podem influenciar a FR.

Com o passar dos anos, os homens sofrem maior declinio do FPR do que as
mulheres na pré-menopausa (Berg, 2006). De acordo com Fortipiani (2003),
ratos SHR machos idosos apresentaram reducdo de 30% nos niveis de
testosterona sérica em comparacao a machos jovens, associado com reducao
na TFG e aumento na RVR. Baylis (1994) demonstrou que a resisténcia da
arteriola aferente € ligeiramente maior e a TFG um pouco menor em machos

Wistar castrados quando comparados aos nao castrados.

A deficiéncia de testosterona € comum em pacientes com DRC, tanto nos
estagios iniciais quanto em dialise (Dhindsa et al., 2015; Hylander; Lehtihet,
2015). Adicionalmente, o estagio de DRC esta inversamente associado aos
niveis de testosterona livre (Grossmann et al., 2015). Além disso, aumento na

testosterona também foi relatado apds o transplante renal, e esse aumento
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depende do tempo apds o recebimento do 6rgéo transplantado (Saha et al.,
202; Park; Koo; Lee, 2013). Os mecanismos para a diminuicdo dos niveis de
testosterona em homens nao foram completamente elucidados, mas o aumento
na depuracdo da prolactina (Schmidt; Luger; Ho'rl, 2002) e a inibicdo dos
efeitos do hormonio luteinizante nas células de Leydig (Dunkel et al., 1997)

parecem estar envolvidos.

Como demonstrado, os hormdnios sexuais desempenham papel no controle da
FR. Esse papel pode ocorrer, principalmente, devido a sua influéncia no SRA.
Inicialmente, esse efeito pode ser demonstrado por dados clinicos, em que 0s
inibidores da ECA sdo as drogas de primeira escolha para pacientes com
hipertensdo e DRC, dada a influéncia bem estabelecida do SRA nas doencgas
cardiovasculares e renais (Kalaitzidis & Elisaf; 2018). Nas doencas renais, 0S
niveis da ECA e ECA2 podem se alterar em dire¢cdes opostas (Soleret al.,
2013), com os peptideos ativos produzidos por essas enzimas, Ang Il e Ang-(1-
7), respectivamente, apresentando efeitos contra-regulatérios ou mesmo

semelhantes em diferentes modelos (Dilauro et al., 2010; Ruster & Wolf, 2011).

O SRA também é conhecido por promover aumento das EROs no rim. Na
arteriola eferente e tecido renal, a Ang Il aumenta as EROs (Wang et al., 2003;
Carlstrom et al., 2010), contribuindo para aumento da RVR em camundongos e
coelhos machos (Wang et al.,, 2003; Lai et al., 2012). Adicionalmente, o EO
contribui para surgimento e manutengéo de doencas renais e o tratamento com
antioxidantes é capaz de reduzir a injaria renal e melhorar a FR em ratos SHR
machos (Schnackenberg; Welch; Wilcox, 1998; Rodriguez-lturbe et al., 2003).

De acordo com Lodha et al (2002) o tratamento agudo com Ang Il por 24 horas
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induz diretamente o0 estresse oxidativo, apoptose e necrose em culturas de
células mesangiais (MMC, SV40 MES-13) e o &cido ascorbico foi capaz de
prevenir esses efeitos, demonstrando que o EO esta diretamente

correlacionado com os efeitos prejudiciais da Angll.

Adicionalmente, Lazaro et al (2003) demonstraram que o tratamento de
Machos SRH com inibidor da ECA ou blogueador de AT1-R é capaz de reduzir
0 estresse oxidativo e aumentar a transcricdo do gene da enzima SOD-1.
Comprovadamente, a Ang Il aumenta a produgéo de EROs via AT1-R ativando
e aumentando a expressao das diversas subunidades da NADPH (Griendling;
Ushio-Fukai, 2000) e o tratamento com bloqueadores de AT1-R é capaz de

reduzir o EO e promover melhoras na funcao renal (Lazaro et al., 2005).

As EROs contribuem para a inflamagao cronica (Alvarez; Sanz, 2001), perda
de poddcitos, atribuidos a reducdo da SOD1 (Zhao et al., 2018; Wang et al.,
2018) e para a morte celular por apoptose (Allenet al., 2003), que quando
ocorre de maneira excessiva ndo regulada, promove perda de células renais
em nefropatias crénicas progressivas, incluindo a nefroesclerose hipertensiva
(Ortiz et al., 2001). O dimorfismo sexual encontrado no SRA contribui para
diferentes niveis de EROs no rim, onde machos SHR apresentam niveis mais

elevados que féméas SHR (Fortepiani; Reckelhoff, 2005).

