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RESUMO

Campagnaro BP. Utilizagdo da citometria de fluxo para analise do efeito da
hipertensdo renovascular 2R1C sobre células sanguineas, endoteliais e da medula
O0ssea de camundongos. [tese] Vitdria: Universidade Federal do Espirito Santo,
2012. 169f.

A angiotensina |l foi considerada durante muito tempo apenas como um horménio
vasoativo. Entretanto, sabe-se que além de um potente vasoconstritor, a
angiotensina Il apresenta fungdes bioldgicas importantes na regulagédo do
crescimento e proliferagéo celular, além de atuar como imunomodulador indutor de
respostas inflamatérias. Apesar de muitos estudos demonstrarem que a
angiotensina Il aumenta a produgao de ROS, levando a ativagdo de mecanismos de
apoptose em orgaos-alvo da hipertensao, pouco se sabe a respeito dos efeitos da
hipertensdo renovascular 2R1C sobre células hematopoiéticas e endoteliais. Por
isso, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da hipertens&o renovascular
2R1C sobre células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea, por citometria de
fluxo, em camundongos. Para isso, camundongos C57 machos (~23g) foram
separados em dois grupos Sham (n=25) e 2R1C (n=25). A hipertenséo foi induzida
no grupo 2R1C pela colocagdo de um clipe de ago ao redor da artéria renal
esquerda. O grupo Sham foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico, porém
sem a colocagdo do clipe. Apds 14 dias, os animais tiveram sua artéria carétida
cateterizadas para medidas hemodindmicas. Em seguida, os animais foram
eutanasiados, e o sangue coletado por pungao cardiaca. Apos a perfusao, as células
endoteliais foram mecanicamente isoladas da aorta toracica e mantidas em solugao
de HBSS. As células da medula 6ssea foram isoladas dos fémures e tibias e
colocadas em DMEM. As células foram quantificadas em cadmara de Neubauer. A
identificacdo de células endoteliais foi realizada por imunofenotipagem utilizando o
anticorpo CD31-APC (5ul/10° células). Para andlise do estresse oxidativo 10° células
foram diluidas em PBS e incubadas com 160uM de DHE e 20mM de DCFH-DA por
30 minutos a 37°C no escuro e, depois lavadas e ressuspendidas em 0,5ml de PBS-
iFBS. Para a analise de apoptose 10° células foram ressuspendidas em tampao de
ligacédo e incubadas com 5ul de anexina V-FITC e 5ul de iodeto de propideo (PI) a

temperatura ambiente, por 15 minutos, no escuro e foram ressuspendidas em 0,5ml



de tamp3o de ligacdo. Para avaliar o contetido de DNA, 10° células foram fixadas
em etanol 70% gelado, lavadas com PBS e ressuspendidas em 200l de solugéo de
coloragao (20mg/ml RNAse, 500ug/ml PI, 10% Triton X-100). As amostras foram
mantidas em gelo até o momento da aquisicdo dos dados pelo citbmetro de fluxo
FACSCanto Il. Em cada experimento foram avaliadas 30000 células. Os dados
foram analisados com o auxilio dos softwares BDFACSDiva e FCS Express 4.0. Os
dados estao expressos como médiatEPM e a analise estatistica foi realizada por
teste t de Student ou Wilcoxon. Como esperado os animais 2R1C apresentaram
niveis maiores de pressao arterial (144+5,6 mmHg) quando comparados com 0s
respectivos controles (103£0,8 mmHg). A analise por citometria de fluxo mostrou
aumento na produgdo de O,* nas células sanguineas (Sham: 941163 vs. 2R1C:
21551289 a.u.), endoteliais (Sham: 432+51 vs. 2R1C: 26301184 a.u.) e da medula
O0ssea (Sham: 1309+175 vs. 2R1C: 1203612205 a.u.) de animais 2R1C quando
compara aos animais Sham. Simultaneamente, também observamos aumento na
producédo de H202 nas células sanguineas (Sham: 252123 vs. 2R1C: 531+48 a.u.),
endoteliais (Sham: 30030 vs. 2R1C: 1049+112 a.u.) e da medula 6ssea (Sham:
21071222 vs. 2R1C: 7517+1067 a.u.) dos animais hipertensos comparado aos
animais normotensos. A analise de apoptose pela marcagcdo com AnexinaV-FITC/PI,
mostrou que os animais hipertensos apresentam mais apoptose em células
sanguineas (Q2Sham: 1,5+0,1 vs. Q22R1C: 15,31£3,8; Q4sSham: 1,6+0,2 vs. Q42R1C:
18,314,3 %), endoteliais (QzSham: 1,2+0,2 vs. Q22R1C: 21,1£3,0; QsSham: 12,5+2,6
vs. Q42R1C: 31,2424 %) e de medula 6ssea (Q:Sham: 5,7+0,6 vs. Q22R1C:
22,5+2,5; QsSham: 12,94+1,1 vs. Q42R1C: 27,2+2,5 %) nos animais do grupo 2R1C
quando comparado aos Sham. Além disso, as células da medula éssea dos animais
2R1C (1,54+0,26 %) apresentaram aumento na fragmentagdo do DNA quando
comparado com os animais Sham (0,50+0,09 %). Nossos resultados sugerem que a
hipertensdo renovascular 2R1C aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio levando ao estresse oxidativo e, consequentemente a apoptose em células
sanguineas, endoteliais e de medula éssea isoladas de camundongos hipertensos.
Além disso, neste modelo de hipertensdo experimental as espécies reativas de

oxigénio aumentadas interagem com o DNA das células, fragmentando-o.

Palavras-chave: Hipertensdo renovascular. Angiotensina |l. Citometria de fluxo.

ROS. Apoptose. Fragmentagao do DNA



ABSTRACT

Campagnaro BP. Flow cytometric analysis of 2K1C renovascular hypertension on
blood, endothelial, and bone marrow cells in mice. [thesis] Vitéria: Federal University
of Espirito Santo, 2012. 169f.

Angiotensin |l has been recognized for a long time as a powerful vasoconstrictor. In
addition, several studies have attributed a variety of other biological activities to this
peptide, such as, cellular growth, proinflammatory and immunomodulator effects.
However, some reports show that high angiotensin Il levels increase reactive oxygen
species (ROS) production and, consequently, apoptosis in target organs of the
disease, the analysis of this peptide effect by flow cytometry remains unclear in the
2K1C model. The objective of this study was to evaluate the effects of 2K1C
renovascular hypertension on blood, endothelium and bone marrow cells in mice.
Experiments were conducted on male C57 mice (averaging 23 g), which were
randomly separated in two groups: Sham (n=25) and two-kidney one-clip (2K1C,
n=25). The renovascular 2K1C hypertension was induced by placing a stainless clip
around the left renal artery. The Sham group was subjected to the same surgical
procedure, without clip placement. Animals were studied 14 days later, when a
catheter was inserted into the right carotid artery for direct arterial pressure
measurements. Then, the animals were euthanized, and blood collected by heart
puncture. After perfusion, endothelial cells were mechanically isolated from thoracic
aorta and placed in warmed HBSS. Bone marrow cells were flushed out of tibias and
femurs and placed in ice-cold PBS. Cells were counted using a Neubauer chamber.
The identification of endothelial cells was determined by immunofluorescence
detection after incubation with CD31-APC (5ul/10° cells). Oxidative stress was
determined by H2O> and Oze- production using the probes DHE and DCFH-DA,
respectively. 10° cells were diluted with 1mL PBS and incubated with 20mM DCFH-
DA and 160uM DHE for 30 min at 37°C in the dark, then washed and resuspended in
0.5ml of PBS. In order to analyze apoptosis, 10° cells were resuspended in Binding
Buffer (BB) and incubated with 5ul of Annexin V-FITC and 5ul of propidium iodide
(PI) at room temperature for 15 min in the dark and resuspended in 0.5ml of BB. To
assay DNA content, 10° cells were fixed in ice-cold 70% ethanol and fixed at -20°C.
Cells were washed with ice-cold PBS and resuspended in 200ul of staining solution



(20mg/ml RNAse, 500ug/ml PI, 10% Triton X-100). All cell preparations were stored
on ice, and flow cytometric measurements were terminated within 4 hr. A FACSCanto
Il cytometer was used for the flow cytometric analysis. FSC and SSC were used to
establish size gates and exclude cellular debris from the analysis. In each
measurement, 30000 events were analyzed. Data were acquired and analyzed using
the BD FACSDiva and FCS Express softwares. Data are means+SEM. Statistical
analysis was performed with Student’s t test and Wilcoxon’s. As expected, blood
pressure was higher in 2K1C than in Sham mice (Sham: 103+0.8 vs. 2K1C: 144+5.6
mmHg). Flow cytometric analysis showed that 2K1C mice presented a significant
increase in O+ production was higher in blood (Sham: 941+63 vs. 2K1C: 2155289
a.u.), endothelial (Sham: 43251 vs. 2K1C: 2630+£184 a.u.) and bone marrow (Sham:
13091175 vs. 2K1C: 12036+£2205 a.u.) cells of 2K1C mice compared to Sham.
Simultaneously, H,O, production was also augmented in blood (Sham: 252+23 vs.
2K1C: 531148 a.u.), endothelial (Sham: 300130 vs. 2K1C: 1049+112 a.u.) and bone
marrow (Sham: 21071222 vs. 2K1C: 7517+1067 a.u.) cells of 2K1C mice compared
to Sham. Apoptosis analysis by Annexin V-FITC/PI demonstrated that hypertensive
mice presented higher percentages of apoptotic cells in blood (Q;Sham: 1.5£0.1 vs.
Q22K1C: 15.3£3.8; QsSham: 1.6£0.2 vs. Q42K1C: 18.3+4.3 %), endothelial (Q2Sham:
1.2+0.2 vs. Q2K1C: 21.1+£3.0; QsSham: 12.5+2.6 vs. Q42K1C: 31.2+2.4 %) and
bone marrow (Q2Sham: 5.7£0.6 vs. Q22K1C: 22.5+2.5; Q4Sham: 12.9+1.1 vs.
Q42K1C: 27.2+2.5 %) cells compared to Sham. DNA content analysis showed
augmented DNA fragmentation in bone marrow cells of 2K1C (1.54+£0.26 %) mice
compared to Sham (0.50+0.09 %). Our data suggest that renovascular hypertension
increases reactive oxygen species production leading to oxidative stress and,
consequently, apoptosis in blood, endothelial and bone marrow cells of hypertensive
mice. In addition, this model of experimental hypertension leads to DNA damage
which could be due to augmented reactive oxygen species which is known to cause
DNA fragmentation.

Keywords: Renovascular hypertension. Angiotensin . Flow cytometry. ROS.

Apoptosis. DNA fragmentation
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1 INTRODUGAO

1.1 HIPERTENSAO

As doengas cardiovasculares representam, universalmente, um grave
problema de saude publica. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, 31%
das mortes registradas no ano de 2008, tiveram como causa doengas do aparelho
circulatério (Mendis et al., 2011). No Brasil, ndo é diferente. Segundo dados
divulgados pelo Ministério da Saude, no ano de 2010, as doengas cardiovasculares
representaram a primeira causa de 6bito, com taxa de mortalidade especifica de
171,1 oObitos por 100.000 habitantes, e a terceira de permanéncia hospitalar
prolongada (DATASUS, 2012).

A hipertensao arterial é a doencga cardiovascular mais freqliente, além de ser
o principal fator de risco para complicagdes muito comuns como acidente vascular
cerebral, infarto agudo do miocardio e doenca renal cronica, morbidades de grande
impacto econdmico. Segundo dados obtidos no ano de 2011 pelo Sistema de
Monitoramento de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crbnicas Nao
Transmissiveis por Inquérito Telefbnico, na populacao brasileira na faixa de idade
igual ou maior de 18 anos, a prevaléncia de pessoas que referem diagndstico
médico de hipertensao arterial foi de 22,7%. No municipio de Vitéria estes valores
chegaram a 25%, sendo a quarta capital com maior freqiéncia de adultos
hipertensos (VIGITEL, 2012). Portanto, a partir desses dados, acredita-se haver no
Brasil cerca de 33.000.000 de adultos diagnosticados com hipertensao arterial
(SISHiperdia, 2012).

Segundo as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (2010), a
hipertensao arterial sistémica € uma condicao clinica definida e caracterizada pela
elevacdo sustentada da pressao arterial para numeros acima dos valores
considerados normais (Pressédo Sistélica = 140 mmHg; Pressédo Diastdlica =
90mmHg). Apesar de ser uma doenga comum e rapidamente detectavel, geralmente
nao apresenta sintomas clinicos aparentes podendo levar ao aumento do risco de
eventos cardiovasculares fatais e nédo-fatais (Kuppasani & Reddi, 2010; Owens,
2011; Polly et al., 2011).

A hipertensdo é uma doenga multifatorial causada pela interacdo de diversos

fatores que envolvem a fungao cardiaca, o volume sanguineo, a regulagao de sal, o



tdbnus vascular periférico e a fungdo endotelial (Guyton et al, 1981; Varin et al.,
2000; Chapman et al., 2004). Além disso, estudos epidemioldgicos indicam que de
30 a 60% da variagao fenotipica da pressao arterial € atribuida a fatores genéticos
(Mongeau, 1989). Portanto, esta doenga é consequéncia de uma combinagao
prejudicial de fatores genéticos, culturais e ambientais que levam ao desequilibrio
entre os mecanismos vasoconstritores e vasodilatadores (Smithies et al., 2000).

Apesar dos esforcos para desvendar os mecanismos envolvidos na
patogénese da hipertensdo, sua causa permanece desconhecida em
aproximadamente 95% dos pacientes caracterizando a chamada hipertensao
primaria ou essencial, em contraste aquelas formas de hipertensdo que séao
secundarias a causas conhecidas, como estenose da artéria renal, e que acometem
5% dos pacientes sendo conhecidas como hipertensado secundaria (Corréa et al.,
2005; Guyton & Hall, 2006).

Hipertensao renovascular € uma forma de hipertensdo secundaria definida
como o aumento da pressao arterial causado por uma lesao estendtica ou obstrutiva
na artéria renal, e acomete entre 2% e 5% da populagéo hipertensa (Working Group
on Renovascular Hypertension, 1989; Praxedes, 2002).

A descoberta da hipertensao renovascular ocorreu com o trabalho pioneiro de
Goldblatt e colaboradores (1934), que estudaram os efeitos do clampeamento da
artéria renal em cées. Este modelo patolégico, conhecido como modelo de
hipertensédo 2-rins 1-clipe (2R1C), serviu como base para estudos subsequentes e
demonstrou que uma lesao obstrutiva na artéria renal deve alcangar um nivel critico
de 75% a 80% para produzir mudangas hemodinamicas significantes na medida do
fluxo arterial através da lesdo (May et al., 1963). Sabe-se que quando o fluxo
sanguineo renal diminui, renina é liberada pelas células justaglomerulares, que
funcionam como mecanorreceptores € sao encontradas, principalmente, na parede
das arteriolas aferentes do aparato justaglomerular dos rins. A renina € uma enzima
que atua enzimaticamente sobre o angiotensinogénio plasmatico, sintetizado
principalmente no figado, catalisando sua conversdao em um peptideo de 10
aminoacidos, a angiotensina |, que possui pequena atividade vasoconstritora,
insuficiente para causar mudancgas significantes na fungao circulatéria. Em seguida,
dois aminoacidos sao removidos da angiotensina | formando o octapeptideo
angiotensina Il, potente vasoconstritor e efetor chave do sistema renina angiotensina

(SRA). Esta conversdo ocorre quase que inteiramente nos pulmdes durante a



passagem do sangue através dos pequenos vasos pulmonares e € catalisada pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) que se encontra primariamente ligada ao
endotélio e em concentragdes particularmente elevadas nas células endoteliais da
vasculatura pulmonar. Entretanto, atualmente sabe-se que os componentes do SRA
séo sintetizados e expressos em varios tecidos do organismo (Rohrwasser et al.,
1999; Cohn & Tognoni, 2001; Ruiz-Ortega et al., 2001b; Morimoto et al., 2002;
Strawn et al., 2004).

A angiotensina Il € um peptideo vasoativo que atua em praticamente todos os
orgaos do organismo, incluindo coragdo, vasos sanguineos, rins, medula 6ssea,
cérebro e sangue, exercendo efeitos fisioldgicos e fisiopatoldgicos dependendo do
tipo de célula afetada e do tempo de exposicao ao peptideo.

O mecanismo pelo qual o SRA induz a hipertensdo tem sido geralmente
atribuido ao efeito vasoconstritor da angiotensina Il e aos efeitos mineralocorticoides
da aldosterona. A angiotensina Il € um vasoconstritor extremamente poderoso que
apresenta dois efeitos principais que podem elevar a pressao arterial. O primeiro é a
vasoconstrigdo, com maior intensidade nas arteriolas e menor intensidade nas veias,
ao aumentar a liberacao de noradrenalina pelas terminagdes nervosas simpaticas
encontradas nos vasos e também a secrecao do vasoconstritor endotelina I. A
constricao das arteriolas aumenta a resisténcia periférica total, levando ao aumento
da presséo arterial. A segunda forma pela qual a angiotensina Il eleva a presséao
arterial € ao diminuir a excregédo de sal e agua pelos rins, 0 que aumenta o volume
do fluido extracelular e, consequentemente a volemia, ao estimular a secrecao de
aldosterona pelo cértex adrenal e de horménio antidiurético (ADH) pela glandula
pituitaria (Figura 1) (Guyton & Hall, 2006).
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Figura 1: Efeitos hemodinamicos da angiotensina Il. ADH: horménio antidiurético.

E importante ressaltar que a angiotensina Il ndo é apenas um horménio
vasoativo que regula a pressao arterial e a homeostase eletrolitica através de seus
efeitos hemodindmicos, mas também atua como um fator de crescimento
influenciando a proliferagcao/apoptose celular, leva ao o estresse oxidativo pelo
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e atua como um
imunomodulador participando de respostas inflamatérias de forma néo-
hemodinédmica (Figura 2) (Wolf, 1998; Luft, 2001; Ruiz-Ortega et al., 2001a; Higashi
et al., 2002; Touyz, 2003, 2005; Ferrario, 2006). Surgem cada vez mais evidéncias
de que os efeitos ndo-hemodindmicos da angiotensina Il sdo indispensaveis para os
danos causados aos 6rgéos-alvo pela hipertensdo (Wolf, 1998; Luft, 2001; Ruiz-
Ortega et al.,, 2001b). Portanto, a angiotensina Il € a principal responsavel pelos
danos observados em o6rgaos-alvo da hipertensdo, como rins, coragao e vasos

sanguineos, através de seus efeitos hemodinadmicos e nao-hemodinamicos.
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Figura 2: Efeitos n&o-hemodindmicos da angiotensina Il. ROS: espécies reativas de
oxigénio.

A angiotensina Il exerce seus efeitos ao se ligar a receptores especificos,
acoplados a proteina G, na superficie celular (Hayashida et al., 1996). Os receptores
de angiotensina Il no sistema cardiovascular sao divididos em dois tipos principais:
receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) (de Gasparo et al., 2000; Lee
et al., 2010; Pulgar et al., 2011). Em roedores, os receptores AT s&o subdivididos
em ATqa e AT4g que tém 95% de homologia em suas sequéncias de aminoacidos
(Kakar et al., 1992; Griendling et al., 1996). Foi demonstrado que o subtipo AT+a é
predominante na maioria dos tecidos, com excegao do cortex da adrenal, glandula
pituitaria, glomérulo e utero, onde os receptores AT sdo altamente expressos
(Burson et al., 1994; Bouby et al, 1997). As agbes celular e molecular da
angiotensina Il nos tecidos cardiovascular e renal sdo quase que exclusivamente
mediadas por receptores AT4, que sdo responsaveis pelos efeitos vasoconstritores
da angiotensina Il (Kim & Iwao, 2000; Kaschina & Unger, 2003). Os receptores AT,
tem apenas 34% de homologia com o receptor AT: e sdo muito expressos em
tecidos fetais, porém pouco expressos em tecidos adultos, (Mukoyama et al., 1993;



Douglas & Hopfer, 1994; Shanmugan et al., 1996; de Gasparo et al., 2000; Sabuhi et
al., 2010).

O conceito classico define o SRA como um sistema circulante de horménio
que regula a pressao arterial, o fluxo sanguineo, o volume extracelular e o balango
de eletrdlitos. Entretanto, a partir da década de 1990, esta descricdo foi expandida
pela descoberta de que componentes do SRA sao expressos localmente e que a
angiotensina Il funciona de forma autdcrina / paracrina (Paul et al, 1992).
Atualmente, sabe-se que o SRA é ativado localmente, particularmente no coracao
(Cohn & Tognoni, 2001), parede dos vasos sanguineos (Ruiz-Ortega et al., 2001b),
rim (Cheng et al., 1995), cérebro (Morimoto et al., 2002) e medula 6ssea (Strawn et
al., 2004), e nestes tecidos seus componentes permitem a sintese local de
angiotensina.

O modelo de hipertensao renovascular unilateral dois-rins um-clipe (2R1C) de
Goldblatt € um modelo experimental que em muitos aspectos se assemelha a
hipertensdo renovascular humana. Este tipo de hipertensdo pode ser induzido em
cées, macacos, coelhos, ratos e ultimamente também em camundongos.
Experimentalmente, na hipertensao 2R1C, apenas uma artéria renal é submetida a
estenose que é induzida pela colocagcdo de um clipe ao redor da artéria para obstruir
parcialmente o fluxo sanguineo renal (Figura 3). Neste modelo a hipertensao se
deve ao aumento da produgao de renina pelo rim isquémico (Bruner et al., 1971) o
que leva a uma elevacao sustentada da pressao arterial devido ao aumento da
atividade da renina plasmatica que, por sua vez, aumenta a angiotensina Il
circulante (Carretero & Gulati, 1978; Martinez-Maldonado, 1991; Navar et al., 1998).
Apesar disto, no rim contra-lateral tanto o fluxo sanguineo quanto a taxa de filtragédo
glomerular (por grama de rim) sao similares ao dos controles normotensos
(Himmelstein & Klotman, 1989; Martinez-Maldonado, 1991) e a produgéo de renina
neste rim é inibida (Textor et al., 1983). O estabelecimento da hipertenséo se deve
ao rapido aumento da renina plasmatica e, conseqlientemente, ao aumento da
angiotensina Il circulante. Além disso, n&o ocorre retengédo de sal e de agua porque
o rim remanescente hipertrofia-se e continua funcionando normalmente, prevenindo
o aumento da volemia. Portanto, a hipertensao renovascular se deve ao efeito

pressor direto da angiotensina Il e por isso é dita angiotensina-dependente.
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Figura 3: Modelo de indugédo de hipertensdo renovascular 2R1C. Antes da colocagédo do
clipe, os rins direito e esquerdo possuem aproximadamente mesmo tamanho (A), entretanto,
apos a cirurgia o rim clipado atrofia enquanto que o contra-lateral hipertrofia (B). A seta

mostra o local onde o clipe foi colocado. Em vermelho artérias e em azul veias.

