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COELHO, A. A apocinina reprograma a sinalizacdo do receptor Ang II restaurando a
vasodilatacdo mediada por AT2 na aorta de ratos hipertensos. 2026. Dissertacdo (Mestrado)
— Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2026.

RESUMO

O estresse oxidativo ¢ um importante contribuinte para a disfun¢do vascular na hipertensao e
exerce profunda influéncia na sinaliza¢do dos receptores da angiotensina II (Ang II). Em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), a ativagdo sustentada do eixo receptor de Ang II do tipo
1 (ATiR) — NAD(P)H oxidase promove a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), reduz a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) e contribui para a disfuncdo endotelial.
Considerando o papel contrarregulador do receptor de Ang II do tipo 2 (AT2R), investigamos
se a modulacao redox com apocinina restaura as respostas vasodilatadoras mediadas por AT>R
na aorta de SHR. O relaxamento dependente do endotélio, as respostas contrateis e as curvas
concentracao-resposta a Ang Il foram avaliadas em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR,
tratados ou ndo com apocinina, na auséncia ou na presenga de losartana. SHR ndo tratados
apresentaram reducao do relaxamento induzido por acetilcolina e auséncia de vasodilatagao
induzida por Ang II sob o bloqueio do ATR, indicando disfun¢do endotelial e supressao da
sinalizagdo via AT>R. O tratamento com apocinina melhorou o relaxamento dependente do
endotélio e restaurou a vasodilatagao dependente da concentragdo induzida por Ang Il em SHR
apos o bloqueio do AT R, sem alterar significativamente as respostas contrateis mediadas por
AT1R. Esses achados funcionais sdo consistentes com evidéncias prévias que demonstraram
que a apocinina reduz a atividade da NAD(P)H oxidase, diminui a expressao de ATR, aumenta
a expressao de AT2R e eleva a biodisponibilidade de NO em vasos de SHR. Em conjunto, nossos
dados demonstraram que o estresse oxidativo suprime seletivamente a sinalizagdo
vasodilatadora mediada por AT2R na hipertensao ¢ que a modulagdo redox com apocinina
reprograma funcionalmente o equilibrio dos receptores de Ang Il em direcdo a um fenotipo

protetor.

Palavras-chave: Apocinina. Ratos Espontaneamente Hipertensos. Angiotensina II. Losartana.

Receptor AT».



COELHO, A. Apocynin reprograms Ang II receptor signaling by restoring AT2-mediated
vasodilation in hypertensive rat aorta. 2026. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2026.

ABSTRACT

Oxidative stress is a key contributor to vascular dysfunction in hypertension and profoundly
influences angiotensin II (Ang II) receptor signaling. In spontaneously hypertensive rats (SHR),
sustained activation of the angiotensin type 1 receptors (ATiR)-NAD(P)H oxidase axis
promotes reactive oxygen species (ROS) overproduction, reduces nitric oxide (NO)
bioavailability, and contributes to endothelial dysfunction. Given the counter-regulatory role of
the AT2 receptor (AT2R), we investigated whether redox modulation with apocynin restores
AT>R-mediated vasodilatory responses in SHR aorta. Endothelium-dependent relaxation,
contractile responses, and Ang II concentration—response curves were evaluated in aortic rings
from Wistar and SHR, treated or not with apocynin, in the absence or presence of losartan.
Untreated SHR exhibited impaired acetylcholine-induced relaxation and absence of Ang 11—
induced vasodilation under AT{R blockade, indicating endothelial dysfunction and suppression
of AT>R signaling. Apocynin treatment improved endothelium-dependent relaxation and
restored Ang Il-induced concentration-dependent vasodilation in SHR following ATIR
blockade, without significantly altering AT1R -mediated contractile responses. These functional
findings are consistent with previous evidence showing that apocynin reduces NAD(P)H
oxidase activity, decreases ATiR expression, increases AT>R expression, and enhances NO
bioavailability in hypertensive vessels. Collectively, our data demonstrate that oxidative stress
selectively suppresses AT>R -mediated vasodilatory signaling in hypertension and that redox
modulation with apocynin functionally reprograms Ang II receptor balance toward a protective

phenotype.

