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GRATON, M. E. Papel do tratamento crônico com apocinina na 
biodisponibilidade de óxido nítrico e geração de espécies reativas de oxigênio 
em ratos espontaneamente hipertensos. 2022. Tese (Doutorado) – Faculdade de 

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2022. 

 

RESUMO 

 

A enzima NAD(P)H oxidase (NOX) é a principal fonte de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) no sistema cardiovascular. A produção exacerbada de ERO associada com a 

redução da capacidade antioxidante pode levar ao estresse oxidativo, que pode 

causar a hipertensão arterial, principal fator para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares que são a principal causa de morte no mundo. Devido a essa 

importância, nossas ferramentas e abordagens terapêuticas são necessárias para 

auxiliar no controle e desenvolvimento da hipertensão arterial e suas complicações. 

Na primeira parte deste trabalho foram avaliados os efeitos dos tratamento crônico 

com apocinina em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) na produção de óxido 

nítrico (NO) e na geração de espécies reativas de oxigênio, bem como a eliminação 

destas espécies por parte dos sistemas antioxidantes. Na segunda parte deste 

trabalho, foram avaliadas as características antioxidantes e inibidoras de NOX da 

apocinina, e de um outro potencial candidato terapêutico, o ácido protocatecuico. 

Ambos estudos reforçam o potencial uso da apocinina como possível candidato para 

o tratamento de doenças cardiovasculares onde o estresse oxidativo é um dos 

principais alvos terapêuticos. 

 

Palavras-chave: Apocinina. Hipertensão Arterial. Doença cardiovascular. Estresse 

Oxidativo. Ratos Espontaneamente Hipertensos.  
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GRATON, M. E. Role of the chronic treatment with apocynin on the nitric oxide 
bioavailability and the reactive oxygen species generation in spontaneously 
hypertensive rats. 2022. Tese (Doutorado) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2022. 

 

ABSTRACT 

 

NAD(P)H oxidases (NOX) enzymes are the major source of reactive oxygen species 

(ROS) in the cardiovascular system. The overproduction of ROS associated to the 

reduction of the antioxidant capacity lead to oxidative stress, which may cause 

hypertension, major risk factor for cardiovascular diseases which are the leading 

causes of death worldwide. Due to this importance, new therapeutical tools and 

approaches are need to control the development of hypertension and its complications. 

In the first part of this study, the effects of the chronic treatment with apocynin in 

spontaneously hypertensive rats (SHR) were evaluated on the nitrix oxide (NO) 

production and on the generation of ROS, as well the elimination of these species by 

the antioxidant systems. In the second part, the antioxidant and NOX inhibitory 

properties of apocynin were evaluated and compared to another potential therapeutical 

candidate, protocatechuic acid. Both studies suggest the potential use of apocynin as 

new candidate for the treatment of cardiovascular diseases where oxidative stress play 

an important role as therapeutical target. 

 

Keywords: Apocynin. Hypertension. Cardiovascular disease. Oxidative stress. 

Spontaneously hypertensive rat. 
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Concentração de espécies reativas de oxigênio (ERO), em 

unidades arbitrárias, em células endoteliais da veia umbilical 

humana. A intensidade de fluorescência foi detectada pela 

sonda dihidroetídio (DHE) sensível a ERO em células não 

estimuladas (Controle, barra branca) ou estimuladas (100 

µmol/L) com apocinina (barra preta) ou ácido protocatecuico 

(barra cinza). 
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Figura 1.6 

 

 

 

 

 

 

Concentração de óxido nítrico (NO), em unidades arbitrárias, em 

células endoteliais da veia umbilical humana. A intensidade de 

fluorescência foi detectada pela sonda NO-sensível diacetato de 

4,5-diaminofluoresceína (DAF-2DA) em células não 

estimuladas (Controle, barra branca) ou estimuladas (100 

µmol/L) com apocinina (barra preta) ou ácido protocatecuico 

(barras cinza). 
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Figura 1.7 

 

 

 

 

Curvas cumulativas de concentração-efeito para fenilefrina (0,1 

nmol/L – 100 µmol/L) em anéis de aorta de ratos Wistar (A) e 

SHR (B) pré-incubados (100 µmol/L) com apocinina (círculos 

pretos) ou protocatecuicos ácido (quadrados pretos) ou não 

incubados (Controle, quadrados brancos). 
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Figura 1.8 

 

 

 

 

Curvas cumulativas de concentração-efeito para acetilcolina 

(0,1 nmol/L – 100 µmol/L) em anéis de aorta de ratos Wistar (A) 

e SHR (B) pré-incubados (100 µmol/L) com apocinina (círculos 

pretos) ou ácido protocatecuico (quadrados pretos) ou não 

incubados (Controle, quadrados brancos). 
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Figura 2.1 

 

 

 

 

 

Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS, B), da eNOS fosforilada no 

resíduo de serina 1177 (p-eNOS ser1177, C) e a relação p-

eNOS ser1177/ eNOS em homogenatos de leito mesentérico de 

ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR 

Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 
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Figura 2.2 

 

 

 

 

Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS, B), da da óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS, C) em homogenatos de artéria aorta de ratos 

Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado 

(barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 
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Figura 2.3 

 

 

 

 

 

Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS, B), da da óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS, C) em homogenatos de leito mesentérico de 

ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR 

Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 
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Figura 2.4 

 

 

Níveis plasmáticos de nitrato/nitrito, em nmol/mL, de ratos 

Wistar (barra branca), SHR (barra cinza) e SHR Tratado (barra 

preta) com apocinina (30 mg/Kg). Valores representam média ± 

EPM, n = 5-6. *p<0,05 entre SHR versus Wistar e SHR Tratado. 
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Figura 2.5 

 

Autorradiografias típicas e expressão proteica, em unidades 

arbitrárias, da guanilato ciclase solúvel (GCs) subunidades alfa 
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(GCs-α, B) e beta (GCs-β, C) em homogenatos de leito 

mesentérico de ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras 

cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 

mg/Kg). 

Figura 2.6 

 

 

 

Autorradiografias típicas e expressão proteica, em unidades 

arbitrárias, da NOX1 (A), NOXO1 (B), NOX2 (C), p47phox (D) e 

NOX4 (E) em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar 

(barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras 

pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 
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Figura 2.7 

 

 

 

 

Produção de ERO dependente de NOX detectada pela 

quimioluminescência da lucigenina, em unidades relativas de 

luz (URL)/ mg proteína, em homogenatos de leito mesentérico 

de ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR 

Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 
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Figura 2.8 

 

 

 

Níveis de espécies reativas ao ácido 2-tibarbitúrico 

(malondialdeído), em mmol/L/ mg de proteína, em homogenatos 

de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras 

brancas) e tratados com apocinina (barras pretas) 30 mg/Kg. 
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Figura 2.9 

 

 

 

Capacidade antioxidante, em mmol/L FeSO4/ mg de proteína, 

em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR 

não tratados (barras brancas) e tratados com apocinina (barras 

pretas) 30 mg/Kg. 
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Figura 2.10 

 

 

 

 

 

Níveis de ácido úrico, em mg/ mL de ácido úrico/ mg de proteína, 

em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR 

não tratados (barras brancas) e tratados com apocinina (barras 

pretas) 30 mg/Kg.  
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Figura 2.11 

 

 

 

Expressão proteica, em unidades arbitrárias, da Bach1 em 

homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não 

tratados (barras brancas) e tratados com apocinina (barras 

pretas) 30 mg/Kg. 
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Figura 2.12 

 

 

 

Expressão proteica, em unidades arbitrárias, da Proteína 

Associada Kelch Like ECH 1 (Keap1) em homogenatos de leito 

mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras 

brancas) e tratados com apocinina (barras pretas) 30 mg/Kg. 
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CAPÍTULO 1 

Neste primeiro capítulo desta tese, serão apresentados os resultados obtidos 

pela avaliação dos efeitos agudos da apocinina, em comparação ao ácido 

protocatecuico. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são metabólitos do oxigênio molecular 

como resultado do metabolismo celular normal e são moléculas sinalizadoras 

essenciais que regulam vários processos fisiológicos, como ativação de fatores de 

transcrição, fosforilação de quinases, genes de defesa do hospedeiro e mobilização 

de sistemas de transporte de íons (SCHRAMM et al., 2012; TOUYZ; SCHIFFRIN, 

2004). No entanto, a superprodução de ERO causa modificações adversas em 

macromoléculas, e estão envolvidas no desenvolvimento de diversas doenças. O 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes em favor de oxidantes é chamado de 

estresse oxidativo (BIRBEN et al., 2012). O estresse oxidativo contribui para muitas 

condições patológicas, como a hipertensão (RODRIGO; GONZÁLEZ; PAOLETTO, 

2011). 

No sistema vascular, em condições fisiológicas as ERO regulam a função 

endotelial e o tônus vascular, mas em situações patológicas, as ERO têm um papel 

importante na angiogênese e rarefação, inflamação, hipertrofia, proliferação, 

migração, fibrose, remodelação vascular e disfunção endotelial associada à 

hipertensão (TOUYZ; BRIONES, 2011). 

Durante a hipertensão, além dos processos multifatoriais que levam à elevação 

da pressão arterial (interação entre múltiplos sistemas de órgãos, muitos genes, 

estímulos ambientais, ativação do sistema renina-angiotensina, inflamação e outros) 

(TOUYZ; BRIONES, 2011), o estresse oxidativo contribui para a produção excessiva 

de ERO, diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO•) e diminuição da 

capacidade antioxidante (SEDEEK et al., 2009). 

Existem duas maneiras para a eliminação de ERO. A primeira é a sua 

eliminação pela estimulação de sistemas antioxidantes endógenos ou pela 

administração de antioxidantes. A segunda é mais complexa e envolve a inibição de 

enzimas que catalisam a produção de ERO (SCHRAMM et al., 2012). As NAD(P)H 

oxidases (NOX) são a principal fonte de ERO nos tecidos vasculares (DIKALOV et al., 

2014). A família NOX compreende sete isoformas, cada uma baseada em uma 

subunidade catalítica central distinta, e todas elas usam NADPH como doador de 

elétrons e catalisam a transferência de elétrons para o oxigênio molecular para gerar 

o ânion superóxido (O2•-) (SIRKER; ZHANG; SHAH, 2011b). 
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Várias abordagens para superar o estresse oxidativo na parede vascular têm 

sido estudadas como um possível tratamento para a hipertensão (SCHRAMM et al., 

2012), e os compostos apocinina e ácido protocatecuico são candidatos. 