O modelo de hipertensdo experimental 2R1C ¢é bastante dutil, pois
cronicamente se assemelha a hipertensdao humana devido a estenose unilateral da
artéria renal. Os valores pressoricos alcangados no modelo 2R1C, assim como o
tempo de manutengdo da hipertensdo dependem da espécie usada para
implantagdo do modelo e do grau de estenose da artéria renal (Fazan et al., 2001). A
pressao arterial e a atividade da renina voltam ao normal ao retirar o clipe ou
remover o rim afetado (Cervenka et al., 2008).

Portanto, o SRA desempenha papel importante na regulagdo da presséo
arterial e, aparentemente, os efeitos ndo-hemodinamicos da angiotensina Il tecidual
sdo tao importantes quanto da angiotensina Il circulante na patogénese da
hipertensdo e de suas complicacdes, apesar dos mecanismos envolvidos ainda nao

serem totalmente conhecidos.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo € um fendmeno complexo definido como o excesso de
espécies reativas de oxigénio (ROS) resultante do aumento de sua produgéo ou da
diminuigdo de sua degradagao (Wilcox, 2005; Paravicini & Touyz, 2006; Dikalov et



al., 2007). As ROS sao pequenas moléculas derivadas do metabolismo do oxigénio
incluindo radicais livres, como anion superoxido (O2e-), 6xido nitrico (NO), radical
hidroxila (*OH), hipoclorito (CIO) e peroxinitrito (ONOQO’), e também algumas
moléculas que ndo s&o radicais livres, mas agentes oxidantes que podem ser
facilmente convertidos em radicais, como o0zénio (Oz), oxigénio singlet (O;) e
peréxido de hidrogénio (H,O,) (Bedard & Krause, 2007). As ROS desempenham
papéis fisioldgicos importantes uma vez que estdo envolvidas em diversas fungdes
celulares, como defesa contra patégenos, expressdo génica, senescéncia, apoptose
e regulagao do crescimento celular (Bedard & Krause, 2007).

As ROS podem ser originadas de forma exdgena, pela agdo de fatores
ambientais, ou enddgena, como produto ou subproduto do metabolismo celular
(Figura 4). A formagdo enddgena pode ocorrer no citoplasma, nas mitocondrias ou
na membrana celular (Anderson, 2000). Em mamiferos, as oxidases integram os
principais sistemas enzimaticos responsaveis pela produ¢cdo de ROS. Entre elas
podemos citar a NAD(P)H oxidase (Griendling et al, 2000), xantina oxidase
(Spiekermann et al, 2003), lipoxigenase, cicloxigenase, Oxido nitrico sintases
desacopladas (Landmesser et al., 2003) e a cadeia transportadora de elétrons na
mitocondria (Fridovich, 2004).

Fontes de Espécies Reativas de Oxigénio

Endégenas Exégenas
Respiracao Aerobia Poluicédo
Processos Inflamatorios Radiacéo UV
Peroxissomos Radiacdo lonizante
Processos Patolégicos Tabagismo
Células Fagociticas Medicamentos
Alimentacéo

Figura 4: A formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode ocorrer a partir de fontes

enddgenas ou exogenas.

Embora uma pequena quantidade de ROS seja essencial para muitos

processos vitais do organismo, como na imunidade inata (Mackaness, 1970; Adams



et al., 1982), sua produgédo excessiva pode conduzir a diversas formas de dano
celular através da oxidacdo macica de substratos biologicos (Figura 5),
desempenhando papel importante no envelhecimento e desenvolvimento de
doengas cardiovasculares (Cai & Harisson, 2000; Schmidit-Ott et al., 2000; Annuk et
al., 2003; Harrison et al, 2007; Porto et al, 2011; Lima et al, 2012),
neurodegenerativas (Benhar et al., 2002), inflamatérias e cancer (Cai & Harisson,
2000; Chilsom & Steinberg, 2000; Griendling et al, 2000; Steinberg & Witztum, 2002).
Portanto, a formacdao de ROS nem sempre é deletéria, mas se houver estimulo
exagerado para produgao destas espécies e a isto estiver associada uma falha na
defesa antioxidante, poderdo ocorrer eventos nocivos as células, tecidos e,

consequentemente, ao organismo.
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Figura 5: Diversas doencgas estdo diretamente relacionadas ao aumento da producéo de

ROS capazes de danificar macromoléculas bioldgicas.

Existem varios mecanismos que contrabalancam a producdo de ROS
(Nordberg & Arnér, 2001), pela agdo de enzimas antioxidantes como a catalase
(CAT), glutationas peroxidase (GPx), redutase (GR) e S-transferase (GST), além de
trés tipos de superdxido dismutase (SOD): Cu/ZnSOD citosdlica ou SOD1,
dependente de cobre e zinco (Cu/Zn), encontrada no nucleo e no citosol; MnSOD ou
SOD2, dependente de manganés (Mn) e encontrada na mitocéndria, e Cu/ZnSOD

extracelular (eCu/ZnSOD) ou SOD3 também dependente de Cu/Zn, mais encontrada



na matriz extracelular. Estas enzimas s&o consideradas enzimas antioxidantes, pois
retardam ou previnem a oxidagao de substratos biolégicos (Hebbel, 1986; Minotti &
Aust, 1987; Horton et al., 1989).

As principais ROS envolvidas na manutengcdo e/ou desenvolvimento da
hipertensido sao o0 Oze- € 0 H;0,. O O,e- é a primeira ROS formada pelo processo de
reducao univalente do oxigénio, sendo formada predominantemente pela agdo da
NAD(P)H oxidase. E produzido em praticamente todas as células aerdbias durante a
ativagcado de neutréfilos, mondcitos, macrofagos e eosindfilos (Halliwell & Gutteridge,
1984, 1990) e s6 consegue entrar nas células através de canais idnicos e apresenta
meia-vida curta por reagir rapidamente com a SOD sendo reduzido a H,O, (Adams
et al., 1982). Por sua vez, o H,0, apresenta meia-vida maior, € relativamente estavel
e consegue penetrar facilmente nas células (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A principal responsavel pela produgdo de O.s- nas células do sistema
cardiovascular € a NAD(P)H oxidase que catalisa sua produgéo pela redugao do
oxigénio, usando a NAD(P)H como doadora de elétron (Gyllenhammar, 1987,
Griendling et al., 1994; Mohazzab et al, 1994; Pagano et al., 1995; Jones et al.,
1996; Gu et al., 1998; Lassegue & Clempus, 2003). A NAD(P)H oxidase é uma
enzima complexa composta por trés subunidades citosdlicas, p47°"% p67°"* e
p40P"* e duas subunidades de membrana p22°"* e Nox, sendo esta Ultima a
subunidade catalitica (Chabrashvili et al., 2002; Babior, 2004; Altenhofer et al.,
2012). Esta enzima existe de forma constitutiva nas células vasculares e pode ser
regulada por fatores humorais, como angiotensina Il (Griendling et al., 1994;
Hayakawa et al., 1997; Haynes et al., 1998), e por forgas hemodindmicos, como
shear stress (Haynes et al., 1997; de Keulenaer et al., 1998). Quando a NAD(P)H
oxidase é estimulada, a subunidade p22pn.x € fosforilada e as subunidades
citosdlicas se reunem formando um complexo que se liga as subunidades de
membrana, possibilitando a produgao de O,e- (Patterson et al., 1999; Lassegue et
al., 2001) (Figura 6). A atividade da NAD(P)H oxidase tem sido implicada no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como aterosclerose e hipertensao
(Sorescu et al., 2002).
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Figura 6: Complexo da NAD(P)H oxidase, com suas subunidades de membrana (Nox e
P22n0x) € cCitosolicas (P67pnox, P40phoxs P47phox), S€NdO que estas migram e se ligam as

subunidades de membrana quando a NAD(P)H oxidase ¢ ativada.

O H2O2 é formado diretamente pela transferéncia de dois elétrons (redugao
divalente) do oxigénio por agéo de diferentes oxidases. A principal forma de sintese
de H,O, no sistema cardiovascular é através da dismutacdao do O,e-, que pode
ocorrer espontaneamente em pH acido, ou pode ser catalisada pela SOD (Pollycove
& Feinendegen, 2003). A estrutura quimica do H,O, ndo o classifica como radical
livre, uma vez que nao apresenta elétrons desemparelhados. Entretanto, € uma ROS
extremamente deletéria, pois participa da reagdo que produz *OH (Cohen, 1989).
Tem meia-vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, sendo altamente
toxico para as células (Eaton, 1991; Halliwell & Gutteridge, 1999; Touyz et al., 2008).
As propriedades distintas do O,s- e do HO, sugerem que vias de sinalizagao
diferentes podem ser ativadas por tipos diferentes de ROS levando a respostas
funcionais que contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo de distintas
formas. Por exemplo, niveis aumentados de Oae- inativam o vasodilatador NO
levando a disfungao endotelial e vasoconstrigdo (Cai & Harrison, 2000; Tabet et al.,
2004). Por outro lado, o H>O, atua sobre os leitos vasculares contribuindo para o
processo de remodelamento vascular (Matoba et al., 2000; Fortuno et al, 2005;
Haurani & Pagano, 2007), visto vez que a angiotensina |l foi capaz de induzir
hipertrofia em células musculares lisas em cultura, através da ativacao da expressao

de protooncogenes (Jancowski et al., 1999).



As ROS interagem com macromoléculas bioldgicas como proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos nucléicos, destruindo ou alterando a funcao destes compostos
e causando citotoxicidade, alergias, mutagénese e até morte celular, dependendo da
proporcao da exposicao (Matés et al., 1999). Por exemplo, a peroxidagao lipidica é
um efeito bem conhecido das ROS que resulta em dano a membrana celular assim
como a membrana das organelas (Thollon et al, 1995; Rathore et al., 1998).
Quando interagem com proteinas, as ROS podem levar a inativagdo de enzimas
criticas ou induzir a desnaturagao proteica tornando-as nao-funcionantes (Lockwood,
2000; Stadtman & Levine, 2003). Além disso, as ROS podem induzir quebras de fita,
oxidacao de bases (purinas) e cross-links DNA-DNA e DNA-proteina danificando o
DNA ou podem mediar alteracdes na estrutura da cromatina afetando a expressao
génica (Konat, 2003; Rahman, 2003).

Acredita-se que as ROS sejam causadoras de mais de 20 tipos diferentes de
danos ao DNA (Slupphaug et al., 2003), como modificagbes quimicas nas bases
nitrogenadas, formagao de sitios abasicos, cross-links DNA-proteina e quebras de
fita simples ou dupla (Loft & Poulsen, 1996; Ashok et al., 1997). O radical hidroxila
reage indiscriminadamente com as bases puricas, com as pirimidicas e com a
pentose causando a eliminacdo de uma base ou quebras na fita de DNA
(Dizdaroglu, 1986).

Portanto, em condi¢des fisioldgicas normais, a producéo de espécies reativas
de oxigénio pelas enzimas oxidantes € contrabalangada pelos mecanismos
antioxidantes do organismo. Entretanto, algumas condigbes patoldgicas, como a
hipertensdo arterial, causam mudancas pronunciadas na expressao e na atividade
de enzimas antioxidantes e pré-oxidantes, estimulando a producdo de ROS e
levando ao estresse oxidativo, ou seja, um desequilibrio entre a produgédo e a
eliminagao destas espécies reativas que podem interagir com moléculas bioldgicas,

como o DNA, danificando-as.

1.3 APOPTOSE

A morte celular é essencial para o desenvolvimento embrionario e para
manutencdo da homeostase tecidual em organismos multicelulares. Injurias

reversiveis ou irreversiveis podem desencadear a morte celular de formas



diferentes. Autofagia, necrose e apoptose distinguem-se molecular, bioquimica e
morfologicamente, dependendo da duragao ou da intensidade do estresse ao qual a
célula é submetida (Schweichel & Merker, 1973; Kuwana & Newmeyer, 2003)
(Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas morfolégicas observadas nos diferentes tipos de morte celular.

Morte Celular Caracteristicas

Apoptose Condensagéo da cromatina
Formag¢ao de corpos apoptéticos

Degradagao em fagocitos

Autofagia Aumento do nimero de
autofagossomos e autolisossomos

Necrose Intumescimento celular

Ruptura da membrana plasmatica

A autofagia € um processo comum em células de mamiferos, que ocorre em
situagcdes de estresse metabdlico, como falta de nutrientes, e resulta na degradagéao
de componentes celulares (Danial & Korsmeyer, 2004; Kelekar, 2005; Kroemer &
Jaattela, 2005; Lum et al., 2005).

Necrose é uma palavra de origem grega que quer dizer estado de morte e € 0
resultado de injuria celular irreversivel. A necrose é caracterizada morfologicamente
pelo aumento do volume celular, vacuolizagdo da cromatina, desorganizagdo do
citoplasma, degradagdo da membrana plasmatica, com consequente ruptura celular,
e indugcdo de reacgao inflamatéria local (Schweichel & Merker, 1973; Vannucci &
Hagberg, 2004; Vandenabeele et al., 2008; Puyal et al., 2009) (Figura 7). Portanto, a
necrose € definida como um processo agressivo de morte celular iniciada por
estimulos patologicos que resultam em rapido desequilibrio da homeostase e que
tem como caracteristica afetar varias células ao mesmo tempo, uma vez que os

agentes causadores atingem grandes areas do tecido.
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Figura 7: Principais alteragdes observadas em células necréticas. Adaptado de:

http://www.virtual.unifesp.br/unifesp/bio40/apoptose/index.htm

Em 1964, o termo morte celular programada foi proposto para designar um
tipo de morte que ocorre de forma intencional (Lockshin & Williams, 1964), que ficou
posteriormente conhecido como apoptose (Kerr et al, 1972). O mecanismo de
apoptose é disparado nas mais diversas situagées sendo de grande importancia na
embriogénese, morfogénese e renovagao celular fisiolégica (Bennett et al., 1995;
Green, 2000), além de ser um mecanismo de defesa para remover células
infectadas, danificadas ou desnecessarias, prevenindo processos patologicos (Joza
et al., 2002).

Os estimulos apoptéticos resultam em diversos eventos moleculares
organizados e em cascata que ocorrem em reposta a estimulos intra e extracelulares
e que requerem energia e sintese proteica para sua execugdo. As principais
mudangas morfolégicas decorrentes da apoptose sdo retragdo celular, perda da
aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas, condensacao da
cromatina, fragmentagdo internucleossébmica do DNA e formagdo de corpos
apoptaticos.

A apoptose € considerada uma resposta ativa a estimulos fisiolégicos que
levam a morte e eliminacao celular sem ativacao de vias inflamatdérias ou alteracao
do microambiente celular (Parolin & Reason, 2001; Orrenius et al., 2003). E um
fenbmeno muito rapido que ocorre através de uma sequéncia de mudancas
morfoldgicas especificas e coordenadas. Inicialmente, ocorre a redugdo do volume
celular, causando perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, e

a translocacdo de fosfolipideos da camada interna da membrana celular para



camada externa. A cromatina € condensada e marginalizada se concentrando junto
a membrana nuclear que se mantém intacta. Em seguida, a membrana celular forma
prolongamentos ou bolhas citoplasmaticas que séo liberadas formando pequenas
vesiculas, chamadas de corpos apoptoticos, que sdo rapidamente digeridos por
fagdcitos, responsaveis pela degradagédo da célula e reciclagem de seus
componentes, sem causar um processo inflamatério (Kerr et al.,, 1972; Tait et al.,
2004; Elmore, 2007; Taylor et al., 2008; Wang & Youle, 2009). Outra caracteristica
marcante desta forma de morte celular é a ativacdo de endonucleases responsaveis
pela fragmentagdo internucleossbmica do DNA em fragmentos de tamanhos
variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base (Enari et al., 1998; Hunot,
2001; Parolin & Reason, 2001; Zimmerman et al., 2001) (Figura 8).
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Figura 8: Principais alteragbes observadas em células apoptoticas. Adaptado de:

http://www.virtual.unifesp.br/unifesp/bio40/apoptose/index.htm

O processo de apoptose é coordenado por um conjunto de vias bioquimicas
encontradas em todos os seres vivos e desempenha papel fisiolégico importante na
manutencdo da homeostase tecidual. Além disso, representa um importante
mecanismo fisiopatoldgico de lesdo tecidual, estando envolvido no desenvolvimento
ou manutengao de muitas doengas cardiovasculares, como hipertenséo (Morillas et
al., 2012), diabetes (Kitada et al., 2012) e aterosclerose (Karaflou et al., 2008).

As alteragbes morfolégicas observadas em células apoptoéticas sao
consequéncia de uma combinacido de eventos moleculares e bioquimicos,
executados por uma familia de proteases zimogénicas, conhecidas como caspases
(cysteine-dependent aspartate-specific  proteases) (Hengartner, 2000), que

degradam a célula de forma ordenada pela clivagem de substratos celulares (Martin



& Green, 1995; Blank & Shiloh, 2007), levando a externalizagdo de fosfolipideos de
membrana que sinalizam para que fagécitos eliminem a célula (Martin et al., 1995;
Taylor et al., 2008; Boatright & Salvesen, 2003). Além das caspases, as proteinas da
familia Bcl-2 participam ativamente da regulagdo da morte celular por apoptose, uma
vez que sao proteinas pré6 (Bax e Bak) e anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-XL)
(Hengartner, 2000; Borner, 2003), e se houver desequilibrio na expressao destas
proteinas, o mecanismo de apoptose € iniciado (Petros et al., 2004).

O processo de apoptose pode ser deflagrado em células eucaribticas por
duas vias distintas: intrinseca ou mitocondrial e extrinseca ou citoplasmatica (Figura
9). A via extrinseca € ativada por estimulos extracelulares de estresse e caracteriza-
se pela ligagao de ligantes a receptores especificos na superficie celular, conhecidos
como “receptores de morte”, ativando a cascata de caspases (Budihardjo et al.,
1999). Os receptores de morte (rTNF: tumor necrosis factor e Fas: CD95/Apo-1)
possuem dominios citoplasmaticos, responsaveis pela formacdo do complexo
sinalizador e indutor de morte (Neumann et al., 2010). Os ligantes destes receptores
atuam como ativadores extracelulares de apoptose. Quando os receptores de morte
reconhecem um ligante especifico (TNF e Fas-L), seus dominios de morte interagem
com as proteinas adaptadoras FADD (Fas-associated death domain)/MORT1 que
recrutam a caspase-8, responsavel por ativar a caspase-3, levando a morte celular
(Daniel et al., 2001; Hassan et al., 2009).

A via intrinseca de apoptose inicia-se na mitocéndria e € ativada por
estresses intra ou extracelulares (Hengartner, 2000), que geram sinais responsaveis
por deflagrar o processo apoptético. Quando estes sinais alcangam a mitocéndria,
induzem o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, assim como o
colapso do potencial da membrana mitocondrial interna e, simultaneamente, a
passagem de agua para a matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela
(Loeffler & Kremer, 2000; Wang, 2001; Gupta, 2003). Estes eventos levam ao
vazamento de proteinas, como o citocromo ¢, para o citoplasma e,
consequentemente, a diminuicdo da producao de ATP e ao aumento de ROS
(Kroemer & Reed, 2000; Jaattela & Tschopp, 2003; Kroemer et al., 2007). No
citoplasma, o citocromo ¢ se liga a proteina Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating
Factor) e a caspase-9 formando um complexo, conhecido como apoptossomo
(Taylor et al., 2008), que ativa caspase-9 (Budihardjo et al., 1999) e esta, por sua



vez, ativa a caspase-3, que executa a morte celular por apoptose (Petros et al,
2004; Rupnarain et al., 2004).
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Figura 9: Vias intrinseca e extrinseca de induc¢ao de apoptose. Fonte: Kumar et al., 2007.

Técnicas apropriadas sao utilizadas para identificar e quantificar a apoptose,
aproveitando-se das multiplas alteracdes celulares observadas durante este
processo de morte. A citometria de fluxo, considerado o ensaio mais exato, permite a
analise precisa e confiavel de células em apoptose (Lecouer et al., 1997; Kam &
Ferch, 2000; Cornelissen et al., 2002).

A apoptose desempenha papel importante na fisiopatologia de doengas
cardiovasculares como aterosclerose, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo (Diez,
2007; Richards, 2010; Heres-Alvarez & Peix-Gonzalez, 2011; Montecucco et al.,
2011). Estudos mostram que pacientes hipertensos apresentam niveis aumentados
de marcadores de apoptose e de inflamagao, sendo que existe correlacdo entre
estes parametros e os danos observados em diferentes érgaos-alvo da doenca,
indicando que estas moléculas devem participar do desenvolvimento de lesbes
hipertensivas (Fortuno et al., 2001; Diez, 2007; Sander et al., 2010; Rosello-Lleti et
al., 2009). Além disso, sabe-se que a angiotensina |l apresenta efeitos pro-

apoptoticos dependentes da formagdao de ROS que estimulam a expressao de



fatores que faciltam a indugdo da via mitocondrial da apoptose nas células
endoteliais (Napoli, 2003; Ruiz-Ortega et al., 2003).

1.4 PRINCIPIOS BASICOS DE CITOMETRIA DE FLUXO

A necessidade de obter cada vez mais informagdes sobre o0s processos
bioldgicos tem conduzido ao desenvolvimento de equipamentos e técnicas cada vez
mais modernas para avaliar eventos celulares, como estresse oxidativo e apoptose.

A citometria de fluxo é uma técnica quantitativa de andlise celular,
desenvolvida na década de 1970, que possibilita a medida simultanea de multiplas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de células em suspensdo, orientadas
num fluxo laminar e interceptadas uma a uma por um feixe de luz. Dentre suas
principais aplicagdes, destacam-se as relacionadas a farmacologia (estudos de
cinética celular e resisténcia a farmacos), microbiologia (sensibilidade a
antimicrobianos), biologia molecular (ensaios de apoptose e proliferacdo celular) e
genética (caridtipo) (Riley, 2005).

O principio basico da citometria de fluxo é fazer as células em suspenséo
passar de forma alinhada por um feixe de luz com comprimento de onda constante,
geralmente um laser, que ao interceptar as células gera sinais que s&o captados e
transformados por detectores apropriados. Os sinais eletronicos produzidos sao
proporcionais ao tamanho, complexidade interna e intensidade de fluorescéncia
relativa da célula analisada.

O citdmetro de fluxo é um equipamento composto por trés sistemas principais:
o sistema fluidico, responsavel por transportar as células em fluxo laminar até o
ponto de interceptacdo pelo /laser; o sistema Ooptico, formado por lasers
monocromaticos e filtros que direcionam os sinais luminosos para detectores
apropriados; e o sistema eletrbnico que converte os sinais luminosos em sinais
eletrbnicos proporcionais, chamados pulsos de voltagem, que sdo armazenados e
posteriormente processados pelo computador (BD, 2000).

A suspensao celular é injetada no centro da camara de fluxo que se encontra
preenchida por uma solugéo salina, chamada fluido de revestimento (sheath fluid),
que apresenta pressdo inferior a pressdo da suspensao celular. Através da

focalizacdo hidrodindmica, as células sao forcadas a passar individualmente, em



fluxo laminar, pelo centro da camara de fluxo (Figura 10) onde sé&o interceptadas por

um /aser, que incide perpendicularmente sobre elas.

