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RESUMO

A angiotensina Il (Ang Il) € responsavel por multiplas acbes no organismo, sendo
considerada o peptideo efetor de uma variedade de acgbes fisiolégicas e
fisiopatolégicas induzidas pelo sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA),
tendo importante papel no desenvolvimento da hipertensao arterial (HA), sendo capaz
de promover efeitos deletérios em o6rgdos alvo da HA, como alteragdes
morfofuncionais em artérias de condutancia e de resisténcia e no coragao. O objetivo
do presente estudo foi verificar a hipétese de que o inibidor da Fosfodiesterase 5
(PDESJ), sildenafil, possa contribuir para redu¢ado dos danos causados por aumento da
Ang ll, para isso verificamos o efeito do tratamento sobre a pressao arterial (PA), a
hipertrofia cardiaca, os niveis plasmaticos de Ang Il, as alteragcbes morfofuncionais
das artérias de condutancia e de resisténcia, e a influéncia sobre o estresse oxidativo
sistémico e em células vasculares. Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos
divididos nos seguintes grupos: animais normotensos (Controle), animais hipertensos
por infusdo de Ang Il (1000 ng/kg/min, durante 4 semanas) tratados com sildenafil (40
mg/kg/dia) ou com veiculo (agua), durante as duas ultimas semanas. A analise
temporal da PA sistolica (PAS) foi realizada durante todo o periodo experimental
(antes da infusdo e 7,14, 21 e 28 dias apos a infus&o de Ang Il). Ao final do tratamento
os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado para dosagem da Ang Il no
plasma e o coragao foi removido para verificacdo da hipertrofia cardiaca. O leito
vascular mesentérico (LVM) e a aorta toracica foram removidos para as analises de
funcdo vascular, da morfologia e do estresse oxidativo. Apds 4 semanas, os animais
hipertensos apresentaram aumento da PAS (186 + 3 mmHg), de Ang Il plasmatica (53
* 2,4 pg/mL) e no indice de hipertrofia cardiaca (0,09 £ 0,003 mg/mm) e o tratamento
com sildenafil foi capaz de reduzir em 23 mmHg a PAS, em 30% os niveis plasmaticos
de Ang Il e em 32% a hipertrofia cardiaca. Na analise da fun¢ao vascular, observamos
aumento da resposta contratil nos animais hipertensos (Rmax: 70%) em ambos os
vasos do estudo, apresentando hiper-reatividade a Norepinefrina no LVM e a
Fenilefrina em anéis de aorta. O tratamento com sildenafil foi capaz de restaurar a
funcdo endotelial, reduzindo a hiper-reatividade as drogas adrenérgicas, e parte
desses efeitos sdo, principalmente, por aumentar a biodisponibidade de 6xido nitrico
(NO) e pela diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e dos prostanoides

vasoconstritores. Além das alteragdes funcionais a Ang Il foi capaz de promover



aumento da area de seccgao transversa, induzindo a hipertrofia vascular e alteragao
na superficie endotelial, nossos dados demonstraram que o sildenafil foi capaz de
promover alteragcbes morfolégicas importante, como redugdo da area de secgao
transversa e uma reestruturacao das células endoteliais. Ao analisar a produgao de
anion superoxido, peroxinitrito e radical hidroxila, observamos que a Ang Il promove
um aumento dessas ROS e o tratamento com sildenafil foi capaz reduzir a producéo,
contribuindo para reducdo do estresse oxidativo. Diante dos nossos resultados,
verificamos que o sildenafil diminuiu os efeitos deletérios da Ang Il sobre as alteragdes
morfofuncionais de vasos de resisténcia e de condutancia, principalmente por
promover um equilibrio entre ROS/NO/prostanoides vasoconstritores e
vasodilatadores. Sendo assim, nosso estudo podera ser util para novos estudos
clinicos que buscam tratamentos para doencgas cardiovasculares associadas a uma
maior a ativagao do sistema renina angiotensina e principalmente para tratamento dos

pacientes com hipertensao resistente.

Palavras-chave: Hipertensdo, angiotensina Il, disfungdo endotelial, sildenafil e
estresse oxidativo.



ABSTRACT

Angiotensin Il (Ang Il) is responsible for multiple actions in the organism, being
considered an effector peptide of several of physiological and physiopathological
actions in the Renin-Angiotensin-Aldosterone (RAA) system. This endogenous peptide
shows an important role in development of arterial hypertension (AH), since it is
capable to promote deleterious effects target organs of AH, such as morphofunctional
changes in arteries and heart. This study aimed to test the hypothesis that an inhibitor
of phosphodiesterase 5 (PDES), sildenafil, can reducing the damage caused by the
increase of Ang Il. Therefore, we evaluated the effects of the treatment on blood
pressure (BP), cardiac hypertrophy, Ang Il plasma levels, morphofunctional changes
of the arteries of conductance and resistance, and the systemic and vascular cells
oxidative stress. Male mice wild-type C57BL/6 were divided into the following groups:
Normotensive (control) and hypertensive animals. Mice were induced to hypertension
by Ang Il infusion (1000 ng/kg/min, for 4 Weeks). Thereafter, we treated the groups
with Sildenafil (40 mg/kg/day) or water for the last two weeks. Temporal analysis of
systolic BP (SBP) was performed throughout the experimental period (prior to infusion
and 7, 14, 21 and 28 days after the infusion of Ang Il). At the end of the treatment the
animals were anesthetized and the blood was collected for the plasma quantification
of Ang Il and the heart was removed to verify the cardiac hypertrophy. Mesenteric
arterial bed (MAB) and thoracic aorta were removed for analyses of vascular function,
morphology and oxidative stress. We found that, after 4 weeks, the hypertensive
animals showed an increase of SBP (186 + 3 mmHg), of plasma levels of Ang Il (53
2.4 pg/mL) and the index of cardiac hypertrophy (0.09 + 0.003 mg/mm). The treatment
with sildenafil was able to reduce the SBP in 23 mmHg and the Ang Il plasma levels
and cardiac hypertrophy showed a decreasing of 30% and 32%, respectively. Vascular
function analyses revealed an increased contractile response in hypertensive animals
(Rmax: 70%) in both vessels of the study, presenting reactivity norepinephrine in MAB
and phenylephrine in aortic rings. The treatment with sildenafil was capable to restore
the endothelial function, reducing the reactivity to sympathomimetics drugs. Part of
these effects are mainly caused by the increasing the nitric oxide (NO) and the
decreasing of reactive oxygen species (ROS) and prostanoids vasoconstrictors. In
addition to the morphofunctional changes, Ang Il induced the vascular hypertrophy and

promoted alteration in the endothelial surface. Treatment with sildenafil promoted



important morphological changes, such as reduction of the cross-sectional area and a
restructuring of the endothelial cells. Superoxide anion, peroxynitrite and hydroxyl
radical analyses revealed that Ang Il increase in these ROS and the treatment with
sildenafil was able to reduce oxidative stress. Taken together, our results demonstrate
that sildenafil decreased the deleterious effects of Ang Il on the resistance and
conductance vessels, mainly by promoting a balance between ROS/NO/Prostanoids
vasoconstrictors and vasodilators. This study represents an advance in the beneficial
effects of sildenafil. The data present herein may be useful for new clinical studies for
cardiovascular diseases treatment associated with intense activation of RAA system

and for the hypertension resistant treatment.

Key Words: hypertension, angiotensin Il, endothelial dysfunction, sildenafil, oxidative
stress.
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1. INTRODUGAO

1.1 Doengas cardiovasculares

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (2016), as doengas cardiovasculares
(DCVs) sao as principais causas de morte no mundo, matando mais do que qualquer
outra doenca. Em 2012, foram responsaveis pela morte de 17,5 milhdes de pessoas
e, dessas, 80% foram devido a infarto do miocardio e acidente vascular cerebral
(AVC), acometendo principalmente paises de baixa e de média renda (World Health
Organization, 2014). Os riscos para as DCVs incluem fatores comportamentais, como
0 uso de tabaco, a alimentacdo n&do saudavel, o consumo de alcool, o sedentarismo,
a obesidade, a hipertensao arterial (HA), a hipercolesterolemia e o diabetes (World
Health Organization, 2016).

Estima-se que, se as medidas necessarias ndo forem tomadas, o numero de
mortes por DCVs aumentardo ainda mais, ultrapassando 17,3 milhdes, constatados
em 2008, para 23,6 milhdes em 2030, como demonstrado na figura 1, sendo as DCVs
responsaveis por aproximadamente 30% das mortes no mundo (World Health

Organization, 2013).
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Figura 1. Grafico demonstrando a tendéncia de mortes por doengas nao transmissiveis e
transmissiveis no mundo. (World Health Organization, 2013).
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1.1.1 Doencas cardiovasculares e hipertensao arterial

Os estudos demonstram, repetidamente, uma relagdo forte e direta dos niveis
de pressao arterial (PA) com as DCVs, considerando que, aproximadamente 26% da
populagdo adulta apresenta niveis elevados de PA, sendo observada em ambos os
sexos, em todas as idades da vida adulta e em todas as principais manifestacdes de
DCVs, incluindo AVC (isquémico e hemorragico), doenga arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, doencga arterial periférica e doenga renal (Lewington et al.,
2002; Rapsomaniki et al., 2014), sendo assim, pesquisas que tem como objetivo
avaliar os mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da HA e que visam a
busca de novas aplicabilidades de medicamentos disponiveis no mercado tornam-se
relevantes, uma vez que podem contribuir para a redug¢ao dos riscos que favorecem
ao desenvolvimento das DCVs.

O numero de pessoas com HA tem aumentado significativamente, sendo
atribuida ao crescimento populacional, ao envelhecimento e aos fatores de risco
comportamentais, como consumo excessivo de sédio (Berger et al., 2018), ingestao
insuficiente de potassio na dieta, sobrepeso e obesidade (Droyvold et al., 2005;
DeMarco, Aroor, Sowers, 2014), ingestdo de alcool e sedentarismo, além da
predisposi¢cao genética (Liang Ng, Warren, Caulfield, 2018; Zheng et al., 2018),
portanto o aumento excessivo a todos esses fatores tem associagdes direta com os
niveis aumentados de PA observados atualmente. Diante disso, a HA é considerada
uma das principais causas de mortes que poderiam ser evitadas no mundo,
entretanto, os individuos ndo se adequam a um estilo de vida saudavel (Oparil et al.,
2018). Além disso, sabe-se que ha um grande impacto na diminuigao da produtividade
do trabalho e da renda familiar (Abegunde et al., 2007).

Segundo as VIl Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2016), a HA
sistémica € uma condigao clinica multifatorial caracterizada por elevagao sustentada
dos niveis de PA para numeros acima dos valores considerados normais (PA sistolica
= 140mmHg; PA diastdlica =2 90mmHg), considerando que a PA é definida como o
produto do débito cardiaco (determinado pela frequéncia cardiaca multiplicada pelo
débito sistolico) e da resisténcia vascular periférica. Sendo assim, o aumento da PA
associa-se frequentemente a alteragdes funcionais e/ou estruturais de 6rgaos, como
0 coragao, o encéfalo, os rins e 0s vasos sanguineos, e também a alteragdes

metabdlicas, com consequente aumento no risco do surgimento de DCVs.
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A alta incidéncia da HA na populacdo mundial € confirmada pelas pesquisas
que tem demonstrado que aproximadamente um em cada quatro individuos adultos
apresentam HA, considerando que cerca de 3,5 bilhdes de adultos tém niveis de PA
considerados ideais, ou seja, apresentam niveis pressoricos entre 110-115 mmHg e
874 milhdes de adultos tém niveis de PAS 2140 mmHg (Forouzanfar et al., 2017). No
Brasil, a HA atinge 32,5% (36 milhdes) de individuos adultos, atingindo mais de 60%
dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por DCVs
(Scala et al., 2015).

As causas da HA ainda ndo sdo bem compreendidas e, na grande maioria dos
casos, nao resulta apenas de uma unica causa, sendo assim, pode ser classificada
de duas maneiras: hipertensdo arterial essencial ou primaria e hipertensao
secundaria. Sendo a hipertensao essencial, considerada como uma doenga complexa
e multifatorial, resultante da interagdo entre diversos fatores genéticos e ambientais,
responsavel por acometer cerca de 90 a 95% das pessoas hipertensas e a sua
manifestacdo ndo pode ser atribuida a existéncia de outra doenca precedente
(Bolivar, 2013; Luft, 2001; Fagard et al., 1995). Ja a HA secundaria atinge cerca de 5
a 10% dos individuos hipertensos e esta associada a outros disturbios como, por
exemplo, aldosteronismo primario, feocromocitoma (um tumor neuroenddcrino das
glandulas supra-renais ou outros tecidos neuroendocrinos) ou estenose da artéria
renal (McGregor, 1930; Gupta-Malhotra et al., 2015; Campagnaro et al., 2013). Um
dado interessante que foi escrito na literatura € que pacientes com hipertensao
secundaria mais jovens, ou seja, com menos de 40 de anos respondem bem aos
tratamentos, entretanto, mais de 35% dos pacientes idosos nao respondem bem aos
tratamentos (Streeten, Anderson, Wagner 1990; Rimoldi, Scherrer, Messerli, 2014),
isso contribui de maneira significativa para redugdo da qualidade de vida dos
pacientes idosos. Diante dessas informacgdes, temos ainda mais claro que as buscas
por alternativas medicamentosas, que podem minimizar os danos causados pela HA
sobre o sistema cardiovascular sao necessarias e pertinentes, na tentativa de
promover um envelhecimento com qualidade de vida.

Ha diversos mecanismos associados a regulagado da PA, sendo influenciada
por varios parametros do sistema cardiovascular, incluindo o volume sanguineo e o
débito cardiaco, bem como o equilibrio do tdnus arterial, que é afetado tanto pelo
volume intravascular quanto pelos sistemas neuro-humorais (Oparil et al., 2018).

Durante o desenvolvimento da HA, podemos destacar o aumento da atividade do
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sistema nervoso simpatico (SNS) e a ativagao de sistemas e fatores humorais, como
o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), os fatores endoteliais como as
endotelinas, éxido nitrico (NO) e as espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen
species - ROS) (Sagar et al.,1992; Campos et al., 2010; Gomez-Sanchez et al., 2010),

conforme demonstrado na figura 2 (Adaptado Oparil et al., 2018).
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Figura 2. Sistemas envolvidos na regulagao da pressao arterial. (Adaptado Oparil et al., 2018).

O SRAA tem um importante papel na homeostasia cardiovascular, na
regulacéo dos fluidos corporais, no balango eletrolitico e, recentemente, também tem
sido relatado como um regulador metabdlico (De Morais, Shanks, Zucker, 2018). O
SRAA é um eixo hormonal constituido por diversos componentes, entre eles
hormonios vasoativos, enzimas conversoras e diferentes tipos de receptores, com
ampla distribuicdo no organismo e também produgéo local em alguns tecidos (Huber
et al., 2017; Biancardi et al., 2017).

Desde a sua descoberta por Tigerstedt e Bergman, no final do século XIX, o
SRAA vem sendo amplamente estudado e tem contribuido para o entendimento e
para os avang¢os na medicina do sistema cardiovascular, como o desenvolvimento de
drogas inibidoras desse sistema usadas na terapia anti-hipertensiva (Van, 2005;
Skrbic, lgic, 2009; Suo et al., 2018; Gromotowicz-Poplawska et al., 2018; Sandip et
al., 2018; Rosano et al., 2018). A caracterizagdo do SRA teve inicio quando esses

pesquisadores, investigando extratos de cortex renal de maneira independente da
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ativagdo simpatica, observaram uma substancia hipotética que, na ocasido, foi
denominada “renina”, devido a sua origem renal (Basso, Terragno, 2001).