A apocinina é uma acetofenona extraída inicialmente dos extratos da raiz da 

erva medicinal Picrorhiza kurroa nas montanhas do Himalaia (PETRÔNIO et al., 

2013). Nosso grupo estudou os efeitos da apocinina e da geração de ERO. Em aortas 

de ratos Wistar, a apocinina promoveu um efeito hipotensor de longa duração, e foi 

mais potente induzindo relaxamento dependente e independente do endotélio do que 

seu dímero ativo, a diapocinina (POTJE et al., 2017b). Além disso, em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), o tratamento crônico com apocinina reduziu a 

pressão arterial e biomarcadores de estresse oxidativo, reverteu a disfunção endotelial 

(PERASSA et al., 2016), aumentou a produção de NO• e reduziu a geração de ROS 

nos vasos sanguíneos de SHR (GRATON et al., 2019). A apocinina tem um 

mecanismo de ação controverso. Alguns estudos sugerem que seus efeitos 

dependem apenas de suas propriedades antioxidantes (HEUMÜLLER et al., 2008), 

enquanto outros estudos implicam sua capacidade de inibir NOX em células 

fagocitárias (SIMONS et al., 1990) e cardiovasculares (EL-SAWALHI; AHMED, 2014). 

O ácido protocatecuico é um ácido fenólico de ocorrência natural, amplamente 

distribuído e presente na maioria das plantas comestíveis utilizadas na medicina 

popular, sendo um dos componentes biologicamente ativos de algumas plantas 

medicinais. Há evidências de que reduz o risco de doenças cardiovasculares devido 

às suas propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e de radicais livres 

(SEMAMING et al., 2015). 
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1.2 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo foi estudar as propriedades antioxidantes e/ou 

inibidoras de NOX da apocinina em comparação com o ácido protocatecuico. 
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1.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba, UNESP, aprovou todos os procedimentos utilizados neste estudo 

(Processo CEUA FOA 2016-00130). 

 

1.3.1 Animais 
 

Este estudo utilizou ratos machos SHR de três meses de idade com pressão 

arterial sistólica (PAS) > 150 mmHg. Ratos Wistar da mesma idade (PAS < 110 

mmHg) foram usados como controle normotenso. A PAS foi avaliada por 

pletismografia de cauda (PowerLab, ADInstruments, Austrália). Os animais foram 

alojados em ambiente termoneutro (22 ± 2°C) em ciclo claro/escuro de 12 a 12 horas, 

com livre acesso a ração padrão e água. Ao atingir a idade de três meses, todos os 

animais foram utilizados nos experimentos descritos abaixo. 

 

1.3.2 Avaliação da capacidade antioxidante dos compostos 
 

A capacidade antioxidante dos compostos em solução foi medida pelo ensaio 

de poder antioxidante redutor férrico (FRAP), um método baseado na redução do 

complexo férrico tripiridiltriazina a Fe2+ em meio ácido (BENZIE; STRAIN, 1996). A 

apocinina e o ácido protocatecuico foram diluídos primeiro em dimetilsulfóxido e 

depois diluídos em água deionizada de 0,1 nmol/L a 1 mmo/L. Vinte microlitros (20 

µL) de cada amostra, em duplicata, foram incluídos na solução de trabalho 

(composição, em mmol/L: tampão acetato 300,0; 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10,0; FeCl3 

20,0; 10:1 :1, pH 3,6, respectivamente). Após 30 min de incubação a 37°C no escuro, 

a absorbância foi estimada em 595 nm (Biotek, EUA). Os resultados foram expressos 

em mmol/L FeSO4; uma curva padrão de FeSO4 foi usada. 

 

1.3.3 Ensaio de capacidade de absorção de radicais de oxigênio (ORAC) 
 

Os valores ORAC dos compostos estudados foram estimados conforme 

descrito anteriormente com modificações (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). 
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Resumidamente, as misturas de reação (volume final de 200 μL) foram compostas por 

130 μL de fluoresceína (110 nmol/L), 50 μL de AAPH (80 mmol/L) e 20 μL de 

compostos testados ou Trolox (antioxidante de referência) ou PBS (controle). Todas 

as soluções foram preparadas em PBS. A reação foi incubada a 37 ºC e a intensidade 

de fluorescência (470/520 nm) lida em intervalos de 5 min por 2,5 horas usando um 

leitor de placas (Synergy H1 Hybrid Reader, Biotek, EUA). Os valores de (F/F0) foram 

plotados em função do tempo, e a integração da área sob a curva (AUC) medida e 

empregada para obter valores ORAC, de acordo com a seguinte equação: ORAC = 

((composto testado AUC - controle AUC)/(AUC Trolox - controle AUC)) x 

([Trolox]/[composto testado]). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Os valores ORAC foram expressos como equivalentes de Trolox, que é a 

concentração de Trolox que causa o mesmo efeito dos compostos testados. 

  

1.3.4 Ensaio de Trieno Autooxidável Conjugado (CAT) 
 

Os valores de CAT dos compostos estudados foram estimados conforme 

descrito anteriormente com modificações leves (LAGUERRE et al., 2008). 

Resumidamente, as misturas de reação (volume final de 250 μL) foram compostas por 

50 μL de suspensão de óleo de Tung, 50 μL de AAPH (5 mmol/L) e 50 μL de 

compostos testados ou Trolox (antioxidante de referência) ou PBS (controle). Todas 

as soluções foram preparadas em PBS. As misturas de reação foram incubadas a 37 

ºC e a absorbância (273 nm) lida em intervalos de 5 min por 3 horas usando um leitor 

de placas (Synergy H1 Hybrid Reader, Biotek, EUA). Os valores de (A/A0) foram 

plotados em função do tempo e a integração da área sob a curva (AUC) medida e 

empregada para obter os valores de CAT, de acordo com a seguinte equação: CAT = 

((composto testado AUC - AUC controle)/(AUC Trolox – controle AUC)) x 

([Trolox]/[composto testado]). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Os valores de CAT foram expressos como equivalente de Trolox (TE). A emulsão foi 

preparada misturando 5 mg de óleo de Tung (sem remoção de tocoferóis) em 50 mL 

de PBS contendo 17 μmol/L Brij 35. A solução foi vigorosamente agitada para produzir 

uma emulsão homogênea. 

 

1.3.5 Ensaio de eliminação de radicais DPPH 
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As misturas de reação foram compostas por 50 µL de radical 2,2'-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH, 800 μmol/L) na ausência (controle) ou na presença de 50 μL dos 

compostos estudados, e o volume completado para 200 μL com etanol. As misturas 

de reação foram incubadas no escuro e a absorbância (517 nm) lida após 30 min 

usando um leitor de placas (Synergy H1 Hybrid Reader, Biotek, EUA). Todas as 

soluções foram preparadas em etanol. A capacidade de eliminação foi calculada 

usando a seguinte equação: % de eliminação = ((absorvância do controle – 

absorbância do composto estudado)/(absorvância do controle)) x 100. Os resultados 

foram expressos como 50% de concentração efetiva (EC50), de acordo com (SARONI 

ARWA et al., 2015). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

1.3.6 Tratamento dos anéis de aorta 
 

Os animais foram decapitados após serem anestesiados com isoflurano em 

câmara saturada. A aorta torácica foi removida, colocada em uma placa de Petri 

contendo solução de Krebs (mmol/L: NaCl 130,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; 

NaHCO3 14,9; C6H12O6 5,5; CaCl2 1,6; pH 7,4), dissecada e cortada em anéis de 4 

mm. Os anéis foram colocados por 30 min em solução de Krebs, 37°C, borbulhados 

(95% O2 e 5% CO2) não incubados (Controle) ou incubados com apocinina ou ácido 

protocatecuico, 100 μmol/L. Os anéis foram congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80°C até os experimentos. Este procedimento foi realizado para 

experimentos de quimioluminescência TBARS e lucigenina. 

 

1.3.7 Determinação da lipoperoxidação 
 

A lipoperoxidação nos anéis aórticos foi avaliada pela concentração de 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), utilizando-se um kit comercial de 

acordo com as instruções do fabricante (Cayman, EUA). Os tecidos foram macerados 

individualmente em tampão RIPA e inibidor de protease e depois centrifugados a 

1600×g, por 10 min a 4°C. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteína. 

 

1.3.8 Detecção da produção de ânion superóxido 
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O ensaio de quimioluminescência da lucigenina foi utilizado para determinar a 

produção do ânion superóxido nos anéis incubados com os compostos estudados. A 

luminescência foi medida em luminômetro (Orion II, Berthold Detection Systems, 

Alemanha), e os resultados foram expressos como unidades de luz relativa (URL)/mg 

de proteína. 

 

1.3.9 Medição de [ERO] e [NO] em HUVEC 
 

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram adquiridas das 

linhas celulares ATCC (EUA). As células foram cultivadas em meio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro bovino fetal (FBS) 10% e 

usado nas passagens 4-6. Após privação do soro em meio de cultura por 12 h, as 

células confluentes (104 células/poço) foram incubadas com apocinina ou ácido 

protocatecuico a 100 μmol/L ou não (controle) por 12 h. Em seguida, as células foram 

incubadas com as sondas de fluorescência DHE (seletiva para ERO, 2,5 μmol/L), ou 

DAF-2DA (seletiva para NO•, 5 µmol/L), por 30 minutos. As análises fluorométricas 

foram realizadas em um espectrofluorômetro (BioTeK®) equipado com uma lâmpada 

de Xenon de 150 Watts (Excitação/Emissão, em nm: DHE 405/570 e DAF-2DA 

488/530). 

 

1.3.10  Reatividade vascular 
 

Os animais foram decapitados após serem anestesiados com isoflurano em 

câmara saturada. A aorta torácica foi removida, colocada em placa de Petri contendo 

solução de Krebs fria, dissecada e cortada em anéis de 4 mm. Os anéis foram 

colocados entre dois ganchos de aço inoxidável conectados a um transdutor de força 

isométrica (Letica Scientific Instruments, Espanha), mantidos por 60 min de um 

período de estabilização, em solução de Krebs, 37°C, pH 7,4, 95% O2 e 5% CO2 . Os 

anéis foram esticados até uma tensão de repouso de 2,0 g, a integridade funcional 

dos anéis foi testada com KCl 120 mmol/L e os anéis que contraíram ≥ 1,5 g foram 

considerados viáveis e utilizados para o estudo. A integridade do endotélio foi testada 

por relaxamento com acetilcolina (ACh, 10 µmol/L) após contração induzida com 

fenilefrina (PE, 1 µmol/L) e apenas anéis com relaxamento ≥ 70% foram usados nos 

protocolos seguintes. 
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1.3.10.1 Avaliação dos efeitos de compostos fenólicos na contração 
induzida por fenilefrina 

 

Os anéis foram incubados por 30 minutos com um dos compostos (apocinina 

ou ácido protocatecuico, 100 μmol/L) por 30 minutos. Em seguida, foram realizadas 

curvas de contração cumulativa concentração-efeito para PE (0,1 nmol – 0,1 µmol/L). 

Anéis sem incubação de quaisquer compostos foram usados como controle. 

 

1.3.10.2 Avaliação dos efeitos de compostos fenólicos no relaxamento 
induzido por acetilcolina 

 

Durante 30 minutos, os anéis foram estimulados com apocinina ou ácido 

protocatecuico (0,1 μmol/L), e então contraídos com PE (0,1 μmol/L). Após o platô, 

foram realizadas curvas de contração cumulativa concentração-efeito para ACh (0,1 

nmol – 0,1 µmol/L). Anéis sem incubação de quaisquer compostos foram usados como 

controle. 