Camara de
fluxo

Figura 10: Camara de fluxo onde a suspensao celular ¢ injetada e carregada pelo sistema

fluidico do citdmetro de fluxo. Fonte: BD

A diferenga de presséao entre os dois fluidos faz com que o fluxo seja laminar.
A pressao da amostra é superior a pressao do fluido de revestimento e ajustavel, por
isto, alterando a pressao da amostra é possivel aumentar ou diminuir o fluxo da
amostra fazendo com que mais células sejam interceptadas pelo laser no mesmo
periodo de tempo (Figura 11), produzindo informagdes captadas por detectores

apropriados.
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Figura 11: Focalizagcdo hidrodindmica da amostra devido ao gradiente de pressdo dos
fluidos dentro da camara de fluxo. A pressdo da amostra é ajustavel, tornando possiveis

variacoes no fluxo de amostra. Modificado de: BD, 2000.

O sistema 6ptico desempenha duas fungdes principais: excitacao e deteccao.
Os componentes de excitacdo sao lasers, prismas e lentes, enquanto que os
componentes de deteccao sao lentes, cabos de fibra oOptica, espelhos, filtros e
detectores. Quando o /aser intercepta a célula, a luz dispersa e emitida é coletada
por lentes apropriadas que conduzem, através de cabos de fibra dptica, a
fluorescéncia emitida até filtros e detectores especificos (Figura 12A). Os sinais
luminosos gerados pelo laser azul sédo captados por um octdégono de detectores em
série, enquanto que os sinais gerados pelo laser vermelho sdo captados por um
trigono (Figura 12B). Filtros que refletem e transmitem comprimentos de onda

especificos, estdo localizados em frente a cada um dos detectores.

A Cahos de
o fibra dptica
Excitagéo
PMTs: O ( O
detectores de p
S5Ce —= O
= - Lentes ]
fluorescéncia = O
Prismas i O = O
B <4 ﬁL _ g OO 0O
p—— - R i
m e ' Fotodiodo  Octagono com Trigono com os
Lentes detector 05 detectores detectores do laser
Lasers de FSC do laser azul vermelho

Celula de fluxa

Deteccéo



B 488nm 750-810nm
650-670nm

633nm

750-810nm

Octdgono Trigono

Figura 12: Sistema optico do citbmetro de fluxo FACSCanto Il. A) Visdo geral dos

componentes opticos. B) Conjuntos de detectores em série.

Os pardmetros medidos podem ser detectados em canais Opticos ou em
canais de fluorescéncia. Os canais Opticos determinam caracteristicas morfologicas
das células, como tamanho e complexidade interna, através da dispersdao da luz
observada durante a interacao fisica do laser com a célula. Ao interceptar a célula, o
feixe de luz é desviado em todas as dire¢des. A luz desviada frontal (FSC: forward-
scattered light), e lateralmente (SSC: side-scattered light) fornece informacdes
morfoldgicas importantes sobre a célula. A luz difratada é coletada por lentes e
direcionada para um detector de fotodiodo que capta a intensidade da luz dispersa
frontalmente, fornecendo informagdes sobre o tamanho da célula (Riley, 2005). A luz
refratada e refletida é coletada por lentes localizadas perpendicularmente a fonte
luminosa e transmitem o sinal para um tipo de detector muito sensivel, chamado de
tubos fotomultiplicadores (PMT: photomultiplier tubes) (Cérte-Real et al., 2002) que
captam a intensidade da luz dispersa lateralmente (90°), fornecendo informagdes
sobre a complexidade e granulosidade interna da célula. E necessario utilizar um
detector muito sensivel para SSC, porque a dispersao lateral corresponde a cerca de
10% do sinal de luz emitida. A intensidade da luz dispersa frontal e lateralmente é
proporcional ao tamanho e complexidade interna das células, o que permite a
identificacdo de diferentes tipos celulares em uma populagédo heterogénea (Peres &
Curi, 2005) (Figura 13).
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Figura 13: FSC x SSC. A) Esquema da luz dispersada e detectada pelos canais 6pticos do
citometro de fluxo. B) Identificacdo de tipos celulares diferentes em uma amostra

heterogénea de medula sangue. Modificado de: BD, 2000.

Além dos parametros morfolégicos o laser também é capaz de excitar
fluorocromos ou compostos celulares com fluorescéncia intrinseca. Ao ser excitado
pelo laser, os fluorocromos absorvem energia e reemitem como fluorescéncia pela
emissao de fotons com maior comprimento de onda e menor energia. A
fluorescéncia, assim como a dispersdo lateral da luz, é detectada por tubos
fotomultiplicadores e a intensidade da fluorescéncia € proporcional a quantidade de
marcadores presentes na célula. A fluorescéncia é direcionada por filtros 6pticos
altamente especificos para os tubos fotomultiplicadores que captam e convertem os
sinais luminosos em pulsos elétricos que serdo amplificados, digitalizados,
armazenados em computador e, posteriormente, analisados por softwares

especificos.



Os citdmetros de fluxo utilizam diferentes tipos de filtros (longpass, bandpass
e shortpass) que permitem a passagem de comprimentos de ondas especificos
tornando possivel a detecgao simultdnea de varios fluorocromos. Os filtros do tipo
longpass (LP) transmitem comprimentos de onda iguais ou maiores ao especificado,
enquanto que os filtros shortpass (SP) transmitem comprimentos de onda iguais ou
menores ao especificado. Os filtros do tipo bandpass (BP) transmitem apenas uma

faixa de comprimento de onda sendo, portanto mais especificos (Figura 14).
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Figura 14: Filtros utilizados em um citdmetro de fluxo. O filtro LP500, é do tipo longpass e
transmite comprimentos de onda iguais ou maiores a 500nm, enquanto que o SP500, do tipo
shortpass, transmite comprimentos de onda iguais ou menores a 500nm. O filtro 500/50, é
um filtro do tipo bandpass e, portanto, transmitem apenas a faixa de comprimento de onda
compreendida entre 475 e 525 nm. Fonte: BD, 2000.

Portanto, a citometria de fluxo € uma técnica relativamente recente que tem
como principal vantagem a analise multiparamétrica de milhares de células,
individualmente, em um curto espaco de tempo, tornando-a uma técnica consistente
e bastante confidvel para deteccdo de parametros morfoldgicos, bioquimicos e

fisiologicos de células individuais.



2 JUSTIFICATIVA

A hipertensdo renovascular angiotensina ll-dependente é o tipo mais comum
de hipertensdo secundaria. Sabe-se que a angiotensina Il, além de um potente
vasoconstritor, possui varias outras atividades biolégicas, como regulagdo do
crescimento/apoptose celular e produgao e liberacdo de fatores pro-inflamatdrios,
imunomoduladores e oxidantes.

Existem muitos estudos que investigam os efeitos da hipertensdo sobre
orgaos-alvo classicos da doenga como coragéao, rins, cérebro e vasos sanguineos —
orgaos comumente afetados tanto pelo aumento da forga hemodindmica como por
moléculas com funcdo sinalizadora. Entretanto, poucos estudos demonstram
interesse em caracterizar os efeitos nao-hemodindmicos da hipertensao
renovascular 2R1C sobre células individuais também obtidas de tecidos que ndo sao
considerados alvos classicos da doenga, como sangue e medula 0ssea.

Além disso, na maior parte destes estudos os parametros de interesse sao
avaliados por técnicas amplamente  difundidas como microscopia,
quimioluminescéncia, espectrofotometria e blottings. A citometria de fluxo € uma
técnica relativamente nova e amplamente utilizada por apresentar muitas vantagens
como alta especificidade, sensibilidade e rapidez na obtencdo dos resultados.
Apesar disso, em fisiologia cardiovascular poucos trabalhos utilizam esta
metodologia.

Portanto, atualmente, fazem-se necessarios estudos capazes de determinar
como doengas cardiovasculares que atingem grande parte da populagdo mundial,
como hipertensao arterial, afetam a produgédo de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, a taxa de apoptose em células individuais de 6rgaos de extrema

importancia para homeostase do organismo.



3 HIPOTESE

A hipbétese do presente estudo € de que na hipertensdao renovascular
angiotensina ll-dependente, ocorre aumento da produgdo de espécies reativas de
oxigénio e que estas sao capazes de interagir com macromoléculas bioldgicas
levando a fragmentagdo do DNA, desencadeando mecanismos de apoptose. Além
disso, estes efeitos prejudiciais poderiam ser observados em células isoladas de
tecidos que nao sao considerados alvos classicos da hipertensao, uma vez que em
outras doencas cardiovasculares, como diabetes, existem evidéncias destes

acontecimentos.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como obijetivo caracterizar, por meio de citometria de fluxo,

os efeitos da hipertensdo renovascular 2R1C sobre as células sanguineas,

endoteliais e da medula éssea de camundongos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos hipertensos e seus controles Sham:

e Determinar os valores de frequéncia cardiaca e pressao arterial sistdlica,

diastodlica e média;

e Verificar ocorréncia de hipertrofia cardiaca

e Avaliar por meio da citometria de fluxo em células sanguineas, endoteliais e

de medula éssea:

— Producao de anion superdxido

— Producgao de peroxido de hidrogénio

Graus de apoptose

Fragmentagao do DNA



5 METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da
linhagem C57Bl/6 (Figura 15), pesando entre 23 e 23,5 gramas com
aproximadamente 8 semanas de idade, provenientes do biotério do Laboratério de
Transgenes e Controle Cardiovascular, pertencente ao programa de Pés-Graduagéao
em Ciéncias Fisiolégicas no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Espirito Santo, com garantia de serem animais isogénicos, ou seja, filhos de
casais irmaos e, portanto, com o minimo de variabilidade genética. Os animais foram
mantidos no biotério em gaiolas individuais colocadas em estantes ventiladas onde
receberam agua e ragao ad libitum e tiveram controlado o ciclo de 12 horas
claro/escuro, bem como a temperatura (22+2°C) e a umidade (70%) do ambiente.

Os aspectos éticos, a utilizacdo e o manuseio experimental dos animais
estavam de acordo com as normas estabelecidas pela Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) e a American Physiological Society (APS). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola
Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitéria (CEUA-EMESCAM
#010/2009).

Figura 15: Camundongo da linhagem C57BL/6 do Laboratério de Transgenes e Controle
Cardiovascular da UFES.



5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais:
( SHAM (n= 25) \ - Medidas hemodinamicas

- Dosagem de angiotensina |l plasmatica

- Coleta de células de sangue, medula

ég%al_% { >  Ossea e aorta
- Analise de estresse oxidativo
2R1C (n= 25) - Anadlise de apoptose
\ ) - Analise do contelido de DNA

5.3 INDUCAO DA HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2R1C

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9.1 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apds a tricotomia (Figura 16A e B), foi realizada uma incisdo no
flanco esquerdo (Figura 16C e D) dos animais para exposi¢do do conteudo da
cavidade retroperitoneal (Figura 16E e F). Com auxilio de uma lupa cirurgica (Opto
Eletrdbnica S/A Brasil) a artéria renal esquerda foi isolada da veia renal (Figura 16G-
L), o fluxo sanguineo e, consequentemente, a pressao de perfusdo renal reduzidos
pela colocagédo de um clipe de ago em forma de “U” com 0,12mm de abertura (Figura
16M - Exidel AS, Moutiter, Suiga) ao redor da artéria renal esquerda, préximo a aorta
dos animais do grupo 2R1C (Figura 16N-P). A camada muscular e a incisao cutanea
foram suturadas, respectivamente, com Catgut 4.0 e Fio de Seda 4.0 (Figura 16Q-
S). Os animais do grupo Sham foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico,
porém sem a colocagao do clipe. Durante a cirurgia, o animal foi mantido aquecido
sobre uma manta cirurgica regulada em 37°C. Os animais foram observados até se
recuperarem da anestesia (Figura 16T) e estudados 14 dias apds a indugdo da

hipertenséao.






Figura 16: Cirurgia para indugéo da hipertensdo 2R1C. Tricotomia (A e B), incisdo no flanco

esquerdo (C e D), exposigao do conteudo da cavidade retroperitoneal (E e F), isolamento da



artéria renal esquerda (G-L), clipe de ago (M), colocagao do clipe ao redor da artéria (N e O),

artéria renal esquerda clipada (P), sutura (Q-S), animal recuperando-se da anestesia (T).

5.4 MEDIDAS HEMODINAMICAS

5.4.1 Cateterizagao da artéria carétida

As pressdes arterial sistdlica, diastdlica e média e a frequéncia cardiaca foram
medidas 14 dias apds a cirurgia para indugdo da hipertensédo. Para o registro das
medidas hemodinédmicas, foi colocado um cateter na artéria carétida direita comum,
qgue consistia em uma canula com 4 a 5 cm de comprimento (0,040 mm OD X 0,025
mm ID; Micro-Renathane; Braintree Science) que foi esticada sobre ar aquecido até
que sua extremidade ficasse com aproximadamente 300-500 um de didmetro. Para
isso, os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9.1 mg/kg) por via
intraperitoneal. Foi feita uma incisdo cervical nos animais, que permitiu o acesso a
artéria cardtida, que foi isolada (Figura 17A e B) e teve uma de suas extremidades
amarrada (Figura 17C). Em seguida, o cateter foi preenchido com solugdo salina
isotdbnica contendo heparina (100U) e inserido no lumen da artéria através de uma
pequena incisdo para registros de pressao arterial sistélica, diastélica e média e da
frequéncia cardiaca. Por fim, o cateter foi firmemente amarrado e exteriorizado na
nuca dos animais com o auxilio de um trocater. A cirurgia foi realizada com o auxilio
de lupa cirurgica (Figura 17D - Opto Eletrénica S/A) e o animal foi mantido aquecido

sobre uma manta térmica durante toda a cirurgia.



Figura 17: Artéria cardtida direita (seta branca) e nervo vago (seta preta) (A), artéria
carotida isolada (B), com sua extremidade amarrada (C), lupa cirurgica (D).

5.4.2 Medida direta da pressao arterial

O registro foi realizado nos animais conscientes e livres, 48 horas apés a
colocagao do cateter. Para o registro das pressdes arterial sistdlica, média, diastdlica
e da freqUéncia cardiaca, o cateter foi acoplado a um pino de ago de 23-gauge que
estava conectado a um tubo de polietiieno de aproximadamente 25 cm (PE-50;
0,023 mm ID X 0,038 mm OD; Clay-Adams, EUA). A extremidade livre deste tubo foi
acoplada a um transdutor de pressao (Cobe Laboratories, EUA) previamente
conectado a um amplificador e a um sistema de aquisigdo de dados (Figura 18). A
indugdo da hipertensdo foi considerada bem sucedida quando os animais
apresentavam pressao arterial média maior que 120 mmHg. Os animais que nao
atingiam este critério foram excluidos do estudo. Quando o animal apresentava
sinais de estresse ou dor, ele era eutanasiado com uma sobredose de pentobarbital

sddico intraperitonealmente.



Figura 18: Sistema para aquisigao de dados das medidas hemodinamicas (Biopac Systems,
EUA).

5.5 MEDIDAS BIOMETRICAS DO CORAGCAO E RINS

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com sobredose
intraperitoneal de pentobarbital sédico e tiveram rins e o coragcdo removidos. Os
atrios foram separados e os ventriculos pesados, colocados para secar em estufa a
37°C por 48 horas e novamente pesados. A capsula renal foi removida, os rins foram
pesados, secos por 48 horas a 37°C em estufa e novamente pesados. O peso dos
orgaos utilizado nas analises foi o obtido apds o periodo de 48 horas na estufa,
(portanto o peso seco) e foi dado em miligramas (mg). O indice de massa ventricular
foi calculado pela razdo do peso ventricular seco / peso corporal (mg/g) para verificar
a existéncia de hipertrofia ventricular. Também calculamos a razdo entre o peso
seco do rim esquerdo / peso seco do rim direito para determinar a presenga de

hipertrofia renal direita e atrofia renal esquerda.

5.6 DOSAGEM PLASMATICA DE ANGIOTENSINA II

Apdés as medidas hemodinamicas, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical para dosagem de angiotensina Il plasmatica. O sangue foi

coletado, na presengca do anticoagulante EDTA, por pungdo cardiaca em



normocardia, utilizando agulha de 26-gauge e seringa de 1mL. O sangue foi
transferido para um microtubo onde foi adicionado o cocktail de inibidores de
protease (#P2714, Sigma-Aldrich). A amostra foi homogeneizada, centrifugada a
3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o plasma transferido para um criotubo e
armazenado em nitrogénio liquido até o momento da dosagem por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC: High Performance Liquid Cromatography).
Resumidamente, as amostras de plasma foram concentradas em coluna Sep-Pack-
C1s (Millipore, Massachussets, USA) ativada com metanol (5 mL), tetrahidrofurano (5
mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e agua (10 mL; MiliQ). Apds a ativacdo, as
amostras foram aplicadas na coluna e o peptideo de interesse eluido com solugao
de etanol: acido acético: agua (90:4:6, v/v). O eluato contendo angiotensina Il foi
liofilizado utilizando o Speed Vac SC 110 (Savant Instruments, Holbrook, NY, USA),
ressuspendido em 500 yL de acido fosférico 0,1% em acetonitrila 5% e filtrado com
membrana 0,22 ym antes de ser injetado na coluna analitica do sistema HPLC. Os
peptideos foram separados em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS 300 de 7
um (4,6x250 mm) (Applied Biosciences, Foster City, CA) utilizando um gradiente
linear de 5 a 35% de fase movel (acetonitrila em 0,1% H3PO,4) durante 40 minutos,
sob fluxo constante de 1,5 mL/min. A coluna de HPLC foi calibrada utilizando
angiotensina Ill como padrao interno e a detecgao do peptideo foi acompanhada em
absorbancia de 214 nm. O tempo de retencao foi utilizado para identificar o pico de
interesse, previamente determinado pela eluigdo de peptideos padrao de
concentracao conhecida. Os calculos foram efetuados com base na area do pico e a
concentracao de angiotensina Il foi expressa em pmol/ml de sangue. Este protocolo
foi realizado no Laboratério de Rim e Horménios da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP).

5.7 COLETA DE CELULAS SANGUINEAS

Por puncao cardiaca, sob anestesia intraperitoneal com ketamina/xilazina
(91/9.1 mg/kg), foram coletadas amostras de sangue para analise por citometria de
fluxo 14 dias apds a cirurgia para indugéo da hipertensédo. O sangue foi coletado por
puncgao cardiaca e, para isso, os animais foram colocados em decubito lateral. Em

seguida, uma agulha de 26-gauge, acoplada a uma seringa plastica heparinizada de



1 mL, foi inserida pelo espago intercostal até o ventriculo esquerdo e o sangue
lentamente coletado (Figura 19A-C). Imediatamente apds a coleta, o sangue foi
acondicionado em microtubos contendo o anticoagulante heparina, sendo 200 pL
destinados a realizagdo da citometria de fluxo. As hemacias foram lisadas pela
incubagao por duas vezes consecutivas com solugédo de lise (BD Pharm Lyse, #
555899) segundo as orientagdes do fabricante. Resumidamente, a solugao de lise
(10X) foi diluida (1X) com agua destilada e mantida em temperatura ambiente.
Foram adicionados 2 mL de solugao de lise 1X ao tubo contendo 200 uL de sangue.
Em seguida, os tubos foram vortexados e incubados, em temperatura ambiente, por
15 minutos para rompimento de hemacias (Figura 19D). Decorrido este tempo, a
reacao foi parada acrescentado-se 2 mL de PBS ao tubo. As amostras foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos (Eppendorf: Centrifuge 5702) e o
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado (Figura 19E e F). Como
mencionado anteriormente, as amostras de sangue foram incubadas duas vezes
com solugao para lise de hemacias. Apés as duas etapas para lise de hemacias, o
pellet foi ressuspendido em 2 mL de tamp&o fosfato (PBS: Phosphate Buffered
Saline) acrescido de 1% de soro fetal bovino (FBS: Fetal Bovine Serum) inativado
(PBS-iFBS) para lavar o excesso de solugdo de lise. Em seguida, as amostras foram
novamente centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e
os leucédcitos ressuspendidos em 1 mL de PBS-iIFBS e mantidos a 4°C até a
marcagao para analise por citometria de fluxo. Uma aliquota foi separada para

contagem em camara de Neubauer.



Figura 19: Coleta intra-cardiaca de sangue (A-C) e lise de hemacias (D-E) para analise por

citometria de fluxo.

5.8 COLETA DE CELULAS ENDOTELIAIS DE AORTA

Apds a coleta das amostras de sangue, os animais foram colocados sobre
uma grade onde foi realizada a perfusdo para eliminar o sangue do sistema
circulatério, evitando contaminagbes das amostras do endotélio por células
sanguineas. Através de uma incisdo toracica (Figura 20A-C) que permitia livre
acesso ao coragao do animal, foi feita uma pequena incisdo no atrio direito para
extravasamento do sangue e, aproximadamente, 50 ml de PBS (0,1 M; pH 7,4) foi
infundido no ventriculo esquerdo com auxilio de uma agulha de 22-gauge acoplada
a um equipo associado a um frasco de Mariotti. A soluc¢ao foi infundida com presséo
controlada pela forga da gravidade, sendo a presséo hidrostatica determinada pela
altura da coluna liquida (1,36 cm H,O = 1 mmHg) (Figura 20C-E). A perfuséo foi
realizada nestas condigbes objetivando mimetizar a presséao arterial média do animal

preservando o formato das artérias e evitando possiveis danos ao endotélio. Ao



término da perfusdo e com auxilio de uma lupa cirurgica, a aorta toracica foi
cuidadosamente removida (Figura 20F-1) e transferida para uma placa de Petri
contendo 2 mL de solugao salina balanceada de Hank (HBSS: Hank’s Balanced Salt
Solution) aquecida (37°C), onde procedeu-se a remogado de tecidos gordurosos
(Figura 22J). Em seguida, a aorta foi lavada duas vezes com HBSS, transferida para
outra placa de Petri (Figura 20K) contendo 1000 yL de HBSS aquecido e cortada
longitudinalmente para remo¢&o mecanica do endotélio. Para isso, foi feito um flush
na aorta com 500 pyL de HBSS aquecido utilizando um pipetador automatico de 200
uL. Em seguida, a aorta e a solugdo foram transferidas para um microtubo que foi
mantido em estufa a 37°C por 30 minutos. Decorrido este tempo, a aorta foi
removida e a suspensdo de células obtida foi centrifugada a 1200 rpm por 15
minutos e concentrada em 1 mL de HBSS. Apds esta etapa, as células
permaneceram acondicionadas em estufa (37°C) até o momento do experimento.

Uma aliquota foi separada para contagem em camara de Neubauer.




Figura 20: Coleta de células endoteliais de aorta. Os animais foram perfundidos (A-E) e a

aorta toracica removida para isolamento das células endoteliais (F-I).