Keywords: Apocynin. Spontaneously Hypertensive Rats. Angiotensin II. Losartan. AT2
receptors.
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1 INTRODUCAO

Frequentemente referida como “assassina silenciosa”, a hipertensao arterial emerge
como uma das condi¢des mais prevalentes e insidiosas do século XXI, sendo considerada a
doenga cronica de ateng¢do primdaria mais comum de ser tratada entre os profissionais da
saude. E de ocorréncia sistémica multifatorial, definida pela elevagdo persistente da pressio
arterial sistolica superior a 140 mmHg e/ou da pressao arterial diast6lica acima de 90 mmHg
(WEBER et al,2014). Estd comumente associada ao maior risco de eventos
cardiovasculares, alteragdes metabolicas e comprometimentos estruturais € funcionais em
orgaos-alvo, podendo ser classificada como priméria (ou essencial), quando ndo hé causa
identificavel, e secundaria, quando decorre de uma condicdo subjacente especifica
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; MALACHIAS et al., 2016).

No Brasil, estima-se que 30% da populagdo adulta possui a forma primaria da doenga,
configurando-se como relevante problema de satide publica e um importante determinante
de morbidade e mortalidade precoce (MALTA et al, 2018) promovendo alteracdes
cardiovasculares tanto por mecanismos adaptativos diretos, como hipertrofia vascular e
ventricular decorrentes da sobrecarga hemodinamica, quanto por mecanismos indiretos
associados ao dano endotelial e a progressao de alteragdes vasculares, incluindo processos
ateroscleroticos. Apesar dos avangos na area, os mecanismos fisiopatoldgicos pelos quais a
hipertensao se desenvolve ainda permanecem incompreendidos (CAREY, 2016; WILLEY
et al., 2014).

Estudos sugerem que um dos fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento
da hipertensao arterial ¢ o Sistema Renina-Angiotensina (SRA), que configura uma
complexa cascata hormonal de grande importancia fisiopatologica, que contribui com
inameras alteragdes em Orgdos-alvo, sendo elas estruturais e funcionais (SANTOS;
KRIEGER; PEREIRA, 2012; CAREY, 2013). Este sistema gera um subproduto denominado
Angiotensina II (Ang I1), sendo seu principal peptideo efetor. Esse peptideo exerce um papel
fundamental na regulacdo vascular, atuando como mediador central na regulag¢ao da pressao
arterial, remodelamento vascular e na funcdo renal, contribuindo para a manutengdo da
homeostase cardiovascular (CALZERRA; GOMES; QUEIROZ, 2018).

Niveis circulantes e teciduais elevados de Ang II demonstraram ser potentes
estimulantes que contribuem com o aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), além de elevar a produgdo de citocinas pro-inflamatérias que amplificam o estresse

oxidativo, o que pode contribuir para o desenvolvimento e, principalmente, a manutengao
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da hipertensdo (SILVA et al, 2017; CALZERRA; GOMES; QUEIROZ, 2018). A Ang II
induz respostas biolodgicas por meio da ativagdo de duas categorias de receptores, sendo eles,
receptor de Ang II do tipo I (AT1R) e receptor de Ang II do tipo II (AT2R) (PHIPPS et al.,
2019). Tais receptores participam de fatores derivados do endotélio, possuindo fungdes de
contracdo e/ou relaxamento vascular (BAPTISTA, 2015; CAREY, 2017).

O receptor ATiR ¢ um receptor acoplado a proteina G, apresentando ampla
distribuicdo tecidual, sendo encontrado em vasos sanguineos, rins, coracdo ¢ glandula
adrenal. A ativacao desse receptor pela Ang II desencadeia diversos efeitos fisioldgicos,
incluindo aumento da contratilidade cardiaca, aumento da filtragdo glomerular e da perfusao
renal, além de estimular processos de hipertrofia cardiaca e vascular e promover a secrecao
de aldosterona (CSIKOS; CHUNG; UNGER, 1998; CAREY, 2013). A resposta
vasoconstritora resultante da interacao entre Ang II e ATiR também estd associada ao
aumento da producdo de anion superdxido (Oz), decorrente da ativacdo da NAD(P)H
oxidase (NOX) na parede vascular (TOUYZ; SCHFFRIN, 1999).

Em contrapartida, o AT>2R, também acoplado a proteina G, envolvido no crescimento
e desenvolvimento fetal, na diferenciacdo celular e na apoptose (TOUYZ; SCHIFFRIN,
2000), age com efeitos contrarios as respostas vasoconstritoras produzidas pela Ang II
possuindo mecanismos de prote¢cdo, contrabalanceando os efeitos adversos da via ATR
induzindo a vasodilata¢ao por meio da produgdo de 6xido nitrico (NO) através da ativacao
da sintese do guanilato monofosfato ciclico (cGMP) presentes nas células do musculo liso
vascular (YOU et al., 2005; DAS et al., 2017; GRATON et al., 2019).