 

1.3.11  Drogas e reagentes 
 

Apocinina (A10809, Fig. 1A), ácido protocatecuico (37580, Fig. 1B), acetilcolina 

(A6625), fenilefrina (P6126), dihidroetídio (DHE), diacetato de 4,5-

diaminofluoresceína (DAF-2DA), 2,2- Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, D9132), 

dicloridrato de 2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH, 440914), (±)-6-Hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico ácido (Trolox, 238813), Brij 35 (801962), óleo 

de Tung (440337) e fluoresceína (F6377) foram adquiridos de Sigma Aldrich (EUA). 

Lucigenina (L6868) foi obtida da ThermoFisher Scientific (EUA). O DMEM foi adquirido 

da Vitrocell (00025, Brasil) e o FBS da Gibco (12657029, América do Sul). O kit de 

ensaio TBARS foi adquirido da Cayman Chemical (10009055, EUA). Os demais sais 

e reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich. 
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Figura 1.1. Estrutura química da apocinina (A) e do ácido protocatecuico (B). 

 
1.3.12  Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média (SEM), 

e n representa o número de aortas ou anéis de aorta usados nos experimentos, ou o 

número de experimentos independentes realizados com células isoladas. Todos os 

resultados foram comparados entre os grupos usando o teste t de Student ou análise 

de variância (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey. GraphPad Prism 5 ou 6 (GraphPad 

Software Corporation, La Jolla, EUA) foi aplicado para analisar os resultados e fazer 

as figuras. As diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p 

< 0,05. 

A B

Apocinina Ácido protocatecuico
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1.4 RESULTADOS 

 

Os principais achados deste estudo são: (1) a apocinina e o ácido 

protocatecuico aumentam a capacidade antioxidante, (2) todos os compostos 

diminuem a geração de ROS, (3) os compostos mostraram capacidade de eliminação 

de radicais livres e efeito inibitório efetivo de NOX, (4) NO• e ROS foram moduladas 

pelos compostos em células isoladas, e (5) os efeitos vasomotores da fenilefrina e da 

acetilcolina foram alterados por esses compostos. 

 

1.4.1 Capacidade antioxidante dos compostos estudados 
 

Concentrações mais baixas dos compostos não demonstraram capacidade 

antioxidante significativa (0,1 nmol/L a 10 μmol/L). A capacidade antioxidante foi 

observada em concentrações superiores a 100 μmol/L (Apocinina: 0,24 ± 0,001; Ácido 

protocatecuico: 0,39 ± 0,005; mmol/L/FeSO4). Além disso, na concentração de 1 

mmol/L o ácido protocatecuico (3,85 ± 0,002) apresentou maior capacidade 

antioxidante que a apocinina (1,17 ± 0,05) (Fig. 1.2). 
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Figura 1.2. Capacidade antioxidante, em mmol/L FeSO4, de apocinina (círculos) e ácido protocatecuico 

(quadrados), nas concentrações de 0,1 nmol/L a 1 mmol/L. * p < 0,05 Ácido protocatecuico versus 
Apocinina. 

 

1.4.2 Avaliação da capacidade de eliminação direta de radicais livres e do efeito 
inibitório sobre a NOX 

 

Considerando a importância de discriminar entre a capacidade de sequestro 

direto de radicais livres e a inibição da atividade de NOX, a potência antioxidante dos 

compostos estudados foi avaliada por três ensaios adicionais diferentes (Tabela 1.1).  

O primeiro foi o ensaio de capacidade de absorção de radicais de oxigênio 

(ORAC), que se baseia na eficácia dos compostos estudados em seqüestrar radicais 

livres de peroxila (ROO•) gerados pela termólise de AAPH a 37 °C (OU; HAMPSCH-

WOODILL; PRIOR, 2001). A capacidade relativa de eliminação de radicais livres foi 

comparada e expressa como unidades equivalentes de Trolox.  

Cada um dos compostos foi um melhor sequestrante de ROO• em comparação 

com Trolox, um derivado solúvel em água da vitamina E. O ácido protocatecuico foi, 

pelo menos, 1,5 vezes mais eficiente na eliminação que apocinina (Tabela 1). 
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O segundo método para avaliação da eficácia anti-radical foi o ensaio de 

degradação de trieno autooxidável conjugado (CAT). Este método baseia-se na 

medição da capacidade dos compostos estudados como inibidor da degradação do 

ácido graxo insaturado, ácido eleosteárico, provocada por ROO• (PARACATU et al., 

2014). É semelhante ao ensaio ORAC, mas imita mais de perto as condições 

biológicas, pois simula o início do processo de peroxidação lipídica. A Tabela 1.1 

mostra a seguinte potência de eficácia inibitória ácido protocatecuico >> apocinina. 

O terceiro método para avaliação da eficácia antioxidante foi o método DPPH, 

que se baseia na redução deste composto radical livre estável. Conforme observado 

na Tabela 1, o ácido protocatecuico foi significativamente mais eficaz do que a 

apocinina, que foi pelo menos 700 vezes mais fraco de um eliminador de DPPH em 

comparação com os outros compostos. 

 
Tabela 1.1. Atividade sequestrante de radicais livres dos compostos estudados.  

 ORAC a CAT a DPPH (EC50) b 

Apocinina 1.9 ± 0.2 0.11 ± 0.02 19343 ± 2152 

Ácido protocatecuico 3.2 ± 0.2# 0.63 ± 0.12# 26 ± 5# 

a Equivalentes de Trolox (µmol de Trolox/µmol de composto). b EC50 (µmol/L). Os resultados foram 
expressos como media ± desvio padrão de três experimentos. #p< 0.05 Ácido protocatecuico versus 
Apocinina.  
 

1.4.3 Apocinina e ácido protocatecuico podem diminuir biomarcadores de 
estresse oxidativo em SHR 

 

TBARS é um método bem estabelecido para medir a peroxidação lipídica, um 

indicador de estresse oxidativo (YAGI, 1998). Não foram observadas alterações nos 

níveis de TBARS nas aortas isoladas de ratos Wistar e incubadas com os compostos 

em relação aos níveis observados nas aortas não tratadas (Controle: 100,0; 

Apocinina: 91,4 ± 5,19; Ácido protocatecuico: 75,72 ± 5,64; nmol/mg de proteína, %, 

n = 6-7) (Figura 1.3A). Outros estudos também não relataram diferenças após o 

tratamento com inibidores de NOX ou antioxidantes em ratos normotensos, 

presumivelmente devido à ausência de estresse oxidativo nesses animais (PERASSA 

et al., 2016; TAIN et al., 2012). 
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Por outro lado, em aortas de SHR, modelo com estresse oxidativo vascular [28], 

foi observado que apocinina (68,7 ± 3,66, n = 5) e ácido protocatecuico (60,7 ± 8,4, n 

= 5) reduziram TBARS quando comparados a anéis não estimulados (100,0, n = 5) 

(Figura 1.3B). 
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Figura 1.3. Determinação da porcentagem de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), em 

nmol/mg de proteína, em anéis de aorta não estimulados (Controle, barras brancas), ou estimulados 

(100 µmol/L) com apocinina (barras pretas) ou ácido protocatecuico (barras cinzas) de ratos Wistar (A) 

e SHR (B). Os valores representam a média ± EPM dos resultados, n = 5-7. * p < 0,05 versus controle. 
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1.4.4 Ambos compostos podem diminuir a produção de ERO nas aortas 
 

Lucigenina é uma sonda para detecção de níveis de superóxido 

(GYLLENHAMMAR, 1987; LI et al., 1998).  

Ambos os compostos foram capazes de diminuir o sinal de lucigenina nas 

células vasculares em ambos os ratos Wistar normotensos (Apocinina: 41,5 ± 3,9; 

Ácido protocatecuico: 36,3 ± 2,7; URL/mg de proteína, n = 9-10 , Figura 1.4A) e SHR 

(Apocinina: 57,9 ± 4,2; Ácido protocatecuico: 56,6 ± 2,8; URL/mg de proteína, n = 9-

10, Figura 1.4B), respectivamente. 
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Figura 1.4. Porcentagem de quimioluminescência de lucigenina, em unidades de luz relativa (URL)/mg 

de proteína, em anéis de aorta não estimulados (Controle, barras brancas) ou estimulados (100 µmol/L) 

com apocinina (barras pretas) ou ácido protocatecuico (cinza barras) de ratos Wistar (A) e SHR (B). Os 
valores representam a média ± EPM dos resultados, n = 9-10. * p < 0,05 versus Controle. 
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Em HUVEC, apocinina (3131 ± 103,2 UA, n = 4) e ácido protocatecuico (1813 

± 278,5 UA, n=4) foram capazes de reduzir a intensidade de fluorescência do DHE 

quando comparado com células não estimuladas (controle: 5238 ± 32,6 UA, n = 4) 

(Figura 1.5). 

 

 
Figura 1.5. Concentração de espécies reativas de oxigênio (ERO), em unidades arbitrárias, em células 

endoteliais da veia umbilical humana. A intensidade de fluorescência foi detectada pela sonda 

dihidroetídio (DHE) sensível a ROS em células não estimuladas (Controle, barra branca) ou 

estimuladas (100 µmol/L) com apocinina (barra preta) ou ácido protocatecuico (barras cinza). Os 

valores representam a média ± EPM dos resultados, n = 4. * p < 0,05 versus Controle. 

 

1.4.6 A concentração de NO• é aumentada em HUVEC 
 

Em seguida, usamos a sonda de diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2 

DA) permeável à membrana para a detecção dos níveis de óxido nítrico intracelular. 

DAF-2 DA é hidrolisado em DAF-2 e preso dentro da célula após reagir com NO• 

(KOJIMA et al., 1998; QIU et al., 2001; ZHOU; HE, 2011). 
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Em HUVEC, apocinina (5808 ± 548,1 UA, n = 4) e ácido protocatecuico (6281 

± 701,3 UA, n = 4) aumentaram a intensidade de fluorescência de DAF-2DA, quando 

comparado ao grupo controle (3530 ± 198,1 UA, n = 4) (Figura 1.6). 

 

 
Figura 1.6. Concentração de óxido nítrico (NO•), em unidades arbitrárias, em células endoteliais da 

veia umbilical humana. A intensidade de fluorescência foi detectada pela sonda NO-sensível diacetato 

de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2DA) em células não estimuladas (Controle, barra branca) ou 

estimuladas (100 µmol/L) com apocinina (barra pretas ou ácido protocatecuico (barra cinza). Os valores 
representam a média ± SEM dos resultados, n = 4. * p < 0,05 versus Controle. 