5.9 COLETA CELULAS DE MEDULA OSSEA

Apods a coleta de células endoteliais, os animais foram levados para capela de
fluxo laminar onde foi realizado o isolamento de células da medula dssea. Foi
realizada a assepsia, os fémures e as tibias (Figura 21A) dos animais foram
removidos, assim como o excesso de musculo e tecido conjuntivo ao redor dos
ossos (Figura 21B-D). As epifises foram cortadas (Figura 21E) para exposigdao do
canal medular. Para remogédo da medula éssea, uma agulha de 26-gauge acoplada
a uma seringa plastica de 1 mL foi inserida na cavidade medular para retirada da
medula éssea através de flush (Figura 21F) utilizando meio de cultura DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Sigma). A suspensao de medula éssea foi



homogeneizada (Figura 21G) e centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos (Eppendorf:
Centrifuge 5702). O sobrenadante foi desprezado, as células ressuspendidas em
solugado de lise de hemacias (BD Pharm Lyse, # 555899) (Figura 21H). Para isso,
foram adicionados 2 mL de solugéo de lise 1X ao tubo contendo o precipitado de
células da medula. Em seguida, os tubos foram vortexados e incubados, em
temperatura ambiente, por 15 minutos para rompimento de hemacias. As amostras
foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado e descartado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de PBS
acrescido de 1% de FBS inativado (PBS-iFBS) para lavar o excesso de solugao de
lise e as amostras novamente centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. As amostras
de medula éssea, assim como as de sangue, foram incubadas duas vezes com
solugdo para lise de hemacias, portanto os procedimentos descritos acima foram
realizados duas vezes. Por fim, o sobrenadante foi aspirado (Figura 211) e as células
ressuspendidas em 1 mL de PBS-iIFBS e mantidas a 4°C até a marcagado para
analise por citometria de fluxo. Uma aliquota foi separada para contagem em camara
de Neubauer (Figura 21J).




Figura 21: Isolamento de células da medula éssea de camundongos: retirada do fémur e da
tibia (A-C), ossos isolados em meio de cultura (D), corte das epifises (E), flush para remover
a medula 6ssea (F), homogeneizagdo do lavado da medula (G), lise de hemacias (H),

células isoladas (I), cdmara de Neubauer (J).

5.10 QUANTIFICACAO DE CELULAS EM CAMARA DE NEUBAUER

Para determinagdo do numero de células obtido, foi realizada uma diluicao
1:10 (v/v) da suspenséo celular de sangue, aorta ou medula 6ssea em PBS (Gibco).
Em seguida, uma aliquota desta solucéo foi diluida 1:2 (v/v) em solugdo de Turck
(acido acético 2% com azul de metileno) para eliminar residuos de hemacias das
amostras, e uma aliquota desta ultima solugédo foi novamente diluida 1:2 (v/v) em
solugdo de azul de Tripano 0,4% para quantificagdo das células vivas. A solugao
(células/Turck/Tripano) foi homogeneizada e colocada em um lado da cédmara de
Neubauer (Figura 22A) para contagem com auxilio do microscopio 6ptico (Nikon Tsi
— Figura 22B) no aumento de 40X. As células sao contadas nos quatro quadrantes

externos da camara (Figura 22C) seguindo sempre a mesma diregao (Figura 22D) e



usando o esquema do “L” para que a mesma célula nao seja contada duas vezes.
Portanto, as células que se encontravam sobre as linhas de baixo e da direita ndo

eram contadas (Figura 22E). A equagao usada para determinar o numero de células
por mililitro foi:

QC = FD x 10* x 1ml x N° de células, onde:
4

FD — Fator de diluicao (40x)
10* — Fator de correcdo da camara de Neubauer
1ml — Volume da amostra

N° de células — Média do numero de células contadas
4

Este protocolo foi realizado objetivando utilizar sempre 10° células nas
marcagdes analisadas por citometria de fluxo. As amostras de sangue e medula

éssea, forneceram sempre 10” células/ml, ja4 as amostras de aorta forneceram 10°
celulas/ml.
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Figura 22: Contagem celular em camara de Neubauer. Suspensao celular misturada com os
corantes sendo adicionada a camara (A), microscépio optico utilizado na analise (B), as
células foram contadas nos quatro quadrantes externos da camara, indicados pelos
nuameros (C), detalhe de um quadrante mostrando o sentido da contagem (D) e as células

que se encontravam sobre as linhas marcadas com o x ndo eram contadas (E).

5.11 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE EM CITOMETRO DE
FLUXO

Para minimizar a manipulagcédo e a consequente perda celular, foi utilizado o
método de lise de hemacias em sangue total e medula éssea. Como foi realizada
perfusdo dos animais, nao houve necessidade de submeter as amostras de aorta a
lise de hemacias. Por fim, o centrifugado celular (pellet) de sangue, aorta e medula
O0ssea foi ressuspendido em PBS-iFBS, com objetivo de reduzir substancias
plasmaticas potencialmente capazes de se ligarem de forma n&o especifica aos
anticorpos ou de reagirem com os marcadores utilizados. Em seguida foram
colocadas 10° células de sangue, aorta ou medula 6ssea em tubos previamente
identificados que foram incubados no escuro com os marcadores especificos para
cada ensaio. Ao final, as células foram ressuspendidas em 400 ul de PBS-iFBS ou
Binding Buffer e mantidas a 4°C até o momento da aquisigdo dos dados no citbmetro

de fluxo.

5.12 ANALISE CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO



Foi utilizado um citdbmetro de fluxo (FACSCanto Il Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA - Figura 23A) acoplado a um
computador. Foram adquiridos 30.000 eventos de cada amostra (10.000 eventos em
triplicata) e os dados coletados foram analisados pelos softwares BDFACSDiva (BD
— Figura 23B) e FCSExpress (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA — Figura
23C). No citbmetro de fluxo, as células sdo analisadas de acordo com suas
propriedades fisicas e quimicas como tamanho e complexidade interna ou
granulosidade, e intensidade de fluorescéncia que € proporcional a quantidade de
marcacao pela sonda fluorescente utilizada (APC, DCFH-DA, DHE, FITC e PI).

#BD FACSCanto Il

Figura 23: A) Citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD) e layout dos softwares utilizados na
andlise dos dados FACSDiva (B) e FCS Express 4 Plus (C).

Ao iniciar o citbmetro, foram retiradas bolhas de ar e obstrucbes que
eventualmente penetram no sistema fluidico e podem interferir na leitura das células.
Antes da aquisicdo das amostras, foi utilizado o reagente CS&T (Cytometer Setup
and Tracking; BD - Figura 24) para ajustar as voltagens dos tubos
fotomultiplicadores e avaliar sua sensibilidade. Este reagente é utilizado para
caracterizagdo e monitoramento do desempenho do equipamento, objetivando a
manutencdo dos parametros analisados permitindo maior precisdo e
reprodutibilidade dos resultados obtidos pelo citémetro. Além disso, apdés cada
aquisicao, foi feita a limpeza do tubo de injecdo de amostra (SIT: Sample Injection
Tube), pois pequenas quantidades de fragmentos residuais de células existentes no

circuito poderiam contaminar a préxima amostra a ser processada.



Figura 24: CS&T (Cytometer Setup and Tracking Beads): reagente utilizado como controle

de qualidade do citdmetro de fluxo.

O FACSCanto Il possui duas fontes luminosas (feixe de luz), um laser de
argbnio (Ar - laser azul: 488 nm de excitacdo) e de hélio-nednio (HeNe — laser
vermelho: 633 nm de excitagdo). A transmisséo ou a refragcdo da luz pelas células é
captada por meio de oito detectores: Forward Scatter (FSC) que é sensivel a
dispersao frontal da luz (proporcional ao tamanho da célula); Side Scatter (SSC) que
é sensivel a dispersao lateral da luz (proporcional a granulosidade ou complexidade
interna da célula), bem como por seis detectores de fluorescéncia. Os detectores
FSC e SSC foram ajustados para acomodar populagbes heterogéneas de células
presentes nas amostras e os dados foram coletados em escala linear. Dados de
fluorescéncia foram coletados em escala logaritmica. As fluorescéncias do FITC e do
DCFH-DA foram captadas pelo filtro de 530/30 (530+£15) nm e medidas pelo detector
E (octogono); as fluorescéncias do Pl e do DHE foram captadas pelo filtro de 585/42
(585+21) nm e medidas pelo detector D (octégono) e a fluorescéncia do APC foi
captada pelo filtro de 660/20 (660+10) nm e medida pelo detector C (trigono). E
importante destacar que nos protocolos em que foram utilizados dois marcadores
simultaneamente (ROS e apoptose), foi realizada a compensacao das fluorescéncias
com o objetivo de minimizar a interferéncia da luz emitida e captada pelos tubos
fotomultiplicadores.

Para todos os protocolos de citometria de fluxo, as células foram visualizadas
em grafico de pontos (dot plot) bidimensional onde foram analisados os parametros
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), em escala linear, para identificacdo das
populagdes celulares e exclusdao de debris. Em seguida, realizou-se um gate

eletrénico uUnico em torno das células de interesse para excluir células inviaveis da



regiao analisada. Além disso, foram feitos histogramas e dot plots para andlise em
escala logaritmica de cada marcador fluorescente utilizado em cada protocolo.

Cada amostra foi lida em triplicata e, de cada uma, foram adquiridos 10.000
eventos (30.000 células/animal). Os valores referentes a produgdo de espécies
reativas de oxigénio foram avaliados por meio da mediana da intensidade de
fluorescéncia emitida pela populacao de células analisada. Este valor é dado pelo
aparelho e foi esta unidade utilizada para se avaliar a intensidade de fluorescéncia
das células.

5.12.1 Identificagdo de células endoteliais

Apods o isolamento e contagem das células endoteliais de aorta, uma aliquota
foi retirada para confirmar a presenca de células endoteliais por analise
imunofenotipica para identificagdo de antigenos especificos expressos na superficie
celular. Para isso foi utilizado o anticorpo anti-CD31 (BD/Pharmingen), fortemente
expresso na superficie de células endoteliais, conjugado a aloficocianina (APC). A
imunoglobulina isotipo-especifica, ndo reagente, marcada com o mesmo fluorocromo
(anti-rat IgG2.-APC; BD/Pharmingen) foi utilizada como controle (Figura 25A).

Dois tubos de citometria de fluxo foram separados e identificados para cada
animal. No primeiro foram colocados 5ul do anticorpo controle (IgG2.-APC) e no
segundo a mesma quantidade do anticorpo marcador, ou seja, 5ul de CD31-APC
(Figura 25B). Em seguida, foram adicionadas aproximadamente 10° células isoladas
da aorta em cada tubo e as amostras foram incubadas no escuro por 20 minutos.
Decorrido este tempo, as células foram lavadas em PBS para remover o excesso de
anticorpo e, por fim, foi feita a aquisicao de 30000 eventos no FACSCanto Il e os
dados foram analisados com auxilio do software BDFACSDiva (Bencton Dickinson).



Figura 25: Identificagao de células endoteliais. A) CD31-APC e IgG,,-APC, B) marcagéao de
células isoladas da aorta com os anticorpos.

5.12.2 Determinagdo dos niveis citoplasmaticos de espécies reativas de

oxigénio

Os niveis citoplasmaticos de O, e H,O, foram analisados separada e
simultaneamente nas amostras de células sanguineas, endoteliais e de medula
Ossea, através da mediana da intensidade de fluorescéncia emitida pelos
marcadores dihidroetideo (DHE) e 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina DCFH-DA
(Figura 26). Apds o isolamento das células, foram separados e identificados 6 tubos,
sendo que cada tubo, de acordo com seu numero, recebeu uma substancia

diferente, obedecendo sempre a mesma ordem da seguinte forma:

1. Tubo 1: Células — 10° células sanguineas, endoteliais ou de medula
0ssea em PBS

2. Tubo 2: Controle Negativo — Células + 20ul EtOH

3. Tubo 3: Controle Positivo — Células + 20pl DHE + 20ul DCFH-DA +
20ul H20, (50uM)

4. Tubo 4: DHE — Células + 20ul DHE (160uM)

5. Tubo 5: DCF — Células + 20ul DCFH-DA (20mM)

6. Tubo 6: DHE/DCF — Células + 20ul DHE + 20ul DCFH-DA



Figura 26: DHE e H,DCFDA: marcadores utilizados para determinagdo dos niveis

citoplasmaticos de O, e H,0,.

5.12.2.1 Marcagéo com dihidroetideo (DHE)

Os niveis de anion superoxido (O2¢’) foram medidos por citometria de fluxo
através da fluorescéncia emitida pelo etideo, que é produto da oxidacdo do
dihidroetideo ou hidroetidina. O DHE, forma reduzida do brometo de etideo, entra
livremente na célula e reage rapidamente com o O, formando etideo. No
citoplasma, o DHE é um fluorocromo azul (420nm), entretanto quando oxidado a
etideo, este se liga ao DNA causando a amplificagao da fluorescéncia vermelha
(518-605nm) (Sharikabad et al, 2001). A oxidacdo do DHE é quantitativamente
proporcional a concentracido de Oz*" na célula.

As células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea foram ressuspendidas
em 1ml de PBS na concentracdo de 1x10° células/mL e incubadas, no escuro, com
160uM de DHE em etanol absoluto, por 30 minutos a 37°C. Decorrido este tempo,
as amostras foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos para remover o excesso
do marcador eo pellet ressuspendido em 400 uL de PBS-iFBS. As amostras foram
mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da luz até a aquisigdo dos dados no citbmetro
de fluxo. Os sinais foram obtidos utilizando o filtro 585/42. Como controle positivo, as
células foram previamente incubadas com 50uM H;O, por 5 minutos, enquanto que
para o controle negativo, as amostras celulares foram incubadas apenas em etanol.
A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software FACSDiva, pela

determinagao da mediana da intensidade de fluorescéncia de 30.000 células.



5.12.2.2 Marcacado com 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA)

Os niveis de peroxido de hidrogénio (H2O2) foram medidos por citometria de
fluxo através da fluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF) que é produto
da oxidacédo do 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA). O DCFH-DA é um
éster, ndo-fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora as regides
hidrofébicas. Apds entrar na célula, o DCFH-DA perde o grupo diacetato, pela agao
de esterases intracelulares, resultando na formagdo de um composto intermediario
(DCFH), que pode ser oxidado pelo H»O, formando o composto fluorescente
diclorofluoresceina (DCF), que por ser apolar fica aprisionado no interior da célula.
Portanto, a oxidacao do DCFH-DA é quantitativamente proporcional a concentracao
de H2O2 na célula (Hirabayashi et al., 1985).

As células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea foram ressuspensas
em 1mL de PBS na concentracdo de 1x10° células/ml e incubadas, no escuro, com
solugao de 20mM H;DCFDA (Gao et al., 2004) em etanol absoluto, por 30 minutos a
37°C. Decorrido este tempo, as amostras foram centrifugadas a 1200rpm por 10
minutos para remover o excesso do marcador e o pellet ressuspendido em 400 pl de
PBS-iFBS. As amostras foram mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da luz até a
aquisicdo dos dados no citdmetro. Os sinais foram obtidos utilizando o filtro de
530/30 para DCF. Como controle positivo, as células endoteliais foram previamente
incubadas com 50uM H2O, por 5 minutos, enquanto que para o controle negativo, as
amostras celulares foram incubadas apenas em etanol. A analise dos dados foi
realizada com auxilio do software FACSDiva, pela determinacdo da intensidade

média de fluorescéncia de 30.000 células.

5.12.2.3 Marcagao com dihidroetideo (DHE) e 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA)

Como mencionado anteriormente, as amostras também foram incubadas
simultaneamente com os marcadores DHE e DCFH-DA. Para isso, foram

adicionados ao tubo de citometria identificado como DHE/DCF 10° células



sanguineas, endoteliais ou de medula 6ssea, 160uM de DHE e 20mM de DCFH-DA.
O protocolo de marcagao foi 0 mesmo utilizado anteriormente, ou seja, as amostras
foram incubadas, no escuro, por 30 minutos a 37°C, centrifugadas, ressuspensas e
mantidas a 4°C até o momento da aquisi¢cao dos dados.

5.12.3 Analise de viabilidade e apoptose celular

Para determinacao de viabilidade e apoptose celular foi utilizada a marcacgao
com o reagente Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit® (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA), composto da proteina anexina V conjugada a fluoresceina (FITC)
e do corante intracitoplasmatico iodeto de propideo (PI: Propidium lodide), seguida
de analise em citbmetro de fluxo. Este ensaio consiste na ligacdo eficiente da
proteina anexina V aos residuos do fosfolipidio fosfatidilserina. Na célula viavel,
estes residuos se encontram na face interna da membrana plasmatica. Entretanto,
quando o processo de morte celular programada (apoptose) é iniciado, estes
residuos sao rapidamente translocados para a face externa da membrana,
permitindo a ligagao da proteina anexina V. O Pl, marcador padrao de viabilidade, é
usado para distinguir células viaveis de nao-viaveis, uma vez que células viaveis
com membrana intacta sdo impermeaveis ao corante, enquanto que membranas de
células mortas ou danificadas sdo permeaveis. Além disso, o Pl é usado em
conjunto com a anexina V para permitir a identificacao de células em estagio inicial e
final de apoptose (van Engeland et al, 1996). Portanto, neste ensaio é possivel
determinar a proporgao de células vivas (anexina V'/PI’); células em estagio inicial de
apoptose onde ocorre apenas a exposicdo da FS na face externa da membrana
plasmatica com consequente marcagdo com a anexina V (anexina V'/PI'); células
em estagio tardio de apoptose ou em necrose onde além da exposigdo da FS, a
membrana plasmatica sofre colapso e se torna permeavel ao PIl, fazendo com que a
célula possua dupla marcagédo (anexina V'/PI") (Figura 27A). Inicialmente, foram

separados e identificados 5 tubos para cada amostra:

1. Tubo 1: Células — 10° células sanguineas, endoteliais ou de medula
ossea

2. Tubo 2: Controle Negativo — Células + 20uL Binding Buffer



Tubo 3: Controle Positivo — Células + 20uL H2O, (50uM)

Tubo 3: FITC — Células + 5uL Anexina V-FITC

Tubo 4: Pl — Células + 5uL PI

Tubo 5: Annexina V/PI — Células + 5uL Anexina V-FITC + 5uL PI

U

As células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea foram ressuspendidas
em 400 pl de tampao de ligagdo 1X (Binding Buffer® 1X: 10mmol HEPES, NaOH,
pH7,4, 140mmol NaCl, 2,5mmol CaCl,) na concentragdo de 1x10° células/ml. Em
seguida, 100pl desta solugdo (1x10° células) foram transferidos para os tubos de
citometria previamente identificados, onde foram acrescentados 5ul de anexina V-
FITC (Tubo 3), 5ul de Pl (Tubo 4) ou ambos os marcadores (Tubos 2 e 5). As células
foram incubadas por 15 minutos, a temperatura ambiente (25°C), na auséncia de luz.
Por fim, 400ul de Binding Buffer 1X foram adicionados a cada tubo e as amostras
analisadas em citdmetro de fluxo no periodo maximo de 1 hora. As amostras foram
analisadas em ftriplicata, sendo adquiridos 10.000 eventos por leitura. Os dados
foram analisados com auxilio do software FACSDiva, pela determinagdao da
porcentagem de células encontradas em cada um dos quadrantes do dot plot (Figura
27B).
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Figura 27: Analise de apoptose. A) Ligagdo da proteina anexina V aos residuos de
fosfatidilserina externalizados na membrana celular. B) Marcagdo de células, C) kit de
apoptose, D) citograma tipico obtido durante a aquisicdo dos dados e analise dos resultados
de apoptose.

5.12.4 Analise do conteudo de DNA

Através deste protocolo foi determinado o conteudo de DNA das células pela
coloragao com iodeto de propideo (Pl) por citometria de fluxo. O Pl € um agente
intercalante fluorescente de DNA que quando a membrana celular é permeabilizada
€ capaz de penetrar na célula e corando o DNA. Desta forma, a fluorescéncia
emitida pelo Pl é proporcional & quantidade de DNA das células. Inicialmente, 1x10°
células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea foram ressuspensas e fixadas
em 1mL de etanol 70% por pelo menos 2 horas a -20°C. As células foram lavadas,
ressuspensas em 1mL de PBS gelado e incubadas com 200uL de solugao de
colorac&o (200puL de RNAse A (20mg/mL), 800uL de PI (500upg/mL), 20uL de Triton
X-100, Q.s.p. 20mL de PBS1x) por 30 minutos, no escuro, a 4°C. Em seguida, as



células foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos e, para inativar o PI, apds a
centrifugacado, as células foram ressuspendidas em 1mL de PBS. Apds nova
centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 200uL de PBS e a fluorescéncia
emitida pelo Pl medida no citdmetro de fluxo. A taxa de aquisi¢ao foi de 200 células /
segundos para que fosse possivel diferenciar singlets e doublets. Além disso, foi
feito um citograma da fluorescéncia de Pl versus FSC (FSC vs. Pl) para excluir
debris. A anadlise dos dados foi realizada utilizando o software FACSDiva. Os
histogramas da fluorescéncia emitida foram analisados para detectar a presenga de
DNA fragmentado (regido sub-Go/G1), DNA normal (dipldide — regidao Go/G+, antes da
sintese de DNA), DNA em processo de duplicagado (regido S) e DNA duplicado
(polipldide — regidao Go/M) (Figura 28).
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Figura 28: Analise do conteido de DNA pela marcagdao com iodeto de propideo. A)
Marcagao das células, B) iodeto de propideo, C) histograma tipico representativo do ciclo
celular avaliado por citometria de fluxo com o uso de PI.



5.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao expressos como médiatEPM. Os valores de presséao arterial,
frequéncia cardiaca, medidas antropométricas, dosagem de angiotensina Il e
porcentagem de células positivas foram analisados por meio de Teste t de Student
para medidas independentes. Ja os valores de mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. A analise estatistica dos dados foi efetuada com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0. A diferenca foi considerada estatisticamente significante
quando p<0,05.



6 RESULTADOS

Foram utilizados 10-12 animais divididos aleatoriamente em dois grupos:
Sham (N=5) e 2R1C (N=5-7). Os animais do grupo 2R1C foram submetidos a
cirurgia para colocagao do clipe de ago ao redor da artéria renal esquerda, levando a
hipertensdo renovascular, enquanto que os animais do grupo Sham foram
submetidos a mesma cirurgia, porém sem a colocagao do clipe correspondendo a

uma cirurgia ficticia.

6.1 MEDIDAS HEMODINAMICAS

As medidas hemodinamicas foram realizadas com os animais acordados, 14
dias apds a cirurgia de indugdo da hipertensdo renovascular (2R1C, N=5) ou a
cirurgia ficticia (Sham, N=5). Conforme o esperado, verificamos que os animais
2R1C apresentaram pressao arterial sistélica (Sham: 129+0,7 vs 2R1C: 173£10,7
mmHg — Figura 29A), diastdlica (Sham: 90£0,9 vs 2R1C: 130+5,3 mmHg - Figura
29B) e média (Sham: 103+0,8 vs 2R1C: 144+5,6 mmHg - Figura 29C)
significativamente maior que os animais Sham, mostrando que a cirurgia realizada

para inducao da hipertensao renovascular foi bem sucedida.
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Figura 29: Valores basais da pressao arterial sistdlica (A), diastdlica (B) e média (C) de
camundongos Sham e 2R1C apds 14 dias de estenose da artéria renal esquerda. Os

valores indicam médiatEPM. * p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

Na figura 30, pode ser observado que nos animais 2R1C a hipertenséo
arterial foi acompanhada de taquicardia quando comparado aos animais
normotensos (Sham: 483+20,3 vs 2R1C: 612+38,0 bpm).
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Figura 30: Valores basais de freqiiéncia cardiaca de camundongos Sham e 2R1C apéds 14
dias de estenose da artéria renal esquerda. Os valores indicam médiatEPM. * p<0,05 vs.
Sham (Teste t de Student).

