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RESUMO

A hipertenséo arterial € uma condi¢do associada a disfuncao endotelial de pequenos
e grandes vasos, acompanhada por um desequilibrio na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), prostanoides vasodilatadores e vasoconstrictores e
NO. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do sildenafil, um inibidor seletivo
da fosfodiesterase-5 que aumenta a via do NO, sobre a funcdo endotelial em aortas
de Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR).

Abordagem experimental: SHR tratados com sildenafil (40 mg / kg / dia, v.o., 3
semanas) foram comparados com SHR e Wistar nao tratados. A reatividade vascular
foi analisada em anéis aorticos de ratos. Células progenitoras endoteliais circulantes
e anions superoxido foram mensurados por citometria de fluxo. A capacidade
antioxidante total plasmatica, a producdo de NO e a peroxidacéo lipidica da aorta
foram determinadas por espectrofotometria. A coloracdo de Picrosirius e a
microscopia eletronica de varredura foram utilizadas para a morfologia vascular e
analise estrutural da superficie endotelial.

RESULTADOS: Em SHR tratados com sildenafil houve melhoras ,parcialmente, da
resposta vasodilatadora a acetilcolina na aorta de SHR e normalizacdo da resposta
vasoconstritora a fenilefrina. Nossos experimentos com um bloqueador de NO
sintase revelaram uma participacdo aumentada de NO, diminuicdo da participacao
do estresse oxidativo, de prostanoides derivados de Cox-1 na dilatacao e contracdo
vascular, respectivamente, e melhora no equilibrio entre tromboxana e prostaciclina.
A funcgéo vascular melhorada em SHR tratados com sildenafil ndo foi afetada por
SC-560 e apocinina. As respostas relaxantes ao sildenafil e 8-Br-cGMP foram
normalizadas em SHR tratados com sildenafil. O sildenafil restaurou o equilibrio pré-
oxidante / antioxidante, a morfologia vascular e arquitetura endotelial.

Conclusao: O sildenafil reverte a disfuncdo endotelial em SHR, melhorando a
contragdo vascular e relaxamento a fenilefrina e acetilcolina, respectivamente. O
mecanismo principal dos efeitos do sildenafil consiste na reducdo do estresse
oxidativo e dos prostanoides da ciclooxigenase-1, melhora no balanco entre
tromboxano e prostaciclina, com aumento da biodisponibilidade do NO e melhora da
sinalizacdo do GMPc / PKG. Além disso, o sildenafil melhora os danos estruturais na

superficie vascular e endotelial.



Palavras-chave: Hipertensdo, Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR),
Sildenafil, Oxido nitrico, Prostandides, Estresse oxidativo, Disfuncdo endotelial,
PDE5, GMPc, Proteina quinase dependente de GMP (PKG)



ABSTRACT

Arterial hypertension is a condition associated with endothelial dysfunction of small
and large vessels, accompanied by an imbalance in the production of reactive
oxygen species (ROS), vasodilators and vasoconstrictors prostanoids and NO. The
aim of this study was to investigate the effects of sildenafil, a selective
phosphodiesterase-5 inhibitor that increase NO pathway, on endothelial function in
aortas from Spontaneously Hypertensive Rats (SHR).

EXPERIMENTAL APPROACH: SHR treated with sildenafil (40 mg/kg/day, p.o., 3
weeks) were compared to untreated SHR and Wistar control rats. Vascular reactivity
was measured in isolated rat aortic rings. Circulating endothelial progenitor cells and
superoxide anions were measured by flow cytometry. Plasmatic total antioxidant
capacity, NO production and aorta lipid peroxidation were determined by
spectrophotometry. Picrosirius staining and scanning electron microscopy was used
for vascular morphology and structural analysis of the endothelial surface.

KEY RESULTS: Sildenafil partially restored the vasodilator response to acetylcholine
in SHR aorta and normalized the vasoconstrictor response to phenylephrine. Our
experiments with a NO synthase blocker revealed an augmented participation of NO,
decreased participation of oxidative stress, prostanoids Cox-1-derived in the vascular
dilation and contration, respectively, in sildenafil-treated SHR and improvement in
prostacyclin thromboxane balance. The improved vascular function in sildenafil-
treated SHR was unaffected by SC-560 and apocynin.The relaxant responses to
sildenafil and 8-Br-cGMP were normalized in sildenafil-treated SHR. Sildenafil
restored the prooxidant/antioxidant balance and the vascular morphology and
endothelial architecture.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS: Sildenafil reverses endothelial dysfunction in
SHR by improving vascular contraction and relaxation to phenylephrine and
acetylcholine, respectively. The mains mechanism behinde sildenafil effects are
reduction of the oxidative stress and cyclooxygenase-1 prostanoids, improvement in
prostacyclin thromboxane balance, with an augmentation of NO bioavailability and
improvement in the cGMP/PKG signaling. Also, sildenafil improves structural damage

in the vascular and endothelium surface.



Keywords: Hypertension, Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), Sildenafil, Nitric
oxide, Oxidative stress, Endothelial dysfunction, PDE5, cGMP, GMP-dependent
protein kinase (PKG)
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares e Hipertenséao arterial

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2016), as doencas cardiovasculares
(DCV) sao a maior causade mortes no mundo: mais pessoas morrem anualmente
por DCV do que por outras doencas. Em 2016, um numero de 17.9 milhGes de
pessoas morreram por DCV, representando 31% de todas as mortes mundiais, e
dentre aqueles, 85 % foram por infarto agudo do miocéardio ou por acidente vascular
encefalico (AVE) (1,2). As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo um grupo de
distirbios do coracdo e vasos sanguineos e incluem: doenca cerebrovascular,
doenca arterial periférica, , cardiopatia congénita, trombose venosa profunda e
embolia pulmonar. Ataques cardiacos e derrames cerebrais sdo geralmente eventos
agudos e sao principalmente causados por um blogueio que impede que o sangue
flua para o coracdo ou cérebro. Os fatores de risco comportamentais mais
importantes de doenca cardiaca e acidente vascular cerebral sdo dieta néo
saudavel, inatividade fisica, uso de tabaco e uso do alcool. Os efeitos dos fatores de
risco comportamentais podem aparecer em individuos como aumento da pressao
arterial , aumento da glicose no sangue, aumento de lipidios no sangue e obesidade.
Esses “fatores intermediarios de risco” podem ser medidos em unidades de atencao
primaria e indicam um risco maior de desenvolver um ataque cardiaco, derrame,
insuficiéncia cardiaca e outras complicacfes cardiovasculares. A suspensdo do uso
de tabaco, reducéo de sal na dieta, consumo de frutas e legumes, atividade fisica
regular e evitar o uso nocivo do alcool tém mostrado reduzir o risco de doenca
cardiovascular. Além disso, o tratamento medicamentoso do diabetes, hipertenséo e
colesterol sanguineo elevados pode ser necessario para reduzir 0 risco
cardiovascular e prevenir ataques cardiacos e derrames. Outros determinantes das

DCVs incluem pobreza, estresse e fatores hereditarios (3-6).
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Dentre as DCVs, a hipertenséo arterial sistémica (HAS) constitui importante fator de
risco para complicagbes cardiacas e cerebrovasculares, sendo considerada um
problema de saude publica em ambito mundial. A hipertensao arterial € uma doenca
definida pela persisténcia de pressdo arterial sistdlica acima de 135mmHg e
diastélica acima de 85mmHg, sendo hoje considerada um dos principais fatores de
risco para doengas cardiovasculares e cerebrovasculares (7). E uma condigéo
clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados da pressao
arterial (PA), e relacionada a alteragdes funcionais e estruturais dos 6rgdos-alvo
(coracgédo, encéfalo, rins e vasos sanguineos), com consequente aumento do risco de
eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais. Quando associada a outros fatores de
risco como diabetes mellitus, obesidade, sedentarismo e tabagismo, os niveis
pressoéricos podem ser ainda mais elevados e as consequentes lesdes de 6rgaos-
alvo ainda mais graves. Mais de um bilhdo de adultos em todo o mundo tém
hipertensdo com até 45% da populacdo adulta afetada pela doenca, e a alta
prevaléncia de hipertensédo € consistente em todos os estratos socioecondmicos e
de renda, e a prevaléncia aumenta com a idade, representando até 60% da
populacdo acima dos 60 anos de idade. No ano de 2010, o relatério da pesquisa de
saude global publicado no Lancet, que compreende dados de pacientes de 67
paises, relatou a hipertensdo como a principal causa de morte e incapacidade em
todo o mundo desde o ano de 1990. Nos Estados Unidos, a hipertenséo arterial
sozinha é responséavel por mais mortes relacionadas a doencas cardiovasculares do
que qualquer outro fator de risco modificavel. Estimativas recentes sugerem que 0
namero de pacientes com hipertensdo pode aumentar até 15 a 20%, o que pode
chegar a 1,5 bilhdo em 2025 (8-11). Apesar dos esforcos para desvendar os
mecanismos envolvidos na patogénese da hipertensdo arterial, sua causa
permanece desconhecida em aproximadamente 95% dos pacientes, caracterizando
a hipertensdo priméria ou essencial, que em muitos casos € assintomética e é
diagnosticada incidentalmente no registro ou afericdo da presséo arterial. Alguns
casos se apresentam diretamente com sintomas de lesdo de 6rgdos como sintomas
de acidente vascular cerebral ou encefalopatia hipertensiva, dor toracica, falta de ar
e edema agudo de pulmé&o (12).

Existem varios mecanismos descritos para o desenvolvimento da hipertensao, que

incluem o aumento da absorcdo de sal, resultando em expansdo de volume,
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upregulation do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), aumento da
ativacdo do sistema nervoso simpatico, e disfungéo vascular. O estresse oxidativo é
um fator envolvido em todos esses processos e pode ser decorrente do excesso de
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), da diminui¢cdo na producéo de
oxido nitrico (NO) ou da reducao das vias antioxidantes nos sistemas cardiovascular
e renal (13-16).

1.2Endotélio vascular

O endotélio, descrito pela primeira vez h4 mais de 100 anos como uma barreira
anatbmica inerte entre o sangue e a parede do vaso, € agora reconhecido como um
orgao dinamico com funcdes secretoras, sintéticas, metabdlicas e imunoldgicas.
Formando um revestimento continuo para cada vaso sangliineo no corpo, as células
endoteliais desempenham um papel obrigatorio na modulag¢do do ténus vascular e
da permeabilidade, angiogénese e na mediacdo de respostas hemostaticas,
inflamatorias e reparadoras a leséo local. Para cumprir esses papéis, o endotélio é
altamente dinamico, respondendo continuamente a mudancas espaciais e temporais
em estimulos mecénicos e bioquimicos. Essa responsividade é afetada através de
receptores por fatores de crescimento, lipoproteinas, produtos plaquetarios e
horménios circulantes, que regulam as alteragcbes na expressao de proteinas e
RNAm, proliferagdo e migragdo celular ou liberagdo de mediadores vasoativos e
inflamatorios (17-19).

Todas as células endoteliais vasculares tém uma origem embrionaria comum, mas
mostram uma heterogeneidade especifica dependendo do leito vascular, na
morfologia, funcdo, expressdo génica e protéica. Assim, o endotélio ndo deve ser
considerado como um tecido homogéneo, mas sim como um conglomerado de
populacdes distintas de células que compartiiham muitas funcées comuns, mas
também adaptadas para atender as demandas regionais. Além dessas variacdes
estruturais, a heterogeneidade endotelial também se manifesta em diferencas
regionais na liberagdo de mediadores vasoativos e inflamatorios, em resposta a
alteracdes no estresse de cisalhamento e hipoxia, e na expressdo de moléculas pro
e anticoagulantes. Por exemplo, a expressao endotelial do mediador pré-trombético

do fator von Willebrand (FVW) é uma funcao das células endoteliais encontradas em
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vasos de tamanho pequeno. Da mesma forma, a contribuicdo do 6xido nitrico (NO)
para a vasodilatacdo dependente do endotélio € muito maior nas artérias de grande
calibre em comparacdo com 0s pequenos vasos de resisténcia. Estas diferencas
bioquimicas e fenotipicas regionais entre as células endoteliais estendem-se a sua
susceptibilidade a lesdo em face de fatores de risco cardiovascular, como
hipercolesterolemia, diabetes e tabagismo e, portanto, influenciam a funcdo da
vasculatura tanto na salde quanto na doenca (20-23).