 

1.4.7 Efeito dos compostos na contração induzida por fenilefrina 
 

A fenilefrina induziu a contração dos anéis da aorta de ambas as linhagens 

(Figura 1.7). A incubação com apocinina diminuiu o efeito máximo (Emax) da 

fenilefrina em aortas de ratos Wistar quando comparado à curva controle (Controle: 

100,00 ± 2,99; Apocinina: 78,02 ± 3,77; %, n = 5 -6), mas não foi observada 

significância estatística quando as aortas foram incubadas com ácido protocatecuico, 

embora também tenha sido obtido um decréscimo (91,25 ± 3,37, %, n = 6). 
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Observamos também que a incubação com todos os compostos diminuiu a 

potência (pD2) da fenilefrina quando comparada à curva controle (Controle: 7,3 ± 0,1; 

Apocinina: 6,9 ± 0,1; Ácido protocatecuico: 6,9 ± 0,1) (Figura 1.7A) em anéis aórticos 

de ratos Wistar.  

Nos anéis aórticos de SHR, a apocinina apresentou valor de pD2 menor quando 

comparado a outras curvas (Controle: 7,38 ± 0,1; Apocinina: 7,13 ± 0,1; Ácido 

protocatecuico: 7,36 ± 0,2; n = 4-8) . Além disso, a apocinina também diminuiu o valor 

de Emax induzido pela fenilefrina quando comparado aos anéis não estimulados ou 

estimulados com os outros compostos aqui estudados (Controle: 100,67 ± 5,00; 

Apocinina: 70,56 ± 0,90; Ácido protocatecuico: 100,80 ± 2,95; g, n = 4-8) (Figura 1.7B).  
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Figura 1.7. Curvas cumulativas de concentração-efeito para fenilefrina (0,1 nmol/L – 100 µmol/L) em 

anéis de aorta de ratos Wistar (A) e SHR (B) pré-incubados (100 µmol/L) com apocinina (círculos 

pretos) ou protocatecuicos ácido (quadrados pretos) ou não incubados (Controle, quadrados brancos). 

Os valores representam a média ± EPM dos resultados, em porcentagem de contração, n = 4-8. A: * p 

< 0,05 ratos Wistar valores de pD2 todos os compostos versus controle, # p < 0,05 ratos Wistar valores 
Emax de Apocinina versus Controle. B: * p < 0,05 SHR pD2 valor de Apocinina versus outros, & p < 

0,05 SHR Emax valores de Apocinina versus outros.  
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1.4.8 Relaxamento induzido por acetilcolina em aortas incubadas com os 
compostos 

 

A acetilcolina promoveu relaxamento em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR 

(Fig. 8).  

Nenhum dos compostos alterou o Emax (Controle: 97,5 ± 1,25; Apocinina: 96,0 

± 4,12; Ácido protocatecuico: 94,2 ± 1,26; % de relaxamento, n = 3-4) ou o pD2 

(Controle: 7,5 ± 0,21; Apocinina: 7,3 ± 0,15; Ácido protocatecuico: 7,5 ± 0,31; n = 3-4) 

de acetilcolina na aorta de ratos Wistar (Figura 1.8A). 

Neste, em aortas de SHR, o Emax de acetilcolina não foi alterado pelos 

compostos (Controle: 96,8 ± 1,56; Apocinina: 107,6 ± 3,94; Ácido protocatecuico: 93,6 

± 6,12; % de relaxamento, n = 3-7). No entanto, foi observado que o ácido 

protocatecuico (7,2 ± 0,38; n = 4-3) aumentou o pD2 da acetilcolina (6,097 ± 0,13, n = 

7), sendo ainda mais significativo na aorta anéis incubados com apocinina (8,1 ± 0,39, 

n = 3) (Figura 1.8B). 
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Figura 1.8. Curvas cumulativas de concentração-efeito para acetilcolina (0,1 nmol/L – 100 µmol/L) em 

anéis de aorta de ratos Wistar (A) e SHR (B) pré-incubados (100 µmol/L) com apocinina (círculos 

pretos) ou protocatecuicos ácido (quadrados pretos) ou não incubados (Controle, quadrados brancos). 

Os valores representam a média ± EPM dos resultados, em porcentagem de relaxamento, n = 3-7. * p 

< 0,05 valores de SHR pD2 de ácido protocatecuico versus controle em ratos Wistar, # p < 0,001 valores 

de SHR pD2 de apocinina e versus controle. 
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1.5  DISCUSSÕES 

 

A capacidade redutora de um composto pode ser um indicador significativo de 

sua atividade potencial (KILIC; YEŞILOǦLU; BAYRAK, 2014). Neste trabalho, foi 

observado que ambos os compostos estudados apresentam atividade antioxidante 

(Figura 1.2). 

Antioxidantes são definidos como moléculas com capacidade de doar elétrons 

para eliminar a condição desemparelhada do radical e neutralizar os radicais livres. 

Essas moléculas podem reagir diretamente com ERO criando compostos menos 

nocivos ou podem regular a (dis)função de enzimas geradoras de ERO, inibindo sua 

atividade ou expressão (LÜ et al., 2010). Recentemente, mostramos que o tratamento 

in vivo com apocinina diminuiu a expressão e a atividade de NOX2 nas aortas e 

aumentou a capacidade antioxidante do plasma em SHR (GRATON et al., 2019; 

PERASSA et al., 2016). As enzimas NOX são a principal fonte de ânion superóxido 

vascular no organismo (DIKALOV et al., 2014). 

O ácido protocatecuico mostrou uma capacidade antioxidante dependente da 

concentração (Fig. 1.2), conforme observado anteriormente (LI et al., 2011), e suas 

ações farmacológicas foram intimamente correlacionadas com suas atividades 

antioxidantes (KAKKAR; BAIS, 2014). 

Com base nos resultados desses dados, escolhemos a concentração dos 

compostos utilizados para os experimentos subsequentes de TBARS, 

quimioluminescência de lucigenina, cultura celular e reatividade vascular. 

Como mostrado anteriormente (Fig. 2), esses compostos apresentam 

capacidade antioxidante, que pode ser definida como a capacidade de uma 

substância inibir a degradação oxidativa, como a peroxidação lipídica (ROGINSKY; 

LISSI, 2005). 

A redução da peroxidação lipídica parece estar associada à capacidade 

antioxidante desses compostos, uma vez que outros antioxidantes, como o ácido 

ascórbico e o α-tocoferol, também foram capazes de diminuir esse marcador de 

estresse oxidativo (FREI, 1991; MOTOYAMA et al., 1998).  

Entre as ERO, o O2•- tem importância crítica no vaso sanguíneo devido à sua 

rápida reação com o NO• levando à formação de peroxinitrito e alteração acentuada 
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do tônus vascular promovendo vasoconstrição e alterando a vasodilatação (MÜNZEL 

et al., 2002).  

A partir desses resultados, juntamente com os anteriores (Figura. 1.3), 

podemos prever que os compostos aqui estudados apresentaram características 

antioxidantes, devido à capacidade de seqüestrar ERO. 

DHE é uma sonda adicional para a detecção de níveis intracelulares de O2•- 

(CHEN; ROGERS; KAVDIA, 2013). Para minimizar a detecção do produto de oxidação 

de DHE não etídio específico (E+), foram utilizadas as configurações de excitação 

(405 nm) e emissão (570 nm) para otimizar a medição do produto específico de O2•- 

2-hidroxietídio (2-OH-E+) (NAZAREWICZ; BIKINEYEVA; DIKALOV, 2013). 

Um estudo anterior mostrou que a fluorescência de DHE foi maior na parede 

aórtica de SHR em comparação com WKY e o inibidor específico de NAD(P)H oxidase 

triazolo pirimidina VAS3947 inibiu ROS detectáveis por DHE em aortas de SHR (WIND 

et al., 2010). A apocinina foi capaz de diminuir a produção de ROS em HUVEC devido 

à redução da expressão e translocação de p47phox (SILVA SANTOS DE OLIVEIRA 

et al., 2018). 

Resultados semelhantes que o ácido protocatecuico também foi capaz de 

aumentar a geração de NO• em HUVEC já foram previamente descritos (HAN et al., 

2019). 

O NO• é um importante fator que regula a função endotelial, incluindo a 

prevenção da adesão e agregação plaquetária, limitação da oxidação do colesterol, 

proliferação de células do músculo liso vascular e promove vasodilatação (PALMER; 

FERRIGE; MONCADA, 1987). 

Foi demonstrado anteriormente pelo nosso grupo que a apocinina e seu dímero 

ativo, diapocinina, promovem hiporreatividade à fenilefrina (POTJE et al., 2017a), 

associada à diminuição da geração de ERO em anéis aórticos de ratos Wistar. Dessa 

forma, embora ratos normotensos não apresentem níveis aumentados de ERO nos 

anéis aórticos, a apocinina e o ácido protocatecuico exercem uma proteção vascular 

neste vaso sanguíneo. 

Uma vez que os animais SHR apresentam um aumento na geração de ERO, 

como observado por vários estudos (LASSEGUE, 2004; POTJE et al., 2019; TANITO 

et al., 2004), os compostos não foram capazes de alterar os efeitos da fenilefrina em 

anéis aórticos isolados em comparação com a curva controle. 
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A aorta SHR tem o relaxamento induzido pela acetilcolina prejudicado devido à 

disfunção endotelial (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986).  

A disfunção endotelial é caracterizada por biodisponibilidade prejudicada e 

produção de fatores relaxantes derivados do endotélio e está associada ao estresse 

oxidativo. A disfunção endotelial tem um papel importante na patogênese da 

hipertensão (SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012). 

Níveis elevados de peroxidação lipídica estão associados à origem e 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (MAJID et al., 1991)], e isso pode levar 

à disfunção endotelial e aumento da contratilidade, fatores importantes no dano 

vascular durante a hipertensão (MOTOYAMA et al., 1998). Isso é claramente bem 

demonstrado e discutido abaixo neste estudo nas Figuras 1.7 e 1.8, onde pode ser 

observado o efeito da apocinina e ácido protocatecuico nas curvas contráteis e 

relaxantes em resposta ao α-agonista adrenérgico e agonista colinérgico, 

respectivamente. 

Portanto, a eliminação de O2•- parece ser útil na restauração da dilatação 

dependente do endotélio (KOJIMA et al., 1998; SILVA SANTOS DE OLIVEIRA et al., 

2018), como também podemos demonstrar em vasos sanguíneos SHR (Fig. 8). Além 

disso, embora os SHR apresentem maior produção de ERO, todos os compostos 

foram capazes de oxidar as ERO e diminuir a quimioluminescência da lucigenina. 

Estes achados estão de acordo com resultados anteriores que mostram os 

efeitos benéficos dos antioxidantes na atividade biológica do NO• e no relaxamento 

dependente do endotélio (CARR; FREI, 2000). Como a disfunção endotelial é um 

preditor independente de risco cardiovascular (SCHIFFRIN, 2008), esses dados 

fornecem novas informações sobre os benefícios do uso de drogas que atuam como 

antioxidantes ou inibem a produção de ERO, principalmente em distúrbios com 

disfunção endotelial acentuada. Em conjunto, os compostos testados neste estudo 

devem ser considerados no tratamento dessas doenças vasculares, principalmente a 

apocinina, que parece apresentar uma terapêutica mais eficaz nos casos de disfunção 

endotelial observada neste estudo. 
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1.6 CONCLUSÕES 

 

Nosso estudo reforça a importância do uso de substâncias que combinem as 

habilidades de eliminação e/ou prevenção da geração de ERO e o restabelecimento 

da bioatividade do NO•.  

