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RESUMO

A hipertensao arterial (HA) € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
mundial. A disfuncdo endotelial, o estresse oxidativo e o dano ao DNA é uma
condicdo presente durante o desenvolvimento e manutengdo da hipertenséo
renovascular induzida pela estenose da arterial renal no modelo 2R1C de Goldblatt.
Estudos tem demonstrado que o sildenafil, inibidor da fosfodiesterase-5, aumenta a
oferta do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) principal segundo mensageiro
do 6xido nitrico (NO), sendo capaz de melhorar a funcdo endotelial, diminuir o
estresse oxidativo e o dano ao DNA. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
tratamento com sildenafil sobre a funcdo vascular, o estresse oxidativo e a
genotoxicidade em células de rim estendtico de camundongos hipertensos. Foram
utilizados camundongos machos C57BL/6, com aproximadamente 23 gramas, 0S
animais foram separados em 3 grupos: Sham, 2R1C e 2R1C tratados com sildenafil
(40mg/kg/dia). Os tratamentos foram iniciados 14 dias apdés a inducdo da
hipertensdo. Apos 28 dias foram realizadas as medidas hemodinamicas e em
seguida os animais foram anestesiados. O leito vascular mesentérico (LMV) foi
canulado e isolado para avalicdo da funcdo vascular por meio da construcdo de
curvas dose-resposta a Acetilcolina (ACh) ou Nitroprussiato de sodio (NPS), apos
pré contracdo com norepinefrina. Os rins foram retirados e alguns foram
armazenados em nitrogénio liquido para dosagem de angiotensina Il (Ang Il). Outros
tiveram as células isoladas através de acdo enzimatica para a realizagdo do ensaio
do cometa para analisar a genotoxicidade, e analise do estresse oxidativo e
producdo de NO pela citometria de fluxo. As respostas vasodilatadoras estdo
expressas como percentual de relaxamento em relagédo a pré-contragdo. A resposta
méxima (Rmax) e o logaritmo negativo da concentracdo de droga que provocou
metade da resposta maxima (pECsp) foram calculados. Resultados de bloqueio
farmacoldgicos foram expressos como a diferenca na area abaixo da curva (dAUC).
Os resultados estdo expressos como média £+ EPM. As comparacfes estatisticas
foram feitas por ANOVA, seguida do post hoc de Bonferroni. *p<0,05 e **p<0,01
quando comparado ao grupo sham; *p<0,05 e *p<0,01 quando comparado ao 2R1C
e 4p<0,05 e *p<0,01 quando comparado ao mesmo grupo sem bloqueio. O animais

2R1C apresentaram aumento da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia



cardiaca (FC) (125 + 2 mmHg e 516+2 bpm, respectivamente) quando comparado
ao grupo sham (PAM:107 = 2 mmHg e 451+ 18 bpm) e o tratamento foi capaz de
reduzir em 15% a PAM (112 £ 2 mmHg ) nos animais 2R1C sildenafil assim como,
reduzir a FC (471 £ 12 bpm). Os niveis teciduais de Angiotensina Il nos animais
2R1C estavam aumentados (179 + 32*pmol/g tecido) quando comparados ao grupo
sham (70 = 7 pmol/g tecido) e o tratamento com sildenafil (94+6 pmol/g tecido) foi
capaz de reduzir em 50 % o niveis de Ang Il. Os animais do grupo 2R1C
demonstraram marcante disfuncdo endotelial (Rmax: 48,7 = 1,8%) quando
comparados aos controles (Rmax: 76,13 + 2), e o tratamento com sildenafil foi capaz
de reverter essa disfuncdo (Rmac 67,48 + 4™). Tal disfuncdo ndo se deve a
diminuicao da sensibilidade do musculo liso vascular ao NO, uma vez que nao foram
observadas diferencas nas respostas ao NPS. O papel do NO e das prostaciclinas
(PGI,) foi verificado realizando o bloqueio com L-NAME e Indometacina e
observamos que o relaxamento a ACh nos animais 2R1C estavam diminuidos
(dAUC: NO: 51 + 5% PGl,: 9,0 + 3,8" a.u, ) quando comparados aos controles
(dAUC: NO: 77 = 5; PGl 32,7 + 4,7 a.u) e foi restabelecido nos animais tratados
(NO:74 + 6™ PGly: 29,6 + 6,5” a.u). Calculando a estimativa da participacéo do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) observamos que no grupo 2R1C
havia menor participacdo deste fator no relaxamento quando comparado ao grupo
sham e o grupo tratado com sildenafil. A inibicdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs), avaliada por meio do bloqueio da NADP(H) oxidase com apocinina
possibilitou a observacdo de que as EROs apresentava maior influéncia no
relaxamento dos animais 2R1C (dAUC: 76,0 = 4* a.u) quando comparada com 0
grupo sham (48,7 + 5,9 a.u.) e o grupo 2R1C sildenafil (dAUC: 56,8 + 5% a.u). Na
analise do estresse oxidativo do rim clipado realizado pela citometria de fluxo
observamos que os animais 2R1C apresentaram aumento na producdo de EROs
(¢O,: 887 £ 41, H,0,: 308 £ 22 a.u.) quando comparamos ao grupo sham (¢O7:700 +
21, H,O,: 214 = 7,7 a.u.) e o tratamento com sildenafil foi capaz de promover
diminuicdo da producédo de O, (765 £ 32 a.u.) e de H,0O, (235 + 20 a.u.).
Observamos que o tratamento com sildenafil aumentou em 1,7 vezes a producao de
NO (350 + 33 a.u.) no rim clipado quando comparado com o grupo sham e 2R1C
(217 + 10, 260 *= 21 a.u., respectivamente). Na analise da genotoxicidade do rim
clipado observamos que o0s animais 2R1C apresentaram um aumento nos

parametros utilizados, como na porcentagem de DNA na cauda e no momento da



cauda (38 = 5,7%, 52,2 + 10 a.u.) quando comparados ao grupo sham (21 + 2,1%,
21,5 £ 3,2 a.u.) e o sildenafil foi capaz de promover uma diminuicdo destes
parametros (17 + 3,4%, 17,3 £ 3,5 a.u.) diminuindo o dano ao DNA. Assim, estes
dados evidenciam que o sildenafil promove uma melhora da disfuncao endotelial que
se observa na hipertensao renovascular por mecanismos que envolvem o aumento
da biodisponibilidade de NO, aumento de PGI, e de EDHF e diminuicdo da producgéo
de EROs. No rim, o qual tem participacdo na instalacdo da hipertenséo e também,
posteriormente, se torna alvo, os efeitos do sildenafil foram de reducdo do estresse
oxidativo e o0 dano ao DNA das células do rim clipado, além de uma marcante
reducd@o dos niveis teciduais de angiotensina Il, o que talvez explique o aumento na

producao de NO.

Palavras-chave: Hipertenséo renovascular, Sildenafil, Angiotensina Il, Disfuncéo
endotelial, Rim estenotico, Estresse oxidativo, Dano ao DNA.



ABSTRACT

Hypertension is a major worldwide health issue. The aim of the present study was to
evaluate the beneficial effects of sildenafil on hemodynamics, endothelial function,
and on oxidative stress and DNA damage in the stenotic kidney in the mouse model
of renovascular hypertension, type two-kidney, one clip (2K1C). Considering our
previous report indicating that the chronic blockade of phosphodiesterase 5 with
sildenafil (Viagra ®) has marked beneficial effects improve endothelial function and
on oxidative stress and DNA damage in a model of spontaneous atherosclerosis, we
tested the hypothesis that sildenafil could also reduce the endothelial dysfunction and
protect the stenotic kidneys of 2K1C hypertensive mice against oxidative stress and
DNA genotoxicity. This drug increases the bioavailability of the intracellular second
messenger of NO (cGMP) by inhibition of phosphodiesterase 5. Male C57BL/6 mice
were subjected to 2K1C hypertension. After 14 days, sildenafil (40 mg/kg/day) or
vehicle was administrated, during a period of 14 days. At the end of experimental
period, animals were anesthetized and catheterized for direct arterial pressure
measurements. In the studies about endothelial function, the mesenteric arteriolar
bed (MAB) was removed and studied its responsiveness through dose-response
curves to acetylcholine (ACh) in vitro and precontracted with norepinephrine. The
renal levels of angiotensin Il in the stenotic kidneys were determined by a blind
examiner in another laboratory. The stenotic kidney cells were isolated by enzymatic
approaches for evaluation of cell viability and oxidative stress through flow cytometry
and for evaluation of DNA damage through the comet assay. Measurements of
intracellular superoxide anions and hydrogen peroxide levels as well as nitric oxide
bioavailability were also obtained. Data are mean + SEM. The statistical analysis was
through one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.'p<0.05 and ~“p<0.01
vs. 2K1C and ¥p<0,05 e %%p<0,01 was considered as statistically significant. As
expected, blood pressure and heart rate was higher in 2K1C than in sham mice
(sham 107 + 2 vs. 2K1C 125 = 2* mmHg, 451+ 18 vs. 516+2 bpm, respectively).
Sildenafil treatment significantly reduced mean arterial blood pressure (112 + 2*
mmHg) and heart rate (471 £ 12* bpm). The renal levels of angiotensin Il showed
elevation in 2K1C (179 + 32*pmol/g tissue) when compared to sham group (70 £ 7

pmol/g tissue). However, sildenafil prevented this elevation in the hypertensive



animals treated with this drug (94+6* pmol/g tissue). 2K1C mice showed markedly
vascular dysfunction in the ACh test (Rmax: 48,7 + 1,8**) when compared to sham
(Rmax: 76,13 = 2), which was reversed by sildenafil treatment (Rmax: 67,48 *
4" This dysfunction was not due to reduction in vascular smooth muscle sensitivity
to NO, once no differences were found in SNP responses. The role of NO and COX-
derived prostanoids (PGl,) in relaxation of 2K1C was diminished (dAUC: NO: 51 + 5*,
PGl,: 9,0 + 3,8" a.u) when compared to sham (dAUC: NO: 77 + 5; PGly: 32,7 + 4,7
a.u) but were restored by sildenafil (NO:74 + 6", PGl,: 29,6 + 6,5 a.u). The
participation of ROS was evaluated by blockage of NAPH oxidase and it was
observed that there was greater participation of ROS in 2K1C (dAUC: 76,0 £ 4* a.u)
when compared to sham and 2K1C sildenafil ( JAUC 48,7 + 5,9, 56,8 + 5% a.u) and
that sildenafil caused a significant reduction of oxidative stress. In stenotic kidney
from 2K1C mice there was an increase in oxidative stress and reactive oxygen
species production (¢O7: 887 + 41, H,0,: 308 = 22 a.u.) when compared to sham
(*O2:700 = 21, H,0,: 214 + 7,7 a.u.), and sildenafil caused a remarkable decrease in
these levels in treated animals ( «O’,. 765 + 32, H,0,.235 £ 20 a.u). On the other
hand, sildenafil increased nitric oxide levels (350 + 33 a.u.) relative to those in the
nontreated 2K1C mice and sham (217 + 10, 260 + 21 a.u., respectively). Similarly,
treatment with sildenafil significantly reduced the high level of kidney DNA damage
that is a characteristic of renovascular hypertensive mice. In stenotic kidney from
2K1C mice there was an increased DNA fragmentation (tail moment: 38 + 5,7%, %
tail DNA: 52,2 + 10 a.u.) when compared to sham (tail moment: 21 + 2,1%, % tail
DNA: 21,5 + 3,2 a.u.), and sildenafil caused a remarkable decrease in these
parameters (tail moment:17 + 3,4%, % tail DNA: 17,3 = 3,5 a.u.). Therefore, this
study show revealed a beneficial cardiovascular effects, such as restoring endothelial
function. Our data, suggest that the main mechanism of its action is restoring NO and
PGl, and reducing the increased oxidative stress. In the stenotic kidneys of 2K1C
mice sildenafil was able to reduce ROS production, increase NO bioavailability inhibit
DNA damage and markedly reduced the levels de angiotensin II. Thus, these data
contributes with important that for a future use of phosphodiesterase 5 inhibitors
aiming the amelioration of endothelial function and renoprotection against the DNA

damage in individuals with renovascular hypertension.



Keywords: Renovascular hypertension, Sildenafil, Angiotensin Il, Endotelial
dysfunction, Stenotic kidney, Oxidative stress, DNA damage.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO

1.1.1 Epidemiologia

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma condi¢cao clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e mantidos da pressao arterial (PA). Associa-se,
frequentemente, as alteragfes funcionais e/ou estruturais dos érgaos-alvo, como por
exemplo, coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos; e também as alteracdes
metabdlicas, que aumentam o risco de disfuncdes cardiovasculares fatais e nao
fatais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

Em uma década, cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram atribuidas
a HAS (54% por acidente vascular encefalico e 47% por doenca isquémica do
coracao), sendo que a maioria dos Obitos ocorreram em paises de baixo e médio
desenvolvimento econémico e mais da metade em individuos entre 45 e 69 anos
(WILLIAMS, 2008). Constata-se assim que a taxa de mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCV) aumenta progressivamente com a elevagdo da pressao
arterial (PA) a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente
(LEWINGTON et al., 2002).

A HAS é um grave problema de saude publica no Brasil e no mundo, uma vez
que aproximadamente 32% dos adultos brasileiros sofrem de hipertensao arterial,
sendo que mais de 50% dos individuos com idade entre 60 a 69 anos e 75% dos
idosos com mais de 70 anos sdo hipertensos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010). De acordo com a pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Crbnicas por Inquérito Telefonico — Vigitel 2012,
especificamente no municipio de Vitoria-ES, 24,7% da populagdo se declara
hipertensa, sendo a doenca mais comum entre as mulheres (26,5%) do que entre 0s
homens (22,5%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Estes valores subestimam os
dados obtidos no projeto Monica, que foi desenvolvido neste programa de pos-
graduacdo pelo Prof. Dr. José Gerado Mill. Pois o percentual de individuos
classificados como hipertensos alcancou niveis elevados e a prevaléncia de
hipertenséo na populacéo de Vitéria foi 37,8%.
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As DCV sdo ainda responsaveis pela alta frequéncia de internacgdes,
ocasionando custos médicos e socioeconémicos elevados. Em relagdo aos custos,
em novembro de 2009, houve 91.970 internacgdes, resultando em um custo de
R$165.461.644,33 (DATASUS, 2009). A doenca renal terminal, outra condi¢do
frequente na HAS, ocasionou a inclusao de 94.282 individuos em programa de
dialise no Sistema Unico de Saude (SUS), registrando-se 9.486 6bitos em 2007. Em
2012, o SUS registrou 115.748 internacdes devido as complicacbes decorrentes da
hipertens&o (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010).