O endotélio vascular regula o tbnus vascular e estrutura em vasos de condutancia e
resisténcia através da liberacdo continua de uma variedade de mediadores
vasoativos autocrinos e paracrinos como 6xido nitrico (NO), espécies reativas de
oxigénio (ROS), endotelina-1 (ET-1), angiotensina (Ang) Il, fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF), prostaciclina (PGI2) e acidos epoxieicosatrienoicos
(EET) (24-25). E importante ressaltar que a posicdo do endotélio na parede do vaso
o torna um alvo primario para lesdes. Como mostrado na representacao
esquematica na Figura 1, tensdo de cisalhamento e acetilcolina (ACh), que é
comumente usada para avaliar a funcado endotelial, e outros agonistas especificos
como bradicinina, trombina e serotonina, causam aumento nos niveis de Ca™”
intracelular. Esse aumento no Ca™" ativa a sintetase endotelial do NO (eNOS), que
atua na L-arginina (L-arg), resultando na producdo de NO. Essa reagcao requer a
participacdo de cofatores, como a tetraidrobiopterina (BH4) e NADPH, que séo
criticos para o acoplamento da reducao do oxigénio molecular (O2) e a oxidacao de
L-arg, resultando na producdo de NO e L-citrulina. O NO difunde-se as células
musculares lisas vasculares subjacentes (CMLV), onde ativa a guanilil ciclase
solivel (GCs) para produzir guanosina monofosfato ciclico (GMPc) a partir do
trifosfato de guanosina (GTP) e induz uma diminui¢cdo no Ca*" intracelular seguida
de relaxamento das CMLV (26-28).
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Figura 1: Esquema representativo das possiveis vias bioquimicas para a producdo de NO e
de outras substancias vasoativas pelo endotélio em condi¢des fisiologicas (MEYRELLES et
al.,2011)

Sendo assim, o endotélio € um importante regulador do ténus vascular. As células
endoteliais produzem um grande numero de substancias vasoativas, das quais o NO
€ 0 mais importante na regulacdo da PA. O NO é continuamente liberado pelas
células endoteliais em resposta a tensdo de cisalhamento induzida pelo fluxo,
levando ao relaxamento do musculo liso vascular . A interrupgéo da producdo de NO
via inibicdo da NO sintase endotelial (eNOS) causa elevagao da PA e constitui como
uma das principais causas no desenvolvimento de hipertensdo em animais e

humanos (28).
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1.3Disfuncao endotelial na Hipertensao arterial

O endotélio pode ser considerado como um 6rgdo enddcrino, capaz de promover
sintese e liberacdo de fatores metabolicamente ativos, e que participam da
regulacdo do tbnus vascular. Também atua na manutencdo da homeostase, na
participacdo de respostas inflamatorias e imunologicas, agregacdo plaquetaria e
regulacdo do crescimento vascular e na via de substancias coagulantes e
anticoagulantes. Sendo assim, o endotélio atua de modo relevante no controle do
tbnus vascular e da resisténcia vascular periférica, a partir da liberacdo de
substancias vasoativas. Alteragfes na sintese desses fatores podem interferir na
génese e/ou manutencdo da hipertensao arterial. Alteragbes na funcédo endotelial
como, por exemplo: diminuicdo de fatores vasodilatadores e aumento da sintese de
fatores vasoconstritores, podem promover elevacdo da resisténcia vascular e,
consequentemente, da presséo arterial (19, 29,30).

A disfuncdo endotelial pode ser definida como um desequilibrio entre fatores
vasodilatadores e fatores constritores, pr6 e anticoagulantes e inibidores ou
promotores de crescimento. A funcdo endotelial € avaliada por estudos de
reatividade vascular realizados em diferentes tipos vasculares. A abordagem
classica € estimular a producdo de 6xido nitrico por meio de curvas concentracao-
resposta a acetilcolina, metacolina, bradicinina e substancia P (26).

Fatores de risco para eventos cardiovasculares como, diabetes mellitus,
aterosclerose e hipertenséao estdo associados com aumento de ERO’s ou aumento
do estresse oxidativo. O aumento do estresse oxidativo é considerado como um dos
principais mecanismos envolvidos na patogénese da disfuncdo endotelial. Varios
sistemas enzimaticos, incluindo NADPH oxidase, xantina oxidase e ciclooxigenase,
bem como diminuicdo da atividade da superéxido dismutase, geram espécies
reativas de oxigénio, como o superoxido. O excesso de anions superoxido se liga ao
NO, diminuindo a biodisponibilidade do NO e gerando o peroxinitrito, o qual é
oxidante proé-inflamatério. A disfungédo endotelial de grandes vasos em animais SHR
e em outras doencas cardiovasculares tem sido atribuida a diminuicdo na producao
de NO pela eNOS, e producdo excessiva de EROs vasculares, onde « O2 - reage
com NO, resultando na formagao de *ONOO- (peroxinitrito) (31-34) (figura 2).
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Figura 2: Esquema representativo das possiveis vias bioquimicas para a producao de NO e

de outras substancias vasoativas na disfuncdo endotelial (MEYRELLES et al.,2011)
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1.4Estresse oxidativo e Hipertensao arterial

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo metabdlitos de oxigénio que podem
retirar os elétrons de outras moléculas (oxidar), doar elétrons a moléculas (reduzir)
ou reagir e se tornar parte de moléculas (isto €, modificacdo oxidativa). Muitas EROs
possuem um elétron desemparelhado em seu orbital externo e s&o, portanto,
radicais. Um radical particularmente importante para a biologia cardiovascular € o
superéxido (0O2-), que é formado pela reducdo de oxigénio por um elétron. O
superoxido (O2-) é importante porque pode servir tanto como oxidante quanto como
redutor em sistemas bioldgicos e é um progenitor para outras EROs. Outros radicais
incluem o radical hidroxila (HO), o radical peréxido lipidico (LOO) e os radicais alcoxi
(LO) (34,35). Outras moléculas, incluindo peroxinitrito (ONOO), acido hipocloroso
(HOCI) e peroxido de hidrogénio (H202) ndo sao radicais, mas tém fortes
propriedades oxidantes e, portanto, sdo incluidas como ROS. Outro grupo relevante
de moléculas sédo as espécies reativas de nitrogénio (RNS), incluindo o 6xido nitrico
(NO) e o radical dioxido de nitrogénio (NO2). O peroxinitrito (*ONOO-) é considerado
tanto um ROS como um RNS e é formado pela reacdo entre O2 e NO. RNS séo
importantes, porque muitas vezes reagem e modificam proteinas e outras estruturas
celulares e alteram a funcédo desses alvos. As principais fontes de ROS incluem
NADPH oxidase, xantina oxidase, citocromo P450, oxido nitrico sintase endotelial
sintase (enzima eNOS produz O2- em vez de NO), mieloperoxidases e
lipoxigenases. Na figura 3 € mostrada a formacao de algumas ROS e suas principais
fontes (36-38).
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Figura 3. Vias de producdo de ROS em células de mamiferos. Sdo mostradas enzimas
consideradas importantes na hipertensao, que podem doar elétrons ao oxigénio para formar
superoéxido (02°). H202 também pode ser formado pela a¢do da (SOD) sobre o superéxido
(O2-) e é ainda reduzido a agua por catalase ou glutationa peroxidases (Gpx). O2- e H202
podem sofrer reacdes com metais de transicdo para formar OH. H202, perdxido de
hidrogénio; OH, radical hidroxilo; SOD, superéxido dismutase.

O estresse oxidativo é originado por uma alteracdo no equilibrio da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e mecanismos de defesa antioxidante.
Concentracbes homeostéticas de EROs desempenham um papel crucial como
mensageiros secundarios em muitas vias de sinalizacdo intracelular, tanto em
respostas imunes inatas quanto adaptativas. O problema ocorre quando a
biodisponibilidade de EROs supera as defesas antioxidantes. Nessas condicdes, as
ERO’S agem como agentes destrutivos que afetam proteinas, lipidios e DNA,
levando a danos celulares, lesdes teciduais e inflamagéo (39).

O estresse oxidativo tem sido associado a patogénese de varios distUrbios crbnicos,
como doencgas neurodegenerativas, diabetes, hipercolesterolemia e aterosclerose, e
€ um fator patogénico contributivo nos disturbios relacionados a hipertensdo. Além
disso, o0 estresse oxidativo vascular € uma das principais causas de doencas
cardiovasculares, associado a vasoconstricao, remodelamento vascular, inflamacéo

e fibrose, e a protecao celular insuficiente contra o estresse oxidativo tem sido



28

descrita como um fator importante para o desenvolvimento de doencas vasculares
(40-42).

Uma vasta producdo literaria demonstrou que a geracao excessiva de ROS contribui
para a hipertensédo e que a diminuicdo de ROS diminui a pressédo sanguinea. Além
do mais, ha ampla evidéncia sugerindo que a NADPH oxidase é a principal fonte de
estresse oxidativo na hiprtenséo, e sua atividade e expressao sao upregulados por
estimulos hipertensivos. Apesar das evidéncias substanciais de que o estresse
oxidativo contribui para a hipertenséo, ndo ha uma compreenséao clara de como isso
acontece. A hipertensdo esta associada ao aumento da formacdo de EROs em
multiplos érgaos, incluindo o cérebro, a vasculatura e o rim, os quais podem
contribuir para a hipertenséo (43-45).

Talvez o alvo mais estudado de lesdo oxidativa na hipertenséo seja a vasculatura, e
principal fonte de O2° em vasos € a NADPH oxidase. O aumento da producéo
vascular de O2 é, em grande parte, responsavel pela reducdo da vasodilatacdo
dependente do endotélio. A eliminacdo de O2  com a utilizacdo de miméticos da
SOD melhora notavelmente a vasodilatacdo dependente do endotélio em vasos de
animais hipertensos, enquanto que tem efeitos minimos na vasculatura de animais
saudaveis. Além do mais, a administracdo intra-arterial de grandes quantidades de
vitamina C melhora a vasodilatagdo causada pela acetilcolina, e em outro
determinado estudo realizado por Nakazono e colaboradores foi mostrado que a
administragdo in bolus de uma forma modificada da enzima SOD reduziu
drasticamente a pressao arterial em ratos hipertensos, mostrando desta forma a
intima relacdo do estresse oxidativo com a disfuncdo endotelial na causa da

hipertenséo arterial (46-47).

1.5 Ciclooxigenases, prostandides e hipertensao arterial

Nas doencas cardiovasculares a disfuncdo endotelial € devida em parte a liberacao
de fatores contrateis derivados do endotélio que neutralizam o efeito vasodilatador
do oxido nitrico. As contracdes dependentes do endotélio envolvem a ativacdo de
ciclooxigenases endoteliais e a liberacdo de varios prostanoides, que ativam 0s

receptores de tromboxano (TP) do musculo liso vascular subjacente. A estimulacao
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dos receptores de TP provoca ndo apenas a contracdo e a proliferacdo de células
musculares lisas vasculares, mas também diversas reacbes fisiologicas/
fisiopatoldgicas, incluindo agregacdo plaquetaria e ativacdo de respostas pro-
oxidantes e inflamatorias endoteliais (48-50).