No mesmo periodo, dois grupos, um americano, liderado por Irvine Page, e
outro argentino, liderado por Eduardo Braum Menendez, se empenharam para
investigar a renina e observaram que a mesma apresentava um potente efeito
vasoconstritor in vivo devido a sua acado sobre o substrato denominado
angiotensinogénio. A substancia ativa, gerada no plasma a partir da clivagem do
angiotensinogénio pela renina, foi entdo isolada e denominada angiotonina (Page,
Helmer, 1939; Basso, Terragno, 2001). Simultaneamente, o grupo argentino,
reproduzindo o modelo de hipertensdo desenvolvido por Goldblatt, observou, no
sangue renal, uma substancia com potente efeito pressoérico, de curta duracéao e,
diferente da renina, a esse novo composto deram o nome de hipertensina (Braun-
Menendez et al., 1939; Basso, Terragno, 2001). Nao foi dificil concluir que a
angiotonina e a hipertensina eram a mesma substancia, que passou a ser chamada
de angiotensina (Ang) (Basso, Terragno, 2001).

Na via classica do SRAA, a renina circulante cliva o angiotensinogénio,
sintetizado pelo figado, em um decapeptideo inativo, a Angiotensina | que, por sua
vez, é clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA), formando um
octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il), que é o horménio responsavel pelas principais
acdes do SRAA na PA (Belova, 2000; Leckie, 2005; Huber et al., 2017). No entanto,
a Ang Il pode ser clivada pelas peptidases (aminopeptidase - Amp ou dipeptidil-
aminopeptidase-D - Amp) e formar respectivamente as Ang lll e IV (Danziger, 2008).
De maneira semelhante a Ang Il, a Ang lll e seus metabdlitos tém papel importante
na liberacdo de vasopressina e de aldosterona, na hiperatividade simpatica e na
regulacédo da PA (Gao et al., 2014; Del Borgo et al., 2015; Huang et al., 2013). Além
disso, Ang Il promove redugdo na reabsorcdo de sodio e promove efeitos
cardioprotetores via ativacdo de receptores de Ang Il tipo 2 (AT2). A Ang IV tem
efeitos sobre a fungédo cognitiva, reduz a apoptose neuronal e a atividade pro-
inflamatoria (Paris et al., 2013; Hennrikus et al., 2017). Uma enzima homodloga a
ECA1, denominada ECAZ2, além de algumas peptidases (prolil-endopeptidase, Pep e
a prolil-carboxipeptidase, Pcp) estdo envolvidas na clivagem de Ang Il e na formagéo
de um peptideo conhecido como Ang 1-7 (Santos et al., 2018; Santos, Ferreira, 2007).
Em 2007, foi descrito que o protoncogene Mas € um receptor para este peptideo e

que o eixo ECA2-Ang 1-7-Mas parece compensar os efeitos cardiovasculares e renais
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deletérios do SRAA classico (Santos, Ferreira, 2007), apresentando, portanto, efeitos
protetores sobre o sistema cardiovascular. A Ang 1-7 foi detectada em varios tecidos,
incluindo rins, coracao, figado, bago, pulmao e sistema nervoso central (Danziger,
2008; Zimmerman et al., 2012).

Em condigbes fisioldgicas, o receptor de Ang Il tipo 1 (AT1) medeia os efeitos
classicos da Ang Il, incluindo a manutengao do volume do fluido extracelular e da PA
(Allen, Zhuo, Mendelsohn, 1999), sendo amplamente distribuido nos sistemas
nervoso, enddécrino, cardiovascular e renal (Li, Zhang, Zhuo, 2017). No entanto, o
aumento das concentragdes de Ang Il, no plasma, ou aumento da expressdo de
receptores AT1, nos diferentes tecidos, pode resultar em vasoconstricao, em liberacéo
de aldosterona pelas glandulas adrenais, em retengcédo de sodio pelos segmentos do
néfron, em estimulacdo do SNS, em liberacido de endotelina 1 e em aumento de
estresse oxidativo (Bader, Ganten, 2008). Entretanto, o receptor AT2 parece ter
efeitos opostos aos da ativacado do receptor AT1, como, por exemplo, vasodilatacao,
inibicdo do crescimento celular, da diferenciagao celular e apoptose, inibigdo do drive
simpatico e, além disso, reducao da reabsorcédo de sddio e inibicdo da secrecido de

vasopressina (De Morais et al., 2018), conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3. O sistema renina angiotensina classico e sistémico. ATG: Angiotensinogénio; Ang:
Angiotensina; ACE: Enzima conversora de angiotensina; AT1R: Receptor AT1; AT2R:
Receptor AT2; PNA: Peptideo Natriurético Atrial; AVP: Arginina Vasopressina; SNS: Sistema
Nervoso Simpatico. (Adaptado De Morais, et al., 2018).

A interacdo da Ang Il com o receptor AT1 ativa varias vias de sinalizagéao
intracelular, moduladas pelas proteinas G (especificamente, Gi, Gq12/13 e Gs) e
fosfolipase C, aumentando as concentragbes de calcio no citosol e,
consequentemente ativando a proteina kinase C (PKC) e a calmodulina (de Gasparo
et al., 2000). O receptor AT1 pode também ativar vias independentes de proteina G,
como a da proteina associada ao receptor AT1 e a da B-arrestina (ambas envolvidas
na internalizacdo do receptor AT1); da Janus kinase e Serina, que ativam
respectivamente, as proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricédo, além
das kinases reguladas por sinal extracelular (Lefkowitz, Shenoy, 2005). Acredita-se
que essas kinases podem estimular a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH oxidase), favorecendo a geragao de ROS e a sintese de proteinas,
causando hipertrofia, hiperplasia e migracéo de células musculares lisas vasculares,
hipertrofia cardiaca e deterioragao renal (Kawai et al., 2017).
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Nos seres humanos, varias formas de hipertensdo estdo associadas ao
aumento dos niveis plasmaticos da Ang Il, tais como hipertensdo renovascular e
hipertensdo devido a tumores secretores de renina (Lin et al., 2010; Torricelli et al.,
2015) e estenose da artéria renal em consequéncia da aterosclerose (Nogueira et al.,
2007). Temos disponiveis no mercado diversos medicamentos para redugdo dos
niveis pressoricos e alguns deles tem como mecanismo principal atuagdo sobre o
SRAA, como por exemplo os inibidores da ECA e os antagonistas dos receptores AT1,
como demonstrado na figura 3. Muitas pesquisas séo desenvolvidas na tentativa de
compreender os mecanismos envolvidos na patogénese da hipertensdo e na busca
de possiveis terapias que poderiam estar revertendo os danos causados pela
hipertensao, com isso, 0 numero de estudos que utilizam o modelo de infusdo de Ang
Il € cada vez maior e mimetizam a hipertensao arterial secundaria a fim de buscar
alternativas para impedir os prejuizos cardiovasculares causados pelo aumento da
atividade do SRA (Gomolak, Didion, 2014; Lezama-Martinez et al., 2017).

1.1.1.1 Estresse oxidativo e alteragoes morfofuncionais vasculares

Alteragdes patologicas envolvendo hipertrofia e remodelamento vascular sdo
observadas em situagées em que tenho aumento dos niveis de Ang I, uma vez que
estimula a migracgéao, a proliferagéo e a hipertrofia das células musculares lisas e ainda
induz o aumento da produg¢ao de matriz extracelular por essas células. O estresse
oxidativo desempenha um papel importante no desenvolvimento da HA e das
alteracbes vasculares observadas nessa doenga, como, por exemplo, a disfungao
endotelial, a hipertrofia e a fibrose vascular (Handy, Loscalzo, 2017; Vanhoutte et al.,
2016; Guzik, Touyz, 2017; Félétou et al., 2010). O estresse oxidativo é definido como
um aumento de ROS, como, por exemplo, anion superoéxido (+Oz’), devido ao aumento
da produgao ou ao metabolismo reduzido e esse aumento acarreta em varios danos
vasculares, inclusive redugdo da biodisponibilidade do NO (Didion, 2017). Varias
enzimas nas células endoteliais podem produzir «O2", dentre elas, podemos incluir a
xantina oxidase, as ciclooxigenases (COX), a citocromo P450, a mieloperoxidase, a
NO sintase endotelial (eNOS), quando €& desacoplada pela falta de substrato L-
arginina ou pela escassez de tetraidrobiopterina (BH4) (Vanhoutte et al., 2017) e
também a NADPH oxidase, que é considerada uma das mais importantes fontes de

ROS, tanto em células endoteliais como em musculares lisas (Lassegue et al., 2003).
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A Ang Il se liga aos receptores AT1 e estimula a produgdo de ROS na parede
do vaso por meio da ativacdo da NADPH oxidase presente na membrana, conforme
demonstrado na figura 4 (Vanhoutte et al., 2017). A distribuicdo das subunidades da
NADPH oxidase, como Nox1, Nox2 e Nox 4 & dependente do tipo de célula e do
tamanho do vaso, sendo que Nox 1 € uma subunidade predominante no musculo liso
de vasos de condutancia (Lassegue et al., 2001), enquanto a subunidade Nox 2 é

predominante no musculo liso de artérias de resisténcia (Touyz et al., 2002).
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Figura 4. As duas principais fontes de ROS na parede vascular. A) Producdo de NO pela
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) a partir do substrato L-arginina. A éxido nitrico-sintase
requer NADPH, tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e heme como cofatores. B) ativagdo da NADPH oxidase estimulada
pela Ang Il, induzindo a fosforilagao e translocacao da subunidade p47phox para sintese de
*Oy (Vanhoutte et al., 2017).

A estimulagao aguda do receptor AT1 pela Ang Il estimula a sintese de NO via
fosforilagdo da eNOS (Imanishi 2006, Ramchandran et al., 2006; Mollnau et al., 2002).
Entretanto, a infusdo constante de Ang Il estimula a NADPH oxidase endotelial, que
passa a sintetizar maior quantidade de ROS, induzindo o desacoplamento da eNOS
e favorecendo a produgao de *O2 (Yan et al., 2003; Mollnau et al., 2002; Chalupsky,
Cai, 2005). Em camundongos com deficiéncia de p47phox foi observado uma redugao
na hipertrofia da camada média da aorta induzida por infusdo de Ang Il (Owens et al.,
2010), enquanto em camundongos deficientes de NOX2, a infusdo de Ang Il n&o
aumentou a produgao de <Oz e ainda nao foi capaz de induzir o remodelamento de
artérias cerebrais, como observado em camundongos controle (Chan, Baumbach,
2013). Em trabalho desenvolvido por Carlstrom e colaboradores (2010) utilizando
camundongos Knockout para superoxido dismutase (SOD) a hipertensdo e o

remodelamento vascular induzido pela Ang Il foram marcantes quando comparados a
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animais que expressavam a enzima. Diante dessas evidéncias, os trabalhos sugerem
que a ativacao dos receptores AT1 promovem disfuncédo endotelial e remodelamento
vascular por aumento da produgao de ROS (Kawai et al., 2017).

Em condi¢cbes patolégicas em que se observa estresse oxidativo, niveis
aumentados de *O2 podem reagir com o NO, resultando na formag&o de peroxinitrito
(*ONOO"), que € uma molécula com potente agao vasoconstritora (Kossmann et al.,
2014; Saura et al., 2014), essa reagdo promove uma redugdo significativa na
biodisponibilidade do NO, que € um importante vasodilatador (Gryglewski et al., 1986;
Rubanyi, Vanhoutte 1986; Meyrelles et al., 2011). Diversos estudos tém demonstrado
que a utilizagdo de terapias antioxidantes promove melhora significativa na fungéo
vascular in vitro e in vivo, tanto em animais (Liu et al., 2007; Costa et al., 2009; Dal-
Ros et al., 2011; Idris Khodja et al., 2012) como em humanos (Perampaladas et al.,
2012; Virdis et al., 2012; Walker et al., 2012; Wray et al., 2012; Fuijii et al., 2014).

Em 1980, Robert Furchgott demonstrou que a remogédo da camada endotelial
impedia o relaxamento das artérias isoladas quando estas eram expostas a
Acetilcolina, este experimento foi um marco na histéria e possibitou o desenvolvimento
de novas pesquisas relacionadas ao controle local do ténus vascular (Vanhoutte et
al., 2017). As células endoteliais formam um epitélio de revestimento simples e plano
que recobre a face interna dos vasos sanguineos, conhecido como endotélio vascular.
E um tecido capaz de controlar importantes funcdes nos vasos, incluindo a regulacdo
do ténus vascular, a homeostasia local, os processos proliferativos, a manutencao da
circulagao sanguinea, a fluidez, a coagulagéo, a resposta inflamatéria e imune (Luz et
al., 2005; Aversa et al., 2008; Sheng, Zhu, 2018).

A regulagao do ténus e da estrutura de vasos de condutancia e de resisténcia
acontece por meio da liberagao continua de varios mediadores vasoativos, com acoes
paracrinas e autocrinas, como o NO, as ROS, a endotelina-1, a Ang Il, o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, os prostandides derivados das COX 1 e 2,
como a prostaciclina (PGlz2), o tromboxano Az (TXA2) e as prostaglandinas (PGFza €
PGH2) e os acidos epoxieicosatriendicos (Meyrelles et al., 2011; Vasquez et al.,
2016).

O NO produzido pelas células endoteliais tem importante papel na regulagao
do tbnus vascular, uma vez que a vasodilatacdo das artérias e das veias, ocorre apos
a sua producdo, o NO difunde-se para as células musculares lisas adjacentes,

ativando a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) (Denninger e Marletta, 1999). Uma
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vez ativada, a GCs converte trifostato de guanosina (GTP) em guanosina-3’,5’-
monofosfato ciclica (GMPc), que € um segundo mensageiro com diversos efeitos
bioldgicos, dentre os quais destaca-se o relaxamento da musculatura lisa vascular
(loakeimidis, Kostis, 2014). Entretanto, quando a capacidade das células endoteliais
em sintetizar NO é reduzida e, em particular, se a propensao para produzir
vasoconstritores € aumentada, a disfuncdo endotelial se inicia, o que parece ser o
primeiro passo na cadeia de eventos que leva ao desenvolvimento de DCVs. As
disfung¢des endoteliais associadas as DCVs também estdo intimamente ligadas a
ativacdo da COX e a estimulagdo do receptor de TXA2, sendo esse um dos
mecanismos importantes envolvidos processo de disfungdo endotelial observados na
hipertenséo arterial (Vanhoutte ef al., 2017).

Sabe-se que a Ang Il circulante tem grande importancia fisioldgica na regulagao
da PA, no tdnus vascular, na hemodinamica renal e na homeostase de eletrdlitos, no
entanto, quando a Ang Il estd aumentada, induz a HA (Cavalcanti et al., 2016;
Patrucco et al., 2014; Thieme et al., 2017), o aumento do estresse oxidativo
(Campagnaro et al., 2013; Fahning et al., 2015), a hipertrofia vascular (Nogueira et
al., 2007; Guimaraes et al., 2015; Majeed et al., 2015; Prasad et al., 2016) e promove
disfuncdo endotelial (Crowley 2014; Dias et al., 2014; Gomolak, Didion, 2014;
Siedlinski et al., 2017). Diante das inumeras consequéncias que o aumento da
ativacao do SRA pode provocar sobre o sistema cardiovascular, a busca por terapias
que apresentam potencial para interagir com esse sistema torna-se relevante, uma
vez que podem impedir os efeitos deletérios da ativagcdo aumentada do SRA e
contribuir para redu¢ao das doencas cardiovasculares.

1.2 Tratamentos farmacolégicos

Mesmo com a atual disponibilidade de farmacos anti-hipertensivos, evidéncias
demonstram que a resposta ao tratamento varia entre os individuos e alguns
pacientes necessitam de mais medicamentos para controlar a PA do que outros.
Estima-se que aproximadamente 10-20% dos individuos hipertensos apresentam
hipertensdo resistente, de acordo com a Associacdo Americana do Coracao, a
hipertenséo resistente é definida quando a PA n&o é controlada (>140/90 mmHg)
quando o paciente faz uso de 3 ou mais medicamentos, incluindo um diurético

(Dudenbostel et al., 2017; Calhoun et al., 2008) e para obter o controle adequado da
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PA o paciente necessita utilizar 4 medicamentos, sendo um diurético, quando bem
tolerado pelo paciente (Calhoun et al., 2008).