A HAS é causa direta de cardiopatia hipertensiva e isquémica e € fator de
risco para doencas decorrentes de aterosclerose e de trombose, que se manifestam,
predominantemente, por doenca isquémica cardiaca, cerebrovascular, vascular
periférica e renal. Além de ser fator etiolégico de insuficiéncia cardiaca, déficits
cognitivos, como doenca de Alzheimer e deméncia vascular. Essa multiplicidade de
consequéncias coloca a HAS na origem de muitas doencas crbénicas nao
transmissiveis e, portanto, caracteriza-se como uma das causas de maior reducao
da expectativa e da qualidade de vida dos individuos (DUNCAN; SCHMIDT;
GIUGLIANI, 2006).

Apesar dos esforcos para desvendar 0os mecanismos envolvidos na
patogénese da hipertensdo arterial, sua causa permanece desconhecida em
aproximadamente 95% dos pacientes, caracterizando a hipertensdo primaria ou
essencial. O desenvolvimento da doenca implica ainda em outros fatores, como a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, o upregulation do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). O estresse oxidativo é um fator envolvido em
todos esses processos e pode ser decorrente do excesso de producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), da diminui¢do na producéo de 6xido nitrico (NO) ou da
reducdo das vias antioxidantes nos sistemas cardiovascular e renal (MONTEZANO;
TOUYZ, 2012).

1.1.2 Hipertensao renovascular

A hipertensdo é uma das principais causas de doencas cardiovasculares,
sendo responsavel por um grande numero de mortes prematuras. Nos Estados
Unidos, aproximadamente 75 milhdes de adultos sdo hipertensos, dos quais
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aproximadamente 5% ocasionados por hipertensao renovascular, que ocorre devido
a uma importante oclusdo da artéria renal. A hipertensdo renovascular é uma
condicdo secundaria gerada pela estenose da artéria renal ou pode estar associada
a doencas ateroscleréticas (KHANGURA et al., 2013). E muito comum o aumento
da pressdo arterial sanguinea em pacientes com doenga renal crénica e com
hipertensdo renovascular, sendo esta considerada como hipertensdo secundaria e
normalmente o0s pacientes sao resistentes a tratamentos farmacoldgicos
(CAMPAGNARO et al., 2013).

O modelo experimental 2 Rins-1Clipe (2R1C) € um modelo classico de
hipertensdo renovascular que foi desenvolvido por Goldblatt e colaboradores em
1934. Varios estudos ja foram realizados em nosso laboratério utilizando esse
modelo de hipertensdo (ARRUDA et al.,, 2005; NOGUEIRA et al., 2012;
CAMPAGNARO et al., 2013). Em animais experimentais, esse modelo é dependente
da ativacdo continua do SRA. O tempo de manutencédo da pressao elevada e os
niveis pressoricos atingidos no modelo 2R1C dependem da espécie e do grau de
estenose da artéria renal (LERMAN et al., 2005). Estudos realizados por Wiesel e
cols. (1997) mostraram que a concentracdo da renina plasmatica e a expresséo do
RNAmM para renina estavam aumentados 4 semanas apos a clipagem da artéria
renal de camundongos C57BL/6, além disso verificaram a importancia do tamanho
da abertura do clipe para que de fato promova a hipertensao.

A estenose unilateral da artéria renal promove uma reducdo da perfusdo
sanguinea no rim clipado, promovendo um aumento de aproximadamente 3 vezes
dos niveis circulantes de renina, que € secretada pelas células justaglomerulares,
que funcionam como mecanorreceptores e sao encontradas principalmente na
parede das arteriolas aferentes. Existem 3 estimulos para a secrec¢do de renina: a
estimulacdo simpatica, a diminuicdo da tensao vascular na arteriola aferente renal e
reducdo da carga filtrada de sodio que alcanca a macula densa; todos esses
estimulos estdo presentes durante quedas da PA. A renina liberada para a
circulacdo age sobre o angiotensinogénio, uma a-globulina sintetizada pelo figado e
abundante no plasma, clivando uma sequéncia de 10 aminoacidos; a angiotensina I,

que por sua vez € clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA), formando
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um octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il), o horménio responsavel pelas principais
acOes do SRA na PA (AIRES, 2007).

Ha aproximadamente 115 anos, Tigerstedt e Bergman descobriram o papel
da enzima renina, tornando, até os dias de hoje, o sistema renina-angiotensina
(SRA) motivo de muitas pesquisas realizadas. Sabe-se que no SRA classico temos o
envolvimento da renina, da enzima conversora de angiotensina (ECA), que é
responsavel pela sintese de Ang Il, e do receptor AT, que tem um importante papel
fisiologico na regulacéo cardiovascular, na funcdo renal, na pressdo sanguinea, na
biossintese de aldosterona e no balanco de sal e 4gua do organismo (ZHUO et al.,
2013).

A Ang Il € um hormdnio que possui efeitos pleiotropicos em diversos tecidos,
incluindo o rim, 0s vasos sanguineos e 0 sistema nervoso. Apesar de seus efeitos
fisiologicos, quando o SRAA esta ativado de maneira exacerbada, pode causar
efeitos deletérios nos rins e contribuir para uma perda progressiva da funcéo renal. A
ativacdo continuada do SRAA é capaz de promover constricdo das arteriolas renais,
levando ao aumento da resisténcia vascular periférica ou renal, aumento da pressao
dos capilares glomerulares, quadros de proteindria e ao aumento do estresse
oxidativo, via ativacdo da NADP(H) oxidase. O que gera uma disfuncdo endotelial,
promovendo proliferacdo das células mesangiais e desencadeando processos
inflamat6rios e o desenvolvimento de processos profibroticos (ROSCIONI;
HEERSPINK; de ZEEUW, 2013).

As acgbes da Ang Il em receptores AT, podem causar multiplos efeitos no
sistema cardiovascular e renal, como por exemplo: vasoconstricao arterial sistémica,
estimulacdo da reabsorcdo de agua e sodio pelo tdbulo renal, e aumento da
secrecdo de aldosterona pela glandula adrenal. Em receptores AT, as acfes da Ang
Il ainda ndo estdo bem definidas, sabendo-se apenas que, nos rins, promove
aumento da resisténcia da arteriola aferente, preserva a taxa de filtracdo glomerular
e provoca uma diminuicdo da perfusdo renal. A Ang Il, também pode estimular a
producdo das prostaglandinas, prevenindo uma vasoconstricdo excessiva da
circulacao sistémica ou renal ( VALLOTTON et al.,1989; SAYER; BHAT, 2014).
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Nos animais submetidos ao modelo de hipertensdo 2R1C, o desenvolvimento
da hipertenséo € acompanhado por significante aumento nos niveis de Angiotensina
II (Ang 1) intrarenal, tanto no rim clipado quanto no rim nao clipado. Estudos tém
demonstrado que aumentos na concentracdo plasmatica de Ang Il séo capazes de
induzir aumentos substanciais, que excedem o0s niveis plasmaticos, da Ang Il
intrarenal via receptor AT;. Este aumento pode persistir mesmo apos a reducao dos
niveis plasmaticos de Ang Il (NAVAR, et al., 2002). O rim contralateral (ndo
isquémico) apresenta aumento na producdo de RNAmM para angiotensinogénio,
aumento na atividade da enzima conversora de angiotensina Il (ECA) intrarenal com
aumento ou manutencdo da producdo local de Ang Il intrarenal (NAVAR et al.,
2002). Independentemente da producdo da ECA intrarenal, a producédo de Ang Il no
rim clipado parece estar aumentada por via independente de renina, mas sim por via
da quimase (HIYOSHI et al., 2005; SADJADI et al., 2005). O SRA tecidual “6rgao-
especifico” atua de maneira independente do sistema SRA plasmatico. Tem-se
observado que o SRA circulante é responsavel por processos agudos, enquanto a
ativacdo do SRA tecidual esta envolvida na resposta de um processo crénico, como
um remodelamento estrutural secundario ao sistema cardiovascular (WANG,;
ZHANG,; LIU, 2013). Na figura 1 podemos observar de maneira simplificada o que

ocorre quando é gerada a estenose de uma artéria renal.
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Aldosterona o Resisténcia Periférica
Ténus Simpatico

Press3o Arterial

l, Pressao Intrarenal

Figura 1: Efeitos da estenose arterial provocado pela implantacdo do clipe na artéria renal
do rim esquerdo. Fonte: Nogueira, 2008.

A hipertensdo renovascular esta associada com o aumento da atividade do
SRA e com a elevacao da pressao sanguinea. No modelo de hipertensédo 2R1C, o
desenvolvimento de inflamacdo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no rim clipado é marcante, podendo levar a uma progressiva fibrose renal
(MATAVELLI, 2011). Existem varias caracteristicas em comum observadas entre a
hipertensédo renovascular em humanos e o modelo de hipertensdo 2R1C, uma vez
gue uma maior ativacdo do SRA exerce um papel fundamental no desenvolvimento

e na manutencgao da hipertensao.
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Figura 2: Esquema representativo do SRA. Fonte: HOLLENBERG et al.,1990.

Apesar de muitos anos de estudo, o mecanismo do SRA, até dias de hoje,
vem proporcionando aos pesquisadores novas descobertas, como por exemplo, a
participacdo de novas enzimas e de outros receptores atuantes nesse sistema.
Dessa forma, torna-se necessario novas pesquisas para elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na transducao de sinais. O mecanismo classico é conhecido
pela participacdo da renina/ECA/Angll/receptor AT, e AT,, ndo sendo exclusivo na
via de sinalizacdo do sistema. Trés novas vias foram recentemente descritas como
a ECA2/ Ang 1-7/ receptor MAS, a prorenina-PRR- Map quinases ERK1/2, assim

como Ang IV/ AT4/IRAP (aminopeptidase reguladora de insulina).

1.1.3 Funcéo endotelial e Hipertensao

O endotélio recobre todos os vasos do organismo, desde o coracéo, grandes,
médias, pequenas artérias, microartérias e capilares, bem como toda a arvore
venosa, veias pos capilares, pequenas, médias e grandes veias que conduzem o
sangue de volta ao coragéo e os vasos linfaticos. O conhecimento sobre a funcdo da
célula endotelial se deu em 1980 através de estudos realizados por Furchgott e

Zawadzki. Anteriormente a camada de células endoteliais era conhecida apenas
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como uma barreira fisica entre as células sanguineas e o musculo. A célula
endotelial é capaz, através de extensa rede de transmissao de dados, de detectar a
minima alteracdo na pressao arterial, fluxo sanguineo, balanco oxidativo (equilibrio
entre os sistemas oxidantes e antioxidantes), coagulacdo, sinal de inflamacéo e

ativacado do sistema imune no organismo (Luz, et al., 2005).

O endotélio vascular é um tecido capaz de controlar importantes funcées nos
vasos, incluindo a regulagdo do tonus vascular, homeostasia local, processos
proliferativos, e manutencdo da circulagdo sanguinea, fluidez, coagulacédo, e
resposta inflamatoéria e imune (AVERSA, 2008). A regulacéo do tdnus e da estrutura
de vasos de condutancia e de resisténcia acontece por meio da liberacdo continua
de varios mediadores vasoativos, com acdes paracrinas e autdcrinas como o 6xido
nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs), endotelina-1 (ET-1),
Angiotensina Il (Ang Il), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF),
prostaciclina (PGl,) e acidos epoxieicosatriendicos (EETs) (MEYRELLES, et al.,
2011).

O NO derivado do endotélio possui acbes paracrinas, pois tem importante
participacdo no controle do ténus vascular, inibe a agregacéo plaquetéria, previne a
adesao de leucocitos e reduz a proliferacédo de células da camada intima (ZHANG et
al., 2014). O relaxamento normal do vaso é dependente de varios vasodilatadores
como NO, os derivados das prostaglandinas (PGl,) e dos fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio (GILES et al., 2012).

Como demonstrado na figura 3, o shear stress, a acetilcolina, e agonistas
como a bradicinina, trombina e serotonina quando se ligam a receptores especificos
nas células endoteliais sdo capazes de promover um aumento da concentracdo dos
niveis de Ca*" intracelular. O aumento intracelular de Ca®" ativara a 6xido nitrico
sintase (eNOS), que a partir do aminoacido L-arginina produzird NO, sendo
necessario alguns cofatores como tetrahidrobiopterina (BH,), NADPH, e a presenca
de oxigénio molecular. O NO produzido pelas células endoteliais se difunde para as
células do musculo liso, ativando a guanilato ciclase soluvel que produzira GMPc a
partir de GTP, e induzird uma diminuicdo do Ca** e consequentemente relaxamento
das células musculares lisas (MEYRELLES, et al., 2011).
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Endothelial Function in Physiological Conditions
(coupled eNOS)
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Figura 3: Esquema representativo das possiveis vias bioquimicas para a producéo de NO e
de outras substancias vasoativas pelo endotélio em condi¢des fisioldgicas, incluindo
ferramentas farmacolédgicas especificas que sdo utilizadas para estudar a funcao vascular
(MEYRELLES et al.,2011)

Em doencas cardiovasculares observamos um aumento do estresse
oxidativo, e um aumento na degradagcdo do NO pela reacdo com anion superoéxido.
Pacientes com fatores de risco cardiovascular como a hipertenséo,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, tabagismo e pacientes com doenca vascular
apresentam disfuncdo endotelial, que € caracterizada pela impossibilidade do
endotélio em gerar adequadamente substancias vasoativas como o NO, essa
condicdo ocorre normalmente quando h& desacoplamento da eNOS
(FORSTERMANN; SESSA, 2012).
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E bem estabelecido que a disfuncdo endotelial vascular esta envolvida na
fisiopatologia das DCV, incluindo a hipertensdo e aterosclerose. A disfungéo
endotelial pode ser definida como um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e
fatores constritores, pré e anticoagulantes ou inibidores ou promotores de
crescimento. A reacgdo catalisada pela eNOS também é responséavel pela producéo
de EROSs, incluindo radicais livres como &anion superoxido (*O7), peroxinitrito
(*ONOQ)), radicais hidroxila (OH") e ndo radicalares, como peréxido de hidrogénio
(H202), que estédo envolvidas em diversas DCV (TOUYZ et al., 2011; MEYRELLES
et al., 2011).

A HAS compromete dois componentes vasculares importantes: a estrutura
vascular e a fungéo vascular. A elevacao da presséo arterial determina modificagcoes
nas propriedades mecanicas das artérias, promovendo o aumento da rigidez
vascular. Estas modificacbes envolvem o aumento na deposicdo de matriz
extracelular, como colageno e integrinas; e aumento na atividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2001). Por outro lado a
hipertensdo leva ao prejuizo na funcdo vascular, refletida, principalmente, pela

diminuicao dos vasodilatadores, onde destacamos o papel do 6xido nitrico.