Dentre os fatores contréateis liberados pelo endotélio, as prostaglandinas sdo as mais
Importantesxigenases, lipoxigenases e monooxigenases do citocromo P450. A
primeira ciclooxigenase (COX-1) foi purificada em 1976 e subsequentemente
clonada em 1988. E geralmente assumido que a COX-1, na maioria dos tecidos, é
expressa constitutivamente, enquanto a COX-2 é induzida principalmente em locais
de inflamacgédo (52). No entanto, a COX-2 também é expressa constitutivamente em
varios Orgaos e tipos de células, incluindo as células endoteliais, onde sua
expressao é regulada pelo estresse de cisalhamento. Na parede vascular, ambas as
células musculares lisas endoteliais e vasculares contém COXs; Na aorta de rato,
onde ambas as isoformas das COXs séo detectadas, a quantidade de transcritos da
COX-2 nas células endoteliais e do musculo liso é claramente menor do que a da
COX-1. No entanto, em humanos, varias evidéncias indicam que, embora a COX-2
seja a contribuinte predominante na geracéo sistémica de prostaciclina, a COX-1
endotelial, tanto em vasos sanglineos saudaveis quanto doentes, parece ser
também uma importante fonte de prostaglandinas vasculares. Varios eicosanodides
biologicamente ativos sdo formados, através da acdo de um conjunto de sintases,
PGD, PGE, PGF, PGl e tromboxane sintases. Estas prostaglandinas entéo
interagem com receptores transmembrana especificos acoplados a proteina G, que
sao classificados em cinco subtipos de receptores DP, EP, FP, IP e TP em funcao
de sua sensibilidade aos cinco prostanoides primarios, prostanglandinas D2, E2,
F2a, 12 (prostaciclina) e tromboxano A2, respectivamente. A estimulacdo dos
receptores TP desencadeia diversas respostas fisiologicas/fisiopatoldgicas, incluindo
agregacdo plaquetaria e contracdo do mausculo liso. Além disso, a ativacdo de
receptores TP endoteliais promove a ativacdo de enzimas oxidantes como NADPH
Oxidase. Embora o tromboxano A2 seja o ligante fisiol6gico preferencial do receptor
TP, a PGH2 e as outras prostaglandinas, em diferentes graus de afinidade, também
podem ativar esse receptor. A prostaciclina é um potente inibidor da adeséo de
plaguetas a superficie das células endoteliais e da agregacdo plaquetéaria, e é
geralmente descrita como um vasodilatador derivado do endotélio, portanto,

exercendo efeitos contrarios ao do tromboxano A2. Porém em concentracdes
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elevadas, a prostaciclina pode se ligar ao receptor TP e exercer efeitos da via do
tromboxano A2 (53-58).

Em aortas de SHR, a COX-1 é a enzima preponderante envolvida na geracdo de
fatores contrateis derivados do endotélio, uma vez que as contracdes dependentes
do endotélio sdo bloqueadas por inibidores especificos da COX-1 e minimamente
afetadas por inibidores especificos da COX-2. De fato, células endoteliais da aorta
de varias espécies expressam preferencialmente COX-1 ao invés da COX-2 e, em
células endoteliais de SHR, o RNAmM e a expressdo proteica da COX-1 sédo
aumentados quando comparados ao de animais WKY. Além disso, a COX também
esta envolvida na producdo endotelial de espécies reativas de oxigénio, as quais
contribuem com a diminuicdo da biodisponibilidade de NO e ativam a COX. Isso
pode envolver uma retroalimentacéo positiva nas células endoteliais, ativando ainda
mais a COX e, como as espécies reativas de oxigénio se difundem para as células
do mdusculo liso vascular, elas podem estimular também a COX nas células
musculares lisas e produzir mais prostanoides contrateis. Somado a isso, as
espécies reativas de oxigénio geradas pela ativacdo dos préprios receptores TP,
aumentam a estabilidade e a densidade dos receptores TP funcionais ha membrana
celular. Assim, enquanto os receptores TP ativados estdo sendo internalizados e
degradados, uma via inversa dependente de espécies de oxigénio induz a
biogénese aumentada de novos receptores TP. A ativacdo desse mecanismo de
feedback positivo pode estar por trds da expressdo aumentada destes receptores
observada em doencas cardiovasculares. Finalmente, os receptores TP também sao
expressos em células endoteliais e sua estimulacdo pode promover a inibicdo da
producdo de NO. Esta relacdo dos receptores de tromboxano com as espécies
reativas de oxigénio associada a uma diminuicdo da producdo de NO, alterando
ainda mais o desequilibrio entre fatores de relaxamento e contracéo e exacerbando
a disfuncdo endotelial, sugere que estes receptores desempenham papel

fundamental nas doencas cardiovasculares (59-63).

1.6Inibidores da fosfodiesterase- 5 na hipertenséo arterial

Diversos estudos demonstraram que os inibidores da PDE5S podem exercer efeitos

sistémicos, além de efeitos benéficos pulmonares e na disfuncéo erétil. A descoberta
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de que o sildenafil promove melhora na via de sinalizagdo NO / GMP por inibir a
degradacdo do GMPc nas células musculares vasculares resultou em um numero
crescente de estudos focados em possiveis efeitos benéficos extras- sexuais do
sildenafil. Alguns estudos ja demonstraram anteriormente que o sildenafil pode inibir
a atividade da NADPH oxidase e, consequentemente, diminuir a formagéao de O2 na
vasculatura de modelos de doenca cardiovascular, como na aterosclerose e na
hipertenséo renovascular (41,64). A importancia fisioldgica da PDE5 na regulacéo do
tdbnus do mausculo liso tem sido demonstrada em estudos clinicos que utilizavam
inibidores especificos desta enzima no tratamento da disfuncdo erétil e
remodelamento vascular. Estudos recentes em nosso laboratério demonstraram que
o tratamento com sildenafil foi capaz de promover melhora no relaxamento vascular
além de diminuir o dano no DNA de animais aterosclerdticos e com hipertenséo
renovascular 2R1C (64-65).

Portanto, mediante o exposto, este estudo tem como proposta investigar a eficacia
do inibidor da fosfodiesterase-5, sildenafil, na funcdo vascular (relaxamento e
contracdo) utilizando o modelo de hipertensdo espontanea (SHR) e,
consequentemente avaliar se este tratamento € capaz de reduzir os danos
provocados pelo aumento do estresse oxidativo e promover melhora da fungao

endotelial, e quais 0s possiveis mecanismos por tras da melhora.
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a hipertenséo arterial (HA) é uma condicdo clinica com alta incidéncia
na populacdo, sendo capaz de promover reducdo da qualidade de vida e gerar
custos elevados para o sistema de saude. Assim como em outras doengas
cardiovasculares, a HA estd associada a disfungcdo endotelial e vascular. A
disfuncé@o endotelial na hipertenséo leva ao desequilibrio da producéo/liberacdo dos
fatores contrateis e relaxantes, provoca diminuicdo da geracdo de Oxido
nitrico/aumento das espécies reativas de oxigénio e promove aumentando do ténus
vascular. Estudos na area vascular com o intuito de melhor entender os mecanismos
por tras da disfuncédo endotelial em doencas cardiovasculares sdo necessarios para
a producao de novos tratamentos. Estudos recentes em nosso e em outros
laboratorios demonstraram que o inibidor da PDE-5, sildenafil, € capaz de promover
melhora na funcdo vascular de diversos modelos de doenga cardiovascular
(aterosclerose, diabetes, hipertensédo renovascular no 2 rins e 1 clipe, hipertensao
essencial no SHR). Contudo, poucos estudos foram realizados no modelo SHR com
o intuito de investigar os efeitos vasculares do sildenafil na disfuncdo vascular do
SHR.
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com sildenafil nas alteracdes vasculares observadas
no modelo de hipertenséo essencial, SHR.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do tratamento com sildenafil em ratos espontaneamente
hipertensos sobre os seguintes parametros:

1) Presséo arterial sistolica;

2) Reatividade vascular da aorta a fenilefrina e a acetilcolina;

3) Participacdo de ROS, do NO, das ciclooxigenases 1 e 2, e do receptor de
tormboxano nas respostas vasculares da aorta;

4) Estresse oxidativo:

o Producgao de <O, sistémica

o Produtos avancados de oxidagéo protéica (AOPP) no plasma;

o Capacidade antioxidante total (CAT)

5) Niveis de células progenitoras endoteliais

6) Morfometria vascular.

7) Arquitetura endotelial
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4.0 Materiais e méetodos
4.1 Animais experimentais

O presente estudo foi realizado em ratos SHR machos com 4 meses de idade e
Wistar pareados por idade, ambos mantidos na unidade de cuidados de animais da
Universidade Federal do Espirito Santo, Brasil. Os ratos foram aclimatados e
alojados em gaiolas plasticas individuais com temperatura controlada (22-23 ° C) e
ciclo claro-escuro (12:12 h) e foram alimentados com racéo padrao para roedores e
providos de agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as diretrizes para o cuidado e uso de animais de
laboratorio, conforme recomendado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
Experimentais (CEUA).

4.2 Grupos experimentais e tratamentos
Foram utilizados ratos SHR machos com 4 meses de idade e Wistar pareados por
idade. O grupo SHR tratado recebeu sildenafil na dose de 40 mg/Kg/dia. Os animais
veiculo e Wistar controle receberam agua. As doses foram administradas por

gavagem diariamente durante 3 semanas.

4.3 Andlise da pressao arterial sistélica (Plestismografia)

A andlise da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada por meio da pletismografia
de cauda, uma medida indireta de avaliacdo da presséo arterial sistélica (PAS). A
pletismografia de cauda foi realizada por meio da utilizacdo do pletismégrafo de
cauda (IITC Life Science— 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA), conectado a um
computador para armazenamento dos registros de pressdo. Foram realizadas as
medidas da PAS antes e logo apés o tratamento.

O registro da pressao foi realizado em animais acordados, em ambiente livre
de ruido e mantido sob-restricdo de movimento em um contentor de acrilico, com a
temperatura corporal mantida em aproximadamente 32°C, com auxilio de uma
manta aquecedora. Foram considerados valores obtidos em condicdo de auséncia

de movimentagdo espontdnea da cauda do animal, e utilizadas a média das 3
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tltimas medidas consecutivas. Os animais foram adaptados, durante trés dias antes

da mensuragao.

4.4 Estudo da funcao vascular

Para estudo da funcdo vascular de vasos de condutancia, utilizamos a aorta
segundo o protocolo de trabalhos anteriores realizados em nosso laboratorio.

Apos o final do tratamento os ratos foram eutanasiados e submetidos a
toracotomia; a aorta dos animais foi retirada cuidadosamente para avaliacdo da
funcdo vascular e colocada em placa de Petri contendo solucéao nutridora (NaCl 115
mM; KCI 4,7 mM; MgS0,4.7H,O 1,2 mM; CaCl,.H,O 2,5 mM; KH,PO, 1,2mM,;
NaHCO3; 25 mM; EDTA 0,1 mM; Glicose 11,10mM). Imediatamente, o tecido
conjuntivo foi cuidadosamente retirado e a aorta foi cortada em 3 anéis de
aproximadamente 3 milimetros cada. Em seguida, os anéis foram acoplados, por
meio do lumen vascular, a tridngulos de aco inoxidavel paralelamente. Em seguida,
foram acondicionados em cubas de vidro de 5 mL de volume, contendo a mesma
solucéo nutridora, que foi constantemente aerada por uma mistura carbogénica com
95% de O, e 5% de CO;, e mantida a 37°C com auxilio de um banho-maria com
circulacdo de agua. Um dos triangulos foi fixado a parede da cuba e o outro,
acoplado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica, conectado a um
sistema de aquisicdo de dados (MP 100, Biopac Systems, Califérnia, EUA). Desta
maneira, alteracdes no diametro vascular frente a adicdo de drogas vasoativas
foram captadas e enviadas a um computador.

A viabilidade dos anéis foi avaliada por meio de incubagdo com cloreto de
potassio (KCI) 125 Mm, durante 30 minutos, sendo esse o padrdo ouro para
avaliacdo de contracdo maxima vascular. Foram considerados viaveis 0s anéis cuja
contragcdo maxima atingiu, no minimo, o dobro do valor basal de tensdo que é 2,0
gramas.

Os protocolos de reatividade vascular foram executados por meio da
construgcdo de curvas concentragdo resposta a substancias vasoativas. Neste caso,
apos a estabilizacdo de 30 minutos, os vasos foram submetidos a doses crescentes
de fenilefrina (FE 10™° a 3x10™° M) ou acetilcolina (ach10™° a 3x10° M) , permitindo

0 registro da variacao de tensdo em funcéo do tempo.
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4.4.1 Participagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio

Para verificacdo da influéncia de ROS, produzidos pela NADPH oxidase na
resposta vasodilatadora dependente do endotélio, foi realizado o bloqueio dessa
enzima por 30 minutos com Apocinina (30uM), seguido da curva padréo,
concentracdo-resposta, de relaxamento com acetilcolina apos pré-contracdo com

fenilefrina.