Com base nos dados apresentados aqui, apocinina e o ácido protocatecuico 

são candidatos para futuras abordagens terapêuticas de condições patológicas 

cardiovasculares onde o estresse oxidativo é uma característica chave. 

Futuros estudos devem ser realizados para investigar os efeitos in vivo e o 

mecanismo completo de ação dessas drogas sobre o estresse oxidativo e sua relação 

com a hipertensão. 
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CAPÍTULO 2 

Neste segundo capítulo desta tese, serão apresentados os resultados obtidos 

pela avaliação dos efeitos do tratamento crônico com apocinina em ratos 

espontaneamente hipertensos. 
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CAPÍTULO 2 
2.1 Introdução 

 

A hipertensão arterial é uma condição multifatorial dependente de fatores 

genéticos, epigenéticos, sociais e ambientais, caracterizada pela elevação persistente 

da pressão arterial sistólica (PAS, maior ou igual a 140 mmHg) e/ou da pressão arterial 

diastólica (PAD, maior igual a 90 mmHg). Está frequentemente associada a alterações 

estruturais ou funcionais em órgãos alvos como coração, cérebro, rins e vasos 

sanguíneos (MARKMAN FILHO et al., 2021). 

A hipertensão arterial é o principal fator de risco evitável para doenças 

cardiovasculares e mortalidade por todas as causas em todo o mundo (MILLS; 

STEFANESCU; HE, 2020). Mais de 30% da população global adulta tem hipertensão 

e sua prevalência tem aumentado mundialmente com o envelhecimento da população 

e exposição a fatores associados ao estilo de vida, como dietas não saudáveis e 

sedentarismo (MILLS et al., 2016). 

Modelos experimentais animais tem sido utilizados ao longos dos anos para 

entender a patogenia de diferentes doenças. Na hipertensão arterial, a utilidade 

destes modelos para o entendimento da patogênese, prevenção e tratamento da 

hipertensão e suas comorbidades depende de sua validade para representar as 

formas humanas de hipertensão, incluindo as respostas a sua terapia, bem como a 

qualidade dos estudos nesses animais. Por convenção, cada modelo animal de 

hipertensão tem ao menos um grau rudimentar de validade em demonstrar a 

característica primária de diagnóstico, um aumento da pressão arterial comparado 

aquele considerado nível considerado normal (LERMAN et al., 2019). 

Alguns modelos são notariamente destacados por apresentarem outros 

aspectos fenotípicos da hipertensão como idade de início, curso temporal, severidade, 

variabilidade e comorbidades associadas. Devido a importância clínica do dano em 

órgãos alvo associado a hipertensão arterial, alguns modelos tem maior similaridade 

com isto e com os distúrbios associados a hipertensão, entre eles, o rato 

espontaneamente hipertenso (PFEFFER et al., 1979; LERMAN et al., 2019). 

O rato espontaneamente hipertenso (SHR, do termo em inglês 

spontaneously hypertensive rats) foram obtidos através do endocruzamento de ratos 
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Wistar-Kyoto que apresentam níveis elevados de pressão de arterial que resultou em 

animais naturalmente hipertensos (OKAMOTO; AOKI, 1963). Estes animais, assim 

como os humanos, ainda apresentam o desenvolvimento da hipertensão arterial sem 

etiologia desconhecida (TANASE, 1979), o aumento da resistência vascular perifércia 

sem expansão de volume (TRIPPODO; FROHLICH, 1981) e o aumento da atividade 

simpática (LUNDIN; RICKSTEN; THORÉN, 1984).  

Ainda, em semelhança com a hipertensão arterial humana, os SHR 

apresentam disfunção endotelial e estresse oxidativo (DHALLA; TEMSAH; 

NETTICADAN, 2000; HIGASHI; KIHARA; NOMA, 2012), fatores estes que precedem 

o desenvolvimento da hipertensão arterial nestes animais (JAMESON et al., 1993). 

A disfunção endotelial é causada principalmente pela redução da 

disponibilidade de óxido nítrico (NO) e o principal mecanismo responsável por esta 

alteração é a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (TADDEI et al., 2002). 

Na disfunção endotelial ocorre uma alteração vascular levando a a uma perda da 

integridade e funcionalidade da camada endotelial levando a um estado de 

vasoconstrição aumentada e capacidade de vasodilatação reduzida, associada ainda 

a alterações estruturais e funcionais do músculo liso vascular (XIAO; LIU; WANG, 

2014). 

O NO é um fator endógeno vasodilatador, com ações autócrinas e 

parácrinas, produzido nas células endoteliais (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) e um 

importante regulador da homeostase vascular, neutrotransmissor e defesa 

imunológica (LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008). Ele é produzido pelas 

enzimas óxido nítrico sintase (NOS) que apresenta três isoformas: neuronal (nNOS 

ou NOS I), induzida (iNOS ou NOS II) e endotelial (eNOS ou NOS III), sendo as 

isoformas I e III constitutivas e dependentes de cálcio para sua ativação, e a isoforma 

II estimulada por citocinas (FÖRSTERMANN; SESSA, 2012). 

Nas células endoteliais, estímulos fisiológicos, como acetilcolina e tensão de 

cisalhamento, e farmacológicos, como acetilcolina e ionóforo de cálcio, levam ao 

aumento das concentrações intracelulares de cálcio, que por sua vez, liga-se a 

calmodulina, formando o complexo cálcio-calmodulina, convertendo o aminoácido L-

arginina e os cofatores fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NAD(P)H) 

e a tetrabiopterina (BH4), em NO e L-citrulina (GORREN et al., 2005). 
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Por sua vez, o estresse oxidativo resulta da produção excessiva de espécies 

reativas de oxigênio associada ou não, a redução da capacidade antioxidante do 

organismo (BABIOR, 2004). 

O ânion superóxido (O2‾) é a principal ERO no organismo e é sintetizado pela 

NADPH oxidase, que reduz um elétron do oxigênio usando NADPH como doador de 

elétron (BABIOR, 2004). A produção de ERO acontece por diferentes enzimas como 

um subproduto da principal atividade catalítica ou quando as mesmas apresentam 

atividade alterada. As enzimas cuja atividade é a produção de ERO são as enzimas 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase (NAD(P)H oxidase ou NOX) 

(SELEMIDIS et al., 2008). 

A NOX é uma enzima de sete isoformas, (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX 5, 

DUOX1 E DUOX2) (GRIENDLING, 2006). As subunidades homólogas catalíticas 

NOX1, NOX2 e NOX4 são encontradas em células vasculares (PARAVICINI; TOUYZ, 

2008). Foi demonstrado que o SHR apresenta aumento da expressão gênica e 

proteica de NOX1, NOX2 e NOX4 e maior atividade da NADPH oxidase (BRIONES et 

al., 2011). 

Primeiramente foram identificadas em células fagocíticas, sendo essenciais 

para suas funções microbicidas (IYER et al., 1961; ROSSI; ZATTI, 1964). Logo após, 

foram identificadas em células não-fagocíticas, como células endoteliais, do músculo 

liso vascular e em fibroblastos (GRIENDLING et al., 1994). De maneira geral, sua 

estrutura consiste em três componentes citosólicos (p47phox, p67phox e p40phox), 

dois componentes ligados à membrana citoplasmática (gp91phox e p22phox) que 

formam o flavocitocromo b558 e constituem o sítio catalítico da enzima e uma proteína 

G de baixo peso molecular (rac1 ou rac2). Sua ativação acontece pela migração dos 

componentes citosólicos para a membrana (BABIOR, 2004; DRUMMOND et al., 

2011). As isoformas NOX1, 2, 4 e 5 são expressas em células do sistema 

cardiovascular, no entanto, a NOX5 é encontrada apenas nestas células em humanos 

e não em roedores (SIRKER; ZHANG; SHAH, 2011a). 

O O2‾ reage com o NO, diminuindo sua biodisponibilidade, e 

consequentemente formando peroxinitrito (ONOO‾), outra ERO que causa danos ao 

sistema vascular (MILLER et al., 1998; REY et al., 2002; SARAN et al., 2009). Desta 

maneira, a produção excessiva de O2‾ resulta em estresse oxidativo e agrava a 

disfunção endotelial. 
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O estresse oxidativo favorece a translocação e a transcrição do fator eritróide 

nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2) para o núcleo. O Nrf-2 desempenha um papel 

fundamental no sistema redox celular, é expresso em diferentes tecidos e regula a 

expressão de genes que codificam enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase 

(GPx), superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e heme-oxigenase 1 (HO-1), por 

ligação aos elementos de resposta antioxidante nos segmentos promotores dos genes 

correspondentes (PECORELLI et al., 2013; ZHU et al., 2008).  

O Nrf-2 está diminuído em SHR e contribui para reduzida capacidade 

antioxidante, aumentando desta forma o estresse oxidativo e disfunção vascular 

(EREJUWA et al., 2012). A ativação do Nrf-2 em SHR foi eficaz em aumentar a 

vasodilatação dependente do endotélio (WU et al., 2004), reverter o desequilíbrio 

redox (RA et al., 2015) e reduzir o estresse oxidativo e atenuar a progressão da 

hipertensão arterial (JAVKHEDKAR et al., 2015). 

Nosso laboratório tem investigado o papel da apocinina sobre a pressão 

arterial, o endotélio vascular e a biodisponibilidade de NO em SHR. Os resultados 

mostraram que o tratamento com apocinina reduz a pressão arterial, previne o 

desenvolvimento da disfunção endotelial, normaliza os níveis sistêmicos e 

intracelulares de ERO, aumenta as concentrações intracelulares de NO e cálcio e a 

expressão proteica da eNOS, melhorando a função endotelial por um mecanismo 

associado, além da redução de ERO, o aumento da biodisponibilidade de NO em 

artérias aorta e em artérias mesentéricas de SHR (GRATON et al., 2019b; PERASSA 

et al., 2016b). 

Estes resultados nos levaram a investigar os mecanismos envolvidos nesse 

balanço entre a produção de NO e a eliminação de ERO em SHR tratados com 

apocinina. 

Considerando que o tratamento com apocinina em SHR aumenta a 

biodisponibilidade de óxido nítrico e reduz a produção de espécies reativas de 

oxigênio, formulamos a hipótese de que estes efeitos seriam dependentes de um 

aumento da ação do sistema antioxidante, respectivamente. 
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2.2 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações nos sistemas antioxidantes 

promovidas pelo tratamento com apocinina em ratos espontaneamente hipertensos. 
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2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 Os protocolos experimentais deste trabalho foram submetidos e aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho (Processo CEUA FOA 

00855-2017). 
 
