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PERASSA, L. A. Efeito da apocinina na hipertensdo, disfuncéo endotelial e
hipertrofia ventricular esquerda em Ratos Espontaneamente Hipertensos
(SHR). 2013. 101 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2013.

RESUMO

As enzimas NAD(P)H oxidases ou familia NOX tem sido considerada a principal
fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) em varios tipos celulares. O aumento
da biodisponibilidade de ERO e do sinal redox (estresse oxidativo) tém sido
associados ao inicio e ou progressdo de doencas crénicas como a hipertenséao.
Inibidores da NAD(P)H oxidase, como a apocinina, foram desenvolvidos e seus
efeitos anti-hipertensivos tém sido estudados. O objetivo deste estudo foi verificar se
o tratamento crénico com apocinina previne o desenvolvimento da hipertenséo, da
disfuncdo endotelial e da  hipertrofia ventricular esquerda em Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) e avaliar os possiveis mecanismos envolvidos
nestes efeitos. Para isto, ratos normotensos Wistar e SHR foram tratados com
apocinina (30 mg/kg/dia, diluida na agua de beber) da quarta até a décima semana
de vida. Foram realizados experimentos in vivo para avaliacdo de valores basais de
pressao arterial (média - PAM, sistdlica - PS e diastdlica - PD), frequéncia cardiaca
(FC) e as respostas as drogas hipotensoras, acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de
soédio (NPS) e pressoras, fenilefrina (Phe) e angiotensina Il (ANGII). Experimentos in
vitro foram realizados para determinar se o tratamento com apocinina promove
alteracdes na concentracdo citosélica de célcio intracelular ([Ca®"]), de éxido nitrico
(INOJ]) e de espécies reativas de oxigénio ([ERO]) nas células endoteliais (citometria
de fluxo), estimuladas ou ndo com acetilcolina; na expressdo proteica (Western
Blotting) de enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e da guanilato ciclase
soluvel em aorta destes animais; na hipertrofia ventricular esquerda, a partir da
analise de cortes histolégicos do ventriculo esquerdo com coloracdo Hematoxilina-
Eosina (HE) e Picrossirius Red (Sirius Red) para analisar a presenca de colageno.
Nossos resultados demonstraram que ao final do tratamento com apocinina, os SHR

tratados apresentaram valores de PAS, PAD PAM e FC significativamente menores



do que os obtidos em SHR néo tratados. As respostas a ACh foram maiores em
SHR tratados do que em SHR néo tratados, a resposta ao NPS néo foi alterada e as
respostas pressoras a Phe e ANG Il estavam reduzidas em SHR tratados. A
apocinina diminuiu a concentracéo de ERO e aumentou a concentracdo de Ca® e de
NO em células endoteliais, aumentou a expressdo da eNOS e nédo alterou a
expressdo das subunidades alfa e beta da GCs em aortas de SHR. Apesar da
avaliacdo do peso cardiaco total (PCT) e do indice de massa ventricular esquerda
(IMVE) ndo apresentarem diferengas entre SHR tratados com apocinina e nao
tratados, os valores de didametro dos cardiomidcitos e a porcentagem de colageno
foram menores em SHR tratados do que em SHR néo tratados. Nao observamos
alteracoes dos parametros avaliados entre ratos Wistar ndo tratados e tratados com
apocinina. Em concluséao, nosso estudo demonstrou que o tratamento crénico com
apocinina previne o desenvolvimento hipertensédo, da hipertrofia ventricular e da
disfuncéo endotelial em SHR. Podemos sugerir que a atividade da NAD(P)H oxidase
seria uma das principais causas de desenvolvimento de hipertensdo arterial e

disfuncéo endotelial em SHR.

Palavras-chave: NADPH oxidase. Hipertensdo. Vasodilatacdo. Endotélio. Hipertrofia

ventricular esquerda. Ratos endogamicos SHR.
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ABSTRACT

The enzymes NAD(P)H oxidases or family NOX has been considered the main
source of reactive oxygen species (ROS) in various cell types. Increased ROS
bioavailability and altered redox signaling (oxidative stress) have been implicated in
the onset and/or progression of chronic diseases, including hypertension. NAD(P)H
oxidase inhibitors, such as apocynin were developed and their antihypertensive
effects have been studied. The aim of this study was to determine whether chronic
treatment with apocynin prevents the development of hypertension, endothelial
dysfunction and left ventricular hypertrophy in spontaneously hypertensive rats
(SHR) and to evaluate the mechanisms involved in these effects. Normotensive
Wistar rats and SHR were treated with apocynin (30 mg/kg/day, diluted in the
drinking water) from the fourth to the tenth week of life. The studies in vivo were
performed to assess baseline blood pressure (mean arterial pressure - MAP, systolic
- SBP, and diastolic blood pressure - DBP), heart rate (HR) before and after the
administration of acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP), phenylephrine
(Phe) and angiotensin Il (ANG I1). We performed experiments in vitro to determine
whether the treatment with apocynin causes changes in: cytosolic concentration of
intracellular calcium ([Ca?®"]), nitric oxide ([NO]), and reactive oxygen species ([ROS])
in endothelial cells (flow cytometry) stimulated or not with acetylcholine; protein
expression (Western blotting) of enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
and of soluble guanylate cyclase in the aorta of treated animals; left ventricular
hypertrophy, from the analysis of histological sections of the left ventricle with
hematoxylin-eosin staining (HE) and Picrosirius red. Our results demonstrated that
SHR treated with apocynin showed SBP, DBP, MAP and HR significantly lower than
those obtained in untreated SHR. Responses to ACh were greater in the treated
SHR than in the untreated SHR; the response to SNP was not modified, and the

pressor responses to ANG Il and Phe were reduced in treated SHR. Apocynin



decreased [ROS], but increased [Ca?'] and [NO] in endothelial cells. Apocynin
increased eNOS expression and did not alter the expression of the alpha and beta
subunits of sGC in aortas SHR. Although the evaluation of total heart weight (THW)
and left ventricular mass index (LVMI) did not differ between treated and untreated
SHR, the values of the cardiomyocyte diameter and percentage of collagen were
lower in treated SHR than in untreated SHR. We did not observe changes in the
evaluated parameters between untreated Wistar and treated with apocynin. In
conclusion, our study showed that chronic treatment with apocynin prevents the
development of hypertension, left ventricular hypertrophy and endothelial dysfunction
in SHR. We suggest that the activity of NAD(P)H oxidase would be a major cause of
the development of hypertension and endothelial dysfunction in SHR.

Keywords: NADPH oxidase. Hypertension. Vasodilation. Endothelium. Left
ventricular hypertrophy. SHR.
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HEPES - acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfénico



HVE - hipertrofia ventricular esquerda

IF — intensidade de fluorescéncia

IMVE - indice de massa ventricular esquerda

iINOS ou isoforma Il — éxido nitrico sintase induzivel
ISO - isoprenalina

K" — potassio

Katp - canais de potassio sensiveis a adenosina trifosfato
KCI — cloreto de potassio

LDso — dose letal

MgCl; — cloreto de magnésio

MLV — musculo liso vascular

MPO - mieloperoxidase

NaCl — cloreto de sodio

NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NAD(P)H oxidase - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
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NNOS ou isoforma | — 6xido nitrico sintase neuronal
NO — 6xido nitrico
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NOS — oxido nitrico sintase
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PA — pressao arterial

PAD - pressao arterial diastdlica

PAM — pressao arterial media
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PCT - peso cardiaco total
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PVE - peso ventricular esquerdo

Rho Kinase — quinases associadas a Rho
RP - resisténcia periférica

RVPT - resisténcia vascular periférica total
SHR - rato espontaneamente hipertenso
SOD - superoxido dismutase

SpSHR - rato espontaneamente hipertenso com predisposi¢cédo ao acidente vascular
encefélico

VE - ventriculo esquerdo

WKY - rato normotenso Wistar Kyoto
WST - rato normotenso Wistar
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1 INTRODUCAO

A pressdo sanguinea resulta da interacdo da forca com que o coracdo
bombeia o sangue e a resisténcia periférica (RP) (CRIMI et al., 2007). Com isso, a
relacdo que define a presséo arterial (PA) é resultante do fluxo sanguineo pela
RP. Considerando a circulagdo como um todo, o fluxo total € débito cardiaco
(DC), enquanto a resisténcia € denominada de resisténcia vascular periférica total
(RVPT). Esse mecanismo gera uma perfusdo tecidual adequada (BRODY, 1986;
CRIMI et al., 2007; GUYTON; HALL, 2006).

A RVPT depende, além de outros fatores, do tonus vascular, que é realizado
por diferentes substancias (AALKJAER et al., 2011; BAGHER; SEGAL, 2011,
REMBOLD, 1992; SEGAL, 2005; SHIMOKAWA,; TAKESHITA, 1995; WEBB, 2003).
Uma das principais substancias vasodilatadoras que participa do controle continuo
do tonus vascular € o 6xido nitrico (NO) (GEWALTIG; KOJDA, 2002; MONCADA et
al., 1988, 1991). Em 1980, Furchgott e Zawadzki descobriram que os mensageiros
guimicos responsaveis pela dilatacdo dos vasos sanguineos sao derivados do
endotélio, camada que reveste o interior do vaso sanguineo. Eles nomearam essa
molécula como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF, do inglés
endothelium-derived relaxing factor) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anos mais
tarde, Furchgott, Ignarro e Palmer (FURCHGOTT, 1988; IGNARRO et al., 1987,
PALMER et al., 1987) sugeriram, simultaneamente, que o EDRF e o NO eram a
mesma molécula. Logo depois, foi comprovado que o EDRF era o NO (MONCADA
et al., 1988).

O NO participa da regulacédo do sistema cardiovascular (ANDREW; MAYER,
1999) e além da manutencdo do ténus vascular, inibe a agregacado plaquetaria, a
adesdo de leucécitos ao endotélio, a migracdo e proliferacdo de células lisas
musculares (ALBRECHT et al., 2003; MARLETTA, 1993). O NO ¢ sintetizado pela
enzima NO sintase (NOS) que pode ser do tipo constitutiva (cNOS), dividida em
NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (NNOS), ou induzivel (iNOS)
(FORSTERMANN et al., 1998; MONCADA et al., 1991). A atividade enzimética da
NNOS e eNOS (isoformas | e lll, respectivamente), dependente, ou ndo, da ligagao

do célcio (Ca*") com a calmodulina (proteina de baixo peso molecular, que funciona
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como co-fator para ativar a NOS). A ativacdo da eNOS pode ocorrer também pela
fosforilacdo por meio da atividade da proteina quinase Akt, ou proteina quinase B, a
qual é responsavel por fosforilar residuos de serina (Ser 1179 ou 1177) da eNOS. O
processo de fosforilacdo da eNOS reduz a dependéncia do aumento caélcio
intracelular para sua ativacao e producédo de NO (AYAJIKI et al., 1996; CORSON et
al., 1996; FLEMING et al., 1998). Entretanto, a atividade da iNOS (isoforma Il) é
independente de ca? (MONCADA et al., 1991; TENNYSON; LIPPARD, 2011).

A eNOS, presente no endotélio vascular (MICHEL; VANHOUTTE, 2010;
REES et al., 1989), pode ser ativada pela acetilcolina (ACh), bradicinina, estresse de
cisalhamento (shear stress), agregacdo plaquetaria, entre outros fatores (MARIN;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997; MONCADA et al., 1991). A partir do aumento da
concentragdo de calcio no interior da célula endotelial, havera a formacdo do
complexo calcio-calmodulina que ira ligar-se a eNOS, ativando-a. Depois de ativada,
h& a oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino do substrato, o0 aminoacido L-
arginina, levando a geracdo de NO e citrulina (DUDZINSKI; MICHEL, 2007;
FLEMING; BUSSE, 1999). O NO formado pode agir como primeiro mensageiro que
atuara na diminuicdo da concentracdo citoplasmatica de calcio no musculo liso
vascular (MLV) e promover relaxamento muscular levando a vasodilatacédo
(GEWALTIG; KOJDA; 2002; IGNARRO et al., 1987; UMANS; LEVI, 1995). A eNOS,
além de ser expressa nas ceélulas endoteliais de vasos, € também expressa nos
cardiomidcitos (BALLIGAND et al., 1995).