Segundo Bonventre et al (2004) e JinJung et al (2013), a inflamacdo € o
resultado mais provavel do aumento de EROs, pois quando submetida a altos
niveis de EO a célula produz citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias. Por

outro lado, Kaur et al (2006) demonstraram que o tratamento de cardiomidcitos
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com TNF-alfa (importante citocina pro-inflamatoria) € capaz de aumentar a
produgdo de EROs. Assim, acreditamos que haja uma associagéo entre EROs
e inflamag&o em nossos animais, e ambas parecem ser moduladas pelo SRA,
uma vez que encontramos niveis elevados de EROs, COX2 em ambos os
animais castrados e desequilibrio no SRA, com Machos apresentado

hiperatividade da ECA2 e Fémeas com atividade dessa enzima reduzida.

No presente estudo, sugerimos que existe um aparente equilibrio no SRA no
grupo SHAM Fémea, devido a apresentarem atividades da ECA e ECA2
elevadas, enquanto no grupo SHAM Macho a atividade ECA se mostra maior
que da ECA2. A castracao foi capaz de alterar a atividade da ECA em ambos
0S grupos; no entanto, reduziu a atividade da ECA2 nas Fémeas, a0 mesmo
tempo que a aumentou nos Machos. Esses desequilibrios parecem ser as
principais causas dos danos observados na funcdo e remodelamento renal.
Adicionalmente, ndo foram encontradas diferengas no EO nos grupos SHAM.
Entretanto, verificamos maior expressao das enzimas antioxidantes SOD1,
SOD2 no grupo SHAM Macho em relacdo as fémeas. ApOs a castracdo 0s
animais machos apresentaram maiores valores de Oz2. e H202 intracelular do
que as fémeas, o que pode explicar a alta RVR encontrado nesses animais
(Schnackenberg et al., 1998). Além disso, encontramos as isoformas da SOD

reduzidas em Machos e aumento da SOD2 em grupos de Fémeas castradas.

Assim como em outros tecidos e 0rgaos, existem numerosas fontes intrarrenais
de EROs. Entre elas estdo as ciclooxigenases (COXs), que sdo moduladas por
Ang Il (Sies, 1997; Locatelli et al., 2003) e Ang-(1-7) (Esteban et al., 2009). Em

relacdo a expressdo da COX2, ndo encontramos diferencas entre SHAM
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Machos e Fémeas, todavia a castragdo aumentou a expressdo dessa enzima

em machos e fémeas, embora 0os machos tenham apresentado maiores niveis.

De acordo com Tomida et al (2003), a inibicdo do ON via tratamento com L-
NAME por 21 dias em ratos Sprague Dawley induziu aumento da expressao
de COX2 nos rins e o tratamento com o inibidor seletivo dessa enzima preveniu
a hipertenséo e a proteinuria induzidas pela inibicdo do ON, adicionalmente a
COX2 foi capaz de aumentar o estresse oxidativo nesse modelo de
hipertensdo L-NAME, demostrando a possibilidade de que o aumento da
expressdo de COX2 possa ter papel importante na progressédo da hipertenséo
e leséo renal. Além disso, Elmarakby et al (2018) sugeriram que, em SHR, a
COX2 promove maior geragdo de EROs em machos do que fémeas. Nossos
dados corroboram ambos os estudos, revelando elavada expressao da COX2,

mais pronunciada em animais castrados e consequente elevacéo do EO.

EROs sédo conhecidos por causar danos celulares, contribuindo para a perda
gradual de FR e deposicao de colageno (Youet al., 2013), inflamacao crénica
(Alvarez & Sanz, 2001) e para a morte celular por apoptose (Allenet al., 2003).
Demonstramos que embora a nefrina permanecesse inalterada em todos os
grupos, havia dimorfismo em relacdo a expressao da podocina. A castracdo
reduz a expressdo desta proteina nos machos enquanto a aumenta nas
fémeas. A podocina, que € facilmente substituida por coldgeno, esta
relacionada ao processo de filtracdo e sua perda pode estar ligada a piora da

filtracdo renal (Bonseet al., 2018). A base fisiopatoldgica da DRC inclui perda

de células tubulares renais e subsequente substituicdo por fibroblastos,
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autofagia desregulada, inflamacdo e formacdo excessiva de oxidantes

(Shiraziet al., 2018).