Diante da realidade clinica dos pacientes hipertensos, sdo necessarios
estudos que avaliem a capacidade de drogas “ndo-convencionais”, mas que
apresentam potencial efeito anti-hipertensivo para o tratamento de pacientes com HA
resistente. Neste contexto, o inibidor da fosfodiesterase 5 (PDES) surge como uma
alternativa, uma vez que estudos recentes demonstram diversos efeitos
cardiovasculares benéficos, sendo esses considerados efeitos pleiotropicos, que vao
além de sua acdo sobre a disfungao erétil (loakeimidis, Kostis, 2014), com isso, o
sildenafil tornou-se uma estratégia terapéutica para tratamento de diversas doengas
cardiovasculares (Vasquez et al., 2016), apresentando efeitos benéficos marcantes
sobre a hipertensédo arterial (Cavalcanti et al., 2016; Dias et al., 2014; Fahning et al.,
2015; Thieme et al., 2017), inclusive para pacientes que apresentam HA resitente
(Faria et al., 2014, Santa Catharina et al., 2016), diabetes (Luo et al., 2011; Pereira et
al., 2016) e aterosclerose (Balarini et al., 2013; Leal et al., 2017; Rodrigues et al.,
2013).

A PDES5S foi primeiramente identificada em tecido pulmonar de ratos e,
posteriormente, em diversos outros tecidos, sendo encontrada em altas
concentracdes nas CMLs dos corpos carvernosos do pénis e da vasculatura
pulmonar, por isso tornou-se alvo de intervengao farmacoldgica para tratamento de
disfungao éretil e de hipertensdo pulmonar (Vasquez et al., 2016), sendo isolada e
clonada pela primeira vez em 1980 (Francis et al., 1980).

O GMPc é catabolizado pela PDES5 e a sua inibigao resultara em um aumento
dos niveis intracelulares de GMPc e prolongara a duragao de sua agao (Saenz, 2002;
Rosen, Kostis, 2003; Mehrotra et al., 2007). Os niveis de GMPc circulantes modulam
a atividade enddgena do NO- e, consequentemente, o tdnus vascular. Dessa forma,
seu aumento altera a via de sinalizagdo NO+/GMPc e, consequentemente, promove
vasodilatacao, isso se deve a ativacdo da PKG pelo GMPc, o que leva a reducéo do
conteudo intracelular de calcio, como demonstrado na figura 5 (loakeimidis, Kostis,
2014; Vasquez et al., 2016).
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Figura 5: Representacédo esquematica da via NO/GMPc e a inibicdo da fosfodiesterase 5 pelo
sildenafil. (Vasquez et al., 2016).

Portanto, o sildenafil aumenta a biodisponibilidade intracelular do segundo
mensageiro NO/GMPc através da inibicdo seletiva da PDES5, sendo amplamente
aceito que essa via neutraliza a vasoconstricdo induzida pelo SRAA e mantem a
homeostasia circulatéria (Stegbauer et al., 2013), uma vez que, ativa mecanismos
antioxidantes, pois reduz as concentragcdes teciduais de ROS e aumenta a
biodisponibilidade de NO (Dias et al., 2014; Fahning et al., 2015). Outros autores
demonstram que a PDESA é capaz de promover desacoplamento da eNOS e, quando
inibida, promove melhora da fungao endotelial (Bivalacqua et al., 2009; Gebska et al.,
2011).

Sendo assim, a utilizagao de inibidores da PDE5 surge como uma opgéao
promissora para tratamento dos efeitos deletérios promovidos por aumento da Ang Il,
sejam efeitos hemodindmicos ou ndo. Nossa hipétese foi de que o sildenafil seria
capaz de promover melhora da funcéo vascular e de outros danos promovidos pela
Ang Il em 6rgaos alvo da hipertensao, principalmente por ter agdo antioxidante e
promover um balango entre agentes vasoconstritores e vasodilatadores, com redugao
de ROS e prostanoides vasoconstritores e aumento da biodisponibilidade de NO e

prostanoides vasodilatadores.
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2. JUSTIFICATIVA

A HA é um importante fator de risco para o desenvolvimento das DCVs, além
disso, sabemos que a HA tem grande importancia clinica, epidemiolégica e
socioeconOmica, pois € uma condicdo clinica multifatorial e esta associada as
alteracdes funcionais e estruturais de diversos 6rgaos-alvo e também a alteragdes
metabdlicas que podem culminar em custos elevados com internagdes e ainda afastar
e/ou diminuir a produtividade dos individuos em seus trabalhos, promovendo redugao
da expectativa e da qualidade de vida das pessoas. Portanto, torna-se relevante
estudos que visam buscar tratamentos capazes de reduzir os danos causados pela
hipertensado e suas consequéncias.

Diante do exposto e considerando que o sildenafil apresenta potencial anti-
hipertensivo, uma vez que diminui as alteragcdes vasculares e o estresse oxidativo
decorrentes da HA, além de possuir acdo direta sobre o SRA, a utilizacdo deste
inibidor da PDES surge como uma estratégia promissora no controle de DCVs,
especificamente da HA, podendo ser utilizado como um coadjuvante no tratamento de

pacientes que apresentam hipertensao resistente.
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com sildenafil nas alteragcdes cardiovasculares
observadas na hipertensao induzida por infusdo de angiotensina Il.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do tratamento com sildenafil em animais submetidos a infusdo de
angiotensina Il sobre os seguintes parametros:

1) Analise da polidipsia e da poliuria;

2) Avaliagdo hemodinamica;

3) Avaliagéo dos niveis plasmaticos de Angiotensina ll;

4) Avaliagao da reatividade vascular do LVM a NE e da aorta a FE;

5) Avaliagéo da participagdo de ROS, do NO e dos prostanoides na resposta
contratil do LVM e da aorta;

6) Analise do estresse oxidativo:

o Producao de Oz, *ONOO/+OH" e H202;

o Produtos avangados de oxidag&o protéica (AOPP);

7) Analise morfologica vascular.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos machos (Mus musculus), da linhagem C57 BI/6
(C57), com peso corporal de aproximadamente 28 gramas, provenientes da Fundagao
de Desenvolvimento da Unicamp (Campinas, SP, Brasil) e foram mantidos na sala de
passagem do Laboratério de Fisiologia Translacional, pertencente ao Programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas no Centro de Ciéncias da 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 Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio)
e a American Physiological Society. Os protocolos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de
Misericérdia de Vitoria (CEUA-EMESCAM Protocolo 02/2013).

Ap0és as cirurgias, os animais foram mantidos em gaiolas individuais colocadas
em estantes ventiladas onde receberam agua e ragao ad libitum e tiveram controlado
o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como a temperatura (~22°C) e a umidade
(~70%) do ambiente.

4.2 Grupos experimentais e tratamentos

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais e os tratamentos
ocorreram da seguinte maneira:

Grupos Tratamento
Controle Agua
Ang i Ang Il (1000 ng/Kg/min) + agua

Ang Il sildenafil Ang Il (1000 ng/Kg/min) + Sildenafil (40mg/Kg/dia)

Para a indugao da hipertensao, os animais foram submetidos a infusdo de Ang
Il através da utilizacdo minibombas osmoéticas implantadas de maneira subcutanea,
entre as escapulas. As minibombas osmoticas permitem a infusdo continua do
tratamento desejado, evitando problemas em relagéo as alteragdes de concentragéo

plasmatica da droga de interesse. As minibombas funcionam por meio da diferenga
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de pressao osmotica entre a camada osmotica da bomba, que é revestida por sal, e o
ambiente do tecido onde esta implantada.

A alta osmolalidade da camada osmotica da minibomba permite a agua tecidual
fluir para dentro dessa através de uma membrana semipermeavel que esta na sua
superficie exterior. A medida que a 4gua entra nesse compartimento, comprime o
reservatorio, que é flexivel, no qual esta a Ang Il, deslocando a solugéo utilizada no
experimento para fora da bomba, por intermédio do moderador de fluxo, conforme
demonstrado na figura 6. Foram utilizadas minibombas osméticas Alzet (USA) modelo
1004, uma vez que essa garante a liberacdo de Ang Il por 28 dias em camundongos
em uma taxa de 0,11 yL/hora, que é pré-determinada pelo fabricante. Para o implante
das minibombas osméticas os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina
(91/9.1 mg/Kg) por via intraperitoneal.

Os tratamentos com sildenafil, numa dose diaria de 40mg/Kg, ou veiculo
(agua), foram realizados por gavagem, e foram iniciados 14 dias apds a inducéo da

hipertensao por infusdo de Ang Il e tiveram duragao de 14 dias.

Camada Membrana  Reservatério poderador
osmética Semi-permeavel impermeavel

Droga
de fluxo

Adaptacdo de www.alzet.com/products

Figura 6. Representacao da minibomba osmética ALZET utilizada nos experimentos em corte
longitudinal para mostrar esquematicamente o seu funcionamento.

Os protocolos experimentais foram divididos e executados da seguinte maneira:

4.3 Verificagao peso corporal, ingestao de agua e volume urinario
Inicialmente, os animais apresentavam coletivamente um peso corporal de 28
gramas. Ao final do periodo experimental, os animais pertencentes aos trés grupos

experimentais foram novamente pesados, obtendo-se o peso corporal final (gramas).
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Para verificar a ingestdo de agua e volume urinario num periodo de 24 horas,
os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas durante dois dias, sendo um dia
para adaptagao ao ambiente e o outro para verificagado da quantidade de agua ingerida

(mL/dia) e o volume urinario excretado (mL/dia).

4.4 Analise da hemodinamica

A anadlise temporal da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada através da
pletismografia de cauda, uma medida indireta da pressao arterial, portanto, uma
medida ndo invasiva. A pletismografia de cauda foi realizada através da utilizagdo do
CODA Monitor (Kent Scientific, Torrington, CT, EUA) conectado a um computador
para armazenamento dos registros de pressédo. Foram realizadas as medidas da PAS
antes da implantagdo da minibomba, considerando tempo 0 e durante o periodo de
infusdo (apds 7, 14, 21 e 28 dias).

O Coda monitor € um pletismografo que utiliza um cuff de oclusdo que, ao
insuflar, impede o fluxo sanguineo na cauda e sofre desinsuflagdo lentamente. Um
segundo sensor possibilita o registro de volume e presséo na cauda, sensor VPR
(Volume Pressure Recording), que mede as caracteristicas fisiolégicas quando o fluxo
sanguineo retorna para a cauda, os dados sdo obtidos através do sistema de
aquisicao dos dados.

O regqistro da pressao foi realizado com os animais acordados, em repouso, em
ambiente livre de ruido e mantidos sob restricdo de movimento em um contentor de
acrilico, com a temperatura corporal foi mantida em aproximadamente a 32°C, com
auxilio de uma manta aquecedora. Foram considerados os valores obtidos em
condicdo de auséncia de movimentacao espontanea da cauda do animal. Foi utilizado
a média das 10 ultimas medidas consecutivas. Importante ressaltar que todos os

animais foram adaptados ao sistema de medida por trés dias consecutivos.

4.5 Avaliacao dos niveis plasmaticos de Angiotensina ll

O sangue foi coletado, na presenca do anticoagulante EDTA, utilizando agulha
de 26-gauge e seringa de 1mL para dosagem da Ang Il no plasma. O sangue foi
transferido para um microtubo onde foi adicionado o Complete, mini, EDTA-free
(cocktail de inibidores de protease, Roche Life Science). A amostra foi

homogeneizada, centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o plasma transferido
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para um criotubo e armazenado em nitrogénio liquido até o momento da dosagem por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC: High Performance Liquid
Cromatography). Resumidamente, as amostras de plasma foram concentradas em
coluna Sep-PackC18 (Millipore, Massachussets, USA) ativada com metanol (5 mL),
tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e agua (10 mL; MiliQ). Apos a
ativacao, as amostras foram aplicadas na coluna e o peptideo de interesse eluido com
solugao de etanol: acido acético: agua (90:4:6, v/v). O eluato contendo angiotensina ll
foi liofilizado utilizando o Speed Vac SC 110 (Savant Instruments, Holbrook, NY, USA),
ressuspendido em 500 pL de acido fosférico 0,1% em acetonitrila 5% e filtrado com
membrana 0,22 um antes de ser injetado na coluna analitica do sistema HPLC. Os
peptideos foram separados em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS 300 de 7
um (4,6x250 mm) (Applied Biosciences, Foster City, CA) utilizando um gradiente linear
de 5 a 35% de fase movel (acetonitrila em 0,1% H3PO4) durante 40 minutos, sob fluxo
constante de 1,5 mL/min. A coluna de HPLC foi calibrada utilizando angiotensina ||
como padrao interno e a detecgao do peptideo foi acompanhada em absorbancia de
214 nm. O tempo de retencdo foi utilizado para identificar o pico de interesse,
previamente determinado pela eluicdo de peptideos padrao de concentragcéo
conhecida. Os calculos foram efetuados com base na area do pico e a concentragao
de angiotensina Il foi expressa em pg/ml de sangue. Este protocolo foi realizado no

Laboratdrio de Rim e Horménios da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

4.6 Verificagao de inducao de hipertrofia cardiaca
O coracéo foi retirado para verificagdo da hipertrofia cardiaca promovida pela
Ang Il e para isso, foi verificado o peso umido do coragdo (mg) corrigido pelo

comprimento da tibia (cm) e pelo peso corporal (g).

4.7 Estudo da fungao vascular (vasos de condutancia e resisténcia)

4.71 Estudo da resposta contratil de vasos de resisténcia (leito vascular
mesentérico)

Para avaliar a funcdo vascular de vasos de resisténcia, utilizamos o leito
vascular mesentérico (LVM) de acordo com protocolos realizados em trabalhos
anteriores em nosso laboratério (Arruda et al., 2005; Cola et al., 2010; Dias et al.,
2014; Fahning et al., 2015).



42

Para estudo da fungao vascular, os animais foram anestesiados com Tiopental
(100 mg/kg), por via intraperitoneal. Apos a anestesia, foi realizada uma incisdo
abdominal com, aproximadamente, 5 cm transversalmente, e a artéria mesentérica
superior foi isolada e a artéria foi canulada com uma canula de polietileno (PES50)
preenchida com solucdo nutridora e isenta de bolhas. Imediatamente, o leito foi
perfundido com solug¢do nutridora (NaCl 130 mM; KCI 4,7 mM; MgSO4.7H20 1.17mM,;
CaCl2.H20 1.60 mM; KH2PO4 1.18mM; NaHCO3 14.90 mM; EDTA 0.02 Mm; Glicose
11.10mM), mantida a 37°C e aerada constantemente por meio de borbulhamento da
mistura carbogénica de 95% de Oz e 5% de COz2, sendo o pH mantido a 7,4. 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 perfusao média
variando de 48 £ 5 mmHg. O LVM foi cuidadosamente isolado do intestino e colocado
num banho de 6rgao. A pressao de perfusdo foi medida através de um transdutor de
presséo (Cobe Laboratories, EUA) conectado a um amplificador e os resultados foram
registrados por um sistema de aquisicado de dados (BioPac Systems, Holliston, Ma,
USA). Apdés um periodo de estabilizagdo de 30 minutos, o LVM foi submetido aos
testes farmacoldgicos para avaliagao da fungao vascular.

Para avaliar a resposta contratii do LVM, foram realizadas curvas dose-
resposta, utilizando Norepinefrina (NOR, Hipolabor, Brasil), um agonista a-
adrenérgico. A reatividade a NOR foi avaliada a partir da resposta contratil apés doses

in bolus do agente vasoconstritor (NOR 107 a 10-® mol/L).