O NO é um radical livre, volatil e com tempo de meia vida curto e assim que &
liberado pelo endotélio, difunde-se para o lado luminal do vaso, onde inibe a adesao
e agregacao plaquetaria, aumentando a fluidez do sangue e prevenindo a trombose.
O NO também se difunde para a regido subendotelial, onde induz a dilatagdo do
mauasculo liso vascular e inibe o remodelamento e a proliferacdo de células
musculares lisas (MITCHELL et al., 2008).

1.1.4 Hipertensao e estresse oxidativo

Estudos recentes tém sugerido um papel do estresse oxidativo na estrutura e
na funcdo das artérias. Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROS)
podem levar ao aumento de resisténcia das artérias, pois diminuem a
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) por peroxidagdo de lipideos de membrana,
causando prejuizo no relaxamento e promovendo a proliferagdo de células do

musculo liso. A elevacao da pressao arterial sanguinea, causada por aumento de
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Ang II, xantina oxidase ou por estresse mecanico, também pode levar a um aumento
da producdo de EROs, capaz de promover um prejuizo da func¢édo endotelial (KLIMA
et al., 2013).

A participacdo das EROs derivadas do aumento dos niveis de Ang Il, entre
outros efeitos, causam prejuizo no relaxamento dependente do endotélio, alteracdes
nas respostas contrateis, além de remodelamento vascular observado na
hipertensdo. A enzima NADP(H) oxidase € uma das principais fontes de &anion
superoxido (¢O2) nos vasos sanguineos. Na hipertensdo ou em situacées em que
ocorre exposicdo a Ang Il ocorre um aumento da atividade da NADP(H) oxidase e
também da expressdo de suas subunidades, embora outros sistemas, como a
xantina oxidase, também desempenhem um importante papel. (MARTINEZ-
REVELLES et al., 2013).

Estudos tem demonstrado o papel da Ang Il no desenvolvimento do estresse
oxidativo em ratos espontaneamente hipertensos e em ratos com hipertenséo
renovascular. Sabe-se que as EROs tém fundamental importancia para ativacao do
sistema renina-angiotensina. Além disso, estudos experimentais realizados em
animais tém demonstrado que o aumento de EROs, particularmente <O,, pode
interagir com o DNA, podendo resultar em dano oxidativo e aumento da
fragmentacdo do DNA, mediada pela injuria renal (CAMPAGNARO et al., 2013).

A principal responséavel pela producdo de <O, nas células do sistema
cardiovascular € a NADP(H) oxidase que possui subunidades citosolicas (p47phox,
p67phox, ou homdlogos) e subunidades de membrana (NOX-1/NOX-2/NOX-4/NOX-
5 e p22phox), que, apds serem ativadas, formam um complexo enzimatico funcional.
No entanto, os resultados sobre o papel especifico da isoforma NOX nas alteracdes
vasculares presentes na hipertensdo sao controversos e, além disso, sabemos que
a mitocéndria também é uma fonte de EROs na hipertenséo arterial. A ativacdo da
NADP(H) oxidase, induzida por Ang Il, induz a sintese de EROs pela mitocéndria,
aumentando ainda mais a producdo de <O, e alterando a resposta vascular.
Portanto, pode-se correlacionar o importante papel dessas duas fontes de EROs nos
vasos sanguineos. Em diferentes modelos de hipertensdo em animais e também em

humanos hipertensos observaram-se que as EROs e os prostandides derivados da
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ciclooxigenase 1 e 2 sdo mediadores importantes responsaveis pela disfuncéo
endotelial (MARTINEZ-REVELLES et al., 2013).

A Ang Il induz uma maior expressdao da ciclooxigenase-2 (COX-2),
aumentando a producao de prostanoides em células vasculares, como no endotélio,
nas células do musculo liso, na camada adventicia e nos fibroblastos. Sugere-se
gue o estresse oxidativo induz um aumento da atividade da COX por promover um
upregulation na expressdo da COX-2. Essa esta particularmente aumentada na
hipertensédo. Tanto a Ang Il quanto a COX-2 estdo associadas com a inflamacao e
remodelamento vascular. Entretanto, sabemos que a COX-2 apresenta um papel
importante nas acfes mediadas pela Ang Il, ocasionando problemas vasculares.
Alteracdes na funcdo das células endoteliais também contribuem para inflamagéo
vascular (WONG et al., 2011).

1.2 Tratamento com sildenafil

A atividade biolégica do NO tem sido extensivamente estudada desde sua
descoberta. Uma caracteristica importante do endotélio vascular é a saida adequada
desta molécula para haver producdo de um importante segundo mensageiro no
musculo liso, 0 GMPc, que por sua vez promove vasodilatacdo. A producédo do NO
ocorre devido a hidrélise da L-arginina na presenca de oxigénio molecular e de
varios cofatores, que resultam na producdo de NO e L-citrulina. O radical NO,
podera atuar de maneira autocrina ou paracrina, permeando as membranas ou
reagindo com outras moléculas que possuem elétrons desemparelhados, desde
grupos tidis e heme ferro. Os efeitos do NO, sdo dependentes da sua concentracao.
Seu efeito protetor e vasorelaxante sdo obtidos quando esta presente em pequenas
concentracbes (picomolar ou nanomolar), quando encontra-se em altas
concentracfes estd associado a efeitos citotoxicos (MILLER; MEGSON, 2007;
VERAS et al., 2013).

A via de sinalizagdo NO/GMPc tem importante papel no relaxamento vascular
e na regulacdo da pressdo sanguinea. Fatores genéticos ou uma inibicdo
farmacoldgica dessa cascata pode levar a uma diminuicdo do relaxamento e

aumento da pressao sanguinea. No musculo liso vascular, o relaxamento € mediado
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pelo segundo mensageiro GMPc, esse é dependente da proteina kinase | (PKGI).
Os efeitos/concentracdo do GMPc séo controlados pelas fosfodiesterases (PDES),
gue possuem varias isoformas, sendo que a PDE 1 e a PDE 5 possuem maior
afinidade pelo GMPc e sdo responsaveis por sua degradacdo no musculo liso
(STEGBAUER et al., 2013).

A PDE 1 é estimulada pela presenca de Ca®*/calmodulina, tem-se verificado
que ela possui um importante papel quando ha um aumento na concentracdo de
Ca?" e na presenca de vasoconstritores. Em situacdes de baixas concentracdes de
Ca’"a PDE 5 é considerada como maior responsavel pela degradacdo do GMPc. E
amplamente aceito que a via NO/GMPc neutraliza a vasoconstricdo induzida pelo
sistema renina angiotensina, mantendo a homeostasia circulatoria (STEGBAUER et
al., 2013), ativando mecanismos antioxidantes, além de reduzir as concentracdes
teciduais de EROs e aumentar a biodisponibilidade de NO, evitando que EROs

possa reagir com o NO diminuindo sua biodisponibilidade.

O sildenafil tem sido amplamente utilizado para tratamento de disfuncao erétil
e hipertensdo pulmonar. Essa droga aumenta a biodisponibilidade intracelular do
segundo mensageiro NO/GMPc através da inibicdo da PDE 5. Tem sido relatado
que o sildenafil € capaz de promover melhora da funcéo endotelial em condi¢cdes de
doenca arterial coronariana, assim como no diabetes sendo capaz de reduzir o
estresse oxidativo em varios tecidos (MILANI et al., 2005; PATIL; SINGH;
KULKARNI, 2006; AVERSA et al.,, 2008). Estudos recentes em nosso laboratério
mostraram que o tratamento com sildenafil foi capaz de promover melhora da funcao
endotelial e diminuir o dano ao DNA de animais ateroscleréticos (BALARINI et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2013).

Diante de varios danos provocados pela hipertensdo e de sua alta incidéncia
na populacéo, a proposta do nosso trabalho foi investigar qual o efeito do tratamento
com sildenafil na funcdo endotelial e na pressédo arterial de camundongos com
hipertensdo renovascular, assim como avaliar se o0 tratamento seria capaz de
diminuir o estresse oxidativo e consequentemente reduzir o dano no DNA do rim

submetido a estenose arterial.
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2. JUSTIFICATIVA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicéo clinica multifatorial e esta
associada as alteraces funcionais e estruturais dos érgaos-alvo, como por exemplo,
coracao, enceéfalo, rins e vasos sanguineos; e também as alteracdes metabdlicas,
gue aumentam o risco de disfuncdes cardiovasculares. As DCV sao responsaveis
por alta frequéncia de internac¢des, ocasionando custos médicos e socioecondmicos
elevados. Essa multiplicidade de consequéncias coloca a HAS como um grave
problema de salude publica no Brasil e no mundo, caracterizando-se como uma
importante causa de reducdo da expectativa e da qualidade de vida das pessoas.
Aproximadamente 5% dos pacientes hipertensos sdo caracterizados por possuirem

hipertensdo secundaria que é causada pela estenose da artéria renal.

O fato de os mecanismos fisiopatolégicos presentes na hipertensdo renovascular
envolverem disfungéo endotelial, estresse oxidativo, dano ao DNA e uma reducéo da
biodisponibilidade do o6xido nitrico, associado as evidéncias de que a inibicdo
farmacoldgica da PDES, aumenta a disponibilidade de GMPc, melhorando os efeitos
causados pela hipertensdo, promove o tratamento com sildenafii como uma

estratégia extremamente promissora no combate as doencas cardiovasculares.

Portanto, fazem-se necessarios estudos que avaliem tratamentos capazes de
promover uma diminuigéo dos efeitos causados pela hipertenséo. Estes associados
a medicamentos ja existentes no mercado comercial para outras finalidades tornam-

se de grande relevancia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar em camundongos com hipertensao renovascular os efeitos do tratamento
cronico com sildenafil sobre a fungéo vascular e a genotoxicidade em células de rim

submetidos a estenose arterial.

3.2 Objetivos especificos

» Comparar o efeito do tratamento sobre os parametros ponderais;

» Verificar o efeito do tratamento sobre a PAM e FC;

» Verificar o efeito do tratamento sobre os niveis de Ang Il intrarenal;

* Avaliar a reatividade vascular do LVM e a sensibilidade a acetilcolina;

» Estudar a participacédo do NO, dos derivados da COX, do EDHF e das EROs
na fungao vascular in vitro nos grupos experimentais;

» Verificar o estresse oxidativo pela producdo de anion superéxido, peroxido de
hidrogénio, e a biodisponibilidade de NO pelo rim clipado;

* Avaliar se o tratamento com sildenafil reduz o dano oxidativo ao DNA;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos machos (Mus musculus) da linhagem
C57BL/6 (C57), com peso corporal entre 22,8 e 23,2g com aproximadamente 8
semanas de idade. Os animais foram criados pelo biotério do Laboratério de
Transgenes de Controle Cardiovascular do Programa de Poés-Graduagdo em
Ciéncias Fisioldgicas no Centro de Ciéncias de Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo. O uso e cuidado destes animais experimentais foram realizados de
acordo com os principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pela
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) e da American
Physiological Society (APS). Os protocolos foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa
de Misericordia de Vitoria (CEUA-EMESCAM Protocolo n° 02/2013).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais colocadas em estantes
climatizadas (Alesco, Sao Paulo, Brasil) onde receberam agua e racéo ad libitum e
tiveram controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como a temperatura (22
2C) e a umidade (70%) do ambiente.
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4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:

2R1C

Camundongos
C57BL/6
Sham
n= 10 por grupo
2R1C

n= 10 por grupo

Figura 4: Representacdo esquematica da distribuicdo dos animais.

4.3 Protocolos experimentais

2R1C sildenafil
n=10 por grupo

Os experimentos foram realizados de acordo o cronograma apresentado:

1°dia - >

14°dia

og°dia |,

Verificagao do peso corporal
Inducédo da hipertenséo ou

cirurgia ficticia.

Inicio do tratamento com

veiculo ou sildenafil
40mg/kg/dia

Verificacdo do peso corporal

Medida da PAM e FC

Estudo da reatividade do LVM

Coleta dos 6rgaos

Figura 5: Representacdo esquematica dos protocolos realizados
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4.4Inducéo da hipertenséo renovascular 2R1C

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9,1 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apés a tricotomia, foi realizada uma incisao no flanco esquerdo dos
animais para exposicdo do contetddo da cavidade retroperitoneal. Com auxilio de
uma lupa cirargica (Opto Eletrébnica SA, modelo SM 2002, Belo Horizonte, MG,
Brasil), a artéria renal esquerda foi isolada cuidadosamente da veia renal e um clipe
de aco em forma de “U” com 0,12mm de abertura (Exidel AS, Moutiter, Suica) foi
implantado ao redor da artéria renal esquerda, préximo a aorta dos grupos 2R1C,
provocando uma diminui¢do do fluxo sanguineo e, consequentemente, reducdo da
pressdo de perfusdo renal, levando a uma estenose arterial semelhante aquela
observada em humanos com hipertensao renovascular. Os animais do grupo Sham
foram submetidos ao mesmo procedimento cirargico, porém sem a colocacdo do

clipe. Estes animais foram estudados 28 dias ap0s a cirurgia.

-
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Figura 6: Demonstragdo da implantacé@o do clipe na artéria renal do rim esquerdo. Fonte:
Campagnaro, 2012.

4 5Tratamento dos animais

O tratamento com veiculo (agua) ou sildenafil foi iniciado 14 dias apos a inducédo da
hipertensdo renovascular e tiveram a duracdo de 14 dias. Foi usado sildenafil
(Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 40 mg/kg/dia. A dose foi escolhida por se
aproximar dos valores utilizados na prética clinica para o tratamento de hipertenséo
pulmonar em humanos (DUSSAULT et al., 2009). Os animais sham e 2R1C veiculo
receberam apenas o veiculo (100 yL de agua) por igual periodo de tempo. Todos os
tratamentos foram realizados por via oral (gavagem), sempre pelo mesmo

administrador.

4.6 Medidas hemodinamicas

4.6.1 Cateterizacdo da artéria carétida e medida da PA

Para a medida da presséao arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC)
26 dias apés a cirurgia, os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina

91,0/9,1 mg/kg por via intraperitoneal para a introducdo de um cateter na artéria
43



carétida direita comum, que consistia em uma céanula com 4 a 5 cm de comprimento
(0,040 mmOD X 0,025 mm ID; Micro-Renathane; Braintree Science, USA) que foi
esticada sobre ar aquecido até que sua extremidade ficasse com aproximadamente
300-500 um de diametro. As canulas foram previamente preenchidas com solucéo
salina isotbnica contendo heparina (100U) e obstruidas com pinos de metal. Foi
realizada uma incisdo cervical nos animais que permitiu o acesso a artéria carétida,
essa foi isolada e teve suas extremidades amarradas com o auxilio de uma lupa
cirirgica (Opto Eletronica SA, modelo SM 2002, Belo Horizonte, MG, Brasil). Em
seguida, o cateter foi inserido no lumen da artéria através de uma pequena incisao e
foi firmemente amarrado e exteriorizado na nuca dos animais com o auxilio de um

trocater.

