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NUNES, Douglas Val Quintans. Efeitos do tempol sobre o estresse oxidativo e
alteracdes estruturais e funcionais renais em modelo de hipertenséo renovascular 2
rins, 1 clipe. -- f. Trabalho de Concluséo de Curso. Graduacdo em Farmacia, Instituto
federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus
Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2020.

RESUMO
Tempol, um nitréxido sintético mimético da enzima superoxido dismutase, demonstra
atenuar danos induzidos por espécies reativas, exercendo efeitos benéficos em
modelos animais de estresse oxidativo e hipertensdo. Este estudo investigou 0s
efeitos do tempol em alteracbes estruturais e funcionais renais de ratos com
hipertensao renovascular dois rins, um clipe (2R1C). Ratos Wistar jovens e machos
tiveram a artéria renal esquerda clipada (2R1C), e animais operados apenas com
laparotomia (Sham) foram usados como grupos controle. O protocolo experimental
foi de 5 semanas, em que 0s animais receberam tempol (Immol/L em &gua potavel,
na mamadeira) ou veiculo (agua) de forma preventiva. A presséo arterial sistélica foi
avaliada uma vez por semana. Ao final do periodo experimental, os animais foram
colocados em gaiolas metabodlicas para coleta de urina (24h) e, em seguida,
anestesiados com tiopental (70mg/kg, via intraperitonial). A coleta de sangue foi feita
por puncdo da aorta descendente para andlise bioquimica e o rim clipado retirado
para andlises morfolégicas e imuno-histoquimicas. O efeito vasodilatador do tempol
foi avaliado em leito arterial mesentérico (LAM) isolado de ratos Wistar adultos. O
tratamento preventivo com tempol impediu o desenvolvimento da hipertensao arterial
e 0 aumento dos niveis plasmaticos de ureia, creatinina e 8-isoprostano em animais
2R1C. O tempol também melhorou tanto o nimero de glomérulos quanto o volume
renal para niveis normais no grupo 2R1C+Tempol. Além disso, o tratamento impediu
0 aumento da deposicao de colageno e da imunomarcacao para renina, caspase-3 e
8-isoprostano no rim clampeado de animais 2R1C. O tempol foi capaz de induzir
resposta vasodilatadora dose-dependente em LAM de ratos Wistar. Esses
resultados sugerem que o tempol protege o rim clampeado contra o dano renal
cronico isquémico e previne a disfuncdo renal no modelo 2R1C, provavelmente

através de suas agdes antioxidante, vasodilatadora e anti-hipertensiva.

Palavras-chave: Antioxidante. Dano renal. Hipertensdo renovascular. Tempol.

Hipertenséo dois rins e um clipe.
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ABSTRACT
Tempol, a synthetic nitroxide superoxide dismutase-mimetic drug, has been shown
to mitigate radical-induced damage, exerting beneficial effects in the animal models
of oxidative stress and hypertension. This study investigated the effects of tempol on
renal structural and functional changes in hypertensive rats with two kidneys, one-
Clip hypertensive rats. Young and male Wistar rats had the left renal artery clipped
(2R1C), and animals operated only with laparotomy (sham) were used as controls.
The experimental protocol was 5 weeks, in which the animals received tempol
(Immol / L in drinking water) or vehicle (water). Systolic blood pressure was
evaluated once a week. At the end of the experimental period, the animals were
placed in metabolic cages for urine collection (24h) and then anesthetized with
thiopental (70mg / kg intraperitoneal). Blood was collected by puncturing the
descending aorta for biochemical analysis, and the clipped kidney for morphological
and immunohistochemical analysis. The vasodilator effect of Tempol was evaluated
in mesenteric arterial bed (MAB) isolated from adult Wistar rats. The preventive
treatment with tempol prevented the development of hypertension and the increased
plasma levels of urea, creatinine, and 8-isoprostane in 2K1C animals. Tempol also
improved both glomeruli number and kidney volume to normal levels in the
2K1C+Tempol group. In addition, the treatment prevented the increased collagen
deposition and immunostaining for renin, caspase-3, and 8-isoprostane in the
stenotic kidney of 2K1C animals. Moreover, tempol induced a dose-dependent
vasodilator response in MAB from Wistar rats. These results suggest that tempol
protects the stenotic kidney against chronic ischemic renal injury and prevents renal
dysfunction in the 2K1C model, probably through its antioxidant, vasodilator and

antihypertensive actions.

Keywords: Antioxidant. Renal injury. Renovascular hypertension. Tempol. Two-

kidney one-clip hypertension.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENGCAS CARDIOVASCULARES
No Brasil, o perfil da morbimortalidade sofreu alteragfes nas ultimas décadas

devido ao aumento da expectativa de vida da populagdo, reducdo da taxa de
mortalidade infantil e por doencas infeciosas. Caracterizando, dessa forma, uma
transicdo epidemiologica, complexa mudanca da relacdo saude/doenca, que
envolve determinantes demograficos, econémicos e sociais (PEREIRA; ALVES-
SOUZA; VALE, 2015).

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de patologias que envolve
0 coracdo e 0S vasos sanguineos e apresentam elevada morbimortalidade global
(OMS, 2017). Em 2015, as DCV foram responsaveis por 1/3 das mortes no mundo,
com prevaléncia estimada em 422 milhdes de casos (ROTH, et al., 2017). A doencga
isquémica do coracdo (DIC) e o acidente vascular encefalico (AVE) foram as
principais ocorréncias em 2016, totalizando 15,2 milhdes dos Obitos. Nos anos
2000, ambas j4 eram as mais expressivas, demonstrando que os desafios na
redugéo da mortalidade destas se mantém (OMS, 2018).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia, de 2004 a 2014, as
DCV foram responsaveis por 28,73% do total de 6bitos, sendo:

Tabela 1: Namero de 6bitos de acordo com os grupos de causas no Brasil, 2004 a

2014
Grupo de Causas Total de Obitos
Acidente vascular encefalico 1.055.643 (8,68%)
Doencas isquémicas do coracao 1.069.653 (8,80%)
Doencgas Hipertensivas 457.305 (3,76%)
Outras doencas circulatorias 910.858 (7,49%)
Neoplasias 1.899.311 (15,62%)
Causas externas 1.538.892 (12,66%)
Respiratorias 1.276.345 (10,50%)
Mal definidas 931.234 (7,66%)
Digestivas 618.854 (5,09%)
Diabetes 560.300 (4,61%)
Outras doengas 1.839.541 (15,13%)

DCV sinalizadas de vermelho
Fonte: Adaptado SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017
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1.2 DOENCAS HIPERTENSIVAS

O sistema circulatério assegura a vitalidade do corpo, pois transporta
oxigénio, nutrientes, os metabodlitos a serem eliminados, horménios e outros. O
coracdo e 0s vasos sanguineos sdo controlados para produzirem um débito
cardiaco e pressdo arterial (PA) necessaria, gerando um fluxo sanguineo que
atenda a demanda de transporte requerida pelos tecidos do organismo. A forca
exercida contra a parede vascular é a pressédo sanguinea, mensurada em milimetro
de mercurio (mmHg) devido ao histérico uso do mandémetro de mercurio, invengao
de Poiseuille em 1846 (GUYTOHN; HALL, 2011). A PA, pressao sanguinea nas
artérias sistémicas, esta relacionada a razao entre pressao arterial sistolica (PAS),
OuU seja, a pressdo sanguinea no momento de contracdo cardiaca e a pressao
arterial diastélica (PAD), o momento em que héa relaxamento muscular cardiaco
(OPARIL et al., 2018).

A manutencao fisioldgica da PA é resultante de uma complexa interacao,
envolvendo fatores como o0 volume sanguineo e débito cardiaco, ao sistema neuro-
humoral, incluindo o papel do sistema nervoso simpético (SNS), do sistema renina
angiotensina (SRA), do sistema imunolégico, dos peptideos natriuréticos e do
endotélio vascular. Alteracbes que comprometem o funcionamento destes sistemas
ou a integracao entre eles, podem levar a um aumento médio e/ou a variabilidade
da PA, que ao longo do tempo provoca lesbes em o6rgdos-alvo e outras DCV
(OPARIL et al., 2018).