Segundo Carey (2017), experimentos in vitro demonstraram que a ativagao do AT>R
induz a vasodilatagdo cerca de 30-40% em vasos pré-contraidos, através da via de
sinalizacdo do NO. Esses resultados foram adquiridos por meio da avaliagdo das respostas
contrateis (in vitro) ao antagonista especifico de AT>R, o PD 123319 (PD) (GASPARO et
al., 2000). Estudos mostraram que camundongos knockout para AT>R exibiram niveis basais
de pressdo arterial mais elevados do que camundongos controle, demonstrando uma
hipersensibilidade pressora a Ang II, porém, em contraste, as respostas pressoras a Ang II
foram prejudicadas em camundongos que superexpressam os AT>;R na musculatura lisa
vascular de artérias mesentéricas (WIDDOP et al., 2003; HANNAN; DAVIS; WIDDOP,
2003; CAREY, 2017).

Em roedores, experimentos realizados com bloqueio do ATiR mostraram que sob
infusdo concomitante de Ang II ou infusdo do agonista de AT2R, o CGP 42112A (CGP),

levou a reducdo da pressao arterial, uma resposta que foi abolida pelo bloqueio simultaneo
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de AT2R utilizando a PD 123319. Essas respostas vasculares geradas frente a manipulagao
do AT>R sugeriram que esses receptores sdo contrarreguladores as agdes pressoras da Ang I1
através do receptor ATiR e que, a ativacao direta do AT2R utilizando agonistas especificos
reduz a pressdo arterial (WAN et al., 2004; CAREY, 2017).

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos para investigar os mecanismos
envolvidos na hipertensdo arterial. Entre eles, o rato espontaneamente hipertenso (SHR, do
inglés Spontaneously Hypertensive Rats) destaca-se como um dos modelos mais
amplamente utilizados por desenvolver hipertensdo sem uma causa etiologica definida
(OKAMOTO; AOKI, 1963). Esses animais tém sido utilizados como modelos experimentais
de hipertensdo primaria (ou essencial) por apresentarem caracteristicas fisiopatologicas
associadas a hipertensdo como o aumento de niveis plasmaticos de Ang II, aumento da
resisténcia vascular periférica e maior atividade do sistema nervoso simpatico
(BOLTERMANN et al., 2005). Os SHR sao roedores geneticamente selecionados e foram
obtidos através do endocruzamento de ratos da linhagem Wistar-Kyoto que apresentavam
niveis elevados de pressao arterial superiores a 130 mmHg a partir da décima semana de
vida, dando origem a individuos naturalmente hipertensos (OKAMOTO; AOKI, 1963;
ROMERO-NAVA et al., 2016).

Neves et al. (2016) relata que esses animais sao normotensos ao nascerem,
apresentando valores de pressdo arterial sistélica (PAS) semelhantes aos Wistar-Kyoto, e vao
desenvolvendo hipertensao gradualmente nos primeiros 2-4 meses de vida e, aos 6 meses, ja
apresentam uma hipertensao sustentada, tendo valores de PAS aumentados, fazendo com que
sejam modelos mais proximos das desordens hipertensivas que acometem humanos, tais
como a disfuncao endotelial e o estresse oxidativo (OKAMOTO; AOKI, 1963; NABHA et
al., 2005; AMENTA; DI TULLIO; TOMASSONI, 2023).

Atualmente, reconhece-se o endotélio como um 6rgao enddcrino sensivel a estimulos
hormonais, neurais ¢ mecanicos. Ele desempenha um papel fundamental na sintese ¢ na
liberagdo de substancias que efetuam fungdes cruciais na regulagdo do tonus vascular,
coagulagdo, trombdlise, angiogénese, remodelamento vascular e resposta inflamatdria
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; ROCHA, 2020). A regulagdo da vasomotricidade
envolve uma variedade de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras que sdo produzidas
e liberadas pelas células endoteliais, realizando um importante papel ao estimular tanto o
relaxamento, quanto a constri¢do das células do musculo liso vascular (MARUHASHI;

KIHARA; HIGASHI, 2018; ROCHA, 2020).
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Em condigdes fisiologicas, o endotélio realiza sua fungdo por meio da liberagao de
mediadores vasoativos, entre os quais o0 NO exerce papel central ao promover vasodilatagao
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; VANHOUTTE et al, 2016). Ele influencia o fluxo
sanguineo, a pressao nos capilares e exerce o controle sobre a agregacao plaquetaria, adesao
de moléculas nas paredes do endotélio, além de afetar a prolifera¢ao das células do musculo
liso vascular (UMANS; LEVI, 1995; SILVA, 2023).