Os registros da PAM e da FC foram realizados nos animais acordados e livres
dentro das gaiolas, 48 horas apos a colocacédo do cateter. Para o registro da PAM e
da FC, o cateter foi vedado com um pino de aco de 23-gauge que estava conectado
a um tubo de polietilieno de aproximadamente 25 cm (PE 50; 0,023 mm ID X
0,038mm 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 aquisicao de dados (Biopac System, Santa Barbara,
CA, EUA.

4.7 Determinacao dos parametros biologicos

4.7.1 Peso corporal, peso dos rins e razdao de peso do coracédo pelo
comprimento da tibia

Animais com aproximadamente 23g foram separados aleatoriamente e
submetidos a operacdo ficticia ou a inducdo da hipertensdo. Apés vinte e oito dias

0s animais foram novamente pesados, obtendo-se o peso corporal final.

No ultimo dia do protocolo experimental, 0 coragdo e os rins destes animais
foram isolados, lavados com solucédo fisiologica o excesso de liquido foi removido
com papel toalha e foram mantidos na estufa a 37°C por 24 horas para obtencédo do
peso seco. Para verificar a existéncia de hipertrofia cardiaca foi dividido o peso do
coracdo (mg) pelo comprimento da tibia (cm). Também foi calculada a razdo entre
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rim esquerdo e rim direito para determinar a presenca de hipertrofia renal direita e
atrofia renal esquerda.

4.8 Reatividade vascular do leito mesentérico

Para avaliar a reatividade vascular, foi utilizado o leito vascular mesentérico
(LVM) isolado, segundo trabalhos anteriores do nosso laboratério (ARRUDA, et al.,
2005; COLA, et al., 2009). ApdGs o animal ser anestesiado com tiopental (100mg/kg)
por via intraperitoneal, a artéria mesentérica superior foi isolada através de uma
incisdo abdominal com, aproximadamente, 5 cm transversalmente e nesse vaso foi
introduzida uma céanula de polietileno (PE50). Imediatamente, o leito foi perfundido
com solugéo nutridora de Krebs (NaCl 130 mM; KCI 4,7 mM; MgSQO4.7H,0 1,17mM;
CaCl,.H,O 1,60 mM; KH,PO4 1,18mM; NaHCO3; 14,90 mM; EDTA 0,02Mm; Glicose
11,10mM), mantida a 37 e aerada constantemente por meio de borbulhamento da
mistura carbogénica de 95% de O, e 5% de CO, (White Martins Ltda, Cariacica, ES,
Brasil), sendo o pH mantido a 7,4. O LVM foi cuidadosamente isolado do intestino e
colocado num banho de 6rgao isolado. Por meio de uma bomba peristaltica (Peri
Star Pro, World Precision Instruments, Sarasota, USA), foi mantido um fluxo pulsatil
de 3,0 mL/min e uma pressao de perfusdo média de aproximadamente 48 mmHg. A
pressdo de perfusdo foi medida através de um transdutor de pressdo (Cobe
Laboratories, EUA) conectado a um amplificador de pressdo e os dados foram
registrados por um sistema de aquisicdo de dados (BioPac Systems, Holliston, MA,
USA). Apdés um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, o LVM foi submetido a
testes farmacoldgicos para avaliacdo da funcdo vascular. Para estudo da funcgéo
endotelial foi utilizado a Acetilcolina (ACh, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA S&o
Paulo, Brasil), que € um vasodilatador dependente do endotélio, e, posteriormente,
foi utilizado nitroprussiato de sodio (NPS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), um
vasodilatador independente do endotélio por doacdo de o6xido nitrico (NO) para
avaliacdo da sensibilidade do musculo liso ao NO. O percentual de relaxamento
vascular as drogas vasodilatadoras foi obtido através do relaxamento atingido na
pré-contracao induzida pela norepinefrina (NOR, Hipolabor, Minas Gerais,Brasil), um

agonista al-adrenérgico.
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Figura 7: Esquema representativo do sistema utilizado para realizacdo do estudo da
reatividade. Fonte: Adaptado Vasquez, 2013.

4.8.1. Reatividade vascular do LVM a ACh

ApoOs o periodo de estabilizacdo o LVM foi submetido a uma pré-contracéo
induzida por Nor diluida em Krebs (9,81x10°M) para formacdo de um platd de
contracdo. Apos a formacédo deste foram realizadas inje¢des “in bolus” (0,1 mL) de

ACh (3x10" a 3x10?), para avalicdo da funcéo endotelial dos animais.

4.8.2 Reatividade vascular do LVM a ACh na presenca  de bloqueadores
farmacoldgicos

Apés a realizacdo da curva ACh sem bloqueio o LVM foi perfundido com
Krebs contendo bloqueadores farmacologicos para avaliacdo de possiveis

mecanismos e vias envolvidas no relaxamento.

4.8.2.1 Avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico (NO) no relaxamento
dependente do endotélio do LVM

Para avaliar a participacdo do NO no relaxamento vascular dependente do
endotélio, doses de ACh foram administradas apos o leito vascular ser perfundido
por um periodo de 30 minutos com N® — nitro-L-arginine methyl ester ( L-NAME,
10™*M), um inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase (NOS).
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4.8.2.2Avaliacdo da participagdo dos prostandides d erivados da
Ciclooxigenase (COX) e do fator hiperpolarizante de rivado do endotélio no
relaxamento dependente do endotélio do LVM

Para avaliar a participacdo dos prostandides e do fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) na funcéo endotelial do LVM, as doses de ACh foram
administradas apos o leito vascular ser perfundido por 30 minutos com um bloqueio
simultaneo L-NAME(10™“M) + Indometacina (10°M), um inibidor ndo seletivo da

ciclooxigenase.

Para verificagdo da magnitude da participacdo dos derivados dos
prostdnoides foi realizado o calculo da diferenca da area abaixo da curva do
bloqueio realizado com L-NAME da area abaixo da curva obtida com o bloqueio
simultaneo de L-NAME+indo. Para verificarmos a participacdo do EDHF, foi
calculado a area abaixo da curva residual apos a realizacdo do blogueio com L-
NAME, indometacina e apocinina.

4.8.2.3 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no
relaxamento dependente do endotélio do LVM

Para verificacdo da influéncia de EROs produzidos pela NADPH oxidase no
relaxamento endotelial, o leito vascular foi perfundido por 30 minutos com Apocinina

(30uM) que € um inibidor da enzima, seguido de doses crescentes de ACh.
4.8.2.4 Verificacao das respostas obtidas na reativ  idade vascular

As respostas obtidas pelo relaxamento provocado pela ACh foram expressas
como porcentagem de relaxamento a pré-contracdo obtida pela NOR no LVM.
Foram calculados a resposta maxima (Rméax) e o pECsp, que representa o logaritmo
negativo da dose de ACh capaz de produzir 50% da resposta maxima. Para
comparar a magnitude de efeito dos bloqueadores sobre a resposta de relaxamento
a ACh nos grupos estudados, o resultados foram expressos como diferencas das
areas abaixo das curvas (dAUC), ou seja, area abaixo da curva controle — area
abaixo da curva com blogueio, exceto para os derivados dos prostanodides e EDHF.
Para verificar a participacdo dos derivados dos prostanoides foi realizado o seguinte
calculo, area abaixo da curva obtida na curva L-NAME — area abaixo da curva obtida

apos o bloqueio silmultaneo L-NAME+indo. Para verificarmos a participacdo do
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EDHF, foi calculado a area abaixo da curva residual ap0s a realizacdo do bloqueio
com L-NAME, indometacina e apocinina.

4.9 Determinacao dos niveis de Angiotensina lldor im esquerdo

Apdés o0s animais serem anestesiados, o rim esquerdo foi retirado e
imediatamente e congelado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em
freezer -80°C até o momento da preparacédo das amostras. Os niveis de Ang Il foram

medidos usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Previamente, a Ang foi extraida do rim esquerdo e as amostras foram
homogeneizadas e purificadas usando colunas C18 Oasis (Waters Corporation), que
foram previamente ativadas com metanol (5 mL), tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5
mL), metanol (5 mL) e &gua (10 mL). Apés a ativagdo, as amostras foram aplicadas
nas colunas, lavadas com agua e eluidas na mistura de etanol, acido acético e agua
(90/4/6). Os eluatos foram liofilizados e redissolvidos em 500 yL de fase movel A
(5% de acetonitrila em 0,1% de acido fosférico), e entao filtrados com membrana de
0,22 ym para serem analisados.

Os peptideos foram separados em coluna de fase reversa Aquapore ODS 300
(250 x 4,6mm), 74, (PerkinElmer's Brownlee Columns), utilizando 5 minutos de
gradiente isocratico seguido por 20 minutos de gradiente linear de 5% a 35% de fase
movel B (95% Acetonitrila em acido trifluoroacetico 0,1%), sob um fluxo de 1,5
mL/min por 40 minutos por HPLC. A angiotensina foi identificada de acordo com o
periodo de retencdo (<6%) e a altura do pico (<5%) utilizando curva padrdo de
concentracdo conhecida e os valores foram normalizados de acordo com o peso do

rim.

4.10 Isolamento das células do rim esquerdo

O rim esquerdo dos animais foram coletados e processados para avaliar os
niveis de dano no DNA das células, o estresse oxidativo e a biodisponibilidade de
NO. Para o isolamento das células, os rins foram triturados com tesoura cirlrgica e

incubados a 37°C por 30 minutos em solucdo de extracdo contendo proteinase K
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(0,1% m/v -Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e colagenase tipo Il ( 0,2% m/v -
GibcoLife Technologies, Sdo Paulo, SP, Brazil), dissolvidos em uma solugéo
tampdao fosfato salina (PBS). Posteriormente, o extrato foi filtrado atravées de uma
tela de nylon (BD Falcon 70um, San Jose, California, EUA) acoplada em tubo falcon
para remover os debris celulares. Em seguida, as amostras filtradas foram lavadas
duas vezes com PBS, através de centrifugacdo (10 minutos a 2600 rpm), para
remocado das enzimas. Finalmente as amostras foram armazenadas em solucao
contendo 40% de soro bovino fetal (SFB, Gibco), 10% dimetil suféxido (DMSO,
Sigma) e 50% RPMI e foram estocadas a -80°C.

4.11 Analises pela Citometria de fluxo

4.11.1 Andlise da viabilidade celular

Para determinagdo da viabilidade celular foi utllizado o corante
intracitoplasmatico iodeto de propideo (PI). O PI, € um marcador padrdo 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. Uma suspensao de
células de concentracdo 10° foram incubadas com 2 pL de PI (500pg/mL) por um
periodo de 5 minutos, no escuro e com temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e analisadas pelo citbmetro de
fluxo (FACSCanto Il,Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA). Para quantificar a
viabilidade, as amostras foram analisadas em triplicatas, sendo adquiridos 10.000
eventos por leitura. As células foram excitadas a 488 nm e para deteccdo da
fluorescéncia do PI, foi utilizado filtro 585/42. Os dados foram expressos pela

porcentagem de células nao viaveis/porcentagem de células viaveis.
4.11.2 Determinacao dos niveis intracelulares de es  pécies reativas de oxigénio
no rim clipado

Dihidroetideo (DHE) e 2',7’- diacetato de dicloro fluoresceina (DCF-DA) foram

usados para determinar os niveis intracelulares de anions superoxido (¢O;) e
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peroxido de hidrogénio (H.O5), respectivamente. Os niveis de anion superoxido O,
foram medidos por citometria de fluxo através da fluorescéncia emitida pelo etideo,
que é produto da oxidacao do dihidroetideo ou hidroetidina. O DHE, forma reduzida
do brometo de etideo, entra livremente na célula e reage rapidamente com o <O,
formando etideo. Quando o DHE é oxidado a etideo e se liga ao DNA, causa a
amplificacdo da fluorescéncia vermelha. A oxidagcdo do DHE € quantitativamente

proporcional a concentracdo de <O, na célula.

A producéo de H,O, foi estimado por meio da citometria de fluxo através da
fluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF) que € um produto da oxidac&o
do 2',7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) um estér, ndo fluorescente,
internalizado pelas células e que se incorpora as regides hidrofdbicas. Apos entrar
na célula sofre acdo de esterases intracelulares, resultando na formacdo de um
composto intermediario (DCFH), que pode ser oxidado pelo H,O, formando um
composto fluorescente diclorofluoresceina (DCF), que por ser apolar fica aprisionado
no interior da célula. Portanto, a oxidacdo do DCFH-DA é quantitativamente

proporcional & concentracao de H,O, na célula.

As células renais foram ressuspendidas em 1 mL de PBS na concentracdo de
1x10° células/mL e incubadas, no escuro, com DHE (160 mM) and DCF-DA (20
mM), por 30 minutos a 37<C. Para controle positivo, as amostras foram incubadas
por 5 minutos com 10 yM doxorrubicina ou 50 mM H,O,_ enquanto que para controle
negativo as amostras foram incubadas apenas com etanol. As células entdo foram
lavadas e ressuspendidas com PBS e mantidas no gelo e protegidas da luz até a
aquisicdo dos dados no citdbmetro de fluxo (FACSCanto Il,Becton Dickinson, San
Juan, CA, EUA). A analise dos dados foi realizada com auxilio do software
FACSDiva (Becton Dickinson, San Juan, CA) e a sobreposicao dos histogramas
foram construidos usando o FCS Express software. Para quantificacdo da
fluorescéncia emitida pelo DHE e DCF, as amostras foram analisadas em duplicatas,
sendo adquiridos 10.000 eventos por leitura, as células foram excitadas a 488nm e
os sinais foram obtidos utilizando filtros 585/42 e 530/30, respectivamente, e 0s
dados foram expressos em média geométrica da intensidade de fluorescéncia
emitida (MFI).
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4.11.3 Deteccédo de Oxido Nitrico intracelular

Para deteccdo e estimativa da biodisponibilidade do NO foi usado a
substancia diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2D, 2Mm), que na presenca
de NO, emite fluorescéncia de cor verde, cuja intensidade é proporcional a
biodisponibilidade intracelular de NO. Entéo, este foi adicionado em uma suspensao
de células (10° e incubada a 37T, por 18 minutos, no escuro. Para controle
positivo, as amostras foram incubadas com 10 yM de nitroprussiato de sodio. As
células entdo foram lavadas, ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo e
protegidas da luz para aquisicdo imediata dos dados no citbmetro de fluxo
(FACSCanto II,Becton Dickinson). A analise dos dados foi realizada com auxilio do
software FACSDiva (Becton, Dickinson) e a sobreposicdo do histograma foi
construido usando o FCS Express software. Para quantificacdo da fluorescéncia
emitida pelo DAF-2T, as amostras foram analisadas em duplicatas, sendo
adquiridos 10.000 eventos por leitura, as células foram excitadas a 488nm e o sinal
foi obtido utilizando filtro 530/30, e os dados foram expressos em média geométrica

da intensidade de fluorescéncia emitida (MFI).