4.7.2 Estudo da fungao vascular de vasos de condutancia (aorta)

Para estudo da funcao vascular de vasos de condutancia, utilizamos a aorta
segundo o protocolo de trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério (Balarini
et al., 2013; Leal et al., 2015; Leal et al., 2018).

Ap0s retirada das algas intestinais com o LVM, a aorta dos animais foi retirada
cuidadosamente para avaliacdo da funcao vascular e colocada em placa de Petri
contendo solugao nutridora (NaCl 115 mM; KCI 4,7 mM; MgS04.7H20 1,2 mM;
CaCl2.H20 2,5 mM; KH2PO4 1,2mM; NaHCOs 25 mM; EDTA 0,1 mM; Glicose
11.10mM). Imediatamente, o tecido conjuntivo foi cuidadosamente retirado e a aorta
foi cortada em 3 anéis de aproximadamente 3 milimetros cada. Em seguida, os anéis

foram acoplados, por meio do lumen vascular, a tridngulos de ago inoxidavel
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paralelamente. Em seguida, foram acondicionados em cubas de vidro de 5 mL de
volume, contendo a mesma solugao nutridora, que foi constantemente aerada por uma
mistura carbogénica com 95% de Oz e 5% de CO2e mantida a 37°C com auxilio de
um banho-maria com circulagdo de agua. Um dos triangulos foi fixado a parede da
cuba e o outro, acoplado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica,
conectado a um sistema de aquisi¢ao de dados (MP 100, Biopac Systems, Califérnia,
EUA). Desta maneira, alteragdes no didmetro vascular frente a adicdo de drogas
vasoativas foram captadas e enviadas a um computador.

A viabilidade dos anéis foi avaliada por meio de incubagcdo com cloreto de
potassio (KCI) 125 Mm, durante 30 minutos, sendo esse o padr&o ouro para avaliagao
de contragdo maxima vascular. Foram considerados viaveis os anéis cuja contragao
maxima atingiu, no minimo, o dobro do valor basal de tensao que € 2,0 gramas.

Os protocolos de reatividade vascular foram executados por meio da
construcdo de curvas concentragao resposta a substancias vasoativas. Neste caso,
apos a estabilizacdo de 30 minutos, os vasos foram submetidos a doses crescentes
de fenilefrina (FE 10-° a 3x10-° M), permitindo o registro da variagao de tensdo em

funcdo do tempo.

4.7.3 Investigacao dos possiveis mecanismo envolvidos na resposta contratil
do LVM e anéis de aorta

ApOs a realizagao das curvas padrao com NOR - em vasos de resisténcia - e
com fenilefrina - em vasos de condutadncia, foram utilizados bloqueadores
farmacologicos para avaliagcdo de possiveis mecanismos envolvidos na resposta
contratil dos vasos, ou seja, avaliamos as possiveis vias que estejam influenciando na

reatividade vascular frente aos agentes vasoconstritores.

4.7.3.1 Participagdao das espécies reativas de oxigénio (ROS) na resposta
contratil dos vasos

Para verificacdo da influéncia de ROS - produzidos pela NADPH oxidase na
resposta contratil dos vasos, foi realizado o bloqueio dessa enzima por 30 minutos

com Apocinina (30uM), seguido da curva padrdo com NOR e FE.

4.7.3.2 Participagao do oxido nitrico (NO) na resposta contratil dos vasos
Para avaliar a participacdo do NO na resposta contratil vascular dependente do

endotélio, foi realizado - por um periodo de 30 minutos - o bloqueio com N€ — nitro-L-
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arginine methyl ester (L-NAME, 106 M), um inibidor ndo seletivo da oxido nitrico
sintase (NOS), seguido da curva padrao com NOR e FE.

4.7.3.3 Participagdao dos prostandides derivados da Ciclooxigenase 1 na

contratilidade vascular

Para verificagao da influéncia dos produtos derivados da COX-1 na resposta
contratil dos vasos, foi realizado o bloqueio - por 30 minutos - com SC-560 (1uM),
inibidor seletivo da COX-1, seguido da curva padrao nos vasos em estudo.

4.7.3.4 Avaliagdo da ativagdo do receptor de Tromboxano A2 na resposta

contratil de anéis de aorta

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

fenilefrina.

4.7.4 Verificagao das respostas obtidas na reatividade vascular
4.7.4.1 Analise da resposta obtida no LVM

As respostas contrateis do LVM induzida pela NOR foram expressas pela
diferenca de pressédo de perfusdao (mmHg) em relagéo a pressao basal que o leito
apresentava anteriormente no inicio da curva. Foram calculados a resposta maxima
(Rmax) e o ECso, que representa a dose de NOR capaz de produzir 50% da resposta
maxima, e a diferencga da area abaixo da curva (A AUC), ou seja, area abaixo da curva
sem bloqueio farmacoldgico — area abaixo da curva com bloqueio, que representa a

influéncia da via investigada na resposta vasoconstritora.

4.7.4.2 Analise da resposta obtida em anéis de aorta

As respostas vasoconstritoras a FE foram expressas como porcentagem de
contracdo em relacdo ao nivel maximo de contragdo ao KCI. Para cada curva
concentracdo-resposta, a Rmax e o ECso que representa a dose de FE capaz de

produzir 50% da resposta maxima e a A AUC foram calculados.
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4.8 Preparo das amostras para avaliagao da produgao de ROS
4.8.1 Mesentério

O LVM foi isolado das algas intestinais e incubado a 37°C com velocidade de
200 rpm, durante 60 minutos, em solugédo de extragdo contendo Colagenase tipo Il
(1000U/ml — GIBCO), dissolvida em PBS para desintegragdo do tecido conjuntivo.
Posteriormente, o LVM foi grosseiramente triturado, com o auxilio de uma tesoura
cirurgica, e incubado em solugédo contendo Colagenase tipo | (1000U/ml - Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) dissolvida em solugcdo de Tripsina a 37°C com
velocidade de 200 rpm, durante 60 minutos. Apds o periodo de incubacgado, o
homogenato foi filtrado através de uma membrana de nylon (BD falcon 70 uym) para
remover os residuos celulares. O filtrado foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos.
Apods a centrifugacao, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas. Para
posterior analise, as células foram ressuspendidas em solu¢do de armazenamento

constituida por 95% soro fetal bovino + 5% Dimetilsulféxido (DMSO).
4.8.2 Aorta

As aortas foram coletadas, e grosseiramente trituradas, com auxilio de uma
tesoura cirurgica e incubadas a 37°C com solugéo de extragdo contendo Colagenase
tipo | (1000U/ml - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) dissolvida em solugéo de
Tripsina e mantida em um shaker com velocidade de 200 rpm, durante 60 minutos.
Apos o periodo de incubagao, o homogenato foi filtrado através de uma membrana de
nylon (BD falcon 70 um) para remover os residuos celulares. O filtrado foi centrifugado
a 1200 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacéo, as células foram lavadas com PBS
e centrifugadas. Para posterior analise, as células foram ressuspendidas em solugéo
de armazenamento constituida por 95% soro fetal bovino + 5% DMSO.

4.8.3 Analise da producao de espécies reativas de oxigénio

Os niveis citoplasmaticos de anions superoxido (*Oz27) e perdxido de hidrogénio
(H202) foram analisados por citometria de fluxo em células isoladas do LVM e aorta
através da intensidade de fluorescéncia emitida pelos marcadores dihidroetideo
(DHE) e 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCF-DA), respectivamente. O DHE,
forma reduzida do brometo de etideo, ao entrar livremente na célula reage com o *O2"

formando etideo, o qual se intercala ao DNA amplificando a fluorescéncia vermelha.
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Portanto, a oxidacdo do DHE é quantitativamente proporcional a concentragao de *O2"
na célula. A oxidagdo do DCFH-DA, um estér nao fluorescente, &€ quantitativamente
proporcional a concentracdo de H202 na célula. O DCFH-DA apéds entrar na célula,
sofre acao de esterases intracelulares, resultando na formacdo de um composto
intermediario (DCFH), que pode ser oxidado pelo H202 formando o composto
fluorescente diclorofluoresceina (DCF) que, por ser apolar, fica aprisionado no interior
da célula emitindo a fluorescéncia verde.

As células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS na concentragéo de 1x10°
células/mL e incubadas, no escuro, com DHE (160 uM) e DCF-DA (20 mM) 30
minutos, a 37°C. Para controle positivo do DHE e DCF-DA, as amostras foram
incubadas por 5 minutos com 50 uM H202. Apds incubacgao as células foram lavadas
e ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo e protegidas da luz até a aquisi¢cao dos

dados no citbmetro de fluxo.

As espécies altamente reativas, peroxinitrito/hidroxila (*ONOQO7/+OH"), foram
medidas pela fluorescéncia emitida pelo corante hidroxifenilfluoresceina (HPF). As
células foram incubadas com HPH (5uM), por 30 minutos, a 37°C no escuro. Para
controle positivo, as amostras foram incubadas com nitroprussiato de sodio (10uM) e
H202 (50 mM). Apos marcagdo, as ceélulas foram lavadas, centrifugadas e
ressuspendidas, em PBS para aquisicdo no citbmetro de fluxo.

O citbmetro de fluxo utilizado foi FACSCanto Il (Becton Dickinson, San Juan,
CA). A analise dos dados foi realizada com auxilio do software FACSDiva (Becton
Dickinson) e a sobreposigdo dos histogramas foram construidos usando o FCS
Express software. Para quantificacao, foram adquiridos 10.000 eventos por leitura.
Para quantificagcédo das fluorescéncias emitidas pelo DHE, DCF e HPF, as amostras
de células foram excitadas a 488nm e os sinais foram obtidos utilizando filtros 585/42
para DHE e 530/30 para DCF e HPF.

4.9 Analise dos produtos da oxidagao avangada de proteinas (AOPP)

O AOPP é gerado através da agao do estresse oxidativo sobre as proteinas e
aminoacidos pela acado oxidante de clorados, principalmente acido hipocloroso. Os
niveis dos produtos de oxidacéo proteica, presente no plasma, foram determinados
por meio da mistura de 40uL de plasma, 160uL de PBS, 10uL de lodeto de potassio
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(1,16M) e de 20 pL acido aceético ultrapuro, a qual foi realizada diretamente em
microplaca de fundo chato. Foi realizada a leitura a 340nm, em um espectrofotémetro.
A curva padrao para a realizagao desta leitura foi realizada utilizando-se Cloramina T

(0 a 100uM). O resultado final foi expresso em uM de Cloramina T.
4.10 Analise morfolégica do vaso

Para analise morfologica dos vasos, os animais foram submetidos a perfusao
com solugdo fixadora contendo paraformaldeido (2%), glutaraldeido (2,5%) em
tampao cacodilato (0,1 M, pH 7,2). Apds a perfusdo dos animais, as algas intestinais
que continham o LVM e as aortas foram retiradas. Imediatamente, o excesso de tecido
conjuntivo foi cuidadosamente removido; e as artérias mesentéricas de 22 ordem e as
aortas mantidas na solucdo fixadora por mais 24 horas, sendo posteriormente
processadas para avaliacdo da area de seccgao transversa e para observagcao da

superficie endotelial.
4.10.1 Verificacao da area de seccao transversa da artéria mesentérica e aorta

Apos o periodo de fixag&o, as artérias mesentéricas e aortas foram emblocadas
em resina metil-metacrilato e obtidas seccbées com 5 um de espessura. Apods
realizacdo dos cortes e fixadas a laminas, as amostras foram coradas utilizando
hematoxilina e eosina; e as imagens capturadas com uma camera de video (AxioCam
ERcb5s, Carl Zeiss, Alemanha), utilizando objetivas de 40x e 100x para artéria
mesentérica e de 10x e 40x para aorta. Para a analise morfométrica, foi utilizada a
ferramenta “Freehand selections” do software Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, USA). Para verificagdo da parede do vaso, foi medido a area da camada
intima e média, verificamos se houve aumento da parede do vaso pelo calculo da
diferenca entre a area do vaso e a area do lumen (area camadas média/intima + [umen
- area lumen). As anadlises histologicas e morfométricas, nos diferentes grupos

experimentais, foram realizadas por um observador “as cegas”.

4.10.2 Observagao da superficie endotelial

Ap0ds o periodo de fixagao, as artérias mesentéricas e as aortas foram lavadas
em tampao cacodilato (0,1 M, ~pH 7,2) e posteriormente foram mantidas em uma
solugao de pos fixagdo contendo tampao cacodilato (0,1M), tetroxido de ésmio (1,0%)
e ferrocianeto de potassio (1,25%), durante 1 hora. Apos esse periodo, o tecido foi
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lavado com tampé&o cacodilato (0,1 M) e com agua destilada. As artérias (mesentérica
e aorta) foram cortadas de modo que houvesse exposi¢cao da superficie endotelial e,
em seguida, passaram por processo de desidratagcdo em etanol, utilizando diferentes
concentragbes (30, 50, 70, 90,100%), apos periodo de desidratacdo foram
processadas no ponto critico, em que a sao submetidos ao processo de secagem com
CO2. Apos secagem de todo material, uma camada de ouro de 10 nm foi evaporada
na superficie tecidual. Para obtengdo das imagens utilizamos um microscépio
eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). As imagens das artérias
mesentéricas foram obtidas com um aumento de x1000 e depois ampliamos 4x. As
imagens das aortas foram obtidas com um aumento de x600 e depois ampliado 2x.

4.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ erro padrao da média (EPM). Os
resultados de reatividade vascular obtidos da aorta das curvas concentragao-resposta
a FE foram expressos como % de contracdo em relacdo a resposta maxima de
contragdo ao KCI. Foi realizado ANOVA de uma via, completamente randomizada,
exceto na analise temporal da PA e na comparacgao das curvas com NOR no LVM e
com FE na aorta, em que, a ANOVA utilizada foi de duas vias para medidas repetidas.
Seguido teste de post-hoc de Tukey. Utilizamos o software de bioestatistica Prima 6.0.

Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.



RESULTADOS
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5. Resultados
5.1 Peso corporal, ingestao de agua e volume urinario

Inicialmente, os animais apresentavam peso corporal estatisticamente igual, no
entanto, os animais hipertensos por infusdo de Ang Il apresentaram redugéo
significativa do peso corporal, quando comparado ao peso dos animais do grupo
controle, conforme demonstrado na tabela 1. N&o observamos influéncia do
tratamento com sildenafil sobre a perda de peso dos animais submetidos a infusao de
Ang Il. Nesse grupo, a perda de peso foi semelhante ao observado no grupo de
animais Ang Il que receberam apenas veiculo.

Na analise da ingestdo de agua, verificamos que os animais do grupo Ang Il
consumiram aproximadamente 43% a mais do volume de agua diaria, quando
comparados aos animais do grupo controle, portanto, esses animais apresentaram
polidipsia, conforme demonstrado na tabela 1. O tratamento com sildenafil
demonstrou ter uma tendéncia na redu¢do do volume de agua ingerida, contudo a
diferenca nao foi significativa.

O volume urinario dos animais hipertensos por infusdo de Ang Il, tratados
apenas com veiculo, foi 2,5 vezes maior, quando comparamos com 0s animais do
grupo controle, ou seja, apresentaram poliuria, como podemos observar na tabela 1.
O tratamento com sildenafil ndo foi capaz de alterar a poliuria que os animais

submetidos a infusdo de Ang Il apresentaram.

Tabela 1: Analise do peso corporal, ingestao de agua e volume urinario de 24 horas.

Parametros Controle Ang I Ang Il sildenafil
Peso Corporal () 28,7+0,3 26 £ 0,4* 27,2 £ 0,4*
Ingestdo de agua (mL/dia) 7,7+0,6 11+0,9* 8,6+0,6
Volume urinario (mL/dia) 1,7+0,1 45+0,7* 40+0,5"

Os valores foram expressos como média + EPM (8 a 10 animais por grupo). Para analise
estatistica, foi utilizada ANOVA 1 via. *p<0,05 e **p<0,01 vs. Controle.