Depois de ter sido produzido pelas células endoteliais, devido a sua
capacidade lipofilica, o NO difunde-se até a célula do musculo liso vascular (CMVL)
e promove uma série de eventos, que resultam na diminuicdo da concentracédo de
célcio citosolico ([Ca?']c) (BLATTER; WIER 1994). Um desses eventos se deve a
ativacao da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs). Quando o NO interage com ferro
do grupo heme da enzima GCs, presente no citoplasma, altera a forma desta enzima
tornando-a ativa. Depois de ativada, esta enzima catalisa a guanosina trifosfato
(GTP) a guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (GEWALTIG; KOJDA, 2002;
MURAD, 1999; NAPOLI; IGNARRO, 2003). A GMPc promove o relaxamento da
musculatura lisa vascular por meio da reducao na liberagdo e aumento no sequestro
de célcio pelo reticulo endoplasmatico (BREDT, 1999; KHAZAEI et al.,, 2008),
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consequentemente levando ao aumento do didmetro dos vasos sanguineos e do
fluxo sanguineo com reducédo da PA (MONCADA,; HIGGS, 1993).

A hipertenséo arterial essencial tem sido considerada um importante fator de
risco para doencas cardiovasculares, apesar de importantes avangos na
compreensao de sua fisiopatologia e da disponibilidade de estratégias de tratamento
eficazes (CARRETERO; OPARIL, 2000). A hipertenséo arterial (HA) é a causa mais
relevante da hipertrofia ventricular esquerda (HVE) a qual pode ser associada
também a vérias outras doencas, como obesidade, diabetes, infarto do miocardio
prévio, estenose aortica e doenca cardiaca valvar regurgitante (LORELL;
CARABELLO, 2000). Em curto prazo, a HVE é considerada uma resposta
compensatoria do miocardio a sobrecarga pressorica ou volumétrica, sendo
inicialmente benéfica ao permitir uma funcéo cardiaca normal. Entretanto, em longo
prazo torna-se prejudicial (GARDIN; LAUER, 2004; KANNEL, 1983; KANNEL et al.,
1972; MANN et al., 1988; WEBER et al., 1991), pois o coracao hipertrofiado &€ muitas
vezes incapaz de sustentar a sobrecarga aumentada por um periodo indefinido, o
gue pode levar a insuficiéncia cardiaca, arritmias ventriculares, isquemia miocardica
e disfuncdo ventricular sistolica e diastolica (FRIMM, 1998; PFEFFER et al., 1982;
WAKATSUKI et al., 2004). Consequentemente, o coracdo hipertrofiado tem
crescimento de midcitos e/ou de tecido conjuntivo intersticial (SHIRANI et al., 2000;
WEBER et al., 1990).

Varios trabalhos demonstram aumento da mortalidade e morbidade
cardiovascular quando HA é associada a HVE (LEVY et al., 1987; SCHILLACI et al.,
2000). A HVE que ocorre nestes casos é caracterizada por um crescimento celular
gue é conhecido como hipertrofia concéntrica e se caracteriza pela adicdo de novos
sarcOmeros em paralelo nos cardiomiécitos. Resulta num aumento na largura do
midcito e consequente aumento da espessura da parede, o que reduz o espaco da
camara cardiaca (GERDES; CAPASSO, 1995).

Além da HVE, muitos estudos tém sido realizados para se investigar a relacao
direta da disfuncéo endotelial com a hipertensao arterial. A disfuncdo endotelial pode
ser definida como o desequilibrio entre a acdo de substancias vasoconstrictoras e
vasodilatadoras produzidas pelo endotélio. Pode ser a causa de varias alteracdes

fisiol6gicas e contribuir para a progressao de outras. Quando estabelecida, ocorre a
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diminuicdo na biodisponibilidade do NO, que pode ser decorrente da producao
diminuida de NO pelo endotélio ou por sua inativacéo por ERO (espécies reativas de
oxigénio). Desta forma, os vasos sanguineos deixam de dilatar como antes, e assim,
a pressao arterial € mantida em niveis mais elevados (VANHOUTTE, 2002). Para
gue possa ser determinada com precisao a participacao das alteracdes endoteliais
nos mecanismos envolvidos na progressao da hipertensdo, € necessario saber quais
sdo as alteracbes funcionais e estruturais do endotélio de vasos nos diferentes
modelos de hipertensdo e em diferentes leitos vasculares. Muitos fatores podem
contribuir para mudancas nas respostas vasculares observadas, como o estado
hipertensivo, o desenvolvimento e duracdo da pressdo sanguinea elevada, as
espécies, idade e género dos animais, a técnica utilizada para analisar a alteracéao
vascular e a localizagéo regional do leito vascular (LUSCHER, 1992).

A fisiopatologia da disfuncdo endotelial é complexa e envolve multiplos
mecanismos. A disfuncdo endotelial parece estar relacionada a uma reducdo da
atividade da eNOS ou a reducédo da disponibilidade do seu substrato, L-arginina
(VANHOUTTE, 2002). Além disto, uma das causas da disfuncdo endotelial € o
aumento do estresse oxidativo, que € caracterizado pela producdo excessiva de
ERO (CAl; HARRISON, 2000; DROGE, 2002; DUSTING, et al., 2005; GUTIERREZ
et al., 2006; TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). As ERO possuem efeitos deletérios
sobre a funcdo endotelial e vascular, pois levam a uma diminuicdo da
biodisponibilidade de NO e ao comprometimento do relaxamento do MLV (CAl,
HARRISON, 2000; ELLIS; TRIGGLE, 2003; FORTUNO et al., 2005; HAMILTON et
al., 2001; TAWFIK et al., 2008; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004; WOLIN, 2000).

O estresse oxidativo esta envolvido no desenvolvimento de disfuncao
endotelial, redu¢cdo no relaxamento vascular, espessamento da tunica média e
estreitamento do limen vascular. E resultado do aumento da producdo de ERO e/ou
de uma diminuicdo da remocédo destas espécies pelo sistema antioxidante (GEISZT,
2006; RABELINK; LUSCHER, 2006). Além de ser um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de disfuncdo endotelial por seus efeitos diretos sobre a membrana
das células, o anion superdxido (O- ) pode interferir em varios passos da cascata de
eventos que leva ao relaxamento do MLV mediado pelo NO (HAMILTON et al.,

2001). Quando o O, reage com o NO, forma-se o peroxinitrito (ONOO™) que é um
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potente oxidante altamente toxico (SALVEMINI et al., 1998). O aumento na
concentragéo de O, leva ao sequestro de NO e ao dano celular associado com a
disfuncao endotelial (McINTYRE et al., 1999). Além disso, o0 ONOQO™ é responsavel
pelo desacoplamento da eNOS, que também leva ao aumento na producéo de O,
(RABELINK; LUSCHER, 2006).

A NAD(P)H oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase) é
um complexo enzimatico (BABIOR, 2004) que tem sido considerado a principal fonte
de ERO em células vasculares (GEISZT, 2006). Esta presente em células de origem
mesodérmica, incluindo os fagdcitos, sendo capaz de catalisar a transferéncia de
elétrons através da membrana celular (BABIOR, 1999; BEDARD; KRAUSE, 2007).
Contém uma proteina G regulatoria (Rac2) e as subunidades: p47phox, p67phox,
p40phox (phox de “phagocyte oxidase”), que se situam no citoplasma, e p22phox e
gp91phox (também denominada Nox2) estdo associados a membrana formando o
flavocitocromo b558 que constituem o sitio catalitico da enzima (BABIOR, 2004; EL-
BENNA et al., 2005; GROEMPING; RITTINGER, 2005; JOHNSON et al., 2002). A
ativacao celular das diversas isoformas da NAD(P)H oxidase ocorre por meio de
estimulos que podem ser fisiolégicos, moléculas que induzem a quimiotaxia
(anticorpos e lipideos bioativos) ou agentes nao fisiolégicos como ésteres de forbol,
acidos graxos e retindides que promovem a fosforilacdo da proteina citoplasmatica
p47phox, levando a translocacdo e agregacdo das subunidades citosdlicas a
membrana (BABIOR, 1999). Esta agregacdo promove o inicio da transferéncia de
elétrons, a partir do substrato NADPH, para o oxigénio molecular (O5), gerando Oy
(CAI et al., 2003; DUSTING et al., 2005; FORTUNO et al., 2005) e em seguida,
outras ERO (BABIOR, 1999).

Recentemente, subunidades homdlogas ao gp91phox foram identificadas em
células ndo-fagociticas, incluindo células vasculares, e foram denominadas como
familia NOX (NAD(P)H oxidase nado fagocitica), contendo sete membros definidos
pelos seus componentes de ancoragem, ou seja, Nox1, Nox 2, Nox3, Nox4, Nox5,
Duox1 e Duox2 (CAVE et al., 2006; GEISZT, 2006; LI; SHAH, 2002). As DUOX 1 e 2
foram os segundos homologos a serem identificados e possuem uma extremidade
C-terminal semelhante a Nox2 e uma extremidade N-terminal com um dominio

homologo a peroxidase. Entdo, devido a presenca de dois tipos de dominios, essas
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proteinas ficaram conhecidas como Duox 1 e Duox 2 (“‘dual oxidase” 1 e 2)
(LAMBETH, 2004). Cada componente da familia nox esta presente em diferentes
tecidos/tipos celulares. As subunidades Nox1, 2 e 4 sdo expressas no endotélio e as
subunidades Nox1 e 4 sao expressas nas CMLV (BEDARD; KRAUSE, 2007; QUINN
et al., 2006; SELEMIDIS et al., 2008).

As subunidades Noxl, Nox2 e Nox4 sao altamente expressas e tem sua
atividade aumentada, em células endoteliais e do MLV, na hipertensdo (LASSEGUE;
CLEMPUS, 2003; LASSEGUE et al., 2012; PARAVICINI et al., 2004). Na
hipertenséo renovascular, a Nox1 contribui para o desenvolvimento da hipertenséo e
posterior remodelamento cardiaco (CIFUENTES et al., 2000). Ainda, em modelos
animais com o aumento da expressdo de Noxl, ocorre potencializacdo da
hipertenséo induzida por ANG Il e hipertrofia de células do musculo liso (DIKALOVA
et al.,, 2005). A producdo de O, esta aumentada nos vasos sanguineos de
diferentes modelos de hipertenséo e inclusive no rato espontaneamente hipertenso
(SHR) (BOULOUMIE et al., 1997; SUZUKI et al., 1995).

O SHR é um bom modelo experimental para estudo da hipertensdo primaria
ou essencial (PINTO et al., 1998). Assim como nos seres humanos, em SHR a
hipertenséo surge com a idade e o desenvolvimento do aumento da presséao arterial
ocorre a partir da terceira semana de nascimento (CLUBB et al, 1987), chegando a
valores superiores que 160 mmHg com doze semanas de idade (OKAMOTO; AOKI,
1963). A linhagem de SHR foi desenvolvida na década de 1960 por Okamoto e Aoki
(1963) através do cruzamento de ratos Wistar Kyoto (WKY) irméaos.

A sobrecarga de pressado sobre o coracdo leva ao desenvolvimento de HVE
em SHR (PFEFFER et al., 1976, 1979). Evidéncias suportam a hipétese de que
alteracoes na via do NO podem estar envolvidas na hipertensédo e na HVE de SHR.
Kuo et al. (1976) sugeriram que a hipertrofia cardiaca de SHR poderia ser resultante
de anormalidades da via NO-GMPc, uma vez que este modelo de hipertenséo
contém niveis menores de GMPc cardiaca. O papel anti-hipertrofico do NO foi
demonstrado no trabalho de Matsuoka et al. (1996), onde o tratamento crénico com
L-arginina reduziu a HVE de SHR. Ainda, ratos que foram submetidos a sobrecarga

pressora por coarctacdo da aorta desenvolveram hipertrofia cardiaca e maior
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expressdo miocardica das subunidades p22phox e p67phox da NAD(P)H oxidase
(NADRUZ JUNIOR et al., 2004).