2.3.1 Animais 

 

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é mantida e foi 

fornecida pelo Laboratório de Farmacologia da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba (FOA UNESP), no biotério do Departamento de Ciências Básicas (DCB). 

Os ratos Wistar foram fornecidos pelo Biotério Central da mesma instituição.  

Os animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (22-

24ºC) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) e receberam ração padrão e água ad 

libitum. Para obtenção dos animais com 4 semanas de idade, o acasalamento, a 

prenhez de ratas SHR e o desenvolvimento dos filhotes até a 4ª semana foram 

acompanhados no biotério do DCB/ FOA UNESP. O acasalamento de SHR será feito 

entre ratos machos e fêmeas irmãos que apresentaram PAS maior ou igual a 150 

mmHg, verificada por pletismografia de cauda utilizando um pletismógrafo de cauda 

(PowerLab, ADInstruments, Melbourne, Austrália).  

 

2.3.2 Tratamento 
 

Os animais foram divididos em quatro grupos: Wistar (n = 25), Wistar Tratado 

(n = 25), SHR (n = 25) e SHR Tratado (n = 25). O grupos tratados receberão apocinina 

(30 mg/Kg/dia, v.o.) diluída na água de beber e os grupos não tratados beberam água 

sem apocinina. Todos os animais foram pesados a cada quatro dias, da 4ª a 10ª 

semana de vida, para ajuste da dose. 

A dose de apocinina (30 mg/Kg) foi escolhida com base em estudos que 

observaram os efeitos pressores da apocinina, sem toxicidade aos animais tratados. 
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Ao final da 10ª semana de vida, os animais serão utilizados nos experimentos 

descritos a seguir. 

 
2.3.3 Preparo do homogenatos 

 

As aortas e os leitos mesentéricos foram pesados, macerados e acrescidos de 

tampão fosfato-salina (PBS) 1x (1:4 m/v; pH 7,4; 4ºC) + 25 µL de Inibidor de Protease. 

Após passagem pelo vórtex, o homogenato foi passado pelo sonicador (3x de 3 seg; 

amplitude 99) e centrifugado (10000 xg, 4ºC, 20 minutos), aliquotado e armazenado 

em freezer -80ºC até a realização dos experimentos. 

 

2.3.4 Dosagem de Proteínas 
 

Foram quantificadas no homogenato através do método de Lowry et al. (1951) 

utilizando-se albumina bovina 0,1% (m/v) como padrão. As absorbâncias foram 

determinadas em 660 nm, em leitora Power Wave 340-Biotek, e os resultados 

expressos em mg/mL.  

 
2.3.5 Western Blotting 
 
 Os animais foram anestesiados em câmara saturada de halotano e mortos por 

decapitação. Segmentos da aorta e da artéria mesentérica foram removidos, 

dissecados de gordura perivascular em placa de Petri contendo solução de Krebs-

Henseleit (composição em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 5,9; KH2PO4 1,2; CaCl2 2,5; 

MgSO4 1,2; NaHCO3 24,9; C6H12O6 11,0; pH 7,4) 4 ºC, congelados em nitrogênio 

líquido e armazenados em freezer – 80 ºC, separadamente, até o momento dos 

experimentos.  

No dia do experimento, os tecidos foram trituradas com nitrogênio líquido e 

homogeneizados com 75 µL de tampão para ensaio de radioimunoprecipitação (RIPA, 

Tris-base 65,2 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, NP-40 1%, deoxicolato de sódio 0,25 % e 

EDTA 0,8 mmol/L) suplementado com 25 µL de coquetel de inibidores de protease e 

fosfatase (Protease Inhibitor Mix, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) 
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utilizando um sonicador (Vibra Cell Sonics, Newtown, EUA) por três vezes de três 

segundos. 

Os homogenatos foram centrifugados em 4°C, 10.000xg por 20 minutos para a 

separação do sobrenadante. Nas amostras de sobrenadante diluídas em 1:10, foi 

quantificada a concentração de proteínas, seguindo o método descrito por Lowry et 

al. (1951) e utilizando diferentes concentrações de soro albumina bovina como curva 

padrão. Sessenta microgramas (60 ug) de proteína total foram misturadas em tampão 

de Laemmli (Tris HCl 0,5 mol/L, duodecil sulfato de sódio 10%, azul de bromofenol 

0,5%, glicerol, β-mercaptoetanol 5%) e submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10%, em 30 V, em seguida, por 100 V para transferência das proteínas 

para membrana de nitrocelulose. 

Após este procedimento, foi realizado bloqueio com albumina de soro bovino 

5 % em tampão TBS-T (Tris-salina acrescida de Tween 20), por 60 minutos em 

agitação em temperatura ambiente. Após, elas foram incubadas com anticorpo 

primário específico em leite desnatado 5% em período overnight sob agitação, em 

temperatura de 4 °C, de acordo com a Tabela 1. Após 3 lavagens de 10 minutos, com 

10 mL de TBS-T em cada membrana, elas então foram incubadas com anticorpo 

secundário anti-coelho (A8275, Anti-rabbit IgG – Peroxidase inhibitor, Sigma Aldrich, 

St Louis, EUA, 1:1000) ou anti-camundongo (A9044, Anti-mouse IgG – Peroxidase 

inhibitor, Sigma Aldrich, St Louis, EUA, 1:10000), em agitação, por 60 minutos em 

temperatura ambiente. 

 
 
Tabela 2.1. Diluições dos anticorpos primários e secundários utilizados nos experimentos de 

Western Blotting. 

Anticorpo 
primário 

Diluição 
(leite 
5 %) 

Fabricante 
Anticorpo 

secundário 
Diluição 

(leite 1 %) 
Fabricante 

nNOS 1:500 
4234S,  

Cell Signaling 
Anti-cabra 1:1000 

sc2004, 

Santa Cruz 

iNOS 1:500 
sc-650,  

Santa Cruz 
Anti-coelho 1:1000 

sc2768, 

Santa Cruz 

p-eNOS 

Ser1177 
1:1000 

9571S,  

Cell Signaling 
Anti-coelho 1:2000 

sc2768, 

Santa Cruz 
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eNOS 1:1000 
610297,  

BD Bioscience 
Anti-coelho 1:1000 

sc2768, 

Santa Cruz 

GCs-α 1:500 
SAB1300812),, 

Sigma 
Anti- coelho 1:1000 

sc2768, 

Santa Cruz 

GCs-β 1:500 
SAB4501344, 

Sigma 
Anti- coelho 1:1000 

sc2768, 

Santa Cruz 

Anti- 

β-actina 
1:5000 

A5441,  

Sigma 

Anti-

camundongo 
1:5000 

sc2005, 

Santa Cruz 

 

 

As membranas foram então incubadas com o substrato para peroxidase 

quimioluminescente (Kit ECL - Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagent, Little Chalfont, Reino Unido) e visualizadas usando ImageQuant LAS 500 

(GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido. A intensidade das bandas 

foi quantificada por densitometria óptica com o software ImageJ. Os resultados foram 

comparados entre os grupos. 

 
2.3.6 Determinação dos níveis de nitrato/nitrito  

 
Segmentos da artéria mesentérica foram removidos dos animais e dissecados 

em solução de Krebs-Henseleit 4 ºC, congelados em nitrogênio líquido e mantidos em 

freezer – 80 ºC até a realização dos experimentos. As artérias foram homogeneizadas 

em tampão fosfato salina (200 µL, 1,0 µmol/L, pH 7,4) e centrifugadas (10000 g, 20 

minutos, 24 ºC). O sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente (14000 g, 30 

minutos, 24 ºC).  

O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA e centrifugados em 4°C, 

10.000xg por 20 minutos. O plasma foi separado por aspiração e ultrafiltrado 

(UFC5010BK, Amicon Ultra-0.5 mL 10 kDa, Millipore, Burlington, EUA) em 14.000xg, 

25 °C por 30 minutos.  

Os níveis de nitrato/nitrito foram determinados utilizando kit colorimétrico e os 

resultados foram normalizados pela concentração de proteínas, determinada método 

de Bradford (1976). Os valores foram expressos em nmol/mg de proteína. 
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Na análise dos resultados dos experimentos de avaliação dos níveis de nitrato/ 

nitrito, os valores obtidos da leitura em placas de 96 poços lidas em leitora de placas 

(Bio-rad), foram expressos como média ± EPM e comparados entre os grupos. 

 

2.3.7  Análise Estatística 
 
Os resultados obtidos foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(EPM) e comparados entre os grupos. Será utilizado o teste estatístico mais adequado 

ao tipo de comparação feita, t de Student ou ANOVA, seguido de pós-teste Tukey, 

utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, La Jolla, 

EUA). Foi adotado o nível de significância de 5 % (p < 0,05) para considerar as 

diferenças estaticamente significativas. 

 
2.3.8 Drogas e Reagentes 
 

Os sais cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio (KCl), sulfato de magnésio 

(MgSO4), bicarbonato de sódio (NaHCO3), glicose (C6H12O6) e cloreto de cálcio 

(CaCl2) foram adquiridos da Dinâmica (Diadema, Brasil). A albumina bovina foi 

adquirida da Thermo Fisher Scientific (Wlatham, EUA). Apocinina (4-Hydroxy-3-

methoxyacetophenon), fenilefrina (L-phenylephrine hydrochloride), acetilcolina 

(acetylcholine chloride), foram obtidas da Sigma-Aldrich (EUA). NP-40 (Nonidet P 40 

Substitute), Tween-20, Laemmli (tampão de amostra concentrado e mercaptoetanol 

foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). Os anticorpos, primários e secundários, 

utilizados nos experimentos de Western Blotting foram obtidos da Cell Signaling 

(EUA), BD Bioscience (EUA), Sigma-Aldrich (EUA) ou Santa Cruz (EUA), conforme 

descrito na Tabela 2.1. O kit para avaliar os níveis de nitrato/nitrito (Nitrate/Nitrite 

Colorimetric Assay Kit) foi adquirido da Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA). O kit 

peroxidase quimioluminescente (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagent) e o inibidor de proteases (Protease Inhibitor Mix) foram obtidos da GE 

Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). Bradford protein assay (ensaio colorimétrico 

para quantificação de proteínas) foi adquirido da Bio-rad Laboratories (Hercules, 

EUA). 
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RESULTADOS 

2.4 RESULTADOS 

 
2.4.1 A apocinina não altera a expressão de eNOS em leitos mesentéricos de 
SHR 
 

Em leitos mesentéricos de SHR (0,65 ± 0,02, n = 4) apresentaram menor 

expressão de eNOS que ratos Wistar (1,03 ± 0,03, n = 5), com ojá observado por 

Álvarez e colaboradores (2007). O tratamento com apocinina não alterou a expressão 

da eNOS em leito mesentérico de SHR (0,72 ± 0,07, n = 4) (Figura 2.1 A e B). 

A fosforilação da eNOS no resíduo de serina 1177 (p-eNOS ser1177) está 

aumentada em leito mesentérico de SHR (0,96 ± 0,11, n = 4) quando comparado com 

ratos Wistar (0,57 ± 0,07, n = 5), mas não foi em SHR tratados (0,87 ± 0,02, n = 4) 

(Figura 2.1 A e C). 