5.2 Avaliagao da pressao arterial sistélica e hipertrofia cardiaca

A avaliagdo da PAS foi realizada através da pletismografia de cauda, uma
medida indireta da pressao arterial, que possibilitou 0 acompanhamento dos animais
durante todo periodo experimental, permitindo a avaliacido da PAS antes e durante a

infusdo de Ang Il. Conforme demonstramos na Figura 7 A, os valores da PAS
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inicialmente foram similares em todos os grupos e apresentaram coletivamente uma
PAS média de 128 + 2,7 mmHg, sendo considerado o dia 0 do estudo. Apos 7 dias da
inducao da hipertensao por infusdo de Ang Il, os animais apresentaram aumento de
49 mmHg na PAS em relagao aos animais do grupo controle. Portanto, foi possivel
verificar que a infusdo de 1000 ng/Kg/min de Ang Il promoveu aumento imediato da
PAS e isso foi mantido ao longo de todo periodo de infusdo, atingindo PAS de 186 +
3 mmHg no final do periodo experimental (28 dias).

O tratamento com sildenafil foi iniciado 14 dias apés a infusao de Ang Il e, com
7 dias de tratamento, ndo observamos diferenga na PAS. No entanto, podemos
observar que, apos 7 dias de tratamento, os niveis da PAS comecgaram a reduzir e,
ao final do periodo experimental (14 dias de tratamento), verificamos uma diminuigéo
significativa de 23 mmHg na PAS (163 £ 7 mmHg, p<0,05).

A hipertrofia cardiaca é uma condi¢ao clinica esperada quando os niveis de
Ang Il estdo aumentados por acgdo direta da Ang Il no coragdo e, para analisar a
existéncia da hipertrofia cardiaca, foi utilizado duas metodologias: o peso do coragao
foi corrigido pelo peso corporal e pelo comprimento da tibia. Observamos um aumento
de 45% e de 32% no indice de hipertrofia dos animais hipertensos por infusdo de Ang
I, tratados apenas com veiculo, quando analisados pelo peso corporal (dados nao
mostrados), e pelo comprimento da tibia, respectivamente. O tratamento com
sildenafil foi capaz de promover redugao significativa no indice de hipertrofia cardiaca,
normalizando este indice para os niveis dos animais do grupo controle, como

demonstrado na figura 7 B.
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Figura 7. Avaliagao da pressao arterial sistélica (PAS) e da hipertrofia cardiaca. A) Avaliagéao
da PAS por pletismografia de cauda. B) Avaliagao da hipertrofia cardiaca corrigindo o peso
umido do coracao (mg) pelo comprimento tibia (mm). Os valores foram expressos em média
+ EPM. Para analise estatistica da PAS foi utilizada ANOVA de 2 vias e ANOVA de 1 via para
hipertrofia cardiaca. **p<0,01 vs. Controle e #p<0,05 vs. Angiotensina II.

5.3 Avaliagao dos niveis plasmaticos de Angiotensina Il

Na figura 8, observamos os niveis plasmaticos da Ang Il e verificamos que,
como esperado, a infusdo de Ang Il promoveu aumento dos niveis plasmaticos de Ang
Il nos animais tratados apenas com veiculo quando comparados aos valores obtidos
nos animais controle, sendo, possivel confirmar que nosso modelo de hipertensao foi
induzido com sucesso (Controle: 32 £ 1,8 vs. Ang Il: 53 £ 2,4 pg/mL, p<0,01).
Entretanto, o tratamento com sildenafil promoveu redugao dos niveis de Ang Il (38 £
1,8 pg/mL, p<0,01).
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Figura 8. Avaliagdo dos niveis de Ang Il no plasma. Os valores foram expressos em média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA de 1 via. *p< 0,05 e **p<0,01 vs. Controle
e #p<0,01 vs. Angiotensina Il.

5.4 Avaliagao da fungao vascular
5.4.1 Reatividade vascular as drogas vasoconstritoras

Na figura 9, temos representacéo grafica da avaliagdo da fungao vascular do
LVM e da aorta e podemos observar que os animais hipertensos por infusdo de Ang
Il apresentaram aumento da resposta contratil (figura 9 A e B) nos dois vasos
estudados, frente a administracdo de NOR e de FE, respectivamente, em relagédo aos
animais do grupo controle, ou seja, apresentaram uma hiper-reatividade as drogas
vasoconstritoras, com um aumento de 70% na resposta maxima. Portanto, os
resultados apresentados sugerem que a Ang Il foi capaz de promover reducédo na
liberacdo de fatores vasodilatadores e/ou foi capaz de aumentar a liberagao de fatores
vasoconstritores.

O tratamento com sildenafil foi capaz de restaurar a fungdo endotelial, por
promover a redugao da vasoconstricdo, e de gerar uma Rmax igual a de animais do
grupo controle, diminuindo, entdo, a hiper-reatividade apresentada pelos animais
hipertensos, tratados apenas com veiculo. Sendo assim, podemos inferir que o
sildenafil foi capaz de promover um equilibrio na liberag&do de fatores vasodilatadores
e vasoconstritores. Dessa forma, o proximo passo do presente estudo foi avaliar as
possiveis vias envolvidas na hipercontratilidade vascular e por quais vias o sildenafil

estaria atuando beneficamente.
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Figura 9. Avaliagdo da vasoconstricdo em vasos de resisténcia e de condutancia. A)
Avaliacdo da resposta contratil do leito vascular mesentérico (LVM). B) Avaliagdo da
vasoconstricdo de anéis de aorta. Podemos observar um aumento da vasoconstrigdo no LVM
e em anéis de aorta dos animais hipertensos por infusdo de Angiotensina Il em relagao aos
animais do grupo controle. O tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir a hiper-reatividade
as drogas vasoconstritoras. Os valores foram expressos como média = EPM (6 a 7 animais
por grupo). Para analise estatistica, foi utilizada ANOVA de 2 vias. **p<0,01 vs. Controle e
#p<0,01 vs. Angiotensina Il.

5.4.2 Avaliacao da influéncia das espécies reativas de oxigénio na resposta

contratil do LVM e da aorta

Na figura 10 A e B, podemos observar a influéncia de ROS na hiper-reatividade
do LVM e dos anéis de aorta, ambos foram incubados previamente com apocinina,
um inibidor da NADPH oxidase, que € a principal enzima produtora de ROS em vasos.
Possibilitando, assim, a avaliacdo da participacdo das ROS na resposta contratil dos
vasos.

Na figura 10 A, avaliamos a participagdo das ROS na contragdo do LVM e o
bloqueio da NADPH oxidase promoveu uma redugéo significativa resposta contratil,
com diminuicdo da Rmax no LVM dos animais hipertensos, ou seja, reduziu a hiper-
reatividade apresentada a NOR. Entretanto, no grupo controle, o bloqueio da
producdo de ROS nao promoveu alteracdo da contracdo vascular, ndo havendo
diferenga da Rmax. Analisando a A AUC, na tabela 2, podemos afirmar que as ROS

derivadas da NADPH oxidase contribuem para o aumento da resposta contratil dos
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animais submetidos a infusdo de Ang ll, pois apresentam uma diferencga significativa,
sendo maior quando comparamos com a A AUC, obtida nos animais do grupo
controle.

Verificando o efeito do sildenafil sobre as ROS, podemos inferir que o
tratamento foi capaz de abolir a participacdo dessas espécies na contragcédo vascular,
uma vez que nao observamos alteracdo na contracdo do LVM apds o bloqueio da
enzima NADPH oxidase no vaso. Ao analisarmos a A AUC, verificamos que a
diferenga nos animais tratados com sildenafil é significativamente menor que a
apresentada pelos animais hipertensos, tratados apenas com veiculo (tabela 2),
sendo semelhante a apresentada por animais do grupo controle.

Na figura 10 B, avaliamos a participacdo das ROS na contragdo de anéis de
aorta e observamos que a inibigdo da NADPH oxidase promoveu redugao significativa
da hiper-reatividade vascular a FE dos animais hipertensos tratados apenas com
veiculo, uma vez que, esses animais apresentaram reducao significativa da Rmax
(tabela 2), dessa maneira podemos inferir que as ROS exercem um papel importante
na resposta contratil desses animais. Ja nos animais do grupo controle, o bloqueio da
produgao das ROS nao promoveu alteragado na contragcao vascular dos anéis de aorta,
mantendo a Rmax semelhante a obtida antes do bloqueio (figura 10 B e tabela 2). Ja
em animais tratados com sildenafil, o bloqueio da NADPH oxidase promoveu redugao
da Rmax (tabela 2) e, dessa forma, verificamos que as ROS influenciam na
vasoconstricdo desses animais.

Entretanto, ao analisarmos a A AUC (tabela 2), observamos que a magnitude
de influéncia de ROS na reatividade vascular € diferente nos trés grupos estudados,
uma vez que os animais Ang Il, tratados apenas com veiculo, apresentaram a A AUC
maior, quando comparados a A AUC do grupo controle, e os animais tratados com
sildenafil apresentaram A AUC significativamente menor que a apresentada pelos
animais Ang |l tratados apenas com veiculo.

Nao observamos diferenca significativa na sensibilidade dos vasos em estudo
(tabela 2).

Portanto, diante dos resultados apresentados, podemos verificar que as ROS
tém papel importante na disfungdo vascular, pois promovem aumento da reatividade
vascular, quando submetidos as drogas vasoconstritoras nos dois vasos de estudo

dos animais hipertensos por infusdo de Ang Il, e que o tratamento com sildenafil foi
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capaz de promover uma reducao significativa na influéncia das ROS na resposta

contratil do LVM e de anéis de aorta dos animais tratados.
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Figura 10. Avaliagédo da participagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) na contragao
vascular. A) Avaliagao da influéncia de ROS na resposta contratil do LVM. B) Avaliagao da
influéncia de ROS na vasoconstricdo de anéis de aorta. Os valores foram expressos como
média + EPM (6 a 9 animais por grupo). Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA de 2 vias.
**p<0,01 vs. mesmo grupo na auséncia de inibidor.
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Tabela 2. Valores de resposta maxima (Rmax), sensibilidade (pEC50) e da diferenca
da area abaixo da curva (A AUC) do LVM e de anéis de aorta antes do bloqueio e
apoés bloqueio com apocinina.

Parametros Controle Anglli Ang Il sildenafil
LVM
Rmax (mmHg)
Sem bloqueio 122+ 8 212 £ 12** 139 + 12#
Com bloqueio Apo 103 £ 10 143 + 7@@% 123+ 15
pEC50
Sem bloqueio 3,31+0,05 3,61£0,2 3,21£0,2
Com bloqueio Apo 3,5+ 0,09 3,5+0,1 3,3+0,2
A AUC (u.a.) -16 £ 4 -127 £ 10** -4 + 2%
Aorta
Rmax (%)
Sem bloqueio 53,6 +3,0 93,3+ 5,7** 61,9 + 3,1%#
Com bloqueio Apo 53,6 + 3,1 61,5 + 6,7@@ 53,1 + 3,8@@
pEC50
Sem bloqueio 8,2+0,1 8,2+0,1 8,1+0,1
Com bloqueio Apo 7,9+£0,2 75+0,2* 76+0,2
A AUC (u.a.) 9,9+6,7 (-)130 £10,6** (-)63 £ 0,7**##

Os valores foram expressos como média £ EPM (6 a 9 animais por grupo). **p<0,01 vs.
Controle, #p<0,01 vs. Angiotensina Il e @@p<0,01 vs. mesmo grupo na auséncia do inibidor
e %p<0,05 vs. Controle na presenca do inibidor.

5.4.3 Avaliacao da influéncia da biodisponibilidade do 6xido nitrico na contragao
do LVM e aorta

Sabemos que a reducgao da biodisponibilidade de NO pode contribuir para o
aumento da contratilidade vascular. Para avaliar a modulagdo do NO na contracéo, o
LVM e os anéis de aorta foram incubados com L-NAME, inibidor da enzima o6xido
nitrico sintase (NOS). Apds o periodo de bloqueio, foram realizadas as curvas com
doses crescentes de NOR no LVM e de FE em anéis de aorta.

Na figura 11 A, avaliamos a modulagao do NO na contragdo LVM dos animais
hipertensos tratados apenas com veiculo e observamos redugdo da Rmax apos
bloqueio da sintese de NO (tabela 3). Ja no grupo controle, o boqueio da NOS nao
promoveu alteracdo da Rmax. Nos animais tratados com sildenafil observamos
aumento da reatividade vascular a NOR, uma vez que apresentaram aumento da
Rmax apds bloqueio com L-NAME (tabela 3). Isso demonstra que a biodisponibilidade
do NO nos animais Ang I, tratados com sildenafil, impede o aumento da contragéo
nos vasos estudados. Curiosamente, ao analisarmos a A AUC, na qual se avalia o
deslocamento da curva considerando a resposta obtida em todos os pontos, podemos

verificar que a magnitude da participacdo do NO é semelhante nos dois grupos
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submetidos a infusdo de Ang Il e é significantemente maior que a obtida no grupo
controle. No entanto, a modulagcdo do NO é diferente nos dois grupos de animais
submetidos a Ang Il, uma vez que, no grupo hipertenso tratado apenas com veiculo
apos bloqueio, observamos redugédo da resposta contratil; no entanto, no grupo
tratado com sildenafil, observamos aumento da vasoconstrigéo.

No grafico apresentado na figura 11 B, avaliamos a participagdo do NO na
contracao de anéis de aorta e verificamos que o bloqueio da sintese de NO promoveu
uma diminuigédo na reatividade vascular a FE nos animais Ang Il, tratados apenas com
veiculo, apresentando uma reducdo da Rmax, quando comparada com a resposta
obtida na auséncia de bloqueio. Diferentemente, em animais do grupo controle e Ang
Il, tratados com sildenafil, o bloqueio da producdo de NO promoveu um aumento
significativo da Rmax, quando foram realizadas as curvas com FE (tabela 3). Ao
analisarmos A AUC, conforme descrito na tabela 3, observamos que o grupo controle
apresentou uma A AUC significativamente maior em relagdo aos animais submetidos
a infusdo de Ang Il, tratados com veiculo ou com sildenafil. Verificando a modulagéo
do NO nos animais hipertensos tratados apenas com veiculo, observamos que o NO
disponivel esta favorecendo a hiper-reatividade apresentada por esses animais, uma
vez que o deslocamento da curva foi para baixo, com redug¢ao da resposta contratil (A
AUC (-)48,4 £ 14 u.a.), provavelmente, devido a conversdo do NO em outras ROS,
que podem atuar como potentes vasoconstritores, como por exemplo *ONOO-. Ja na
analise da modulacédo do NO nos animais tratados com sildenafil, observamos que o
bloqueio deslocou a curva de contragdo para cima, promovendo aumento da
vasoconstricao (A AUC 174 + 18 u.a), demonstrando que o tratamento com sildenafil
foi eficiente em reestabelecer a participacdo do NO, que é o mais importante
vasodilatador em vasos de condutancia.

Nao observamos diferenga significativa na sensibilidade dos vasos em estudo
tabela 2).
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Figura 11. Avaliagao da participagéo do 6xido nitrico (NO) na contragao vascular. A) Avaliagéo
da influéncia do NO na resposta contratil do leito vascular mesentérico (LVM). B) Avaliagéao
da influéncia do NO na vasoconstricdo de anéis de aorta. Os valores foram expressos como
meédia £ EPM (6 a 7 animais por grupo). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA de 2 vias.
*p<0,05 e **p<0,01 vs. mesmo grupo na auséncia de inibidor.
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Tabela 3. Valores de resposta maxima (Rmax), sensibilidade (pECso) e da diferenca
da area abaixo da curva (A AUC) do LVM e de anéis de aorta antes do bloqueio e
apods bloqueio com L-NAME.