Lischer e Vanhoutte (1986) estudaram o relaxamento dependente de
endotélio em anéis de aorta SHR e observaram uma redugé@o no relaxamento por
acetilcolina (ACh). Bauersachs et al. (1998) demonstram que em SHR ha uma
diminuicdo na expressdo da eNOS na vasculatura de coronérias que parece explicar
a disfuncdo vasodilatadora. Estes resultados poderiam ser associados com a
diminuicdo da biodisponibilidade do NO, uma vez que o SHR produz O, de forma
exagerada na parede vascular (SUZUKI et al., 1995). Recentemente foi proposto por
Zhao et al. (2013) que a existéncia de um mecanismo endogeno de produgéo de NO
pelo citocromo P450, que é independente da atividade da eNOS, compensaria a
disfuncéo endotelial em SHR.

Varias observacdes sugerem que o sistema NAD(P)H oxidase é responsavel
pela maior parte da producdo de anion superéxido na parede vascular da aorta
(PAGANO et al., 1995). Em SHR ha um aumento da atividade da NAD(P)H oxidase,
juntamente com o aumento da producdo de O, em aortas, quando comparado com
ratos normotensos WKY da mesma idade (ZALBA et al., 2000). Estes dados foram
correlacionados com o comprometimento do vaso-relaxamento dependente do
endotélio (DOBARRO et al., 2009; LUSCHER; VANHOUTTE, 1986; MIYAGAWA et
al., 2007), caracterizando a disfuncéo endotelial presente neste modelo experimental
(BAUERSACHS et al., 1998). Sugerem entdo, que a hipertensdo pode ser associada
ao aumento da atividade enzimatica da subunidade p22phox da NAD(P)H oxidase.

Baseados nas evidéncias do envolvimento da atividade da NAD(P)H oxidase
em doencas cardiovasculares, o efeito de diferentes inibidores destas enzimas tem
sido estudado (WILLIAMS et al., 2007).

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) foi isolada das raizes da planta
Apocynum cannabinum (maconha canadense) e descrita inicialmente por
Schmiedeberg em 1883. Posteriormente, em 1971, foi identificada através do
isolamento dos componentes imunomoduladores da raiz da planta Picrorhiza kurroa
(Scrophulariaceae), nativa das montanhas da india, Nepal, Tibete e do Paquistéo,
conhecida na medicina tradicional indiana (STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008). A

apocinina é uma acetofenona, pertencente a classe dos metdxi-catecois, possui
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peso molecular de 166,17, um ponto de fus&o de 115 °C. Apresenta leve odor de
baunilha (STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008) e baixa toxicidade (LDsp: 9 g/kg) apds a
administracao oral em ratos (LUCHTEFELD et al., 2008).

A apocinina é metabolizada pela mieloperoxidase (MPO), presente em células
fagociticas, produzindo o metabdlito ativo diapocinina (JOHNSON et al., 2002).
Sugere-se que este metabdlito inibe a fosforilagcdo (p47phox) e translocacdo dos
componentes citosolicos (p47phox, p67phox) do complexo NAD(P)H oxidase para a
membrana, inibindo sua atividade (JOHNSON et al., 2002; STOLK et al., 1994,
XIMENES et al., 2007) (Figura 1). No trabalho de Stolk et al. (1994), foi demonstrado
gue macréfagos alveolares, que apresentam deficiéncia de MPO, ndo sofrem acédo
da apocinina. Em outro estudo, foi demonstrado que células que “superexpressam”
Noxl1, 2 ou 4 (HEK293) estimuladas com MPO tiveram a formagdo do metabdlito
ativo da apocinina e houve reducéo da producdo de O,. No mesmo estudo, células
endoteliais e do MLV tratadas com apocinina ndo tiveram inibicdo da atividade NOX,
mas houve diminuicdo da producdo de O, sugerindo que a apocinina atua como
antioxidante em células vasculares (HEUMULLER et al., 2008). Como outras
peroxidases, além da MPO, podem influenciar a atividade da apocinina, é possivel
gue células vasculares possuam enzimas peroxidativas capazes de ativar este
inibidor (TOUYZ, 2008; VEJRAZKA et al., 2005). Isto se deve a observacdo de que
em células endoteliais, nas quais dimeros de apocinina foram identificados, a
apocinina inibiu de forma concentracdo dependente a atividade da NAD(P)H
oxidase, a formacao de ERO e a proliferacdo celular (JOHNSON et al., 2002).

Estudos in vivo demonstraram que a MPO pode ser absorvida pelas células
endoteliais por meio da proteina citoqueratina 1 e assim a apocinina poderia ser
entdo metabolizada a dimeros ativos para inibir a NAD(P)H oxidase em células
vasculares (Figura 1). Esta proteina parece ser a responsavel pela internalizacéo da
MPO nas células endoteliais (ASTERN et al., 2007).
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Figura 1 - Ativacdo da apocinina em células fagociticas (neutrofilos) e néo-
fagociticas (células vasculares) (Figura adaptada de TOUYZ, 2008).

Além disso, foi sugerido que a apocinina atuaria por uma via independente de
MPO. Schliter et al. (2008) observaram que a apocinina possui seus efeitos
vasodilatadores inibindo a atividade da proteina Rho Kinase em células do muasculo
liso vascular (CMLV) de ratos normotensos. Consequentemente, no animal
hipertenso, este efeito levaria a reducdo da contracdo das CMLV, disfuncéo
endotelial e remodelamento vascular (SURMA et al., 2011). Também foi relatado por
Han et al. (2010) que a apocinina induz vasodilatacdo por aumentar a concentracao
de Ca®" em células endoteliais e pela ativacdo de canais de K* dependentes de
voltagem em CMLYV de ratos Sprague-Dawley. Senejoux et al. (2013) demonstraram
gue apocinina aumenta dilatacdo dependente do endotélio, mediada pela atividade
da NOS e também por uma via independente do endotélio, envolvendo a inibicdo da
mobilizacdo de Ca?' e ativacdo de canais Karp (canais de potassio sensiveis a

adenosina trifosfato) em CMLV de ratos Wistar.
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Estudos demonstraram que a apocinina tem grande potencial farmacologico
como anti-hipertensivo (WILLIANS et al.,, 2007). Hamilton et al. (2002) mostraram
gue a apocinina (3 mmol/L) aumentou a biodisponibilidade do NO e a vasodilatacéo
de artérias mamarias e veias safenas de humanos. Ciarcia et al. (2010) verificaram
gue o tratamento agudo com apocinina (16mg/kg, v.0) melhora a atividade renal em
SHR por aumentar o fluxo no tdbulo proximal. Baumer et al. (2007) trataram SHR
com apocinina (33 mg/kg/dia, v.0) por quatro semanas e observaram que houve
reducdo da pressao arterial e da concentracdo de O, . Entretanto, Pechanova et al.
(2009) demonstraram que o tratamento crénico com apocinina (seis semanas)
iniciado na sexta semana de vida de SHR (30mg/kg/dia,v.0) preveniu apenas
parcialmente o aumento da presséao arterial sistolica (PAS) em SHR, ndo alterou a
atividade da eNOS no ventriculo esquerdo e na aorta, apesar de diminuir a producao
de ERO e favorecer a formacdo de GMPc nestes tecidos.

Tomados em conjunto, estes dados sugerem o envolvimento da atividade
NAD(P)H oxidase na hipertensdo, porém ainda ndo esta totalmente elucidada a
eficacia e os mecanismos de acdo envolvidos no efeito anti-hipertensivo da
apocinina.

Neste estudo testamos a hipdtese que a apocinina por inibir a atividade da
NAD(P)H oxidase e consequente producdo de ERO, previne o desenvolvimento da

hipertenséo, da disfuncédo endotelial e da hipertrofia ventricular esquerda em SHR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se o tratamento crénico com apocinina, iniciado no periodo pés-natal
anterior & alteracdo da pressao arterial, previne o desenvolvimento da hipertenséo,
da disfuncéo endotelial e da hipertrofia ventricular esquerda em SHR e avaliar os

possiveis mecanismos envolvidos nestes efeitos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Verificar se o tratamento com apocinina previne o desenvolvimento da

hipertensédo em SHR;

2) Verificar se o tratamento com apocinina altera a resposta hipotensora causada

pela liberacdo endogena e exdgena de NO;

3) Verificar se o tratamento com apocinina altera as respostas pressoras a
Fenilefrina e Angiotensina Il.

Para isto, foram avaliados os resultados obtidos com a realizacdo de
experimentos in vivo onde a Presséo Arterial Média (PAM) e a Frequéncia Cardiaca
(FC), basal ou apds a administracdo de drogas hipotensoras Acetilcolina (ACh) e
Nitroprussiato de Sdédio (NPS) e de drogas pressoras Fenilefrina (Phe) e
Angiotensina Il (ANG Il) foram registradas em animais normotensos e hipertensos,

nao anestesiados, tratados ou ndo com apocinina.

4) Verificar se o tratamento com apocinina altera as concentra¢des basais de Ca*?

NO e ERO em células endoteliais de aortas de ratos hipertensos;
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5) Verificar se o tratamento com apocinina promove variagbes nas concentracdes
Ca'?, NO e ERO estimuladas por acetilcolina em células endoteliais;

Para isto, foram realizados experimentos de citometria de fluxo em células
endoteliais de aorta, de animais hipertensos e normotensos tratados ou ndo com
apocinina, antes e apds a estimulacdo com acetilcolina. As concentracdes de Ca*?,
NO e ERO foram medidas com sondas especificas (descritas em material e
meétodos).

6) Verificar se o tratamento com apocinina altera a expressdo de eNOS nas células
endoteliais e de GCs nas células do muasculo liso vascular de ratos Wistar e SHR.
Para isto, realizamos estudos biomoleculares (Western Blotting) onde a

expressdo da eNOS e GCs foram avaliadas em aortas dos grupos estudados.

7) Verificar se o tratamento com apocinina previne o desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda e da fibrose em SHR.

Para isto, foram realizados cortes histolégicos com coloracdo Hematoxilina-
Eosina (HE) para analisar a hipertrofia ventricular esquerda e com Picrossirius Red

(Sirius Red) para analisar a area de fibras colagenas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos realizados neste estudo foram previamente aprovados
pela CEEA-FOA/UNESP (protocolo no. 01561-2011).

3.1 Animais

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é mantida pelo
nosso grupo de pesquisa no biotério do Departamento de Ciéncias Bésicas da
Faculdade de Odontologia, Campus de Aracgatuba (FOA) da UNESP. Os ratos Wistar
foram fornecidos pelo Biotério Central da FOA. Os animais foram mantidos em
condicbes controladas de temperatura (22-24°C) com ciclo de luz (12h/luz e
12h/escuro) e receberam racdo padrdao e agua ad libitum. Para obtencdo dos
animais com 4 semanas de idade, o acasalamento, a prenhez de ratas Wistar e SHR
e o desenvolvimento dos filhotes até a 42 semana foi acompanhado no biotério do
DCB-FOA/UNESP. O acasalamento de SHR foi feito entre ratos machos e fémeas
gue apresentaram PAS maior ou igual a 150 mmHg, verificada por pletismografia de
cauda utilizando um pletismografo de cauda (PowerLab, ADInstruments, Melbourne,

Australia).
3.2 Tratamento

Os animais foram tratados a partir da 4% semana de vida até a 102
semana com apocinina na dose de 30mg/kg/dia. Esta dose de apocinina foi
escolhida com base em estudos (BAUMER et al., 2007; HAYASHI et al., 2005;
OELZE et al., 2011; PECHANOVA et al., 2009) que observaram os efeitos da
apocinina sem toxicidade para os animais. Para o tratamento, a apocinina foi diluida
em agua de beber. O volume de agua utilizado foi determinado a partir do volume de
agua consumido por dia pelos animais.

