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RESUMO

ARAUJO, Victor Hugo Vieira de Oliveira. Avaliagao dos efeitos do citrato de
sildenafila na morfologia e no estresse oxidativo do cértex da glandula adrenal
em animais espontaneamente hipertensos. 2019. 67 f. Dissertagéo (Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A hipertensao essencial € um grande problema de saude publica ho mundo.
O modelo animal mais adequado para o estudo desta enfermidade é o Rato
Espontdneamente Hipertenso (SHR). A hipertensao esta associada ao aumento de
espécies reativas de oxigénio, capazes de se combinar com componentes celulares
provocando danos estruturais. O citrato de sildenafila é um inibidor da
fosfodiesterase 5 que permite o prolongamento do estimulo dilatador pelo 6xido
nitrico, auxiliando na manutencdo do ténus vascular. O objeto de estudo deste
trabalho € a zona glomerulosa da glandula adrenal, pois ela € responsavel pela
produgao dos horménios que atuam na reabsor¢céo do sédio. Todos os hormdnios
esterdides da adrenal sao produzidos pela mitocondria, que sofre diretamente com
os danos causados pelo estresse oxidativo. Por isso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteragées morfoldgicas e o estresse oxidativo em animais hipertensos,
comparados aos animais hipertensos tratados com citrato de sildenafila. Durante os
30 dias de experimento foram utilizados 32 ratos com vinte semanas de idade, 16
SHR e 16 Wistar kyoto que receberam gavagem orogastrica diariamente e foram
submetidos a pletismografia da artéria caudal semanalmente. Inicialmente,
avaliamos uma diminuicao da espessura da zona glomerulosa no grupo SHR, que
foi revertido através da proliferacdo celular no grupo tratado. A expressédo da
Superoxido dismutase (SOD) estava elevada durante a hipertensao e o tratamento
reduziu sua expressao. Ja a enzima catalase nao apresentou altos niveis de
expressao no grupo SHR, o que pode ter acontecido pela exaustao da proteina. A
deteccao de citocromo C, assim como da proteina pro-apoptotica Bax foram maiores
no grupo hipertenso, indicando o processo apoptotico das células da zona
glomerulosa neste grupo. O tratamento com citrato de sildenafila teve um efeito
protetivo, reduzindo a expressdo destas proteinas. Na analise da biogénese
mitocondrial, foi observado que o citrato de sildenafila estimulou a sintese de PGC1a
nos animais tratados. Na avaliacado ultraestrutural das células da zona glomerulosa,
observamos mitocondrias com poucas cristas no grupo SHR, enquanto nos tratados
as cristas estavam tubulares e bem preservadas, além de terem um maior numero
de granulos de secregao no citoplasma. Esses resultados indicam que o citrato de
sildenafila pode atenuar os efeitos do estresse oxidativo na zona glomerulosa da
adrenal na hipertenséo.

Palavras-chave: Hipertensdo. Hipertensdo essencial. SHR. Estresse oxidativo.

Citrato de sildenafila.



ABSTRACT

ARAUJO, Victor Hugo Vieira de Oliveira. Evaluation of the effects of sildenafil on
the morphology and oxidative stress on adrenal gland cortex in spontaneously
hypertensive animals. 2019. 67 f. Dissertacao (Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Essential hypertension is a major public health problem in the world. The most
appropriate animal model for the study of this disease is the Spontaneously
Hypertensive Rat (SHR). Hypertension is associated with the increase of reactive
oxygen species, capable of combining with cellular components causing structural
damage. Sildenafil citrate is an inhibitor of phosphodiesterase 5 that allows dilator
stimulus prolongation by nitric oxide, helping to maintain vascular tone. The object of
this study is the glomerular zone of the adrenal gland, because it is responsible for
producing hormones that act on sodium reabsorption. All adrenal steroid hormones
are produced by mitochondria, which suffers directly with the damage caused by
oxidative stress. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
morphological changes and oxidative stress in hypertensive rats compared to
hypertensive rats treated with sildenafil citrate. During the 30-day experiment 32
twenty-week-old rats, 16 SHR and 16 Wistar kyoto who received orogastric gavage
daily were submitted to caudal artery plethysmography weekly. Initially, we
evaluated a decrease in the thickness of the glomerular zone in the SHR group,
which was reversed through cell proliferation in the treated group. Expression of SOD
was elevated during hypertension and the treatment reduced its expression.
However, the catalase enzyme did not present high levels of expression in the SHR
group, which may have occurred due to the exhaustion of the protein. The detection
of cytochrome C, as well as the pro-apoptotic protein Bax were higher in
hypertensive patients, indicating the apoptotic process of the glomerular zone cells of
this group. Treatment with sildenafil citrate had a protective effect, reducing the
expression of these proteins. In the analysis of mitochondrial biogenesis, it was
observed that sildenafil citrate stimulated the synthesis of PGC1a in treated animals.
In ultrastructural evaluation of glomerular zone, cells were observed mitochondria
with few cristae in SHR, while the cristae were tubular and well preserved in treated
groups, besides having a greater number of secretory granules in the cytoplasm.
These results indicate that sildenafil citrate may attenuate the effects of oxidative
stress in the glomerular zone of adrenal on hypertension.

Keywords: Hypertension. Essential hypertension. SHR. Oxidative stress. sildenafil

citrate.
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14

INTRODUGAO

Hipertensao essencial

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € um importante problema de saude
publica em todo o mundo (JOINT-7). A hipertensao afeta 40% da populagdo mundial
com mais de 25 anos. (Ordunez P. et al,2015). Estudos estimam que até 2025 um
terco da populagdo mundial sera hipertensa (Cavalcanti CO. et al, 2016). A
hipertensdo essencial, ou hipertensdo de causa desconhecida, engloba mais de
90% dos casos de hipertensdo. Ela tende a se agrupar em subtipos e representa
uma colegdo de doengas ou sindromes geneticamente baseadas, com varias
anormalidades bioquimicas hereditarias resultantes. Os fendtipos resultantes podem
ser modulados por varios fatores ambientais, alterando assim a gravidade da
elevagao da pressao arterial e o momento do inicio da hipertensao (M Beg. et al,
2010).

A ultima pesquisa divulgada do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), intitulada de Pesquisa Nacional de Saude de 2013 relatou estimativas
nacionais da pressao arterial PA medidas pela primeira vez. Com base nesses
nuameros, cerca de 23% da populagao brasileira apresentava pressao arterial (PA)
140/90 mmHg ou mais e, destes, 43% relataram ter sido previamente diagnosticados
com hipertens&o (Macinko J. et al, 2018).

O Programa Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Crénicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) publicou em 2016 que a frequéncia de
adultos que referiram diagndstico médico de hipertensao arterial variou entre 16,9%
em Palmas e 31,7% no Rio de Janeiro. No sexo masculino, as maiores frequéncias
foram observadas no Rio de Janeiro (30,9%), Curitiba (26,8%) e Porto Alegre
(26,0%), e as menores em Boa Vista (16%), Macapa (15,8%) e Palmas (16,2%).
Entre as mulheres, as maiores frequéncias foram observadas em Recife (32,6%), no
Rio de Janeiro (32,5%) e em Salvador (30,2%), e as menores em Palmas (17,6%),
Manaus (17,9%) e Macapa (19,2%) (Vigitel, 2016) (Figura 1).



Figura1: Percentual de homens (= 18 anos) que referiram diagnéstico meédico de

hipertensao arterial.
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Legenda: Percentual de homens (= 18 anos) com diagndstico médico de hipertensao arterial
confirmado por inquérito telefonico de acordo com as capitais dos estados brasileiros e
o Distrito Federal

Fonte: Vigitel, 2016.

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), é o principal responsavel
pela homeostase pressorica e pela concentragado plasmatica de soédio em curto e
longo prazo. Durante uma baixa perfusdao sanguinea no glomérulo renal, as células
justaglomerulares secretam renina na corrente sanguinea que por sua vez
convertem o angiotensinogénio plasmatico em angiotensina | (Ang I). A angiotensina
| € um leve vasoconstritor que por acdo enzimatica pode ser convertida em outros
tipos de angiotensina. A enzima conversora da angiotensina (ECA) é capaz de
converter a Ang | em angiotensina Il (Ang Il), que € um potente vasoconstritor a
curto prazo. A enzima conversora da angiotensina 2 é a forma da ECA 2 capaz de
converter a angiotensina 1 (Ang I) em angiotensina 1-7 (Ang 1-7) que contrapde os
efeitos da Ang Il. A ECA também é responsavel pela degradagdo da Ang 1-7, em
Ang 1-5 para depois ser excretada pelo rim (SANJULIANI, A. F. et al, 2011) (Figura
2).