Segundo Ruiz-Ortega et al (2006) a Ang Il tem efeitos pré-inflamatérios e
promove fibrose. Em resposta a expressdo de Ang Il, as células epiteliais
tubulares mudam seu fendtipo, migram para o intersticio e adquirem fenétipo
miofibroblastico (transdiferenciacao epitelial-mesenquimal). Os miofibroblastos,
entdo, produzem colageno tipo 1 envolvido no processo fibrotico, ainda
promove indiretamente a ativacdo de receptores de tirosina quinase que
induzem a fibrose por meio da producdo de fator de crescimento de
transformacao beta (TGF-B). Ang Il promove resposta inflamatoria renal por
meio da ativacdo do receptor AT1-R em células residentes e a ativacdo da via
do Fator de transcricdo (NF-KB) com producéo de quimiocinas, citocinas como

Interleucina 1 (IL-1) e TNF-alfa. O recrutamento de leucocitos dependente de

Ang Il também esta envolvido na progressao da glomeruloesclerose.

Ao se ligar no receptor AT1-R, a Ang Il ativa a proteina G, fosfolipase C e
producdo de inositol trifosfato responsavel pelo aumento de calcio intracelular
levando a vasoconstricdo intrarrenal e remodelacdo vascular (Ruiz-Ortega et
al., 2006). Por outro lado, ao reduzir a pressao arterial, os inibidores do SRA
limitam a ativac@o imunoldgica secundéria no rim. O uso de fimasartan (inibidor
de AT1-R) atenuou a regulacao positiva de citocinas inflamatorias (TNF-alfa e
IL-1), diminuicdo da apoptose das ceélulas tubulares renais (diminuicdo da
atividade da caspase-3) e, finalmente, preserva a funcéo renal e a arquitetura

tubular apos leséo de isquemia-reperfusdo em um modelo de camundongo.
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Outro farmaco inibidor de AT1-R, o Losartan foi capaz de reduzir a fibrose
renal, mortalidade e DCR subsequente a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) grave
em camundongos (Chou et al., 2017). Uma semana apds a administracao de
Losartan em camundongos hipertensos, as expressdes génicas e proteicas de
coladgeno I, colageno IV e TGF-$ diminuiram e a glomeruloesclerose foi menos
marcada. Apés 4 semanas de tratamento com Losartan, 0s parametros

funcionais renais e histolégicos foram completamente normalizados.

Outros estudos em animais mostraram que a ativacdo do SRA durante e apds
a IRA desempenharia papel crucial na transicdo da IRA para a DRC (Chou;
Chu; Lin, 2018). Ainda, a administracdo de Losartan antes da isquemia-
reperfusdo manteve o FSR, diminuiu a inflamacdo e preveniu o
desenvolvimento de doenca renal cronica (Rodriguez-Romo et al., 2016).
Curiosamente, a ativacdo do SRA parece persistir por muito tempo apos a IRA
e o tratamento com Losartan pode reduzir a progressdo e a mortalidade
quando administrado apés IRA (Cheng et al., 2016). Em conjunto, esses dados
sugerem que os bloqueadores do SRA podem prevenir a progressao da fibrose
renal apds a IRA e consequentemente reforcar o papel desse sistema nessas

situacdes clinicas.

Neste estudo foi demonstrado que SHAM fémeas apresentaram menor
deposicao de colageno em relacdo aos Machos, com a castracdo aumentando
0 colageno em ambos os grupos. Sabe-se que a via classica da Ang Il resulta
em alteracbes hemodinamicas que levam a vasoconstricdo da arteriola
eferente e elevacao da presséao intraglomerular, crescimento celular e producao

de matriz extracelular, culminando em glomeruloesclerose e fibrose
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tubulointersticial, desequilibrio entre agentes antioxidantes e pro-oxidantes e
efeitos inflamatoérios, que podem influenciar a fisiopatologia do poddcito e a
patogénese da proteinudria via Ang Il (Lobo et al., 2003; Komers & Plotkin,

2016).

Diversos estudos sugerem o papel protetor da ECA2 em diferentes modelos de
doencas renais, incluindo nefrectomia subtotal (Dilauro et al.,2010), isquemia e
leséo renal de reperfuséo (Silveira et al., 2010) e obstrucéo ureteral unilateral
(Liu et al., 2012). Uma possivel explicacdo para lesédo renal e proteinuria
detectada em modelos animais com deficiéncia adquirida ou genética da ECA2
pode ser atribuida ao predominio anormal de acdes deletérias da Ang Il
(Dilauro et al.,2010; Oudit et al., 2006; Wysocki et al., 2006; Ye et al., 2006). A
administracé@o crénica de MLN4760, um inibidor de ECA2, produziu albuminuria
e deposicdo de proteina de matriz em ratos controle ou diabéticos (Soler et al.,
2007). A administracdo de MLN 4760 em 5/6 camundongos nefrectomizados
aumentou a albumindria por meio de um mecanismo dependente do receptor

AT1-R, independente da presséao arterial (Dilauro et al.,2010).