A cada semana de desenvolvimento, os ratos eram pesados a fim de ser
corrigida a dose administrada. Ao final da 102 semana de tratamento, os ratos foram

utilizados nos experimentos descritos abaixo.
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3.3 Drogas, Sondas e Anticorpos

Utilizamos diferentes drogas nos experimentos, as quais foram descritas
abaixo:

- 4-hidréxi-3-metdxiacetofenona 98% - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA):
Apocinina;

- Nitroferricianeto (lll) de Sodio - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): Nitroprussiato
de Sodio (NPS);

-Cloridrato de L- Fenilefrina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): Fenilefrina (Phe);

- Clorato de Acetilcolina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): Acetilcolina (ACh);

- [Asn, Val®] Angiotensina Il - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): Angiotensina ||
(ANG 11).

Nos experimentos de citometria, utilizamos as seguintes sondas:

- Fluo 3-AM - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA);
- 4,5- diaminofluoresceina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): DAF-2/DA,
- Dihidroetidina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): DHE.

Avaliamos a expressao proteica de algumas proteinas utilizando os seguintes
anticorpos:
- anticorpo para eNOS (SAB4502013) - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA);
- anticorpo para subunidades alfa (a) (SAB1300812) e beta (B) (SAB4501344) da
Guanilato Ciclase soluvel (GCs) - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA);
- anticorpo para B-actina (SAB A5441 — Sigma Aldrich).

Para os experimentos in vivo, medida direta da PA, as drogas ACh, NPS, Phe
e ANG Il foram diluidas em solucao fisiolégica (0,9% ou 0,15M NaCl) e para o
estudo in vitro, citometria de fluxo, as drogas foram diluidas em solucdo de HANKS .
Todas as solucdes de drogas foram acondicionadas em frascos e protegidas da luz.
Apés a diluigdo, as solucdes das drogas foram divididas em aliquotas e congeladas

a -20°C até a utilizacéo.
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3.4 MEDIDA DIRETA DE PRESSAO ARTERIAL

A) Cirurgia para implantag&o das cénulas

Os ratos foram anestesiados com quetamina (45 mg/kg) associada a xilazina
(5mg/kg) por via intraperitoneal. Durante a anestesia, uma canula de polietileno
(PE1o conectado a PEsp) preenchida com salina heparinizada foi implantada no
interior da aorta abdominal, através da artéria femoral, para o registro da presséo
arterial e outra na veia femoral, para administracdo de drogas ou veiculo. Estas
canulas foram passadas por baixo da pele e exteriorizadas na regido do dorso do
animal. Apoés a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais recebendo
racado padrdo e agua ad libitum por um periodo de até 24 horas, no maximo, antes

de realizarmos os experimentos.

B) Registro da Presséao Arterial Sistolica (PAS), Diastolica (PAD), Média (PAM)

e Frequéncia Cardiaca (FC)

Ao final da 10® semana de tratamento, a PAM, PAS, PAD e a FC foram
continuamente registradas nos ratos ndo anestesiados utilizando um transdutor de
pressao (ADInstruments, Austrélia) ligado a canula intra-arterial e um amplificador
(ADInstruments, Australia). A PAM, antes e apds a administracdo das drogas, foi
calculada utilizando-se o software PowerLab, Chart5 (ADInstruments, Australia), no

gual a variacao da pressao arterial foi obtida.
C) Protocolo Experimental

Apés um periodo de 30 minutos para estabilizacdo da pressao arterial,
injecbes in bolus de 2 e 10 pg/kg de acetilcolina (ACh) e 10 e 35 pg/kg de
nitroprussiato de sodio (NPS) foram realizadas e seus efeitos registrados até a
obtencao da estabilizacdo da resposta. Em outro grupo de animais, inje¢des in bolus
de 2 e 8 ug/kg de fenilefrina (Phe) e 2,5 e 10 ng/kg de angiotensina Il (ANG II) foram
realizadas e seus efeitos registrados até a obtencdo da estabilizacdo da resposta.
Os resultados foram expressos como média + EPM dos valores de PAM e FC

obtidos. A partir dos resultados obtidos, a porcentagem de variagdo da PAM (% A
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PAM) foi calculada pela diferenca dos valores de PAM antes e apds a administracédo

das drogas.
3.5 CITOMETRIA DE FLUXO
A) Isolamento de células endoteliais de aorta de ratos

Na 102 semana, 0s animais foram anestesiados em cémara saturada com
halotano (Tanohalo®- Cristalia) e mortos por decapitacdo. As aortas toracicas dos
ratos (segmentos de 15 mm) foram isoladas, dissecadas de tecidos adjacentes,
cortadas longitudinalmente e mantidas em solucédo de Hanks completa modificada
(CaCl, 1,6 mmol/L; MgCl, 1,0 mmol/L; NaCl 120,0 mmol/L; KCI 5,0 mmol/L;
NaH,PO, 0,5 mmol/L; dextrose 10,0 mmol/L; HEPES 10,0 mmol/L; pH 7,4). A
remocé&o das células endoteliais foi feita mecanicamente com o auxilio de uma haste
plastica plana. A suspensao de ceélulas obtida foi centrifugada (1000 rpm por 5
minutos) em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado, o pellet
suspendido em 250 uL de solugdo de Hanks e posteriormente, volumes
determinados desta suspensao foram colocados em tubos de poliestireno. Apos esta
etapa, as células permaneceram acondicionadas em temperatura de 37°C até o
momento do experimento.

Na citometria de fluxo, foi feita a leitura de 2.500 eventos (células) de cada
aorta utilizada. O numero de experimentos realizados “n” se refere ao numero de
aortas utilizadas para cada grupo estudado. As andlises foram realizadas em
citobmetro de fluxo (ATTUNE Acoustic Focusing Cytometer®, APPLIED BIOSYSTEM,
USA) utilizando sondas especificas para Ca* (Fluo 3-AM), NO (DAF-2/DA) e ERO

(DHE) conforme os seguintes protocolos experimentais.

B) Quantificagdo da concentracéo citosolica de céalcio ([Caz']c)

Para quantificacdo da concentracdo citosolica de calcio nas células
endoteliais ([Caz'].). a suspensdo de células endoteliais de aorta de ratos, sem
gualquer estimulo, foi submetida a leitura para verificar a emissédo de fluorescéncia
basal (branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20 minutos com a

sonda fluorescente Fluo 3-AM (5umol/L), excitada com laser azul em 488 nm com
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emissdo de 530/30 e a intensidade de fluorescéncia emitida foi verificada antes
(basal) e apds a estimulagdo com acetilcolina (1uM). Os valores foram expressos
pelo aumento da intensidade de fluorescéncia comparado com o basal. Foi realizada
a aquisicado de 2500 eventos para cada protocolo realizado.

C) Quantificagdo da concentracgéo citosdlica de Oxido Nitrico ([NO]c)

Para quantificacdo de [NO], a suspensao de células endoteliais de aorta de
ratos, sem qualquer estimulo, foi submetida a leitura para verificar a emissao de
fluorescéncia basal (branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20
minutos com a sonda fluorescente 4,5- diaminofluoreceina (DAF-2/DA - 10umol/L) e
excitadas com laser azul, em 488 nm com emissédo de 530/30 e a intensidade de
fluorescéncia emitida foi verificada na auséncia (basal) ou na presenca de
acetilcolina (1puM). Os valores obtidos foram expressos pelo aumento da intensidade
de fluorescéncia comparado com o basal. Foi realizada a aquisicdo de 2500 eventos

para cada protocolo realizado.
D) Quantificacdo da concentracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Para quantificacdo de ERO, a suspensédo de células endoteliais de aorta de
ratos, sem qualquer estimulo, foi submetida a leitura para verificar a emissdo de
fluorescéncia basal (branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20
minutos com a sonda fluorescente Dihidroetidina (DHE — 2,5 umol/L), excitada com
laser azul em 488 nm, com emissdo de 585/42 e a intensidade de fluorescéncia
emitida foi verificada em auséncia (basal) ou presenca de estimulagdo com
acetilcolina (1uM). Os valores foram expressos pelo aumento da intensidade de
fluorescéncia comparado com o basal. Foi realizada a aquisicdo de 2500 eventos
para cada protocolo realizado.

A mediana da intensidade de fluorescéncia foi calculada em todas as
amostras usando o software Attune Cytometric Software (APPLIED BIOSYSTEM,

USA) e posteriormente comparada entre 0S grupos.
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3.6 WESTERN BLOTTING

A) Avaliacdo da expresséo proteica de Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS)
e de Guanilato Ciclase soluvel (GCs) em aortas de SHR e Wistar

Segmentos toracicos de aorta foram removidos dos animais, dissecados,
imediatamente pulverizados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer -80° C. Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e homogeneizados
separadamente em tampao RIPA (Tris-base 65,2 mM, NaCl 154 mM, NP-40 a 1%,
deoxicolato de sédio a 0,25% e EDTA 0,8 mM,, suplementado com um coquetel de
inibidores de protease - Protease Inhibitor Mix - GE Healthcare) utilizando-se para
isso um sonicador (Sonics Vibra Cell). Em seguida os homogenatos foram
centrifugados (4°C, 4.000 rpm por 15 minutos) para a separacao do sobrenadante. A
dosagem de proteina do sobrenadante foi feita pelo método de Lowry (LOWRY et
al.,1951), utilizando a soroalbumina bovina como padrdo. Cem microgramas (100
ug) de proteina total foram misturadas com tampdo de Laemmli contendo
mercaptoetanol e foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (para
anticorpo eNOS) ou 10% (para anticorpo GCs) e depois transferidas para a
membrana de nitrocelulose. Depois da transferéncia, as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado 5% em tampao tris-salina com Tween 20 (TBS-T),
por 30 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram incubadas
com 0s seguintes anticorpos primarios: eNOS (1:2500, SAB4502013) e subunidades
alfa (1:500, SAB1300812) e beta (1:500, SAB4501344) da enzima guanilato ciclase
(GCs). A incubacéo foi feita durante a noite, a 4°C. ApGs a incubacéo com anticorpo
primario, as membranas foram lavadas por quinze minutos, 3 vezes, com tampao
TBS-T e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho (para eNOS - 1:2000; para
GCs - 1:1000), por uma hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com o substrato para peroxidase quimioluminescente
(Kit ECL - Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) e expostas a
um filme radiografico para a detecg¢ao das bandas. A 3-actina (1:8000, SAB A5441)
foi utilizada para normalizacdo dos resultados. A intensidade das bandas foi
guantificada por densitometria 6ptica com o programa Scion. Os resultados foram

comparados entre 0S grupos.
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3.7 AVALIACAO DA HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA

A) Avaliacdo dos pesos cardiacos

Ao final do tratamento com apocinina, os animais foram mortos por
decapitacdo, os coragbes foram removidos e lavados em solugdo de cloreto de
potassio (KCl) a 1,15% para remocao dos codgulos. Em seguida os coracfes foram
pesados para determinacdo do Peso Cardiaco Total (PCT, em gramas). Depois de
retirado e dissecado, o ventriculo esquerdo (VE) foi pesado obtendo-se assim o
peso ventricular esquerdo (PVE, em gramas). Esses valores foram corrigidos em
funcdo do comprimento (em centimetros) da tibia esquerda do animal, sendo
expresso o indice de Massa Ventricular Esquerda (IMVE = PVE, g)/comprimento da

tibia esquerda, cm).

B) Preparo das laminas histologicas

Para a realizacdo dos cortes histologicos, foram retirados os coracbes e
posteriormente o ventriculo esquerdo com auxilio de um bisturi. Apés a fixagcdo dos
tecidos em formalina tamponada 10%, as pecas foram submetidas as seguintes
metodologias: Para a preparacdo das pecas e realizacdo dos cortes histolégicos do
VE, processamos a desidratacao, clareamento, impregnacéo, inclusdo e a coloragéo
com auxilio de materiais como cassete (Lupe), pincas, béqueres, crondmetro,
proveta, estufa, geladeira, micrétomo (Lupetec), laminas silanizadas (Starfrost),
laminulas (EasyPath), resina Permount (Fisher Scientific) e o microscépio (Leitz
Aristoplan) para visualizacdo dos cortes preparados. Inicialmente, os procedimentos
de Desidratacdo, Clareamento e Impregnacdo foram realizados. Para isto,
colocamos os VE, dentro dos cassetes (Lupe) nas seguintes solu¢des e nos tempos

indicados:
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Tabela 1 - Sequéncia de desidratacéo, clareamento e impregnacao e os tempos de cada fase

utilizados para processamento histolégico.