4.4.2 Participacao do 6xido nitrico (NO) na resposta vasodilatadora dependente do
endotélio
Para avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora dependente do
endotélio, foi realizado - por um periodo de 30 minutos - o blogueio com N° — nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 1 pumol/L), um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico
sintase (NOS), seguido da curva padréo,concentracdo —resposta, de relaxamento

com acetilcolina apds pré-contracdo com fenilefrina.

4.4.3 Avaliagéo a producéo basal do 6xido nitrico (NO)

Para avaliar a producédo basal do NO, foi realizado - por um periodo de 30
minutos - o bloqueio com N° — nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 1 pmol/L), um
inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase (NOS). Posteriormente foi analisada a

diferenca de tdnus basal antes e apés o bloqueio.

4.4.4 Participacdo do GMPc na resposta vasodilatadora da aorta
Para avaliar a participacdo do GMPc na resposta vasodilatadora, foi realizado
uma curva padréo ,concentracdo —resposta, de relaxamento com sildenafil apos pré-

contracao com fenilefrina.
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4.4.5 Participacdo da proteina kinase G na resposta vasodilatadora da aorta
Para avaliar a participacdo do GMPc na resposta vasodilatadora, foi realizado
uma curva padrao ,concentracdo —resposta, de relaxamento com 8-Br-GMPc, apés

pré-contracao com fenilefrina.

4 .4.6 Participacao da proteina kinase A na resposta vasodilatadora da aorta
Para avaliar a participacdo do GMPc na resposta vasodilatadora, foi realizado
uma curva padrdo ,concentracao —resposta, de relaxamento com 8-Br-AMPc, apés

pré-contracdo com fenilefrina.

4.4.7 Avaliacdo da resposta contratil dependente do endotélio em aorta

Para avaliar a resposta contratil dependente do endotélio, foi realizado uma
curva concentracao —resposta a acetilcolina, sem pré-contragédo, apos o bloqueio da
NO sintase endotelial com L-NAME.

4.4.8 Participagdo dos prostandides vasoconstrictores da Ciclooxigenase 1 na

contratilidade vascular

Para verificacdo da influéncia dos produtos derivados da COX-1 na resposta
contratil dos vasos, foi realizado o bloqueio - por 30 minutos - com SC-560 (1

pmol/L), inibidor seletivo da COX-1, seguido da curva padrdo a fenilefrina.

4.4.9 Participacdo dos prostanodides vasoconstrictores da Ciclooxigenase 2 na

contratilidade vascular

Para verificacdo da influéncia dos produtos derivados da COX-2 na resposta
contratil dos vasos, foi realizado o blogueio - por 30 minutos - com ns-398 (1

pmol/L), inibidor seletivo da COX-2, seguido da curva padrdo a fenilefrina.
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4.4.10 Avaliacdo da ativacdo do receptor de Tromboxano A2 na resposta contratil

em anéis de aorta

Para avaliar se os prostanoides produzidos pelas COX-1 atuam através de
receptores de Tromboxano A2 (TXA2) e com isso altera a resposta contratil de anéis
de aorta, foi realizado, por um periodo de 30 minutos, o bloqueio com SQ-29548 (1
pmol/L), que € um antagonista do receptor de TXA2, seguido da curva padrdo com

fenilefrina.

4.5 Citbmetro de fluxo

4.5.1 Andlise da producgédo de espécies reativas de oxigénio
O conteudo intracitoplasmatico de O2e- foi determinado em sangue total, como descrito
anteriormente. O dihidroetideo é oxidado pelo superdxido a etideo, que é um composto que
emite fluorescéncia, a qual sera detectada por citometria de fluxo. Para realizacao do ensaio
as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS na concentracdo de 1x106 celulas/mL e
incubadas, no escuro, com DHE (160mM) por 30 minutos a 37°C. Para controle positivo, as
amostras foram incubadas 5 minutos com 10 uM doxorrubicina e para controle negativo as
amostras foram incubadas apenas com etanol. A aquisicdo de dados foi feita através do
citométro de fluxo (FACSCanto I, Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA). A analise dos
dados foi realizada com auxilio do software FACSDiva (Becton Dickinson, San Juan, CA) e a
sobreposicdo dos histogramas foram construidas usando o FCS Express software. Para
quantificagdo da fluorescéncia emitida pelo DHE, as amostras foram analisadas em
duplicata, sendo adquiridos 10.000 eventos por leitura, as células foram excitadas a 488 nM
e os sinais foram obtidos utilizando 585/42 e 530/30, respectivamente, e os dados foram

expressos em média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida (MFI).
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4.5.2 Quantificagcéo de células progenitoras endoteliais circulantes (CPE)

AplOs a coleta do sangue total e remocdo dos eritrocitos, as amostras foram
purificadas por sele¢do negativa com anticorpos monoclonais contra CD3e (cadeia
CD3 ¢), CD11b (cadeia Integrina aM), CD45R / B220, Ly-6G e Ly-6C (Grl), e TER-
119 / Células Eritréides (Ly-76) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) por 15 min
em gelo, para eliminar as células ndo comprometidas com a linhagem.
Posteriormente, as células foram magneticamente marcadas, e transferidas para
uma coluna BD IMagnet (BD), e a fragdo cellular depletada (Lin-) foi
cuidadosamente coletada e analisada por citometria de fluxo para quantificacdo da
CPE circulante. As aliquotas de células (1 x 106 culas / mL de PBS) foram coradas
para imunofenotipagem de CPE utilizando CD117-PECy7 anti-rato e CD31-APC
(BD) durante 20 min no escuro. De cada amostra, 100.000 eventos foram adquiridos
(FACS Canto Il, BD Bioscience) e processados usando o software FACS Diva
(Becton-Dickinson, BD, CA, EUA). As CPE circulantes foram definidas como células
duplamente positivas e Lin negativa, CD117 / CD31- (Lin—/CD117 +/ CD31 +).

4.6 Capacidade antioxidante total (TAC)
O TAC foi medido pelo método DPPH (Brand-williams et al., 1995) que é baseado na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- pirilhidrazila) por antioxidantes, produzindo

uma diminuicdo da absorbancia a 515 nm.

4.7 Determinacédo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica da aorta foi determinada utilizando o0 ensaio
espectrofotométrico de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS)
baseado na reagdo entre malondialdeido (MDA) e &cido tiobarbitarico (TBA).
Resumidamente, 50 uyL de plasma foram diluidos com 125 pyL de acido
tricloroacético a 17,5% e 125 uL de TBA a 0,6%. Apds serem agitados e vortexados,
os tubos foram fervidos por 30 min e resfriados em gelo antes de serem diluidos

com 125 uL de acido tricloroacético a 70%. As amostras foram entédo centrifugadas,



43

e a fase superior foi lida a 532 nm usando um espectrofotometro, sendo esse
parametro quantificado como nmol de MDA / mg de proteina.

4.8 Determinacao de Nitrito e Nitrato

A producao de NO foi avaliada pela quantidade de de nitrito acumulado no plasma
usando o ensaio colorimétrico de Griess. Em resumo, 100 uL de padrbes
plasméticos ou nitritos (diluicdes seriadas de NaNO2 em meio ndo condicionado;
SigmaAldrich, St. Louis, MO) foram misturados com 100 uL de reagente de Griess,
contendo 50 yL de sulfanilamida a 1% e 50 pL de 0,1. Di-hidrocloreto de natftiletileno-
diamina (Sigma) em H3PO4 2,5 M para medicdo de nitrito. A absorvancia foi medida
a 540 nm.

4.9 Determinacdo dos metabdlitos urindrios de tromboxano A2 (TXA2) e

prostaciclina (PGI2)

Para quantificacdo dos metabdlitos urinarios de tromboxano A2 (Tromboxano B2)
B2 ELISA Kit e metabdlito urinario de prostaciclina (Prostaglandina F2a)
foramutilizados kit de ELISA da Cayman, Thromboxane B2 ELISA Kit (Item n°
501020) e Prostaglandin F2a ELISA Kit (Item n° 516011), respectivamente.Urinas de
24 foram utilizadas, obtidas por meio do usp das gaiolas metabdlicas.

4.10 Analises morfoldgica do vaso

Para andlise morfologica dos vasos, os animais foram submetidos a perfuséo
com solucdo fixadora contendo paraformaldeido (2%), glutaraldeido (2,5%) em
tampéo cacodilato (0,1 M, pH 7,2). Apos a perfusdo dos animais, as aortas foram
retiradas. Imediatamente, o0 excesso de tecido conjuntivo foi cuidadosamente
removido; e as aortas mantidas na solucdo fixadora por mais 24 horas, sendo

posteriormente processadas para avaliagdo da area de seccao transversa.
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4.10.1 Verificagdo da &rea de seccao transversa da aorta

Apés o periodo de fixacdo, as artérias aortas foram emblocadas em parafina e
obtidas sec¢des com 5 um de espessura. Apés realizacdo dos cortes e fixadas a
laminas, as amostras foram coradas com picrosirius; e as imagens capturadas com
uma camera de video (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Alemanha), utilizando objetivas
de 10x e 40x para aorta. Para a analise morfométrica, foi utilizada a ferramenta
“Freehand selections” do software Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
USA). Para verificacdo da parede do vaso, foi medida a area da camada intima e
meédia e verificamos se houve aumento da parede do vaso pelo calculo da diferenca
entre a area do vaso e a area do lumen (area camadas média/intima + [Umen - area
lamen).

4.10.2 Observacgdo da superficie endotelial

Apébs o periodo de fixacdo, as aortas foram lavadas em tampéo cacodilato (0,1 M,
~pH 7,2) e posteriormente foram mantidas em uma solucao de pés fixagcdo contendo
tampéo cacodilato (0,1M), tetréxido de 6smio (1,0%) e ferrocianeto de potassio
(1,25%), durante 1 hora. ApOs esse periodo, o tecido foi lavado com tampéo
cacodilato (0,1 M) e com agua destilada. As artérias foram cortadas de modo que
houvesse exposicdo da superficie endotelial e, em seguida, passaram por processo
de desidratacdo em etanol, utilizando diferentes concentracdes (30, 50, 70,
90,100%), apds periodo de desidratacdo foram processadas no ponto critico, em
que a sdo submetidos ao processo de secagem com CO,. Apds secagem de todo
material, uma camada de ouro de 10 nm foi evaporada na superficie tecidual. Para
obtencdo das imagens utilizamos um microscopio eletrénico de varredura (Jeol,
JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). As imagens das artérias foram obtidas com um
aumento de x600.

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os

resultados de reatividade vascular obtidos da aorta das curvas concentragéo-
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resposta a fenilefrina e acetilcolina foram expressos como % de contracdo em
relacdo a resposta maxima de contracdo ao KCI e porcentagem de relaxamento,
respectivamente. Foi realizado ANOVA de uma via, completamente randomizada,
exceto na analise temporal da PA e na comparacdo das curvas com FE e Ach na
aorta, em que, a ANOVA utilizada foi de duas vias para medidas repetidas. Seguido
teste de post-hoc de Tukey. Utilizamos o software de bioestatistica Prima 8.0. Os

valores foram considerados significativos quando p<0,05.



RESULTADOS
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5.0 Resultados

5.1 Efeitos do tratamento com sildenafil na presséo arterial sistélica de
animais espontaneamente hipertensos.

Conforme esperado e demonstrado na literatura, animais SHR apresentaram
elevados niveis de pressao arterial sistélica (variando de 190 a 200 mmHg) em
comparacdo com o0s ratos Wistar,que apresentavam valores de 98 a 102 mmHg
(Figura 4). A administracdo de sildenafil por trés semanas provocou queda
significativa neste parametro, ou seja, o tratamento com sildenafil foi capaz de

reduzir a PAS dos animais hipertensos em aproximadamente 15%.
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Figura 4. Analise do efeito do tratamento com sildenafil sobre a pressao arterial
sistélica (PAS) em animais SHR. Os valores estdo expressos como média + EPM.
*p<0,05 vs. Grupo antes do tratamento, ANOVA uma via.