Parametros Controle Ang I Ang |l sildenafil
LVM
Rmax (mmHg)
Sem bloqueio 122+ 6 212 + 12** 139 + 12%
Com bloqueio L-NAME 129 £ 10 142 + gee 163 + 13*@@&
PECso
Sem bloqueio 3,3+0,05 36+0,2 3,2+0,1
Com bloqueio L-NAME 3,6+0,1 3,8+0,1 3,6+0,1
A AUC (u.a.) 52 +11 (-)74 £ 11* 98 + 13**#
Aorta
Rmax (%)
Sem bloqueio 53,6 + 3,03 90,97+5,7** 63,02 + 3,08%
Com bloqueio L-NAME 116 + 6.04@@ 64,7 + 6,2@@ 113 £ 7,7@@
PECso
Sem bloqueio 8,2 + 0,06 8,2+0,15 8,2+0,1
Com bloqueio L-NAME 8,6 + 0,06 8,7+0,16 8,56+0,2
A AUC (u.a.) 248+17,15 (-)48,4 £ 14** 174 + 18**#

Os valores foram expressos como média + EPM (6 a 7 animais por grupo). *p< 0,05 e **p<0,01
vs. Controle, #p<0,01 vs. Angiotensina Il e @@p<0,01 vs. mesmo grupo na auséncia de
inibidor. 4p<0,05 vs. Controle na presencga do inibidor.

5.4.4 Avaliagao dos prostanoides derivados da Ciclooxigenase-1 na contracao
do LVM e aorta

Na figura 12 A e B, podemos observar a influéncia dos prostanoides derivados
da COX-1, na hiper-reatividade do LVM e em anéis de aorta. Para investigar a
participacao dos prostanoides derivados da COX-1 na resposta contratil, utilizamos o
SC560 que é um inibidor seletivo dessa enzima.

Na figura 12 A, avaliamos a participacdo dos prostanoides na contragdo do
LVM e, como podemos verificar, a incubacdo com SC560 foi capaz de promover uma
reducao na Rmax dos animais submetidos a infusdo de Ang Il, tratados apenas com
veiculo (tabela 4). Entretanto, quando analisamos a contragdo vascular dos animais
do grupo controle e dos animais hipertensos tratados com sildenafil, verificamos que
os produtos derivados da COX-1 ndo participam na modulagdo da vasoconstricao
nesses animais, ja que nado observarmos diferenga na resposta contratil apds o
bloqueio.

Na analise da A AUC, podemos confirmar que, somente nos animais
hipertensos tradados com veiculo, ha uma participagao dos prostanoides na resposta
contratil, uma vez que eles apresentam um aumento significativo na A AUC em relagéo

aos animais do grupo controle e aos animais tratados com sildenafil. Portanto,



61

podemos afirmar que o tratamento com sildenafil foi capaz de reestabelecer a
participacado dos prostanoides derivados da COX-1 na vasoconstricdo do LVM.

Na figura 12 B, analisamos a participacao dos prostanoides derivados na COX-
1, na contracdo vascular de anéis de aorta. Apos bloqueio com SC560, observamos
reducdo da resposta contratil a FE nos animais hipertensos por infusédo de Ang II,
tratados apenas com veiculo (tabela 4), demonstrando que a COX-1 participa na
modulagdo da contracdo desses animais. Ao contrario do observado nos animais
hipertensos, ao analisarmos os animais do grupo controle e os hipertensos tratados
com sildenafil, os produtos derivados da COX-1 nao participam na modulagdo da
contracdo em anéis de aorta desses animais, uma vez que nao observamos diferenca
na Rmax apds o bloqueio.

Verificando a A AUC, observamos que os animais hipertensos tratados apenas
com veiculo apresentam um aumento quando comparados a A AUC obtida pelos
animais do grupo controle e pelos animais tratados com sildenafil, demonstrando que,
nos animais hipertensos, ha uma importante participacao dos prostanoides derivados
da COX-1 na hiper-reatividade apresentada. Diante disso, podemos inferir que o
sildenafil teve efeito sobre a COX-1, reduzindo a produgdo de prostanoides
vasoconstritores e/ou aumentando a producdo de eicosanoides vasodilatadores,
impedindo, com isso, 0 aumento da hiper-reatividade nesses animais.

Nao observamos diferenga significativa na sensibilidade dos vasos em estudo
(tabela 4).
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Figura 12. Avaliagdo da participagdo dos prostanoides derivados da COX-1 na contragéo
vascular. A) Avaliagcao do bloqueio com SC-560 no LVM. B) Avaliagao do bloqueio com SC-
560 em anéis de aorta. Os valores foram expressos como média £+ EPM (6 a 7 animais por
grupo). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA de 2 vias. *p<0,05 e **p<0,01 vs. mesmo
grupo na auséncia de inibidor.
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Tabela 4. Valores de resposta maxima (Rmax), sensibilidade (pECso) e da diferenga
da area abaixo da curva (A AUC) do LVM e de anéis de aorta antes do bloqueio e
apods bloqueio com SC-560.

Parametros Controle Ang |l Ang |l sildenafil
LVM
Rmax (mmHg)
Sem bloqueio 122+ 6 212 £ 7** 139 + 12
Com bloqueio SC- 560 104 +£9 155 + 11@@ 1309
pEC50
Sem bloqueio 3,3+0,05 3,6+0,2 3,210,2
Com bloqueio SC-560 3,5+0,1 3,6 +0,1 35+0,2
A AUC (u.a.)
SC-560 ()44 (-)104 £ 30** 14 + 4%
Aorta
Rmax (%)
Sem bloqueio 53,6 + 3,0 90,97 £ 5,7 63,02 + 3,1**
Com bloqueio SC-560 526 +6,5 65,8 £ 5,2* 615+7,7
ECso
Sem bloqueio 8,2 + 0,06 8,2+0,15 8,2+0,1
Com bloqueio SC-560 79+0,1 79+0,17 8,2+0,04
A AUC (u.a.)
SC-560 84+445 (-)108+ 11,42* 7,6 + 13#

Os valores foram expressos como média £ EPM (5 a 7 animais por grupo). *p< 0,05 e
**p<0,01 vs. Controle, #p<0,05 e #p<0,01 vs. Angiotensina Il e @@p<0,01 vs. mesmo grupo
na auséncia de inibidores.

5.4.5 Avaliagcao da ativagdao do receptor de Tromboxano A2 na resposta

contratil de anéis de aorta

Observamos, nos dados apresentados acima, que a infusdo de Ang Il aumenta
a participacéo dos prostanoides derivados da COX-1 na resposta contratil dos animais
hipertensos tratados apenas com veiculo, e que esses sao responsaveis por
promoverem aumento da vasoconstricido em anéis de aorta. Entretanto, observamos
que o sildenafil foi capaz de promover um reestabelecimento da participagao dos
prostanoides na contragcado vascular, diminuindo a hiper-reatividade, sendo que esse
efeito pode ser devido a redugdao dos prostanoides vasoconstritores e/ou  por
aumentar a sintese de prostanoides com acao vasodilatadora. Portanto, diante dessas
evidéncias, utilizamos um antagonista do receptor de TXA2 (SQ 29548), a fim de
investigar se estes prostanoides agem através da ativagdo dos receptores TXAZ2.

Como podemos observar na figura 13, o antagonismo do receptor de TXA2
reduziu a Rmax a FE somente nos animais submetidos a infusdo de Ang I, tratados
com veiculo (tabela 5), ndo promovendo alteragdo da resposta contratil dos animais
do grupo controle e dos animais tratados com sildenafil. Os resultados obtidos nos
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animais tratados com sildenafil corroboram com os observados com o bloqueio da
COX-1, uma vez que observamos que o tratamento aboliu a participacao desta via na
resposta contratil.

Na analise da A AUC, torna-se claro que os prostanoides derivados da COX-1
atuam via receptor de TXA2 para promover aumento da hiper-reatividade a FE nos
animais hipertensos que receberam apenas veiculo, pois esses animais apresentam
A AUC maior quando comparados aos animais do grupo controle e aos tratados com
sildenafil. Sendo assim, também podemos inferir que o tratamento com sildenafil
diminui, de fato, a participagao dos prostanoides derivados da COX-1, em especial via
ativacdo de receptores de TXA2 na resposta contratil a FE em anéis de aorta de

animais submetidos a infusao de Ang Il.
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Figura 13. Avaliacdo da ativagdo do receptor de Tromboxano A2 na contragdo vascular de
anéis de aorta. Os valores foram expressos como média £+ EPM (6 a 7 animais por grupo).
Para analise estatistica foi utilizada ANOVA de 2 vias. *p<0,05 e **p<0,01 vs. mesmo grupo
na auséncia de inibidor.

Tabela 5. Valores de resposta maxima (Rmax), sensibilidade (pECso) e da diferenca
da area abaixo da curva A AUC em aorta obtidos por meio de curvas concentragao
resposta de fenilefrina de animais do grupo controle, Angiotensina Il tratados com
veiculo ou sildenafil sem bloqueio e apds bloqueio com SQ 29548.

Parametros Controle Ang Il Ang Il sildenafil
Rmax (%)
Sem bloqueio 53,6 + 3,03 90,9 + 5,7** 63,02 + 3,08*

Com bloqueio SQ 29548 4408+12 61,3+73CC 54,64 + 5,1
ECso

Sem bloqueio 8,2 + 0,06 8,2+0,15 8,2+0,1
Com blogueio SQ 29548 8,3+0,17 8,3+0,25 8,2+ 0,03
A AUC (u.a.) -16,8 2,5 -89 + 6,1** 17,2 £1,5%

Os valores foram expressos como média + EPM (5 animais por grupo). **p<0,01 vs. Controle,
#5<0,01 vs. Angiotensina Il e @2p<0,01 vs. mesmo grupo na auséncia de inibidor.
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5.5 Avaliacao da producgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) no LVM e
aorta

Os niveis intracelulares de *O27, *ONOO7/*OH" e de H202 foram quantificados
pela fluorescéncia emitida pelos marcadores DHE, HPF e DCF, respectivamente. Ao
analisarmos a fluorescéncia emitida pelos marcadores de estresse oxidativo nas
células isoladas dos vasos em estudo, observamos que os animais submetidos a
infusdo de Ang Il, tratados apenas com veiculo, apresentaram um aumento
significativo, quando comparado aos animais controle (DHE: LVM +33% e na aorta
+45%, HPF: + 29% na fluorescéncia em ambos os vasos e DCF: LVM +37% e na
aorta +21%). Portanto, podemos inferir que a Ang |l promove aumento na produgéo
de ROS e, consequentemente, promove aumento do estresse oxidativo (Figura 14).

Na analise dos niveis intracelulares de O2- e *ONOO7/+OH-, observamos que o
tratamento com sildenafil promoveu reducgdo significativa por apresentar uma
diminuicao da fluorescéncia emitida pelo DHE e pelo HPF, tanto no LVM quanto na
aorta (Figura 14 A, B, D e E). Entretanto, ndo foi observado redugao dos niveis de
H202 nas células vasculares isoladas do LVM e da aorta, conforme demonstrado nos
graficos da figura 14 C e F. Diante da redugédo da fluorescéncia emitida pelos
marcadores de estresse oxidativo, podemos inferir que o sildenafil diminui a producao

de ROS e, consequentemente, reduz o estresse oxidativo.
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Figura 14. Avaliacdo da producdao ROS (¢O2, *ONOO7/-OH" e H20;) pela intensidade de
fluorescéncia emitida pelo DHE, HPF e DCF respectivamente, por citometria de fluxo. A, B e
C) Fluorescéncia emitida pelo DHE, HPF e DCF em células vasculares isoladas do leito
vascular mesentérico (LVM). D, E, F) Fluorescéncia emitida pelo DHE, HPF e DCF em células
vasculares isoladas de aorta. Os valores foram expressos em média + EPM (6 a 9 animais
por grupo). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de 1 via. *p<0,05 e **p<0,01 vs.
Controle e #p<0,05 e #p<0,01 vs. Angiotensina II.

5.6 Avaliagao dos produtos de oxidagao protéica

A analise da oxidac&do de proteinas plasmaticas foi realizada pelo ensaio do
produto de oxidagc&do proteica avangada (AOPP), sendo muito utilizado como um
indicador de estresse oxidativo. Na figura 15, podemos observar que os animais
submetidos a infusdo de Ang Il tratados apenas com veiculo, apresentam um aumento
de 50% na oxidacao das proteinas plasmaticas, quando comparados com os animais
do grupo controle. O tratamento com sildenafil promoveu uma redugéo significativa da
oxidagao de proteinas para niveis de animais do grupo controle, sendo capaz de

reduzir o estresse oxidativo sistémico nos animais tratados.
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Figura 15. Avaliagdo dos produtos de oxidagéo avangada de proteinas (AOPP) plasmatica.
Os valores foram expressos em média £ EPM (6 animais por grupo). Para analise estatistica
foi utilizada ANOVA 1 via. **p<0,01 vs. Controle e #p<0,01 vs. Angiotensina II.

5.7 Analise morfolégica dos vasos

5.7.1 Area de secgao transversa da parede vascular das artérias

Analisando a area de secc¢ao transversa da parede da artéria mesentérica de
22 ordem e da aorta dos animais hipertensos por infusdo de Ang Il, podemos observar
que os animais apresentaram um aumento da parede vascular de, aproximadamente,
2 vezes nas artérias mesentérica de 22 ordem e de1,6 vezes na aorta, ou seja, a Ang
Il promoveu uma hipertrofia da camada muscular, quando comparamos com as dos
animais do grupo controle, como podemos ver na figura 16 A e C. No grafico de barras
(Figura B e D), podemos observar que o tratamento com sildenafil reduziu de maneira
significativa a area de secgao transversa, uma vez que observamos uma redugao de
69 % hipertrofia vascular nas artérias mesentéricas de 22 ordem e de 39% na parede
da aorta.
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Figura 16. Avaliacdo da seccéo transversal da parede vascular com Hematoxilina e Eosina.
A e B) Cortes transversais de artérias mesentéricas de 22 ordem e aorta, respectivamente. C
e D) Grafico de barras da area de secgao transversa da parede vascular. Os dados foram
expressos como média + EPM. **p<0,01 vs. Controle e #p<0,05 vs. Angiotensina II.
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5.7.2 Anadlise da superficie endotelial das artérias

Utilizamos a microscopia eletrénica de varredura para avaliar a integridade
endotelial e, analisando as imagens tipicas da artéria mesentérica de 22 ordem (Figura
17 A e B) e da aorta (Figura 18), observamos que a Ang Il promoveu uma reducéo
marcante na espessura da camada endotelial, ja que as células endoteliais estdo mais
isoladas, quando comparadas aos respectivos vasos dos animais controle. O
tratamento com sildenafil foi capaz de reverter o dano na superficie endotelial,
promovendo uma reestruturagao das células endoteliais na artéria mesentérica e na

aorta dos animais tratados.

A Controle Ang I Ang Il sildenafil

-

Figura 17: Fotos tipicas da superficie endotelial de artérias mesentéricas (22 ordem) por
microscopia eletrbnica de varredura. A) Imagens com um aumento de 1000x. B) A imagem foi
ampliada 4x.

Controle Ang Il Ang II-Sil

Figura 18. Fotos tipicas da superficie endotelial de aorta por microscopia eletrénica de
varredura. As imagens foram obtidas em aumento de 600x e depois multiplicado por 2.
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6. DISCUSSAO

Os niveis plasmaticos de Ang Il aumentados foram responsaveis por promover
alteragdes morfofuncionais importantes em 6rgaos alvo que compdem o sistema
cardiovascular, como o aumento significativo da PA, a hipertrofia cardiaca e também
demonstramos que a infusao crénica de Ang Il induziu a disfungao endotelial em vasos
de resisténcia e de condutancia. Com tudo isso, nosso interesse foi avaliar os efeitos
do tratamento crénico com inibidor da PDES5, nas alteragdes vasculares promovidas
pelo aumento da Ang Il e por quais vias este farmaco poderia promover seus efeitos
benéficos. De maneira significativa, podemos verificar que o sildenafil foi capaz de
reverter o aumento da resposta contratil nos animais hipertensos, tanto no LVM como
em anéis de aorta, e um dos principais mecanismos pelos quais podemos verificar a
melhora da funcdo vascular foi o equilibrio na producdo de ROS/NO e de
prostranoides com potencial vasoconstritor e vasodilatador, além de uma menor
ativagcao de receptores de TXA2 em anéis de aorta.