De acordo com Silveira et al., 2010 a expressao renal da ECAZ2 foi reduzida no
cortex renal de camundongos que foram submetidos a nefrectomia subtotal e
em um modelo de isquemia/reperfusdo renal em ratos. Adicionalmente,
Camundongos knockout para ECA2 submetidos a obstrucdo ureteral unilateral
exibiram uma razdo 4 vezes maior de Ang II/ Ang-(1-7) e concentracdes
aumentadas de TNF-alfa e IL-1B no tecido renal do que os animais selvagens
(Liu et al, 2012). A deficiéncia genética da atividade da ECA2 em

camundongos promoveu estresse oxidativo via efeito dependente de AT1-R no
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rim (Wysocki et al., 2014). Resumidamente, esses estudos sugeriram que 0
eixo ECA2-Ang-(1-7) modula o estresse oxidativo, a inflamagé&o e a fibrose no

tecido renal.

Alguns estudos também sugeriram uma estreita correlacdo entre albuminuria e
ECA2. O tratamento de células HK-2 com albumina de soro bovino levou a
mudancgas significativas na expressdo de ECA/ECA2, com o balanco
favorecendo a formacéao de Ang Il (Liu et al., 2009). Adicionalmente, Marquez e
colaboradores demostraram que a insulina aumenta o gene da ECA2, a
expressdo da proteina e a atividade enziméatica em poddcitos cultivados e
esses aumentos foram mantidos ao longo do tempo (Marquez et al., 2014). Na
presenca de albumina, o efeito benéfico da insulina na expresséo e atividade
da ECA2 desapareceu. Dessa forma, a reducdo de ECA2 pode aumentar a
excrecdo urinaria de albumina, enquanto a albumindria, por sua vez, pode

perturbar o equilibrio da expressao de ECA/ECA2.

Em humanos, a ECA2 é amplamente estudada em pacientes diabéticos. Os
primeiros estudos em pacientes com diabetes tipo 2 e nefropatia diabética
evidente mostraram declinio na ECA2 e um aumento na expressao da ECA nos
glomérulos e tubulos, resultando em uma relagdo ECA/ECA2 dramaticamente
aumentada (Mizuiri et al., 2008; Wang et al., 2016). Consistente com esses
estudos, os pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 e glomeruloesclerose
nodular apresentaram regulacdo negativa da ECA2 no tecido renal (Wang et
al., 2016). Esses pacientes também mostraram regulacdo negativa de ECA, o

gue contradiz estudos anteriores.
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De modo geral, os estudos sugerem que a ECA2 esta alterada nos rins de
humanos com diabetes. Segundo Mizuiri et al (2011) a detec¢édo néo invasiva
da ECA2 na urina pode fornecer informacdes consideraveis sobre a leséo renal
e a progressado da doenca, refletindo a atividade do RAS no rim. O mesmo
autor, demonstrou aumento significativo de ECA2 na urina de pacientes com
DRC em comparacdo com controles saudaveis, e aumento adicional dos niveis
urinérios de ECA2 em pacientes com nefropatia diabética em comparag¢do com
pacientes com outras doencas renais. A ECA2 urinaria foi descrita como um
fator de risco independente para microalbuminiria em humanos e
correspondeu ao estagio da DRC e declinio da funcao renal (Park et al., 2013).
Em um estudo mais recente em adolescentes com Diabetes tipo 1 nao
complicado, os niveis de excrecao e atividade da enzima ECA2 urinaria foram
elevados em comparacdo com controles saudaveis e correlacionados com
hemoglobina glicada mais alta, entretanto ndo foram associados com a TFG,

presséo arterial ou albumindria (Burns et al., 2017).

A atividade da ECA2, mas ndo a proteina, foi aumentada em adultos com
diabetes tipo 1 de longa data e doenca renal diabética em comparacdo com
controles diabéticos sem doenca renal (Wysocki et al 2017). Esses estudos
indicam que o grau de ECA2 na urina é variavel e pode depender do estagio da
doenca e da gravidade da leséo, fazendo alusdo ao uso da ECA2 urinéaria

como um marcador clinico precoce promissor para nefropatia diabética.