Figura 2: Principais vias da angiotensina
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Legenda: Principais vias da angiotensina, seus respectivos receptores e interagdes.
Fonte: SANJULIANI, A. F. et al, 2011

A Ang Il atua sobre os receptores de angiotensina AT1 e AT2 enquanto a
Ang1-7 atua sobre os receptores MAS. De modo geral, a ativagao dos receptores
AT1 desencadeia uma resposta vasoconstritora nos vasos sanguineos, estimula a
sintese de colageno do tipo 1, assim como de metaloproteinases, a proliferagcao
celular endotelial e de fibroblastos cardiacos, ao aumento de espécies reativas de
oxigénio, a reabsorcdo de agua e sodio pelos tubulos renais, além de elevar a
sintese de aldosterona pela zona glomerulosa adrenocortical (SANJULIANI, A. F. et
al, 2011). O efeito da Ang Il dura de 30 minutos a uma hora, deste modo realizando
a modulagdo aguda da homeostase da pressao arterial sistémica. A aldosterona

realiza de maneira crénica essa mesma modulacado (Hattangady. et al, 2012).



Figura 3: Relagdo esquematica dos principais receptores do sistema renina-

angiotensina-aldosterona
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Legenda: Relagdo esquematica dos principais receptores do sistema renina-angiotensina-
aldosterona com respectivos desdobramentos de sua ativagao.
Fonte: SANJULIANI, A. F. et al, 2011.

Adrenal e Esteroidogénese

A glandula adrenal esta localizada no podlo superior de cada rim sendo
segmentada em cértex e medula, devido a origem embrionaria das camadas (Drelon
C. et al, 2015). O cértex pode ser dividido em trés zonas (Figura 4). Na zona
glomerulosa destaca-se a produgcdo de mineralocorticoides, como a aldosterona. A
aldosterona esta diretamente ligada ao balanco de sodio no organismo e
desempenha um papel fundamental na homeostase da presséo arterial. A principal
enzima relacionada a produgdo da aldosterona é a CYP11B2, que se encontra
apenas na zona glomerulosa. Na zona fasciculada ocorre a producdo de
glicocorticéides, como o cortisol, que interfere no metabolismo glicidico. Devido ao
grande numero de vacuolos as células da zona fasciculada recebem o nome de
espongiécitos. A principal enzima e exclusivamente na zona fasciculada é a
CYP11B1 (Mitani F, 2014). E na zona reticulada ha a producdo de hormoénios
esteréides que atuam como hormoénios sexuais de caracteristicas secundarias
(Nikerson, 1976). Nos ratos, o principal adrenocorticoide mediador do stress é a
corticosterona, j& em humanos esse papel é desempenhado pelo glicocorticoide
cortisol (Tsai LC. et al, 2011).



Figura 4: Arquitetura geral e circulatoria da glandula suprarrenal
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Legenda: ilustragdo da glandula suprarrenal com suas divisbes e vascularizagéo.
Fonte: Junqueira & Carneiro, Histologia basica 112ed.

Existe uma faixa de células indiferenciadas entre a zona glomerulosa e a zona
fasciculada, nomeada por alguns pesquisadores como zona Sudanfobica,
indiferenciada (ZU) ou de transicdo (Figura 5). Esta regido recebeu esta
nomenclatura devido ao destaque na coloragdao Sudan onde esta faixa de células
indiferenciadas se apresenta pouco corada ou sem nenhuma coloracdo. Esta zona
esta caracterizada pela intensa proliferagdo celular. Esta zona indiferenciada esta
intimamente ligada com o hormonio corticotrofico, porém sua relagdo com a

hipertensao ainda ndo esta muito bem descrita (Mitani F, 2014).



Figura 5: Caracteristicas histologicas da zona celular indiferenciada
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Legenda: Caracteristicas histologicas da zona celular indiferenciada (zU). A:Uma secgao adrenal
marcada com anticorpos anti CYP11B2 (em azul) e anti CYP11B1 (em marrom)
simultaneamente. Nucleos foram pés-corados com verde de metila. B: Nucleos em células
adrenocorticais coradas com hematoxilina (em preto). C: As atividades da fosfatase
alcalina no cortex adrenal visualizaram enzima-histoquimicamente para mostrar a
localizagdo das microvasculaturas (em vermelho escuro). zG: zona glomerulosa, zF: zona
fasciculada, zU: zona celular indiferenciada.

Fonte: Adaptado de Mitani ,2014

A produgdao hormonal ocorre através da transformacdo do colesterol em
outras substancias até a formacao dos horménios maduros. Como pode ser visto na
Figura 6, Apds o colesterol sofrer o transporte do citoplasma para a membrana
interna da mitocondria mediado pela Proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR) onde a enzima de clivagem da cadeia lateral (CYP11A1 ou P450scc) catalisa
a primeira e limitante etapa da esteroidogénese: a conversao do colesterol em
pregnenolona (Deng B. et al,2018 ; Turcu AF. et al,2015; Gu C. et al,2017).



Figura 6: Trafego do colesterol intracelular mediado por receptor
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Nota: Trafego do colesterol intracelular mediado por receptor e transportado por vesiculas do reticulo
endoplasmatico para a mitocondria e translocado pela proteina STaR pelas membranas
externa e interna mitocondrial, para em seguida ser convertido em pregnenolona.

Fonte: Miller WL, 2017.

A zona glomerulosa adrenal ndo expressa P450c17, permitindo que a
pregesterona seja 21-hidroxilada pelo P450c21 microssomal (CYP21A2). A
P450c11AS mitocondrial (aldosterona sintase, CYP11B2) catalisa as atividades de
11-hidroxilase, 18-hidroxilase e 18-metiloxidase para produzir aldosterona (Aldo)
(Miller WL,2017). A figura 7 exemplifica a localizagdo enzimatica pelo método da
imunohistoquimica para a enzima CYP11B1 e CYP11B2. E figura 8 exemplifica as

etapas correlacionando as enzimas e seus produtos finais.



Figura 7: Localizagdo de CYP11B2 e CYP11B1 na glandula adrenal de rato.
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Legenda: Localizagdo de CYP11B2 e CYP11B1 na glandula adrenal de rato por Imunohistoquimica.
A: Uma seccgao adrenal de um rato marcada com o anticorpo anti CYP11B2 e o anticorpo
anti CYP11B1, respectivamente. B: Uma secgéo adrenal de um rato alimentado com uma
dieta deficiente em Na durante 20 dias marcado por anticorpo anti CYP11B2 e o anticorpo
anti CYP11B1 simultaneamente. Em ambas as figuras, as cores azul e marrom mostram a
presengca de CYP11B2 e CYP11B1, respectivamente. Nucleos foram pds-corados com
verde de metila. zG: zona glomerulosa, zF: zona fasciculada, zR: zona reticular

Fonte: Mitani F. et al, 2014.

Figura 8: Via da produc¢ao dos horménios esteroides e suas respectivas enzimas
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Legenda: Via da produgédo dos horménios esteroides e suas respectivas enzimas. A cima das setas
ou em paralelo esta o nome de cada enzima correspondente a reagao representada.
Fonte: Miller WL, 2017



A angiotensina 2 e o potassio extracelular elevado s&o os principais
estimuladores da sintese de aldosterona, pelo aumento do calcio intracelular. A
sintese de aldosterona ocorre na zona glomerulosa (ZG) através de trés enzimas a
3B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2), 21- hidroxilase (CYP21A2) e a
aldosterona sintase (CYP11B2) (Turcu AF. et al,2015).

A hipertensao e o estresse oxidativo

O préprio metabolismo celular gera moléculas compostas pelo oxigénio
resultante da etapa respiratoria (Figura 9) e sdo denominadas de Espécies Reativas
de Oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) (Prasad R. et al, 2014). As ROS séo
uma familia de radicais livres que inclui anions superéxido, hidroxila, radicais
peroxila e outros ndo-radicais capazes de gerar radicais livres (Bhatti JS. et al,
2017). Essas moléculas sdo por muitas vezes instaveis e criam associagcbes
prejudiciais ao organismo. A manutencdo do equilibrio redox € essencial para as
funcdes celulares normais. Qualquer perturbacio neste equilibrio devido ao aumento
de espécies reativas de oxigénio leva ao estresse oxidativo e pode levar a disfungao
/ dano / morte celular (Prasad R. et al, 2014).



Figura 9: Geragéo de espécies reativas de oxigénio na mitocondria
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Nota: Geragao de espécies reativas de oxigénio na mitocédndria. A cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (ETC) é composta de cinco complexos enzimaticos de multiplas subunidades
localizados na membrana mitocondrial interna. Essa transferéncia de elétrons ao longo da
cadeia de transporte de elétrons é acoplada ao transporte de prétons através da membrana
interna, estabelecendo o gradiente eletroquimico que gerou o ATP

Fonte: Adaptado de Bhatti JS. et al, 2017.