Além disso, os animais submetidos a cirurgia de indugdo de hipertensao

renovascular apresentaram aumento de aproximadamente quatro vezes nos niveis



plasmaticos do octapeptideo angiotensina Il quando comparado com os animais do
grupo Sham (Sham: 2943 vs 2R1C: 130+£3 pmol/ml) (Figura 31).
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Figura 31: Grafico de barras mostrando os efeitos da indugao da hipertensdo renovascular
sobre os niveis de angiotensina Il plasmatica em camundongos Sham e 2R1C apés 14 dias
de estenose da artéria renal esquerda. Os valores indicam médiatEPM. * p<0,05 vs. Sham
(Teste t de Student).

6.2 MEDIDAS BIOMETRICAS DO CORAGCAO E RINS

Apds 14 dias da cirurgia para indugdo da hipertensdo renovascular, os
animais 2R1C (N=5) e Sham (N=5) foram pesados, eutanasiados e os rins e coragéo
foram removidos, pesados e colocados para desidratar em estufa a 37°C por 48h. A
tabela 2 apresenta os valores obtidos nas analises antropométricas. Como pode ser
observado, ndo houve diferenga no peso corporal inicial entre os grupos (Sham:
23,2+0,1 vs. 2R1C: 23,11£0,05 g). Entretanto, ao final do experimento, ou seja, 14
dias apdés a indugdo da hipertensdo renovascular, os animais do grupo 2R1C
apresentaram diminuigdo do peso corporal comparado aos animais do grupo Sham
(Sham: 24,8+0,13 vs. 2R1C: 22,81£0,05 g). Portanto, a hipertensao renovascular
levou a perda de peso nos animais do grupo 2R1C.

Com relagéo ao peso dos 6rgaos, ndo houve diferengca no peso ventricular
entre os grupos. Entretanto, o indice de massa cardiaca, determinado pelo peso

ventricular corrigido pelo peso corporal (PV/PC), mostrou que nos animais



hipertensos o indice € maior que nos normotensos (Sham: 1,0310,04 vs. 2R1C:
1,194£0,04 mg/g), confirmando o desenvolvimento de hipertrofia ventricular nos
animais do grupo 2R1C. O peso do rim direito dos animais 2R1C foi
significativamente maior que dos animais Sham (Sham: 43,1+1,1 vs. 2R1C: 50,7+0,8
mg) indicando hipertrofia, enquanto que o peso do rim esquerdo foi
significativamente menor indicando atrofia (Sham: 41,1+1,1 vs. 2R1C: 22,4+0,1 mg).
Também é possivel observar que nos animais 2R1C ocorreu diminuicdo da razao
peso do rim esquerdo / peso do rim direito quando comparado aos animais Sham
(Sham: 0,95+0,01 vs. 2R1C: 0,44+0,02), confirmando a hipertrofia renal direita e a

atrofia renal esquerda, caracteristicos do modelo.

Tabela 2 Peso corporal, peso seco cardiaco e renal 14 dias apos a indugéo da hipertensao

Parametros Sham (n=7) 2R1C (n=7)
Peso Corporal inicial (g) 23,2+0,08 23,1+0,05
Peso Corporal final (g) 24,8+0,13 22,8+0,05*
Peso Seco Coragao (mg) 25,6+1,0 27,1+0,9
indice Cardiaco (mg/g) 1,0£0,04 1,2+0,04*
Peso Seco Rim Esquerdo (mg) 41,1£1,0 22,4+0,9*
Peso Seco Rim Direito (mg) 43,1+1,1 50,7+0,8*
Razdo RE/RD 0,95+0,01 0,44+0,02*

Nota: Valores expressos como médiatEPM. RE: rim esquerdo, RD: rim direito. * p<0,05 vs.
Sham (Teste t de Student)

6.3 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS CELULARES POR CITOMETRIA
DE FLUXO

Para os estudos de citometria de fluxo foram utilizados 10-12 animais, sendo
5 normotensos (Sham) e 5-7 hipertensos (2R1C). As amostras coletadas foram
analisadas em no maximo 2 horas, com exce¢cdo do protocolo para analise do

conteudo de DNA, ja que as células precisavam ser fixadas. Os dados foram



coletados em ftriplicata e os resultados apresentados representam a média das trés
leituras realizadas pelo citdbmetro de fluxo. A figura 32 apresenta dot plots tipicos dos
dados referentes ao tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC) de células do
sangue (A), aorta (B) e medula éssea (C) de camundongos. As populagdes celulares
de interesse foram identificadas através de gates eletrénicos coloridos. Nas
amostras de sangue e medula 6ssea podemos identificar linfécitos (R1), mondcitos
(R2) e granulécitos (R3), enquanto que na amostra de aorta podemos identificar
células endoteliais (R4). Nas amostras de sangue e medula 6ssea, foram avaliadas
as trés populagdes celulares simultaneamente, enquanto que nas amostras de aorta,

apenas as células endoteliais foram analisadas.
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Figura 32: Dot plots ilustrativos de células de sangue (A), aorta (B) e medula 6ssea (C) de
camundongos, com populagdes celulares especificas destacadas por gates. R1: linfocitos;
R2: mondcitos; R3: granuldcitos; R4: células endoteliais. FSC: Forward Scatter; SSC: Side

Scatter.

E importante destacar que os histogramas e dot plots apresentados tem por
objetivo apenas ilustrar o que foi observado durante as analises por citometria de
fluxo, ou seja, as populagdes celulares e suas diferentes respostas de intensidade
de fluorescéncia obtidas para cada grupo estudado.

6.3.1 Identificagdo de células endoteliais isoladas da aorta toracica

E importante ressaltar que as amostras de aorta foram incubadas com o
anticorpo especifico para identificagdo de células endoteliais com objetivo exclusivo
de confirmar a presenca desta populacdo celular na amostra. Para isso, apés
isolamento as células foram incubadas com anti-CD31-APC ou com seu controle de
isotipo 19G2,-APC e, como pode ser observado na figura 33, os dados adquiridos
por citdmetria de fluxo confirmaram a presenca de células endoteliais nas amostras
isoladas da aorta toracica de camundongos. No histograma, o controle de isotipo
estd representado pela linha pontilhada e, como pode ser verificado na abscissa,
ndo existem células emitindo fluorescéncia acima de 10? sendo este o limite de

negatividade utilizado na técnica (M1). A marcacdo de células endoteliais com



CD31-APC esta representada pela area rosa, sendo possivel verificar a presenca de
células emitindo fluorescéncia entre 10° e 10° confirmando a existéncia de células

endoteliais na amostra (M2).
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Figura 33: Identificacdo de células endoteliais por imunofenotipagem. Histograma
demonstrando a expressdo do antigeno de superficie CD31 (area rosa) e do controle de
isotipo 1gG2, (linha pontilhada). M1: fluorescéncia negativa (controle); M2: fluorescéncia

positiva (células endoteliais).

5.3.2 Conseqiiéncias da hipertensdao renovascular sobre a quantificagao da

concentragao citoplasmatica de espécies reativas de oxigénio

Para quantificacdo indireta da concentracdo citosdlica de Oz e H,0,, foi
realizada a técnica de citometria de fluxo, utilizando-se células sanguineas,
endoteliais e de medula éssea de camundongos normotensos (Sham) e hipertensos
(2R1C). Nas proximas figuras estdo representados histogramas tipicos ilustrativos
dos dados referentes a mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI: median
fluorescence intensity) emitida pela ligagao das sondas DHE e DCFH-DA com o Oy
e H,O,, respectivamente, produzidos pelas células. Este valor, MFI, é fornecido pelo
equipamento. Os histogramas apresentados tém por objetivo apenas ilustrar os
dados adquiridos pelo citdmetro de fluxo durante as analises, ou seja, as diferentes
intensidades de fluorescéncias. As médias dos valores de MFI encontrados para
cada grupo estéo plotadas nos graficos de barra. Além disso, sao apresentados dot
plots tipicos das porcentagens de células sanguineas, endoteliais e de medula



Ossea positivas para cada marcador individual (DHE ou DCFH-DA) e
simultaneamente (DHE+DCFH-DA). A analise foi realizada em triplicata sendo que
em cada repeticdo 10000 células foram avaliadas. Portanto, todos os dados de
citometria apresentados neste topico foram obtidos a partir de anadlises feitas
conforme descrito acima pelo citbmetro de fluxo. Desta forma, os histogramas,
graficos de barra e dot plots correspondem aos niveis citoplasmaticos de ROS em
células de sanguineas, endoteliais e de medula éssea de animais com hipertensao

renovascular (2R1C) e seus controles normotensos (Sham).

6.3.2.1 Em células sanguineas

A figura 34 apresenta histogramas tipicos que ilustram a MFI observada em
células sanguineas marcadas, respectivamente, com DHE (A) e DCFH-DA (B).
Como pode ser observado, a MFI das células sanguineas expostas tanto ao DHE
quanto ao DCF apresentou-se deslocada para direita nos animais do grupo 2R1C
(drea vermelha) quando comparado aos animais do grupo Sham (linha azul),

mostrando aumento da producao de ROS nestes animais.
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Figura 34: Efeito da hipertenséo renovascular 2R1C sobre a produgado de espécies reativas
de oxigénio em células sanguineas de camundongos expostas ao DHE (A) e ao DCFH-DA
(B). Histogramas representativos da MFI obtida para animais do grupo Sham (linha azul) e
2R1C (linha vermelha). As fluorescéncias do DHE e do DCFH-DA sao proporcionais aos
niveis intracelulares de O, e H,0,, respectivamente. Os dados sdo representativos de um

animal de cada grupo.

No grafico de barras (figura 35) é possivel observar que as células dos
animais hipertensos apresentaram maior MFI para DHE (Sham: 94163 vs. 2R1C:
21554289 a.u.) e para DCF (Sham: 252+23 vs. 2R1C: 531+48 a.u.) quando
comparados as células dos animais do grupo Sham. Estes dados confirmam
aumento da produgéo de ROS levando ao estresse oxidativo em células sanguineas
de animais hipertensos.
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Figura 35: Grafico de barras dos niveis de O,¢ (fluorescéncia de DHE) e H,O (fluorescéncia
de DCFH-DA) em células sanguineas de camundongos hipertensos (2R1C) e normotensos
(Sham). Os valores indicam MFI*EPM de experimentos realizados em triplicata. * p<0,05 vs.
Sham (Mann-Whitney).

Além disso, a anadlise da porcentagem de células positivas para os

marcadores utilizados mostrou que os animais 2R1C apresentam mais células



positivas para DHE (Sham: 15,87+3,3 vs. 2R1C: 34,17+5,1 %) e DCFH-DA (Sham:
1,43+0,2 vs. 2R1C: 5,66+0,23 %) quando comparado aos animais Sham.
Analogamente, a marcagao simultdnea de DHE e DCFH-DA nas células sanguineas
mostrou que a porcentagem de células duplamente positivas foi maior nos animais
do grupo 2R1C quando comparado aos animais do grupo Sham (Sham: 3,1410,5 vs.
2R1C: 9,9742,5 %) (Figura 36).
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Figura 36: Dot plots tipicos de células sanguineas de camundongos Sham e 2R1C,
incubadas com as sondas fluorescentes DHE e DCFH-DA. E possivel observar aumento da
porcentagem de células marcadas com DHE (Q,), DCFH-DA (Q4) e com os dois marcadores
simultaneamente (Q,) nos animais 2R1C. Q;: células DHE"; Q,: células DHE*/ DCFH-DA;

Qq: células DCFH-DA". Os dados s&o representativos de um animal de cada grupo.

Portanto, os dados apresentados acima mostram que nas células sanguineas
de animais hipertensos a producdo de O, e H,O,, medidas pela fluorescéncia
emitida pelo DHE e pelo DCFH-DA, respectivamente, estd aumentada quando

comparado aos animais nhormotensos.

6.3.2.2 Em células endoteliais

A figura 37 apresenta histogramas tipicos que ilustram a MFI observada em

células endoteliais de camundongos marcadas com DHE (A) e DCFH-DA (B). A MFI

das células endoteliais expostas tanto ao DHE quanto ao DCFH-DA apresentou-se



deslocada para direita nos animais do grupo 2R1C (area vermelha) quando
comparada aos animais do grupo Sham (linha azul), mostrando aumento da
producdo de ROS nestes animais, semelhante ao observado nas células

sanguineas.
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Figura 37: Efeito da hipertensédo renovascular 2R1C sobre a produgéo de espécies reativas
de oxigénio em células endoteliais de camundongos. Histogramas representativos da MFI
obtida para animais do grupo Sham (linha azul) e 2R1C (linha vermelha). As fluorescéncias
do DHE e do DCFH-DA foram utilizadas para avaliar os niveis intracelulares de O, e H,O,,

respectivamente. Os dados s&o representativos de um animal de cada grupo.

Na figura 38, é possivel observar no grafico de barras que nos animais 2R1C
as células endoteliais apresentaram maior MFI para DHE (Sham: 432+51 vs. 2R1C:
2630+184 a.u.) e para DCF (Sham: 300+30 vs. 2R1C: 1049112 a.u.) quando
comparadas as células dos animais do grupo Sham, confirmando o aumento da

producao de ROS nos animais hipertensos.
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Figura 38: Grafico de barras dos niveis de O,* (fluorescéncia de DHE) e H,0, (fluorescéncia
de DCFH-DA) em células endoteliais de camundongos hipertensos (2R1C) e normotensos
(Sham). Os valores indicam MFIzEPM de experimentos realizados em triplicata. * p<0,05 vs.
Sham (Mann-Whitney).

Quando avaliamos a porcentagem de células endoteliais que foram positivas
para as sondas fluorescentes utilizadas, observamos que os animais do grupo 2R1C
apresentaram mais células positivas para DHE (Sham: 3,01£0,6 vs. 2R1C:
22,19+1,4 %) e DCFH-DA (Sham: 0,29+0,04 vs. 2R1C: 2,5840,2 %) quando
comparados aos animais do grupo Sham. Analogamente, a marcagao simultdnea de
DHE e DCFH-DA nas células endoteliais mostrou que a porcentagem de células
duplamente positivas foi maior nos animais hipertensos (2R1C) quando comparado
aos normotensos (Sham) (Sham: 0,16+0,03 vs. 2R1C: 1,11£0,06 %) (Figura 39).
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Figura 39: Dot plots tipicos de células endoteliais de camundongos Sham e 2R1C
incubadas com as sondas fluorescentes DHE e DCFH-DA. E possivel observar aumento da
porcentagem de células marcadas com DHE (Q,), DCFH-DA (Q4) e com os dois marcadores
simultaneamente (Q,) nos animais 2R1C. Q;: células DHE"; Q,: células DHE*/ DCFH-DA;

Qq: células DCFH-DA". Os dados s&o representativos de um animal de cada grupo.

Os dados apresentados acima mostram que a producdo de O, e H,0O,, nas
células endoteliais medida pela fluorescéncia emitida pelo DHE e pelo DCFH-DA,
respectivamente, € maior nos animais hipertensos quando comparado aos animais

normotensos.

6.3.2.3 Em células da medula éssea

Nas células da medula éssea, semelhante ao observado nas amostras de
sangue e de aorta, os histogramas tipicos mostraram que os animais 2R1C
apresentam maior MFI para DHE (Figura 40A) e DCFH-DA (Figura 40B) que os
animais Sham, o que pode ser observado pelo deslocamento para direita da MFI nos
animais do grupo 2R1C (area vermelha) quando comparada aos animais do grupo
Sham (linha azul).

Além disso, o grafico de barras confirma que nas células de medula éssea os
animais do grupo 2R1C apresentaram aumento da marcagdo para DHE (Sham:
1309+175 vs. 2R1C: 12036+2205 a.u.) e para DCFH-DA (Sham: 21074222 vs.

2R1C: 7517+1067 a.u.) quando comparados aos animais do grupo Sham. Estes



dados demonstram aumento da produgao de ROS nos animais hipertensos (Figura
41).
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Figura 40: Efeito da hipertensado renovascular 2R1C sobre a produgéo de espécies reativas
de oxigénio em células de medula éssea de camundongos. Histogramas representativos da
MFI obtida para animais do grupo Sham (linha azul) e 2R1C (linha vermelha). As

fluorescéncias do DHE e do DCFH-DA foram utilizadas para avaliar os niveis intracelulares
de O, e H,0,, respectivamente.
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Figura 41: Grafico de barras dos niveis de O,¢ (fluorescéncia de DHE) e H,O; (fluorescéncia
de DCFH-DA-DA) em células de medula 6ssea de camundongos hipertensos (2R1C) e
normotensos (Sham). Histogramas tipicos mostrando a distribuicédo da fluorescéncia do DHE
e do DCF-DA em células sanguineas de camundongos. Os dados sao representativos de
um animal de cada grupo. Os valores indicam MFI*EPM de experimentos realizados em
triplicata. * p<0,05 vs. Sham (Mann-Whitney).

De forma semelhante ao observado nas amostras de sangue e aorta, os
animais 2R1C apresentam mais células positivas para DHE (Sham: 15,87+£3,3 vs.
2R1C: 34,17+5,1 %) e DCFH-DA (Sham: 1,43+0,2 vs. 2R1C: 5,66+0,23 %) quando
comparado aos animais Sham. A marcacido simultinea de DHE e DCFH-DA nas
células sanguineas mostrou que a porcentagem de células duplamente positivas foi
maior nos animais do grupo 2R1C quando comparado aos animais do grupo Sham
(Sham: 3,1410,5 vs. 2R1C: 9,97+2,5 %) (Figura 42).
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Figura 42: Dot plots tipicos de células de medula éssea de camundongos Sham e 2R1C. E
possivel observar aumento da porcentagem de células marcadas com DHE (Q;), DCF-DA
(Q4) e com os dois marcadores simultaneamente (Q,) nos animais 2R1C. Q;: células DHE";
Q,: células DHE'/ DCF-DA"; Qu4: células DCF-DA". Os dados sdo representativos de um

animal de cada grupo.

Os dados apresentados acima mostram que, semelhante ao observado nas
células sanguineas e endoteliais, a producdo de O, e H»O, medida pela
fluorescéncia emitida pelo DHE e pelo DCFH-DA, respectivamente, estd aumentada
nas células isoladas da medula éssea dos animais hipertensos quando comparado
aos animais normotensos.

Portanto, nos animais com hipertensdo renovascular, angiotensina II-
dependente, a produgdo de espécies reativas de oxigénio nos trés tipos celulares
avaliados neste estudo estd aumentada quando comparado aos animais

normotensos mostrando, conseqientemente, aumento do estresse oxidativo.

6.3.3 Consequéncias da hipertensao renovascular sobre apoptose e viabilidade

celular

A andlise de estresse oxidativo, mostrou aumento da produg¢ao de ROS nos
animais hipertensos. Sabendo que as ROS desempenham papel importante na
ativacao de mecanismos indutores de apoptose, o préximo passo foi avaliar os

efeitos da hipertensdo renovascular sobre a viabilidade e apoptose em células de



sanguineas, endoteliais e de medula éssea isoladas de camundongos hipertensos e
compara-las com seus controles.

Para analise de viabilidade, apoptose e necrose em células sanguineas,
endoteliais e de medula éssea de camundongos normotensos (Sham) e hipertensos
(2R1C), foi realizada a detecgdo da externalizagao de fosfatidilserina e da perda da
integridade da membrana plasmatica por citometria de fluxo utilizando a proteina
anexina V conjugada a fluoresceina (FITC) e o marcador de viabilidade iodeto de
propideo (PIl). Nas proximas figuras estdo representados dot plots tipicos ilustrativos
dos dados referentes a porcentagem de células viaveis (sem marcagao), inviaveis
(positivas para Pl), em estagio inicial de apoptose (positivas para Anexina V-FITC) e
em estagio tardio/avangado de apoptose ou necrose (positivas para Anexina V-FITC
e PIl). Os dot plots apresentados tém por objetivo apenas ilustrar os dados adquiridos
pelo citbmetro de fluxo durante as analises, ou seja, as porcentagens de células
encontradas em cada estado (vivas, apoptéticas e necroticas). A analise foi realizada
em triplicata sendo que em cada repeticdo 10000 células foram avaliadas. As
médias das porcentagens encontradas para cada grupo estao plotadas nos graficos
de barra. Desta forma, os dot plots e graficos de barra correspondem as
porcentagens de células viaveis, apoptdticas e necroticas observadas em amostras

de células de sangue, aorta e medula 6ssea de animais hipertensos e normotensos.

6.3.3.1 Em células sanguineas

A figura 43 apresenta os dot plots tipicos, obtidos por citometria de fluxo, da
analise de apoptose e viabilidade celular das células sanguineas dos animais 2R1C
e seus controles Sham. A tabela 3 apresenta as médias dos valores encontrados
para os animais do grupo 2R1C e Sham obtidos na analise de apoptose / viabilidade
de células sanguineas. Estes valores também estédo plotados no grafico apresentado
na figura 44.
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Figura 43: Dot plots tipicos utilizados na analise dos efeitos apoptéticos da hipertensao
renovascular sobre células sanguineas. E possivel observar aumento da porcentagem de
células em Q4 (estagio inicial de apoptose) e Q, (estagio tardio de apoptose ou necrose),
assim como em Q (inviaveis). Simultaneamente, ocorre diminuicdo da porcentagem de
células em Q; (viaveis) nos animais do grupo 2R1C quando comparados aos animais Sham.
Qq: células PI'/ Anexina V-FITC"; Q.: células PI* / Anexina V-FITC"; Qs: células PI" / Anexina
V-FITC’; Qq4: células PI" / Anexina V-FITC®. Os dados sdo representativos de um animal de

cada grupo.

Tabela 3: Viabilidade, apoptose e necrose de células sanguineas de camundongos.