Sintetizado a partir do aminoécido L-arginina, por atividade da enzima NOS (Oxido
Nitrico Sintase), o NO ¢ considerado um radical livre sendo produzido no endotélio pela
eNOS (Oxido Nitrico Endotelial) na presenca de cofatores, como por exemplo, a NAD(P)H,
tetraidropiopterina (BH4), calmodulina (CaM) e célcio (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003; DUDZINSKI et al., 2005). A ativagao da eNOS ocorre a partir da atividade de vias de
sinalizagcdo dependentes de receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCR), como
por exemplo, receptores ATiR ou AT;R. Em circunstancias fisioldgicas, a ativagdo dos
receptores da membrana das células endoteliais pode ocorrer através de estimulos soluveis,
incluindo ACh, adenosina difosfato, bradicinina, serotonina, ou por estimulos mecanicos
como o estresse de cisalhamento (shear-stress) (BUSCONI; MICHEL, 1993; DUSSE;
VIEIRA; CARVALHO, 2003). Esses mecanismos levam a ativagdo da eNOS e producao de
NO, que se difunde para as células do musculo liso vascular (MONCADA; PALMER;
HIGGS, 1991). No musculo liso vascular, o NO interage com a enzima guanilato ciclase
(GC), resultando na sua modificacao, tornando-a ativa (GCa) (GEWALTIG; KOJDA, 2002).
A GCa facilita a saida de dois grupos de fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP),
ocasionando na formag¢ao da cGMP. Desse modo, o aumento da concentracao de cGMP nas
células musculares lisa resulta no seu relaxamento, ocorrendo vasodilatagdo (NELSON;
COX, 2014).

A disfuncao endotelial ¢ uma alteragdo vascular caracterizada pelo comprometimento
da integridade e da funcionalidade da camada endotelial, resultando em um estado de maior
vasoconstricado e redug¢dao da capacidade vasodilatadora, além de promover alteragdes
estruturais e funcionais da musculatura lisa vascular (BROCQ et al., 2008; XIAO; LIU;
WANG, 2014; MONTEZANO et al., 2015). Esse processo se manifesta por meio de uma
atividade endotelial anormal, envolvendo tanto alteracdes em moléculas de sinalizagao
intracelular, quanto aumento da expressdao de moléculas de adesdo na superficie das células
endoteliais (VANHOUTTE, 2002).

Uma das principais causas da disfuncdo endotelial é o estresse oxidativo,

caracterizado pelo desequilibrio entre a produ¢do de ERO e os sistemas antioxidantes
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endogenos, favorecendo o predominio de agentes oxidantes (CAI; HARRISON, 2000;
BETTERIDGE, 2000). Quando esse desequilibrio se estabelece, ocorre reducdo da
biodisponibilidade de NO, principalmente devido a sua inativagdo pela reacdo com ERO,
entre elas, destaca-se 0 Oz, que ao reagir com o NO forma o peroxinitrito (ONOQO"), uma
ERO associada a danos vasculares e ao desenvolvimento da hipertensao arterial (INCALZA
et al., 2017; SHAITO et al., 2022).

ERO sdo geradas nos organismos vivos como subprodutos do metabolismo celular
normal. Em concentragdes baixas, essas moléculas participam de importantes processos
fisiologicos, contribuindo para a regulagdo da funcdo endotelial e do tonus vascular.
Entretanto, quando produzidas em niveis elevados, podem provocar alteracdes prejudiciais
em diversos componentes celulares, incluindo o DNA, lipidios e proteinas, modificando suas
estruturas quimicas e comprometendo suas funcdes. Esse processo pode desencadear
respostas celulares como inflamacao, apoptose, proliferagcdo celular, fibrose e angiogénese,
levando ao remodelamento da parede vascular e a disfun¢do endotelial (TOUYZ; BRIONES,
2011; BIRBEN et al.,, 2012; SHAITO et al., 2022).