DESIDRATACAO TEMPO
Alcool 70% 60 minutos
Alcool 80% 60 minutos
Alcool 95% 60 minutos

Alcool absoluto | 60 minutos

Alcool absoluto |l 60 minutos

Alcool absoluto IlI 60 minutos

Alcool absoluto / xilol 60 minutos

CLAREAMENTO TEMPO

Xilol | 30 minutos

Xilol 11 30 minutos

Xilol 1 60 minutos
IMPREGNACAO TEMPO

Parafina | 60 minutos

Parafina Il 60 minutos

Parafina Ill 120 minutos

Apés estes procedimentos, realizamos a inclusdo da peca no molde de

parafina (Erviplast), onde ela é inclusa no centro do molde até completa

solidificacdo. A peca foi moldada de acordo com o tamanho do micrétomo. Fizemos

cortes de 5 um que foram levados a estufa em temperatura aproximada de 60°C. Os

cortes foram colocados na lamina e corados com a Hematoxilina (10%) e Eosina
(10%) (Synth) e Picrosirius Red (0,1%) (Sirius Red F 3B 200, Mobay Chemical CO,

Union, NJ, USA).

O corante basico, a hematoxilina, cora as estruturas de caracteristica acida

em azul (nucleo, ribossomos e reticulo endoplasmatico rugoso) enquanto a eosina,

um corante acido, cora as estruturas de caracteristicas alcalina em rosa -
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avermelhado. Como a maioria das proteinas citoplasmaticas € basica, em uma
coloragao com HE, o citoplasma usualmente se cora em rosa - avermelhado e os
nacleos em azul. Esta técnica pode ser usada para deteccéo de hipertrofia cardiaca.

Com o intuito de verificar a presenca de coldgeno no miocérdio, utilizamos a
solucao de Picrosirius Red. As coloragdes foram feitas seguindo as etapas abaixo

descritas sequencialmente para HE e Picrosirius Red, respectivamente:

Tabela 2 - Sequéncia de solucédo e tempo para a coloragdo com Hematoxilina-Eosina e
Picrosirius Red.

SOLUCAO TEMPO SOLUCAO TEMPO
Xilol | 10 minutos Xilol 1 10 minutos
Xilol 11 10 minutos Xilol 11 10 minutos

Alcool absoluto 2 minutos Alcool absoluto 2 minutos

Alcool 95% 2 minutos Alcool 95% 2 minutos

Alcool 90% 2 minutos Alcool 90% 2 minutos

Alcool 70% 2 minutos Alcool 70% 2 minutos
Agua 2 minutos Agua 2 minutos

Hematoxilina 6 minutos Picrosirius Red 8 minutos
Eosina 3 minutos Agua 2 minutos
Agua 2 minutos Alcool 70% Passagem
Alcool 70% 30 segundos Alcool 95% Passagem
Alcool 95% 30 segundos Alcool absoluto Passagem
Alcool absoluto 30 segundos Alcool absoluto/ xilol 1 minuto
Alcool absoluto/ xilol 1 minuto Xilol | 5 minutos
Xilol | 10 minutos Xilol 1l 10 minutos
Xilol Il 10 minutos Xilol I 10 minutos

Xilol I 10 minutos

Apés a coloracdo, as laminulas foram fixadas nas laminas com permount,

estando pronta para a visualiza¢cdo no microscopio.
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C) Analise Morfométrica Quantitativa

A analise morfométrica quantitativa das células foi realizada segundo a
avaliacdo quantitativa realizada por meio de analise das imagens digitais com
utilizacdo de sistema composto por microscépio optico (Leitz Aristoplan) conectado a
um computador por uma camera de video. A lente, a intensidade da luz do
microscépio e a altura do condensador foram padronizadas. Os cortes histolégicos,
n=5 por grupo, dos ventriculos esquerdos foram fotografados em sete campos
escolhidos por lamina em aumento de 400 vezes utilizando o software AxioVision
Documentation (Carl Zeiss Video Image, MD, USA).

Na literatura sdo encontrados diferentes maneiras que avaliam a hipertrofia
ventricular, que pode ser por andlise do nimero de células (TATIC et al., 2012),
tamanho das células (GUPTA et al., 2012), espessura e disposi¢éo da miofibrila (HE
et al., 2012) ou através da area de seccao transversal dos cardiomioctios (LU et al.,
2012). Em nosso estudo, para realizarmos a analise da hipertrofia ventricular,
avaliamos o menor diametro dos cardiomiocitos, seguindo a técnica padronizada no
laboratério do Dr Rubens Fazan Junior, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Departamento de Fisiologia da Universidade de S&o Paulo/USP. Optamos por
fazer esta analise, pois, assim como eles, nos baseamos na seguinte explicacdo: a
figura abaixo mostra que a area da seccéo transversal reflete o tamanho do midcito
guando é tomada apenas com um angulo de 90° em relacdo ao eixo da fibra
cardiaca. Esta figura mostra ainda que a area da seccao transversal do midcito
aumenta com a variacdo do angulo formado, enquanto que o menor diametro do
midcito ndo. Portanto, a area da seccédo transversal do miocito ndo seria o melhor
indicador do tamanho do miécito, uma vez que nao € possivel ter sempre uma area
da seccao transversal perpendicular em relacdo ao eixo do midcito, passamos a

analisar o menor diametro em vez da area de seccéo transversal.
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Altura: 1,8 cm
Largura: 2,8 cm
Area: 3,95 cm?

Altura: 1,8 cm
Largura: 3,4 cm
Area: 4,80 cm?

Figura 2 - Variacdo do tamanho do miécito em funcdo do angulo de secc¢ao transversal da
fibra cardiaca. Figura cedida gentilmente pelo Laboratério do Prof Dr Rubens
Fazan Junior (FMRP-USP).

As imagens capturadas foram analisadas com a utilizacdo do software Image
J. O menor diametro dos cardiomidcitos foi determinado a partir de 25 medi¢cbes em
cada ventriculo distribuidas aleatoriamente nos sete campos fotografados, que
foram feitas com uma ampliacio de 400x, em miofibrilas orientadas
longitudinalmente, onde o menor diametro foi obtido na regido do nucleo que foi
claramente delimitado pela membrana nuclear. A quantidade de colageno foi
expressa em porcentagem da area total de tecido (ventriculo esquerdo) obtida nas
imagens capturadas de cada corte de ventriculo. Na imagem fotografada foram
guantificadas as areas ocupadas por fibras colagenas e a area total do tecido. Para
cada ventriculo foram avaliados 3 diferentes cortes. Em cada corte foram avaliadas
3-4 areas totais e a partir destas foi calculada a média das porcentagens de fibras

colagenas.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA
A) Medida direta da PA

Os resultados foram expressos como a média + EPM (erro padrdo da média)
dos valores obtidos. A porcentagem de variagdo da PAM (% A MAP) foi calculada
aplicando a seguinte formula:

% APAM = valor PAM basal - valor PAM ap0és a droga x 100
valor PAM antes da droga

Os resultados foram comparados entre 0s grupos pelo teste estatistico de
multivariancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05.

B) Citometria de Fluxo

Foram analisados os tracados citofluorograficos (histograma) gerados pelo
software Attune Cytometric apos a leitura pelo citdmetro. Os histogramas obtidos
descrevem fendémenos de dispersdo do laser que incide sobre as células, de
absorcao da luz e de emissédo de fluorescéncia. Os resultados foram apresentados
como a média das medianas da intensidade de fluorescéncia (IF) das células com
marcacdo positiva para as sondas fluorescentes DAF-2/DA , Fluo 3-AM e DHE. Os
resultados foram comparados entre os grupos, e foi utilizado o teste estatistico de
multivariancia (ANOVA) e pos-teste Tukey. As diferencas entre os grupos foram

consideradas significativas quando p<0,05.

C) Western Blotting

Os valores de densitometria Optica das bandas foram obtidos pelo programa
Scion. Os valores referentes as bandas de GCs e eNOS foram normalizados pelos
valores das bandas de B-actina. Os valores obtidos foram expressos como média *
erro padrdao da média (EPM). Foram realizados 5 experimentos diferentes para cada
grupo. Os resultados obtidos foram comparados entre os grupos (ANOVA, pos-teste
Tukey). Diferencas entre os valores foram considerados significantes quando
p<0,05.
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D) Andlise da Hipertrofia Cardiaca

Os resultados foram expressos como média + EPM dos valores de diametro
das células e area das fibras coldgenas. Os resultados foram comparados entre 0s
grupos pelo teste estatistico de multivariancia ANOVA (pés-teste Tukey). As

diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso e comprimento naso-anal

O peso dos animais aumentou significativamente durante as seis semanas de
tratamento. Tanto o peso (Figura 3A) quanto o comprimento naso-anal (Figura 3B)
de SHR foram menores que os de ratos normotensos Wistar. A apocinina néo
alterou o peso (Figura 3A) ou o comprimento naso-anal dos ratos Wistar (n&o
tratados: 23,9 = 0,3 cm, n=13; tratados: 23,8 + 0,5 cm, n=7) e SHR (n&o tratados:
20,6 £ 0,3 cm, n=11; tratados: 20,5 + 0,2 cm, n=9) (Figura 3B).
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Figura 3 - Peso (A) ao final de cada semana de tratamento (12 a 62 semana) e comprimento
naso-anal (B) no final do tratamento em Wistar (o), Wistar tratados com
apocinina (m), SHR (o) e SHR tratados com apocinina (e). *p <0,05 entre grupos,
ANOVA.
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4.2 Analises da PAS, PAD, PAM e da FC de ratos WST e SHR, nao tratados e

tratados com apocinina

SHR apresentaram PAS, PAD, FC e PAM aumentados quando comparados a
ratos normotensos Wistar (Figura 4).

Os valores de PAS e PAD (Figura 4A-B) de SHR tratados com apocinina
(PAS: 148,2 + 1,0; PAD: 100,1 + 0,8 mmHg/min) foram menores que 0s observados
em SHR nao tratados (PAS: 180,6 + 2,4; PAD: 132,9 £ 0,9 mmHg/min, n=7). Nao
houve diferenca entre os valores de PAS e PAD de ratos Wistar tratados (PAS:
121,4 + 1,4; PAD: 87,7 = 1,0 mmHg/min) e ndo tratados (PAS: 123,7 £+ 1,2; PAD:
85,9 £ 1,3 mmHg/min, n=7).

Os dados mostram que o tratamento crénico, da 4% a 10* semana de vida,
com apocinina (30mg/kg) preveniu o desenvolvimento da hipertensdo em SHR. Ao
final da 10% semana, os valores de PAM de SHR tratados (129,5 + 2,2 mmHg, n=9)
foram bastante reduzidos se comparados aos valores do grupo nao tratado (160,3 £
2,7 mmHg, n=9) (Figura 4C). Além disso, a FC de SHR tratados com apocinina
também foi menor (318,8 + 5,8 bpm, n=9) do que de SHR néo tratados (362,7 + 8,3
bpm, n=9) (Figura 4D). Entretanto, o tratamento com apocinina ndo alterou a PAM
(N&o Tratados: 108,3 + 1,3; Tratados: 108,0 + 1,3 mmHg, n=9, Figura 4C) ou a FC
(N&o tratados: 312,0 £ 3,4; Tratados: 314,2 = 4,3 bpm, n=9, Figura 4D) de ratos
normotensos Wistar.
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Figure 4 - A) Presséo Arterial Sistdlica (PAS), B) Pressédo Arterial Diastolica (PAD), C)
Presséo Arterial Média (PAM) e D) Frequéncia Cardiaca (FC) de ratos Wistar e
SHR néo tratados (barras brancas) e tratados (barras pretas) com apocinina (30
mg/kg). *p<0,05 entre SHR n&o tratados e outros grupos, “p<0,05 entre SHR
tratados e outros grupos, ANOVA.