A NAD(P)H oxidase é uma molécula carreadora de elétrons responsavel pela
geragao de metabdlitos oxidativos durante o estresse oxidativo. Durante o processo
hipertensivo esse estresse e a producao de ROS se elevam podendo gerar
disfuncao endotelial e outros efeitos deletérios ao organismo. Achados sugerem que
o0 estresse oxidativo na hipertensdo genética envolve aumento da atividade da
NAD(P)H oxidase e sintese do oxido nitrico endotelial disfuncional (NOS
desacoplada) e é regulado, em parte, pelos receptores AT1 (M Beg. et al, 2010).

Em uma célula normal, as mitocéndrias funcionam continuamente para
metabolizar o oxigénio o que pode gerar ROS, como o anion superéxido (O2)
designado como ROS “primarios”. A transferéncia de elétrons para o O2 gera
superdxido (O27) que é entdo convertido em perdéxido de hidrogénio (H202) pela
enzima superoxido dismutase (SOD) na mitocéndria. O H202 é entdo convertido em
agua pela glutationa peroxidase (GPx) ou catalase (CAT). A geragao excessiva de
ROS pode oxidar proteinas, lipidios ou DNA mitocondrial (mtDNA) (Bhatti JS. et
al,2017).



Solak et al.(2016) apresenta estudos que demonstram a associagao do
processo inflamatério com o aumento de ROS através da expressédo do sistema
NADPH oxidase como um mecanismo para 0 aumento do estresse oxidativo em
ratos espontdneamente  hipertensos (SHRs) e revelaram a importancia da
inflamacéo intersticial renal e aumento do estresse oxidativo no desenvolvimento da
hipertensao (Solak Y. et al, 2016; Hage FG. et al, 2014).

SHR e o Estresse Oxidativo

O modelo de ratos espontdneamente hipertensos (SHR) é relatado como um
modelo homogéneo de hipertensdo poligénica seletiva por reprodugao, a partir de
uma cepa normotensa de Wistar e possui mais de cem locus genéticos envolvidos.
A linhagem SHR teve origem em animais na Filadélfia do Instituto Wistar de
Anatomia e Biologia, em 1909, transferidos para o Laboratério de Fisiologia
Veterinaria no Departamento de Agricultura da Universidade de Toéquio, 1938, e
posteriormente para Faculdade de Medicina da Universidade de Kyoto em 1951
(Doris PA. et al,2017).

Ratos espontdneamente hipertensos exibem um aumento na producdo de
O2~ impulsionada por NAD(P)H em vasos de resisténcia (como o mesentérico) e
condutores (como o adrtico). Isso esta associado a superexpressao da subunidade
NAD(P)H oxidase e a atividade oxidase aumentada. Varios polimorfismos na regido
promotora do gene p22phox foram identificados em ratos SHR. Expressao
aumentada de p47phox foi relatada na vasculatura renal, macula densa e no néfron
distal de ratos SHR jovens, sugerindo que a supra-regulacdo renal de NAD(P)H
oxidase precede o desenvolvimento de hipertensdo (M Beg. et al, 2010).

Nikerson e colaboradores, 1976, descreveram as diferencgas ultraestruturais
de trés linhagens de ratos. Em seu trabalho demonstrou o quao proximo e mais
confiavel sdo os animais Wistar Kyoto em relagdo ao SHR do que uma outra cepa
de Wistar normotensa. Caracterizando assim que o Wistar Kyoto seria o animal

controle mais adequado aos animais SHR (Nikerson, 1976).



Mitocondrias, estresse oxidativo e Apoptose

As mitocéndrias desempenham fungdes bioquimicas essenciais para a
homeostase metabdlica e sdo os principais mediadores em relagdo a morte e
sobrevivéncia celular. As mitocdndrias exercem funcbdes essenciais na célula,
incluindo producgédo de ATP, regulagdo de Caz* intracelular, produgao e eliminagao
de espécies reativas de oxigénio, regulagdo da morte celular apoptoética e ativagao
da familia de caspases (Bhatti JS. et al, 2017). As ROS geram um ciclo vicioso de

ROS causando dano e gerando mais ROS (Figura 10).

Figura 10: Ciclo vicioso da produgao de espécies reativas de oxigénio
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Nota: Neste ciclo ha produgdo de espécies reativas de oxigénio e por sua vez causando dano ao
DNA mitocondrial, mutagénese do DNA mitocondrial e, consequentemente, posterior produgcéo
de espécies reativas de oxigénio. O ciclo implica um crescimento exponencial da producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e da mutagénese do DNA mitocondrial (mtDNA).

Fonte: Shokolenko IN. et al,2014

Adrenal e o estresse oxidativo

As ROS estao presentes na esteroidogénese (Figura11). Em excesso, podem

ter efeitos deletérios sobre a funcdo adrenal. A esteroidogénese em si aumenta a



geragdo de ROS, tornando a glandula adrenal suscetivel a danos oxidativos. O
cortex supra-renal, em particular, € bem suprido com antioxidantes enzimaticos
(glutationa peroxidases e peroxirredoxinas) € ndao enzimaticos (vitaminas A, C e E)
para lidar com o aumento de ROS devido a esteroidogénese. O achado de
mutagcdes em genes de defesa antioxidante na adrenoleucodistrofia, sindrome tripla
A e deficiéncia familiar de glicocorticoides, destacam como as perturbagdes na
homeostase redox podem ter um efeito sobre a esteroidogénese adrenal (Prasad R.
et al, 2014).

Figura 11: Produgao de espécies reativas de oxigénio durante a esteroidogénese.
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Nota: Durante a esteroidogénese ocorre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A
importagdo de colesterol da membrana mitocondrial externa (OMM) para a membrana
mitocondrial interna (IMM) ativada por STAR e mediada pelo complexo proteico translocador
associado (TSPO). Isto é seguido pela clivagem da cadeia lateral do colesterol a pregnenolona
pelo P450scc (CYP11A1). As outras etapas da via esteroidogénica sdo catalisadas pelas
isoformas do citocromo P450 no reticulo endoplasmatico (ER). O vazamento de elétrons
durante este processo resulta na produgao de ROS.

Fonte: Prasad R. et al,2014.

A biogénese mitocondrial pode ser definida como o crescimento e divisdo de
mitocbndrias pré-existentes e pode ser desencadeada por estresses ambientais,
como exercicio, exposicdo ao frio, restricdo caldrica, estresse oxidativo, divisao e
renovacgao celular, e diferenciagao (Ventura-Clapier R. et al, 2008).

Disfungao mitocondrial € definida como diminuigdo da biogénese mitocondrial,
potencial de membrana alterado e diminuicdo do numero mitocondrial, além de
atividades alteradas das proteinas oxidativas devido ao acumulo de ROS nas células
e tecidos (Bhatti JS. et al, 2017).



A via intrinseca da apoptose envolve os estimulos intracelulares que
desencadeiam a apoptose ndo mediada por receptores da membrana celular (que é
0 caso da via extrinseca). A via intriseca pode ser iniciada pela presenca ou
auséncia de alguns fatores como auséncia de fatores de crescimento, horménios ou
citocinas que sao necessarios na supressdo da apoptose. Todos esses fatores
desencadeiam o aumento da permeabilidade do poro mitocondrial permitindo a
liberagdo do citocromo c e outros fatores que por sua vez ativam a caspase 9 e
inibbem a atividade anti-apoptética. Outros mecanismos também regulam a
permeabilidade do poro mitocondrial que sdo as moléculas da familia Bcl2, anti-
apoptaticas, e Bax, pro-apoptdticas. Ao ocorrer dano mitocondrial, a apoptose se da

pela via dos receptores Fas mediados pela caspase 8 (Elmore S. et al,2007).

Via do é6xido nitrico

O oxido nitrico (ON) é uma molécula de extrema importancia na manutengao
do ténus vascular e regulacdo da pressao arterial. Sua sintese biolégica se da pela
oxidagao de um dos dois nitrogénios guanidino da L-arginina catalisada pela enzima
NO-sintase (NOS). Esta enzima possui trés isoformas sendo uma neuronal (nNOS),
uma endotelial (eNOS) e a sua forma induzida (iNOS) produzida por macrofagos e
outras células ativadas por citocinas.