Essas ERO correspondem a metabolitos derivados do oxigénio molecular, sendo que
algumas apresentam elétrons desemparelhados em sua camada externa, caracteristica que
lhes confere elevada reatividade quimica, entre as quais se destacam o Oz e o NO. Outras
ERO, embora nao possuam elétrons desemparelhados, também podem participar de reagoes
de oxirredugao por meio da transferéncia de elétrons com outras moléculas, como ocorre
com o peroxido de hidrogénio (H20>), o peroxinitrito (ONOQO") e o oxigénio molecular (O)
(GUZIK; HARRISON, 2006; BARDAWEEL et al, 2018). No caso dos modelos
experimentais de hipertensdo, o SHR, observa-se um aumento na produgdo de O2"
(GRATON et al., 2019).

Niveis elevados de ERO tem sido associado ao desenvolvimento de diversas
condi¢des clinicas, incluindo doengas neurodegenerativas, neoplasias (RAUF et al., 2023),
doencas pulmonares e renais, além de diferentes alteracdes cardiovasculares, incluindo
aterosclerose, cardiomiopatias, hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e hipertensao
arterial (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; GUZIK; GRIENDLING, 2009).

Apesar da disponibilidade de diversas abordagens terapéuticas eficazes e amplamente
utilizadas no tratamento da hipertensdo arterial, uma parcela significativa de pacientes
apresenta baixa resposta ou resisténcia as terapias farmacologicas atualmente disponiveis.

Essa limitagdo evidencia a necessidade de investigar e desenvolver novas estratégias
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terapéuticas com potencial efeito anti-hipertensivo (CARRETERO; OPARIL, 2000; WU et
al., 2015).

Estudos t€ém demonstrado que a apocinina apresenta efeitos promissores como agente
anti-hipertensivo (GRATON et al, 2019). Sendo um principio ativo extraido da erva
medicinal denominada de Pricrorhiza kurroa, a apocinina ¢ uma importante substancia
bioativa no sistema cardiovascular, tendo efeitos anti-hipertensivos e antioxidantes, estando
envolvida na prevencdo de doengas vasculares, disfun¢do endotelial e remodelamento
cardiaco (WILLIANS; GRIENLING, 2007; ZHANG et al., 2015; VIRDIS; GESI; TADEI,
2016; FENG et al., 2016). Ela age como um inibidor de NOX em células fagociticas e nao
fagociticas (PETRONIO et al., 2013; EL-SAWALHI; AHMED, 2014).

Savla; Laddha; Kulkarni (2021) propuseram que a apocinina exerce efeito inibitério
sobre a NAD(P)H oxidase (NOX) ao impedir a fosforilagdo e a translocacao do componente
citosolico p47phox para membrana de neutrofilos. Heumuller e colaboradores (2008)
demonstraram, em células HEK293 que expressavam as isoformas NOX1, NOX2 ou NOX4,
que as mieloperoxidases foram capazes de reduzir a producao de anion superdxido. Além
disso, observaram que, em cé¢lulas endoteliais ou do musculo liso vascular tratadas com
apocinina, também ocorreu diminui¢ao na producao de O sem alteragdo na atividade de
NOX, sugerindo que a apocinina possa atuar principalmente como um agente antioxidante
(STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008).

Em diversos modelos experimentais de hipertensao arterial, a administragdo de
apocinina por diferentes vias tem demonstrado efeitos cardiovasculares favoraveis. Estudos
observaram que essa droga foi capaz de prevenir a elevacdo da pressdo arterial em
camundongos com hipertensao induzida por Ang II (VIRDIS et al., 2004). Além disso, o
tratamento também reduziu o amento de marcadores relacionados ao estresse oxidativo e a
produgdo de O, porém ndo apresentou efeito significativo sobre niveis pressoricos em
modelos de hipertensao induzida por endotelina-1 e sédio (ELMARAKBY et al., 2005).

Nosso grupo de pesquisa tem investigado os efeitos do tratamento crénico com
apocinina sobre a pressado arterial, a fun¢do endotelial vascular e a biodisponibilidade de NO
em SHR. Os resultados demonstraram que o tratamento com apocinina promove redugdo da
pressdo arterial, previne o desenvolvimento da disfungdo endotelial e restabelece os niveis
sistémicos e intracelulares de ERO. Além disso, o tratamento foi capaz de aumentar as
concentragdes intracelulares de NO e calcio, bem como a expressdo proteica da eNOS. Esses

achados indicam melhora da fun¢do endotelial por mecanismos relacionados ndo apenas a
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diminui¢ao das ERO, mas também ao aumento da biodisponibilidade de NO (PERASSA et
al., 2016; GRATON et al.,, 2019).