Além disso, fatores ambientais e determinantes sociais integram as variaveis
associadas ao aumento da PA (CAREY et al., 2018). Determinantes sociais sao
definidos pela OMS como:

“Circunstancias em que pessoas nhascem, crescem, vivem, trabalham,

envelhecem e o0s sistemas colocados em préatica para lidar com as

doencgas.” (CSDH, 2008)

Demarcando, portanto, como posi¢cbes ocupadas por individuos dentro da
estrutura estratificada da sociedade, Ihes asseguram maiores oportunidades de
acesso a saude, educacdo, renda, alimentacdo, melhores condicbes laborais,
dentre outros, que influem no estilo de vida. Introduzidos na infancia ou no inicio da

vida adulta, os fatores ambientais como atividade fisica insuficiente, dieta nao
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saudavel, consumo excessivo de sodio dietético e ingesta inadequada de potassio,
sobrepeso/obesidade, consumo de alcool e tabagismo estdo relacionados ao
desenvolvimento da hipertensao arterial (HA) (CAREY et al., 2018).

A elevagdo sustentada dos niveis pressoricos, PAS = 140 e/ou PAD = 90
mmHg, caracteriza a HA que atinge 32,5% (36 milhdes) de adultos e mais de 60%
dos idosos no pais, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por
DCV. A HA possui associacdo independente com outras condi¢des clinicas e
eventos como AVE, infarto agudo do miocardio (IAM), doenca arterial periférica
(DAP) e doenca renal crbnica (DRC). Repercutindo, portanto, em obitos, alta
frequéncia de internacfes, perda da produtividade do trabalho e da renda familiar,
um consideravel impacto socioeconémico (DIRETRIZ..., 2016).

A hipertensdo é o fator de risco evitavel mais comum para as DCV e sua
etiologia pode ser classificada como: primaria ou essencial quando a causa é
heterogénea, ndo sendo possivel ser determinada mesmo apls extensa
investigagdo clinica, possui 0 componente genético e ambiental como fatores
predominantes; secundaria ou ndo essencial quando a etiologia pode ser definida,
como por exemplo, no aldosteronismo primario, feocromocitoma ou estenose da
artéria renal (OPARIL et al., 2018).

1.2.1 Hipertensao renovascular

A hipertensao renovascular é o caso mais prevalente de etiologia secundaria,
tem como causa a doenca renovascular e pode representar até 5% dos casos de
hipertensdo. A estenose da artéria renal por origem aterosclerética, a mais
associada, resulta em hipoperfusdo renal e ativacdo de forma patoldégica do SRA
(HERRMANN; TEXTOR, 2017).

O papel fisiologico do SRA é importante quando ha reducdes no volume
plasmatico, que pode resultar em baixa pressao de perfuséo renal, diminuicdo da
carga de sodio no tdbulo distal e/ou resposta do sistema nervoso simpatico por
gqueda da pressao arterial, ja que a via produz respostas que restabelecem a
hemodinamica cardiovascular (PETI-PETERDI; HARRIS, 2010).

Na visdo classica da via, estas circunstancias estimulam a secrecdo da

enzima renina pelas células justaglomerulares do coértex renal. Sua acdo é a
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clivagem do angiotensinogénio (AGT) circulante inativo em angiotensina | (Ang 1),
substrato da enzima conversora de angiotensina (ECA), que a converte em
angiotensina Il (Ang Il), com agao em dois receptores: receptor de angiotensina Il
tipo 1 (RAT1) que induz vasoconstricdo periférica, liberagdo de vasopressina e
aldosterona, anti-diurese e anti-natriurese, conforme retratado na Figura 1,
enquanto o receptor de angiotensina Il subtipo 2 (RAT2) produz acgbes que

contrapfem essa resposta, junto a outros componentes da via, modulando o efeito
final (CHAPPELL, 2016). Essa € uma retratacdo do SRA sistémico, que envolve a
participacdo de varios érgaos, como o AGT produzido no figado, a renina que é
produzido no rim e a ECA que estd majoritariamente presente no endotélio
pulmonar. Porém ja esta documentada a existéncia de SRA locais em multiplos
tecidos, como no rim, em que ha evidéncias de possuir todos os elementos
necessarios para producao de Ang Il, demonstrando complexidade do SRA em seus
efeitos sistémicos e os desdobramentos locais (YANG; XU, 2017).

Figura 1: Retratacdo da ativacao patolégica do SRA

\ Hipertensao <—— Estresse Oxidativo

{ Presséo de perfusio ,[

Angiotensinogénio /7--—!”"—_7 T t “Prod ugao de
' t Reabsorcgdo N ERO’s
<Vasoconstrig50 de Na* ) S~
4 Renina | “-_periférica t Aldosterorfy
i i ECA i i NADPH Oxidase
Angiotensina | —— 5  Angiotensinall —>

. . . Mecanismos
Fibrose tecidual no Rim «——inflamatérios e .J_. Remodelamento Cardiaco |
fibrogénicos (HERRMANN; TEXTOR, 2019)

Conforme ilustrado na Figura 1, a hiperatividade do SRA gera um quadro de

hipertensédo, contribuindo para diversas alteracbes estruturais e funcionais em

orgaos-alvo. Além disso, essa hiperatividade do SRA sistémico leva a um aumento
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expressivo do SRA intrarenal, condicionando que a interacdo de Ang Il seja
majoritariamente com rRAT1 (CASARE et al., 2016). Elevados niveis de Ang Il estdo
relacionados a lesdo vascular pela inducdo exacerbada da vasoconstricao,
proliferacdo e hipertrofia das células musculares lisas, degradacdo da matriz
extracelular, inflamagdo vascular, aumento da contratilidade miocardica, fibrose e
estresse oxidativo (CALZERRA et al., 2018). Montezano e colaboradores apontam
qgue a injuria vascular, caracterizada pela disfuncdo do endotélio, ocorre de forma
alicercada a outros processos, destacando que Ang Il possui como mecanismo para
seus efeitos fisiopatolégicos a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) via
enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase vascular
(MONTEZANO et al., 2014).

Diferentes modelos experimentais reproduzem as condicdes fisiopatologicas
da hipertensdo renovascular humana, sendo um dos mais conhecidos o modelo 2
rins, 1 clipe (2R1C) de Goldblatt e colaboradores. Neste modelo, um clipe de prata é
colocado na artéria renal esquerda, mimetizando a estenose renal humana, e com a
obstrucdo parcial do fluxo sanguineo ocorre o desenvolvimento da hipertenséo
renovascular (GOLDBLATT et al., 1934) que é dependente de renina. O aumento de
Ang 1l neste modelo aciona mecanismos inflamatoérios e fibrogénicos, ocasionando
remodelamento vascular, fibrose tecidual no rim e hipertrofia ventricular. Além do
aumento da atividade simpatica, a disfuncdo endotelial e o estresse oxidativo
também estéo presentes (HERRMANN; TEXTOR, 2019).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E HIPERTENSAO

Espécies reativas (ER) sdo um produto comum do metabolismo celular e
desempenham efeitos fisiolégicos importantes, mas sdo guimicamente instaveis e
por isso podem reagir com uma série de estruturas e componentes do organismo.
Ja estd amplamente descrito que os sistemas bioldgicos ndo s6 convivem como
contam com uma regulacdo redox que transforma essas espécies em produtos
menos reativos ou nao reativos. Porém, ndo havendo equilibrio, o excesso de
espécies reativas gera um desbalanco, oxidante > antioxidante, nomeado como

estresse oxidativo, que tem sido amplamente associado a diversos processos
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fisiopatoldégicos como na hipertenséo arterial, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose,
dentre outras complicacdes cardiovasculares e renais (GRIENDLING et al., 2016).