A produgao do ON se da apos estimulos como o aumento do atrito gerado
pelas células sanguineas com a parede dos vasos ou estimulos soluveis como a
acetilcolina e outras moléculas. A eNOS apés ser fosforilada sofre a translocagao de
sua ancoragem na membrana para o citosol onde o ON produzido se difundira e
atingira a camada muscular do vaso sanguineo (Figura 12). O ON interage com a
guanilato ciclase tornando a ativa (GCa) que convertera a molécula de guanosina
trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Deste modo o ON
promove a sinalizagdo do GMPc que por sua vez promove a resposta de
relaxamento através da intervencao do balango de ions de Ca** (Dusse. et al,2003).
O tratamento com doadores de ON aumentam a expressao de certos genes do DNA
mitocondrial € o oposto também ocorre na limitacdo da disponibilidade do ON
(Ventura-Clapier R. et al, 2008).



Figura 12: Visao geral esquematica da sinalizacdo de GMPc nas células.
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Nota: Visdo geral esquematica da sinalizagcdo de GMPc nas células do musculo liso vascular e no
sistema nervoso central (SNC). Nas células do musculo liso vascular, o cGMP pode ser
formado pelas guanilil-ciclases n&o sensiveis (GC1 e GC2) ou pela guanilil-ciclase A ligada a
membrana (GC-A) em resposta ao NO ou ANP, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Mergia E, 2016.

Citrato de sildenafila

O citrato de sildenafila € um bloqueador de fosfodiesterase que promove o
relaxamento vascular gerado pelo acumulo do éxido nitrico na tunica média dos
vasos. Sua utilizagdo mostrou eficiéncia ao reduzir a pressao arterial de ratos com
hipertensdo resistente causada pela estenose da artéria renal. O citrato de
sildenafila também mostrou atividade anti-oxidante ao diminuir a peroxidagao de
lipidios (Cavalcanti CO. et al, 2016).

O bloqueio da fosfodiesterase na adrenal promove um aumento da expressao
de GMPc que por sua vez diminui a expressao de aldosterona na zona glomerulosa,
modulando cronicamente a expressdo de corticosterona secretada pela zona
fasciculada, e a expressao esteroidogénica na zona reticulada. O Citrato de
sildenafila promove um aumento da AMPc que ativa a AMP-Dependente Kinase
(PKA) regulando assim a expressdo da Proteina Reguladora Aguda da
Esteroidogénese. Nas células da zona glomerulosa o GMPc atua na produgéo de

aldosterona via ativagcdo de PDEZ2A, atenuando a producdo de esterdides via



aumento da hidrolise de AMPc apds a ativagdo do peptideo natriourético atrial (ANP)
da guanilil ciclase (GC) (Tsai LC. et al, 2011).

Figura 13: Regulagao da esteroidogénese.
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Nota: A figura mostra a relagéo direta do eixo hipotaldmico-adrenal e as fosfodiesterases na
esteroidogénese.
Fonte: Tsai LC, 2011.

Foi descrito no artigo de La Russa et al. (2017), que a partir da vigésima
semana de vida os ratos espontdneamente hipertensos atingem um platd
hipertensivo. Deste modo, os efeitos da hipertensdo estdo em seu auge tornando
seus efeitos mais acentuados. Yaguas K. et al. iniciaram tratamento de animais SHR
a partir da decima terceira semana de idade dos animais (Yaguas K. et al, 2010).

Dados da literatura descrevem um amplo espectro das concentragdes para
tratamento com citrato de citrato de sildenafila. Por exemplo, no artigo de Cavalcanti,
2016, os ratos Wistar no modelo dois-rins-um-clip foram tratados com 45 mg/Kg/dia
por sete dias (Cavalcanti, C.O. et al, 2016) enquanto em Yaguas K, 2010, foi
administrado 2,5 mg/kg/dia.

Em um estudo sobre o efeito da administracdo de inibidores da
fosfodiesterase 5 em humanos, foi detectado que a reducdo da PA nos pacientes
ocorreu devido a resisténcia vascular periférica total, enquanto o débito cardiaco
permaneceu inalterado. A reducao acentuada nos niveis de pressao arterial média

(PAM) e resisténcia periférica total (RTP) ocorreu apés a primeira dose de citrato de



sildenafila (37,5 mg), que ndo foi sustentada com a administracdo consecutiva de
doses crescentes (50 mg e 100 mg) o que estda em concordancia com outros
estudos, indicando que o citrato de sildenafila ndo teve efeito dose-dependente
(Faria AP. et al, 2015).

Com base nas informacgdes anteriores, em nosso estudo, avaliamos o efeito
do citrato de citrato de sildenafila na regulacéo da produgéo crénica de aldosterona
pela zona glomerulosa, um processo com duragcado de horas a dias (Hattangady. et
al, 2012).



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivos gerais

O presente trabalho propde o estudo das alteragdes morfoldgicas e do
estresse oxidativo nas zonas glomerulosa e indiferenciada da adrenal no processo
hipertensivo crénico em ratos SHR comparados aos animais tratados com o citrato

de citrato de sildenafila.

1.20bjetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com Citrato de citrato de sildenafila sobre a (0):
1.2.1 Espessura da capsula que envolve a glandula adrenal entre os grupos;
1.2.2 Deteccéao de proteinas proé, anti-apoptéticas e de proliferagao celular;
1.2.3 Detecgado de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo.
1.2.4 Avaliagdo da biogénese mitocondrial na zona glomerulosa;
1.2.5 A ultraestrutura da zona glomerulosa, principalmente em relacdo as

mitocondrias;



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Os animais foram obtidos e mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia da Universidade do Estado do Rio Janeiro (UERJ) sob
condigbes controladas de temperatura (temperatura 21+£2 °C, umidade 60 + 10%,
ciclo de luz invertido de 12 h — claro/ escuro e ciclo de reposi¢céo de ar 15 min/h) e
receberam ragdo padrao (ragdo Nuvilab, Brasil) e agua ad libitum durante todo o
experimento. A investigagao respeitou a orientagao do “Guia para Uso e Cuidado de
Animais de Laboratorio” (Publicagdo do NIH N° 85-23, revisada em 1996). O
protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais (n.° CEUA/017/2018) do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Trinta e dois animais (ratos SHR ou Wistar Kyoto) com 5 meses de idade foram
utilizados neste estudo. Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8), como
descritos a seguir:

- Kyoto: animais Wistar Kyoto com administracdo de agua filtrada via gavagem
orogastrica por 30 dias no periodo de tratamento.

- Kyoto + Citrato de sildenafila: animais Wistar Kyoto com administragéo de citrato
de citrato de sildenafila via gavagem orogastrica na dose 20mg /dia por 30 dias.

- SHR: animais SHR receberam administracdo de agua filtrada via gavagem
orogastrica por 30 dias.

- SHR + Citrato de sildenafila: animais SHR com administracdo de Citrato de citrato

de sildenafila via gavagem orogastrica na dose 20mg/dia por 30 dias.



2.2 Analise da pressao arterial sistélica

A afericdo da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada semanalmente
através do método nao invasivo da pletismografia da artéria caudal (Letica LE 5100;
Panlab, Espanha) em todos os grupos experimentais com o0s animais conscientes a
partir da semana vinte até a semana vinte e quatro. Todos o0s animais foram
aclimatados durante duas semanas, antes do periodo experimental, para minimizar
o estresse durante as afericdes da PAS. As afericbes foram feitas por meio de um
garrote e de um sensor de pulso colocados em torno da cauda de cada animal.
Estes foram conectados ao registrador, o qual insufla e exsufla automaticamente o
garrote, e detecta o desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na artéria
caudal determinando, assim, a PAS. A média de trés afericdes de cada animal foi
utilizada. A gavagem foi realizada apdés a afericdo pelo pletismografo a fim de
registrar apenas alteragdes cronicas da administracdo do citrato de sildenafil. O
citrato de sildenafila apresenta meia-vida terminal de aproximadamente 4 h
(Laboratérios Pfizer Ltda.,2015).

2.3 Eutanasia

Ao final dos 30 dias de gavagem, os animais foram profundamente
anestesiados com Tiopental sodico (80 mg/ kg), por via intraperitoneal e, em
seguida, foi realizada a exsanguinagao por puncao cardiaca. Apos a eutanasia, as
glandulas adrenais dos animais foram retiradas, clivadas sagitalmente, armazenadas
adequadamente em fixador Karnovsky para microscopia de luz e glutaraldeido 2,5%
para microscopia eletrénica ou congeladas por nitrogénio liquido, para posteriores

analises.