Sabe-se que a Ang II ativa o AT|R através da atividade de NOX. Desse modo, foi
proposto que o tratamento com apocinina poderia modificar os efeitos da Ang Il em aortas e
artérias mesentéricas do SHR, por inibir a atividade NOX (PERASSA et al., 2016). Segundo
Graton et al (2019), o tratamento cronico com apocinina em SHR reduziu os efeitos
pressores da Ang II, por meio da diminui¢do da biodisponibilidade de ERO dependentes de
NOX em aortas e artérias mesentéricas. Também foi observado uma reducao da expressao
de AT R na aorta e no leito mesentérico e o aumento da expressdao de AT>R na aorta de SHR,

conforme indicado na figura 1 (GRATON et al., 2019).
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Figura 1 - Autorradiografias tipicas e expressiao proteicas dos receptores de Ang 11
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Fonte: Graton et al., 2019 — retirado e adaptado com permissdo
Legenda: Autorradiografias tipicas (A e D) e expressao proteicas, em unidades arbitrarias, dos
receptores de Ang II tipo 1 (AT1R) e do tipo 2 (AT2R) em aorta (A, B e C) e artéria mesentérica
(D, E e F) de ratos Wistar (barras brancas), SHR (barras cinzas) ¢ SHR tratados com apocinina (30
mg/kg/dia) (barras pretas). Os valores representam a média + erro padrdo da média (EPM) dos

resultados, n= 5-6. p < 0,05 SHR tratados versus ratos Wistar, *p < 0,05 SHR versus outros grupos.

Dado que a apocinina reduz as respostas vasoconstritoras mediadas por AT{R e aumenta
a expressao de AT2R, levantamos a hipotese de que seus efeitos cardiovasculares envolvam
a modulacdo preferencial da via AT;R. Para testar essa possibilidade, avaliamos a agdo da
apocinina sob bloqueio farmacologico de ATiR, com seu antagonista Losartana (CORRIU
et al., 1995), permitindo analisar especificamente a contribui¢do funcional do AT2R sobre a

reatividade vascular.
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2  HIPOTESE

O tratamento com apocinina é capaz de restaurar a resposta vasodilatadora mediada

pelo receptor AT2R a Ang II na aorta toracica de ratos espontaneamente hipertensos.



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos pelos quais o tratamento cronico
com apocinina melhora a resposta vasodilatadora da Ang II, mediada por receptor AT>R em

aortas de SHR.

3.2 Objetivos Especificos

Foram os objetivos especificos deste trabalho:

1) Determinar se a contracao induzida pela PE ¢ alterada pelo losartana em aortas de SHR
2) Determinar se o tratamento com apocinina melhora as respostas vasodilatadoras

induzidas pela Ang I1, mediada pelo AT>R em aortas de SHR



MATERIAIS E METODOS
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4  Materiais e Métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia, Campus de Aragatuba
(CEUA FOA, protocolo n° 2023-0886, encontrado no ANEXO A).

4.1 Animais

Nesse estudo foram utilizados ratos da linhagem SHR mantida pelo Laboratorio de
Farmacologia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (UNESP/FOA), no biotério do
Departamento de Ciéncias Basicas (DCB). Também foram utilizados ratos normotensos da
linhagem Wistar fornecidos pelo Biotério Central da mesma instituicdo. Foi realizado o
endocruzamento de ratos SHR machos e fémeas com pressao arterial sistolica (PAS) igual

ou superior a 150 mmHg (GRATON et al., 2019).

Todos os animais foram mantidos sob condi¢gdes controladas de temperatura (entre 22 —
24° C), com um ciclo de iluminacao de 12 horas de luz e 12 horas de escuridao, além de

receberem alimentagdo e agua ad libitum.

4.2 Tratamento com apocinina

Os animais foram divididos em quatro grupos: Wistar controle (n=10), Wistar tratado
(n=10), SHR controle (n=10) e SHR tratado (n=10). O protocolo de tratamento utilizado foi
o mesmo utilizado previamente por nosso grupo de pesquisa (PERASSA et al, 2016;

GRATON et al., 2019).