Para além de serem um produto do metabolismo celular, o acimulo de ER
também pode ter origem exdgena a partir da exposicdo a poluentes ambientais,
radiacdo ionizante, fumaca de tabaco (GRIENDLING et al., 2016) e outros,
conforme esquematizado pela Figura 2.

As fontes enddgenas de ER sdo multiplas, destacando-se as mitocéndrias,
que sdo organelas celulares responséaveis pela fosforilagdo oxidativa para a
obtencdo de energia, mas que geram ER como subproduto, por exemplo o &nion
superoxido (O2") e o peréxido de hidrogénio (H202), conforme mostrado na Figura 2.
Atualmente, sdo reconhecidos inameros outros papéis mitocondriais além da
fosforilacdo oxidativa, como na morte celular programada, imunidade inata,
autofagia, sinalizacdo redox, homeostase do calcio e outros, processos que
demandam a participacdo dessas ER, que ainda sim, quando em excesso,
ocasionam efeitos deletérios (DUNN et al., 2015).

Outra importante fonte enddégena sdo as enzimas lipoxigenases e ciclo-
oxigenases, que participam do metabolismo do acido araquidénico (AA) oriundo da
atividade da fosfolipase citosolitica Az sobre fosfolipideos. O produto principal da via
sdo os eicosanoides bioativos, como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e
outros, que possuem papel central na inflamacéo, imunidade e como mensageiros
do sistema nervoso central. Durante a oxidacdo do AA por essas enzimas ha
também geracdo de ERO como subproduto. Estudos também sugerem que
intermediarios de ambas as enzimas, lipoxigenases e ciclo-oxigenases, sao
capazes de estimular a producdo de ERO via enzima NADPH (CHO; SEO; KIM,
2011).

Figura 2: Fontes e respostas celulares as espécies reativas
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A NADPH oxidase € um complexo enzimatico que ocupa a membrana
plasmética celular dos mais variados tipos, incluindo células endoteliais e
musculares lisas, que constituem os vasos sanguineos. Evidéncias demonstram
que a Ang Il estimula a producdo de O; nos vasos através da NADPH oxidase,
levando a reducdo da biodisponibilidade do éxido nitrico (NO), produto da enzima
6xido nitrico sintase (NOS) (FORSTERMANN, 2010). Sdo dois 0s mecanismos
principais envolvidos nessa reducédo: ERO podem interagir diretamente com o NO, o
gue leva a sua inativacéo e formacado do anion peroxinitrito (ONOO-), uma ERN com
alto potencial oxidante; e/ou reduzem a biodisponibilidade por interagirem com
substratos e cofatores das sintases de NO, como a oxidagdo do cofator
tetraidrobiopterina (BH4) da NOS endotelial (DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011).

Sendo uma das substancias vasoativas que asseguram a homeostase
cardiovascular, o NO além de promover vasodilatacdo, previne agregacao e adesao
plaquetéria, inibe a proliferacdo das células musculares lisas e ativacdo de genes
pré-inflamatérios. Portanto, a reducdo da biodisponibilidade do NO é apontada
como um fator de risco cardiovascular, sendo associada como fenétipo na
hipertensdo e em outras DCV (FORSTERMANN, 2010).

Dentre as macromoléculas biolégicas prejudicadas pelo estresse oxidativo,
conforme o esquematizado pela Figura 2, também podemos citar os lipideos. O
acido linoleico e o AA sdo importantes alvos da oxidacdo por ER, produzindo
intermediarios ativos como isoprostanos, que desencadeiam acdes inflamatorias,
vasoconstritoras e, portando, estdo associados as DCV (BASU, 2008) e sao
considerados biomarcadores de estresse oxidativo (YOSHIDA; UMENO; SHICHIRI,
2013).

S&do vérias as doencas que apresentam o estresse oxidativo envolvido em
seus processos fisiopatoldgicos, o que vem sendo alvo de extensas pesquisas pela
comunidade cientifica (GIUSTARINI, et al., 2009). A forma com que esses
processos respondem a acdo de antioxidantes, como uma possivel abordagem
terapéutica, também é alvo de investigacbes (PISOSCHI; POP, 2015). Na
hipertensdo renovascular, o estresse oxidativo se relaciona intimamente com a
inflamagéo vascular, a disfun¢cdo endotelial e o dano vascular devido as lesdes
oxidativas (SITl; KAMISAH; KAMSIAH, 2015). Nos rins, ERO ativam vias que
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modulam a funcdo microvascular renal, aumentando a sensibilidade a
vasoconstritores como a Ang Il, devido a reducdo da biodisponibilidade de NO
associada a formacdo de ONOO-, eventos que resultam na reducdo da filtragem
glomerular, prejudicando a hemodinamica e funcdo renal (LERMAN; TEXTOR,;
GRANDE, 2009).

1.3.1 Antioxidantes

O sistema antioxidante foi definido por Halliwell e Gutteridge (1989) como
substancias capazes de competir com substratos oxidaveis, reduzindo ou inibindo a
oxidacdo (DROGE, 2002). O mecanismo relacionado envolve a doagdo de elétrons
e/ou &tomos de hidrogénio para as ER, o que leva a interrupcdo das reagfes em
cadeia (SITl; KAMISAH; KAMSIAH, 2015). Nosso organismo conta com uma defesa
antioxidante que protege os sistemas bioldgicos da toxicidade da ER, podendo ser
moléculas enddgenas e exdgenas. As exdgenas sao adquiridas a partir da ingesta,
como tocoferol (vitamina E), que atua contra a peroxidacdo lipidica, o &cido
ascorbico (vitamina C), que atua contra o radical hidroxila (OH") e O, , lecitinas,
antioxidantes fendlicos (resveratrol, &cidos fendlicos e flavonoides), selénio,
medicamentos como acetilcisteina e outros. A defesa enddgena possui
componentes ndo enzimaticos como albumina e &cido Urico, que sdo responsaveis
pela maior parte da atividade antioxidante no plasma, e a glutationa (GSH), além
dos componentes enzimaticos (Figura 3), como superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (LIGUORI et al., 2018).

O O; e H202 sdo as ER mais produzidas e sdo contidas pelas enzimas da
defesa antioxidante. A SOD, por meio da reacédo de dismutacgéo, catalisa a geracao
H20:2 a partir de O,". A acdo da catalase leva a reducdo de H202 em agua, assim

como a GPx, porém a custa da conversdo da GSH reduzida em oxidada (GSSG).
Para manter esse dinamismo é fundamental a presenca da glutationa redutase
(GRd), que recupera a GSH reduzida. Ndo havendo a contensao na formacao de

H202, o acimulo pode levar a reagédo com fons de Fe?* ou Cu* (reagdo de Fenton),

gerando OH". Os referidos ions também podem catalisar a reacao entre H202 e O,
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(reacdo de Haber-Weiss), havendo a formagdo OH  da mesma forma, conforme

ilustrado pelo esquema da Figura 3 (BARBOSA et al., 2010).

Figura 3: Esquematizacdo da defesa antioxidante endégena

REACAO DE FENTON

0, === H,0,-----==--- oo »OH
REACAO DE HABER-WEISS

Hzﬂoz + RO, H,0O, 2GSH NAPDP*
0. 20,40 GSSG NADPH
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Fonte: BARBOSA, et al., 2010

A hipdxia e a isquemia renal promovem disfuncdo vascular, inflamacdo e
citotoxicidade das células do tabulo renal a partir da formacao de ER. Antioxidantes
podem potencialmente intervir precocemente na patogénese da leséo, eliminando
fontes oxidantes ou ER. Estudos em células renais e em modelos animais de lesdo
renal demonstraram agentes antioxidantes sendo capazes de promover protecéo
renal pois mitigaram danos oxidativos (DENNIS, WITTING, 2017). Ratliff e
colaboradores ponderam, entretanto, que apesar dos relatos otimistas
demonstrados pelas pesquisas, a aplicagcdo de antioxidantes na clinica tem sido
limitada, um obstaculo significativo € a complexidade das variadas fontes de ER e
sua interconexao dinamica, incluindo o papel fisiolégico desempenhado por estas
(RATLIFF et al., 2016).
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1.3.2 Tratamento farmacologico da Hipertensdo Renovascular

O tratamento da hipertensdo renovascular tem como alvo o manejo e
controle da PA, como em outras doencas hipertensivas, reduzindo
morbimortalidades correlacionadas. Outro objetivo, ndo menos importante, é
preservar a circulacdo e a funcdo renal. A terapia medicamentosa feita com
inibidores do SRA (captopril, losartana, entre outros) demostram eficaz reducéo da
PA e efeitos adversos minimos sobre os rins estenoéticos. Antes da década de 90,
outros medicamentos foram utilizados como tratamento, como o minoxidil, no
entanto, os efeitos eram limitados e no geral mal tolerados pelos pacientes
(HERRMANN; TEXTOR, 2017).