4.12 Ensaio do cometa alcalino

O ensaio do cometa € uma técnica bem validada para medir o dano no DNA
em células individuais (RODRIGUES, et al., 2013). Laminas histolégicas foram pré-
tratadas com uma camada de agarose 1,5% de ponto de fusdo normal dissolvida em
PBS e mantida a 65°C. Posteriormente, 20 pL de suspenséo de células (10%) foram
misturadas com 100uL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%, dissolvida em
PBS e mantidas a 37 °C. A mistura contendo agarose de baixo ponto de fusdo e a
suspensao celular foi espalhada sobre as laminas com a primeira camada que foram
cobertas com uma laminula e resfriadas a 4°C por 20 minutos para a polimerizacao
da agarose. Posteriormente, as laminulas foram delicadamente retiradas e as
laminas foram imersas em solucédo de lise gelada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM , Tris
10 mM, N-Lauroilsarcosina de sodio 34 mM , e o pH ajustado entre 10,0-10,5, e por
altimo foi adicionado 1% Triton X-100 e 10% DMSO) . A lise ocorreu por uma hora a
4°C e protegidas da luz. Em seguida, as laminas foram dispostas em uma cuba de
eletroforese e cobertas com solugdo tampéao alcalina (pH>13) por 40 minutos a 4°C,
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preparada com NaOH 300mM e EDTA 1mM, as laminas estavam dispostas na
posicdo para corrida, as condicdes de eletroforese foram ajustadas a 20V,
amperagem a 300mA por 30 minutos. Ao final da eletroforese, as laminas foram
cuidadosamente retiradas da cuba e submetidas a etapa de neutralizacdo, com trés
lavagens de 5 minutos, em solu¢do tampao neutro (Tris 0,4M, pH 7,5). Apos a
neutralizacdo, as laminas foram lavadas com A&gua destilada e mantidas a
temperatura ambiente por uma hora. A migracdo dos fragmentos de DNA, que
podemos chamar de cauda, foi visualizada apés a coloracdo com brometo de etidio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 20 pg/mL. A andlise foi
realizada imediatamente apés a coloragdo, em microscépio optico de fluorescéncia
(Nikon Eclipse Ti, Melville, NY, USA) equipado com filtro de 590nm com aumento de
20x. As imagens foram adquiridas através da camara digital (Nikon) e foram
analisadas com um programa de dominio publico CASP. Este programa fornece
varios parametros analisados, nos utilizamos a porcentagem de DNA na cauda e o
momento da cauda para analisarmos o dano no DNA. Cerca de 100 cometas em
cada lamina foram aleatoriamente fotografados para posterior analise, sendo que as
analises foram realizadas em duplicatas. Na figura 8, podemos verificar passo a

passo de algumas etapas do ensaio do cometa alcalino.
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Figura 8. Ensaio do cometa: A- preparo da segunda camada de agarose, B- colocacdo da
laminula, C- etapa de lise, D- etapa de desenovelamento do DNA, E- eletroforese, F-
neutralizacao e fixagdo, G- microscépio de fluorescéncia ( Nikon Eclipse Ti) equipado com
filtro de 585nm (G-2E/C; Nikon) e camera digital de 12.7 megapixels (Ds-Ri; Nikon), detalhe
da interface do programa CASP com o cometa selecionado e a andlise do seu perfil. Fonte:

Rodrigues, 2013.
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4.13 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
resultados obtidos na citometria foram expressos como média geométrica da
intensidade de fluorescéncia ou percentagem de células viaveis. Sempre que 0s
valores, como neste caso, e nas demais medidas, o teste de normalidade foi
positivo, as médias dos valores entre os grupos foram analisadas através da analise
de variancia (ANOVA) de uma via, completamente randomizada. Na comparacao
das curvas dose-resposta do leito vascular mesentérico, a ANOVA utilizada foi de 2-
vias para medidas repetidas. Quando a ANOVA resultou em diferencas significantes,
esta analise foi seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Na analise estatistica foi
utilizado o software de bioestatistica Prism 6.0 (Graphpad, Inc., San Diego, CA,
EUA). As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros hemodinamicos

Conforme demonstrado na figura 9, os animais 2R1C apresentam um
aumento da PAM (125 £ 2 mmHg ) quando comparados aos animais do grupo sham
(107 £ 2 mmHg). Em nosso trabalho, observamos que o tratamento com sildenafil foi
capaz de reduzir os niveis de PAM dos animais tratados em 13 mmHg. Na figura 10
podemos observar que os animais do grupo 2R1C apresentam taquicardia quando
comparados aos animais do grupo sham (516 + 2; 451 + 18 bpm, respectivamente),
e o tratamento com sildenafil (471 + 12 bpm) foi capaz de proporcionar uma reducéo

dessa taquicardia.
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Figura 9. Grafico da pressao arterial média dos grupos experimentais. Os valores indicam
média + EPM. *p<0,05.
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Figura 10. Gréfico da frequéncia cardiaca dos grupos experimentais. Os valores indicam
média + EPM. *p<0,05

5.2 Avaliagbes do peso corporal final e dos 6rgaos

Ao final do tratamento os animais foram pesados e podemos observar que os
2R1C apresentaram uma reducédo no ganho do peso corporal, quando comparados
ao grupo sham e os animais tratados com sildenafil tiveram o peso corporal igual ao
grupo controle, conforme demonstrado na tabela 1. O modelo experimental 2R1C se
da pela estenose da artéria renal esquerda e, conforme ja descrito na literatura e
observado na tabela 1 e na figura 11A, esse modelo causa atrofia do rim clipado e
hipertrofia do rim ndo clipado dos animais 2R1C, como confirmado pela diminuicdo
da razdo do peso do rim clipado/ peso rim nao-clipado quando comparado aos
animais do grupo sham e atenuado pelo tratamento com o sildenafil.
Interessantemente, no grupo 2R1C tratado com sildenafil podemos observar uma
menor atrofia do rim clipado e também uma reducédo da hipertrofia do rim nao
clipado. Na andlise da razdo do peso do coracdo pelo comprimento da tibia nao
encontramos diferenga entre os grupos. Observamos que o rim clipado dos animais
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2R1C apresentam uma diminuicdo na porcentagem da viabilidade das células do
rim, quando comparada ao grupo sham e o tratamento com sildenafil foi capaz de
aumentar a viabilidade das células do rim clipado dos animais tratados. Assim,
podemos verificar que o tratamento com sildenafil foi capaz de restaurar as

alteracdes no rim clipado causadas pelo modelo de hipertenséo.

Tabela 1. Peso corporal e dos 6rgaos dos modelos experimentais

Parametros Sham 2R1C 2R1C
(8) (8) sildenafil
(6)

Peso corporal (g) 26 0.5 24 £ 0.4* 25+0.3
Peso do rim clipado (mg) 42 +2.0 29 +2.6% 38+0.7%
Peso do rim ndo-clipado (mg) 45 +1.2 49 +0.3* 43 +1.2%
Rim clipado/rim n&o-clipado 0.93+0.04 0.5440.09** 0.88+0.06"
Peso coracao/comprimento

_ 20.5+0.5 20.4£1.3 20.1+0.7
da tibia (mg/cm)
Viabilidade das células do rim (%) 99+0.13 9441 .5** 98 +0.6"

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 2R1C vs. sham; #p< 0,05 2R1C vs. 2R1C
sildenafil

Sham 2R1C sildenafil

Figura 11: Imagens macrofotograficas tipicas dos rins (nc: ndo clipado, c: clipado),
mostrando a atrofia do rim clipado e hipertrofia do rim contralateral, bem como os efeitos
renoprotetores do Sildenafil. A barra horizontal indica 5 mm.

5.3 Niveis intrarenais de Angiotensina Il

Como podemos observar na figura 12 o rim esquerdo dos animais 2R1C
apresentou niveis aumentados de Ang Il, quando comparados com o0 grupo sham
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(179+ 32*pmol/g vs. 70+7 pmol/g tecido, respectivamente) e o tratamento foi capaz
de reduzir em 50% os niveis de Ang Il no rim esquerdo dos animais tratados com

sildenafil (94+6 pmol/g tecido).
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Figura 12: Grafico representando os efeitos da inducéo da hipertensao renovascular sobre

0s niveis teciduais de angiotensina no rim esquerdo apoés 28 dias da cirurgia. Os valores

indicam a média + EPM. **p>0,01.

5.4 Reatividade vascular

5.4.1 Resposta do endotélio a ACh — Vasodilatador d  ependente do endotélio

Para avaliar a funcao endotelial dos grupos estudados foram feitas curva de
relaxamento a ACh apos a pré-contragcédo, conforme apresentado nas figuras 13A e
13B. Na figura 13A e na tabela 2 podemos observar que os animais 2R1C (48,7 *
1,8 %) apresentaram um comprometimento da fung¢do endotelial com uma reducéao
significativa no relaxamento do LVM quando comparados com o grupo sham (76,13
+ 2,5 %).

Como podemos observar na figura 13B e tabela 2, o tratamento com sildenafil
(67,48 £ 3,8 %) foi capaz de reestabelecer a funcéo endotelial dos animais tratados,

visto que restaurou o prejuizo no relaxamento causado pela hipertensao.
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Figura 13. Relaxamento endotélio-dependente a acetilcolina em artéria mesentérica de animais
2R1C e sham. A - Podemos verificar um prejuizo no relaxamento do LVM dos animais 2R1C quando
comparado ao grupo sham. B — Verificamos que o tratamento com sildenafil foi capaz de restaurar o
prejuizo no relaxamento do LVM apresentado pelos animais submetidos a hipertensédo. Valores

expressos como média + EPM *p<0,05.

Tabela 2. Efeito do sildenafil na eficacia (Rmax) € sensibilidade (pECsp) no leito
mesentérico obtido por meio de curva dose resposta de Acetilcolina in bolus nos

grupos sham, 2R1C e 2R1C sildenafil.

Parametro Sham 2R1C 2R1C sildenafil
(10) (8) (6)
Rmax (%) 76,13+2,5 48,7 +1,8%* 67,48 + 3,8"
PECso 45 +0,2 45+0,1 43+0,1

Rmax: resposta maxima (eficacia). pECsy: logaritmo negativo da concentracdo necessdria para
produzir 50% da resposta maxima (sensibilidade). Valores expressos como média + EPM. **
p<0,01 quando comparado ao grupo sham e ##p<0,05 guando comparado ao 2R1C.

5.4.2 Avaliacdo da participacdo do oxido nitrico (N O) no relaxamento

dependente do endotélio

A avaliacdo do papel da via do NO no relaxamento induzido pela ACh foi

realizado por meio da incubag¢ao do LVM com L-NAME, um inibidor ndo seletivo da
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NOS. O bloqueio ocasionou uma reducdo no relaxamento de todos os grupos
estudados, como podemos observar na figura 14 e tabela 4. Entretanto, a magnitude
da influéncia do NO na resposta a ACh foi diferente entre os grupos, conforme
demonstrado pela diferenca na area abaixo da curva com e sem bloqueio, em cada
um dos grupos estudados (figura 14D), no qual a diminuicdo do relaxamento
provocado pelo L-NAME representa a participagao do NO na vasodilatacéo.

A participacdo do NO no relaxamento dependente do endotélio do grupo
2R1C (dAUC: 51 £ 5,5 a.u) estd 34% menor, quando comparado ao grupo sham
(dAUC: 77 £ 4,7 a.u), como podemos observar na figura 14D, pela reducdo da
diferenca da area abaixo da curva nestes animais. A disfuncédo vascular observada
nos animais 2R1C com reducdo da participacdo do NO na vasodilatacido
dependente do endotélio foi restaurada pelo tratamento com sildenafil, pelo aumento

da area abaixo da curva observada nos animais tratados (dAUC: 74 + 6,5 a.u).
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Figura 14. Avaliacdo da participacdo do éxido nitrico (NO) no relaxamento dependente do
endotélio A — Refere-se a curva de relaxamento do grupo Sham na presenga e auséncia do
bloqueio realizado com L-NAME. B — Refere-se a curva de relaxamento do grupo 2R1C na
presenca e auséncia do blogueio com L-NAME. C — Refere-se a curva de relaxamento do
grupo 2R1C tratado com sildenafil na presenca e auséncia de L-NAME. D — Representacdo
grafica da diferenca entre a area abaixo da curva (dAUC) na presenca e auséncia do
blogueio realizado com L-NAME em cada um dos grupos experimentais. Podemos verificar
que o NO tem maior participacdo no relaxamento do grupo sham e no tratado com sildenafil

quando comparado com o grupo 2R1C. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05
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quando comparado ao grupo sham; *p<0,05 quando comparado ao 2R1C e *p<0,05 quando

comparado ao mesmo grupo sem bloqueio.

Tabela 3. Efeito do sildenafil na eficacia (Rmax) € sensibilidade (pECsp) no leito
mesentérico obtido por meio de curva dose resposta de Acetilcolina in bolus nos
grupos sham, 2R1C e 2R1C sildenafil na auséncia e presenca de L-NAME e L-

NAME + indometacina.

Parametro Sham 2R1C 2R1C sildenafil
() (6) (1)

Ach

Rmax (%0) 76,4 +53 43,2 £ 4,2%* 71,47+ 3,0"

PECso 45+0,2 4,5+0,2 2,3+0,2

Ach + L-NAME

Rmax (%0) 53,49 +2,7% 30,76 + 1,8**& 48,73 + 4,0

PECso 4,1+ ,02 4,15+0,2 4,6+0,2

Ach + L-NAME + indo

Rmax (%) 47,92 +4,1%% 31,32 +2,0%% 35,43 + 4,8%%

pECso 4,03+0,2 4,2 +0,09 3,8+0,5

Rmax. resposta maxima (eficacia). pECsq: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para
produzir 50% da resposta maxima (sensibilidade). Valores expressos como média + EPM. * p<0,05 e
**p<0,01 cLuando comparado ao grupo sham; "p<0,05 e ##p<0,01 guando comparado ao 2R1C e
49<0,05 e “p<0,01 quando comparado ao mesmo grupo sem bloqueio.