Os grupos tratados receberam apocinina na dose de 30 mg/kg/dia, por via oral, diluida
na agua de beber, se iniciando a partir da 4* semana de vida dos animais, seguindo até a 10?
semana de vida. Trocas do tratamento foram feitas duas vezes na semana, sendo ajustado de

acordo com o peso dos animais. Os grupos ndo tratados receberam agua sem apocinina.



30

Finalizando a 10* semana de vida, os animais foram utilizados nos protocolos experimentais

segundo as metodologias descritas a seguir.

4.3 Reatividade vascular em artéria aorta

Os animais foram submetidos a anestesia em uma camara saturada com isoflurano e,
posteriormente, eutanasiados por decapitagdao. O segmento toracico da aorta foi retirado,
colocado em uma placa de Petri contendo solu¢ao de Krebs-Henseleit (mmol/L: 130 NaCl,
14.9 NaHCO:s, 4.7 KCl, 1.18 KH2POs4, 1.17 MgSO4-7H20, 5.5 dextrose e 1.60 CaClz), a 4°
C, com pH de 7,4, sendo dissecado do tecido adiposo perivascular (PVAT). A aorta foi
seccionada em anéis de 2 mm de extensao utilizando instrumentos cirargicos adequados. Os
anéis foram, entdo, posicionados entre dois ganchos de aco inoxidavel conectados a um
transdutor de for¢a isométrica (DTM, ADInstruments, Melbourne, VIC, Australia) em cubas
contendo 5 mL de solugdo de Krebs-Henseleit, em temperatura de 37° C, pH de 7,4 ¢
suprimento gasoso de 95% de Oz e 5% de CO.. Esses anéis foram submetidos a uma tensao
basal de 30 mN de forca e mantidos nessa condigdo por um periodo de 30 minutos até
estabiliza¢do. Posteriormente, os anéis foram estimulados com uma soluc¢ao contendo alta
concentracao de potassio (KCl 120 mmol/L) durante 15 minutos para avaliar a integridade
funcional da musculatura lisa vascular, e entao lavadas com solucdo de Krebs-Henseleit até

a reestabilizagao.

A funcionalidade e integridade do endotélio vascular foram avaliadas por meio do grau
de relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh, 10 umol/L) ap6s uma contragao prévia de
fenilefrina (PE, 1 umol/L). Foram considerados anéis com endotélio intacto aqueles que
obtiveram um relaxamento em resposta a ACh igual ou superior a 80% da resposta contratil
a PE. Para aortas de SHR ndo tratados, que exibem disfun¢do endotelial relacionada a
hipertensdo, consideramos a integridade e funcionalidade do endotélio quando a Ach (10
pmol/L) apresenta-se um relaxamento igual ou superior a 50% da resposta contratil a PE.

Apenas anéis de aorta com endotélio intacto foram utilizados nos experimentos.
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4.4 Protocolos experimentais

Todos os protocolos experimentais foram conduzidos sob condi¢gdes idénticas nos
seguintes grupos: Wistar controle, Wistar tratado com apocinina, SHR controle ¢ SHR

tratado com apocinina,
4.4.1 Reatividade vascular diferencial ao KCIl, PE, Ang Il e ACh

Foram realizados experimentos para avaliar as diferencas na reatividade da aorta entre
os grupos em resposta a agentes vasoconstritores (KCl, PE e Ang II) e ao agente
vasodilatador (ACh), bem como para avaliar os efeitos do tratamento crénico com apocinina

nessas respostas.

Os anéis de aorta foram estimulados com KCI (120 mmol/L), e apos sua estabilizacao,
contraidos com PE (1 pumol/L), e posteriormente relaxados com ACh (10 pmol/L). As
respostas contrateis e de relaxamento foram registradas e comparadas entre os grupos tratado

e nao tratados.

A reatividade a Ang II foi avaliada em anéis de aorta previamente contraidos utilizando
PE (0,1 pmol/L, concentracdo capaz de induzir 30 — 40% da contragdo méaxima provocada
por KCl 120 mmol/L), uma vez que a estimulagdo direta com Ang II ndo desencadeou
respostas contrateis. Em seguida, foram adicionadas concentragdes cumulativas de Ang II

(0,1 ou 100 umol/L).
4.4.2 Reatividade vascular mediada pelo AT:R a Ang II

Os experimentos foram conduzidos para investigar as diferengas nas respostas
mediadas pelo AT2R a Ang II nos anéis de aorta e a influéncia do tratamento com apocinina

na vasodilatag@o induzida pela Ang II.