A utilizacdo de inibidores do SRA € cautelosa em casos de elevacdo da
creatinina ndo justificada clinicamente. Além disso, h& o risco da doenca vascular
progressiva em terapia a longo prazo. Outra intervencdo médica, como a
revascularizacdo por cirurgia, representa outros riscos devido ao carater invasivo,
em especial em idosos (HERRMANN; TEXTOR, 2017). Portanto, a terapia com
antioxidantes pode representar uma estratégia para manutencdo da estrutura e
funcao renal, mitigando lesdes oxidativas promovidas pelas ER (DENNIS, WITTING,
2017).

1.3.3 Tempol

A atividade biologica de nitroxidos foi reconhecida pela primeira vez em 1964
por Emmerson e Howard-Flanders, que reportaram a sensibilizacdo das bactérias
por estes compostos aos efeitos da radiacéo, despertando interesse do potencial
terapéutico dos nitroxidos. Eis que nos anos 90, Schnackenberg, Welch e Wilcox
demonstraram que a administracdo intravenosa e intraperitoneal de 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (tempol), Figura 4, reduzia a pressdo arterial e a
peroxidacao lipidica em modelos de hipertensdo em ratos (WILCOX; PEARLMAN,
2008).

Figura 4: Estrutura quimica do tempol
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Fonte: WILCOX; PEARLMAN, 2008

O tempol é um antioxidante, um nitroxido sintético permeével as membranas
celulares e que mimetiza a atividade da enzima SOD (WILCOX; PEARLMAN, 2008).
Estudos demonstraram que o tempol foi capaz de reduzir a pressédo arterial em
modelo 2R1C e recuperar a funcdo endotelial em leito arterial mesentério (COSTA
et al., 2009). Além disso, o tempol melhora a dilatacéo induzida pela acetilcolina em
artérias mesentéricas de ratos hipertensos DOCA-sal e 2R1C, assim como em aorta
de animais sensiveis ao sal (BANDAY et al., 2007; CHRISTENSEN et al., 2007,
ADEAGBO et al., 2003). Considerando que na condi¢do de hipoxia renal ocorre a
reducdo da regulacdo e expressdo de proteinas, dentre elas a Cu/Zn-SOD, que
desempenha papel fundamental na defesa antioxidante (SON et al., 2008), o tempol
enquanto mimético da SOD poderia apresentar um efeito protetor renal na
hipertensdo renovascular, ja que ER ativam vias que modulam a funcéo
microvascular renal, reduzem a biodisponibilidade de NO, associado a formacao de
ONOO-, promovendo mais lesdes oxidativas (LERMAN; TEXTOR; GRANDE, 2009).

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo principal

Investigar os efeitos do tratamento preventivo com tempol sobre o estresse
oxidativo, alteracOes estruturais e funcionais renais em modelo de hipertenséo

renovascular experimental.

1.4.2 Objetivos especificos
e Avaliar o efeito vasodilatador do tempol em leito arterial mesentérico isolado

de ratos Wistar;
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e Investigar o efeito do tratamento preventivo com tempol em modelo 2R1C,
estudando os seguintes parametros:
- Presséo arterial sistolica e funcao renal;
- Estereologia renal,

- Fibrose, apoptose e estresse oxidativo renal.

1.5 METODOLOGIA
e Execucéo do trabalho

Trabalho realizado no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular e Plantas
Medicinais (LFCPM) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG),
localizado na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), como atividade de
iniciacdo cientifica orientada pela Prof2 Dr2 Dayane Teixeira Ognibene, a
responsavel pelo projeto de pesquisa.
e Tempol

O tempol foi fornecido pelo Professor Doutor Alexandro Kappel Jordao, lider
do grupo de pesquisa Sintese Organica de Moléculas Bioativas da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, sintetizado conforme descrito previamente na
literatura (RAUCKMAN; ROSEN; ABOU-DONIA, 1975; SOUZA et al., 2011).

e Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 3 meses pesando cerca de 250-
300g para os experimentos de reatividade vascular e com 45 dias de vida, 150-
180g, para a inducdo do modelo experimental de hipertensdo. Todos 0s animais
foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia, do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro. Os animais foram mantidos em ciclo de claro-escuro e 12 horas, em
salas climatizadas a 25°C, com presenca de luz a partir das 6:00 horas da manha,
sendo os experimentos realizados durante o dia. Os animais tiveram livre acesso a
racao e agua.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para o Cuidado

e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia da UERJ (Protocolo n°
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CEUA/030/2013) em consonancia as praticas estabelecidas pelo Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

e |solamento do leito arterial mesentérico (LAM)

Ratos Wistar machos foram eutanasiados em camara de CO:2 e logo
submetidos a laparotomia para isolamento do leito arterial mesentérico de acordo
com o método descrito por Mcgregor (1965). O LAM foi estendido para o exterior da
cavidade abdominal e envolto em gaze umedecida com solucdo nutriente de Krebs
modificada (composicdo em mmol/L: NaCl 118, KCI 4.7, CaCl2 2.5, MgSO4 1.2,
KH2PO4 1.2, EDTA 0.026, NaHCOs 25 e CsH1206 6) € constantemente aerada com
solucdo de carbogénio [O2 (95%) e CO2 (5%)]. A temperatura do banho foi mantida
em 37 °C. Os ramos pancreatico-duodenal, ileo e colico direito da artéria
mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado foi ligado e
seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica
superior foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal e canulada
com um tubo de polietileno (PE 50; Clay-Adams), de aproximadamente 4 cm de
comprimento, preenchida com solugéo de Krebs. Em seguida, o intestino delgado
foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda intestinal, e a preparacao

lavada com solucao de Krebs modificada.

e Reatividade do LAM ao Tempol

Apos o isolamento, a preparacao vascular foi colocada em uma cuba (volume
de 10 mL) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria
mesentérica superior que foi conectada a uma bomba peristaltica (Model MINIPULS
3, Gilson®). A solucéo de Krebs, mantida a 37 °C e aerada com mistura carbogénica
(95% O2 e 5% COy) foi infundida a velocidade constante de 4 mL/min e a pressao
de perfusdo registrada continuamente em um computador através do programa
(PowerLab 4/30). Os experimentos foram precedidos de um periodo de trinta
minutos de estabilizacdo da preparacéo, durante o qual a pressao de perfusao basal
foi mantida entre 20 e 40 mmHg (RESENDE et al. 1998) e entdo foram
administradas inje¢des de 120 pmol de KCI até obter uma resposta consistente. Em
seguida, iniciou-se a pré-contracdo do LAM, no qual a norepinefrina (NE) foi
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adicionada a solugéo de perfusdo, em concentragao suficiente (30 uM) para que a
pressao de perfusdo se mantivesse estavel em torno de 80-100 mmHg.