A relação entre a p-eNOS ser1177 e a eNOS estava aumentada leitos 

mesentéricos de SHR (1,61 ± 0,21, n = 6) e SHR tratados (1,57 ± 0,31, n = 6) quando 

comparados com ratos Wistar (0,69 ± 0,11, n = 6) (Figura 2.1D). 
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Figura 2.1. Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS, 

B), da eNOS fosforilada no resíduo de serina 1177 (p-eNOS ser1177, C) e a relação p-eNOS ser1177/ 

eNOS em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e 

SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). Valores representam média ± EPM, n = 5-6. 
*p<0,05 entre SHR e SHR Tratado versus Wistar, #p<0,05 entre SHR versus outros grupos. 

2.4.2 A apocinina não altera a expressão da nNOS e da iNOS em aortas de SHR 
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 Em leitos mesentéricos, não foram observadas diferenças na expressão 

proteica da isoforma neuronal da NOS (nNOS) (Wistar: 0,35 ± 0,02; SHR: 0,38 ± 0,03; 

SHR Tratado: 0,38 ± 0,02, n = 5–6, Figura 2.2A e B) ou da isoforma induzível da NOS 

(iNOS) (Wistar: 0,38 ± 0,01; SHR: 0,35 ± 0,01; SHR Tratado: 0,36 ± 0,02, n = 6, Figura 

2.2A e C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2.2. 

Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido nítrico sintase neuronal (nNOS, B), da da 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS, C) em homogenatos de artéria aorta de ratos Wistar (barras 

brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). Valores 

representam média ± EPM, n = 5-6. 
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2.4.3 A apocinina não altera a expressão da nNOS e da iNOS em leitos 
mesentéricos de SHR 
 

A expressão da nNOS em leitos mesentéricos de SHR (0,15 ± 0,01, n = 5) 

quando comparado com ratos normotensos Wistar (0,32 ± 0,01, n = 6). O tratamento 

com apocinina não foi capaz de alterar os níveis de expressão proteica de nNOS em 

leitos mesentéricos de SHR (0,15 ± 0,01, n = 6) (Figura 2.3A e B). A expressão 

proteica da iNOS se mostrou similar em leitos mesentéricos dos grupos experimentais 

(Wistar: 0,14 ± 0,01; SHR: 0,14 ± 0,01; SHR Tratado: 0,16 ± 0,01, n = 5–6, Figura 2.3A 

e C).  
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Figura 2.3. Autorradiografias típicas (A) e expressão proteica da óxido nítrico sintase neuronal (nNOS, 

B), da da óxido nítrico sintase induzível (iNOS, C) em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar 

(barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 

Valores representam média ± EPM, n = 5-6. *p<0,05 SHR e SHR Tratado versus Wistar. 
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2.4.4 Os níveis plasmáticos de nitrato/ nitrito são aumentados pelo tratamento 
crônico com apocinina 
 
 Os níveis plasmáticos de nitrato/ nitrito foram significativamente reduzidos em 

SHR (16,3 ± 1,6 nmol/mL, n = 8) quando comparados com ratos normotensos Wistar 

(20,1 ± 2,9 nmol/mL, n = 8). O tratamento com apocinina aumentou significativamente 

os níveis plasmáticos de nitrato/nitrito em SHR (19,6 ± 2,7 nmol/mL, n = 8) (Figura 

2.4). 

  

 
Figura 2.4. Níveis plasmáticos de nitrato/nitrito, em nmol/mL, de ratos Wistar (barra branca), SHR 
(barra cinza) e SHR Tratado (barra preta) com apocinina (30 mg/Kg). Valores representam média ± 

EPM, n = 5-6. *p<0,05 entre SHR versus Wistar e SHR Tratado. 

 
 
2.4.5 A apocinina não altera a expressão das subunidades α e β da GCs 
  

 Não observamos diferenças na expressão proteica da GCs-α (Wistar: 0,87 ± 

0,06; SHR: 0,96 ± 0,1; SHR Tratado: 0,74 ± 0,1, unidades arbitrárias, n = 6, Figura 

2.5A e B) ou da GCs-β (Wistar: 1,05 ± 0,04; SHR: 1,15 ± 0,1; SHR Tratados: 0,93 ± 

0,08, unidades arbitrárias, n = 4, Figura 2.5A e C) em leitos mesentéricos dos 

diferentes grupos.  
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Figura 2.5. Autorradiografias típicas e expressão proteica, em unidades arbitrárias, da guanilato ciclase 

solúvel (GCs) subunidades alfa (GCs-α, B) e beta (GCs-β, C) em homogenatos de leito mesentérico de 

ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 

mg/Kg). Valores representam média ± EPM, n = 5-6. 
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2.4.6  A expressão aumentada de NOX2 e p47phox é reduzida em artérias 

mesentéricas de SHR tratados com apocinina 
 

 Não observamos diferenças em leitos mesentéricos, na expressão proteica da 

NOX1 (Wistar: 0.85 ± 0.07; SHR: 0.85 ± 0.06; SHR Tratado: 0.75 ± 0.06; n = 6) e 

NOXO1 (Wistar: 0.60 ± 0.05; SHR: 0.63 ± 0.04; SHR Tratado: 0.65 ± 0.04; n = 6) 

(Figura 2.6A e B) entre artérias mesentéricas dos diferentes grupos.   

Neste estudo, a expressão proteica da NOX2 e p47phox em leito mesentérico 

foi significativamente maior em SHR (0.41 ± 0.02, n = 5; 0.35 ± 0.03, n = 5, 

respectivamente) quando comparados com ratos Wistar (0.25 ± 0.01, n = 5; 0.18 ± 

0.01, n = 5, respectivamente) (Figura 2.6C e D). A expressão de NOX2 e suas 

subunidades regulatórias estão aumentadas na presença de fatores de risco 

cardiovascular, como a hipertensão arterial (SELEMIDIS et al., 2008). 

Observamos neste estudo que o tratamento com apocinina foi eficaz em reduzir 

a expressão aumentada de NOX2 (0.30 ± 0.01, n = 6) e de p47phox (0.18 ± 0.02, n = 

5) (Figura 6C e D) em leito mesentérico de SHR. Assim como a NOX1 e a NOXO1, a 

expressão de NOX4 não foi alterada em artérias mesentéricas dos grupos 

experimentais (Wistar: 0.38 ± 0.02; SHR: 0.32 ± 0.02; SHR Tratado: 0.33 ± 0.01; n = 

5) (Figura 2.6E).  
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Figura 2.6. Autorradiografias típicas e expressão proteica, em unidades arbitrárias, da NOX1 (A), 

NOXO1 (B), NOX2 (C), p47phox (D) e NOX4 (E) em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar 

(barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 

Valores representam média ± EPM, n = 5-6. *p<0,05 entre SHR versus outros grupos.  
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2.4.7 A produção de ERO dependente de NOX é reduzida pelo tratamento com 
apocinina em SHR 
 

  A produção de ERO dependente de NOX foi aproximadamente duas vezes 

maior em SHR (897.3 ± 110.1 URL/ mg proteína, n = 9) do que em ratos Wistar (472.1 

± 70.9 URL/ mg proteína, n = 8) (Figura 7). Este resultado pode estar relacionado com 

a maior expressão de NOX2 e p47phox (Figura 6C e D), uma vez que a NOX2 é maior 

fonte de ânion superóxido vascular (DIKALOV et al., 2014). 

 Assim, da mesma forma que foi observada uma redução da expressão de 

NOX2 e p47phox (Figura 2.6C e D) pelo tratamento com apocinina, observamos que 

o tratamento com apocinina reduziu e normalizou a produção de ERO em leitos 

mesentéricos de SHR tratados (621.9 ± 65.7 URL/ mg proteína, n = 7) (Figura 2.7). 

  

 

 
Figura 2.7. Produção de ERO dependente de NOX detectada pela quimioluminescência da lucigenina, 

em unidades relativas de luz (URL)/ mg proteína, em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar 

(barras brancas), SHR (barras cinzas) e SHR Tratado (barras pretas) com apocinina (30 mg/Kg). 

Valores representam média ± EPM, n = 9-10. *p<0,05 entre SHR versus outros grupos. 

 

2.4.8 O tratamento com apocinina reduziu o marcador de dano oxidativo em 
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 De maneira diferente do esperado, leitos mesentéricos de ratos SHR (37,0 ± 

2,7, n=6) apresentaram menores valores de dano oxidativo quando comparados a 

ratos normotensos. O marcador de dano oxidativo, malondialdeído (MDA), foi reduzido 

pela apocinina em ratos normotensos Wistar (Não tratado: 51,5 ± 4,1, n = 5; Tratado: 

39,3 ± 1,5, n = 5; nmol/ mg de proteína). A apocinina reduziu ainda mais estes valores 

em vasos de animais hipertensos (28,3 ± 1,3, n = 8) (Figura 2.8). 

 
Figura 2.8. Níveis de espécies reativas ao ácido 2-tibarbitúrico (malondialdeído), em mmol/L/ mg de 

proteína, em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras brancas) 

e tratados com apocinina (barras pretas) 30 mg/Kg. *p<0,05 Wistar Não Tratado, SHR Não Tratado e 

SHR Tratado versus outros grupos. #p<0,05 SHR Tratado versus outros grupos. 

 

2.4.9 O tratamento com apocinina reduziu a capacidade antioxidante total em 
leito mesentérico de SHR tratados com apocinina 

 

A capacidade antioxidante total foi avaliada nas artérias mesentéricas pelo 

método FRAP. Observamos que hipertensão não alterou os valores de FRAP (Figura 

9). O tratamento com apocinina não alterou os valores de FRAP em ratos normotensos 

Wistar (Não tratado: 0,11 ± 0,01, n = 10; Tratado: 0,10 ± 0,01, n = 10; mmol/L FeSO4/ 

mg de proteína). No entanto, a apocinina reduziu os valores de FRAP em artérias 
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mesentéricas de ratos SHR (Não tratado: 0,11 ± 0,01, n = 10; Tratado: 0,06 ± 0,003, 

n = 10) (Figura 2.9).  

 

 
Figura 2.9. Capacidade antioxidante, em mmol/L FeSO4/ mg de proteína, em homogenatos 

de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras brancas) e tratados com 

apocinina (barras pretas) 30 mg/Kg. *p<0,05 SHR Tratado versus outros grupos. 
 