2.4 Microscopia de Luz

2.4. 1 Processamento histoldgico

As amostras fixadas foram clivadas e lavadas por 1 h em agua corrente. Apés
a lavagem, as amostras teciduais foram desidratadas em concentragbes crescentes
de alcool, 70%, 90%, 100% (2x), por 1 h em cada etapa. Posteriormente, o material
foi clarificado através de dois banhos de xilol, sendo 20 min em cada. Em seguida,
os fragmentos foram inseridos duas vezes em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) a 60 °C por 30 min em cada etapa e incluidos na mesma. Todos os
fragmentos incluidos em Paraplast Plus foram seccionados em 5 ym de espessura
em microtomo (American Optical, modelo Spencer, Estados Unidos). As secgbes
foram desparafinadas em estufa a 60 °C por 5 min e 2 banhos de xilol. Os cortes
foram hidratados, como a seguir: alcool 100%, 90%, 70% e agua destilada, por 2

min em cada etapa.

2.4.2 Hematoxilina & Eosina (HE)

Primeiramente as laminas foram desparafinada em trés banhos de xilol de dois
minutos cada, em seguida os cortes foram hidratados em banhos de alcool
decrescentes sendo eles um com alcool absoluto (100%), alcool noventa (90%) e
alcool setenta (70%). As laminas foram coradas pelos corantes Hematoxilina-Eosina.
Em seguida, os cortes foram lavados em &gua destilada e desidratados em
concentragdes crescentes de alcool 70%, alcool 90%, alcool absoluto (100%), dois
minutos cada, e diafanizados em trés banhos de xilol. As laminas foram montadas
com Entellan (Merck, Alemanha) e laminulas de vidro de rotina. Apds a coloracéo os

cortes foram visualizados ao microscopio.



2.4.3 Tricrdbmico de Gomori

Como na maioria das coloragdes, os cortes histoldgicos passaram por
desparafinizagdo em banhos de xilol seguido da hidratagdo com banhos de alcool
decrescentes sendo eles um com alcool absoluto (100%), alcool noventa (90%) e
alcool setenta (70%). As laminas foram coradas em solugédo de Tricrbmico de
Gomori por 15 minutos e em seguida imersas em solugao de acido acético a 1% por
dois minutos. Em seguida o material foi desidratado e clarificado como na rotina das

demais coloragdes antes da montagem e visualizagao dos cortes histologicos.

2.4.4 Imunohistoquimica

Inicialmente, a atividade da peroxidase endogena foi bloqueada utilizando
peréxido de hidrogénio a 3%, por 15 min e os cortes foram lavados com tampéo
fosfato salino (PBS) 3 vezes, por 5 min cada vez. As laminas foram submetidas a
recuperacgao antigénica por tampéao citrato, pH 6,0, ou Tampao tris, pH9,0, de acordo
com as informagdes do fabricante de cada anticorpo, por 20 min a 60 °C. Em
seguida, os cortes foram lavados novamente com PBS e marcagdes inespecificas
dos anticorpos foram bloqueadas através da incubagcdo em PBS/BSA (soroalbumina
bovina) 3%, por 20 min, em temperatura ambiente. Os cortes foram entdo incubados
com os anticorpos primarios diluidos em PBS (proporcéo 1:100) em cadmara umida
overnight a 10 °C.

As técnicas de Imunoperoxidase ou de imunofluorescéncia foram utilizadas
para a deteccdo da proteina pro-apoptoética Bax (anticorpo anti-Bax Sc-6236), anti-
apoptotica Bcl-2 (Sc-7382), o antigeno de proliferagao celular (PCNA) (Sc-56),
Citocromo c¢ (Sc-13156), PGC1a (Sc-5816), catalase (Sc50508) e superdxido
dismutase 1 (FI11407) todos da Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos. Para
detecgdo da imunomarcacao por peroxidase foi utilizado o kit Polyvalent HRP kit
(HRP-125, Spring Biosciences, Estados Unidos). Para analise de

imunofluorescéncia, utilizamos anticorpos secundarios anti-coelho acoplados ao



fluoréforo AlexaFluor 488 (Invitrogen, Estados Unidos) e anti-camundongo acoplado
ao fluoroforo AlexaFluor 555 (Invitrogen).

No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS e incubados com anticorpo
secundario biotinilado, por 1 h, e, posteriormente, com a estreptavidina (Dako, EUA),
por 30 min, em temperatura ambiente. Apos lavagens com PBS, os produtos da
imunorreacgéo foram visualizados usando o reagente diaminobenzidina (DAB) (Dako,
EUA) e contracorados com Hematoxilina. As laminas foram entdo desidratadas em
concentragbes crescentes de alcool, 70%, 90%, 100% e xilol e montadas com
Entellan e laminulas para posterior observagao ao microscépio 6ptico. Os cortes do
controle negativo da reagdo foram obtidos omitindo a etapa de incubagdo do
anticorpo primario.

Ja na imunofluorescéncia apdés a recuperagao antigénica, realizamos 3
lavagens com PBS (pH=7,2) e em seguida bloqueamos a autofluorescéncia com
glicina 0,2 % por 20 minutos. Dando prosseguimento, lavamos mais trés vezes com
o PBS para em seguida bloquear sitios inespecificos com PBS/BSA 3%. Nesta
etapa a incubamos com o anticorpo primario, overnight a 4 graus. No dia seguinte
iniciamos lavando mais trés vezes com PBS e incubando com o anticorpo
secundario conjugado com o fluoréforo ( Alexa 488 ou 555), por 1 hora. Depois de
mais trés lavagens com o PBS incubamos com DAPI por 5 minutos. Antes da
montagem com glicerina tamponada fizemos mais trés lavagens.

Para quantificacdo da expressao das proteinas citadas acima, foi utilizado o
software Image-Pro Plus versédo 7.0. Para tal, foram analisados 20 campos
aleatdrios de cada lamina, ao microscoépio optico (Olympus BX53, camera Olympus
DP72, Japao) e no microscopio confocal (Microscopio confocal LSM 510 Meta,

Zeiss.) para as imagens na técnica de imunofluorescencia.

2.5 Microscopia eletrénica de transmissao

As amostras teciduais foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em de tampao
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2, a 4°C por 24 h. O material foi clivado e lavado 3

vezes por 10 min em tampao cacodilato de sédio 0,1 M e incubadas em tetroxido de



osmio 1% por 1 h. Apdés as lavagens, as amostras foram desidratadas em
concentracdes crescentes de acetona, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por 30 min em
cada fase. Posteriormente, o material foi infiltrado com acetona e resina epon
(TedPella, Estados Unidos) [25mL de Epon 812, 17 mL de anidrido metil nadico
(MNA), 8 mL de anidrido dodecenil succinico (DDSA), 32 gotas de 24,
tridimetilaminametilfenol (DMP) nas proporgdes de 2:1 por 2 h, 1:1 por 2 h e 1:2 por
2 h]. No dia seguinte, o material foi inserido em resina epon pura, em tubos abertos
por 4 h, e posteriormente incluido em nova resina epon, polimerizada em estufa, a
60 °C, por 3 dias. Em seguida, foram realizados cortes ultrafinos (60-70 nm) de
areas selecionadas com  ultramicrétomo  (Leica  Ultracut-UCT, Leica
Aktiengesellschaft, Austria) que foram contrastados com acetato de uranila a 5% e
citrato de chumbo para observagao em microscopio eletrénico de transmisséao (Jeol
TEM JEM, Brasil) a 80 kV.

2.6 Analise Estatistica

Os dados sado apresentados como média = desvio padrao. As analises
estatisticas foram realizadas pela comparagao entre os grupos, e as diferengas entre
eles foram testadas. Todos os resultados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) one-way com péds-teste de Holm-Sidak. As diferengas entre os grupos
foram consideradas estatisticamente significantes quando valores de p < 0,05. O
software Graphpad Prism versédo 6.0 para Windows (GraphPad Software, Estados
Unidos) foi utilizado para realizar as analises estatisticas e para confeccdo dos

graficos.



3. RESULTADOS

3.1 Avaliagao da pressao arterial sistélica

A afericao da pressao arterial sistdlica (PAS) foi realizada semanalmente
através do método nao invasivo da pletismografia da artéria caudal em todos os
grupos experimentais (Figura 14). Ao inicio do tratamento, o grupo SHR possuia a
meédia pressoérica de 254, 3 + 5 mmHg, o grupo SHR + citrato de sildenafila a média
de 245,4 + 5 mmHg, o grupo Kyoto com média de 170,4 £+ 5 mmHg e o grupo Kyoto
+ citrato de sildenafila 185,4 + 5 mmHg. Durante o tratamento ndao houve diferencas
significativas entre os animais tratados com o citrato de sildenafila e os nao tratados.
Ao final do experimento, o grupo SHR possuia a média pressorica de 219,5 + 5
mmHg, o grupo SHR + citrato de sildenafila a média de 216,5 + 5 mmHg, o grupo

Kyoto e 171,8 £ 5 mmHg e o grupo Kyoto + citrato de sildenafila 173,5 + 5 mmHg.