Antes verificar o efeito do tempol, foi avaliada a viabilidade vasodilatadora
dependente e independente do endotélio do LAM isolado. Foi administrada uma
dose de acetilcolina (ACh) (10 pmol), a qual produz um efeito médio de 50% de
relaxamento através da liberacdo de NO pelas células endoteliais, seguida da dose
de 10 nmol de nitroglicerina (NG), que promove vasodilatagdo de forma né&o
dependente do endotélio. Checada a viabilidade do LAM, foi realizada a curva dose-
resposta do tempol (10-300umol). A resposta aos agentes vasodilatadores foi
expressa em termos de % de queda da resposta pressora induzida pela
norepinefrina (30uM). As inje¢cbes in bolus das substéncias utilizadas no
experimento foram realizadas por meio de um injetor acoplado ao sistema de

perfusdo, com microsseringas Hamilton de 10 e 100pl.

e Modelo de hipertenséo

O modelo de Goldblatt 2R1C foi utilizado para a inducdo de animais com
hipertensdo renovascular (GOLDBLATT et al., 1934). Ratos Wistar machos foram
anestesiados com tiopental (70 mg/kg; via intraperitonial) e, apés laparotomia, um
clipe de prata com diametro interno de 0,20 mm foi inserido em torno da artéria
renal esquerda. Os ratos controles (sham) foram submetidos somente a
laparotomia, reproduzindo o estresse cirdrgico no grupo controle. Apds a cirurgia,
ainda sedados, os animais foram mantidos em local a temperatura ambiente,
receberam dipirona via retal para analgesia e tiveram os pontos cirtrgicos limpos
com alcool 70%.

Para avaliacdo do efeito do tratamento preventivo com tempol foram
utilizados os seguintes grupos experimentais (n= 8-12 individuos): Grupo 2R1C,
Grupo 2R1C + Tempol, Grupo Sham e Grupo Sham + Tempol. Ja no pés-cirurgico,
0s grupos 2R1C + Tempol e Sham + Tempol foram tratados com tempol (86 mg/Kg)
de peso ao dia via oral na agua fornecida na mamadeira por 5 semanas (COSTA et
al., 2009). Os grupos 2R1C e Sham néo tratados receberam apenas agua durante
todo o periodo experimental.

Figura 5: Retratacao geral do protocolo experimental
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METODOLOGIA

TRATAMENTO EM MODELO EXPERIMENTAL

Pletismografia de cauda

Medida dos parametros
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e Medida dos parametros hemodinamicos

As medidas da presséo arterial sistolica, diastolica e média (mmHg) foram
feitas utilizando a técnica de pletismografia de cauda, por meio do aparelho
CODAHT2 da Kent Scientific. Os animais sao expostos a uma lampada por 10 min e
tém sua temperatura verificada para atender a faixa de 30-35 °C, visando assegurar
um fluxo sanguineo com a vasodilatacdo da artéria caudal possivel para a medicéo.
Um garrote e um sensor de pulso sdo colocados em torno da cauda do animal, e
através do volume de sangue que flui pela cauda, os dados de pressdo séo
registrados. Nas duas semanas anteriores a cirurgia, 0s animais passaram pelo
procedimento para iniciar a aclimatacdo. Apés a cirurgia, o protocolo experimental
foi de 5 semanas, nas quais 0s animais tinham as medidas de pressao verificadas
uma vez por semana com 15 ciclos em cada medi¢cdo, sendo as 5 primeiras

descartadas.

e Coletade urina 24 h para analise bioquimica

No dia anterior a eutanasia, os animais foram alocados individualmente em
gaiolas metabdlicas para a coleta de urina de 24h, sendo posteriormente
avolumada, centrifugada a 3.500 rpm, e aliquotadas para armazenamento a — 80 °C.

Os niveis de proteinas totais foram avaliados através do ensaio de Bradford
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(BRADFORD, 1976). Os niveis de ureia e creatinina foram mensurados através do

ensaio colorimétrico com utilizacao de Kits comerciais (Bioclin).

e Eutanasia, coleta do plasma e do rim esquerdo

No dia da eutanésia, os ratos foram anestesiados com tiopental (70 mg/kg;
via intraperitonial). O sangue foi coletado por puncdo da artéria aorta toracica,
centrifugado a 4500 rpm por 10 min e armazenado em aliquotas a -80C°. Os niveis
de creatinina e ureia foram verificados utilizando o ensaio colorimétrico dos Kits
comerciais (Bioclin). A concentracdo plasmatica do 8-isoprostano foi feita através do
ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA) utilizando Kit comercial (Cayman
Chemical). O rim esquerdo foi isolado e armazenado para andlises morfoldgicas e

imunohisto-quimicas.

e Andlise morfoldgica: estereologia renal e deposicao de colageno

Apds a eutanasia, o rim esquerdo foi imediatamente fixado em
paraformaldeido 4%, pH 7,4. Posteriormente, os rins foram cortados
longitudinalmente em duas metades, e para a analise morfofuncional foi necessério
também fazer cortes transversais. As partes foram colocados em cassetes para o
processo de desidratacdo e clarificacdo, com uma gradacao de alcool (%) 70, 80,
90, 100 e xilol (%) 80, 90 e 100, seguido de inclusdo em blocos de paraplast plus
(Sigma-Aldrich). Os blocos foram seccionados em micrétomo (Easy Path) com
espessura de 5 ym e passados para laminas histoldgicas.

Para a estereologia renal, os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (HE), as imagens digitais ndo consecutivas foram capturadas na objetiva
20x, utilizando-se o microscopio Olympus BX51 com camera acoplada LC Evolution
(imagens em formato TIFF, 36-bit color, 1280X1024 pixels). O volume do rim foi
determinado de acordo com método de Sherle (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
O numero de glomérulos por area foi estimado pelo método de contagem de pontos
e 0 método de fracionamento foi utilizado para estimar o numero de glomérulos em
uma lamina, levando em conta as fragdes analisadas do rim, corrigido para o 6rgao
inteiro (BERTRAM, et al., 1992).
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Para estimar a area (%) de deposicdo do colageno, extensao da fibrose, os
cortes foram corados com picrosirius red, as imagens digitais ndo consecutivas
foram capturadas na objetiva 20x, utilizando-se o microscépio Olympus BX51 com
camera acoplada LC Evolution (imagens em formato TIFF, 36-bit color, 1280X1024
pixels). As regibes dos cortes coradas de vermelho foram quantificadas pelo

programa Image Pro Plus (version 7).

e Imuno-histoquimica

Seccdes de 5uym foram desparafinizadas, reidratadas e incubadas (15 min)
com H202 a 3% para bloqueio da peroxidase enddgena. O bloqueio das ligacdes
inespecificas foi feito com incubacdo da albumina de soro bovino 2,5% diluido em
tampéo fosfato (PBS/BSA). Para a recuperacdo de antigenos, foi usado tripsina
(3%) diluida em agua destilada durante 10 min a 37% ou tampao citrato (a 60°C).
Os cortes foram incubados com anticorpo priméario diluido 1:100 com 1% de
PBS/BSA durante a noite, a 4°C em atmosfera umida. As seguintes proteinas foram
identificadas a partir deste procedimento: renina, caspase-3 (1:100, Santa Cruz
Biotechnology Inc.) e 8-isoprostano (1:100, Oxoford Biomedical Research). O sinal
da marcacao foi amplificado com um complexo biotina-estreptavidina, kit comercial
(Vectastain Universal), e a imunorreacéo positiva foi identificada com incubacéo do
3,3 tetracloro de diaminobenzidina (DAB; Dako Universal Cytomation). Os cortes
também foram corados com hematoxilina para possibilitar a identificacdo dos
nacleos celulares. As imagens digitais ndo consecutivas foram capturadas na
objetiva 40x, utilizando-se o0 microscépio Olympus BX51 com camera acoplada LC
Evolution (imagens em formato TIFF, 36-bit color, 1280X1024 pixels). As regides
coradas de castanho claro dos cortes foram quantificadas pelo programa Image Pro

Plus (version 7).

e Analise estatistica
Os resultados foram expressos em média + erro padréo da média (e.p.m.).
Os dados foram analisados por meio de “one-way analyses of variance” (ANOVA)

para comparar a diferengca entre 0s grupos experimentais, com posterior uso do
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pos-teste Bonferroni ou Tukey., sendo considerados significativos quando p<0,05.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 EFEITO VASODILATADOR DO TEMPOL EM LAM DE RATOS WISTAR

Foi realizado um estudo em LAM de ratos Wistar adultos para avaliar as
propriedades vasodilatadoras do tempol (Figura 6A e 6B). Uma dose Unica in bolus
de ACh (10 pmol) e NG (10 nmol) induz uma rapida e transiente queda da pressao
de perfusdo. Ap6s confirmada a integridade das respostas vasodilatadoras
dependente e independente do endotélio, doses in bolus de tempol produziram uma

resposta vasodilatadora dose-dependente de 10-300 pymol (EDso = 53,3 = 7,3 pmol).