5.2 Efeitos do sildenafil na vasoconstric¢céo e na vasodilatagéo

O aumento da resposta contratil a fenilefrina em aortas de animais SHR
(Fig. 5 A),confirmou nossa hipotese que a disfuncdo endotelial em vasos de

condutancia deste modelo de hipertenséo inclui o desbalanco entre componentes
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vasodilatadores e vasoconstrictores. Ao analisarmos a area abaixo da curva (AUC),
podemos observar que o grupo SHR exibiu um aumento neste parametro (35 %) e
aumento na resposta maxima (30%) a fenilefrina comparado ao grupo Wistar
controle, e o tratamento com sildenafil foi capaz de normalizar todos estes
parametros. A Fig. 5B sumariza os resultados do relaxamento vascular induzido por
acetilcolina em anéis adrticos dos grupos SHR e Wistar. Como mostrado no grafico,
o grupo SHR exibiu um deslocamento para a direita e para cima na curva
concentracdo-resposta a acetilcolina quando comparado com animais Wistar
controle (p<0,05 vs. Wistar), indicando um comprometimento da fungcdo endotelial
nos animais hipertensos. Em contraste, o relaxamento induzido por acetilcolina foi
parcialmente restaurado nos SHR tratados com sildenafil. Na tabela abaixo podemos
observar que animais SHR exibiram uma diminuicdo significativa na eficacia (Rmax:
~ 30%, p <0,05) e area abaixo da curva (~ 100 u.a.) no relaxamento dependente do
endotélio, quando comparado com ao grupo controle Wistar, e o tratamento com
sildenafil foi capaz de melhorar esses parametros (Rmax: ~ 60% e AUC: ~ 229 au p

<0,05) como demonstrado na tabela abaixo (Fig. 5 B).
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Figura 5. O efeito do tratamento com sildenafil na vasoconstricdo e vasodilatacdo em
aortas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Curva concentracdo-resposta de
relaxamento induzido por acetilcolina (A) em anéis aérticos de Wistar e SHR tratados com
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sildenafil ou veiculo, e curva dose-resposta de contracdo induzida por fenilefrina (B) em
anéis aorticos de Wistar e SHR tratados com sildenafil ou veiculo. As tabelas abaixo (1) dos
graficos mostram a resposta maxima, a diferenga na area sob a curva e a sensibilidade, das
curvas de fenilefrina e acetilcolina. Os valores sdo médias + EPM (n = 5-6 animais por
grupo). *p <0,05 vs. grupo controle Wistar Controle, #p <0,05 vs. SHR. [ANOVA 2 vias para
medidas repetidas (graficos) ou ANOVA uma via (tabelas)].

5.3 Mecanismos de disfuncdo vascular no SHR: o papel do 6xido

nitrico

Para avaliar a participagdo do NO na resposta vasodilatadora
dependente do endotélio, anéis aorticos foram incubados com L-NAME antes das
curvas concentracao-resposta de ACh. Em todos os grupos, o L-NAME bloqueou a
resposta vasodilatadora desencadeada pela ACh (Figura 6A). Além disso, a andlise
da resposta maxima e da diferenca das areas abaixo da curva (A AUC) revelou que
a participacdo do NO na resposta de relaxamento a ACh foi significativamente
reduzida nos animais SHR nao tratados quando comparados ao Wistar Controle (-
70% e -65%, respectivamente p<0,05 ) e o tratamento com sildenafil foi capaz de
promover uma melhora no relaxamento induzido por ACh em SHR quando
comparado a SHR néo tratado (+41% e + 50% p <0,05).
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Figura 6. Efeito do sildenafil na biodisponibilidade de 6xido nitrico de ratos
espontaneamente hipertensos. (A) Curva concentracdo-resposta a acetilcolina apds o
blogueio da NO sintase endotelial com L-NAME. Os graficos de barras mostram a resposta
maxima (B), A AUC (C) e sensibilidade (D), a partir das curvas de acetilcolina. Os valores
estdo expressos como médias + EPM (n = 5-6 animais por grupo). * p <0,05 vs. Wistar
Controle, #p <0,05 vs. SHR e $ p <0,05 vs. os respectivos controles sem L-NAME. [ANOVA
2 vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.4 Analises da biodisponibilidade de o6xido nitrico vascular e

plasmatico

Para avaliar a producao basal de NO pelo endotélio, anéis adrticos foram
incubados com L-NAME por 20 minutos e o delta de tensao basal foi medido antes e
apos o bloqueio. Em todos os grupos, o L-NAME promoveu aumento da tensdo
basal (Figura 7A), porém a magnitude do aumento no grupo SHR néo tratado foi
menor em comparagdo com controle Wistar (-65%, p <0,05) e o grupo hipertenso
tratado com sildenafil obteve melhora neste parametro quando comparado a SHR
nao tratado (+ 53% p <0,05) . A Figura 7B mostra os valores médios de nitrito, um
metabdlito estavel do 6xido nitrico, determinado pelo ensaio Griess em cada um dos
trés grupos de animais. O SHR néo tratado apresentou diminuicdo (18%, p <0,05) no
nitrito plasmatico comparado ao grupo controle Wistar e o tratamento com sildenafil

normalizou os niveis de nitrito plasmatico.
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Figura 7. Contribuicdo do sildenafil na biodisponibilidade do 6xido nitrico em SHR.
Aumento da forga méaxima (AEmax) induzida por 100 uM L-NAME (A). Niveis de nitrito, um
metabolito estavel de 6xido nitrico (B). Os valores sdo expresso como médias + EPM. *p
<0,05 vs. Wistar e #p <0,05 vs. ANOVA 1 via.
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5.5 Mecanismos de disfuncdo vascular no SHR: o papel do

estresse oxidativo

A participagado das ERO’s na resposta de relaxamento a ACh foi avaliada
pela incubacdo dos anéis aorticos com apocinina, um inibidor da NADPH Oxidase.
N&o observamos alteracfes significativas na reatividade vascular apés o bloqueio
com apocinina nos animais Wistar, indicando que as ERO’s podem né&o participar
dessas respostas (Figura 8A). No entanto, a apocinina aumentou significativamente
a resposta maxima e o A AUC para ACh em aortas de SHR néo tratados (Figura 8B
e C). Em SHR tratados com sildenafil, ndo observamos alteracfes significativas na

vasodilatacao induzida por ACh na presenca de apocinina.
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Figura 8. Contribuicdo das espécies reativas de oxigénio derivadas da NADPH
oxidase sobre a funcéo endotelial e o efeito do sildenafil. (A) Curva concentragcédo-
resposta a acetilcolina ap6s o bloqueio da NADPH Oxidase com apocinina. Os gréficos em
barras mostram a resposta maxima (B), A AUC (C) e sensibilidade (D), a partir das curvas
de acetilcolina. Os valores estdo expressos como médias + EPM (n = 5-6 animais por
grupo). * p <0,05 vs. Wistar Controle, #p <0,05 vs. SHR e $ p <0,05 vs. 0s respectivos
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controles sem L-NAME. [ANOVA 2 vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e
D)].

5.6 Capacidade antioxidante total plasmatica e peroxidacao lipidica

da aorta

A capacidade antioxidante total (CAT) plasmética foi realizada utilizando o
método DPPH. A Figura 9A mostra os valores médios de percentagem da atividade
antioxidante em relacdo ao grupo controle Wistar. Podemos observar que o grupo
SHR néo tratado ndo exibiu diferengca na atividade antioxidante plasmética em
comparacdo com o controle Wistar, e o tratamento com sildenafil causou aumento
significativo na capacidade antioxidante total plasmatica em comparacdo com o
controle Wistar (+ 20%, p <0,05). Os dados do ensaio de peroxidacdo lipidica da
aorta determinado através da reacdo do malondialdeido com &cido tiobarbitarico
(TBARS) estdo resumidos na Fig. 9B. TBARS foi significativamente aumentado no
SHR comparado com o Wistar (110 vs 65 nmol MDA / mg proteina, p <0,05). Em
contraste, SHR tratado com sildenafil exibiu valores normais de TBARS (70 nmol

MDA / mg de proteina).
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Figura 9. Efeitos do tratamento com sildenafil na capacidade antioxidante total (CAT)
plasmaticA e na peroxidacéo lipidica da aorta. (A) Porcentagem de atividade antioxidante
em relacdo ao grupo Wistar controle . (B) Niveis de MDA mensurados pelo método de
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TBARS. Os valores séo expressos como média £+ EPM (n = 5-6 animais por grupo). *p <0,05
vs. Wistar e #p <0,05 vs. SHR.ANOVA 1 via.

5.7 Determinacéao dos niveis de *O2 em células de sangue total

Na figura 10 observamos que os animais hipertensos apresentam um aumento da
intensidade de fluorescéncia ao DHE em células de sangue total em comparacao as células
do grupo controle Wistar (cerca de 10 vezes mais) e o tratamento com sildenafil promoveu
uma reducdo sistémica nos niveis de superoxido. Estes dados mostram o aumento da
producdo de ERO’s levando ao estresse oxidativo em células de aorta de animais
hipertensos e o tratamento com sildenafil foi capaz de promover uma diminuicdo das ERO’s,

e conseguentemente diminuir o estresse oxidativo nesses animais
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Figura 10. Avaliagcao da produgcdo ROS (02 -), em células de sangue total, pela
intensidade de fluorescéncia, emitida pelo DHE por citometria de fluxo. Os valores
foram expressos em média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de 1 via.
*p<0.05 vs.Wistar e #p<0.05 vs.SHR

5.8 Mecanismos de disfungcdo vascular no SHR: o papel da via do
GMPc

Para avaliar a participagcdo do GMPc nas respostas vasodilatadoras, anéis

aorticos foram submetidos a vasodilatagdo induzida pelo sildenafil. A Fig. 6 resume
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0s resultados obtidos. Como mostrado no grafico (Fig. 6A) e nos graficos de barras
(Fig. 6 B, C e D), o grupo SHR exibiu um deslocamento para a direita e para cima na
curva concentracao-resposta ao sildenafil quando comparado com animais controle
Wistar (Rmax: ~ 50%; AUC: ~ 200 vs. Rmax: ~ 90%; AUC: ~ 300 u.a. p<0,05),
indicando uma diminuicdo da resposta de relaxamento no grupo hipertenso. Em
contraste, a resposta de relaxamento induzida por GMPc foi completamente

restaurada no grupo SHR tratado com sildenafil (Rmax: ~ 80% e AUC: ~ 290 u.a.).
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Figura 11. Contribuicdo da via do GMPc para a disfuncédo vascular em SHR tratados
com sildenafil. (A) Curva concentracdo-resposta ao sildenafii em anéis de aorta com
endotélio intacto. Os graficos em barras mostram a resposta maxima (B), A AUC (C) e
sensibilidade (D), a partir das curvas de relaxamento ao sildenafil. Os valores sdo meédias *
EPM (n = 5-6 animais por grupo). * p <0,05 vs. Wistar controle, #p <0,05 vs. SHR. [ANOVA 2
vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.9 Mecanismos de disfuncéo vascular no SHR: o papel da via da PKG

Para avaliar a participacdo da PKG nas respostas vasodilatadoras, anéis
aorticos foram submetidos a relaxamentos induzidos por 8-Br-GMPc. A Fig. 8

resume o0s resultados do relaxamento induzido por Br-cGMP em anéis de aorta dos
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grupos SHR e Wistar. Como mostrado no gréfico 6A, o grupo SHR exibiu um desvio
para a direita e para cima na curva de concentragdo-resposta a Br-cGMP quando
comparado a animais Wistar controle (Rmax: ~ 40%; AUC ~ 230 au vs. Rmax: ~
90% e AUC: ~ 7 au, p <0,05), indicando uma reducao na resposta vasodilatadora, ao
contrario do grupo SHR tratado com sildenafil, que obteve restauracdo da resposta
vasodilatadora (Rmax: ~ 92 e AUC: 200 au).
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Figura 12. Contribuicdo da via da PKG para a disfungdo vascular em SHR tratados
com Sildenafil. O gréfico (A) mostra as mudangas na curva concentragéo-resposta ao 8-Br-
cGMP, um ativador da PKG. Os gréficos de barras mostram a resposta maxima, a diferenca
na area sob a curva e a sensibilidade (B, C e D), a partir da curva de relaxamento ao Br-
cGMP. Os valores sdo médias + SEM. * p <0,05 vs. Wistar e #p <0,05 vs. SHR [ANOVA 2
vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via(B, C e D)].