4.3 Efeito hipotensor a ACh e NPS

Apbs o registro por 30 minutos da PAM e da FC, foi feita a administracdo
intravenosa das drogas.
As respostas a ACh in vivo nas doses testadas foram menos eficazes em
SHR (2 pg/kg: -13,8 + 1,3 %; 10 pg/kg: -22,6 £ 1,8 % APAM, n=7) quando
comparadas as observadas em ratos Wistar (2 ug/kg: -28,7 +1,3; 10 pg/kg: -39,4 +
2,0 % APAM, n=7) (Figura 5A).
O efeito hipotensor da ACh néo foi alterado em ratos Wistar pela apocinina (2
Mg/kg - Tratados: -29,4 £ 2,3; N&o Tratados: -28,7 £1,3; 10 ug/kg - Tratados: -40,1 £
2,2; Nao Tratados: -394 £ 2,0 % APAM, n=7) (Figura 5A). No entanto, a resposta
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hipotensora, dose dependente, da ACh foi maior em SHR tratado (2 pg/kg: -31,3 =
2,6; 10 pg/kg: -41,5 £ 1,9 %APAM, n=7) quando comparada as de SHR néo
tratados (2 pg/kg: -13,8 + 1,3; 10 pg/kg: -22,6 + 1,8 % APAM; n=7) (Figura 5A).

Ao compararmos a hipotensdo causada pela ACh entre os ratos tratados,
observamos que a resposta hipotensora da ACh foi similar entre SHR tratados (2
Ma/kg: -31,3 £ 2,6; 10 pg/kg: -41,5 + 1,9 % APAM, n=7) e Wistar Tratados (2 ug/kg -
Tratados: -29,4 + 2,3 %; 10 ug/kg Tratados: -40,1 + 2,2 % APAM, n=7) (Figura 5A).

Observamos o efeito hipotensor dose-dependente ao NPS em todos os
grupos. As respostas do NPS nao foram diferentes entre SHR (10 pg/kg: -19,1 *
1,1; 35 pg/kg: =30,4 £ 1,4 % A PAM; n = 7) e ratos Wistar (10 pg/kg: —20,2 + 1,7;
35ug/kg: -31,1 + 1,1 % A PAM; n = 7) (Figura 5B).

Nos ratos Wistar (Figura 5B), o efeito hipotensor do NPS néo foi alterado pelo
tratamento com apocinina (10 ug/kg - Tratados: —21,0 + 1,5; N&o tratados: —20,2 +
1,7; 35 pg/kg — Tratados: —32,5 + 2,0; N&o tratados: —31,1 +1,1 % A PAM; n=7).

As respostas do NPS nas doses testadas também nao foram alteradas pelo
tratamento em SHR (Figura 5B) (10 pg/kg — Tratados: —22,5 £+ 1,3; Nao tratados: —
19,1 + 1,1; 35 yg/kg — Tratados: 33,6 £ 1,3; N&o tratados: —=30,4 £ 1,4 % A PAM; n =
7). Ao compararmos a hipotensdo causada pelo NPS entre Wistar tratados e SHR

tratados, observamos que a resposta hipotensora foi similar entre eles.
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Figura 5 - Variagdo da Pressdo Arterial Média (% APAM) em Wistar (barras brancas) e
SHR néo tratados (barras brancas) e tratados (barras pretas) com apocinina
apos a administracdo in bolus de A) Acetilcolina (ACh) nas doses de 2 e 10
png/kg e B) Nitroprussiato de Sodio (NPS) nas doses de 10 e 35ug/kg. *p<0,05
entre as 2 doses testadas de ACh e NPS; #p<0,05 Wistar e SHR néo tratado;
%p<0,05 SHR nao tratado e SHR Tratado, ANOVA.
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4.4 Efeito pressor a Phe e ANG |l

Maiores efeitos pressores dose-dependentes a Phe foram observados em
SHR (2 pg/kg: 10,5 + 0,5; 8 pg/kg: 26,7 £ 0,5 % A PAM; n = 5) do que em ratos
Wistar (2 pg/kg: 6,1 + 0,3; 8 ug/kg: 21,7 + 0,7 % A PAM; n = 5) (Figura 6A). Da
mesma forma, as respostas a ANG Il estavam aumentadas em ratos hipertensos
(2,5 ng/kg: 17,5 + 0,6; 10 ng/kg: 29,2 + 0,8 % A PAM; n = 5) em relacdo a
observada em ratos normotensos Wistar (2,5 ng/kg: 11,7 + 0,5; 10 ng/kg: 22,1 + 0,6
% A PAM; n =5) (Figura 6B).

Em SHR tratados, observamos uma importante reducéo da resposta pressora
a Phe (2 yg/kg: 6,4 £ 1,1; 8 ug/kg: 20,6 + 0,8 % A PAM; n =5; Figura 6A) e a ANG Il
(2,5 ng/kg: 12,8 + 0,4; 10 ng/kg: 21,3 =+ 0,3 % A PAM; n = 5) em relacdo as
observadas em SHR controle (Figura 6B).
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Figura 6 - Variacdo da Pressdo Arterial Média (% APAM) em Wistar (barras brancas) e
SHR nao tratados (barras pontilhadas) e SHR tratados (barras pretas) com
apocinina apos a administragdo in bolus de A) Fenilefrina (Phe) nas doses de 2 e
8 ug/kg e B) Angiotensina Il (ANG 1) nas doses de 2,5 e 10ng/kg. *p<0,05 entre
as 2 doses testadas de Phe e ANG II; ¥p<0,05 entre SHR né&o tratados e outros
grupos, ANOVA.
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4.5.1 Quantificacdo da concentracao citoplasmatica de Ca** ([Ca?']c) em células

endoteliais de aorta (CEA) de ratos

A [Ca®]. basal (Figura 7) em CEA de SHR é menor do que em CEA de ratos
Wistar. A [Ca®']. basal em CEA de SHR tratados (2916,0 + 0,068 U) foi maior do que
em SHR ndo tratados (1743,0 + 0,031 U), mas similar & observada em Wistar
(3148,0 + 0,387 U). A acetilcolina aumentou a [Ca?*]c em todos os grupos, mas este
efeito estava potencializado em SHR tratados (6005,0 = 0,189 U) se comparado aos
ratos Wistar (4918,0 + 0,284 U) e SHR néo tratados (3787,0 £ 0,380 U).
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Figura 7 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo Fluo 3-AM (5 umol/L) que quantifica a
concentracéo citosélica de Ca®* em células endoteliais de aorta (n=5) de ratos
Wistar, SHR e SHR tratados antes (barras brancas) e ap6s (barras pretas)
estimulacdo com acetilcolina (ACh, 1uM, 5 minutos). *p<0,05 entre SHR e outros
grupos; **p<0,05 antes e apds a ACh em ratos Wistar, *p<0,05 antes e apds a
ACh em SHR; p<0,05 entre SHR tratados e outros grupos, ANOVA.

4.5.2 Quantificacdo da concentracdo citoplasméatica de NO ([NO]c) em células

endoteliais de aorta (CEA) de ratos

A [NO]c basal (Figura 8) em CEA de SHR néo tratados (2057,0 + 0,081 U) foi
menor que de Wistar (3180,0 + 0,220 U) e SHR tratados (3368,0 £ 0,276 U). Nao
houve diferenca na [NO]c basal entre CEA de ratos Wistar e SHR tratados. A ACh
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(1pM) aumentou a [NO]c em CEA de ratos Wistar (4526,0 + 0,263 U), mas ndo em
SHR néo tratados (2259,0 £0,108 U). Entretanto, em SHR tratados a ACh promoveu
aumento da [NO]c (6320,0 £ 0,345 U) em torno de 2 vezes maior que a [NO]c de
SHR néo tratados.
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Figura 8 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DAF-2/DA (10 umol/L) que quantifica a
concentracao citosolica de oOxido nitrico (NO) em células endoteliais de aorta
(n=5) de ratos Wistar, SHR e SHR tratados antes (barras brancas) e apds
(barras pretas) estimulacdo com acetilcolina (ACh, 1uM, 5 minutos). *p<0,05
entre SHR e outros grupos; **p<0,05 antes e ap6s a ACh em ratos Wistar,
*p<0,05 antes e apés a ACh em SHR; &p<0,05 entre SHR tratados e outros
grupos, ANOVA.

4.5.3 Quantificacdo da concentracdo de ERO em células endoteliais de aorta (CEA) de

ratos

Em células endoteliais de SHR néo tratados, a [ERO] basal (2880,0 + 0,155
U) estava aumentada em relacdo a células endoteliais de ratos Wistar (1902,0 +
0,127 U). Entretanto, em células de SHR tratados a [ERO] basal (2090,0 + 0,174 U)
estava reduzida em comparacdo a observada em SHR ndo tratados e similar a
observada em Wistar. A ACh néo alterou a [ERO] em CEA de SHR tratados (1896,0
+ 0,077 U), SHR néao tratados (2858,0 U + 0,256) e Wistar (1822,0 £ 0,095 U) (Figura
9).
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Figura 9 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE (2,5 pumol/L) que quantifica a
concentracao citosolica de espécies reativas de oxigénio (ERO) em células
endoteliais de aorta (n=5) de ratos Wistar, SHR e SHR tratados antes (barras
brancas) e apds (barras pretas) estimulacdo com acetilcolina (ACh, 1uM, 5
minutos). *p<0,05 entre SHR e outros grupos, ANOVA.

4.6.1 Expressdo proteica da eNOS (Oxido Nitrico Sintase endotelial) em

homogenatos de aortas

A expressao basal de eNOS foi muito menor em SHR (0,22 £+ 0,02; n=5) do
gue em Wistar (0,58 + 0,01; n=5). Nao houve alteracéo na expressdo da eNOS entre
ratos Wistar tratados (0,57 + 0,01; n=5) e ndo tratados. Porém, em aortas SHR
tratados com apocinina, foi observado aumento da expressdo proteica da eNOS
(0,41 £ 0,01; n=5) quando comparado as aortas de SHR néo tratados (Figura 10).
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Figura 10 - Autorradiografias tipicas e quantificacdo da expressdo proteica da enzima
Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS) em homogenatos de aorta de Wistar e
SHR nao tratados (barras brancas) ou tratados (barras pretas) com apocinina
(30mg/kg). Estes dados representam a + EPM dos resultados obtidos em
aortas (n=5) dos diferentes grupos. *p<0,05 entre SHR e outros grupos; “p<0,05
entre SHR tratados e outros grupos, ANOVA.

4.6.2 Expressao proteica da GCs (Guanilato Ciclase soluvel) em homogenatos

de aortas

Nao observamos diferengcas na expressao basal das subunidades a e B da
GCs entre ratos nao tratados Wistar (a: 0,60 £ 0,05; B: 0,61 + 0,04; n=5) e SHR (a:
0,61 + 0,03; B: 0,67 £ 0,05; n=5) ou Wistar tratados (a: 0,57 + 0,05; B: 0,65 + 0,06;
n=5) e SHR tratados (a: 0,56 + 0,04; B: 0,68 £ 0,04; n=5) (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Autorradiografias tipicas e quantificacdo da expresséo proteica das subunidades
a da enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs) em homogenatos de aorta de
Wistar e SHR ndo tratados (barras brancas) ou tratados (barras pretas) com
apocinina (30mg/kg). Os dados representam a + EPM dos resultados obtidos
em aortas (n=5) dos diferentes grupos, ANOVA.

62



B-actina o wm—— om——

0.75-

o

Ul

o
|

GCs B/B-actina
o
N
T

(unidades arbitrarias)

0.00

Wistar SHR

Figura 12 - Autorradiografias tipicas e quantificacdo da expressado proteica da subunidade
da enzima Guanilato Ciclase sollvel (GCs) em homogenatos de aorta de Wistar
e SHR néo tratados (barras brancas) ou tratados (barras pretas) com apocinina
(30mg/kg). Os dados representam a + EPM dos resultados obtidos em aortas
(n=5) dos diferentes grupos, ANOVA.