Viaveis Inviaveis Apoptose Apoptose Tardia
(Qs) (Qq) Inicial (Qq) / Necrose (Q)
Sham (n=5)  94,3+0,7% 2,5+0,7% 1,5+0,1% 1,6£0,2%
2R1C (n=7)  60,124,0%  6,2+0,7%  15,3+3,8% 18,314,3%

Nota: Valores expressos como médiaztEPM de experimentos realizados em triplicata.
*p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

Como pode ser observado na tabela 3 e na figura 44, nos animais do grupo
Sham foi observado que, em média, 94,3% das células eram viaveis, enquanto que
as células em estagio inicial de apoptose perfizeram 1,5%. A porcentagem de
células inviaveis e em estagio tardio de apoptose ou em necrose foi de 2,5 e 1,6%,
respectivamente. Antagonicamente, os animais do grupo 2R1C apresentaram



diminuigao de células viaveis (60,1%) com aumento simultdneo na porcentagem de
células em estagio inicial de apoptose (15,3%), células inviaveis (6,2%) e células em
estagio tardio de apoptose ou em necrose (18,3%).
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Figura 44: Porcentagem de células sanguineas viaveis (sem marcagdo), inviaveis
(marcadas com PI), em apoptose precoce (marcadas com Anexina V-FITC) e em estagio de
apoptose tardia ou em necrose (duplamente marcadas). Os valores indicam médiatEPM de

experimentos realizados em triplicata. * p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

6.3.3.2 Em células endoteliais

A figura 45 apresenta os dot plots tipicos de células endoteliais, obtidos por
citometria de fluxo, para os animais 2R1C e seus controles Sham. A tabela 4
apresenta as médias dos valores encontrados para os marcadores de morte celular
e viabilidade de células endoteliais isoladas da aorta de camundongos. Estes

valores também estao plotados em um gréafico de barras (Figura 46).
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Figura 45: Dot plots tipicos utilizados na analise dos efeitos apoptéticos da hipertensao
renovascular sobre células endoteliais. E possivel observar aumento da porcentagem de
células em Q4 (estagio inicial de apoptose) e Q; (estagio tardio de apoptose ou necrose),
assim como em Qq (inviaveis). Simultaneamente, ocorre diminuicdo da porcentagem de
células em Q; (viaveis) nos animais do grupo 2R1C quando comparados aos animais Sham.
Q: células PI'/ Anexina V-FITC"; Q,: células PI* / Anexina V-FITC"; Qs: células PI" / Anexina
V-FITC"; Qq4: células PI" / Anexina V-FITC". Os dados s&o representativos de um animal de

cada grupo.

Tabela 4: Viabilidade, apoptose e necrose de células endoteliais de camundongos

Viaveis Inviaveis Apoptose  Apoptose Tardia /
(Qs) (Qq) Inicial (Qq4) Necrose (Q,)
Sham (n=5) 79,2+2,9% 7,0£0,6% 1,210,2% 12,5+2,6%
2R1C (n=7)  39,1#3,1%  8,6204%  21,1t3,0% 31,242,4%

Nota: Valores expressos como médiaztEPM de experimentos realizados em triplicata.
*p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

Como pode ser observado na tabela 4 e na figura 46, os animais Sham
apresentaram 79% de células viaveis e 7% de inviaveis. As células em estagio inicial
de apoptose perfizeram 1,2% e as células em apoptose tardia/necrose 12,5%.

Diferente do observado nos animais normotensos, a maior parte das células dos



animais 2R1C foi marcada por anexina V-FITC (Q2+Q4), sendo que 21,1% das
células endoteliais isoladas de aorta estavam em estagio inicial de apoptose
(positivas apenas para Anexina V-FITC) e 31,2% em estagio avangado de
apoptose/necrose (duplamente positivas para Anexina V-FITC e PI), evidenciando
processo de morte celular por apoptose. Além disso, observou-se aumento da
porcentagem de células marcadas com iodeto de propideo, caracterizando células
inviaveis pela perda de integridade da membrana plasmatica (Figura 46).

Simultaneamente, os animais 2R1C apresentaram diminuicdo na porcentagem de
células viaveis (39,1%).
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Figura 46: Porcentagem de células endoteliais viaveis (sem marcagao), inviaveis (marcadas
com PI), em apoptose precoce (marcadas com Anexina V-FITC) e em estagio de apoptose
tardia ou em necrose (duplamente marcadas). Os valores indicam médiatEPM de
experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

6.3.3.3 Em células de medula éssea

A figura 47 apresenta os dot plots tipicos, obtidos por citometria de fluxo, da
analise de apoptose e viabilidade de células da medula 6ssea de animais com

hipertensédo renovascular (2R1C) e seus controles normotensos (Sham). A tabela 5



apresenta as médias dos valores encontrados para os animais dos grupos 2R1C e

Sham, assim como a figura 48.
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Figura 47: Dot plots tipicos utilizados na analise dos efeitos apoptéticos da hipertensao
renovascular sobre células de medula 6ssea. E possivel observar aumento da porcentagem
células em Q4 (estagio inicial de apoptose) e Q, (estagio tardio de apoptose ou necrose),
assim como em Q (inviaveis). Simultaneamente, ocorre diminuicdo da porcentagem de
células em Qs (viaveis) nos animais do grupo 2R1C quando comparados aos animais Sham.
Qq: células PI'/ Anexina V-FITC"; Q.: células PI* / Anexina V-FITC"; Qs: células PI" / Anexina
V-FITC; Qq4: células PI" / Anexina V-FITC®. Os dados sdo representativos de um animal de

cada grupo.

Tabela 5: Viabilidade, apoptose e necrose de células da medula 6ssea de camundongos

Viaveis Inviaveis Apoptose Apoptose Tardia
(Q3) (Q1) Inicial (Qa) / Necrose (Q2)
Sham (n=5) 78,4+1,1% 2,940,5% 5,740,6% 12,9+1,1%
2R1C (n=7)  46,7+2,5%  3,6£0,5%  22,5+2,5% 27,242,5%

Nota: Valores expressos como médiaztEPM de experimentos realizados em triplicata.
*p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).

A tabela 5 e a figura 48 apresentam dados de porcentagem obtidos na analise

de viabilidade das células de medula éssea, identificando as células viaveis (Qs) e



inviaveis (Qq), em processo inicial de apoptose (Q4) e tardio de apoptose ou em
necrose (Q2). Os animais do grupo 2R1C apresentaram diminui¢édo na porcentagem
de células viaveis (Qs) (Sham: 78,4+1,1 vs. 2R1C: 46,7+2,5 %) e aumento
simultdneo de células em processo em estagio inicial de apoptose (Qz) (Sham:
5,7£0,6 vs. 2R1C: 22,5t£2,5 %) e em estagio final de apoptose ou em necrose (Q4)
(Sham: 12,9+1,1 vs. 2R1C: 27,21+2,5 %) quando comparados aos animais do grupo
Sham. Nao houve diferengca na porcentagem de células inviaveis (Qq) entre os
grupos (Sham: 2,94+0,5 vs. 2R1C: 3,6£2,5 %).
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Figura 48: Porcentagem de células viaveis (sem marcagao), inviaveis (marcadas com PI),
em apoptose precoce (marcadas com Anexina V-FITC) e em estagio de apoptose tardia ou
em necrose (duplamente marcadas) de células isoladas da medula éssea de camundongos.
Os valores indicam médiatEPM de experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 vs. Sham
(Teste t de Student).

Portanto, os dados apresentados confirmam aumento de células apoptdticas

e diminuigao de células viaveis nos trés tipos celulares avaliados neste estudo.



6.3.4 Consequéncias da hipertensao renovascular sobre o contetido de DNA

Uma populacao celular tipica caracteriza-se por dois picos em Go/G1 e em
G2/M e um vale na fase S. As células na G,/M apresentam o dobro da quantidade de
DNA que a fase G1/Gg, sendo que a fase S apresenta quantidade variavel de DNA.
O conteudo de DNA de cada célula foi mensurado por citometria de fluxo pela
coloragao com iodeto de propideo (PI), e utilizado para estimar a distribuicdo de
células nas diferentes fases do ciclo celular, sendo a fase sub-Go/G a de interesse
por apresentar o DNA fragmentado.

Nao foi possivel determinar o conteudo de DNA nas células sanguineas e

endoteliais, provavelmente por dificuldades metodoldgicas.

6.3.4.1 Nas células de medula dssea

A figura 49 apresenta um exemplo do dot plot utilizado para excluir debris da

amostra a ser analisada. Assim, a analise do conteludo de DNA foi realizada nas

células que se encontravam dentro do gate.
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Figura 49: Dot plot utilizado para excluir debris celulares para posterior analise do conteudo
de DNA.



Apods a selecédo de células integras, foi realizada a andlise de fragmentagao
do DNA. Como apresentado na figura 50 e na tabela 6, os animais hipertensos
(2R1C) apresentaram aumento da porcentagem de células na regido sub-Go/G4
quando comparado aos animais normotensos (Sham). Ndo houve diferenga na
porcentagem de células nas fases Go/G4 e S entre os grupos. Entretanto, houve
diminuigdo na quantidade de células na fase G,/M nos animais 2R1C quando
comparado aos animais Sham.
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Figura 50: Analise do conteiudo de DNA e do ciclo celular. Histogramas produzidos pela
analise por citometria de fluxo das células coradas com PI localizadas dentro do gate. A

fluorescéncia relativa do Pl esta representada no eixo x e o nimero de células no eixo y.



Tabela 6: Distribuicdo de células da medula 6ssea nas diferentes fases do ciclo celular.

SUb-Go/G1 Go/G1 S Gz/M
Sham (n=5) 0,50+0,09% 80,28+0,55% 7,42+0,41% 11,34+0,77%

2R1C (n=5) 1,54%0,26% 81,36x0,45% 8,65+0,65% 7,67+0,43%"*

Nota: Valores expressos como médiatEPM. *p<0,05 vs. Sham (Teste t de Student).



7 DISCUSSAO

Estudos clinicos e epidemiolégicos mostram que a hipertensdo arterial,
doenga multifatorial e poligénica relacionada a mudangas morfoldgicas e funcionais
no sistema cardiovascular, é caracterizada pelo aumento da pressao arterial
(PAS2120 mmHg; PAD=90 mmHg) (Bertoia et al, 2011), que acomete mais de 1
bilhdo de pessoas em todo o mundo (Roger et al., 2012). Apesar do aumento de
campanhas de conscientizacao, apenas 78% dos pacientes tem conhecimento de
sua condigdo, sendo que destes 64% tem a doenca sob controle (Roger et al.,
2012). Além disso, a hipertensao arterial € responsavel pela grande taxa de morbi-
mortalidade atribuida as doengas cardiovasculares, uma vez que é considerada um
dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas graves como
infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, aterosclerose e insuficiéncia
cardiaca e renal (Chrysochou & Kalra, 2009; Macédo & Bortolotto, 2009; Ma et al.,
2012).

A hipertensao renovascular € a forma mais comum de hipertensao secundaria
e apresenta patogénese complexa. Na década de 30, Goldblatt e colaboradores
(1934) desenvolveram o modelo de hipertensdo renovascular 2R1C em cées.
Posteriormente, Miksche e colaboradores (1970) estabeleceram o modelo 2R1C no
rato e em 1997, Wiesel e colaboradores reproduziram o modelo 2R1C em
camundongos. O modelo de hipertensdo 2R1C se assemelha em muitos aspectos a
hipertensdo renovascular observada em humanos, pois o0 aumento da atividade do
SRA desempenha papel fundamental no desenvolvimento, estabelecimento e
manutencao da hipertenséo.

No modelo de hipertensao renovascular 2R1C ocorre a diminuigdo cronica do
fluxo sanguineo e, consequentemente, da pressao de perfusdo renal que causa a
elevacgao dos niveis plasmaticos de angiotensina Il que, por sua vez, acarreta em um
aumento sustentado da pressao arterial, neste caso, nos animais clipados. Estudos
mostram que a elevacdo da pressado arterial ocorre nos primeiros dias apds o
clampeamento da artéria renal e a PAS se mantém elevada por até 42 dias (Hiyoshi
et al.,, 2005; Salguero et al., 2008). Nossos resultados mostraram que 14 dias apds a
cirurgia para indugcédo de hipertensdo, os animais 2R1C apresentaram aumento de
pressdo arterial, confirmando dados anteriores observados tanto em ratos

(Melaragno & Fink, 1995) como em camundongos (Hilgers et al., 2000; Hiyoshi et al.,



2005; Gava et al., 2008, Salguero et al., 2008; Cheng et al., 2009; Nogueira et al.,
2012). Além disso, observamos que a hipertensdo arterial foi acompanhada de
taquicardia, semelhante ao descrito em outros estudos realizados em camundongos
(Wiesel et al., 1997; Madeddu et al., 1998; Nogueira et al., 2012).

O mecanismo pelo qual o SRA induz a hipertensdo tem sido geralmente
atribuido ao efeito vasoconstritor direto da angiotensina Il, que é o efetor chave
deste sistema. A interagdo da angiotensina Il com receptores AT, encontrados nos
vasos, eleva a pressao arterial devido a potencializacdo da agao vasoconstritora
deste peptideo. A angiotensina Il também pode elevar a pressao arterial pela
potencializagdo do sistema envolvendo noradrenalina nas terminagées nervosas
simpaticas que inervam os vasos (Guyton & Hall, 2006). Estas agdes em conjunto
levam ao aumento da resisténcia vascular periférica (Heeneman et al., 1997). Além
disso, a angiotensina Il aumenta a produgdo de horménio antidiurético (ADH) pela
glandula pituitaria e atua no cértex adrenal estimulando a secregdo de aldosterona.
Estes hormdnios em conjunto causam o aumento da reabsor¢cdo de sddio e da
retencdo de agua no rim, levando ao aumento do volume sanguineo. O aumento da
resisténcia vascular periférica e da volemia sdo os principais responsaveis pela
elevacao da pressao arterial neste modelo.

Sabe-se que no modelo de hipertensao renovascular 2R1C ocorre elevacao
dos niveis de renina plasmatica (Wiesel et al.,1997) 7 dias apds a implantagdo do
clipe (Hiyoshi et al., 2005; Salguero et al., 2008), sendo as concentragdes mais altas
observadas entre 14-28 dias de estenose da artéria renal esquerda (Hiyoshi et al.,
2005). Além disso, também ocorre aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina
II, 3 (Lazartigues et al., 2004) e 6 (Cervenka et al., 2008) dias apds a cirurgia para
indugdo da hipertensdo renovascular em camundongos. Estes autores também
observaram aumento da concentragc&o intra-renal de angiotensina Il tanto no rim
clipado como no contralateral. Estudo de nosso laboratério publicado recentemente,
mostra que neste modelo de hipertensao os niveis plasmaticos de angiotensina Il
sdo 4 vezes maiores nos animais 2R1C quando comparados com seus controles
normotensos Sham (Nogueira et al., 2012), confirmando que o modelo 2R1C em
camundongos apresenta elevagao dos niveis plasmaticos de angiotensina Il 14 dias
apo6s a obstrucao parcial da artéria renal.

No estudo realizado por Wiesel e colaboradores (1997) eles observaram que

a abertura do clipe é essencial para que os animais desenvolvam hipertensao sem



infarto renal o que é diferente do que ocorre em ratos, nos quais é possivel alcancar
diferentes niveis de hipertensdo dependendo da abertura do clipe utilizado. Os
pesquisadores demonstraram que em camundongos estudados 14 dias apds a
implantagéo do clipe ao redor da artéria renal e com peso aproximado de 23g, clipes
com 0,12 mm de abertura eram capazes de induzir hipertensdao sem causar infarto
renal significante, enquanto que clipes com 0,11 mm de abertura causavam
aproximadamente 40% de infarto renal e clipes com 0,13 mm nao eram capazes de
obstruir mais de 70% do fluxo sanguineo renal e, desta forma, ndo induziam
hipertensdo. Portanto, assim como observado em outros estudos desenvolvidos em
camundongos (Salguero et al., 2008; Nogueira et al., 2012), a utilizagdo de um clipe
com abertura fixa de 0,12 mm em animais com aproximadamente 23g foi essencial
para o desenvolvimento de hipertensao renovascular 2R1C.

Foi observado neste estudo que o peso corporal inicial dos animais, ou seja,
registrado no dia da cirurgia para indugéo da hipertensdo, néo foi diferente entre os
grupos, semelhante ao observado em outros estudos (Arruda et al., 2005; Peotta et
al., 2007; Gava et al., 2008). Entretanto, nossos resultados apontam que apds 14
dias de hipertensdo, os animais 2R1C apresentaram perda de peso corporal.
Provavelmente, o processo de estabelecimento da hipertensdo levou a perda de
peso nos animais hipertensos, semelhante ao observado em camundongos
(Nogueira et al., 2012) e ratos (Prieto-Carrasquero et al., 2008).

A hipertrofia cardiaca € uma das principais consequéncias da hipertensao
arterial e pode ser induzida tanto por fatores mecanicos como hormonais. E definida
como o aumento da massa ventricular tipicamente caracterizado pelo aumento do
tamanho dos cardiomidcitos juntamente com a fibrose cardiaca, isto é, a formagéao
excedente de tecido conectivo (Swynghedauw, 1999). Na hipertrofia cardiaca os
cardiomidcitos passam por mudancas moleculares importantes. Sabe-se que a
hipertensdo sustentada leva o miocardio a se adaptar ao aumento de carga e esta
resposta adaptativa consiste no aumento da sintese protéica que resulta,
eventualmente, no aumento da massa cardiaca (Frohlich et al., 1992; Belichard et
al., 2008).

Durante o desenvolvimento da hipertensao 2R1C, o SRA desempenha papel
importante no remodelamento cardiaco, ou seja, no aumento da massa ventricular
(Lee et al., 2006). A angiotensina I, principal efetor do SRA, estimula a sintese de

proteinas especificas nas células cardiacas, levando ao estabelecimento da



hipertrofia através da ativacdo de diferentes vias de sinalizagdo (Sadoshima &
Izumo, 1993; Oro et al., 2007; Barry et al., 2008). Além disso, estimula a transcricdo
de genes que codificam proteinas que normalmente ndo sdo expressas no coragao
de individuos adultos, por exemplo, peptideos natriuréticos e isoformas fetais de
proteinas contrateis como a a-actina esquelética (Izumo et al., 1988; Swynghedauw,
1999; Akazawa & Komuro, 2003; Bell et al., 2004). No presente estudo, ao analisar o
indice cardiaco, observamos aumento de aproximadamente 20% na massa
ventricular dos animais hipertensos, confirmando a hipertrofia cardiaca 14 dias apds
a indugao da hipertensdo renovascular 2R1C, semelhante a dados anteriores de
nosso Laboratério recentemente publicados (Nogueira et al., 2012).

A hipertrofia cardiaca representa uma caracteristica marcante da hipertensao
arterial, sendo observada em diversos modelos animais de hipertensdo 2R1C
(Peotta et al., 2007; Soares et al.,, 2011). Nossos dados sugerem que a presenga de
hipertrofia ventricular nos animais do grupo 2R1C indica que 14 dias sao suficientes
para estimular a produgao de proteinas cardiacas utilizadas como marcadores de
hipertrofia ventricular, como a a-actina, e desta forma, causar aumento da massa
ventricular.

Outra caracteristica inerente ao modelo de hipertensdo renovascular 2R1C
reside em mudangas renais (Amiri & Garcia, 1997; Pereira et al., 2009; Matavelli et
al., 2011). A analise da razao entre os pesos do rim esquerdo / rim direito mostrou
gue nos animais submetidos a estenose de artéria renal ocorre diminuicdo da massa
do rim esquerdo (clipado), que atrofia e, simultaneamente, aumento da massa do rim
direito (n&o-clipado) que hipertrofia. Este resultado indica que o rim contra-lateral
(ndo-clipado), por estar intacto, € capaz de prevenir que ocorra aumento do volume
sanguineo e, consequentemente, elevagdes adicionais na pressao arterial dos
animais. Outros trabalhos desenvolvidos em nosso Laboratério corroboram os dados
observados no presente estudo sugerindo que o clipe com 0,12mm de abertura
obstrui mais de 70% do fluxo sanguineo renal levando a hipertenséo renovascular e,
consequentemente, sucesso do procedimento cirargico (Gava et al., 2008; Nogueira
et al., 2012).

Para entender a patogénese e estudar o tratamento e a prevengdo de uma
doenga, é bastante util o desenvolvimento de modelos animais. No passado, a
maioria dos estudos em hipertensdo experimental era realizada em caes, porém

atualmente esses estudos sao desenvolvidos preferencialmente em murinos. Um



modelo animal ideal de hipertensdo deve ser de facil execugdo e uniformemente
reproduzido em animais pequenos, além de ser comparavel a alguma forma de
hipertensdo humana (Badyal et al., 2003). O modelo 2R1C foi adaptado a
camundongos em 1997 por Wiesel e colaboradores que verificaram que em animais
com aproximadamente 20g, a implantagdo de um clipe de ago ao redor da ateria
renal esquerda era capaz de induzir hipertensao quando a abertura do clipe utilizado
era de 0,12 mm. Por outro lado, clipes com 0,11 e 0,13 mm de abertura levavam ao
infarto renal e ndo induziam a hipertensdo, respectivamente. Desta forma, os
pesquisadores verificaram que o clipe ideal para induzir hipertensdo renovascular
em camundongos deve ter 0,12 mm de abertura, pois é capaz de reduzir
consideravelmente o fluxo sanguineo renal. Com base nos dados observados no
trabalho de Wiesel e colaboradores (1997), em nosso laboratério o modelo 2R1C
vem sendo estudado com sucesso em camundongos das linhagens C57BL/6 (Peotta
et al., 2007; Gava et al., 2008; Campagnaro et al,, 2012; Nogueira et al., 2012) e
ApoE-KO (Arruda et al., 2005; Nogueira et al., 2008) 14 e 28 dias apds a
implantagéo do clipe com 0,12 mm de abertura ao redor da artéria renal esquerda.
Portanto, o desenvolvimento do modelo 2R1C esta padronizado em nosso
Laboratério e mostra elevacao da pressao arterial, hipertrofia renal direita e atrofia
renal esquerda, além de elevagao dos niveis plasmaticos de angiotensina Il.

Um estudo muito interessante realizado por Oikawa e colaboradores em
2010, serviu de inspiracao para a idealizagao deste trabalho. Nele, os autores
avaliaram o impacto do diabetes sobre o microambiente medular e a homeostase da
medula éssea em camundongos diabéticos. Os resultados obtidos mostraram
aumento da produgédo de ROS, de apoptose e de fragmentagdo no DNA das células
de medula éssea de camundongos diabéticos quando comparados aos controles.
Para obter estes resultados, os autores utilizaram a citometria de fluxo para avaliar o
estresse oxidativo e a apoptose através dos ensaios de DCFH-DA e anexina V,
respectivamente. Ja a fragmentacdo do DNA foi avaliada por imunohistoquimica.
Desta forma, os resultados obtidos neste estudo mostraram interagado entre os
parametros avaliados, ou seja, o estresse oxidativo esta diretamente relacionado
com a apoptose e com a fragmentacdo no DNA. Levando em consideragao que
diabetes e hipertensdo sao doencas cardiovasculares muito comuns e que os
individuos acometidos por estas doencas desenvolvem estresse oxidativo,

resolvemos avaliar os efeitos de um modelo de hipertensdo angiotensina II-



dependente que, sabidamente apresenta aumento da producdao de ROS, sobre
apoptose e fragmentacado no DNA.