5.10 Mecanismos de disfung¢éo vascular no SHR: o papel da via da PKA

Para avaliar a participacdo da PKA na resposta vasodilatadora, anéis

aorticos foram submetidos a relaxamentos induzidos por 8-Br-cAMP, um ativador de
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PKA. A Fig. 9 resume os resultados do relaxamento induzido por Br-cAMP em anéis
aorticos dos grupos SHR e Wistar. Como mostrado nos gréficos, ndo foi observada
diferenga na curva concentracdo-resposta para o BrcAMP entre os trés grupos

experimentais.
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Figura 13. Contribuicdo da PKA para a disfungédo vascular em SHR tratados com
Sildenafil. O gréfico (A) mostra a curva concentragdo-resposta ao 8-Br-AMPc, um ativador
da PKA. Os graficos de barras mostram a resposta maxima, a diferenca na area sob a curva
e a sensibilidade (B, C e D), a partir da curva de relaxamento 8-Br-AMPc. Os valores sdo
médias £+ EPM. * p <0,05 vs. Wistar e #p <0,05 vs. SHR [ANOVA 2 vias para medidas
repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.11 Efeitos do sildenafil na resposta contratil dependente do

endotélio

Para avaliar as contracfes dependente do endotélio, anéis adrticos foram

incubados com L-NAME antes das curvas concentracao-resposta a acetilcolina sem
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pré-contracdo. A Fig. 14 resume os resultados da contracdo dependente do
endotélio induzida por acetilcolina em anéis adrticos dos grupos SHR e Wistar. Em
todos os grupos, o L-NAME bloqueou a resposta vasodilatadora desencadeada pela
via do NO e a acetilcolina provocou contracdes dependentes do endotélio em SHR,
mas ndo em animais Wistar controle. A analise da resposta maxima, A AUC e
sensibilidade revelaram que a participacao dos fatores de contragdo do endotélio na
resposta a acetilcolina foi significativamente aumentada nos SHR ndo tratados
qgquando comparados ao ao grupo controle wistar e o0 grupo tratado com sildenafil

obteve reducédo na contracdo induzida por acetilcolina.
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Figura 14. Avaliacao da resposta contrétil dependente do endotélio em animais SHR, e
o efeito do sildenafil (A) Curva concentracdo-resposta a acetilcolina, sem pré-contracao,
apos o bloqueio da NO sintase endotelial com L-NAME. Os graficos de barras mostram a
resposta maxima (B), A AUC (C) e sensibilidade (D), a partir das curvas de acetilcolina. Os
valores sdo médias + EPM (n = 5-6 animais por grupo). * p <0,05 vs. Wistar controle, #p
<0,05 vs. SHR. [ANOVA 2 vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].
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5.12 Mecanismos de disfuncdo vascular no SHR: o papel das
ciclooxigenases 1 e 2 na resposta contrétil

A participacdo dos prostanoides derivados da Cox-1/2 na resposta de
contracdo a phe foi avaliada pela incubacdo dos anéis adrticos com indometacina,
um inibidor inespecifico da ciclooxigenase. Como observado na figura 11A, nao
houve alteracdes significativas na reatividade vascular apds o bloqueio de
indometacina nos animais Wistar controle, por outro lado, indometacina diminuiu
significativamente a resposta maxima e A AUC a phe em aortas de SHR néo
tratados (Figura 11B,C e D) . No entanto, em SHR tratados com sildenafil, a
magnitude da reducdo da contracdo foi menor em comparacdo com o grupo SHR
nao tratado, demonstrando que o tratamento com sildenafil reduziu a participacéo de

prostanoides na contracao vascular a phe em aortas de animais hipertensos.
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Figura 15. Papel dos prostandides derivados da Cox1/2 na resposta contratil de
animais SHR, e o efeito do sildenafil. (A) Contracdo induzida por fenilefrina em anéis
aorticos de SHR-sildenafil comparados ao SHR néo tratado e Wistar controle apés o pré-
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bloqueio com indometacina. Os gréficos de barras mostram a resposta méaxima (B), A AUC
(C) e sensibilidade (D), a partir das curvas de fenilefrina. Os valores sdo expressos como
médias + EPM (n = 5-6 animais por grupo). #p <0,05 vs. 0s respectivos controles sem
indometacina e * p <0,05 vs. Wistar controle. [ANOVA 2 vias para medidas repetidas (A) ou
ANOVA 1via (B, C e D).

5.13 Mecanismos de disfuncdo vascular no SHR: o papel da

ciclooxigenase 1 na resposta contratil

A participacdo dos prostanoides derivados da Cox-1 na resposta de
contracdo a Phe foi avaliada pela incubacdo dos anéis adrticos com SC-560, um
inibidor especifico da cicloxigenase-1. Como observado na figura 12A, ndo houve
alteracOes significativas na reatividade vascular apos o bloqueio com SC-560 nos
animais wistar controle, por outro lado, o bloqueio da Cox-1 diminuiu
significativamente a resposta maxima e A AUC a Phe em aortas de SHR néo tratado
No entanto, em SHR tratados com sildenafil, a magnitude da reducdo da contragao
foi menor em comparagao com SHR néo tratado (Figura 12, B e C), demonstrando
gue o tratamento com sildenafil reduziu a participacdo dos prostanoides derivados

da Cox-1 na contracdo vascular a fenilefrina em aortas de animais hipertensos.

Wistar Controle SHR SHR Sildenafil

1504 -e- Controle
- SC-560 1507 - Controle 150 : :on;;nze
- Sc-660 -

]

100

2

3
]
3

50

% Contragéo (KCI)
@
o

% Contragio (KCI)
% Contraggo (KCI)

o
@
o (=]
*
(=]

12 10 8 6 4 12 10 8 6 4 12 10 8 6 4
Fenilefrina (- log moliL) Fenilefrina (- log mol/L) Fenilefrina (- log mol/L)

Hm Wistar Controle
B SHR
1 SHR Sildenafil

Controle ] SC-560 Controle SC-560

300
150 *

n
=]
=]

1004

* 8
50

Sensibilidade
(-log mol/L acetilcolina)

A AUC (a.u)
=y
o

-100-



60

(D), a partir das curvas de fenilefrina. Os valores séo expressos como médias + EPM (n = 5-
6 animais por grupo). #p <0,05 vs. os respectivos controles sem sc-560,* p <0,05 vs. Wistar
controle e $ p <0,05 vs. SHR [ANOVA 2 vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via
(B, C e D).

5.14 Mecanismos de disfungdo vascular no SHR: o papel da
ciclooxigenase 2 na resposta contrétil

A participacdo dos prostanoides derivados da Cox-2 na resposta de
contracdo a Phe foi avaliada pela incubacdo dos anéis adrticos com ns-398, um
inibidor especifico da cicloxigenase-2. Como observado na figura 17A, ap6s o
blogueio do NS-398 em animais Wistar, observou-se um pequeno aumento na
resposta de contracdo a fenilefrina, demonstrada pela analise da resposta maxima e
A AUC. Por outro lado, o bloqueio de Cox-2 diminuiu de forma significante a
resposta maxima e A AUC a Phe em aortas de SHR nao tratados (Figura 17A, B e
C). No entanto, em SHR tratados com sildenafil ndo foram observadas alteracdes

significativas na reatividade vascular apds o bloqueio de Cox-2.
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bloqueio com ns-398. Os graficos de barras mostram a resposta méaxima (B), A AUC (C) e
sensibilidade (D), a partir das curvas de fenilefrina. Os valores sdo expressos como médias
+ EPM (n = 5-6 animais por grupo). #p <0,05 vs. 0s respectivos controles sem ns-398, * p
<0,05 vs. Wistar controle e $ p <0,05 vs. SHR [ANOVA 2 vias para medidas repetidas (A)
ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.15 Mecanismos de disfun¢cdo vascular no SHR: o papel do
tromboxano A2 na resposta contratil

A participagdo do tromboxane A2 na resposta de contragdo a Phe foi
avaliada pela incubacéo de anéis adrticos com furegrelato, um inibidor especifico da
tromboxane sintetase. Apds o blogueio da tromboxane sintase nos trés grupos
animais, nao foram observadas alteracdes na reatividade vascular (apenas uma leve
tendéncia), demonstrando que o tromboxano A2 pode ndo estar envolvido na
hiperresponsividade vascular a fenilefrina em aortas de animais hipertensos, pelo

menos em aortas de SHR nessa idade.
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Figura 18. Papel do tromboxano A2 na resposta contratil de animais SHR, e o efeito
do sildenafil. (A) Contracdo induzida por fenilefrina em anéis aorticos de SHR-sildenafil
comparados ao SHR nao tratado e Wistar controle ap6s o pré-bloqueio com furegrelato, um
inibidor especifico da tromboxano A2 sintase. Os gréaficos de barras mostram a resposta
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maxima (B), A AUC (C) e sensibilidade (D), a partir das curvas de fenilefrina. Os valores séo
expressos como médias + EPM (n = 5-6 animais por grupo). #p <0,05 vs. 0s respectivos
controles sem furegrelato e * p <0,05 vs. Wistar controle. [ANOVA 2 vias para medidas
repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.16 Mecanismos de disfunc¢édo vascular no SHR: o papel do receptor

de tromboxano A2 na resposta contratil

A participacdo do receptor de tromboxane A2 (receptor TP) na resposta de
contracdo a Phe foi avaliada pela incubacédo dos anéis adrticos com SQ29548, um
antagonista especifico do receptor de tromboxane A2. Apds o bloqueio do receptor
TP em aorta de animais Wistar controle, ndo foram observadas alteracbes na
resposta vascular a fenilefrina. Por outro lado, o bloqueio do receptor TP diminuiu
significativamente a contragao a resposta maxima e A AUC a Phe em aortas de SHR
nao tratados (Figura 19A, B e C). No entanto, o grupo SHR tratado com sildenafil
ndo obteve alteracdes significativas na reatividade vascular apdés o blogueio do

receptor TP.
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mostram a resposta maxima (B), A AUC (C) e sensibilidade (D), a partir das curvas de
fenilefrina. Os valores sao expressos como médias £+ EPM (n = 5-6 animais por grupo). #p
<0,05 vs. os respectivos controles sem SQ29548 e * p <0,05 vs. Wistar controle. [ANOVA 2
vias para medidas repetidas (A) ou ANOVA 1 via (B, C e D)].

5.17 Analise dos niveis urinarios de prostanoides em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR)

A Figura 20 mostra os valores médios dos metadlitos urinarios estaveis de
tromboxano A2 e prostacilcina, determinados pelo método de elisa. Como mostrado
abaixo, o grupo SHR néo tratado exibiu uma diminuicdo (50%) nos niveis urinarios
de 11-desidro tromboxano b2, metabdlito estavel de tromboxano A2, e aumento (25
%) nos niveis urinarios de 2,3-dinor-6-ceto-prostaglandina F1 alfa, em comparacédo
com o grupo controle Wistar (Figura 20, A e B) e o tratamento com sildenafil
restabelece os niveis urinarios desses prostandides a valores préoximos do normal.
Na figura 20C, podemos observar que relacdo TXa2 /PGI2 esta diminuida no SHR
nao tratado em comparagdo ao controle wistar, e o tratamento com sildenafil

normaliza este parametro no grupo hipertenso.
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mostra a relacdo entre os niveis TXB2 e PGI2. Os valores sdo expressos como médias +
EPM. * p <0,05 vs. Wistar e # p <0,05 vs. SHR ANOVA 1 VIA (A,B e C)].