4.7 Andlise da Hipertrofia Cardiaca

O peso cardiaco total (PCT) foi maior em Wistar (1,41 = 0,05 g, n=7) do que
em SHR (1,10 £ 0,02 g, n=7). Quando comparamos o PCT apés o tratamento, ndo
observamos diferenca dentro do grupo de SHR (Nao tratados: 1,10 + 0,02; Tratados:
1,11 £ 0,03 g, n=7) ou de Wistar (Nao tratados: 1,41 + 0,05; Tratados: 1,49 £ 0,04 g,
n=7) (Tabela 3).
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O peso do ventriculo esquerdo (PVE) ndo foi alterado nos animais SHR
tratados (0,46 + 0,02 g; n=9) quando comparado ao grupo nao tratado (0,47 + 0,01
g; n=7). Nos ratos Wistar também n&o houve altera¢édo de PVE (N&o tratados: 0,52 +
0,01; Tratados: 0,51 + 0,02 g, n=7). Quando comparamos ratos Wistar e SHR sem
tratamento, ndo observamos diferenca de PVE (Tabela 3).

O comprimento da tibia esquerda foi maior em Wistar (3,96 + 0,02 cm, n=7)
do que em SHR (3,50 + 0,04 cm, n=7). Quando comparamos 0 comprimento da tibia
esquerda apos o tratamento, ndo houve diferenca dentro do grupo SHR (N&o
tratados: 3,50 £ 0,04; Tratados: 3,54 £ 0,03 cm, n=7) e Wistar (Nao tratados: 3,96 *
0,02; Tratados: 3,94 £ 0,08 cm, n=7) (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso cardiaco total (PCT), peso do ventriculo esquerdo (PVE) e comprimento da
tibia esquerda nos grupos de animais Wistar e SHR nao tratados ou tratados
com apocinina (30mg/kg) *p<0,05 SHR x Wistar e Wistar Tratados; “p<0,05 SHR
Tratados x Wistar e Wistar Tratados, ANOVA.

WISTAR SHR
WISTAR TRATADO SHR TRATADO
1,41 £ 0,05 1,49 £ 0,04 1,10 £ 0,02* 1,11 £ 0,03#
Peso Cardiaco
Total (gramas) n=7 n=7 n=7 n=7
Peso do
Ventriculo 0,52 £0,02 0,51 £0,02 0,47 £0,02 0,46 + 0,01
Esquerdo n=7 n=7 n=7 n=7
(gramas)
Comprimento .
da Tibia 3,96 £ 0,02 3,94 +0,08 3,50 + 0,04 3,54 +0,03#
Esquerda n=7 n=7 n=11 _—

(centimetros)

O indice da massa ventricular esquerda (IMVE) foi semelhante entre Wistar

(0,12 + 0,004 g/cm, n=12) e SHR (0,13 + 0,004 g/cm, n=11). Entre SHR tratados

(0,13 £ 0,007 g/cm, n=9) e SHR nao tratados (0,13 + 0,004 g/cm, n=11) ndo houve

diferenca. No grupo de ratos normotensos, o tratamento com apocinina também nao

alterou o IMVE (Né&o tratados: 0,12 + 0,004 g/cm, n=12; Tratados: 0,13 £ 0,006 g/cm,
n=7) (Figura 13).
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Figura 13 - Indice de Massa Ventricular Esquerda (massa do ventriculo

esquerdo(g)/comprimento da tibia (cm)) de ratos Wistar e SHR néao
tratados (barras brancas) e tratados (barras pretas) com apocinina

(30mg/kg).

A medida dos diametros dos miocitos do ventriculo esquerdo foi maior em
SHR do que em Wistar (Figura 14). A apocinina nao alterou essa medida em ratos
Wistar (Wistar: 68,82 £ 0,70 um, n=5; Wistar tratados: 66,83 + 0,85 um, n=5). No
entanto, em SHR o diametro foi reduzido nos animais tratados com apocinina (75,35

+ 0,90 um, n=5) em comparacao aos nao tratados (84,64 + 1,05 um, n=5).
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Figura 14 - Fotomicrografias evidenciando o efeito do tratamento crénico com apocinina
sobre o didmetro dos cardiomiocitos do ventriculo esquerdo (ampliacdo de 400
X) de ratos Wistar (A), Wistar Tratados (B), SHR (C), SHR Tratados (D) e
valores médios dos diametros dos cardiomidcitos de ratos Wistar e SHR, nao
tratados (barras brancas) e tratados (barras pretas) com apocinina (30mg/kg)
(E). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Setas representam cardiomiécitos;
*tecido conjuntivo; **p<0,05 SHR e demais grupos; “p<0,05 SHR tratados e
demais grupos, ANOVA. Barras de escala: 18 um.

A area de fibras colagenas presente no ventriculo esquerdo de SHR estava
aumentada em relacdo a observada em ratos Wistar (Figura 15). Esta medida néo
foi alterada apos o tratamento com apocinina em ratos Wistar (Nao tratados: 2,90 +
0,14; Tratados: 3,06 = 0,14 % area, n=5). Em SHR tratados (3,08 + 0,17 % area,
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n=5), a area de fibras coldgenas foi reduzida em comparacdo com SHR sem

tratamento (4,09 + 0,20 % area, n=5) e similar a observada em Wistar.
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Figura 15 - Fotomicrografias evidenciando o efeito do tratamento crénico com apocinina
sobre a area de fibras coladgenas no musculo cardiaco (ampliacdo de 400 x) de
ratos Wistar (A), Wistar Tratados (B), SHR (C), SHR Tratados (D) e valores
médios dos diametros dos cardiomiécitos de ratos Wistar e SHR, nao tratados
(barras brancas) e tratados (barras pretas) com apocinina (30mg/kg) (E).

Coloragdo Picrosirius

red.

Setas

representam

cardiomidcitos;

*tecido

conjuntivo; **p<0,05 SHR e demais grupos, ANOVA. Barras de escala: 20 um.

67



DISCUSSAO



5 DISCUSSAO

Neste estudo observamos que o tratamento de ratos normotensos (Wistar) e
hipertensos (SHR) com apocinina ndo alterou o peso corporal (Figura 3A) e o
comprimento naso-anal (Figura 3B) demonstrando que a apocinina ndo possui acao
toxica e ndo interfere no desenvolvimento dos animais.

Pequenas variacdes na pressao arterial (PA) ocorrem em ratos normotensos
entre a terceira e quarta semanas apos nascimento (GRAY, 1984). Em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), o aumento da PA pode ocorrer entre a terceira
e décima semana de vida, e aumenta em 30% acima da PA de ratos normotensos
WKY (CLUBB et al., 1987). Segundo Dickhout e Lee (1998), a frequéncia cardiaca
de SHR ja esta aumentada nas primeiras semanas de vida quando comparada a de
ratos WKY. Sabe-se que o aumento da expressdo de NAD(P)H oxidase precede o
desenvolvimento de hipertensdo (CHABRASHVILI et al., 2002), dessa forma o
tratamento com inibidores deste complexo enzimatico deve ser mais eficiente em
SHR jovens antes do desenvolvimento de alteracfes provenientes da hipertenséo.
Por isso em nosso estudo, iniciamos o tratamento de SHR com apocinina
(30mg/kg/dia, via oral) na 42 semana (21 dias) de vida dos animais e mantivemos até
a 102 semana, a fim de prevenirmos o desenvolvimento da hipertensao, da disfuncéo
endotelial e da hipertrofia ventricular esquerda em SHR.

Desta forma, demonstramos que o tratamento croénico de SHR da 42 a 102
semana de vida com apocinina (30 mg/kg/dia), foi eficaz em prevenir o
desenvolvimento da hipertensdo arterial, uma vez que os valores de PAS, PAD e
PAM (Figura 4A-C) de SHR tratados foram menores do que os obtidos em SHR nao
tratados. Estes resultados sugerem que em SHR néo tratados a reducdo da
biodisponibilidade de NO, associada ao aumento de ERO, teria papel critico no
desenvolvimento da hipertensdo em SHR (TOUYZ, 2004). Como a NAD(P)H oxidase
tem sido considerada a maior fonte de ERO em células vasculares (PAGANO et al.,
1995) e como tem sido sugerido, seria responsavel pela disfuncdo endotelial
observada em diferentes patologias cardiovasculares (BAUERSACHS et al., 1998;
LUSCHER , 1993; LUSCHER; NOLL, 1995; SITIA et al., 2010), nossos resultados

sugerem que em SHR tratados, a apocinina ao inibir a atividade NAD(P)H oxidase,
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reduziria a producdo de ERO (O;) e aumentaria consequentemente a
biodisponibilidade de NO.

O efeito da apocinina na prevencdo do desenvolvimento da hipertensao
também foi observado em ratos 2-rins-1-clip (2R-1C) (COSTA et al., 2009), ratos
tratados com frutose (UNGER; PATIL, 2009), ratos DOCA-salt (BESWICK et al.,
2001), ratos Sprague-Dawley com hipertensdo induzida por dexametasona (HU et
al., 2006) e em camundongos com hipertens&o induzida por ANG Il (MARTINEZ-
REVELLES et al.,, 2013). No entanto, Pechanova et al. (2009) observaram que
tratamento crénico com apocinina durante 6 semanas, na mesma dose utilizada por
nés (30 mg/kg/dia), administrada também por via oral, ndo foi capaz de prevenir o
desenvolvimento da hipertensdo em SHR, mas reduziu os valores de PAM. A
diferenca entre os resultados obtidos nos estudos provavelmente esta associada ao
periodo de inicio do tratamento. Enquanto iniciamos o tratamento no periodo anterior
(42 semana) a alteracdo da pressao sanguinea, Pechanova et al. (2009) iniciaram o
tratamento na 62 semana ap0s o nascimento, periodo em que ja pode ser observado
aumento da PA em SHR. Recentemente, Tain et al. (2012) demonstraram que o
tratamento com apocinina (2,5 mM, na agua de beber) iniciado na 42 semana e
mantido por 8 semanas atenuou o aumento da pressao arterial média em SHR. Eles
sugeriram que este efeito estaria relacionado a capacidade da apocinina em
bloquear a translocacéo da subunidade p47phox nos rins de SHR.

Como foi descrito, o tratamento foi eficaz em reduzir a PAS e PAD de SHR. A
PAS aumenta diretamente na proporcdo do aumento do débito cardiaco, este por
sua vez, é resultante da interacdo entre volume sistolico e frequéncia cardiaca. O
tratamento cronico com apocinina reduziu a FC (Figura 4D) apenas nos SHR e
consequentemente, como também observado em nossos resultados, ocorreu
reducdo da PAS. A PAD reflete a distensdo das paredes dos vasos quando o
musculo cardiaco esta relaxado, ou seja, quanto menor a PAD, menor sera a
densidade capilar local (SILVERTHORN, 2010). A PAD reflete parte da resisténcia
periférica, desta maneira, o tratamento com apocinina foi capaz em modular a
resisténcia vascular periférica apenas nos hipertensos que apresentam valores

maiores de PAD.
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Em nossos resultados observamos que as respostas hipotensoras, dose-
dependente, a ACh estdo diminuidas em SHR se comparadas as respostas obtidas
em ratos Wistar (Figura 5A). Também observamos que apesar da estimulacdo com
ACh aumentar a concentracdo citosélica de Ca*? em células endoteliais de ratos
Wistar e SHR (Figura 7), o aumento da concentragdo de NO foi observado apenas
em ratos Wistar (Figura 8), caracterizando desta forma uma deficiéncia na
sintese/producdo de NO pelo endotélio de SHR (SUZUKI et al.,, 1995). Esta
alteracdo poderia ser associada a reduzida expressdo da eNOS (Figura 10)
observada em homogenatos de aortas de SHR. Estes resultados reforcam a
sugestéo de que a diminuicdo da expressao da eNOS (BAUERSACHS et al., 1998;
CHOU et al, 1998), possivelmente devido a deficiéncia do cofator
tetrahidrobiopterina da enzima ou do seu substrato L-arginina (VASQUEZ-VIVAR et
al.,, 2002) e a oxidacédo de tetrahidrobiopterina pelo peroxinitrito, que levam ao
desacoplamento da eNOS (LAURSEN et al.,, 2001) e promovem alteracbes na
producédo de NO enddgeno e aumento de ERO (SAHA et al., 2009; SUZUKI et al.,
1995), poderiam estar associados a disfuncdo endotelial descrita em SHR
(LUSCHER; VANHOUTTE, 1986).