5.4.3 Avaliacao da participacdo dos prostanoides de  rivados da Ciclooxigenase

no relaxamento dependente do endotélio

Para avaliacdo da via do acido araquiddénico-ciclooxigenase e a influéncia da
participacdo dos prostandides na vasodilatacdo foi realizado a andlise da diferenca
da area abaixo da curva (dAUC), subtraindo a dAUC na presenca de L-NAME da
dAUC apés a inibicdo com L-NAME + indo, no qual aumento da resposta provocada
pela indo representa a participacdo dos derivados da COX na vasodilatacdo (Figura
15E). Observa-se que os animais 2R1C (9,0 £ 3,8 a.u.) apresentam uma reducgéo da
participacdo dos derivados dos prostanoides quando comparamos com grupo sham
(32,7 £ 4,7 a.u.). O tratamento com sildenafil (29,6 + 6,5 a.u.) foi capaz de aumentar

a participacao dos derivados dos prostanoides nos animais hipertensos.
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Figura 15: Participacdo dos prostandides derivados da ciclooxigenase no relaxamento
dependente do endotélio A — Refere-se a curva de relaxamento do grupo sham na presenca
e auséncia do bloqueio simultaneo realizado com L-NAME e indometacina (Indo). B —
Refere-se a curva de relaxamento do grupo 2R1C na presenca e auséncia do bloqueio
duplo com L-NAME+Indo. C — Refere-se a curva de relaxamento do grupo 2R1C tratado
com sildenafil na presenca e auséncia do bloqueio duplo de LNAME + indo. D -
Representacao gréfica da diferenca entre as areas abaixo da curva (dAUC) na presenca e
auséncia do bloqueio simultaneo realizado com L-NAME + indo em cada um dos grupos
experimentais. E — Representacdo gréfica da diferenca da area abaixo da curva com
blogueio do L-NAME menos a area abaixo da curva obtida com o bloqueio simultaneo de L-
NAME+indo (dAUC L-NAME- dAUC L-NAME+indo), desta forma, podemos observar a
magnitude da participacdo da via da COX no relaxamento a ACh. Valores expressos como
média + EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo sham; “p<0,05 quando comparado ao

2R1C e 'p<0,05 quando comparado ao mesmo grupo sem bloqueio.
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5.4.4 Avaliacdo da participacdo das espécies reativ.  as de oxigénio (EROs) no
relaxamento dependente do endotélio

Para avaliarmos a influéncia das EROs e consequentemente do estresse
oxidativo no relaxamento vascular a ACh, o LVM foi previamente incubado com
apocinina, um inibidor especifico da NADP(H) oxidase. Conforme demonstrado na
figura 16 B e D, apenas os animais 2R1C apresentam participacdo importante das
EROs na resposta a ACh, pois somente neste grupo houve uma melhora no
relaxamento na presenca de apocinina em relacdo a curva sem bloqueio. Nos
grupos sham e 2R1C tratados com sildenafil ndo observamos diferenca entre as
curvas na presenca ou auséncia da apocinina. Desta forma, podemos inferir que o
tratamento com sildenafil foi capaz de diminuir o estresse oxidativo nestes animais,
visto que o papel das EROs no relaxamento dos animais tratados € desprezivel (
figura 16C e tabela 4).

Os animais 2R1C apresentaram um aumento da diferenca da area abaixo da
curva de (76,0 = 4,3* a.u.) quando comparamos com 0 grupo sham (48,7 +5,9 a.u.)

e ao grupo tratado com sildenafil (56,8 +5,2% a.u.).

Tabela 4. Efeito do sildenafil na eficacia (Rmax) € sensibilidade (pECsp) no leito
mesentérico obtido por meio de curva dose resposta de Acetilcolina in bolus nos
grupos sham, 2R1C e 2R1C sildenafil na auséncia e presenca de apocinina.

Parametro Sham 2R1C 2R1C Sildenafil
(1) (7) (7)
Acetilcolina
Rmax (%0) 74,3+53 48,90 + 2,1** 67,38 +3,6™
PECso 4,8+0,3 45+0,1 45+0,2
Acetilcolina + apocinina
Rmax (%) 70,37 £5,3 66,6 + 2,6% 61,46 +2,8
PECso 3,7+0,1 4,7 +0,2%* 4,1+0,1"

Rmax. resposta maxima (eficicia). pECso: logaritmo negativo da concentragdo necessaria
para produzir 50% da resposta maxima (sensibilidade). Valores expressos como média +
EPM. **p<0,01 quando comparado ao grupo sham; *p<0,05 e *p<0,01 quando comparado
ao 2R1C e ¥p<0,05 quando comparado ao mesmo grupo sem bloqueio.
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Figura 16. Participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) no relaxamento
dependente do endotélio. Refere-se a curva de relaxamento do grupo sham na presenca e
auséncia do inibidor apocinina. B — Refere-se a curva de relaxamento do grupo 2R1C na
presenca e auséncia do inibidor apocinina, podemos observar que a inibicdo da NADP(H)
promove aumento do relaxamento neste grupo C — Refere-se a curva de relaxamento do
grupo 2R1C tratado com sildenafil na presenca e auséncia do inibidor apocinina. D —
Representacdo gréafica da diferenga entre as areas abaixo da curva (dAUC) na presenca e
auséncia do inibidor apocinina em cada um dos grupos experimentais. Valores expressos
como média + EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo sham; *p<0,05 quando
comparado ao 2R1C e *p<0,05 quando comparado a0 mesmo grupo sem bloqueio.
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5.4.5 Estimativa da participacdo do NO, dos prostan oOides, EROs e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) no re  laxamento dependente do
endotélio

Para estimativa da participacdo do EDHF no relaxamento do LVM subtraimos
da area abaixo da curva sem bloqueio farmacologico a area abaixo da curva obtida
apos os bloqueios especificos para NOS, COX e NADP(H) oxidase, assim
verificamos o relaxamento residual, podendo inferir que esse relaxamento foi
provocado pela participacdo do EDHF. Analisando a figura 17 podemos observar
que o EDHF é um importante fator contribuinte para o relaxamento do LVM e que o
modelo de hipertensdo 2R1C, causa uma reducdo da participacdo do EDHF na
vasodilatacdo. A participacao deste fator endotelial na disfuncdo vascular observada
nos animais 2R1C é restaurada pelo tratamento com sildenafil (sham: 111; 2R1C:
31; sildenafil: 101 a.u.).

Na figura 17 podemos observar que o NO e a PGI, também estdo diminuidos
no grupo 2R1C (51 e 9 a.u., respectivamente) quando comparado com sham (NO:
77; PGl 33 a.u.), caracterizando uma disfuncdo vascular nestes animais e o
tratamento com sildenafil foi capaz de reestabelecer participacdo do NO e da PGl;
(74 e 30 a.u., respectivamente) com isso promoveu uma melhora da fungéo vascular
destes animais. Podemos observar que nos animais 2R1C a inibicao da NADP(H)
promoveu um aumento significante da area abaixo da curva, mostrando que a
producdo de ROS estava aumentada, havendo também um aumento do estresse
oxidativo neste grupo, com isso podemos inferir que o sildenafil foi capaz de reduzir
0 estresse oxidativo nestes animais, visto que o papel das espécies reativas de
oxigénio no relaxamento dos animais tratados estavam diminuidos. (sham: 49;
2R1C: 76 ; sildenafil: 56 a.u.)
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Figura 17. Importancia da participacdo de cada uma das possiveis vias de disfuncéo

endotelial. Refere-se a diferenca da area abaixo da curva sem bloqueio farmacol6gico das
curvas com blogueadores da producdo de cada vasoativo, isso se da para NO, PGI2 e
EROs. Para estimativa da participacdo do EDHF, foi verificado o relaxamento residual apos

os bloqueios especificos.

5.4.6 Resposta do musculo liso ao doador de O0xido n  itrico nitroprussiato de

sédio

Para avaliarmos a resposta do musculo liso vascular ao NO exdgeno,
independente do endotélio, realizamos uma curva dose-resposta de relaxamento ao
doador de NO NPS. Os resultados estdao demonstrados na tabela 5 e na figura 18.
Podemos observar que nao houve diferenca na resposta muscular lisa ao NO entre
0S grupos estudados, ndo havendo alteracdo na sensibilidade do musculo liso ao
NO.
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Figura 18 . Estado funcional do musculo liso vascular. Refere-se a curvas dose-resposta

ao nitroprussiato de sédio. Valores expressos como média + EPM.

Tabela 5. Valores da resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pECso) no leito
mesentérico obtido por meio de curva dose resposta de nitroprussiato de sédio
(NPS) in bolus nos grupos sham, 2R1C e 2R1C sildenafil.

Parametro sham 2R1C 2R1C sildenafil
(7) (8) (8)

Rmax (%0) 79,6 +2,6 815+26 79,34 +2,6

PECso 42 +0,2 42 +0,3 43+0,3

Rmax: resposta maxima (eficacia). pECsq: logaritmo negativo da concentracdo necesséria
para produzir 50% da resposta maxima (sensibilidade). Valores expressos como média +
EPM.

5.5 Avaliacéo dos niveis de fragmentacdo do DNA de  células do rim clipado

Na figura 19A podemos observar que os animais do grupo 2R1C apresentam
cometas com niveis 2, 3 e 4 de dano ao DNA, mostrando que 0s animais
hipertensos apresentam maior fragmentacdo no DNA nas células do rim esquerdo

guando comparados ao grupo sham (niveis 0 e 1). Ja os animais tratados com
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sildenafil apresentaram cometas de nivel 1 e 2, demonstrando diminuicdo da
fragmentacdo no DNA das células do rim esquerdo dos animais tratados.

Os fragmentos de DNA que migram durante a eletroforese € representado
pela porcentagem de fragmentos de DNA na cauda. Na figura 19B podemos
observar que o grupo 2R1C apresentou maior dano ao DNA (38 £ 5,7%), quando
comparamos com o grupo sham (21 + 2,1%) e grupo 2R1C tratado com sildenafil
apresentou uma reducdo do dano ao DNA (17 % 3,4%), com diminuicdo significativa
de fragmentos de DNA na cauda.

Na figura 19C foi analisado o parametro do momento da cauda que é um
indice que avalia tanto a migracdo do material genético quanto a quantidade relativa
de DNA na cauda, relacionando a porcentagem de DNA na cauda com a intensidade
da fluorescéncia. Podemos observar entdo, que os animais 2R1C apresentaram um
aumento de 141% da fragmentacdo do DNA das células do rim clipado (52,2 + 10
a.u.) quando comparado ao grupo sham (21,5 + 3,2 a.u.) e o tratamento com
sildenafil foi capaz de promover uma diminuicdo da fragmentacdo do DNA neste
grupo (17,3 £ 3,5 a.u.).

t e [
2RIC ----

1 1 1 2 =

Niveis de dano no DNA

2R1C
sildenafil
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Figura 19: A — Fotos representativas dos cometas tipicos dos 3 diferentes grupos segundo
o grau de dano no DNA: : nivel 0 — cometa intacto; nivel 1 — 1-25% de dano no DNA,; nivel 2
— 25-45% de dano no DNA; nivel 3 — 45-70% de dano no DNA, nivel 4 — dano >70%. B-
Grafico representativo da porcentagem de DNA na cauda das células do rim esquerdo dos
grupos sham, 2R1C e 2R1C tratado com sildenafil. C — Gréfico do momento da cauda das
células do rim esquerdo dos grupos sham, 2R1C, 2R1C tratado com sildenafil. Os valores
indicam média + EPM. *p<0,05.
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5.6 Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio <O, e H,O; e
deteccdo de NO nas células do rim clipado

Os niveis de EROs foram determinados pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (MIF — u.a.) emitida pela ligacdo das sondas DHE e
DCFH-DA com o O e H;O,, respectivamente, produzidos pelas células. Os
histogramas apresentados na figura 20 A e B sao tipicos da analise por citometria de
fluxo e mostram um deslocamento para a direita da fluorescéncia das células dos
animais hipertensos quando comparados aos animais sham e tratados com
sildenafil. No grafico de barras (figura C) observamos que o0s animais hipertensos
apresentam um aumento da producdo de EROs (DHE: 26%; DCF: 43%) em
comparacao as células do grupo sham (DHE: 700 + 21; DCF: 214 + 8 a.u) e tratado
com sildenafil DHE: 765 + 32; DCF: 235 = 20 a.u.). Estes dados confirmam o
aumento da producdo de EROs levando ao estresse oxidativo em células de animais
hipertensos e o tratamento com sildenafil foi capaz de promover uma diminuicdo das

EROs, consequentemente diminuindo do estresse oxidativo.

A producdo de NO pelas células do rim clipado foi determinada pela média
geométrica da intensidade de fluorescéncia (MIF — u.a.) emitida pelo DAF. A Figura
21A, mostra um histograma tipico da analise por citometria de fluxo, mostrando um
deslocamento, com aumento da intensidade emitida pelo DAF pelas células do rim
do grupo tratado. Na figura 21B, o grafico demonstra um aumento notavel nos niveis
de DAF pelas células renais do animais tratados com sildenafil (62%) quando
comparamos com o grupo 2R1C e sham (260 + 22 a.u.; 215 + 9 awu,
respectivamente). Diante dos resultados, podemos observar que o sildenafil

promove uma maior biodisponibilidade de NO.
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Figura 20: A e B— Representacdo dos histogramas da citometria de fluxo comparando a
intensidade da fluorescéncia do DHE e DCF nos grupos sham, 2R1C e 2R1C tratado com
sildenafil. C — O grafico de barras mostra a intensidade da fluorescéncia causada pela
producédo de EROs pelo DHE (barra incolor) e DCF-DA (barra colorida). *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 21: A- Histograma tipico da citometria de fluxo comparando a intensidade da
fluorescéncia emitida pelo DAF nos grupos sham, 2R1C e 2R1C tratado com sildenafil. B —
O grafico de barras mostra o aumento da produgdo de NO no rim clipado do animais
tratados com sildenafil pelo aumento da intensidade da fluorescéncia causada pela
oxidacdo do DAF nestes animais, quando comparamos com 0s animais sham e hipertensos.
*p<0,05 e **p<0,01.
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6 DISCUSSAO

Nosso trabalho mostrou que o tratamento com o inibidor da PDED5, o sildenafil
foi capaz de reduzir a PAM e a FC em camundongos com hipertensao renovascular.
E os efeitos benéficos do sildenafil incluem a reducdo da angiotensina I, do estresse
oxidativo e danos ao DNA e aumento biodisponibilidade de NO no tecido renal. Em
vasos de resisténcia, o efeito benéfico do sildenafil melhorou o balanco ROS/NO,

associado com a melhora na disfuncao endotelial vascular periférica.

Nossos resultados de peso corporal foram similares a alguns trabalhos
realizados anteriormente em nosso laboratério, em que os animais 2R1C
apresentaram reducdo no peso corporal final (CAMPAGNARO, et al.,, 2013,
NOGUEIRA et al.,, 2012). Além disso, observamos que 0s animais tratados com
sildenafil apresentaram o peso corporal similar ao grupo sham. Entretanto, ha
trabalhos que mostram que os animais 2R1C apresentam peso corporal igual ao do
grupo sham (ARRUDA et al., 2005; GAVA et al.,, 2008). Os valores de peso do
coracao e a razado deste com a tibia, entretanto apresentaram-se similares entre os
grupos sham, 2R1C e 2R1C sildenafil.