Figura 14: Dados da afericdo pressorica durante o periodo de gavagem orogastrica

dos animais
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Legenda: Dados da aferigdo pressoérica durante o periodo de gavagem orogastrica dos animais. (a)
representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagéo ao
grupo Kyoto + Citrato de sildenafila. Abreviatura: S = semana. Durante o periodo de
tratamento ndo houve diferengas entre os animais tratados com o citrato de sildenafila e
seus respectivos controles. A diferenca estatistica se deu apenas entre hipertensos e
normotensos. Durante a semana zero: SHR = 254, 3 + 5 mmHg, SHR + citrato de
sildenafila = 245,4 + 5 mmHg, Kyoto = 170,4 + 5 mmHg e Kyoto + citrato de sildenafila =
185,4 + 5 mmHg. Ao final do experimento na semana 4: SHR = 219,5 + 5 mmHg, SHR +
citrato de sildenafila = 216,5 £+ 5 mmHg, Kyoto = 171,8 + 5 mmHg e Kyoto + citrato de
sildenafila = 173,5 £ 5 mmHg.

Fonte: software Graphpad Prism versao 6.0 para Windows

3.2 Avaliagao histolégica

Inicialmente a coloragdo por hematoxilina e eosina foi empregada a fim de
caracterizar a zona glomerulosa e suas caracteristicas entre os grupos de estudo.
Esta camada é a primeira camada de trés camadas concéntricas ja mencionadas.
Na Figura 15, a zona glomerulosa se apresenta logo a baixo da capsula adrenal com
nucleos bem corados pela hematoxilina (roxo). A zona fasciculada pode ser
caracterizada pelos capilares fenestrados em disposicdo concéntrica em relacdo a
medula. O grupo SHR apresentou uma diminuigdo da espessura zona glomerulosa e

desorganizagao em relacdo ao grupo Kyoto. O grupo SHR + citrato de sildenafila



apresentou um espessamento da zona glomerulosa em relagdo ao grupo SHR, o

que sugere que o tratamento reverte o remodelamento tecidual.

Figura 15: Avaliagdo da morfologia da zona glomerulosa.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. O grupo SHR apresentou uma diminuicdo da espessura da zona glomerulosa

apresentando desorganizacdo em relacdo ao grupo Kyoto, o que foi revertido com o
tratamento com citrato de sildenafila.

Fonte: Imagens obtidas ao microscopio 6ptico (Olympus BX53, cdmera Olympus DP72, Jap&o)
através do software Image-Pro Plus verséo 7.0.

3.3 Avaliagao da proliferacao celular pela deteccao de PCNA

Na Figura 16 podemos observar uma maior proliferacdo nos animais tratados
com o citrato de sildenafila (Figura 16 B e C), pela deteccao da proteina PCNA.



Figura 16: Imunohistoquimica para detec¢cdo do antigeno nuclear de proliferagao
celular (PCNA)
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. Os grupos Kyoto + citrato de sildenafila e SHR+ citrato de sildenafila possuem
uma maior quantidade de células proliferativas. E) Quantificagdo das células positivas para
o antigeno nuclear de proliferagédo celular (PCNA). O grupo SHR + Citrato de sildenafila
apresentou uma proliferacao 4 vezes maior em relagcdo ao grupo SHR. (a) representa p <
0,05 em relagédo ao grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto +
Citrato de sildenafila, (c) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo SHR + Citrato de
sildenafila.

Fonte: software Graphpad Prism versao 6.0 para Windows



3.4 Analise das fibras da capsula da adrenal

A andlise das fibras da capsula da glandula adrenal foi realizada através da
coloracédo de Tricromico de Gomori (Figura 17). As células da capsula nos grupos
SHR + citrato de sildenafila e Kyoto + citrato de sildenafila apresentaram aspecto
mais organizado, compacto e filamentoso do que os grupos néao tratados. O grupo
SHR apresentou maior quantidade de fibras e uma celularidade menor comparado

aos demais grupos.



Figura 17: Avaliacdo das fibras constituintes da capsula da glandula adrenal por
Tricrémio de Gomori.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de

sildenafila. Nesta imagem podemos observar um aumento deposi¢do de matriz na capsula
da adrenal nos animais pertencentes ao grupo hipertenso e mais proeminente no grupo
SHR (C) do que SHR + citrato de sildenafila (D). E) Quantificacdo das fibras coradas por
Tricrdomio de Gomori na capsula da adrenal. (a) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo
Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto + Citrato de sildenafila.

Fonte: software Graphpad Prism versao 6.0 para Windows

Fonte:



3.5 Analise do estresse oxidativo pela detec¢cao de SOD

A fim de investigar o estresse oxidativo que a hipertensdo pode causar e o
possivel efeito benéfico do tratamento com citrato de sildenafila, foi feita a deteccao
da enzima SOD por imunoperoxidase. Todos 0s grupos expressaram a proteina,
mas o grupo SHR + citrato de sildenafila apresentou menor expressao indicando que
o citrato de sildenafila pode atuar na modulagdo da SOD ou reduzido o estresse

oxidativo.



Figura 18: Avaliagdo da Imunoperoxidase para superoxido dismutase (SOD).
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. E) Quantificacdo da expressao de superéxido dismutase na zona glomerulosa.
(a) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto, (c) representa p < 0,05 em relagao ao
grupo SHR + Citrato de sildenafila.
Fonte: Imagens obtidas ao microscopio 6ptico (Olympus BX53, camera Olympus DP72, Jap&o)
através do software Image-Pro Plus verséo 7.0.



3.6 Analise do estresse oxidativo pela detec¢cao de Catalase

Em seguida continuamos as analises e verificando a expressao da catalase
que depende em parte do peroxido de hidrogénio gerado pela SOD como substrato.
Observamos que o grupo kyoto + citrato de sildenafila houve uma expressao maior
de catalase que o grupo Kyoto (Figura 19, B e A). O grupo SHR + citrato de
sildenafila também apresentou maior expressao da catalase do que o grupo SHR
(Figura 19, D e C).



Figura

19: Deteccdo e quantificacdo de catalase por imunohistoquimica.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de

Fonte:

sildenafila. Os grupos Kyoto + citrato de sildenafil e SHR + citrato de sildenafila apresentam
uma marcagao que sugere um efeito do citrato de sildenafila sobre a expressao da enzima
catalase. E) Quantificagdo da expressdo da enzima catalase. (a) representa p < 0,05 em
relagdo ao grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto + citrato de
sildenafil, (c) representa p < 0,05 em relagéo ao grupo SHR + Citrato de sildenafila.

Imagens obtidas ao microscépio 6ptico (Olympus BX53, camera Olympus DP72, Japao)
através do software Image-Pro Plus versao 7.0.



3.7 Imunofluorescéncia de dupla marcagao para Bax e Bcl2.

Na Imunohistoquimica por fluorescéncia de dupla marcagdo para Bax
(vermelho) e Bcl2 (verde), avaliamos a expressdo dessas duas proteinas e sua
razao nos diferentes grupos estudados (Figura 20). A razdo da Bax/Bcl2 demonstrou
foi maior no grupo SHR em relagdo aos outros grupos, sugerindo maior apoptose,
como esperado. O grupo SHR+ citrato de sildenafila apresentou diminuicéo

significativa na razdo Bax/Bcl2.



Figura 20: Avaliacdo da expressdo de Bax (vermelho) e Bcl2 (verde) por

fluorescéncia de dupla marcacgao.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. E) Razado da expressédo de Bax e Bcl2. (a) representa p < 0,05 em relagéo ao
grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagéo ao grupo Kyoto + Citrato de sildenafila, (c)
representa p < 0,05 em relagao ao grupo SHR + Citrato de sildenafila.

Fonte: microscépio confocal Microscopio confocal LSM 510 Meta, Zeiss e quantificado através do
software Image-Pro Plus versdo 7.0.



3.8 Imunoperoxidase para detecgao de citocromo ¢

Dando sequéncia as nossas anadlises, realizamos a técnica de
imunoperoxidase para a detecgdo da proteina citocromo c¢ (Figura 21). A marcagao
foi maior nas regides da capsula e das células endoteliais da glandula adrenal. O
grupo SHR apresentou maior marcagao para citocromo c, sugerindo um possivel
processo de apoptose nestas células do grupo SHR (figura 21, C). O grupo Kyoto +
citrato de sildenafila e SHR + citrato de sildenafila (figura 21, B e D) apresentaram
menor marcagao em relagdo aos grupos nao tratados. Esses dados sugerem que o
citrato de sildenafila possui efeito protetivo em relagao a liberacdo mitocondrial de

citocromo ¢ no processo hipertensivo crénico.