A relacdo entre Ang Il e alteracdes estruturais e funcionais pode explicar os
resultados encontrados nos grupos SHAM Machos e CAST Fémeas, mas nao

parece estar associada aos resultados observados no grupo CAST Macho,
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uma vez que este grupo apresentou aumento significativo da ECA2 em relacao
ao SHAM Macho. No entanto, embora os efeitos benéficos da Ang-(1-7) no
sistema cardiovascular tenham sido relatados na ultima década, estudos
recentes mostraram que, entre outros efeitos, a infuséo cronica de Ang-(1-7) foi
responsavel por acelerar a les@o renal em ratos diabéticos, que apresentaram

niveis aumentados de proteinuria e fator de crescimento 1 (Shaoet al., 2008).

Além disso, Dilauro et al (2010) demonstraram que o tratamento de
camundongos com Ang-(1-7) aumenta a proliferacdo de células mesangiais
que estdo relacionadas a deposicdo de colageno. Esteban et al (2009)
demonstraram que a infusdo de Ang-(1-7) é capaz de aumentar a inflamacéao
renal e possivelmente o estresse oxidativo. Nossos dados corroboram os
apresentados acima, pois observamos aumento da atividade renal dos ECA2 e

elevada deposicdo de coldgeno nos grupos Machos.
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CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram o papel dos HS, modulando o SRA e esse
promovendo desequilibrio entre a producdo de EROs e o0 sistema antioxidante
em ratos SHR machos e fémeas na presenca e auséncia de hormonios
sexuais. O desbalanco observado foi capaz de promover severos danos a
funcdo renal desses animais, sendo os machos os mais afetados pela

castracdo, tendendo a insuficiéncia renal.

Assim, sugerimos que nossos resultados sao influenciados pelo SRA e
especialmente no grupo CAST Macho pela elevada atividade de ECA2 e CAST
Fémeas pelo desequilibrio entre a atividade ECA / ECA2 encontrada apds a

castracao.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Aims: Hypertension is a relevant sex and sex hormones-dependent risk factor where the cardiovascular and renal
Renal function health of the population are concerned. Men experience greater losses of renal function (RF) than women, but
Sexual dimorphism the hani i hat 1 Our goal was to eval the relationship b oxidative stress
Oxidative stress (0S), angiotensin-converting enzyme (ACE) and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) activities and RF in
:_SQ o male and female SHR.

. Main methods: Twel ek-old spc ly hypertensive rats (SHR) were submitted to either castration or

SHAM surgery and divided into 4 groups, SHAM or Castrated (CAST) males or females. After 51 days we
evaluated RF (inulin and sodium para-aminohippurate), ACE and ACE2 activities (fluorimetry), OS (flow cy-
tometry), collagen deposition (picrosirius red) and protein expression (western blot).

Key findings: Males presented lower RF than females and castration impaired this parameter in both groups.
Sexual dimorphism was not observed regarding OS and inflammation; however, castration increased this
parameter more severely in males than in females. SHAM males exhibited higher collagen deposition than fe-
males, though castration increased it in both sexes, eliminating the difference. We found sexual dimorphism
regarding renal ACE and ACE2 activities, which were lower in males than in females. Although castration did not
alter ACE activity, it reduced ACE2 activity in females and increased it in males.

Significance: These results indicate that sex hormones affect RF in SHR. As alterations in the oxidative system
fl ion, and collagen deposition, we put forward that these

were capable of promoting podocyte injury, i

effects are differently modulated by ACE and ACE2.

1. Introduction

Hypertension is an important risk factor for cardiovascular diseases,
affecting more than 1 billion people worldwide [1]. It is also strongly
related to the development and progression of renal dysfunction in both
sexes [2]. It is known that men over forty years old suffer a gradual
reduction of glomerular filtration rate (GFR), while in women the
process is delayed and attenuated [3]. These differences can be ob-
served in both humans and rats [4].

It has been shown that sex and sex hormones play a crucial role in
renal tissue injury, with testosterone having a negative impact on the
process while estrogen appears to work as a protector [5]. Among the
factors contributing to the onset and progression of renal injury are

oxidative stress (OS) [6], inflammation [7] and the renin angiotensin
system (RAS) [8,9].

RAS — a complex, pivotal system for the control of systemic blood
pressure and renal function (RF) — comprises the enzymes angiotensin-
converting enzyme (ACE) and angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2), which produce the peptides angiotensin II (Ang II) and an-
giotensin 1-7 (Ang 1-7), respectively. Imbalances in this system ef-
fectively contribute to the onset of hypertension and chronic kidney
disease (CKD) [10,11].

In addition, RAS is also known to increase OS in the kidney, for Ang
I increases the levels of reactive oxygen species (ROS) in the efferent
arteriole and renal tissue [12], contributing to increased renal vascular
resistance (RVR) in mice and male rabbits [12,13]. Ang II seemingly
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