Figura 6: Efeito vasodilatador do tempol
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Figura 6 Efeitos do tempol sobre a pressao de perfusdo em LAM de ratos Wistar normotensos pré-
contraidos com NE (A). ACh e NG foram usadas para avaliar o efeito vasodilatador dependente e
independente de endotélio, respectivamente. A vasodilatacdo € expressa como % de queda da
resposta pressora induzida pela norepinefrina (n=10 por grupo). Curva representativa da presséo de
perfusdo (em mmHG) demonstrando os efeitos vasodilatadores induzidos pela acetilcolina (ACh),
nitroglicerina (NG) e tempol em LAM (B). Abreviagbes: ACh, acetilcolina; NE, norepinefrina; NG,
nitroglicerina.
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2.2 EFEITOS DO TEMPOL SOBRE A PRESSAO ATERIAL SISTOLICA E OS

PARAMETROS BIOQUIMICOS NO MODELO 2R1C

Conforme demonstrado na Tabela 2, ndo ha diferenca entre os animais na
pressao arterial sistdlica (PAS) na semana 0, antes da cirurgia. Cinco semanas
apos a cirurgia, a PAS foi significativamente maior (p < 0,05) no grupo 2R1C em
relacdo os grupos controles. O tempol foi capaz de prevenir parcialmente o aumento
da PAS no grupo 2R1C + Tempol em comparagcdo ao grupo 2R1C e néo
demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao grupo Sham.

Além disso, os niveis plasméticos de creatinina, ureia e 8-isoprostano foram
significativamente elevados (p < 0,05) no grupo 2R1C quando comparados com 0s
controles. O volume urinario e niveis de ureia, creatinina e proteina total na urina
nao foram diferentes entre 0s grupos experimentais. O tratamento com tempol
reduziu os niveis de creatinina, ureia e 8-isoprostano no grupo 2R1C+Tempol (p <

0,05), de forma comparavel aos grupos Sham (p < 0,05).

Tabela 2: Dados da pressao sistolica e os parametros bioquimicos dos

diferentes grupos experimentais

Sham Sham+T 2R1C 2R1C+T
Pressdao sistblica sanguinea

Semana 0 137 +£2.3 126 £ 5.5 119+34 112 +4.6

Semana 5 129+5.1 116 +5.1 199+135" 150+7.9™
Plasma
Ureia (mg/dL) 43+1 38.3+2.6 61.6+4.9" 39.6+0.7"
Creatinina (mg/dL) 0.18+0.04 0.16+£0.05 0.38+0.03" 0.16 +0.06"
8-Isoprostano (pg/mL) 164+0.1 16.5+0.1 17.3+0.2° 16.5+0.2*
Urina

Volume Urinario (mL/24h) 153+27 20.1+3.8 158+ 3.4 142+23

Proteinaria (mg/24h) 10.8+0.4 10.2+0.9 84+1.1 8.2+0.9

Creatinina (mg/24h) 75+1.0 7.9+0.6 7.2+0.6 7.0+04

Ureia (g/24h) 0.5+0.06 0.5+0.02 0.5+0.08 0.5+0.06
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Os valores estdo representados como média + e.p.m (n = 8-9 por grupo). * Significativamente
diferente do grupo Sham (p < 0,05, ANOVA). + Significativamente diferente do grupo 2R1C (p < 0,05,
ANOVA). Abreviaturas: Sham, animais que passaram apenas pela laparotomia; Sham + T, animais
gue passaram pela laparotomia e foram tratados com tempol; 2R1C, animais que tiveram a artéria
renal esquerda clampeada; 2R1C+T animais que tiveram a artéria renal esquerda clampeada e
foram tratados com tempol.
2.3 RENINA

A imunomarcacao de renina foi mensurada em cortes histolégicos renais (Figura
7A). Como demonstra a Figura 7B, a imunomarcacéo de renina foi aumentada no
grupo 2R1C em comparagdo aos grupos Sham (p < 0,05). O tratamento com o
tempol restaurou a expressao de renina no grupo 2R1C+T a niveis comparaveis

com os controles.

Figura 7: Imunomarcacao para renina
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Figura 7: Efeito do tempol sobre a imunomarcacéo de renina (em castanho) em cortes histol6gicos
renais de animais 2R1C (A, B) (40x). Os resultados estao representados como média £ e.p.m (n=5
por grupo). *Significativamente diferente do grupo Sham (p < 0,05); 4Significativamente diferente do
grupo Sham+T; *Significativamente diferente do grupo 2R1C (p < 0,05). Abreviaturas: Sham, animais
que passaram apenas pela laparotomia; Sham + T, animais que passaram pela laparotomia e foram
tratados com tempol; 2R1C, animais que tiveram o rim esquerdo clampeado; 2R1C + T animais que
tiveram o rim esquerdo clampeado tratados com tempol.

2.4 EFEITOS DO TEMPOL SOBRE ALTERACOES ESTRUTURAIS RENAIS
2.4.1 Estereologia renal

Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos renais estédo ilustradas
na Figura 8A. Uma avaliacdo qualitativa mostrou alteragdes na estrutura tecidual no
grupo 2R1C com deplecdo do numero de néfrons. Essas alteraces estruturais
foram evitadas pelo tratamento com tempol (Figura 8A). Como demonstra a Figura
6B, o0 volume do rim esquerdo (clipado) foi menor (p < 0,05) no grupo 2R1C do que
0S grupos Sham e o tratamento com o tempol aumentou este pardmetro nos
animais 2R1C+T em comparacgao aos 2R1C (p < 0,05). O numero de glomérulos por
area (Figura 8C) e por rim (Figura 8D) foi reduzido no grupo 2R1C em comparacao
com os controles. O tratamento com o tempol impediu a reducdo do numero de
glomérulos por area (Figura 8C), e aumentou 0 nimero de glomérulos por rim no
grupo 2R1C+T (p < 0,05, Figura 8D).

Figura 6: Estereologia renal
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Figura 8 — Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do rim esquerdo, corados com
hematoxilina e eosina (A) (20x). Efeitos do tempol sobre o volume renal (B), nUmero de glomérulos
por area (C) e por rim (D) em cortes histolégicos do rim esquerdo de animais 2R1C. Os resultados
estao representados como média = e.p.m. (n= 5-7 por grupo). *Significativamente diferente do grupo
Sham (p < 0,05); &Significativamente diferente do grupo Sham+T; *Significativamente diferente do
grupo 2R1C (p < 0,05). Abreviaturas: Sham, animais que passaram apenas pela laparotomia; Sham
+ T, animais que passaram pela laparotomia e foram tratados com tempol; 2R1C, animais que
tiveram o rim esquerdo clampeado; 2R1C + T animais que tiveram o rim esquerdo clampeado
tratados com tempol.

2.4.2 Deposicao de colageno renal
A fibrose intersticial renal (Figura 9A e 9B), avaliada por deposicao de colageno,
foi significativamente (p < 0,05) maior nos animais 2R1C em comparagdo aos

controles e o tratamento com tempol impediu esse aumento em 2R1C+T (p < 0,05).