Figura 21: Avaliacao da Imunoperoxidase para citocromo C.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. E) Quantificagdo da Imunohistoquimica para citocromo c. (a) representa p < 0,05
em relagédo ao grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto + Citrato de
sildenafila, (c) representa p < 0,05 em relagédo ao grupo SHR + Citrato de sildenafila.

Fonte: Imagens obtidas ao microscopio éptico (Olympus BX53, camera Olympus DP72, Japao)
através do software Image-Pro Plus versao 7.0.



3.9 Analise da biogénese mitocondrial pela deteccao de PGC1a

Avaliamos a expressdo de PGC1a por imunofluorescéncia, a fim de avaliar
um dos principais reguladores da biogénese mitocondrial nos diferentes grupos de
estudo. Em uma analise preliminar, os Grupos SHR + citrato de sildenafila e kyoto +
citrato de sildenafila apresentaram marcag¢ao mais intensa do que nos grupos SHR e

Kyoto, sugerindo que o citrato de sildenafila interfere na expressao de PGC1a.



Figura 22: Avaliacdo da expressdo de PGC1a por imunofluorescéncia.
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Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. Podemos observar intensa marcagdo do PGC1a nos grupos tratados com o
citrato de sildenafila, B e D. E) Quantificagdo da expressdo de PGC1a. (a) representa p <
0,05 em relagdo ao grupo Kyoto, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Kyoto +
Citrato de sildenafila, (c) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo SHR + Citrato de
sildenafila.
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Fonte:  Microscépio confocal LSM 510 Meta, Zeiss e quantificado através do software Image-Pro
Plus verséao 7.0.



3.10 Avaliagao ultraestrutural das células da zona glomerulosa

Na analise ultraestrutural das células da zona glomerulosa, o grupo Kyoto
apresentou mitocondrias bem preservadas, com cristas normais, enquanto o grupo
dos ratos espontaneamente hipertensos, SHR (Figura 23 C) apresentou diminuigéo
de cristas mitocondriais e mitocdndrias ndo muito delimitadas (figura 23, D). Os
grupos Kyoto + citrato de sildenafila e SHR + citrato de sildenafila (Figura 23 D)
apresentaram desorganizacdo da matriz extracelular e cristas mitocondriais
tubulares. O grupo Kyoto + citrato de sildenafila (Figura 23 B) apresentou citoplasma
mais vacuolizado em relagao ao grupo kyoto (Figura 23 A). O Grupo SHR + citrato
de sildenafila (Figura 23 D) também apresentou citoplasma mais vacuolizado em
relagdo ao grupo SHR (Figura 23 C) sugerindo que o citrato de sildenafila possui
algum efeito sobre o acumulo ou produgéo de granulos de secre¢do. O grupo Kyoto
+ citrato de sildenafila (Figura 23 B) e o grupo SHR + citrato de sildenafila (Figura 23
D) apresentaram a cromatina menos densa que nos respectivos controles, sugerindo

maior atividade nuclear.



Figura 23: Avaliagao ultraestrutural das células da zona glomerulosa, por

microscopia eletrénica de transmissao.

Legenda: A: grupo Kyoto; B: grupo Kyoto+ citrato de sildenafila; C: grupo SHR; D: SHR + citrato de
sildenafila. Em A) observamos o nucleo bem definido, contendo eucromatina e
heterocromatina, mitocéndrias com cristas preservadas e algumas vesiculas de secrecao
eletrondensas. Em B) Podemos observar numerosos lisossomas. Em C) temos numerosas
mitocondrias com cristas tubulares e um nucleo com cromatina densa e cromatina frouxa
bem delimitada. E em D) Numerosos granulos de secregdo em amadurecimento, alguns
lisossomos e dois nucleos vizinhos bem delimitados e com grande parte da cromatina
descondensada.

Fonte: Imagens obtidas ao microscopio eletrénico GEOL GEM1200 EX (GEOL S&o Paulo Brasil em
80kv)



4. DISCUSSAO

A secrecao de aldosterona, o principal mineralocorticoide do cortex adrenal, é
um processo regulado de forma rigorosa pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona para o controle da presséao arterial. O nivel circulante de aldosterona é o
resultado de varios mecanismos reguladores, sendo os mais significativos aqueles
controlados pelo sistema renina angiotensina e os niveis plasmaticos de potassio.
Nos casos de desregulagdo, pode resultar em hipertensdo grave e aumento
significativo do risco cardiovascular (MacKenzie SM. et al,2019). O
hiperaldosteronismo, que é a hiperexpressdao da aldosterona, esta associado a
hipertensao, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca congestiva (Kopf PG,
2018). Desde os primeiros trabalhos com citrato de sildenafila em humanos é
relatada a diminuicdo da pressao arterial média (PAM) em doses crescentes,
quando comparada aos niveis basais (84,17 + 21,04 a 75 + 17,21 mmHg, p <0,05)
(Faria AP. et al, 2015). O citrato de sildenafila possui o tempo de duragdo de
aproximadamente 4 horas. Seguindo o modelo de Yaguas K, 2010, a presséo
sistélica dos animais se mantém igual apos a décima terceira semana de idade. O
que se confirmou com nossas primeiras medicdes neste experimento. No nosso
trabalho, a pressao arterial sistdlica dos animais SHR a partir da vigésima semana
de vida estava de acordo com o apresentado em La Russa D. et al., 2017, em um
platdé hipertensivo. Ja foi observado em outros trabalhos, que animais SHR que
recebem uma dose Unica diaria de citrato de sildenafila ndo tem alteracéo
significativa na pressao arterial de maneira crénica (Kristek F. et al, 2007).

Observamos uma alteracdo na camada da zona glomerulosa dos animais
SHR nao tratados, que estava menor e estreita, comparado com os animais dos
outros grupos. Ja no grupo SHR que recebeu o tratamento com citrato de sildenafila,
observamos a zona glomerulosa com sua espessura mais aproximada em relagcao
ao grupo kyoto, sugerindo que o citrato de sildenafila mantenha a integridade da
zona glomerulosa mesmo durante a hipertensdo. Os animais tratados com o citrato
de citrato de sildenafila em nosso experimento apresentaram uma marcacao
expressiva de PCNA, sugerindo a proliferacao entre a zona glomerulosa e a zona
fasciculada. A disposicao da maioria das células em proliferagdo esta compativel



com a teoria proliferativa bidirecional de Mitani que demonstrou que células
indiferenciadas localizadas entre a zona glomerulosa e a zona fasciculada dao
origem a novas células de ambas as camadas (Mitani F, 1995). A regeneracao do
cortex adrenal ja era objeto de estudo na década de 1990. Mitani F e colaboradores
realizaram experimentos de separagao entre as zonas glomerulosa e fasciculada,
onde havia células da zona indiferenciada em cada camada extraida e verificou apos
0 vigésimo dia que as porgdes separadas estavam regeneradas com populagdes de
células da zona fasciculada e glomerulosa onde ndo havia antes (Mitani F. et
al.,1995).

Em 2014, Mitani F. realizou experimentos relacionados a proliferagcao celular
com células marcadas com 5-bromo-2B-deoxyuridine (BrdU) e verificou que a
proliferagao celular ocorria em torno das células da zona indiferenciada entre a zona
glomerulosa e fasciculada. Porém, essa proliferagcdo sugeriu ser influenciada pelo
ciclo circadiano, onde o pico de células proliferativas para a zona fasciculada ocorria
acompanhando o pico do Horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e do cortisol
enquanto em outro experimento verificou-se a proliferagdo para a zona glomerulosa
logo apos o inicio da noite em animais com deficiéncia nutricional de sodio (Mitani
F,2014).

A cépsula da glandula adrenal é constituida de tecido conjuntivo e sua matriz é
rica em colageno. A capsula secreta um componente Importante para a estimulagao
e orientagdo de novas células para a zona glomerulosa, o RSPO3. A delecéao de
RSPO3 leva a perda da sinalizacdo, ao comprometimento do crescimento e
regeneracao do 6rgéo. A integridade da capsula é vital para a manutengédo da zona
glomerulosa (Vidal V. et al, 2016). O aumento das fibras da matriz extracelular da
capsula no animal hipertenso pode levar a alteragdes na sintese dos componentes
da capsula. O tratamento com o citrato de sildenafila foi eficiente ao diminuir essas
fibras da matriz, além de apresentar maior organizagao.