No presente estudo, observamos que a intervengdo farmacolégica com
sildenafil, além de restaurar a fungéo endotelial, foi capaz de reduzir significativamente
a PA, a hipertrofia cardiaca, o estresse oxidativo sistémico e intracelular e a hipertrofia
vascular apresentada pelos animais hipertensos, possibilitando ainda uma
reorganizagdo das células endoteliais presente no vaso. Parte desses resultados
justifica-se pela capacidade do sildenafil de reduzir os niveis plasmaticos de Ang ll,
conforme apresentado em nossos resultados. Diante disso, consideramos que o
sildenafil apresenta, de fato, potencial efeito anti-hipertensivo, podendo ser usado
principalmente como um coadjuvante no tratamento de pacientes que apresentam
hipertenséo resistente. E importante ressaltar que o medicamento j& esta disponivel
no mercado, portanto, os parametros farmacodindmicos e farmacocinéticos sdo bem
estabelecidos, entdo a investigagdo de novas aplicabilidade para o uso do
medicamento s&o extremamente validas.

A dose do sildenafil utilizada foi de 40mg/Kg/dia, de acordo com estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa, que tem avaliado os efeitos pleiotropicos do
sildenafil na hipertensao renovascular (Dias et al., 2014a; Dias et al., 2014b; Fahning
et al., 2015) em animais ateroscleréticos (Balarini et al., 2013; Rodrigues et al., 2013;
Leal et al., 2015; Bernardes, et al., 2016; Leal et al., 2017), em animais com lesao

renal aguda (De Almeida et al., 2016). Além disso, esta mesma dose também foi
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utilizada por outros grupos de pesquisa (Guimaraes et al., 2013; Guimaraes et al.,
2015; Socala et al., 2016). Apesar de existirem estudos que utilizaram dose de 100
mg/Kg/dia de sildenafil (Bilavacqua et al., 2009; Thieme et al., 2017), a dose utilizada
em camundongos no presente estudo (40 mg/Kg/dia) € compativel com a dose que
poderia ser utilizada em futuros ensaios clinicos, uma vez que corresponde a uma
dose de 227 mg em um ser humano com peso corporal de 70 Kg (Reagan et al., 2008;
Nair et al., 2016). Sendo assim, a dose apresentada neste estudo pode ser utilizada
por seres humanos, validando uma possivel aplicagao translacional de nossos
resultados.

Inicialmente, os animais apresentavam peso corporal semelhante, entretanto,
28 dias ap6s a indugao da hipertensao por infusdo de Ang Il, observamos que os
animais hipertensos apresentaram perda de peso. Na literatura, observa-se que a
administracao cronica de Ang Il promove perda de peso por diminuir a ingestdo de
comida (Cabassi et al., 2005, Brink et al., 1996), por estimular o SNA, por estimular a
lipdlise e por ter propriedade termogénica (Cassis et al., 2004), confirmando, dessa
forma, que os efeitos da Ang Il a nivel cerebral sdo importantes (Huber et al., 2017).
O tratamento com sildenafil ndo foi capaz de impedir a perda de peso dos animais
tratados.

Durante o tratamento, observamos que os animais hipertensos apresentaram
polidipsia, em concordancia com a literatura, uma vez que a Ang Il consegue
atravessar a barreira hematoencefalica e atuar em receptores AT1, localizados em
areas cerebrais especificas que atuam no controle da sede e que sido sensiveis a
estimulos humorais associados a desidratagéo celular e extracelular (Johnson et al.,
2003). Ao mesmo tempo, a Ang Il induziu poliuria, aumentando em 2,5 vezes o volume
urinario dos animais submetidos a infusdo de Ang Il, quando comparados aos animais
normotensos.

Khan e colaboradores (2016) demonstraram que niveis aumentados de Ang lI
resultam em aumento do influxo de calcio em varios tipos de células renais, em
liberagao de acido araquidénico (AA) e em geracgao de eicosanoides, que favorecem
0S mecanismos pro-hipertensivos renais e que contribuem para disfungao renal, para
inflamacé&o e para lesdo de érgéos-alvo. No ano anterior (2015), esse mesmo grupo
demonstrou que a liberagcdo de AA, através da ativagao da fosfolipase A2 (cPLA2a)
induzida por Ang Il, € uma etapa limitante na biosintese dos eicosanoides e

determinante para os efeitos cardiovasculares (Khan et al., 2015). Outro estudo
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também demonstrou que a ativagcdo do citocromo P450 1B1, que € expressa em
tecidos do sistema cardiovascular e renal, pode metabolizar diversos metabdlitos,
inclusive o AA, contribuindo para disfuncao renal, associada a hipertensao induzida
por Ang Il pela geracdo de ROS em camundongos (Jennings et al., 2012). Entretanto,
o tratamento com sildenafil foi capaz de promover apenas uma tendéncia em reduzir
a ingestdo de agua, mas sem efeitos no volume urinario diario.

No presente estudo, os animais submetidos a infusao de Ang Il atingiram niveis
elevados de PA e o tratamento crénico com sildenafil foi capaz de reduzir em
aproximadamente 13% (- 23 mmHg) os niveis de PAS, demonstrando, entéo,
potencial efeito terapéutico sobre a hipertenséo. Niveis elevados de PA atingem um
numero significativo de individuos e podem acarretar em consequéncias drasticas,
podendo até mesmo levar a morte, sendo assim nosso resultado podera ter grande
impacto na clinica médica, contribuindo para reducado dos riscos de morbidade ou
mortalidade.

A reducédo de PA corrobora com trabalho desenvolvido por Thieme e por
colaboradores (2017), que utilizaram a dose de 100 mg/Kg/dia de sildenafil, por um
periodo de 7 dias, e verificaram reducdo da PA em animais hipertensos por infusdo
de Ang Il. Essa diminuig¢do foi associada ao aumento na via de sinalizagdo NO/GMPc.
A reducao da PA também foi observada em trabalhos desenvolvidos anteriormente
por nosso grupo de pesquisa (Dias et al., 2014a e b; Fahning et al., 2015) e também
com trabalho realizado por Guimardes e colaboradores (2013). Nesses nestes
trabalhos citados acima, a reducdo da PA em animais 2R1C tratados com sildenafil
foi associada principalmente ao efeito antioxidante do farmaco. Cavalcanti e
colaboradores (2016) demonstraram que o sildenafil foi capaz de reduzir a PA de ratos
2R1C e verificaram que o tratamento melhorou o desbalanco autonédmico, aumentou
a sensibilidade baroreflexa no controle da PA e reduziu o estresse oxidativo sistémico.

Em um estudo, Santa Catharina e colaboradores (2016) constataram redugao
da PA em pacientes com hipertensao resistente utilizando uma dose de sildenafil
equivalente a utilizada no presente estudo. Portanto, os dados experimentais e
clinicos demonstram o efeito anti-hipertensivo do sildenafil e sugerem que o inibidor
da PDES5 pode representar uma opcao terapéutica para tratamento da HA ou ser um
importante coadjuvante no tratamento de pacientes com hipertensao resistente.

Outro dado importante obtido em nosso estudo, que corrobora com a

diminuicdo da PAS, foi a reducgao significativa de 28% dos niveis plasmaticos de Ang
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Il em relagdo aos animais que receberam apenas veiculo, considerando que a Ang Il
tem potente efeito vasoconstritor, sendo o principal peptideo do SRAA responsavel
por aumentar a PA. Assim, podemos inferir que a redug¢ao dos niveis plasmaticos de
Ang Il foi um dos mecanismos pelos quais o sildenafil foi capaz de reduzir a PA, esse
dado esta de acordo com o que foi observado por Dias e colaboradores (2014), que,
na ocasido, utilizaram camundongos 2R1C tratados com sildenafil e observaram
reducao dos niveis de Ang Il em comparagdo com os animais hipertensos nao
tratados.

Outro efeito importante de niveis elevados de Ang Il sobre o sistema
cardiovascular é a indugdo da hipertrofia cardiaca, condigdo comum em pacientes
hipertensos, ocasionada pelo aumento da pés-carga e/ou aumento da ativacdo do
simpatico (Campagnaro et al., 2012; Gonzalez et al., 2016). Além disso, deve-se levar
em consideragao que a hipertensao e a hipertrofia cardiaca sao os principais fatores
para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca, uma vez que induz ao
remodelamento cardiaco, que é considerado um marco para o mau prognéstico dos
pacientes hipertensos. Sendo assim, intervengdes terapéuticas que diminuem a
hipertrofia ventricular esquerda e o remodelamento estdo associadas a redugao da
mortalidade, com consequente aumento da expectativa de vida desses pacientes
(Devereux et al., 2004; Wachtell et al., 2007; Westermann et al., 2012). Neste estudo,
verificamos que o tratamento com sildenafil foi capaz de promover uma diminui¢cao
significativa da hipertrofia cardiaca observada nos animais hipertensos.

Em 2007, Nagendran e colaboradores demonstraram que, em ratos com
hipertrofia ventricular direita, ocorre upregulation da PDES5 e a inibicao dessa enzima
promove aumento do GMPc no miocardio, e isso promove a inibicado da PDES3,
possibilitando assim, o aumento de AMPc, que ira favorecer a ativacédo da PKA e,
consequentemente, elevacdo dos niveis de calcio intracelular, contribuindo para o
aumento da contratilidade. Portanto, a utilizagcdo do inibidor da PDE5 tornou-se uma
estratégia farmacoldgica interessante em condi¢des de hipertrofia ventricular.
Westermann e colaboradores (2012) realizaram o tratamento com sildenafil em
camundongos com insuficiéncia cardiaca induzida por infusdo de Ang Il e verificaram
que o sildenafil restaurou 0 RNAmM e a expressdao de PKG1a (que encontrava-se
reduzida pela infusdo de Ang Il) e de PDES (que estava aumentada por infusao de
Ang 1), com isso observaram redugao da hipertrofia cardiaca e melhora na disfungao

ventricular (Westermann et al., 2012).
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Em trabalho realizado, Patrucco e colaboradores (2014), utilizando doses
diferentes de Ang Il (2 mg/kg/dia, durante 7 dias) e de sildenafil (principio ativo
dissolvido na agua de beber, dose ~60 a 100 mg/kg/dia), demonstraram que o
tratamento teve um efeito modesto na reducdo da hipertrofia cardiaca em
camundongos submetidos a infusdo de Ang Il, uma vez que o sildenafil n&o reduziu o
aumento do tamanho de cardiomiécitos ou dos marcadores hipertréficos de midcitos,
entretanto, foi capaz de promover uma reducgéao significativa da fibrose, com redugéo
de colageno I, de fibronectina 1, do fator de transformacéao do crescimento beta (TGF-
B) e do fator de crescimento do tecido conjuntivo.

McKinsey e Kass (2007) descreveram que o aumento de GMPc e a ativacao
de PKG, promovidos pela inibicdo da PDE5, sdo os principais mecanismos para o
sucesso da terapia com sildenafil e, considerando o amplo conhecimento clinico e as
evidéncias de seguranca dos inibidores da PDESA, além da facil adesdo ao
tratamento pela forma farmacéutica disponivel, a utilizacdo deste medicamento pode
ser de fato uma estratégia terapéutica importante para a insuficiéncia cardiaca crénica
e para a hipertrofia cardiaca causadas por niveis pressoéricos elevados em humanos
(Guazzi et al., 2007; Schwartz et al., 2012).

Os mecanismos fisiopatologicos que contribuem para o aumento da PA,
causando a HA, sao complexos e envolvem diversos sistemas bioldgicos, sendo que
o sistema cardiovascular tem extrema importancia e exibe alteracdes caracteristicas,
como remodelamento arterial, inflamacgao vascular e disfungédo endotelial (Vanhoutte
et al., 2009, Savoia et al., 2011, Montezano et al., 2014). A disfungao endotelial pode
promover diversas complicagdes na hipertensdo porque o endotélio ndo regula
somente o tbnus - através da liberacao de fatores vasoconstritores e vasodilatadores
- e a estrutura vascular, mas também exerce efeitos anti-inflamatérios e
antitrombdéticos, sendo que alguns desses efeitos sdo, em parte, mediados pelo NO
derivado do endotélio (Landmesser, Drexler, 2007). Os desequilibrios desses fatores
favorecem a perda de integridade da monocamada endotelial e podem variar de
acordo com o tipo e com a duracao da hipertensao desenvolvida e também com o leito
vascular a ser investigado (Tang, Vanhoutte, 2010, Xiao et al., 2014).

Atualmente, sabe-se que as alteragdes nas células endoteliais € no musculo
liso vascular sao influenciadas de maneira significativa pelo aumento do estresse
oxidativo, ou seja, pelo desbalango entre ROS/NO e pelo aumento na producao de

citocinas inflamatorias. Essas alteragbes, em conjunto, provocam diferentes doencgas
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cardiometabdlicas (Xu, et al., 2009, Vukelic, Griendling, 2014, Crowley, 2014, Vasquez
et al., 2016) e sao consideradas como causa e como consequéncia da PA elevada,
portanto, s&o alvos de terapia anti-hipertensivas (Montezano et al., 2015).

Na hipertensao, existem diferentes receptores e moléculas de sinalizacao
envolvidos na hipercontratilidade ou na reduc¢ao da vasodilatagdo, atuando de maneira
prejudicial e afetando a estrutura e as propriedades mecanicas dos vasos (Avendafo
et al., 2014). Considerando que a Ang |l tem grande influéncia sobre o tdbnus vascular
e que muitos modelos de hipertensdo sdo com base na elevagao crbnica dos niveis
de Ang Il, no presente estudo, utilizamos o modelo de hipertensao induzida por infus&o
de Ang Il por um periodo de 28 dias, objetivando avaliar os efeitos do tratamento
crénico com sildenafil, principalmente na disfungao endotelial observada neste modelo
em vasos de resisténcia e de condutancia e por quais possiveis vias o sildenafil estaria
atuando.

Neste trabalho, observamos que a infusdo de Ang Il promoveu hiper-
reatividade a NOR no LVM e a FE em anéis de aorta, com um aumento significativo
da Rmax (+70%) em ambos os vasos. Contudo, o tratamento com sildenafil foi capaz
restaurar a fungéo vascular, reduzindo a Rmax para valores iguais aos apresentados
por animais controle. A novidade do presente estudo € que a restauracédo da funcao
endotelial dos vasos de resisténcia e de condutancia foi possivel pela capacidade do
tratamento com sildenafil promover um equilibrio entre ROS/NO e na produgao de
prostanoides vasoconstritores e vasodilatadores com menor ativacido de receptores
de TXA2 em anéis de aorta.