5.18 Recrutamento de células progenitoras endoteliais circulantes

A andlise de citometria de fluxo da CPE foi realizada com sangue periférico
de ratos Wistar, SHR e SHR tratados com sildenafil, conforme mostrado em 21A. A
andlise dos dados revelou que a fracdo de células CD117 + / CD31 + duplamente
positivas no sangue periférico foi significativamente aumentada no SHR (+ 57% p
<0,05), em comparacdo com o grupo Wistar e a administracao de sildenafil foi capaz

de diminuir os niveis de CPE circulante ( 40% p <0,05).
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Figura 21. Efeito do sildenafil no recrutamento de células progenitoras endoteliais
circulantes em SHR. Os gréaficos mostram o niumero de células progenitoras endoteliais
medidas por citometria de fluxo comparando o grupos SHR-sildenafil ao SHR e Wistar ndo
tratados.
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Figura 22. Avaliagédo da seccgéo transversal da parede vascular. Cortes transversais de
aorta, respectivamente.Gréafico de barras da area de seccao transversa da parede vascular.
Os dados foram expressos como média + EPM. * p <0,05 vs. Wistar e # p <0,05 vs. SHR
ANOVA 1VIA.

5.19 Anédlise por microscopia eletrébnica de varredura da arquitetura
da camada endotelial vascular

Considerando a magnitude do dano funcional observado através do teste
vascular de relaxamento dependente do endotélio nos SHR, utilizamos alguns
animais de cada grupo para avaliar os danos a arquitetura da superficie endotelial.
As micrografias eletronicas de varredura (Fig. 19) das aortas toracicas dos animais
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Wistar mostraram uma camada de células endoteliais confluentes. Em contraste,
animais do grupo SHR exibiram um dano endotelial luminal claro demonstrado por
presenca de muitas lacunas superficiais. Outro achado importante foi que o grupo
SHR tratado com sildenafil exibiu melhora na arquitetura endotelial, com presenca

de poucas no lacunas na superficie endotelial.

Wistar Controle SHR SHR Sildenafil

Figura 23. Efeito do sildenafil na arquitetura endotelial da superficie vascular de SHR.
Microscopia eletronica de varredura mostrando estrutura endotelial representativa de aortas
de um rato Wistar normotenso, um SHR néo tratado e um SHR tratado com sildenafil. Barra
de escala 10 um.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos do inibidor da
fosfodiesterase-5, sildenafil, na disfuncdo vascular de animais espontaneamente
hipertensos. Nossos resultados demonstraram efeitos benéficos do tratamento
crébnico com sildenafil em animais SHR. Usando a técnica de reatividade vascular
em anéis aorticos, observamos uma resposta de relaxamento deficiente a Ach
(hiporresponsividade) e aumento da resposta a fenilefrina (hiperresponsividade) no
grupo SHR, que foi causada principalmente devido a um desbalan¢co nas vias NO-
GMPc-PKG/ERQ’s, aumento na ativagdo do eixo Cox-1/PGl2/receptor TP, e
acompanhada por alteracdo morfolégica vascular e dano a camada superficial
endotelial. O presente estudo também mostra que a administracdo do sildenafil
causou diminuicdo da PAS, melhora significativa da funcdo vasodilatadora
dependente do endotélio demonstrada por aumento no relaxamento induzido por
acetilcolina, e diminuicAo da hipercontratiidade a fenilefrina em ratos
espontaneamente  hipertensos. Portanto, nossos dados fornecem uma
demonstracao clara de que o mecanismo central para o efeito benéfico do sildenafil
envolve reparo na morfologia vascular, arquitetura endotelial, reducdo do estresse
oxidativo, melhora no balanco entre prostandides vasoconstrictores e
vasodilatadores, aumento da biodisponibilidade de NO e melhoria da sinalizacéo de
GMPc e proteina kinase G.

Como esperado, observamos aumento da PAS em animais do grupo SHR,
demonstrado em varios trabalhos na literatura. No entanto, o tratamento por trés
semanas com sildenafil, reduziu em aproximadamente 15 % a pressao arterial de
animais hipertensos. Somado a isso, observamos disfungdo endotelial acentuada
em aortas de animais SHR, assim demonstrado anteriormente por nés e outros
grupos de pesquisa em artérias de condutancia e resisténcia. Também mostramos
que a disfuncdo endotelial esté relacionada a menor participacdo do NO na resposta
vasodilatadora a acetilcolina, evidenciada pela diminuicdo da diferenca da area sob
a curva concentracao-resposta a ach quando bloqueada com L-NAME, o que esta
de acordo com outros estudos. Além disso, encontramos reducao na producao basal

de NO em aorta de SHR, que também foi demonstrada em modelo animal de
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hipertensdo, e clinicamente em fumantes e paciente com insuficiéncia cardiaca
cronica (43, 66-69). O NO é crucial para a manutencao da presséao arterial normal e,
portanto, sua relacdo com a hipertensdo essencial tem sido objeto de intensa
investigacdo. Diversos estudos demonstraram o comprometimento da vasodilatacao
mediada por NO em artérias braquiais, coronarias e artérias renais de pacientes com
hipertensdo essencial comparados a normotensos. A razdo para reducdo da
vasodilatacdo dependente do NO ndo é totalmente clara. Varios estudos
demonstraram que a disfuncéo endotelial na hipertenséo essencial esta associada a
uma reducdo da via de sinalizagdo do NO, embora ndo esteja claro se isso
representa sintese reduzida ou aumento de sua degradacdo; clinicamente,
individuos hipertensos apresentam respostas vasculares prejudicadas a acetilcolina,
mas respostas normais a estimulacdo b-adrenérgica (70-72). Esses achados
sugerem que a disfuncdo endotelial associada a hipertensdo essencial se deve a
uma anormalidade seletiva das vias de sinalizacdo que levam a ativacdo da NOS.

A deficiéncia de NO na hipertensao tem sido associada a mecanismos dependentes
do estresse oxidativo, devido sua inativacao por espécies reativas de oxigénio por
fontes como NADPH oxidase (NOX), mitocondrias, eNOS desacoplada e xantina
oxidase (XO).Em muitas patologias vasculares, um desbalanco entre a producéo e
inativacao de NO por espécies reativas de oxigénio, leva a uma aparente reducéo na
biodisponibilidade de NO, levando a perda de sinalizacdo do NO. Atualmente,
acredita-se que o principal mecanismo para a diminuicdo da biodisponibilidade de
oxido nitrico seja a reacao deste com o anion superoxido (O2). Fisiologicamente, o
O2- é biotransformado pela enzima superoxido dismutase (SOD) a H202 e,
eventualmente, este ao sofrer acdo da catalase, gera dgua e oxigénio, evitando
assim sua interacdo com o NO. No entanto, se os niveis de O2 aumentarem o0
suficiente, o NO é capaz de reagir facilmente com o superéxido, causando sua
inativacao quimica (73-77).

No presente estudo, a melhora no relaxamento vascular dependente do endotélio
em animais hipertensos tratados com sildenafil pode ser explicada pelo fato de que
essa droga exerce efeito protetor contra o estresse oxidativo e aumenta os sistemas
enzimaticos antioxidantes, como foi observado por nés e por outros grupos de
pesquisa. Aqui fornecemos evidéncias adicionais de que o sildenafil exerce

propriedades antioxidantes, ao demonstrarmos que animais hipertensos
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apresentavam niveis aumentados de peroxidacao lipidica na aorta em comparacao
ao grupo controle, mas o tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir este
marcador de estresse oxidativo tecidual. Somado a isso, ja é sabido que a NADPH
oxidase, uma importante fonte de ERO’s, contribui para o estresse oxidativo em
animais SHR, pois sua inibicdo promove a melhora no relaxamento induzido por ach
como mostrado em estudos prévios (78,79). No presente estudo verificamos que o
tratamento com sildenafil restaura a funcéo endotelial em SHR ao promover reducao
do estresse oxidativo, evidenciada pelo aumento da diferenca da area sob a curva
concentracdo-resposta a ach em presenca de apocinina (inibidor da NADPH
Oxidase) o que esta de acordo com outros estudos. O resultado obtido pode ser
explicado pelo efeito do sildenafil em aumentar os niveis intracelulares de GMPc, o
qual promove reducdo na expressao/atividade da NADPH oxidase, diminuindo assim
os niveis de * O2 - e restaurando parte da biodisponibilidade de NO. Somado a isso,
nossos dados obtidos por meio do protocolo de DPPH demonstram que o tratamento
com sildenafil aumenta a capacidade antioxidante plasmatica total (CAT) em animais
hipertensos. Isto pode ser explicado pelo efeito do sildenafii em aumentar a
expressdo de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e catalase,
como sugerido por outros autores. Além do aumento dos niveis de ERO’s, o
aumento da atividade das fosfodiesterases (PDE’s) nas células musculares lisas
vasculares pode ser uma causa importante de disfuncdo vascular, a qual é
caracterizada por aumento da resposta vasoconstritora e reducdo da vasodilatacéo
dependente do endotélio (80-84). Recentemente, Stegbauer J e colaboradores,
demonstraram que disfungcdo vascular na hipertensdo renovascular estava
associada a uma maior degradacdo de GMPc devido o aumento da expressdo de
PDE-5, e que a e que a inibicdo da PDES5 pelo sildenafil foi capaz de normalizar a
funcdo vascular em artérias mesentéricas e aumentar o contetdo renal de GMPc. A
eficacia do sildenafil em melhorar a resposta vasodilatadora a ach foi demonstrada
em modelos de hipertensdo renovascular, aterosclerética e diabética; Além disso,
outros autores demonstraram que o sildenafil pode regular positivamente a atividade
e expressdo da eNOS, o que poderia explicar,em parte, a melhora da funcéo
endotelial (85,86). O presente estudo demonstrou que o tratamento com sildenafil
durante trés semanas melhorou a fungdo vascular de ratos espontaneamente
hipertensos. A melhora nas respostas a ach pode ser explicada pelos mecanismos

abordados acima, que podem resultar em aumento da producdo de NO, o que
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contribui para a melhora da fun¢do endotelial. A concentracdo aumentada de nitrito
plasmatico observada neste estudo, em ratos tratados com sildenafil confirma esta
hipotese.

Ao prosseguirmos a investigacdo, observamos acentuado comprometimento na
vasodilatacdo a curva concentragdo-resposta ao inibidor da PDE-5 nos animais
hipertensos, evidenciada pela diminuicdo da diferenca da area sob a curva
concentracdo-resposta. No entanto, o tratamento com sildenafil por trés semanas
normalizou o relaxamento vascular induzido pelo inibidor PDE-5 em animais SHR,
demonstrando que o sildenafil restaurou a via GCs / GMPc em ratos hipertensos.
Alguns grupos de pesquisa sugerem que a diminuicdo da atividade da guanilato
ciclase soluvel (GCs) em aortas de animais hipertensos pode preceder a reducéo de
seus niveis proteicos, porque foi encontrada disfuncédo vasodilatadora em animais
SHR, apesar dos niveis inalterados da guanilato ciclase solavel. Também nas
células musculares lisas de SHR, os niveis de GMPc assim como a expressdo e
atividade de GCs, sofrem reducdo a medida que os animais envelhecem. Outra
explicacdo para a funcdo anormal da sinalizacdo GCs / GMPc é o estresse oxidativo.
Na presenca de excesso de ERO’s, a fungédo enzimatica da GCs pode ser alterada
por: a) conversao de GCs em um estado insensivel ao NO, por oxidacdo do grupo
heme protético associado a subunidade B1; b) diminuicdo da atividade da GCs
causada pelo peroxinitrito (ONOO-); ¢) modificacdo poés translacional mediada pelo
peroxinitrito das subunidades da guanilato ciclase (87-89). Como mencionado acima,
nosso estudo demonstra que o tratamento com sildenafil por trés semanas, melhora
a sinalizacdo GCs / GMPc, antes prejudicada, em animais hipertensos. Nossa
sugestdo é que o sildenafil aumente a sensibilidade da sinalizacdo GCs/GMPc
devido os efeitos antioxidantes e prevencao da inativacdo da guanilato ciclase por

espécies reativas de oxigénio.