2.4.10 Os níveis de ácido úrico são reduzidos pelo tratamento com apocinina em 
SHR 
 

 O ácido úrico, antioxidante não enzimático, estava reduzido em leito 

mesentérico de SHR (2,4 ± 0,1, n = 6, mg/ mL de ácido úrico/ mg de proteína) quando 

comparado ao de ratos normotensos (Não tratado: 2,9 ± 0,2, n = 8; Tratado: 2,8 ± 0,1, 

n = 5). A apocinina reduziu de maneira significativa estes valores em ratos hipertensos 

(1,98 ± 0,07, n = 6) (Figura 2.10), mas não alterou em ratos normotensos. 
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Figura 2.10. Níveis de ácido úrico, em mg/ mL de ácido úrico/ mg de proteína, em homogenatos de 

leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras brancas) e tratados com apocinina (barras 

pretas) 30 mg/Kg. *p<0,05 SHR Não Tratado e SHR Tratado versus Wistar Não Tratado. #p<0,05 SHR 
Tratado versus outros grupos. 

 

2.4.11 O tratamento com apocinina não altera a via de sinalização do Nrf-2 
 

Não encontramos diferenças significativas na expressão proteica de enzimas 

envolvidas na via de sinalização do Nrf2, como Bach1 (Figura 1.11) e Keap1 (Figura 

1.12), em leitos mesentéricos dos grupos experimentais (Bach1: Wistar Não Tratado: 

0,96 ± 0,02, n = 3; Wistar Tratado: 1,04 ± 0,04, n = 4; SHR Não Tratado: 0,96 ± 0,05, 

n = 4; SHR Tratado: 1,0 ± 0,05, n = 4; unidades arbitrárias; Figura 12) (Keap1: Wistar 

Não Tratado: 1,05 ± 0,04, n = 5; Wistar Tratado: 1,11 ± 0,05, n = 5; SHR Não Tratado: 

1,05 ± 0,03, n = 4; SHR Tratado: 1,09 ± 0,03, n = 5; unidades arbitrárias; Figura 2.11) 
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 mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras brancas) e tratados com apocinina (barras

 pretas) 30 mg/Kg. 
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 (Keap1) em homogenatos de leito mesentérico de ratos Wistar e SHR não tratados (barras brancas) e

 tratados com apocinina (barras pretas) 30 mg/Kg. 
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2.5 DISCUSSÕES 

 

O NO pode ser produzido pelas três diferentes isoformas da NO sintase (NOS): 

neuronal (nNOS ou NOS I), induzível (iNOS ou NOS II) e endotelial (eNOS ou NOS 

III). Todas elas utilizam o aminoácido L-arginina como substrato, os co-substratos 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) e o oxigênio molecular (O2), e os 

cofatores flavina adenina dinucleotídeo (FAD), flavina adenina mononucleotídeo 

(FMN) e tetrabiopterina (BH4) (FÖRSTERMANN & SESSA, 2012). 

A eNOS é constitutivamente expressa, geralmente regulada pelo complexo 

cálcio/ calmodulina e por fosforilação (FLEMING, 2003). Tem sua expressão reduzida 

em aortas de ratos e ratas SHR quando comparados com animais normotensos Wistar 

(POTJE et al., 2014; TROIANO et al., 2016). A apocinina aumentou, mas não 

normalizou a expressão da eNOS em aortas de SHR (PERASSA et al., 2016)  

Os níveis de nitrato/ nitrito são usualmente utilizados para avaliar a atividade 

da óxido nítrico sintase endotelial (LAUER et al., 2001). 

A atividade das NOS pode ser determinada, entre outros métodos, pela 

quantidade de nitrato/ nitrito nos tecidos vasculares, uma vez que o NO, produto da 

reação enzimática, por ser altamente instável, é rapidamente oxidado ou reduzido 

resultando nestes subprodutos (LAUER et al., 2001). 

Considerando que a expressão p-eNOS ser1177 e da relação entre a p-eNOS 

ser1177 e eNOS estão aumentadas em leitos mesentéricos de SHR (Fig.1.1) quando 

comparados aos de ratos Wistar, esperávamos que a concentração de nitrato/nitrito 

estivesse aumentada nestes vasos. 

Os mecanismos envolvidos no efeito da apocinina sobre a atividade de eNOS 

não estão completamente elucidados. No entanto, a apocinina ao inibir a NOX e a 

produção de ânion superóxido, poderia aumentar a atividade de NOS e a 

biodisponibilidade de óxido nítrico em vasos sanguíneos de SHR, levando à reversão 

da disfunção endotelial associada à hipertensão. A apocinina melhora a função 

endotelial não apenas pela alteração da modulação da ERO vascular, mas também 

por aumentar a biodisponibilidade de NO através de seu efeito direto no aumento da 

expressão de eNOS em aortas de SHR (PERASSA et al., 2016) o que constitui um 

novo background para futuros estudos nessa área (VIRDIS et al 2016). 
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Estes resultados em artérias mesentéricas se diferem dos resultados 

encontrados em artérias aortas, que apresentam maior expressão de eNOS e níveis 

de nitrato/nitrito (GRATON et al., 2019), demonstrando que os efeitos da apocinina 

são mais evidentes em vasos sanguíneos de condutância, onde o vasorelaxamento é 

essencialmente dependente de NO, enquanto que outros fatores relaxantes 

dependentes de endotélio estão envolvidos no relaxamento de vasos de resistência, 

como as artérias mesentéricas (KANG et al., 2014). 

A guanilato ciclase solúvel (GCs) é constituída de duas subunidades 

homólogas, α e β, e é o primeiro receptor do óxido nítrico (NO) nas células do músculo 

liso. A ligação com o NO promove conversão do trifosfato de guanosina (GTP) em 

monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), promovendo relaxamento do músculo liso 

vascular (CHILDERS & GARCIN, 2018). 

Quatro isoformas da família da NOX são expressas no sistema cardiovascular, 

NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5, no entanto, a NOX5 não é expressa em roedores 

(SIRKER et al., 2011). 

A NOX1 é expressa em todas as camadas da parede vascular e sua produção de 

ânion superóxido depende da subunidade regulatória citosólicas, NOXO1, que se liga 

à subunidade p22phox para formar o complexo ligado a membrana e produzir ânion 

superóxido (LASSÈGUE et al., 2012). Resultados semelhantes são encontrados em 

aortas de SHR tratados com apocinina (PERASSA et al., 2016), onde não foram 

encontradas diferenças na expressão de NOX1 e NOXO1. 

 A fosforilação da PKC promove ativação da p47phox e formação de um 

complexo com as outras subunidades citosólicas (p40phox e p67phox), translocando-

se para a membrana e levando a transferência de elétrons ao oxigênio molecular para 

a produção de ânion superóxido pela NOX2 (TOUYZ et al., 2003). 

A Ang II regula positivamente a indução do gene da NOX2 (DOUGLAS et al., 

2012) e vários grupos tem demonstrado a relação entre aumento da expressão de 

NOX2 e diminuição do relaxamento dependente do endotélio em aortas e em artérias 

mesentéricas de animais hipertensos (PERASSA et al., 2012; TAKENOUCHI et al., 

2009; ZEMSE et al., 2007). Além disto, a deleção da NOX2 restaurou o efeito 

vasodilatador da acetilcolina em artérias cerebrais de camundongos (GIROUARD et 

al., 2006) e reduziu a hipertensão em ratos DOCA-salt (FUJII et al., 2006) e em 

camundongos 2R-1C (JUNG et al., 2004).  
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A grande capacidade de produzir níveis tóxicos de ERO, faz da NOX2 uma forte 

candidata como alvo terapêutico para tratamento das doenças cardiovasculares 

(SELEMIDIS et al., 2008). 

Por prevenir a fosforilação e translocação da subunidade citosólicas da NOX2, 

p47phox, para a membrana celular, a apocinina tem sido considerada um inibidor de 

NOX (STOLK et al., 1994) em células fagocíticas (SIMONS et al., 1990) e não-

fagocíticas (EL-SAWALHI; AHMED, 2014; SUZUKI et al., 1992). 

Presente em todas as células da parede vascular e responsável pela produção 

basal de ERO, a NOX4 é constitutivamente expressa e não necessita de estimulação 

celular ou subunidades citosólicas regulatórias para sua ativação (BEDARD; 

KRAUSE, 2007). Perassa e colaboradores (2016) não observaram alterações na 

expressão de NOX4 em homogenatos de aorta de SHR tratados com apocinina.  

As ERO produzidas pelas NOX, como o ânion superóxido, atuam em diferentes 

processos no organismo. Em condições fisiológicas, elas regulam proliferação e 

migração celular, expressão gênica e angiogênese, mas em condições patológicas, a 

ativação e expressão desreguladas da NOX levam a uma maior produção de ERO e 

ativação celular disfuncional (GIMENEZ et al., 2016). 

 Foi observada uma menor concentração de ERO em células endoteliais de 

aorta de SHR tratados com apocinina (PERASSA et al., 2016). Para avaliar se o 

tratamento com apocinina diminui o estresse oxidativo cardiovascular, foi avaliada 

também a produção de ERO dependente de NOX pelo ensaio da quimioluminescência 

da lucigenina em leitos mesentéricos de SHR. 

A produção elevada de ERO na parede vascular (SUZUKI et al., 1995) precede 

o desenvolvimento da hipertensão arterial em SHR (KITIYAKARA; WILCOX, 1994) e 

contribui para a manutenção da resistência 
Previamente demonstramos (GRATON et al., 2020) que o tratamento com 

apocinina reduziu a FRAP plasmática em SHR. Estes resultados sugerem que a CAT 

estaria reduzida em SHR tratados com apocinina. Como vimos nas figuras 6 e 7, o 

tratamento com apocinina reduziu a expressão de NOX2 e p47phox, e a atividade da 

lucigenina em leito mesentérico de SHR. Mais ainda, células endoteliais de aortas de 

SHR tratados com apocinina apresentaram menor fluorescência ao DHE (PERASSA 

et al., 2016). Estes dados em conjunto sugerem que a menor quantidade de ERO 

produzida no plasma e nas células vasculares de SHR tratados com apocinina 
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promoveria ambiente redox mais equilibrado, e desta forma, a capacidade 

antioxidante total seria reduzida. 

Todos os resultados encontrados e demonstrados acima sugerem que a 

apocinina é eficaz em reduzir a atividade de mecanismos pró-oxidantes associados 

ao estresse oxidativo diretamente associado a hipertensão.  

Com isso levantamos a hipótese que a apocinina poderia alterar a via de sinalização 

do Nrf-2, fator de transcrição associado a maior expressão e atividade de enzimas 

antioxidantes. No entanto, avaliando nossos resultados preliminares, não 

encontramos diferenças significativas na expressão proteica de enzimas envolvidas 

na via de sinalização do Nrf2, como Bach1 (Figura 1.11) e Keap1 (Figura 1.12). 
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2.6 CONCLUSÕES 

 
Estes resultados reforçam o importante papel da apocinina na redução do 

estresse oxidativo por diferentes mecanismos, favorecendo desta forma, o aumento 

da biodisponibilidade de óxido nítrico.  

Estudos futuros para determinação da atividade e expressão de vias 

antioxidantes serão realizados para entendermos melhor os mecanismos envolvidos 

na alteração da sinalização redox promovida pela apocinina em ratos hipertensos. 
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ANEXO 1. Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais – Capítulo 1. 
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ANEXO 2. Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais – Capítulo 2. 

 

 