A produgao descontrolada de ROS pode ocorrer em varias condi¢des como
na hipertensdo, levando a uma situagado conhecida como "estresse oxidativo", onde
altos niveis de ROS podem danificar muitas biomoléculas essenciais como a
hemoglobina (Hb), DNA, RNA, lipidios e varias estruturas celulares.

A relagdo SOD / CAT elevada resulta de um aumento do estresse oxidativo

7

nas ceélulas da zona glomerulosa, que ¢é representado principalmente em



consequéncia da elevagdo na concentragdo de perdxido de hidrogénio celular. A
SOD é uma enzima capaz de reduzir o radical superéxido em peroxido de hidrogénio
(H202), que é o substrato da catalase. Quando as células aumentam os niveis de
SOD sem um aumento proporcional nas peroxidases, as células enfrentam um
desafio de sobrecarga de peroxido (Speranza L, 2008).

O citrato de sildenafila tem efeitos inibitérios na producdo de radicais
superéxido na mitocédndria, aumentando os niveis de GMPc e inibindo a expressao
da NADPH oxidase (Perk H. et al, 2008). Foi demonstrado que os antioxidantes
exdgenos podem reduzir a expressao e/ou atividade de enzimas antioxidantes
enddégenas (Prevatto, 2017), porém outros trabalhos com o citrato de sildenafila
demonstraram que o medicamento restaurou os valores normais do conteudo de
GSH e MDA no tecido renal, confirmando o potencial antioxidante do sildenafil
(Khames A, 2017; Morsy MA, 2014). Entretanto, no trabalho de Prevatto, 2017,
animais tratados com antioxidantes sugeriram uma hiperativagdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal o que aumentou a expressao de glicocorticoides e
apresentando alteragdes prejudiciais a homeostase do eixo diminuindo fatores de
estimulacédo de antioxidantes endoégenos (Prevatto. et al, 2017).

Em relagéo a expressdo de SOD, em todos os grupos houve marcagao no
tecido. No grupo SHR houve maior expressédo de SOD, comparado ao grupo
controle, Kyoto (Figura 17, C e A). Porém, nos grupos tratados com o citrato de
sildenafila observamos que o grupo Kyoto + citrato de sildenafila apresentou maior
marcagao em relagdo ao grupo kyoto (Figura 17, B e A), o que pode caracterizar
aumento do estresse ou estimulo da expressdo da SOD pelo tratamento. O grupo
SHR + citrato de sildenafila apresentou menor marcagao do que o grupo SHR, o que
pode resultar de uma diminuicdo do estresse oxidativo.

Acredita-se que a disfuncdo da respiracdo mitocondrial pode levar
diretamente a producédo de espécies reativas de oxigénio. Se o fluxo de elétrons é
interrompido, intermediarios respiratérios transferem elétrons para anions
superoxidos produtores de oxigénio molecular e H202. Com a capacidade oxidativa
mitocondrial prejudicada, as espécies reativas de oxigénio se acumulam. A
diminuicdo da atividade enzimatica da catalase parece ocorrer devido ao rapido
consumo e exaustido do armazenamento destas enzimas, uma consequéncia de seu

papel em evitar os radicais livres gerados pela hipertens&o. Altas concentracdes de



enzimas antioxidantes representam a tentativa de reduzir os danos causados pelo
estresse oxidativo, resultando na menor expressdo da catalase (Marinho et al.,
2018).

A hipertensdo esta associada a lesao endotelial, que pode resultar em
apoptose, disfungdo e ativacdo das células endoteliais causada por espécies
reativas de oxigénio (Sakao S, 2009). A via do tipo Il da apoptose envolve a via
mitocondrial, desencadeando a liberagdo do citocromo ¢ para aumentar a ativagao
da caspase-3 (Pérez AR. et al,2017). No nosso trabalho, observamos uma grande
marcagao de citocromo ¢ nas células endoteliais dos vasos presentes na zona
glomerulosa da adrenal, no qual o grupo hipertenso sem o tratamento apresentou
maior expressao.

O estresse oxidativo pode levar as células a morte celular, sendo assim,
realizamos as marcagdes para detectar Bax, Bcl-2 e citocromo c. A Bax € uma
proteina pro-apoptotica, que desencadeia a liberacdo de caspases ou medeia a
liberacdo do citocromo c. Ja a Bcl-2 esta envolvida na prevengdo da apoptose,
dificultando a clivagem e ativagao de caspases ou restringindo a liberagcao de fatores
apoptogénicos mitocondriais no citoplasma, (Li X. et al, 2018). A homeostasia em
relacdo a apoptose se da pelo balago entre a quantidade de proteinas
antiapoptoticas e pro-apoptdticas. As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de se
combinar em homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2). O
Bcl-2 inibe a apoptose prevenindo a liberacdo de citocromo c. A proteina Bax
quando associada a Bcl-2 induz a liberacdo da APAF-1 induzindo a apoptose pela
ativacao da caspase 9. A Bax pode promover a apoptose através da interacdo com a
mitocdndria, de forma independente da interacdo com proteinas antiapoptéticas
(Grivicich I, 2007). Em nosso estudo, os grupos tratados com o citrato de sildenafila
demonstraram uma menor expressao de Bcl2 e um aumento da marcagao para Bax
na zona glomerulosa destes animais.

Em casos de estresse oxidativo ou deplecao de nutrientes, a ativagado da
biogénese mitocondrial ajuda a “resgatar” as mitocéndrias da apoptose (Palikaras K.
et al,2014). A estimulagdo da adenililciclase resulta num aumento do cAMP, que
ativa a proteina quinase A (PKA) que, por sua vez, fosforila a proteina de ligacdo ao
elemento responsiva ao AMP ciclico (CREB). O CREB é um ativador transcricional

do PGC1a e pode, portanto, estimular a biogénese mitocondrial. Finalmente, niveis



aumentados de GMPc induzidos pela restricdo calorica e a inibicdo de
fosfodiesterases podem estimular a ativagdo da PGC1a e a biogénese mitocondrial
in vivo (Bhargava P. et al,2017).

O co-ativador de receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama
(PGC-1a) é a principal proteina reguladora da biogénese mitocondrial (Ventura-
Clapier R. et al, 2008). O artigo de Whitaker et al., 2013, demonstrou que um inibidor
da fosfodiesterase 5 promove a formagado de novas mitocondrias no rim de ratos
tratados com a droga. Estes achados corroboram com o nosso trabalho, no qual a
marcagao para PGC1a foi bem expressiva na zona glomerulosa dos animais Kyoto
tratados e SHR tratados em relacdo aos seus respectivos controles. Esta pode ser
uma das formas pela qual o citrato de sildenafila poderia reverter a apoptose tecidual
da zona glomerulosa causada na hipertensao.

Na avaliagdo ultraestrutural observamos que nos animais tratados com o
citrato de sildenafila as mitocéndrias apresentavam cristas tubulares definidas. A
imagem dos animais tratados (Figura 22, B e D) um aumento no numero de granulos
de secregcao em amadurecimento sugerindo que o citrato de sildenafila pode possuir
um papel estimulatério. No grupo SHR (Figura 22, D) podemos ver alguns
lisossomos demonstrando intensa renovagdao de estruturas possivelmente
danificadas. Nos grupos Kyoto e SHR (Figura 22, A e C) podemos observar
mitocdndrias com cristas bem definidas em disposicao paralelas diferindo das
mitocdndrias dos grupos tratados com o citrato de sildenafila que possuiam um
padrao tubular caracteristico de mitocondrias sintetizadoras de hormdnios
esterdides. Podemos notar também que o citoplasma dos grupos tratados na figura
22, B e C, com uma configuragdo mais eletrondensa que dificulta a delimitacao da

membrana mitocondrial.



CONCLUSAO

Com este trabalho, podemos concluir que o citrato de sildenafila é capaz
atenuar os danos gerados pelo processo hipertensivo, pois foi capaz de melhorar a
integridade da capsula da adrenal, auxiliou na proliferacdo de células para a zona
glomerulosa, melhorou os niveis de SOD na zona glomerulosa, diminuiu o estresse
oxidativo e reduziu a expressédo do citocromo ¢, o que caracterizou diminuigdo do
dano mitocondrial, e consequentemente reduziu a apoptose.

Nossos resultados corroboram com a literatura mostrando o potencial do
citrato de sildenafila como um fator antioxidante capaz de causar um efeito protetivo
na zona glomerulosa de animais hipertensos. Estes dados podem significar o
desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento dos casos de estresse
oxidativo, para avangarmos no entendimento sobre a hipertensdo essencial e seus

efeitos.
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CERTIFICADO

Cearificamos que a preposta intitulacka "Avaliagio dos efeitos do citrato de sildenafil
no cortex da glandula adrenal de ratos espontaneamente hipertensos”, registrada com o
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