Figura 9: Superficie de colageno
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Figura 9: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos do rim esquerdo, corados com
picrosirius red (A) (20x). Efeitos do tempol sobre a superficie de colageno (B) em cortes histologicos
do rim esquerdo de animais 2R1C. Os resultados estdo representados como média £ e.p.m. (n= 5-7
por grupo). *Significativamente diferente do grupo Sham (p < 0,05); 4Significativamente diferente do
grupo Sham+T; *Significativamente diferente do grupo 2R1C (p < 0,05). Abreviaturas: Sham, animais
que passaram apenas pela laparotomia; Sham+T, animais que passaram pela laparotomia e foram
tratados com tempol; 2R1C, animais que tiveram o rim esquerdo clampeado; 2R1C + T animais que
tiveram o rim esquerdo clampeado tratados com tempol.
2.5 EFEITOS DO TEMPOL NA EXPRESSAO DE MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO E DE APOPTOSE

O 8-Isoprostano e a caspase-3 foram mensurados em cortes histologicos renais
por imuno-histoquimica para avaliar o dano oxidativo e a apoptose, respectivamente
(Figura 10A e 11A). A imunomarcacdo renal de 8-isoprostano (Figura 10B) e
caspase-3 (Figura 11B) foi elevada no grupo 2R1C em comparacdo aos grupos
Sham (p < 0,05). O tratamento com o tempol reduziu (p < 0,05) a imunomarcacgao
de ambos os parametros no grupo 2R1C+T, a niveis comparaveis com os controles.

Figura 10: Imunomarcacao de 8-Isoprostano
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8-lsoprostano (%)

Figura 10: Efeito do tempol sobre a imunomarcac¢do de 8-isoprostano (em castanho) em cortes
histolégicos renais de animais 2R1C (A, B) (40x). Os resultados estéo representados como média +
e.p.m. (n= 5 por grupo). *Significativamente diferente do grupo Sham (p < 0,05); &Significativamente
diferente do grupo Sham+T; *Significativamente diferente do grupo 2R1C (p < 0,05). Abreviaturas:
Sham, animais que passaram apenas pela laparotomia; Sham + T, animais que passaram pela
laparotomia e foram tratados com tempol; 2R1C, animais que tiveram o rim esquerdo clampeado;
2R1C + T animais que tiveram o rim esquerdo clampeado tratados com tempol.

Figura 11: Imunomarcacao de caspase-3
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Figura 11: Efeito do tempol sobre a imunomarcacdo de caspase-3 (em castanho) em cortes
histolégicos renais de animais 2R1C (A, B) (40x). Os resultados estéo representados como média +
e.p.m. (n= 5 por grupo). *Significativamente diferente do grupo Sham (p < 0,05); &Significativamente
diferente do grupo Sham+T; *Significativamente diferente do grupo 2R1C (p < 0,05). Abreviaturas:
Sham, animais que passaram apenas pela laparotomia; Sham + T, animais que passaram pela
laparotomia e foram tratados com tempol; 2R1C, animais que tiveram o rim esquerdo clampeado;
2R1C + T animais que tiveram o rim esquerdo clampeado tratados com tempol.
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2.6 Discusséo
Os nitroxidos se tornaram alvos de pesquisas por sofrerem reacbes de

reducdo de um ou dois elétrons, tendo o tempol um maior destaque. Os relatos de
utilizacédo e efeitos com tempol no sistema cardiovascular comecam na década de
90 quando Schnackenberg, Welch e Wilcox descrevem que a administracao
intravenosa e intraperitoneal do tempol reduziam a PA em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR). Por ser estavel, um mimético da SOD permeavel as membranas,
que reduz ER como os ions superoxido e radicais hidroxil, o tornou atrativo para
estudos, pois além de explorarem o potencial terapéutico do composto em si, este
agente também pbe em lente de aumento o papel das ER na patogénese dos
modelos experimentais que possuem 0 estresse oxidativo associado (WILCOX;
PEARLMAN, 2008).

Previamente, o tratamento com o tempol demonstrou prevenir o
desenvolvimento da hipertensdo e da disfuncdo endotelial em ratos hipertensos
2R1C, associado com a reducdo do dano oxidativo e aumento da atividade da SOD
em artérias mesentéricas (COSTA et al.,, 2009). O principal achado do presente
estudo revela que a administracédo crénica com o tempol oferece protecdo contra a
injaria renal crénica isquémica e a disfungéo renal no modelo 2R1C, provavelmente
através de sua acao antioxidante, vasodilatadora e anti-hipertensiva.

A principio, os resultados expdem que o tempol induz uma reposta
vasodilatadora dose-dependente em leito arterial mesentérico pré-contraido de ratos
normotensos. Dados publicados anteriormente apontam que a vasodilatacao
induzida pelo tempol em artérias mesentéricas perfundidas oriundas de ratos
hipertensos no modelo DOCA-Sal, poderia ser reduzida pelo bloqueio vascular de
canais de potassio de grande condutancia (BK) ativados por célcio (XU et al., 2005).
Portanto, além da acdo mimética da SOD, a modulacdo dos canais BK tem sido
sugerida como envolvida nos mecanismos de acdo do tempol. Quando ativados
diretamente, esses canais levam a hiperpolarizacdo do potencial de membrana,
fechamento dos canais de Ca?* o que reduz o tdnus vascular, contribuindo com o

efeito vasodilatador do tempol (XU et al., 2006).

A estenose da artéria renal € uma das nefropatias vasculares mais comuns. A

obstrucédo significativa do fluxo sanguineo para os rins ativa multiplos mecanismos
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gue envolve a amplificacdo do SRA, estresse oxidativo, inflamacado e fibrose. Tais
mecanismos desdobram em lesdes com carater de deterioracdo progressiva da
estrutura e funcao do tecido renal, levando a doenca renal cronica que, em ultima
instancia, significa desfechos desfavoraveis e irreversiveis para 0s rins e outros
orgaos-alvo (LERMAN et al., 2009).

Como descrito, no modelo 2R1C, a insercdo do clipe na artéria renal
esquerda reduz a pressao de perfusdo renal, estimulando a secrecdo da enzima
renina e ativacao exacerbada do SRA, elevando os niveis de Ang Il, um potente
vasoconstritor e fator pro-oxidante (PRADHAN; ROSSI, 2013). A infusédo crénica de
Ang |l foi capaz de acionar a hiperatividade do SRA sistémico, ocorrendo um
aumento expressivo do SRA intrarenal, propiciando ao peptideo Ang Il maior
interacdo com rAT1, que induz lesdo pré e pés-glomerular, altera a hemodinamica e
a funcdo renal ao comprometer sua capacidade autorregulatéria (CASARE et al.,
2016). Outros estudos demonstram que apés essa primeira etapa, as fases do
desenvolvimento e da manutencéo da hipertensédo arterial tem um forte componente
neurogénico, que envolve perda da sensibilidade reflexa barorreceptora,
desencadeando um aparente aumento da atividade vasomotora simpatica (de
OLIVEIRA-SALES et al., 2010; OLIVEIRA-SALES et al.,, 2008). Além disso,
evidéncias anatémicas e fisiolégicas demonstram que as células justaglomerulares e
tubulos renais sao inervados por nervos simpaticos. Na isquemia renal, o aumento
da atividade nervosa simpatica renal contribui para a manutencdo da hipertensao
através da modulacdo e reabsorcdo de sédio nos tubulos renais (NISHI;
BERGAMASCHI; CAMPOS, 2015).