Nas ultimas décadas, o papel do SRA na patogénese da hipertensdo
renovascular tem sido extensivamente estudado e descrito por ser considerado um
importante mediador da hipertensdo e dos danos causados aos 6rgéos-alvo pela
mesma. Inicialmente, o SRA era considerado apenas um sistema enddcrino, tendo
como efetor chave a angiotensina Il, capaz de exercer suas agbes em orgaos-alvo
distantes do local de sua producao principalmente através de seus receptores do
tipo AT1. Entretanto, a rapida expanséao de técnicas de biologia molecular possibilitou
a determinacao da distribuicao tecidual de seus componentes, o que levou a
descoberta de SRA teciduais em érgdos como cérebro (Morimoto et al, 2002),
coracao (Lindpaintner et al, 1987; Cohn & Tognoni, 2001), tecido vascular
(Campbell & Habener, 1987; Dzau, 1988; Samani & Swales, 1991; Ruiz-Ortega et
al., 2001b), rim (Sollott et al., 1987; Cheng et al., 1995; Rohrwasser et al., 1999) e
medula 6ssea (Abali et al., 2002; Strawn et al., 2004), desempenhando fungao
autocrina, paracrina e até mesmo intracrina, em situagdes patofisioldgicas (Carey et
al., 2003). Os SRA teciduais permitem a sintese local dos peptideos deste sistema
além de desempenhar papel fundamental na patogénese da hipertensao, explicando
os efeitos terapéuticos de inibidores da ECA e de antagonistas de receptor AT,
quando os niveis plasmaticos de angiotensina Il ndo estdo elevados (Mcinnes,
2001). Portanto, considerando que o SRA é encontrado na circulagdo e também
parede dos vasos sanguineos e medula éssea, no presente estudo foram avaliadas
células endoteliais, sanguineas e da medula éssea de camundongos hipertensos.

Surgem cada vez mais evidéncias de que problemas estruturais e funcionais
observados nos vasos sanguineos, como disfuncédo endotelial, aumento do estresse
oxidativo e diminuicdo da atividade antioxidante, contribuem para a patogénese da
hipertensdo (Grossman, 2008). O endotélio vascular constitui o principal alvo dos
fatores de risco cardiovascular, especialmente da hipertensdo, visto que possui
papel central na regulagdo do ténus vascular e do fluxo sanguineo, podendo ser
considerado o maior sistema autdcrino, paracrino e endocrino do organismo
humano. Além disso, responde a varios estimulos, produzindo e secretando um
grande numero de compostos metabolicamente ativos, além de modular ou inibir os
efeitos de substéncias circulantes (Higashi et al., 2009). Em resposta a estes

estimulos, as células endoteliais alteram suas propriedades, visando a manutengao



do equilibrio vascular. Normalmente, as alteragdes fenotipicas das células sao
transientes e ndo comprometem o restabelecimento da funcdo endotelial. Contudo,
em algumas situagdes patoldgicas, como na hipertensdo, a fungdo endotelial é
cronicamente comprometida, contribuindo de forma significativa para o
estabelecimento da doenga (Dasgupta & Zhan, 2011). Existem varios mecanismos
envolvidos na disfungdo endotelial associada a hipertensado, entre eles podemos
destacar a ativacdo do SRA que aumenta a sintese de angiotensina |l. Esta, por sua
vez, via receptores ATq localizados nas células endoteliais, aumenta a producao de
ROS que inativam o NO e aumentam a expressao génica de agentes pro-
inflamatérios (Cai & Harrison, 2000; Taniyama & Griendling, 2003; Touyz, 2003;
Touyz et al., 2003; Schulz et al., 2011).

A parede das grandes artérias é formada por trés camadas histologicamente
distintas compostas por tipos celulares diferentes (Ross & Glomsed, 1976) desta
forma, € necessario utilizar marcadores especificos para identificar as células de
interesse. As células endoteliais expressam o antigeno de superficie CD31 (PECAM-
1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1) que é, portanto, bastante utilizado na
sua identificagcéo (Bucciareli et al., 2009; Fang et al., 2010). Neste estudo, utilizamos
o anticorpo anti-CD31 conjugado ao fluorocromo aloficocianina (APC) com o objetivo
de identificar células endoteliais por citometria de fluxo. Os resultados obtidos
mostram que células mecanicamente isoladas da aorta toracica de camundongos
foram positivas para o marcador CD31-APC, confirmando a presenga de células
endoteliais na amostra.

A relagdo entre estresse oxidativo e aumento da pressdo arterial foi
demonstrado em varios modelos de hipertensdo experimental e genética, como os
modelos SHR (Wind et al., 2010); DOCA-sal (Somers et al., 2000; Beswick et al.,
2001), 2R1C (Heitzer et al,, 1999; Salgueiro et al., 2008) e 1R1C (Dobrian et al.,
2001) que apresentam produgao excessiva de O, devido ao aumento da atividade
da enzima NAD(P)H oxidase (Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996;
Beswick et al., 2001; Dzau, 2001; Landmesser & Harrison, 2001; Higashi et al., 2002;
Mollnau et al., 2002; Lassegue & Clempus, 2003; Touys et al., 2003; Alvarez et al.,
2008) que pode ser ativada tanto por forgas hemodindmicas como por agonistas
vasoativos, como a angiotensina Il (Griendling & Fitzgerald, 2003a; 2003b).

As células vasculares produzem grandes quantidades de ROS,

principalmente O, e H;O,, que funcionam como importantes sinalizadores



intracelulares, desregulando processos bioldgicos e levando as alteragdes
estruturais e funcionais observadas na hipertensao (Zalba et al., 2000).

Muitos métodos tem sido utilizados para analise de estresse oxidativo através
da quantificacdo de ROS (Camera & Picardo, 2002; Tarpey et al., 2004; Palmieri &
Sblendorio, 2007; Li et al., 2011; Wu et al., 2012b). A produgéo de Oz* e H,O, pode
ser avaliada utilizando sondas fluorescentes através de ensaios de microscopia,
quimiluminescéncia e citometria de fluxo. Os niveis de O, podem ser medidos
através da fluorescéncia emitida pelo etideo, que é produto da oxidacdo do
dihidroetideo (DHE) (Sharikabad et al., 2001). Enquanto que os niveis de H2O>
podem ser medidos através da fluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF),
que é produto da oxidagdo do 2’,7’- diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA)
(Sharikabad et al., 2001; Gao et al., 2004).

A NAD(P)H oxidase é a principal fonte de O, nas células vasculares (Jones
et al, 1996). Ela é uma enzima constitutiva, mas que pode ser regulada por forgas
hemodinamicas (de Keulenaer et al., 1998) mas principalmente por fatores humorais,
como angiotensina Il (Griendling et al, 1994), que € um importante mediador de
estresse oxidativo, sendo que as ROS induzidas por ela funcionam como
intermediarios na transdugdo de sinal de varias vias envolvidas na patofisiologia
cardiovascular (Touyz et al., 2003; Paravicini & Touyz, 2006; Alvarez et al., 2008).
Estudos mostram que culturas de células musculares lisas tratadas com
angiotensina Il apresentam aumento da producao de O+ (Zafari et al., 1998), sendo
este efeito mediado por receptores AT e induzido pela ativacdo da NAD(P)H
oxidase (Rajagopalan et al., 1996; Ushio-Fukai et al, 1996). Além disso, animais
tratados com depuradores de radicais livres apds receberem infusdes agudas de
angiotensina Il ndo apresentam danos celulares a érgaos-alvo da hipertensao (Wang
et al, 2003). Observagcbes semelhantes foram feitas no modelo de hipertenséo
renovascular 2R1C, no qual a principal fonte de O, € a NAD(P)H oxidase (Heitzer
et al., 1999). Portanto, a inibicdo da produ¢do ou aumento da depuragao de ROS em
modelos de hipertensdo angiotensina Il-dependentes podem atenuar ou mesmo
inibir a elevagdo da pressao arterial, indicando que as ROS produzidas pelo
aumento de angiotensina Il desempenham papel essencial na vasoconstrigdo e
danos em érgéos-alvo observados nestes modelos (Taniyama & Griendling, 2003).

Estudos recentes mostram que modelos de hipertensdo em que o SRA esta

ativado, a produgao de ROS, especificamente O.* e H,0;, se encontra aumentada



em células endoteliais. No presente estudo, células endoteliais mecanicamente
isoladas da aorta toracica de camundongos com hipertensdo angiotensina II-
dependente mostraram maior MFI para DHE e DCFH-DA que é proporcional a
producao citoplasmatica de O, e de H.0O,, respectivemente. Corroborando estes
dados, Ceron e colaboradores (2010), verificaram aumento da produgdo de ROS em
aorta toracica de ratos com hipertensao renovascular 2R1C. Wu e colaboradores
(2012a) mostraram, in vitro, que células endoteliais de aorta humana apresentam
aumento da producdo citoplasmatica de Oy e de H»O, quando previamente
incubadas com angiotensina Il entretanto, quando estas células foram tratadas com
um inibidor da NAD(P)H oxidase, a ativagdo da enzima e a produgdo de ROS
induzidas pela angiotensina Il foram inibidas, sugerindo efeito direto do inibidor
sobre o endotélio vascular. Os dados destes estudos foram obtidos por microscopia
e quimiluminescéncia, enquanto que o0s nossos resultados foram obtidos por
citometria de fluxo. Independente da metodologia utilizada, a angiotensina Il é capaz
de induzir a producao excessiva de O.* e H,O, em células endoteliais, entretanto a
citometria de fluxo é capaz de fornecer rapidamente dados sobre a producéo destas
ROS em células individuais, o que pode ser considerado uma vantagem sobre os
outros métodos.

Ao se ligar aos receptores AT4, a angiotensina |l ativa vias de sinalizagao
intracelular muito complexas que regulam seus varios efeitos fisioldgicos. O estresse
oxidativo aumentado na parede dos vasos sanguineos esta diretamente associado
ao aumento da atividade da NAD(P)H oxidase, principal fonte celular de ROS, que é
encontrada na membrana de células endoteliais (Forstermann, 2008). A NAD(P)H
oxidase é formada por um complexo enzimatico constituido por 5 subunidades:
P22pnox € NOX, que estdo ligadas a membrana plasmatica, € p40phox, P47phox €
P67 pnox, quUe sd0 as subunidades citosolicas. Além disso, existe uma proteina G de
baixo peso molecular, a Rac, responsavel pela regulacdo da atividade da enzima
(Touyz et al., 2002; Wilcox, 2005). Existem atualmente sete isoformas de Nox, que é
a subunidade catalitica da NAD(P)H oxidase, sendo que o subtipo 4 € o principal
responsavel pela producdo de O, em aortas de ratos e de camundongos (Sorescu
et al, 2002). A atividade da NAD(P)H oxidase pode ser significativamente
aumentada por estimulos hipertensivos, entre eles destaca-se a angiotensina Il
(Ushio-Fukai et al., 1996) capaz de causar upregulation de subunidades da enzima



(Touyz et al., 2003) e a ativagdo aguda de proteinas reguladoras ao se ligar aos
receptores AT1 (Zuo et al., 2004).

Levando em consideracao estas informacgdes, acreditamos que a producgao
aumentada de ROS, especificamente O, e H,O,, levam ao estresse oxidativo em
células endoteliais mecanicamente isoladas da aorta toracica de camundongos com
hipertensdo renovascular angiotensina IlI-dependente, provavelmente através da
ativacdo da NAD(P)H oxidase encontrada na membrana das células endoteliais pelo
efetor chave do SRA, a angiotensina Il.

Tradicionalmente, acreditava-se que as ROS eram apenas subprodutos de
reagoes bioldgicas (Thannickal & Fanburg, 2003; Schrader & Fahimi, 2004; Balaban
et al., 2005; Mata-Greenwood et al, 2005; Mueller et al., 2005). Posteriormente,
descobriu-se que elas podem ser o produto principal de reacdes catalisadas por
oxidases, como a NAD(P)H oxidase desempenhando fungdes bioldgicas importantes
em vias de sinalizacdo celular que envolvem a sobrevivéncia, proliferacdo e
apoptose (Hancok et al., 2001; Martindale & Holbrook, 2002; Zarubin & Han, 2005).

Os estimulos apoptéticos resultam em diversos eventos moleculares
organizados e em cascata que ocorrem em reposta a estimulos intra e extracelulares
e que requerem energia e sintese protéica para sua execugdo. As principais
mudangas morfolégicas decorrentes da apoptose sdo retragdo celular, perda da
aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas, condensacao da
cromatina, fragmentagdo internucleossébmica do DNA e formagdo de corpos
apoptéticos (Kerr et al., 1972; Parolin & Reason, 2001; Zimmerman et al., 2001; Tait
et al.,, 2004; Elmore, 2007; Taylor et al., 2008; Wang & Youle, 2009).

Estudos mostram que a apoptose desempenha papel importante na
patofisiologia de doengas cardiovasculares uma vez que pode ocasionar alteragdes
na funcdo cardiaca, resisténcia vascular periférica e nos mecanismos renais de
controle eletrélitico (Gobé et al., 1997; Herez-Alvarez & Peix-Gonzalez, 2011). Este
tipo de morte celular pode ser ocasionado por estimulos externos ou internos, sendo
que as ROS possuem papel de destaque, pois deflagram mecanismos indutores de
apoptose ao danificar macromoléculas biolégicas como lipideos, proteinas e DNA
(Mates et al., 1999; Redon et al., 2003).

A associacdo entre apoptose e hipertensao foi demonstrada em diferentes
modelos experimentais da doenga. Estudos mostram aumento de células
apoptéticas em aorta de ratos SHR (Sharifi & Schiffrin, 1998; Rizzoni et al., 2000),



DOCA-sal (Sharifi & Schiffrin, 1997), 2R1C (Worou et al., 2011) e também em ratos
submetidos a infusdo aguda de angiotensina Il (Diep et al., 1999).

Worou e colaboradores (2011) mostraram aumento da produgédo de Oz em
cardiomiocitos devido ao aumento da atividade da NAD(P)H oxidase e que o
estresse oxidativo estava diretamente relacionado ao aumento do numero de células
apoptdticas no coracio de ratos com hipertensao renovascular 2R1C. Em 2010, Lavi
e colaboradores mostraram aumento da producao de O, assim como da expressao
das subunidades p47yhox € P67pnox da NAD(P)H oxidase no rim de porcos 2R1C. Os
autores também observaram o aumento de células positivas para caspase-3 e para
marcagdo com TUNEL em cortes histolégicos de rim avaliados por microscopia,
diminuigado da expressao de Bcl-xL (anti-apoptotica) e ativagdo da caspase-3. Além
disso, verificaram que nos animais 2R1C, ocorre recrutamento de EPC para o rim
entretanto ocorre aumento de células apoptéticas devido a disfuncdo endotelial
renal, ao estresse oxidativo e a atividade inflamatéria o que indica que apesar de
aumentar o recrutamento das EPC estas células ndo sé&o capazes de desempenhar
sua fungao de regeneracgéo.

Os métodos disponiveis para avaliacao de apoptose sao divididos em trés
classes principais: que identificam alteragdes na estrutura da membrana plasmatica,
que avaliam o nucleo apoptético e que analisam moléculas especificas, como
caspases e DNAses (Aref et al, 2011). Entretanto, € importante considerar a
combinagao de diferentes moléculas com o intuito de aumentar a especificidade e a
sensibilidade destas técnicas de forma a refletir a real situagdo da integridade da
membrana plasmatica nestas condig¢des.

Neste contexto, a proteina anexina V associada a corantes de viabilidade vem
sendo amplamente estudada e utilizada para detectar apoptose em diversos
modelos biolégicos (Gylys et al., 2004), além de ser empregada como agente de
diagnéstico clinico em situagbes como quimioterapia, rejeicdo de orgaos
transplantados e no infarto agudo do miocardio (Tait et al., 2004).

A anexina V combinada com moléculas fluorescentes tem sido altamente
estudada e utilizada como um marcador de apoptose, por ser uma proteina capaz e
se ligar fortemente a fosfolipideos de carga negativa, especifcamente a
fosfatidilserina, na presenga de ions calcio. Os residuos de fosfatidilserina residem
constitutivamente da face interna da membrana plasmatica e, logo no inicio do

processo de apoptose, sdao rapidamente translocados para a face externa da



membrana em resposta a agentes indutores de apoptose (Martin et al., 1995; Glylys
et al., 2004; Tait et al., 2004; Brumatti et al., 2008). Entretanto, a translocagao da
fosfatidilserina também é observada em situacdes de necrose fazendo com que a
anexina V nao seja um marcador absoluto e exclusivo de apoptose. Por esta razao,
a anexina V deve ser utilizada em conjunto com corantes vitais capazes de penetrar
nas células quando a integridade da membrana plasmatica esta alterada, o que
ocorre apenas nos estagios avangados/tardios de apoptose ou de necrose celular
(Vermes et al., 1995; Baatout, 2004).

Células vivas apresentam membranas intactas e, portanto, impermeaveis a
um grupo especial de marcadores, conhecidos como marcadores vitais ou de
viabilidade celular, como o iodeto de propideo (Pl), capazes de se difundir para o
interior da célula morta, devido a permeabilidade celular aumentada, corando-a e
tornando sua identificagdo bastante facil (De Boer et al, 2002). Como a
externalizacado da fosfatidilserina ocorre no inicio do processo de apoptose, antes de
a membrana celular ter sua permeabilidade comprometida, a anexina V pode ser
utilizada para identificar células em estagio inicial ou precoce de apoptose. Células
em estadgio avangado de apoptose ou em necrose apresentam membrana
desestruturada e, consequentemente, permeavel ao Pl. Portanto, a anexina V deve
ser utilizada associada a corantes especiais, como o Pl, para permitir a identificagao
de células apoptéticas e discriminar entre apoptose (precoce e tardia) e necrose
(Baatout, 2004).

No presente estudo a proteina anexina V conjugada a fluoresceina foi
utilizada simultaneamente com o corante de viabilidade Pl para verificar apoptose
por citometria de fluxo. Os resultados obtidos, baseados nas caracteristicas
morfoldgicas individuais, dividiu as células em quatro grupos: viaveis (duplamente
negativas), em estagio inicial de apoptose (positivas apenas para anexina V), em
estagio tardio de apoptose ou em necrose (duplamente positivas) e células inviaveis
(positivas apenas para Pl). Esta metodologia é bastante vantajosa uma vez que
fornece parametros diferentes para avaliagdo do estado funcional das células
(Cornelissen et al., 2002).

Os dados obtidos neste estudo mostraram aumento de apoptose em células
endoteliais isoladas da aorta toracica de camundongos com hipertensao
renovascular angiotensina ll-dependente. A angiotensina Il é considerada um

potencial deflagrador do processo apoptotico (Yamada et al.,, 1996; Tea et al., 2000)



e seus efeitos pro-apoptoticos estdo relacionados, pelo menos em parte, ao
aumento da formagdo de ROS, diminuicdo da expressao de Bcl-2 (fator anti-
apoptético) e aumento da expresséo de Bax (fator pré-apoptético). Este desequilibrio
entre fatores inibidores e indutores de apoptose, facilitam a ativagcao da via intrinseca
da apoptose (Ruiz-Ortega et al., 2003).

Além disso, estudos mostram que a angiotensina Il induz a ativagéo de
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs: Mitogen-activated protein
kinases), uma das principais vias de sinalizagao celular em mamiferos. A ativagao da
cascata de sinalizagdo pode ocorrer por diversos estimulos entre eles o estresse
oxidativo (Touyz et al., 2003), sendo que em células endoteliais a subunidade Nox4
da NAD(P)H oxidase é responsavel pela ativacdo da p38™A"X (Goettsch et al., 2009;
Jaulmes et al., 2009) uma das principais subfamilias de MAPK, responsaveis por
mediar mecanismos intracelulares associados a apoptose (Kolch, 2000; Schieven,
2005; Clerk & Sugden, 2006).

Portanto, no presente estudo observamos aumento da producdo de Oy e
H,O, e, consequentemente, de apoptose em células endoteliais de camundongos
2R1C, 14 dias ap6s a inducao da hipertensao. Considerando que este € um modelo
de hipertensdo angiotensina ll-dependente, podemos afirmar que os efeitos deste
peptideo sao essenciais aos danos observados no endotélio vascular destes
animais.

Os efeitos da hipertensao vem sendo exaustivamente estudados na parede
dos vasos sanguineos, especialmente nas células endoteliais, consideradas células-
alvo da hipertensado. Entretanto, sabendo que a maioria dos efeitos fisioldgicos e
patofisioldgicos da angiotensina Il sdo mediados por receptores ATy, e que estes
receptores sao encontrados em células hematopoiéticas decidimos avaliar os efeitos
da hipertensdo em células sanguineas e de medula 6ssea, constituintes de tecidos
que nédo sao classicamente considerados alvo da hipertensao.

A medula 6ssea, 6rgdo primariamente responsavel pela hematopoiese
(Whetton & Graham, 1999), é bastante heterogénea pois contém uma grande
diversidade de células além de apresentar estrutura anatdémica especial que permite
a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciagdo e maturagdo das células
hematopoiéticas, sendo o principal 6rgdo responsavel pela produgdo de células
sanguineas. As células hematopoiéticas possuem caracteristicas especificas e

unicas que as diferenciam de outros tipos celulares. Estas caracteristicas sao,



principalmente, tempo de vida limitado e relativamente curto, ampla distribuicdo no
organismo sendo encontradas em virtualmente todos os tecidos e propriedades
funcionais e fenotipicas completamente diferentes entre si (Junqueira & Carneiro,
1999).

As células maduras e diferenciadas do sangue originam-se todas de um
precursor comum e podem ser divididas em duas linhagens principais: a linhagem
mieloeritréide que inclui eritrocitos, megacariocitos, mondcitos e granulécitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) e a linhagem linféide que inclui os linfocitos T, B
e natural killer (NK). Estas células exercem fungdes especificas e essenciais para
manutencdo da vida. Os eritrocitos sao responsaveis pelo transporte de oxigénio.
Neutréfilos compdem a principal populacdo celular envolvida na resposta
inflamatéria aguda. Eosindfilos agem na defesa contra certos tipos de agentes
infecciosos e junto com os baséfilos sdo células efetoras da hipersensibilidade
imediata. Monécitos fazem a defesa contra microorganismos. Linfocitos B produzem
anticorpos que atuam nos processos de imunidade humoral, os linfécitos T
reconhecem e englobam antigenos ligados a superficie de outras células sendo
mediadores de resposta imune e os linfécitos NK atacam células cancerosas e
infectadas por virus. As plaquetas, derivadas dos megacariocitos, sdo responsaveis
pela coagulagao do sangue (Junqueira & Carneiro, 1999).

Considerando a importancia das células hematopoiéticas para homeostase do
organismo, o presente estudo avaliou o comportamento de células sanguineas e de
medula éssea em animais hipertensos com o objetivo de verificar se, como o
endotélio, sangue e medula 6ssea podem ser considerados Orgaos-alvo da
hipertenséao.

Apesar de elucidado papel do SRA sobre a producdo de ROS no sistema
vascular, € necessario estabelecer se pacientes hipertensos apresentam sinais
sistémicos de estresse oxidativo, pois, até o momento, pouco se sabe sobre o
comportamento in vivo de células sanguineas e de medula 6ssea em situagbes
patofisioldgicas em que o SRA esta ativado.

Em condigdes fisioldgicas normais, a angiotensina |l medeia a produgao de
ROS e regula as vias de sinalizagdo oxidativas (Touyz, 2003). Entretanto, em
situacdes em que ocorre a ativacao excessiva do SRA, o aumento da producao de
oxidantes estimulado pela angiotensina Il contribui de forma significativa para a



oxidagao celular e, consequentemente, dano tecidual (Touyz, 2000; Paravacini &
Touyz, 2006; de Cavanagh et al., 2007).