Kopf e colabodores (2018) também observaram aumento da reatividade
vascular a NOR em anéis de aorta de animais submetidos a infusdo de Ang Il e
descreveram que a resposta pressora da Ang Il, em parte, € mediada por agdes do
peptideo no SNC (Buggy et al., 1977) e que a hipertensao induzida pela Ang Il, a longo
prazo, pelo menos em parte, acontece devido a um aumento da atividade nervosa
simpatica periférica (Severs, Daniels-Severs 1973; Luft et al., 1989; Cox, Bishop 1991;
Xue et al., 2012). Avendaio e colaboradores (2014) também observaram aumento
da resposta contratil em animais hipertensos por infusdo de Ang Il e demonstraram
que, nesses animais, ocorre uma diminui¢ao da fosforilagdo de Akt e uma redugao na
expressao de eNOS, portanto, relacionaram o aumento da vasoconstricdo a uma

menor biodisponibilidade de NO.
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Em estudo realizado, Gomolak e colaboradores (2014) verificaram que a
hipertensdo e a disfungdo endotelial promovida pela Ang Il é dose dependente e
constataram que o aumento da PA esta correlacionado ao aumento de interleucina 6
(IL-6), ao acumulo de macréfago no vaso e ao prejuizo no relaxamento da carétida.
Sabe-se que os niveis aumentados de IL-6 promovem ativacao do transdutor de sinais
e ativador de transcricido, que, por sua vez, diminui a atividade e a expressdo de eNOS
(Saura et al., 2006). Além disso, a IL-6 favorece ao aumento da expressédo de AT1 em
células musculares e promove aumento do estresse oxidativo, contribuindo para a
disfungao endotelial promovida pela Ang Il, principalmente por aumentar a sintese de
*O2 (Rajagoplan et al., 1996, Han et al., 1999, Wassmann et al., 2004, Didion et al.,
2005, 2009; Schrader et al., 2007).

Outros estudos correlacionam o prejuizo da fungdo endotelial ao aumento da
producdo de ROS, sendo produzidas especialmente por aumento da atividade da
NADPH oxidase e por desacoplamento da eNOS (Drummond & Sobey, 2014,
Galouganhi et al., 2014). Alguns trabalhos tém demonstrado que a Ang Il é capaz de
estimular PDEs, favorecendo a degradagao de GMPc e de AMPc, que sao segundos
mensageiros com um importante papel na fungéo vascular (Westermann et al., 2012,
Bilavacqua et al., 2009; Gebska et al., 2011). Utilizando o modelo de hipertensao
2R1C, nosso laboratério demonstrou que niveis aumentados de Ang Il provocaram
remodelamento vascular, bem como aumento na resposta contratii de vasos
resisténcia, sendo o aumento do estresse oxidativo um dos principais mecanismos
para a disfungao endotelial (Arruda et al., 2005, Nogueira et al., 2007, Fahning et al.,
2014).

Em nossos experimentos, a hiper-reatividade a NOR e a FE, induzida pela Ang
1, foi revertida apds o bloqueio da NADPH oxidase com apocinina, no LVM e em anéis
de aorta dos animais hipertensos tratados apenas com veiculo. Ja em animais
tratados com sildenafil, o bloqueio da NADPH oxidase ndo promoveu alteragcoes na
resposta contratii do LVM, uma vez que a hiper-reatividade a NOR havia sido
totalmente abolida. Entretanto, quando avaliamos o bloqueio da NADPH oxidase em
anéis de aorta, observamos uma reducado na resposta contratil, apesar da hiper-
reatividade ja ter sido revertida quando comparamos a contragdo obtida nos animais
do grupo controle.

A participacdo do NO na resposta vascular foi avaliada por meio do bloqueio

nao seletivo da eNOS, com LNAME, e foi possivel observar que a inibicdo da sintese



78

do NO promoveu efeitos opostos nos dois grupos de animais hipertensos. No grupo
de animais que receberam apenas veiculo, observamos uma reducgao significativa da
resposta contratil, indicando que a eNOS estava promovendo aumento da contracéo
nestes animais. Nosso dado corrobora com alguns estudos que mostram que a Ang Il
pode induzir a sintese de *O2" por promover o desacoplamento da eNOS, reduzindo a
sintese de NO (Saura et al., 2014, Gonzalez-Vicente et al., 2016), e também pela
reacdo do NO com <Oz, que estd sendo produzido em quantidade excessiva,
resultando na formacdo de °<ONOO-, que €& uma molécula potencialmente
vasoconstritora. O contrario foi observado nos animais do grupo tratado com sildenafil,
uma vez que, apos bloqueio com LNAME, observamos um aumento da reatividade
vascular, quando foram feitas as curvas com agonistas adrenérgicos, indicando que a
inibicdo da PDES5 pode favorecer a atividade normal eNOS, produzindo seu principal
produto, o NO, que é um importante vasodilatador, este efeito também foi descrito em
outros trabalhos (Nagayama et al., 2009, Vasquez et al., 2016). Portanto, o aumento
da biodisponibilidade do NO e A reducao na producdo de *ONOO- explica, pelo menos
em parte, a redugao da hiper-reatividade apresentada pelos animais tratados com
sildenafil.

Os prostanoides derivados do acido araquidénico assumem um papel
importante na regulagéo local do ténus vascular, tanto em situagdes fisioldgicas
quanto em estados patolégicos, e evidéncias indicam que o TXA2 participa tanto no
desenvolvimento quanto na manutencdo da hipertensao arterial. Além disso, as
pesquisas demonstram que as ROS podem estimular a COX-1 presente no musculo
liso vascular, favorecendo a sintese de prostanoides que, por sua vez, ativam
receptores de tromboxano, (Tang, Vanhoutte, 2009), além de diminuir a
disponibilidade do NO, modulando de maneira indireta o tonus vascular (Paravicini &
Touyz, 2008). Para confirmar esta hipotese em nosso modelo experimental,
realizamos o bloqueio da COX-1 com SC-560, no LVM e em anéis de aorta e
observamos, de fato, que nos animais hipertensos, temos uma influéncia significativa
dos prostanoides derivados da COX-1 na hiper-reatividade vascular, tanto no LVM
quanto em anéis de aorta.

Afim de verificar se os prostanoides derivados da COX-1 estariam atuando
através de receptores de TXA2, promovendo aumento da resposta contratil, utilizamos
o0 SQ29458 em anéis de aorta, verificamos que o antagonismo do receptor de

tromboxano reverteu a hiper-reatividade apresentada pelos animais hipertensos por
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infusdo de Ang Il, tratados apenas com veiculo. Entretanto, nos animais hipertensos
tratados com sildenafil, ndo observamos diferenca na resposta contratil dos vasos,
quando realizamos o bloqueio com SC-560 e com o antagonista do receptor TXA2.
Estudos demonstram que os prostanoides vasoconstritores podem promover um
Upregulation da NADPH oxidase, diminuindo consequentemente a biodisponibilidade
de NO e a vasodilatagdo (Leal et al., 2017; Ellinsworth et al., 2014), contudo,
observamos que o tratamento com sildenafil foi capaz de promover restauracdo da
funcdo endotelial e, nos animais tratados, tivemos reducdo da participagdo dos
prostanoides na contracdo vascular, sendo esse um importante mecanismo para
reducao da hiper-reatividade aos agonistas adrenérgicos.

Kiss e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos do sildenafil na hipertensao
pulmonar e descreveram que os niveis elevados de GMPc, principalmente através da
ativacdo de uma proteina G (Marathe et al., 2012), sdo capazes de diminuir a ativagéao
de MAPK e a translocagcdo de NF-kB, considerando esses efeitos benéficos
independentes ou adicionais ao seu principal efeito vasodilatador.

Corroborando com nossos dados discutidos acima e com a hipotese de que o
excesso de ROS provocam aumento da resposta contratii dos vasos - quando
submetidos aos agonistas adrenérgicos -, observamos niveis aumentados de ROS
(*O27, H202 e *ONOO/OH"), quando analisamos os niveis intracelulares através da
citometria de fluxo. Diante dos resultados obtidos, verificamos que o tratamento com
sildenafil reduziu a produgdao de *O2” e de *ONOO7/OH-, sendo esse um dos
mecanismos pelos quais os animais tradados apresentaram resposta contratil igual a
de animais controles, isso foi observado no LVM e em anéis de aorta. Trabalhos
realizados por nosso grupo de pesquisa, que utilizaram outros modelos de estresse
oxidativo, demonstraram o efeito antioxidante do sildenafil, prevenindo dano ao DNA
do figado e de células mononucleares (Rodrigues et al., 2013) e também a
restauracdo da funcédo endotelial de aorta de camundongos ateroscleroticos, por
diminuir a atividade da NADP(H) oxidase e aumento da biodisponibilidade de NO
nesses animais (Balarini et al., 2013).

Outros trabalhos também demonstraram que o sildenafil tem efeito
antioxidante, sendo capaz de inibir a NADPH oxidase (Luo et al., 2011, Guimaraes et
al., 2013, Musicki et al., 2014). Em trabalho realizado, Koupparis e colaboradores
(2005) demonstraram que o aumento de GMPc, promovido pela inibicdo da PDES5,

inibiu a atividade e a expressao da NADPH oxidase, principalmente da subunidade
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p47phox, com isso, reduziu a producdo de ROS e consequentemente aumentou a
biodisponibilidade do NO.

Alteracoes estruturais induzidas pela HA, em resposta a estimulos mecanicos
e humorais, sdo bem descritas na literatura (Korsgaad & Mulvany, 1988, Parker et al.,
1998, Intengan et al.,1999, Prasad et al., 2016, Martinez-Revelles et al., 2017). Essas
alteracdes, conhecidas como ‘“remodelamento”, sdo consideradas um processo
complexo que pode envolver um aumento (hipertrofia), uma diminuigéao (hipotrofia) ou
uma reorganizacgao (eutrofia) dos componentes da parede do vaso (Mulvany, 2002).
E importante considerar o trabalho pioneiro de Folkow, no modelo SHR, que
demonstrou que a alteragdo morfolégica do vaso antecede a resposta vascular
alterada, bem como o aumento sustentado da PA (Folkow, 1975).

Neste estudo, observamos que os animais hipertensos por infusdo de Ang Il
apresentaram aumento na area seccido transversa e as células endoteliais
apresentaram-se mais isoladas. Esses achados corroboram com pesquisas que
demonstraram que a hipertensao crénica favorece as alteracdes vasculares, sendo
que o aumento de Ang Il esta associado ao processo de remodelamento e tem sido
diretamente correlacionado com eventos cardiovasculares adversos em pacientes
com hipertensdo. Sendo assim, estudos que investigam tratamento para essas
condig¢des tém grande relevancia clinica (Nogueira et al., 2007, 2015, Potthoff et al.,
2016, Prasad et al., 2016, Kopf et al., 2018).

Muitos fatores tém sido propostos para explicar as alteracdes vasculares que
ocorrem na hipertensédo, sendo o aumento dos niveis de Ang Il um dos principais
estimulos para o crescimento da camada média dos vasos e pode envolver processo
de hipertrofia ou hiperplasia das CML vascular (CMLV), assim como aumento na
deposicao de proteinas da matriz extracelular (Intengan & Schiffrin, 2000, Korsgaad
& Mulvany, 1988). Sabe-se que as proteinas da matriz extracelular, tais como o
colageno e a elastina, além de estarem envolvidas na modulagéo estrutural das
artérias, também regulam as propriedades mecéanicas do vaso (Briones, Arribas,
Salaices, 2010).

De fato, a Ang Il, além de contrair as CMLV, tem a capacidade de promover
muitos processos nos tecidos que compdem o sistema cardiovascular, incluindo
crescimento celular, migracao, diferenciacdo e apoptose (Touyz, 2005). Um estudo
desenvolvido por Briones e colaboradores (2009) utilizando animais submetidos a

infusdo de Ang Il e tratados com atorvastatina, observaram diminuicdo do estresse



81

oxidativo, com reducido da expressdo da subunidade NOX-1 da enzima NADPH
oxidase e do colageno nas artérias mesentéricas, sem redugdo da PA elevada
induzida por Ang Il, demonstrando que os alguns danos promovidos pela Ang Il s&o
devidos a producao de ROS.

Em estudo realizado, Potthoff e colaboradores (2016) demonstraram que os
danos cardiovasculares provocados por aumento da Ang Il sdo mediados pela
ativacao da p38 MAPK, que desempenha um papel crucial no aumento da PA e no
remodelamento vascular. Utilizando animais hipertensos por infusdo de Ang Il e
tratados com inibidor da p38 MAPK, observaram reducéo da hipertrofia vascular, com
uma reducéo significativa na expressao de metaloproteinases (MMP1 e MMP9) em
aorta, promovendo um efeito importante, uma vez que as metaloproteinases
participam do processo de deposigdo de colageno, favorecendo a fibrose e ao
aumento da rigidez arterial, causando, consequentemente, aumento da PA (Thomas,
Newby, 2009, Dayer, Stamenkovic, 2015, Potthoff et al., 2016).

Em nosso estudo, verificamos que o tratamento com sildenafil reduziu a area
de seccéo transversa induzida pela Ang Il e promoveu uma reestruturagao das células
endoteliais em vasos de resisténcia e de conduténcia. Parte desses efeitos estdo
relacionados com a redugao significativa na produ¢ado de ROS (+Oz2", *ONOO7/+OH"),
que se encontram aumentadas nos vasos dos animais hipertensos tratados apenas
com veiculo, diminuindo, portanto, o efeito de ROS sobre a artéria mesentérica e a
aorta reduzindo, consequentemente, os efeitos deletérios da Ang Il. Esses resultados
corroboram com dados publicados anteriormente por nosso grupo de pesquisa em
gue observaram menor produgédo de ROS no LVM de camundongos 2R1C e em aorta
de camundongos ateroscleroticos tratados com sildenafil (Dias et al., 2014b; Balarini
et al., 2013).

Em trabalho desenvolvido, Guimardes e colaboradores (2013 e 2015)
observaram que o tratamento com sildenafil promoveu reducédo da area de secgao
transversa e de deposicao de colageno em aorta de ratos 2R1C, por diminuir a
expressao de TGF-B e de metaloproteinases (MMP-2), e ainda diminuiu a atividade
da NADPH oxidase e da MMP-2. Além disso, os pesquisadores destacaram o efeito
antioxidante do sildenafil, uma vez que diminuiu a produ¢do de ROS. Em estudo
realizado por Fahning e colaboradores (2015), observou-se que o tratamento com
sildenafil em camundongos com hipertensdo renovascular promoveu aumento do

numero de células endoteliais em artéria mesentérica, quando realizaram a marcacgao
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com um anticorpo especifico (CD31+), e também que, nas artérias de 22 ordem, havia
um maior numero de células endoteliais presentes no vaso, quando visualizaram por
microscopia eletrénica de varredura.

Nosso estudo demonstrou que o tratamento crénico com sildenafil foi capaz de
restaurar a fungao endotelial e de promover alteragdées importantes na morfologia de
vasos de resisténcia e de condutancia na hipertensdo induzida por Ang Il. Esses
resultados tém relevancia, uma vez que ajudam a validar a utilizagdo clinica do
sildenafil como coadjuvante no tratamento de disfungdes vasculares observadas em
diversas doengas cardiovasculares. Entretanto, sdo necessarios estudos clinicos
capazes de avaliar os efeitos benéficos do sildenafil nas altera¢gdes morfoldgicas e na

disfuncao vascular de pacientes hipertensos.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o tratamento crdonico com sildenafil foi
capaz de reduzir a PAS, a hipertrofia cardiaca e de restaurar a funcdo endotelial de
vasos de resisténcia e de condutancia, por uma diminui¢ao significativa do estresse
oxidativo. Além disso, gerou alteragbes morfoldgicas importantes, como redugéo da
hipertrofia vascular e uma reorganizagdo das células endoteliais de animais
hipertensos por infusdo de angiotensina Il.

Os beneficios cardiovasculares promovidos pelo inibidor PDE5 parecem ser
devidos, pelo menos em parte, a redugao dos niveis de angiotensina Il e da produgéo
de ROS, possibilitando um equilibrio entre ROS/NO, apresentando um potente efeito
antioxidante, e a promogao do equilibrio na sintese de prostanoides vasoconstritores
e vasodilatadores e reducao da ativacdo de receptores de TXA2 em anéis e aorta.
Com isso, podemos inferir que o tratamento reduziu a sintese de agentes
vasoconstritores e aumentou a biodisponibilidade do NO, portanto, o sildenafil parece
ser, de fato, uma estratégia promissora para atuar como coadjuvante no tratamento
da hipertensdo arterial, principalmente quando houver a ativacido do sistema da
angiotensina-renina, especialmente para o tratamento de pacientes com hipertensao

resistente.
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