O relaxamento do musculo liso vascular € promovido por meio de vias dependentes
de GMPc ou AMPc, que ativa as proteinas quinases dependentes de nucleotideos
ciclicos,consequentemente, respostas deficientes a vasodilatadores na hipertenséo
podem refletir anormalidades subjacentes envolvendo vias de sinalizacao
intracelular relacionada a nucleotideos ciclicos. A proteina quinase ciclica
dependente de GMPc (PKG) e a proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA)

sdo serina/treonina quinases e exercem seus efeitos ao fosforilar varias proteinas-
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alvo, que com diferentes mecanismos modulam a contratilidade e o relaxamento do
musculo liso vascular. Em nosso estudo, as respostas das aortas a ativacédo direta
da proteina quinase dependente de AMP, pelo 8-bromo-cAMP foram semelhantes
entre 0s grupos experimentais estudados, mostrando que a PKA ndo desempenha
papel relevante na disfungcdo vascular, em aortas, de ratos espontaneamente
hipertensos (90-93). Este resultado corrobora com estudos mostrando que em ratos
com hipertensédo renovascular ndo ha alteracdo na resposta de relaxamento ao
ativador da proteina kinase A, 8-bromo-cAMP, e nenhuma alteracdo na expressao
de PKA em aortas de SHR em comparacao ao controle Wistar (94). Por outro lado,
nosso estudo mostrou que o relaxamento de aortas dependente da proteina quinase
dependente de GMPc, pelo 8-bromo-GMPc foram prejudicadas no grupo hipertenso,
demonstrando que a PKG desempenha um papel fundamental na disfuncéo
vascular, como foi demonstrado por outros grupos, e o tratamento com sildenafil
normaliza esta via de sinalizagdo. Portanto, nossos dados mostram que a via do
oxido nitrico / GCs / GMP ciclico/ PKG esta fortemente comprometida em aortas de

animais SHR, e o tratamento com sildenafil € capaz de restaura-la.

Ao continuarmos a investigacdo vascular, observamos que a disfuncdo vascular
encontrada no modelo SHR de hipertensdo foi caracterizada por uma
responsividade contrati aumentada que foi acentuadamente atenuada pelo
tratamento com sildenafil. Especificamente, observamos uma hipercontratilidade nos
anéis aorticos de SHR a fenilefrina, o que estd de acordo com dados prévios da
literatura, e que sugerem que a resposta contratil vascular exacerbada aos agonistas
dos adrenoceptores al, observada no modelo, pode ser mediada pelo desequilibrio
entre vias as de prostanoides vasodilatadores e vasoconstritores. Também foi
sugerido que essa resposta exarcebada a fenilefrina (Rmax) se deve a concentracéo
elevada de Ca*" citosélico ([Ca*] nas células musculares lisas vasculares (CMLV)
de animais hipertensos. Por conseguinte, é estabelecido que prostanoides proé-
inflamatorios derivados das ciclooxigenases (cox) desempenham papel fundamental
na geracdo e manutencédo de disfuncdo endotelial na hipertensdo. Cox-1 e cox-2
convertem o acido araquidonico em prostanoides vasoativos finais, sendo os
principais PGI2 e TXA2 , que possuem ac¢les equilibradas no sentido de regular a

funcdo vascular. Em geral, a cox-1 é constitutivamente expressa na maioria dos
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tecidos, enquanto a cox-2 € uma isoforma induzivel por varios estimulos, como

inflamacéo e estresse de cisalhamento (95-98).

Prostanoides derivados do acido araquiddonico assumem um papel crucial na
regulacdo local do ténus vascular, tanto em situacoes fisioldégicas quanto em estados
patolégicos, e evidéncias indicam que a prostaciclina participa tanto no
desenvolvimento quanto na manuten¢ao da disfungcéo endotelial em animais SHR.
Em aortas de SHR, o relaxamento dependente do endotélio reduzido esta associado
a producao de fatores contrateis derivados do endotélio, também observado por nés
no presente estudo, e reduzido em animais hipertensos tratados com sildenafil. A
liberacdo de prostanoides contrateis derivados da ciclooxigenase é responsavel por
essas contracdes dependentes do endotélio. Os mecanismos subjacentes as
contracdes dependentes do endotélio na aorta de SHR envolvem a ativacdo da
ciclooxigenase-1 endotelial, a difusdo do EDCF e a subsequente estimulacdo dos
receptores TP no musculo liso vascular. Foi observado por nés e por outros autores,
que os inibidores da tromboxano sintase ndo afetam a contracdo dependente do
endotélio a acetilclolina, indicando que o tromboxano A2 ndo é o fator de contracao
mais importante liberado ap6s a ativacdo do receptor muscarinico. No entanto, a
liberacdo macica de prostaciclina, que na aorta de SHR paradoxalmente ndo é
vasodilatadora, mas possui efeito vasoconstrictor (PG), e também a do
endoperéxido PGH2, explica a atividade biolégica contratil dos EDCF. De fato, a
prostaciclina evoca nenhum ou pouco relaxamento na aorta de SHR e WKY, mais
provavel porque a expressdo do gene do receptor PGI2 (receptor IP) diminui com a
idade e é sistemicamente menos expressa no SHR do que nos WKY em qualquer
idade (99-103). No entanto, em resposta a outros estimulos, como a endotelina, a
producado de tromboxano A2 também pode contribuir para as respostas de contracao
mediadas pelo EDCF. Em nosso estudo, analisamos as concentracdes urinarias dos
principais metabdlitos de prostandides vasoativos, prostaciclina e tromboxano A2.
Nosso achado foi que os niveis urinarios do metabdlito de prostaciclina se encontra
elevado em relacdo ao metabolito de tromboxano A2, o que nos faz sugerir que a
prostaciclina estd por tras da disfungdo vascular contratil encontrada em nosso
estudo, e o tratamento com sildenafil reestabelece o equilibrio entre PGIl, e TXA;

em animais hipertensos.
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Além disso, as pesquisas demonstram que as ERO’s podem estimular a cox-1,
favorecendo a sintese de prostanoides que, por sua vez, ativam receptores de
tromboxano, além de diminuir a disponibilidade do NO, modulando de maneira
indireta o tbnus vascular. Para confirmar esta hipdétese em nosso modelo
experimental, realizamos o bloqueio da cox-1, com SC-560, em anéis de aorta e
observamos, de fato, que nos animais hipertensos temos uma maior influéncia dos
prostanoides derivados da cox-1 na hipercontratilidade vascular. Posteriormente,
afim de verificar se os prostanoides derivados da cox-1 estariam atuando através de
receptores de TXA,, promovendo aumento da resposta contrti em aortas,
utilizamos o SQ29458, um antagonista do receptor de tromboxano A, e verificamos
gue o antagonismo do receptor de tromboxano A, reverteu o aumento da contracao
vascular apresentada pelos animais SHR. Entretanto, em animais hipertensos
tratados com sildenafil, ndo observamos diferenca na resposta contratil dos vasos
quando realizamos o bloqueio com SC-560 e com o antagonista do receptor TXA2
(receptor TP). Além do mais, estudos demonstram que o0s prostanoides
vasoconstritores podem promover um Upregulation da NADPH oxidase por meio da
ativacao de receptores TP, diminuindo consequentemente a biodisponibilidade de
NO e a vasodilatacdo, e promovendo aumento da vasoconstricgao (104-107).
Contudo, observamos que o tratamento com sildenafil foi capaz de promover
melhora da funcdo endotelial e, por aumento na sinalizacdo da via do NO no
relaxamento vascular, e reducdo da participacdo dos prostanoides na contracao
vascular, sendo esse um importante mecanismo para reducéo da hiper-reatividade
aos agonistas adrenérgicos. Portanto, em sintese, demonstramos que o tratamento
com sildenafil foi capaz de corrigir o distarbio contratii mediado pela via cox-1/
prostaciclina/receptor TP, sugerida por nds. No entanto, ndo se pode descartar a

participacdo de outros agentes vasocontrateis derivados do endotélio.

Alteracdes estruturais induzidas pela HA, em resposta a estimulos mecanicos,
sdo bem descritas na literatura. Essas alteracbes, conhecidas como
‘remodelamento”, sdo consideradas um processo complexo que pode envolver
aumento (hipertrofia), diminuicdo (hipotrofia) ou reorganizagcdo (eutrofia) dos
componentes da parede do vaso. E importante considerar o trabalho pioneiro de
Folkow, no modelo SHR, que demonstrou que a alteracdo morfolégica do vaso

antecede a resposta vascular alterada, bem como o aumento sustentado da PA . Em
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nosso estudo, observamos que os animais SHR apresentaram aumento na area
secc¢dao transversa como se pode observar na figura 19. Esses achados corroboram
com pesquisas que demonstraram que a hipertensao crbnica favorece as alteracoes
vasculares, sendo que a disfuncéo endotelial e vias dos prostandides esta associada
ao processo de remodelamento e tem sido diretamente correlacionada com eventos
cardiovasculares adversos em pacientes com hipertensdo. Sendo assim, estudos
gue investigam mecanismos moleculares e tratamento para essas condicbes tém
grande relevancia clinica (108-111).

Sabe-se que a hipertensdo também esta associada a alteracdes nos niveis
circulantes, expressdo de genes e tempo de vida celular das células progenitoras
endoteliais (CPESs). Na literatura, os dados acerca disso ainda sdo conflitantes. Por
exemplo, embora o numero de CEPs de pacientes hipertensos tenha diminuido em
muitos estudos, alguns até encontraram aumento nos niveis de CPE circulantes em
pacientes hipertensos com rigidez arterial aumentada, por exemplo, (112-116). Em
nosso estudo, descobrimos que os niveis de CPEs estavam aumentados em
animais hipertensos em comparacdo com animais controle, e o tratamento com
sildenafil por trés semanas normalizou 0s niveis circulantes dessas células. A
melhora nos parametros funcionais vasculares vistos anteriormente pode explicar a
normalizacdo dos niveis de CPE nesses animais, uma vez que a correlacao positiva
observada entre dano vascular e CPE, sugere que células progenitoras endoteliais
poderiam ser mobilizadas em resposta a dano vascular, a fim de manter a

integridade endotelial.

Também examinamos a camada superficial endotelial usando microscopia eletrénica
de varredura. Como esperado, em conjunto com nossos dados funcionais,
observamos em ratos SHR tratados com sildenafil uma significativa reendotelizacao.
Essas observacdes sdo consistentes com os resultados obtidos no presente estudo
em relacdo a reatividade vascular, sugerindo que o sildenafil apresentou notavel
acédo de reendotelizagao.

Em concluséo, nosso trabalho demonstra que o tratamento com sildenafil em SHR
por trés semanas melhora a fungéo vascular através da melhora na sinalizagdo NO-
GMPc-PKG e diminuicdo das ERQO’s, bem como reducido da ativacdo do eixo Cox-
1/PGIl2/receptor TP.A melhora funcional estava acompanhada por reducdo da

pressdo arterial sistolica e diminuicdo da alteracdo morfolégica vascular e dano a
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camada superficial endotelial. Portanto, nossos dados fornecem uma demonstragao
clara de que o mecanismo central para o efeito benéfico do sildenafil envolve reparo
na morfologia vascular, arquitetura endotelial, reducdo do estresse oxidativo,
melhora no balanco entre prostandides vasoconstrictores e vasodilatadores,
aumento da biodisponibilidade de NO e melhoria da sinalizacdo de GMPc e proteina
kinase G.



Conclusao
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram efeitos benéficos do tratamento crénico com
sildenafil em animais SHR. Usando a técnica de reatividade vascular em anéis
aorticos, observamos uma resposta de relaxamento deficiente a Ach
(hiporresponsividade) e aumento da resposta a fenilefrina (hiperresponsividade) no
grupo SHR, que foi causada principalmente devido a um desbalanco nas vias NO-
GMPc-PKG/ERQ’s, aumento na ativagdo do eixo Cox-1/PGl2/receptor TP, e
acompanhada por alteracdo morfolégica vascular e dano a camada superficial
endotelial. O presente estudo também mostra que a administragdo do sildenafil
causou diminuicdo da PAS, melhora significativa da funcdo vasodilatadora
dependente do endotélio demonstrada por aumento no relaxamento induzido por
acetilcolina, e diminuicAo da hipercontratiidade a fenilefrina em ratos
espontaneamente  hipertensos. Portanto, nossos dados fornecem uma
demonstracao clara de que o mecanismo central para o efeito benéfico do sildenafil
envolve reparo na morfologia vascular, arquitetura endotelial, redugdo do estresse
oxidativo, melhora no balanco entre prostandides vasoconstrictores e
vasodilatadores, aumento da biodisponibilidade de NO e melhoria da sinalizacdo de

GMPc e proteina kinase G.
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