No presente estudo, células sanguineas de animais 2R1C apresentaram
aumento da producdo de O, e H,O, quando comparado aos animais Sham. A
importancia do estresse oxidativo sistémico ja foi determinada em diferentes
aspectos da hipertensdo (Briones & Touyz, 2010). Sabe-se que em individuos
hipertensos ocorre producdo excessiva de ROS e diminuicdo da acado de
mecanismos antioxidantes em células encontradas na circulagdo sanguinea
(Yasunari et al., 2002; Redon et al., 2003; Lavi et al., 2008; Cottone et al., 2009) que
podem contribuir para disfungao endotelial e danos adicionais observados em
orgaos-alvo da hipertensao (Abdilla et al., 2007).

Em condig¢des fisiolégicas normais, a medula éssea se comporta como um
nicho celular e bioquimico bastante peculiar, onde se acredita haver tensdo de

oxigénio extremamente baixa (Chow et al, 2001; Swartz & Dunn, 2003) fazendo

deste um érgédo quase anaerodbico e, assim, limitando sua a produgédo de ROS.
Apesar disto, os resultados obtidos neste estudo, mostram aumento da producao de
ROS nas células isoladas da medula 6éssea de animais com hipertensao
renovascular angiotensina Il-dependente. Em condi¢des patofisiolégicas, além do
SRA sistémico, que produz a angiotensina Il plasmatica, ocorre ativagdo dos RAS
locais e, consequentemente, a produgdo deste peptideo em diferentes érgaos. A
existéncia de um SRA local funcionante na medula o6ssea ja foi descrito
(Haznedaroglu et al., 1996; Strawn et al., 2004; Salguero et al., 2008) e acredita-se
que este somente seja ativado em condigdes patoldgicas.

O papel predominante do SRA parece ser transitério durante o
desenvolvimento e manutengado da hipertensdo renovascular visto que apds a
indugdo da mesma, modelos experimentais ativam vias oxidativas (Lerman et al.,
2001). Acredita-se que exista correlagao direta entre alguns marcadores de estresse
oxidativo e a elevacdo da pressao arterial, uma vez que é possivel reverter o
aumento de pressao em alguns modelos tanto com o uso de inibidores da ECA que
bloqueiam a produgédo de angiotensina |l, como com o uso de analogos da SOD,
como tempol (Welch et al., 2003; Jung et al, 2004), que funcionam como
depuradores de radicais livres de oxigénio. Além disso, o tratamento com losartan,
ao diminuir o estresse oxidativo, € capaz de inibir o espessamento da parede da
aorta (Li et al, 2010). De forma semelhante, Palm e colaboradores (2010)



mostraram que o tratamento com tempol é mais efetivo na reducao da pressao
arterial do que a utilizacao de bloqueadores de receptores AT+ ou inibidores da ECA.
Assim, a ativacdo do SRA é capaz de recrutar sistemas adicionais que sustentam a
elevagdo do tono vasoconstritor e da pressdo arterial, sugerindo que o estresse
oxidativo pode ser mais importante que a angiotensina Il na manutencdo da
hipertensdo arterial.

Apesar de elucidados muitos mecanismos, a determinagao de indicadores de
dano oxidativo em individuos hipertensos é de grande importancia. Desta forma, o
reconhecimento da relacdo entre a doenca e o estresse oxidativo tem estimulado a
utilizagdo de marcadores de dano oxidativo em sistemas bioldgicos. Entretanto, a
dosagem desses marcadores € bastante dificil devido a sua meia-vida curta (apenas
poucos segundos) e a dificil reprodutibilidade e aplicabilidade da maioria dos
métodos utilizados. Neste contexto, a citometria de fluxo surge como uma
metodologia bastante util devido a sua alta sensibilidade, rapidez e especificidade. A
analise da oxidagdo do DHE e do DCFH-DA por citometria de fluxo tem sido
bastante utilizada como indicador da producado citoplasmatica de O, e H.0,,
respectivamente (Vanden Hoek et al., 1997; Sharikabad et al., 2001). Os resultados
obtidos neste estudo mostram que ocorre aumento da producido de ROS nas células
hematopoiéticas isoladas de sangue e medula éssea de camundongos com
hipertensdo renovascular 2R1C. A metodologia utilizada para quantificar os niveis
citoplasmaticos de O, e H,O, foi a citometria de fluxo por ser considerada uma
técnica superior a microscopia e quimiluminescéncia para o estudo de estresse
oxidativo através da quantificacdo de ROS.

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo aumentado esta
diretamente associado ao aumento da atividade da NAD(P)H oxidase, principal fonte
celular de ROS, que é encontrada na membrana de varias células hematopoiéticas
como macrofagos, mondcitos, neutréfilos e eosindfilos (Cave et al., 2006; Guzik et
al., 2007), sendo conhecida como NAD(P)H fagocitica, sendo que a atividade da
enzima pode ser regulada pela angiotensina Il (Morawietz et al., 2001). Ao se ligar
ao receptor AT a angiotensina Il leva a ativagdo da fosfolipase C que catalisa a
formagao de diacilglicerol e inositol trifosfato, mediadores da liberagéo de célcio e
ativacdo da proteina quinase C (Lyle & Griendling, 2006), responsavel pela
fosforilagdo da subunidade p47°"* ativando a NAD(P)H oxidase (Massenet et al.,
2005).



E importante lembrar que a angiotensina Il ndo é apenas um horménio
vasoativo que regula a pressao arterial e a homeostase eletrolitica através de seus
efeitos hemodinamicos, mas também atua na regulagéo do crescimento celular e na
producéo e liberagado de fatores pro-inflamatérios, imunomoduladores e oxidantes de
forma nao-hemodinamica (Wolf, 1998; Dzau, 2001; Luft, 2001; Ruiz-Ortega et al.,
2001a; Higashi et al., 2002; Mollnau et al., 2002; Marchesi et al., 2008; Salguero et
al., 2008). Portanto, os efeitos n&o-hemodindmicos da angiotensina |l s&o
indispensaveis para os danos causados pela hipertensao.

A relacdo entre apoptose e hipertensao esta bem descrita na literatura, uma
vez que estudos mostram aumento de apoptose em coragédo (Liu et al., 2000),
cérebro (Hamet et al., 1995), rins (Rodriguez-Lopez et al., 1998) e vasos (Rizzoni et
al., 2000) de ratos hipertensos. Existem inumeros e complexos moduladores de
apoptose entre os mais importantes podemos citar as ROS (Pollman et al., 1996;
Irani, 2000) que sabidamente estdo envolvidas na patogénese da hipertenséo, e séo
capazes de induzir apoptose (Li et al., 1999).

O papel da apoptose no modelo 2R1C ainda nao foi completamente
estabelecido. Entretanto, sabe-se que o clampeamento da artéria renal resulta no
aumento da produgao de angiotensina Il e de ROS (Lerman et al., 2001), conhecidos
como potentes desencadeadores do processo apoptético por danificar
macromoléculas biolégicas ou por regular vias de sinalizagdo intracelular
funcionando como mensageiros bioquimicos destas vias (Elsasser et al, 2001,
Suematsu et al., 2002; Elahi et al., 2009).

Neste estudo, pelo ensaio de anexina V-FITC e PI, observamos aumento na
porcentagem de células apoptéticas em amostras de sangue periférico de
camundongos 2R1C avaliadas por citometria de fluxo. Existem evidéncias que
individuos hipertensos apresentam aumento dos niveis plasmaticos de marcadores
de apoptose, sugerindo que estas moléculas podem participar do desenvolvimento
de lesbes hipertensivas em érgaos-alvo da doenga (Fortuno et al., 2001; Diez, 2007;
Sander et al,, 2007; Rosello-Lleti et al., 2009). Além disso, pacientes hipertensos
apresentam aumento dos niveis plasmaticos da proteina Fas, indicando que a
ativagcédo do sistema Fas/FasL pode contribuir para a patogénese da hipertensao ao
ativar a via extrinseca da apoptose (Blanco-Colio et al., 2007; Cardinal et al., 2010).

A medula 6ssea € um 6rgao altamente especializado e complexo, sendo o

principal tecido hematopoieticamente ativo em adultos. O sistema hematopoiético da



medula éssea é caracterizado pela renovacao, proliferacao, diferenciacao, apoptose,
comprometimento e sobrevivéncia de células hematopoiéticas. Os fatores que
regulam estes eventos sdo pouco compreendidos. Entretanto, sabe-se que a
hematopoiese é regulada pela combinacdo de efeitos de citocinas, fatores de
crescimento, receptores de superficie especificos e sinais liberados pelo micro-
ambiente medular (Clark & Kamen, 1987; Haznedaroglu & Ozturk, 2003). Como a
medula éssea é um local de crescimento e renovacao celular excessivos, estudos
apontam a existéncia de um SRA intrinseco e localmente ativo na medula éssea
capaz de afetar o crescimento, producao, proliferacédo, apoptose e diferenciacdo de
células hematopoiéticas em situacdes fisiologicas e patoldgicas (Haznedaroglu et al.,
1996; Strawn et al., 2004; Aksu et al., 2005; Beyazit et al., 2007; Inigo et al., 2009).
Corroborando esta hipotese, estudos mostram a existéncia de receptores AT nas
células mononucleares da medula éssea (Shibata et al, 1994) e que células
inflamatérias sanguineas possuem ECA (Dzau et al., 2001).

No presente estudo observamos aumento de células apoptdticas na medula
6ssea de animais com hipertensao renovascular 2R1C quando comparado aos
animais normotensos Sham. A confirmacdao da existéncia de um SRA tecidual
completo na medula éssea (Strawn et al., 2004), sugere que a produgdo de
angiotensina Il por células hematopoiéticas e estromais localizadas no
microambiente medular pode regular a hematopoiese de maneira autdcrina ou
paracrina. Além disso, sabendo que na medula dssea de animais hipertensos ocorre
aumento da producado de ROS que apresentam papel de destaque na ativacao de
vias deflagradoras da morte celular programada, era de se esperar aumento da
quantidade de células apoptoéticas em amostras isoladas da medula éssea de
animais com hipertensao renovascular.

Desta forma, as ROS estdo associadas ao dano celular e apoptose devido a
seus efeitos oxidantes diretos sobre macromoléculas biolégicas como lipidios,
proteinas e DNA (Valko et al, 2006), além de atuarem como mensageiros
bioquimicos que regulam vias de sinalizagao intracelular e induzirem a abertura de
poros na membrana mitocondrial levando a liberacéo de citocromo ¢ e outros fatores
que induzem a apoptose (Tatton et al., 2003; Tsutsui et al., 2009). Portanto, as ROS
ativam tanto vias extrinsecas como intrinsecas de apoptose.

Existem evidéncias de que o aumento da formagao de ROS estd associado a

indugado de instabilidade gendémica (Imlay & Linn, 1988). Um estudo recente mostra



que linfécitos de sangue periférico de individuos acometidos por doenga arterial
coronariana apresentam danos no DNA causados pelo aumento do estresse
oxidativo que ocorre nesta doenga (Mahmoudi et al, 2006). Folkman e
colaboradores observaram a presenca de danos no DNA de hepatécitos de
camundongos ateroscleréticos (Folkmann et al, 2007). De forma semelhante,
trabalho recentemente publicado pelo nosso laboratério, mostra aumento da
fragmentagdo no DNA de células sanguineas de camundongos ateroscleréticos
idosos (Dalboni et al., 2012). Entretanto, poucos estudos avaliam o dano genético
causado as células de medula 6ssea de individuos com hipertensao renovascular
2R1C.

A andlise do conteuido de DNA foi realizada pela coloracao das células com Pl
seguida da aquisigdo dos dados por citometria de fluxo que € uma técnica utilizada
para deteccdo de danos no DNA de células individuais. Esta analise utiliza corantes
fluorescentes que intercalam-se a molécula de DNA, sendo que o sinal fluorescente
emitido € diretamente proporcional a quantidade de DNA da célula. Esta
metodologia permite estimar a distribuicdo do ciclo celular e também a quantidade
de células que apresentam DNA fragmentado.

Apds a aquisicdo dos dados no citbmetro de fluxo, é possivel identificar trés
fases distintas: fase sub-G1/Go, fase G1/Go, fase S e fase Go/M. O conteudo de
distribuicdo de DNA numa populacao celular tipica em crescimento caracteriza-se
por dois picos, em G4/Gy e em G,/M, e por um vale na fase S. As células na fase
G,/M apresentam o dobro da quantidade de DNA que a fase G1/Ggy, sendo que a
fase S apresenta quantidade de DNA variavel entre as fases G4 e G,. As células
com DNA fragmentado encontram-se na regidao sub-G4/Gy. O papel das ROS na
regulacédo do ciclo celular ainda ndo é completamente compreendido. Sabe-se que
os niveis de ROS aumentam consideravelmente quando a célula entra na fase S
(Conour et al., 2004; Havens et al, 2006) e que o aumento das ROS ativa
checkpoints do ciclo celular (Menon & Goswami, 2006), indicando que a
proliferacdo/apoptose celular se deve a manutencédo de niveis estaveis de ROS.

Neste estudo, observamos diminuicdo na quantidade de células que se
encontram na fase Gy/M na medula d6ssea de animais hipertensos quando
comparado ao Sham. Este resultado sugere uma diminuigdo na proliferagéo celular,
pois menos células se encontram nas fases proliferativas do ciclo. Dados de nosso

laboratério mostraram que na medula éssea de camundongos 2R1C ocorre



diminuigdo na quantidade de células mononucleares quando comparado ao controle
Sham (Campagnaro et al., 2008).

Um estudo realizado em 2003 mostrou uma forte correlagdo negativa entre o
numero de células progenitoras endoteliais circulantes e o escore de risco para
desenvolver doencas cardiovasculares (Hill et al, 2003). De forma semelhante,
existem estudos mostrando que células progenitoras endoteliais (Tepper et al., 2002)
e células mononucleares (Heeschen et al., 2004) obtidas da medula éssea de
pacientes com doenga isquémica coronariana crénica (Heeschen et al., 2004) ou
doengas metabdlicas (Tepper et al, 2002) apresentam diminuigdo na sua
capacidade de formagdo de unidades de colénia, na migragdo celular, na
capacidade angiogénica e proliferativa.

Além disso, a medula 6ssea de camundongos 2R1C apresentou maior
quantidade de células na fase sub-G4/Gy e portanto, mais células com DNA
fragmentado quando comparada as amostras de animais controles Sham. Nao foi
possivel analisar o conteudo de DNA de células sanguineas e endoteliais por
dificuldades metodoldgicas, provavelmente, durante a fixagcdo das amostras, apesar
deste procedimento também ter sido utilizado para fixar as células de medula éssea.

Em fisiologia cardiovascular, poucos trabalhos relacionam os danos causados
ao DNA com as doencas cardiovasculares, sendo que nao existem relatos dos
efeitos da hipertensao renovascular sobre o DNA de células medulares avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados obtidos pelo ensaio do Pl mostram que nos
camundongos do grupo 2R1C, o aumento da produgdo de ROS levou a
fragmentagdo no DNA das células da medula Ossea destes animais quando
comparado com os animais do grupo Sham, confirmando a instabilidade do DNA
nestas células.

Sabendo que a ativagado do SRA tecidual (Dzau, 2001; Lerman et al., 2001,
Higashi et al., 2002) assim como aumento da atividade sistémica do SRA, aumentam
a producao vascular de ROS através da ativacao de enzimas oxidantes presentes na
membrana de diversos tipos celulares entre eles as células da medula déssea
(Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996; Dzau, 2001; Higashi et al., 2002;
Mollnau et al., 2002), os danos observados no DNA das células de medula éssea
dos camundongos hipertensos foram causados pela interagdo de ROS com a
molécula de DNA.



Esta claro que a ativagédo dos receptores ATq pela angiotensina Il induz a
NAD(P)H oxidase levando a produgdo de Oz« (Griendling et al., 1994) que é
rapidamente reduzido a H>.O2 espontaneamente ou pela acdo da SOD (Ursini et al.,
1995; Kirkman et al., 1999; de Haan et al., 2004). O H,0O,, apesar de ndo ser
considerado um potente radical livre, € capaz de atravessar a membrana nuclear e
induzir danos na molécula de DNA (Anderson, 2000). Levando em consideragao que
as principais ROS envolvidas na patogénese de diferentes formas de hipertensao
sdo 0 Oz e 0 H20, (Zafari et al., 1998; Wang et al., 2002) e que estas se encontram
aumentadas nas células da medula éssea de camundongos 2R1C, é provavel que
interajam com o DNA destas células, danificando-o.

A superproducao de ROS causa instabilidade de macromoléculas biolégicas,
0 que pode ter conseqiiéncias importantes sobre a funcao celular. Entre estas
moléculas o DNA ¢é especialmente importante uma vez que, diferente de lipideos e
proteinas, ndo é possivel sintetizar uma nova molécula para substituir a danificada.
Os tipos de danos causados ao DNA pelas ROS sao, principalmente, quebras de fita
simples e dupla, modificagdes nas bases nitrogenadas e cross-links de DNA (Valko
et al., 2006).

Estudos desenvolvidos em modelos animais de hipertensdo mostraram que a
abundancia de ROS causada pelo aumento da producao ou pela diminuicdo de sua
degradacéao, determina o dano oxidativo aos tecidos (Polizio & Pena, 2005). Schupp
e colaboradores mostraram, em 2007, que a infusdo de angiotensina Il em cultura de
células renais de porco induz a NAD(P)H oxidase, aumentando a produgdo de
espécies reativas de oxigénio que fragmentam o DNA destas células, o que foi
verificado pelo ensaio cometa.

Em nosso laboratdorio também utilizamos o ensaio cometa para avaliar a
fragmentagdo do DNA e dados ndo publicados mostram que camundongos 2R1C
apresentam maior fragmentagdo no DNA de células mononucleares da medula
O0ssea quando comparados aos seus controles Sham (Campagnaro et al., 2008).

Em 2009, Fandos e colaboradores avaliaram o impacto de varios fatores de
risco cardiovascular sobre o estresse oxidativo e 0 dano ao DNA em uma populacao
de 527 individuos. Neste estudo foram avaliadas células mononucleares isoladas de
sangue periférico e os resultados obtidos mostraram que dentre os fatores de risco
avaliados, a hipertensao foi o principal determinante do estresse oxidativo, tanto por

aumentar a produgdo de ROS, como por diminuir as defesas antioxidantes do



organismo, levando ao aumento da instabilidade genética, verificada pela
fragmentagao do DNA.

E inevitavel que durante a vida de uma célula, o DNA acumule mutacdes
causadas tanto por fatores ambientais como por erros em sua duplicagdo. Em
situacdes normais, estes danos levam a interrup¢ao do ciclo celular ou a indugao de
mecanismos de reparo do DNA que mantém a estabilidade genémica. Entretanto,
doengas como a hipertensao causam um aumento exacerbado destes erros, pois 0s
mecanismos de reparo se tornam insuficientes. Os resultados observados no
presente estudo mostram que nas células de medula éssea dos animais hipertensos
ocorre aumento da produgdo de ROS que interagem com a molécula de DNA
danificando-a. Entretanto, estes danos podem ser reparados até determinado limite,
que depois de alcancado as células ativam mecanismos de morte celular
programada. O aumento de ROS e da fragmentagdo do DNA nestas células pode
disparar diferentes vias de sinalizacdo envolvidas no reparo do DNA ou apoptose,
com destaque para fatores de transcricdo controlados pela proteina p53 (Fandos et
al., 2009).

Portanto, a sobrevivéncia de uma célula danificada depende do equilibrio
entre os sistemas de protecao e reparo celular, que incluem mecanismos de defesa
antioxidante e reparo de danos a molécula de DNA, e os processos que levam a
morte celular por apoptose ou necrose (Muller et al., 2008).

Os resultados obtidos por citometria de fluxo no presente estudo sugerem
ativacdo do SRA tecidual em situagdes patofisiolégicas e a sintese local de
angiotensina |l parece contribuir para as alteragdes funcionais e morfoldgicas
observadas em células sanguineas, endoteliais e de medula 6ssea. A produgao de
Oz e de H202 mostrou-se aumentada, assim como a quantidade de células
apoptdticas, nas amostras isoladas de animais do grupo 2R1C quando comparado
com os animais Sham. Estes dados confirmam que ocorre interagao entre estresse
oxidativo e apoptose, uma vez que as ROS podem induzir a ativacdo de vias
intrinsecas e/ou extrinsecas de apoptose. Além disso, as células da medula dssea
dos animais 2R1C apresentaram aumento da fragmentagdo do DNA, mostrando que
além de induzir vias de apoptose, as ROS agem diretamente sobre o DNA das
células danificando-as. Este dado ndo foi observado em células sanguineas e
endoteliais, provavelmente, por dificuldades metodolégicas na fixacdo destas

amostras.



8 CONCLUSOES

A andlise de estresse oxidativo por citometria de fluxo, através da marcacao
com sondas fluorescentes com afinidade pelo &nion superéxido e pelo peréxido de
hidrogénio, mostrou que a hipertensdo renovascular 2R1C aumenta a produgao
destas espécies reativas, provavelmente pela agao oxidante da angiotensina Il.

A andlise de apoptose e viabilidade celular através da utilizagao da anexina V,
mostrou que os animais hipertensos apresentam aumento de células apoptdticas, o
que se deve ao aumento do estresse oxidativo que, por sua vez, leva a ativacao de
mecanismos indutores de apoptose nas células estudadas.

A analise do conteudo de DNA pelo método de coloracdo com iodeto de
propideo, mostrou que niveis elevados de angiotensina Il, causado pela hipertensao
renovascular, aumentam a produgéo de espécies reativas de oxigénio que interagem
com o DNA das células de medula éssea dos camundongos hipertensos causando a
sua fragmentacgao.

Os achados deste estudo sugerem que a citometria de fluxo € um método
extremamente eficiente e que possui grande sensibilidade para determinagédo de
estresse oxidativo, apoptose e fragmentagcdo no DNA, uma vez que € objetivo e
fornece dados claros e de facil interpretacao.

Em conclusdo, este estudo fornece evidéncias de que a hipertensao
renovascular 2R1C, provavelmente através dos efeitos nao-hemodinamicos da
angiotensina Il, causa prejuizos as células de sangue, endotélio e medula Gssea
avaliadas por citometria de fluxo, sugerindo que os tecidos hematopoiéticos também
podem ser considerados alvo da hipertens&o. Entretanto, os mecanismos envolvidos
ainda ndo sao completamente conhecidos sendo, portanto, necessarios mais

estudos para especifica-los.



9 LIMITAGOES DO ESTUDO

O presente trabalho nido foi capaz de separar os efeitos hemodinamicos e
nao-hemodinamicos da angiotensina Il para determinar se os resultados observados
se devem a acgéo direta da angiotensina Il ou a elevagao da pressao arterial. Com o
objetivo de responder a essas questdes, estudos posteriores devem utilizar
bloqueadores de canais de calcio ou antagonistas de receptores de angiotensina
para determinar o principal responsavel pelas alteragcdes observadas. Além disso,

também ¢é necessario determinar as vias envolvidas na indugdo de estresse

oxidativo e apoptose nos animais hipertensos.
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