Em consonancia a estudos publicados anteriormente, os resultados deste
trabalho constatam que, cinco semanas apds a cirurgia, o0s ratos 2R1C
apresentaram elevada imunomarcacgao de renina no rim clipado (KIM et al., 2016),
bem como o aumento da pressao arterial (COSTA et al., 2009; KIM et al., 2016). O
tempol reduz a pressao arterial em diferentes modelos de hipertensdo (HOFFMANN
et al.,, 2008; MENG et al., 2003; WELCH et al., 2005). Hoffmann e colaboradores
utilizaram o tempol como tratamento no modelo BPH/5, que manifesta
espontaneamente as caracteristicas clinicas da pré-eclampsia: aumento da pressao

arterial acompanhado de proteindria e estresse oxidativo placentario. O tempol foi
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capaz de prevenir os aumentos induzidos da pressédo e proteindria, bem como
normalizou a produgéo de ERO na zona placentaria, melhorando o crescimento fetal
e sobrevivéncia dos filhotes (HOFFMANN et al., 2008). Em ratos hipertensos modelo
DOCA-sal, que desenvolve a doenca hipertensiva a partir da ingesta de soédio
dietético, o tempol também foi usado como tratamento e mostrou ser capaz de
reduzir a pressao arterial e danos renais. Como hipotese, 0 mecanismo sugerido
pelos autores envolve uma maior biodisponibilidade de NO, reduzindo n&do s6 os
niveis pressoricos, como também a sensibilidade ao sal (MENG et al., 2003). Welch
e colaboradores investigaram o tempol como tratamento em modelo de ratos SHR,
gue possui caracteristicas da hipertensédo essencial humana: um aumento gradual
da pressdo sem aumentos notaveis da atividade da renina plasmatica, endotelina,
catecolaminas; possuem leve sensibilidade ao sal e estresse oxidativo aumentado.
O tratamento com o0 antioxidante reduziu a pressdo arterial e a excrecdo de 8-
isoprostano, um biomarcador de estresse oxidativo (WELCH et al.,, 2005). Os
achados do presente estudo demonstram que o tratamento preventivo com tempol
normalizou os niveis de renina e atenuou o desenvolvimento da hipertensdo em
animais 2R1C. Suas acdes antioxidantes (COSTA et al., 2009; KARANOVIC et al.,
2016) e vasodilatadoras (XU et al., 2005), bem como a capacidade de modular a
entrada simpética ao sistema cardiovascular (HAN et al., 2011), podem contribuir
para o efeito benéfico sobre a secrecdo de renina em animais com hipertenséo
2R1C. Além disso, resultados apresentados anteriormente revelaram que o
tratamento preventivo com o tempol restaura a funcdo endotelial nas artérias
mesentéricas de ratos hipertensos 2R1C (COSTA et al., 2009), contribuindo para os
beneficios cardiovasculares.

Na hipertensdo renovascular, o SRA € ativado sistematicamente e no rim
estendtico, ao passo que Ang Il é responsavel pela geracdo de ROS, principalmente
o radical anion superoxido através da enzima NADPH oxidase. O desequilibrio entre
a geracdo e a inativacdo da ER favorece a oxidacdo de componentes celulares,
especialmente lipideos e proteinas, causando danos teciduais (GILL; WILCOX,
2006). Foi observado que no modelo 2R1C ocorre estresse oxidativo intrarenal,
aumento expressivo do teor de produtos oxidados (oriundos de lipideos e proteinas)

e reducdo da atividade de enzimas antioxidantes. Associado ao aumento da



40

resposta inflamatéria renal, que, em JUltima andlise, estimula a producdo de
medidores pro-fibrogénicos e, portanto, inicia a fibrogénese neste modelo (ALAM et
al., 2015). Além disso, o anion superéxido pode reagir com o NO, diminuindo sua
biodisponibilidade e gerando peroxinitrito, contribuindo para lesdes oxidativas que
promove danos vasculares e renais (SAVOIA et al., 2011). Meng e colaboradores
constataram que os animais DOCA-sal possuem um aumento significativo de anion
superoxido na regido do cortex e medula renal, e nos animais tratados com tempol
ocorre reducdo dos niveis deste radical e da proteindria, o que reforca a relacao
entre estresse oxidativo e danos renais (MENG et al., 2003). Estudos demonstram
gue antioxidantes podem intervir precocemente na patogénese da lesdo por eliminar
fontes oxidantes ou ER. Em células renais e em modelos animais de lesdo renal, os
agentes antioxidantes sdo capazes de promover protecdo renal pois mitigaram
danos oxidativos (DENNIS, WITTING, 2017). Além disso, o uso eficiente de oxigénio
renal esta intimamente relacionado com a energia necessaria para o transporte
tubular de sédio. No quadro de estresse oxidativo e na hipertensédo renovascular, as
ER suprimem o uso eficiente do oxigénio, que é corrigido pelo uso do antioxidante
tempol no modelo 2R1C (WELCH et al., 2003), possivelmente a partir da melhora do
feedback tubuloglomerular (REN; CARRETERO; GARVIN, 2002).

Conforme relatado anteriormente na literatura (ALAM et al., 2015; COSTA, et
al., 2009; DA COSTA et al., 2012; OLIVEIRA-SALES et al., 2008; WELCH et al.,
2003), os resultados apresentados levam a entender que o estresse oxidativo foi
elevado sistematicamente e no rim estendtico de animais 2R1C. O dano oxidativo,
avaliado pelos niveis plasmaticos e imunoquantificagdo renal do biomacador 8-
isoprostano, foi aumentado no grupo 2R1C em comparacdo aos controles.
Demostramos que o tempol impediu 0 aumento dos niveis sistémico e renais de 8-
isoprostano, indicando um importante efeito antioxidante que pode contribuir para
sua acéo protetora renal.

No presente estudo, foram observados glomerulosclerose e fibrose intersticial
tubular no rim estenotico, que foi evidenciado pela reducdo do volume renal e do
namero de glomérulos, bem como pelo aumento da deposicdo de colageno. Os
dados sobre fibrose renal foram relatados anteriormente (ALAM et al., 2015).

Também foi observado um aumento da imunomarcacdo de caspase-3 renal nos
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animais 2R1C, sugerindo células em apoptose. A administracdo de tempol foi capaz
de prevenir a atrofia renal, alteracdes no nimero de glomérulos, deposicdo de
coldgeno e expressdo de caspase-3 no rim de ratos hipertensos 2R1C. Juntos,
esses resultados sugerem que o tempol protege o rim estendtico de alteragcbes
morfologicas. Sua atividade antioxidante como mecanismo subjacente contribuiu
para a protecao da estrutura renal, reduzindo células em apoptose e a fibrose renal.
Além disso, suas ac¢fes vasodilatadora e anti-hipertensiva também podem participar
da protecdo renal, melhorando a perfusdo do rim estenético. Foi possivel observar
que a supressdo do estresse oxidativo pelo tempol neste modelo corrige
parcialmente a hipdxia cortical renal e 0 uso ineficiente e O2 no transporte de sédio
tubular (WELCH et al., 2003).

No modelo 2R1C, a atrofia renal, a perda de glomérulos e a fibrose foram
acompanhadas pelo declinio da funcao renal, o que estd acordo com dados prévios
da literatura (HUANG et al., 2014; WENZEL et al., 2003). Altera¢des na fungéo renal
nos animais 2R1C foram evidenciadas por altos niveis de creatinina e ureia no
plasma, quadro de azotemia, indicativo de um estagio inicial de insuficiéncia renal.
Demonstramos que a administracdo cronica de tempol melhorou esses parametros,

sugerindo sua capacidade de protecdo em animais 2R1C contra a disfuncao renal.

3 CONSIDERACOES FINAIS

As doencas cardiovasculares permanecem como a principal causa de morte
no Brasil e no mundo, dentre elas, as doencas hipertensivas possuem destaque
epidemiolégico mesmo com o conhecimento cientifico acumulado e das numerosas
intervencdes terapéuticas disponiveis. A hipertensdo renovascular possui etiologia
conhecida e o desfecho clinico renal pode ser preocupante, o que demonstra a
relevancia clinica da pesquisa basica na busca de novas abordagens terapéuticas.

Em conclusdo, os efeitos do tratamento preventivo com tempol mostrou
fornecer beneficios sobre a estrutura e funcédo renal na hipertensdo em modelo
2R1C, evidenciado pela prevencdo de altos niveis de creatinina e ureia no plasma,
associado a reducdo de danos glomerulares e fibrose renal. Os mecanismos
subjacentes do efeito protetor renal exercido pelo tempol podem envolver sua acao

antioxidante, e pelo menos em parte, seus efeitos vasodilatador e anti-hipertensivo.
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Os resultados apresentados sugerem um potencial uso do tempol como um agente

renoprotetor na estenose da artéria renal e hipertensdo renovascular.
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