Em SHR tratados com apocinina, foram observadas maiores respostas
hipotensoras a ACh (Figura 5A), aumento da concentraco citosélica de Ca?* (Figura
7) e de NO (Figura 8) em células endoteliais e da expressao proteica de eNOS
(Figura 10) em homogenatos de aorta. Nao observamos diferenca nesses
parametros avaliados em Wistar tratados (Figura 7, 8 e 10). Estes resultados
sugerem que o tratamento com apocinina em SHR previne o desenvolvimento da
disfuncdo endotelial observada previamente em SHR néo tratados. Possivelmente,
devido a diminuic&o na concentragéo de O, e aumento da biodisponibilidade de NO,
associados a maior sintese ou aumento na expressao de eNOS.

Nossos dados estdo de acordo com os apresentados por Costa et al. (2009)
gue também observaram que o tratamento com apocinina ou tempol (1mmol/L)
aumenta a resposta hipotensora a ACh (1-100 pmol) em 2R-1C. Unger e Patil (2009)
verificaram um aumento da resposta a ACh (1 nmol/L a 100 umol/L) em ratos com
hipertenséo induzida por frutose e tratados com apocinina (1,5 mmol/L). Wind et al.

(2010) verificaram que a apocinina também aumenta a resposta vasodilatadora a
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ACh em SHR. Ainda, Virdis et al. (2004) demonstraram que em camundongos com
hipertenséo induzida pela infusdo de ANG Il a vasodilatagdo em resposta a ACh é
diminuida em artérias de resisténcia, o que foi totalmente prevenido pela apocinina
(2,5 mg/dia, na comida, durante 14 dias). Foi demonstrado que a apocinina impede a
reducdo de NO em animais e humanos sujeitos a estresse oxidativo (HAMILTON et
al., 2002).

A fim de confirmarmos que o efeito da apocinina se daria pela reversdo da
disfuncao endotelial, avaliamos se a apocinina poderia alterar o efeito hipotensor de
uma droga vasodilatadora independente do endotélio (NPS). Caso o efeito da
apocinina fosse observado, a sugestéo da reversao da disfuncado endotelial poderia
ser questionada.

Em nosso estudo, o tratamento com apocinina nao alterou a resposta
hipotensora do NPS em SHR (Figura 5B) assim como ndo modificou a expresséo da
GCs (Figura 10) em homogenatos de aorta. Como foi demonstrado por Munhoz et
al. (2012), o NPS promove um efeito hipotensor em apenas 30 segundos,
promovendo seu efeito diretamente sobre o musculo liso vascular. No trabalho de
Rizzetti et al. (2013), utilizando ratos expostos ao mercurio que foram tratados com
apocinina (1,5 mmol/L) e no trabalho Unger e Patil (2009) que utilizaram ratos com
hipertensdo induzida por frutose também tratados com apocinina, nao foram
observadas alteracfes nas respostas vasodilatadoras ao NPS.

Como a expressdo da eNOS e a resposta hipotensora para ACh foram
aumentadas somente em ratos SHR apds o tratamento, podemos sugerir que a
modulacdo da apocinina ocorre principalmente sobre as células endoteliais,
revertendo a disfuncdo endotelial, como explicado anteriormente. Esta sugestdo é
reforcada pelos resultados obtidos neste estudo, que demonstraram que a apocinina
parece ndo modular a atividade das CMLV, uma vez que ndo houve alteracdo na
expressdo das subunidades alfa e beta da GCs em homogenatos de aortas de ratos
tratados Wistar e SHR (Figuras 11 e 12).

Verificamos também que a infusdo de Phe (agonista a1-adrenérgico) e ANG I
promoveu uma maior resposta pressora in vivo em ratos SHR (Figura 6), como
relatado anteriormente (BRODY et al.,, 1984; MORI, 1973). Esta alteracdo seria

consequente de uma maior modulacdo da atividade simpatica (BRODY et al., 1984;
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MORI, 1973) e da hiperatividade do sistema renina angiotensina, da qual resulta em
producdo aumentada de angiotensina Il em varios leitos vasculares, o que
seguramente também contribui para a elevada resisténcia periférica total observada
neste modelo (MULLINS et al., 2006). Ap6s o tratamento, observamos que as
respostas pressoras a Phe e ANG Il em SHR foram diminuidas (Figura 6). Foi
demonstrado por Tsai e Jiang (2010) que o tratamento de anéis de aorta de ratos
Sprague-Dawley com apocinina, diminui a resposta a fenilefrina, sugerindo que as
ERO modulam a atividade de receptores a1-adrenérgicos. Ainda, foi descrito que a
ANG Il ativa a NAD(P)H oxidase no musculo liso vascular (GRIENDLING et al.,
1994; RAJAGOPALAN et al., 1996). Ao tratarmos o rato com apocinina, haveria,
como esperavamos, inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase e consequente
diminuicdo da resposta a ANG II.

Estudos anteriores demonstraram que ratos hipertensos SHR apresentam
disfuncdo endotelial coronariana e hipertrofia ventricular esquerda (LORELL;
CARABELLO, 2000; ZHANG et al., 2009). Em nosso estudo, verificamos que o
tratamento crénico com apocinina, além de atenuar a PAM, também diminuiu a FC
(Figura 4D) em SHR. Na hipertensédo, o coracdo sofre sobrecarga de pressao, e
consequentemente, algumas alteracbes sdo observadas (ENGELMANN et al.,
1987). O aumento da expressédo de NAD(P)H oxidase nos cardiomiocitos (LI et al.,
2002) e aumento da quantidade de O, estaria contribuindo para maior funcéo
contratil do coracdo (DOROSHENKO et al.,, 2005). Desta forma, levantamos a
hipétese de que ao bloquearmos a atividade da NAD(P)H oxidase com o tratamento
crobnico de apocinina, haveria uma diminuicdo das ERO com consequente aumento
da biodisponibilidade de NO, o que reduziria a FC. Nossos resultados sugerem que
seria este 0 mecanismo envolvido, uma vez que observamos efeito da apocinina
sobre a FC apenas em ratos hipertensos SHR e ndo em ratos normotensos Wistar.

Diversos autores (CHANG et al., 2005; MATSUOKA et al., 1996; OZAKI et al.,
2002; WOLLERT; DREXLER, 2002) relataram o papel anti-hipertrofico do NO, ao
reduzir a hipertrofia ventricular esquerda. Primeiramente, foi demonstrado que o
tratamento crénico de SHR com L-arginina resultou na reducdo da hipertrofia
(CHANG et al., 2005; MATSUOKA et al., 1996). Posteriormente, foi observado que

em camundongos que “hiperexpressam” 0xido nitrico sintase endotelial (eNOS), o
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NO atenuou a hipertrofia cardiaca induzida pela infusdo crénica de isoprenalina
(ISO) (OZAKI et al.,, 2002). Em camundongos knockout para Nox2, a hipertrofia
cardiaca induzida por infusdo de ANG II foi marcadamente inibida e acompanhada
pela inibicdo da fibrose cardiaca intersticial (BENDALL et al., 2002). Além disto, em
modelos experimentais de hipertrofia induzida por sobrecarga de pressdo aodrtica,
mostraram que 0 progressivo aumento da geragdo de ERO no ventriculo esquerdo
seria consequente do aumento na expressao de Nox2 (LI et al., 2002). Ainda, Park
et al. (2004) demonstraram que a inibicdo da NAD(P)H oxidase com apocinina (1,5
mmol/L) preveniu a hipertenséo, hipertrofia cardiaca e a fibrose em ratos com
hipertenséo induzida por infusdo de aldosterona. Nos nossos resultados, apesar do
tratamento néo ter reduzido o PCT e IMVE (Tabela 3, Figura 13), em SHR tratados
com apocinina o didmetro dos cardiomiécitos é menor do que em SHR néo tratados,
demonstrando que o tratamento foi eficaz em reduzir a hipertrofia ventricular
esquerda de SHR (Figura 14).

Nossos dados mostraram também que o tratamento com apocinina reduziu a
porcentagem de colageno no ventriculo esquerdo dos SHR tratados (Figura 15).
Outros estudos também observaram o efeito da apocinina na fibrose. Em cultura de
fibroblastos cardiacos de ratos Wistar, onde a ANG Il estimula a atividade da
NAD(P)H oxidase e aumento da producdo de colageno, o uso de apocinina aboliu
essas respostas (LIJNEN et al., 2006). O tratamento com apocinina (0,15 mmol/kg)
durante 4 semanas reduziu a fibrose observada em ratos stroke-prone SHR (spSHR)
(YAMAMOTO et al., 2006).

Os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o efeito da apocinina
sobre a PAM, hipertrofia cardiaca e disfuncdo endotelial em SHR estaria associado
a reducdo do estresse oxidativo. Esta hipétese foi testada pela avaliagdo da
producédo basal de ERO em células endoteliais. Nossos resultados demonstraram
gue houve uma diminui¢cédo dos niveis de ERO liberadas pelas células endoteliais de
SHR tratados com apocinina (Figura 9). Estes resultados corroboram o0s
apresentados por Wind et al.,, (2010) que demonstraram que o tratamento com
apocinina (1 mmol/L) reduz a fluorescéncia ao DHE em aortas com endotélio de
SHR. Além disto, também foi observado por Beswick et al. (2001) que o tratamento

de ratos DOCA-salt com apocinina (1,5 mmol/L) foi capaz de reduzir a producéo de
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O, medida in vitro por lucigenina, nos anéis de aorta isolados destes animais.
Observamos também que a estimulacdo com ACh néo alterou a geracdo de ERO
em células endoteliais de ratos Wistar ou de SHR, demonstrando assim a eficacia do
tratamento com apocinina na redugédo do estresse oxidativo em SHR. Foi relatado o
efeito protetor do tratamento in vivo com apocinina em modelos experimentais de
lesdo vascular associada a superproducdo de ERO (CHAN et al., 2007),
evidenciando que este composto parece ser eficaz no impedimento do dano
vascular associado ao estresse oxidativo.

A acao antioxidante da apocinina e sua dependéncia ou ndo por peroxidases
(HEUMULLER et al., 2008; SIMONY!I et al., 2012; WILLIAMS; GRIENDLING, 2007)
fez com que esta droga fosse a escolha por grande parte dos estudos que tiveram
como objetivo avaliar o envolvimento do complexo NAD(P)H oxidase em modelos
experimentais in vivo, uma vez que administrada oralmente pode inibir a NAD(P)H
oxidase sem apresentar efeitos toxicos (BEDARD; KRAUSE, 2007; HOLLAND;
JOHNSON, 1999; STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008; WILLIAMS; GRIENDLING,
2007; YU et al., 2008).

Este estudo traz informacfGes importantes sobre os efeitos do tratamento
crbnico com apocinina na hipertensdo, hipertrofia ventricular esquerda e disfuncéo
endotelial. Estas informacfes podem ajudar a aumentar a compreensdo dos
mecanismos de acdo da apocinina sobre as células endoteliais de animais

hipertensos, bem como propor novas terapias anti-hipertensivas.
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CONCLUSAO



6 CONCLUSAO

Em conjunto, estes dados demonstraram que o tratamento crénico com apocinina,

inibidor da NAD(P)H oxidase, foi eficaz em:

- Prevenir o desenvolvimento da hipertenséo arterial, da hipertrofia ventricular
esquerda e reduzir a fibrose ventricular em SHR;
- Diminuir a concentracdo de ERO e aumentar a concentracdo de Ca?* e NO em
células endoteliais,
- Aumentar a expressdo de eNOS em homogenatos de aortas de SHR.

A partir destes resultados, concluimos que a apocinina previne o
desenvolvimento hipertenséo, da hipertrofia ventricular e da disfuncdo endotelial em
SHR.

Com a investigacdo continuada dos mecanismos envolvidos, é possivel

prever a aplicacdo clinica de drogas semelhantes a apocinina na prevencao da

hipertenséo essencial humana.
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