Nosso trabalho demonstrou que o sildenafil € promissor como anti-
hipertensivo, pois além de reduzir a PAM em 15% e a FC em 8%, foi capaz de
reduzir em 50% os niveis teciduais de Ang Il do rim clipado, apresentando efeito
protetor no rim. Varios estudos tem demonstrado que a inibicdo da PDE5, pode ser
uma opc¢ao adequada para reducdo da PA em situacOes de hipertenséo primaria e
ainda ter efeitos benéficos na disfuncdo endotelial (GHIADONI L, VERSARI D,
TADDEI S, 2008). Estudos realizados em ratos hipertensos induzidos pela
administracdo de L-NAME em que ha uma reducao significativa da producdo de NO
(FERREIRA-MELO, et al., 2006) e em ratos SHR (YAGUAS K, et al.,, 2010) o
tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir a pressdo arterial. O efeito anti-
hipertensivo e a prevencgao da disfungéo endotelial no modelo 2R1C, provavelmente
resulta dos efeitos antioxidantes (GUIMARAES et al., 2013). Stegbauer e cols (2013)
reforcam a ideia de que o sildenafil pode ser uma alternativa interessante no

tratamento de hipertenséo primaria ou secundaria.

Um dos mecanismos possiveis para a reducdo da PAM é a diminuicdo dos

niveis teciduais de Ang Il que encontra-se aumentada no modelo 2R1C (NAVAR LG,
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HARRISON-BERNARD LM., 2000). O aumento deste peptideo € um potente
estimulo para aumento da atividade da NADP(H) oxidase, com consequente
aumento na geracdo de EROs, dentre as principais estdo O, e H,0,, que sdo
importantes mediadores nas alteracdes estruturais e funcionais dos vasos na
hipertensdo (PARAVICINI, TOUYZ, 2006; BELE et al., 2009; ALVAREZ Y et al.,
2007), e estdo significativamente aumentadas em doencas isquémicas renais
(LEGRAND M, et al., 2008; UTTARA B, et al., 2009) e estdo associadas com dano
ao DNA e apoptose em varias células de animais 2R1C (CAMPAGNARO BP, et al.,
2013a, CAMPAGNARO BP, et al.,, 2013b). Ja4 é demonstrado que 0 estresse
oxidativo € um dos mecanismos mais importantes envolvidos na hipoperfusdo renal
(WELCH WJ, et al.,, 2003; CHADE AR, et al.,, 2004). Estudo recente em nosSso
laboratorio mostrou a relacdo entre 0 aumento do estresse oxidativo e, consequente,
elevacdo do dano ao DNA em células da medula 6ssea de camundongos com
hipertenséao renovascular (CAMPAGNARO et al., 2013). Portanto, neste contexto, a
utilizacao de estratégias farmacoldgicas que podem reduzir o estresse oxidativo com
capacidade de diminuir a genotoxicidade sdo extremamente importantes. Dados
recentes obtidos em pesquisas realizadas em nosso laboratdério e por outros
pesquisadores tem demonstrado o potencial do sildenafil em varios modelos
experimentais de doencas além do tratamento para disfuncéo erétil e hipertensao
pulmonar (CHOI, et al.,, 2009; CADIRCI, et al.,, 2011; BALARINI, et al.,, 2013;
RODRIGUES, et al., 2013)

Estudos anteriores realizados em nosso laboratoério verificaram que o bloqueio
da NOS, inibindo a producdo de NO, ativa o sistema nervoso simpatico com
consequente aumento da FC (CUNHA RS, CABRAL AM, VASQUEZ EC, 1993;
PEOTTA VA, VASQUEZ EC, MEYRELLES SS, 2001). Em nosso trabalho
observamos que o sildenafil foi capaz de normalizar a FC, provavelmente por
aumentar a participacdo da via NO/GMPc como descrito por Stegbauer e
colaboradores, 2013. Considerando a hipotese que o sildenafil pode atravessar a
barreira hematoencefalica e a PDE5 encontra-se presente no cérebro, ndo podemos
descartar a possibilidade de que o sildenafil pode ter acéo direta no sistema nervoso
central, influenciando a atividade simpatica e parassimpatica. De fato, estudos
recentes realizados em ratos com aumento da atividade simpética, os efeitos do
sildenafil sobre o sistema cardiovascular, n&o alteraram a sensibilidade do
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barorreflexo. No entanto, mais estudos sédo necessarios para avaliar a influéncia do

tratamento em camundongos (FAZAN, et al., 2008).

A estenose da artéria renal, uma das causas de doenga renovascular cronica,
e esta associada com alteracdes metabdlicas significantes nos rins, desde aumento
na sintese de renina e reducédo da biodisponibilidade do NO e reducdo do GMPc
(STEGBAUER et al., 2013; PEREIRA, et al., 2009), apoptose e atrofia (NOGUEIRA,
et al.,, 2009; KELSEN S, HE X, CHADE AR, 2012). Inicialmente no modelo 2R1C,
ocorre ativacdo do SRA para o desenvolvimento da hipertensdo (NOGUEIRA et al.,
2012). Avaliacdes realizadas em outros estudos e em nosso trabalho, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os animais 2R1C e o grupo sham na
avaliacdo da funcdo renal, provavelmente devido a efeitos compensatérios do rim
nao clipado, que tem a capacidade de aumentar a taxa de filtragdo glomerular
(NOGUEIRA et al., 2012; ZHU XY, et al., 2011). A novidade deste estudo é que o
sildenafil pode atuar de duas maneiras nos danos que a hipertensdo renovascular
pode causar nos rins. Um deles é pela reducdo dos niveis teciduais de Ang Il, que
normalmente encontra-se aumentada nos rins (TOKUYAMA H, et al., 2002; PRIETO
MC, et al., 2011 ) e a outra é a preservacao da funcao renal (SCHOOLWERTH AC,
et al., 2001; GAROVIC VD, TEXTOR SC, 2005). Esses resultados sdo controversos
guando comparamos com alguns estudos experimentais (ABDI A, JOHNS EJ,1996;
TEXTOR SC, MISRA S, ODERICH GS, 2013; WELCH WJ, et al., 2003) e clinicos de
hipertensdo renovascular (SCHOOLWERTH AC, et al, 2001; GAROVIC VD,
TEXTOR SC, 2005). Pois eles demonstram que o uso de inibidores da ECA ou
antagonistas de receptores AT, causam prejuizo da funcao renal, por levarem a uma
deterioragdo aguda da taxa de filtracdo glomerular (TEXTOR SC, MISRA S,
ODERICH GS, 2013; SATTAR, MA et al., 2000).

Em estudos realizados por Welch e colaboradores (2003) mostraram o0s
efeitos anti-hipertensivos de um antioxidante, o tempol, que além de diminuir a PA,
diminuiu o estresse oxidativo, a taxa de filtracdo glomerular e aumentou a eficiéncia
do oxigénio em rim clipado de ratos. Esses autores mostraram que ao contrario do
observado quando se utilizaram bloqueadores do receptor de Ang Il, como por
exemplo o candesartan, obtiveram efeitos antihipertensivos sem causar prejuizo no

rim. No modelo de hipertensdo 2R1C, alteracbes na estrutura renal € uma

78



caracteristica comum, pois a estenose da artéria é capaz de promover atrofia do rim
clipado e para efeitos de mecanismo compensatorio o rim ndo clipado sofre
hipertrofia (LORENZ et al., 2011; MATAVELLI et al., 2011, NOGUEIRA et al., 2012).
A analise da razdo entre os pesos do rim esquerdo/rim direito mostrou que nos
animais submetidos a estenose da artéria renal ocorre diminuicdo da massa do rim
clipado, e um aumento da massa do rim néo clipado. Entretanto, o tratamento com
sildenafil foi capaz de reduzir a atrofia do rim clipado e ainda atenuar a hipertrofia do

rim direito, além disso aumentou a viabilidade das células isoladas do rim clipado.

Séao diversos os fatores que levam alteracbes estruturais e funcionais dos
orgaos, 0 excesso na geracdo de EROs é muito comum nesses casos. Além de
diminuirem a biodisponibilidade do NO, as EROs podem alterar a funcionalidade de
importantes proteinas celulares, mediar a inflamacdo, proliferacdo e migracao
celular, fibrose e aterosclerose. Alteracées neurohormonais, que particularmente
aumentam a ativacdo do SRA é comum nos diversos problemas das doencas
cardiovasculares. Isso leva ha uma reducdo da capacidade antioxidante dos vasos,
coracao, cérebro e rins (RUIZ-ORTEGA et al., 2001; MONTEZANO; TOUYZ, 2012).

Devido a reducao significativa do fluxo sanguineo no rim clipado, a diminuicédo
do oxigénio e o estresse oxidativo causado por essa condicdo sdo inevitaveis
(KUCUK A., et al., 2012; WAN X., et al., 2013). Assim, 0 aumento na producio de
EROs reduz a biodisponibilidade de NO, por meio da ligagdo com outros radicais
livres ou por descacoplamento de NOS, levando a uma menor sintese de NO e
aumentando a producédo de «O’; e H,O, ( KELSEN S, HE X, CHADE AR, 2012;
PORTO ML., et al., 2011; FORSTERMANN U, SESSA WC, 2012; ROE ND, REN J,
2012).

O presente estudo foi primeiro a mensurar a biodisponibilidade de NO em
células isoladas de rim clipado, utilizando o DAF-2DA, sendo este método muito
especifico para determinacdo dos niveis de NO presente em células isoladas de
tecido. Diferentemente, dos niveis plasmaticos (GUIMARAES, et al., 2013), o NO
presente no rim em que foi causado a estenose nao estava diferente do grupo sham,
isso pode estar ligado a efeitos compensatérios pelo aumento da Ang Il intrarenal e
pela reducdo da perfusdo sanguinea. Existem estudos que corroboram nossa
hipotese, pois mostram um upregulation da nNOS em rim de animais 2R1C (
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PEREIRA, et al., 2009) e um aumento da atividade da eNOS em modelos de
infusdo de Ang Il (WHITING, et al., 2013). Nosso trabalho demonstrou que o
tratamento com sildenafil foi capaz de aumentar 1,7 vezes a biodisponibilidade de
NO no rim clipado. O sildenafil, inibidor da PDE5, € uma alternativa terapéutica
promissora, uma vez que ele pode prevenir a diminuicdo da disponibilidade do NO-
GMPc e ainda promover um upregulation da iINOS e eNOS (CHOI DE, et al., 2009).
Embora exerca efeitos protetores em camundongos com delecédo das isoformas da
NOS (ELROD, GREER, LEFER, 2007). Adicionalmente, o sildenafil aumenta a
atividade de enzimas com propriedades antioxidantes, como a superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (RODRIGUES et al., 2013; EBRAHIMI,
et al., 2009) e ainda tem a capacidade de restaurar funcionalmente a NOS
(HEMNES, ZAIMAN, CHAMPION, 2008), e por isso & considerado um potente
vasodilatador (BALARINI et al., 2013; KOUPPARIS, et al.,2005).

Nossos dados sdo os primeiros a mostrar em camundongos 2R1C, um
modelo de hipertenséo dependente de Ang Il, as acdes protetoras do sildenafil ndo
somente por diminuir os mecanismos moleculares que induzem o estresse oxidativo,
mas também por outras vias, pois o tratamento foi capaz de promover uma reducao
significativa dos niveis teciduais de Ang Il e com isso contribuir com uma menor
sinalizacdo para ativacdo da via NADP(H) oxidase (CAMPAGNARO, et al., 2012b;
VASQUEZ EC, et al., 2012). O sildenafil, além de aumentar os niveis de GMPc, inibe
a expressao e atividade da NADP(H) oxidase, o que promove uma diminuicdo da
producdo de *O’; e H,O, com consequente aumento da biodisponibilidade do NO
(BALARINI et al.,, 2013; KOUPPARIS, et al., 2005). Essas informacdes também
corroboram nossos resultados, pois demonstram a efetividade do sildenafil em
aumentar a fluorescéncia do DAF (diretamente) e diminuir a fluorescéncia do
DHE/DCF (indiretamente) e a pressao arterial. Portanto, as propriedades
antioxidantes do sildenafil podem constituir um mecanismo adicional para aumentar

a participacdo do NO em condi¢fes de injuria renal.

Outro dado interessante obtivemos quando avaliamos o dano ao DNA pelo
ensaio do cometa no rim clipado, como ja sabemos ele é um 6rgdo alvo neste
modelo de hipertensdo e foi possivel verificar um aumento da genotoxicidade,

provavelmente induzida pelo estresse oxidativo aumentado, gerando uma maior
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producdo de EROs. No entanto, nossos resultados demonstraram que o sildenafil foi
capaz de reduzir os niveis intrarenais de Ang Il, consequentemente foi capaz de
reduzir a producédo de O, e H,0O, nos rins, diminuindo entdo o estresse oxidativo
com consequente reducdo na genotoxicidade, com um minimo de fragmentacdo do
DNA nos tratados, tendo seus niveis de dano ao DNA comparados ao grupo sham.
Esses dados reforcam a ideia de que o sildenafil previne o dano tecidual induzido
pelo aumento do estresse oxidativo, como relatado anteriormente por estudo
realizado em nosso laboratério (RODRIGUES, et al.,, 2013) e por outros
pesquisadores (JEONG KH, et al., 2009; KIM KH, et al., 2012), abrindo assim a
possibilidade de estudos translacionais que investigam a protecdo ao DNA em
orgaos hipoperfundidos na clinica. Muitos médicos continuam identificando
pacientes com perda progressiva da funcdo renal, mesmo apos a restauracado do
fluxo sanguineo e fornecimento de oxigénio utilizando intervencdes terapéuticas
como administracdo de drogas que dissolvem possiveis coagulos ou a insercéo de
baldes usando cateteres (KALYANARAMAN B, 2013; TEXTOR SC, MISRA S,
ODERICH GS, 2013, KUCUK A, et al., 2012; MODRALL JG., et al, 2012). Embora, 0
efeito primério seja vantajoso, tem sido demonstrado que a reoxigenacgédo de tecidos
isquémicos também provoca danos ao tecido ou pode haver injlria causada pela
reperfusdo, esse fendmeno é conhecido como “paradoxo do oxigénio”. Neste
fendbmeno, as EROs derivadas da reperfusdo sdo responsaveis pela lesao tecidual
pos isquémica (KALYANARAMAN B, 2013; MCCORD JM, 1985) e essas moléculas
podem causar danos a varios componentes celulares, desde DNA, proteinas e
lipideos (TONINI CL., et al., 2013; LEGRAND M, et al., 2008; ZHENG J, et al., 2005),
comprometendo a integridade dos rins. Portanto, o sildenafil pode ser uma terapia
alternativa para tratamento de doencas renovascular, abrindo possibilidades de uso
diferentemente do convencional para pacientes com doencas do trato urogenital
envolvendo a cascata NO/GMPc (UCKERT S, KUCZYK MA, OELKE M, 2013).

Estudos recentes tem sugerido que a isquemia renal mobiliza rapidamente
células progenitoras endoteliais (EPCs), promovendo uma protecdo no rins em
casos de injuria renal aguda (TEXTOR SC, MISRA S, ODERICH GS, 2013; AICHER
A, ZEIHER AM, DIMMELER S, 2005; ROOKMAAKER MB, et al., 2007; LAVI R, et
al., 2010; WU VC, et al., 2013). No entanto, tem sido demonstrado que o efeito pro-
oxidante induzido pelo modelo 2R1C €& acompanhado por apoptose, principalmente
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por células progenitoras, CD34"/KDR". Essas células sdo principalmente recrutadas
para participar da reparacédo renal, o que prejudica a auto-regeneragao dos rins
(LAVI R, et al., 2010). Além disso, Aleksinskaya e colaboradores (2013), propds que
a hipertensdo causa prejuizo na sinalizacdo do NO em células de medula 6ssea,
causando uma inadequada mobilizagdo das células progenitoras. Neste contexto, o
sildenafil parece ter um efeito positivo, tem sido relatado recentemente que o
sildenafil em doses similares a usada em nosso trabalho aumenta o numero de
EPCs derivadas de medula 6ssea em situacdées em que ha aumento do estresse
oxidativo (DUSSAULT S, et al., 2009). As EPCs podem estar envolvidas na reducéo
das EROs e apoptose através da terapia celular recentemente observada por nosso
grupo de pesquisa ( PORTO ML, et al., 2011; LIMA LCF, et al., 2012). No presente
estudo, ndo podemos rejeitar a participacdo das EPCs promovendo uma melhora da
viabilidade celular, reduzindo o dano ao DNA. Portanto, a via do NO/GMPc pode
constituir uma via atraente no recrutamento de EPCs, podendo ser um novo local de

acao para terapias anti-isquémicas.

A hipertensédo, aterosclerose e o diabetes s&o doencas associadas com a
disfuncéo vascular. Essa esta associada com alteracdo na funcdo e no ténus do
vaso (GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKAI, 2000; LIU et al., 2013). A Ang I, é
um potente ativador da NADP(H) oxidase no sistema cardiovascular, e isso leva um
aumento significativo na producdo de EROs, que é um dos maiores contribuinte para
as doencas vasculares (CLEMPUS; GRIENDLING, 2006; LIU et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2013). No sistema cardiovascular as EROs desempenham um
controle fisioldgico da funcdo endotelial, do tdnus vascular e da fungéo cardiaca. Ja
em condi¢cBes fisiopatologicas tem participacdo na inflamagéo, na hipertrofia, na
proliferacdo, na apoptose, na migracao, na fibrose e na angiogénese, e todos esses
processos fazem parte do processo de disfuncdo endotelial, remodelamento
cardiovascular, hipertensédo e outras doencas cardiovasculares, conforme podemos
observar na ilustracdo da figura 22. (MONTEZANO; TOUYZ, 2012).
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Figura 22: Esquema representativo da influéncia das EROs alteracdo da funcdo das
células. (MONTEZANO; TOUYZ, 2012).

Desde 1960, h4 associacdo entre radicais livres e hipertensdo, mas uma
investigacdo mais aprofundada sobre o assunto ocorreu em 1991, em um trabalho
gue utilizou heparina contendo a superoxido dismutase (SOD) em ratos SHR e
verificaram uma reducdo da pressdao sanguinea (NAKAZONO et al., 1991) e em
ratos hipertensos por infusédo de Ang Il houve um aumento na producdo de EROs
pela NADP(H) oxidase (RAJAGOPALAN et al., 1996; MARTINEZ-REVELLES et al.,
2013). Estudos recentes em nosso laboratério que avaliaram doencas que induziam
0 estresse oxidativo demonstraram o efeito antioxidante do sildenafil, prevenindo
dano ao DNA do figado e de células mononucleares (RODRIGUES et al., 2013) e
também restaurou a funcao endotelial de aorta de camundongos ateroscleroticos por
diminuir a atividade da NADP(H) oxidase que encontra-se aumentada e por

aumentar a biodisponibilidade de NO nesses animais (BALARINI et al., 2013).

Em pesquisa realizada anteriormente em nosso laboratério por Arruda e
colaboradores (2005), verificou-se que camundongos C57BL/6 submetidos ao

modelo de hipertensdo 2R1C apresentaram disfuncéo vascular no LVM. Os nossos
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resultados confirmam os anteriores observando prejuizo no relaxamento dependente
do endotélio quando administramos a ACh no grupo 2R1C quando comparados com
os animais sham. Dentre os fatores vasoativos derivados do endotélio, 0 NO & um
importante fator relaxante de vasos que modula as respostas vasculares quando
estimulado por diferentes agonistas. Além disso sabemos que a Ang Il é um potente
indutor do estresse oxidativo vascular via receptor AT; e ainda é capaz de promover
upregulation da NADP(H) oxidase (SARR et al., 2006), sendo capaz de promover
alteracdes na via do NO em condi¢cGes de hipertensdo. Observamos que parte do
prejuizo no relaxamento dos animais 2R1C se da pela menor biodisponibilidade do
NO nestes animais quando comparados com animais do grupo sham, sendo que o
tratamento com sildenafil foi capaz de aumentar a participacdo do NO no

relaxamento do LVM de camundongos hipertensos.

Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), o desenvolvimento progressivo da
hipertensédo esta associado com o aumento do ténus arteriolar em diferentes leitos
vasculares. Alteracdes funcionais, causadas pela hipertensdo em artérias de
resisténcia, podem gerar aumento da resisténcia periférica, levando ao aumento da
contracdo e a um prejuizo no relaxamento dependente do endotélio. Relata-se que
em humanos hipertensos observa-se 0 aumento da vasoconstricdo por aumento do
tbnus vascular. O comprometimento da funcéo endotelial pode contribuir para uma
reducdo da vasodilatacdo induzida pela ACh em artérias de resisténcia de ratos e de
humanos. Também demonstra-se que uma diminui¢cdo de 13% no diametro arteriolar
é suficiente para produzir um aumento de aproximadamente 50 mmHg na presséo
sanguinea sistémica. A diminuicdo do prejuizo da fungdo endotelial das artérias de
resisténcia tem sido alvo das terapias anti-hipertensivas (WANG et al., 2013). Em
ratos SHR, em que ha uma marcante disfuncédo endotelial em artérias mesentéricas
pelo aumento do estresse oxidativo com consequente aumento na producdo de
EROs e reducéo da biodisponibilidade de NO o tratamento com apocinina foi capaz
de normalizar o relaxamento dependente do endotélio, e ainda foi capaz de restaurar
o relaxamento quando a eNOS foi inibida pela L-NAME, confirmando que as EROs
tem uma importante participacdo na disfuncdo endotelial observada nestes animais
(VIRDIS A, et al., 2009).
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O estresse oxidativo pode interferir na reatividade vascular por diferentes
mecanismos. A disfung¢édo endotelial causada pela reducdo da biodisponibilidade do
NO e/ou elevada formacdo de EROs na parede vascular estdo relacionadas ao
desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares (YUNG, et al., 2011; FLEENOR,
et al., 2011). Avaliamos a participagao das EROs no LVM por meio do bloqueio com
apocinina e de fato, observamos que nos animais hipertensos as EROs diminui de
maneira significativa o relaxamento do LVM, pois quando inibimos a producdo das
EROs o vaso relaxou como o sham. E o sildenafil, como ja descrito anteriormente,
pode atuar como um antioxidante e os animais tratados ndo sofrem influencia do

aumento da EROs no relaxamento do vaso.

Além das EROs, os prostanoides vasoconstritores derivados da ciclooxigenase 1 e
2 sdo mediadores responsaveis pela disfuncio endotelial na hipertensdo (FELETOU
M, HUANG Y, AND VANHOUTTE PM, 2011). Estudos tem demonstrado que ha um
aumento na expressdo da COX-2 e da participacdo de seus derivados na
vasoconstricdo dependente do endotélio, assim como a resposta vasodilatadora dos
vasos em diferentes modelos de hipertensdo e também em pacientes hipertensos
(ADEAGBO, et al., 2005, ALVAREZ, et al., 2005, GARCIA-COHEN et al., 2000,
HERNANZ R, et al., 2004 TYAN et al., 2012, VIRDIS, et al., 2009, WENCESLAU et
al., 2011, WONG, et al., 2011, WONG, et al.,, 2010) Em condic¢bes fisiologicas, a
atividade da COX-1 parece estar envolvida na producao de PGI, que possui efeitos
vasodilatadores, ja na hipertensdo a COX-1 sintetiza prostanoides vasoconstritores
(VIRDIS, 2007). O aumento da expressao e da atividade da COX-2 em situacdes de
hipertensdo normalmente sdo normalizadas quando € feito tratamento com
antagonistas de receptor AT, (ALVAREZ, et al., 2007), o que confirma o papel da

Ang Il nos efeitos da hipertensao.

Parece haver uma estreita relacdo entre EROs e produtos derivados da COX, os
mecanismos como isso ocorre ainda ndo estdo bem definidos. Entretanto, sabe-se
gue EROs pode aumentar a expressao e ou ativacdo da COX (FENG, et al., 1995,
GARCIA-REDONDO, et al.,, 2009, KIRISTOSHI, et al., 2003) e tratamentos
antioxidantes podem abolir o papel da COX na resposta contratil dependente do
endotélio (WONG SL, et al., 2010). Além disso, a atividade da COX estéa envolvida
na geracdo de EROs em vasos de ratos SHR (GARCIA-REDONDO, et al., 2009 ,
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TANG, et al., 2007). Sabe-se também que o peroxinitrito produzido pela reacéo de
NO e <O, principalmente em situacdes de aumento do estresse oxidativo, diminuem
a producéao de PGI, (ZOU et al., 1997).

Neste estudo avaliamos a participacdo dos derivados da COX na vasodilatacdo
mediada pela ACh, por meio do bloqueio com L-NAME associado a indometacina, e
0S nossos dados mostraram que o sildenafil foi capaz de aumentar a participacéo
dos derivados da COX no relaxamento a ACh . Quando comparamos a dAUC
(dAUC L-NAME - dAUC L-NAME + indometacina) observamos que nos animais
hipertensos havia uma menor participacdo dos prostandides derivados do acido
araquidénico quando comparados com o grupo sham, sugerindo a participacéo
desta via no relaxamento a ACh no LVM. Conforme discutido anteriormente o
sildenafil pode diminuir a producédo de EROS, permitindo um aumento na producéo
de PGI, que possui acdo vasodilatadora e pode restaurar a atividade normal da

COX-1, promovendo uma melhora da funcéo endotelial.

Esta bem estabelecido que as células endoteliais liberam fatores de relaxamento
como o NO, as PGl, e o EDHF. O reconhecimento de outra via endotelial
vasodilatadora que seus mecanismos resultam da ativacdo de canais K" levaram a
conceito do fator hiperpolarizante derivado do endotélio ou EDHF. Embora
inicialmente pensava-se que era apenas uma substancia, agora tornou-se evidente
gue nao é apenas uma Unica substancia. Verificou-se que existem varias moléculas
gue podem ser consideradas um fator de relaxamento derivado do endotélio,
incluindo fons K*, metabdlicos do acido araquidénico (acidos epoxieicosatriendicos),
peréxido de hidrogénio, monodxido de carbono, sulfeto de hidrogénio e o peptideo
natriurético atrial C que sdo capazes de promover vasodilatagdo por
hiperpolarizacdo e, portanto, o relaxamento do musculo liso vascular, ativando
diferentes canais de K'. Além disso, ha possibilidade de algumas moléculas
promoverem relaxamento das células do muasculo liso vascular, por aumento da
concentracdo de Ca?' intracelular pela abertura de canais de K* (GILES T, et al.,
2012). Estas substancias geralmente se comportam como agentes vasodilatadores
difusiveis ou como segundo mensageiros intracelulares endoteliais (YANG C, et al.,
2008; FELETOU e VANHOUTTE, 2009). Embora o NO tenha sido considerado como

principal mediador do relaxamento dependente do endotélio, neste trabalho
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demonstramos que o EDHF pode ser um importante regulador do tbnus e da
reatividade vascular, especialmente em vasos de resisténcia, como ja descrito por

Woodman e colaboradores (2000).

Devemos ressaltar que o calibre do vaso avaliado influencia na resposta mediada
pelo EDHF. Em certos vasos sanguineos, o efluxo de K* derivado do endotélio de
vasos de pequena e intermediaria condutancia ativa canais de K* sensiveis ao Ca**
aumentando a concentracdo de K* no espaco mioendotelial, estimulando canais de
K" ou Na'/K* ATPase no musculo liso, promovendo entdo a hiperpolarizacdo e
relaxamento do musculo liso vascular (EDWARDS G, et al., 1998; FELETOU M,
VANHOUTTE PM, 2006; YANG C et al., 2008). A Ang Il é capaz promover inibicdo
do relaxamento mediado pelo EDHF em artérias mesentéricas (IDRIS KHODJA, et
al., 2012; DAL-ROS, et al., 2008). Nossos resultados demonstraram de fato que os
animais 2R1C apresentam menor participacdo do EDHF no relaxamento quando
comparado com o0s animais sham e o tratamento com sildenafil foi capaz de

normalizar a participagéo deste importante vasodilatador em vasos de resisténcia.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram os efeitos benéficos do sildenafil na hipertenséo
renovascular. Demonstrando que o tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir a

PAM e a FC, além de diminuir os niveis intrarenais de angiotensina .

O sildenafil foi capaz de melhorar a funcdo endotelial dos animais hipertensos e os
mecanismos envolvidos no beneficio da funcédo vascular envolvem a reducédo do
estresse oxidativo e o aumento da biodisponibilidade do NO e uma maior
participagdo das prostaciclinas e do EDHF no relaxamento do leito vascular

mesentérico.

Nos rins estendticos o sildenafil foi capaz de reduzir o estresse oxidativo, diminuindo
a producéo de EROs, aumentou a biodisponibilidade do NO, favorecendo a uma
diminuicdo da genotoxicidade promovida pela estenose da artéria renal. Neste caso,
observamos uma reducéo dos niveis intra-renais de angiotensina Il que é o potente

estimulador para os danos observados neste modelo experimental.

Nosso estudo confirma o sildenafil € uma estratégia terapéutica promissora para o
tratamento da hipertensdo secundéria e de suas consequéncias, no entanto mais

pesquisas sdo necessarias para avaliar os beneficios do seu uso em pacientes.
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