Anéis de aorta com endotélio intacto foram incubados durante 30 minutos com
losartana (10 umol/L) com o objetivo de bloquear os AT R antes da exposicdo a PE. Apds a
obtencdo de uma pré-contragdo estavel com PE (1 umol/L), concentragdes cumulativas de

Ang I1 (0,1 a 100 pmol/L) foram adicionadas as cubas.
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As respostas mediadas pelos AT2R foram expressas como porcentagem de relaxamento
em relacdo a resposta contratil induzida pela pré-contracdo de PE e comparadas entre os

grupos experimentais.

4.5 Parametros farmacoldogicos

Os parametros farmacologicos foram calculados utilizando o software GraphPad
Prism versao 9.0. O efeito maximo (Emax) foi definido como a maior amplitude da resposta
de Ang II mediada pelo AT;R e expresso como porcentagem de relaxamento. A
concentracdo de Ang II que produz 50% do efeito maximo (ECso) foi determinada por

analise de regressao nao linear e expressa como o logaritmo negativo (pD»>).

4.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versao
9.0. Os dados apresentados como média + erro padrao da média (EPM), sendo n o nimero
de anéis adrticos analisados. As comparagdes foram realizadas utilizando o teste ¢ de Student
ndo pareado. As comparagdes entre trés ou mais grupos foram conduzidas utilizando
ANOVA (One-Way), seguida de pos-teste Tukey, quando apropriado. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As andlises utilizadas se

encontram presentes nas legendas das figuras.

4.7 Sais, Drogas e Reagentes

Nesse estudo foram utilizados os seguintes materiais de consumo:
Sais:

Sais utilizados cloreto de so6dio (NaCl), bicarbonato de sddio (NaHCO3), cloreto de
potassio (KCl), fosfato de potassio monohidratado (KH2POs), sulfato de magnésio (MgSOs4),
dextrose (C12H22011), cloreto de calcio (CaClz).



33

Drogas:

Apocinina (4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon), PE (L-phenylephrine
hydrochloride), ACh (acetylcoline chloride), Ang II e losartana (2-butil-4-cloro-1-[[2'-(1H-

tetrazol-5-il)[ 1'-bifenil]-4-ilJmetil]- 1 H-imidazol-5-metanol monopotéssico).
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5 Resultados e Discussao

O tratamento com apocinina pode alterar a reatividade vascular a diferentes agentes
vasoconstritores ¢ vasodilatadores em SHR. No entanto, os resultados atuais indicam que
seus efeitos mais significativos sdo observados nas respostas vasodilatadoras dependentes

do endotélio.

5.1 O tratamento com apocinina promoveu uma restauracio parcial da

contrac¢io induzida por KCI observada em SHR

Inicialmente, investigamos se o tratamento com apocinina poderia prevenir possiveis
alteracOes na reatividade da aorta de SHR ao KCI, PE, ACh e Ang II, via ativagdao de AT 1R
e AT2R.

A estimulagdao com KCI (120 mmol/L) induziu contracdo em anéis de aorta de todos

0s grupos experimentais conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2 — Grafico de contracio induzida por KCl em anéis de aorta de diferentes

grupos.
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Respostas contrateis ao KC1 120 mmol/L em anéis de aorta com endotélio de diferentes
grupos. Os valores representam a média + erro padrdo da média (EPM) dos resultados obtidos, n=

5. *p <0,05. Andlise estatistica realizada utilizando 2way ANOVA

A integridade funcional do musculo liso vascular foi preservada tanto em ratos Wistar
do grupo controle quanto em ratos Wistar tratados com apocinina, visto que nao foram
observadas diferengas entre esses grupos. Em contraste, os anéis de aorta de ratos SHR
exibiram uma resposta contratil significativamente reduzida em comparagdo com ratos
Wistar normotensos (p< 0,05). Entretanto, observou-se que os ratos SHR tratados com
apocinina exibiram uma recuperacao parcial da resposta contratil ao KCI, uma vez que nao
houve diferenca significativa se comparados com o grupo Wistar (p = 0,14). E importante
ressaltar que, mesmo com essa recuperagdo parcial, ndo foram detectadas diferencas

significativas entre ratos SHR ndo tratados e tratados com apocinina.

A despolarizagdo da membrana induzida por altas concentra¢des de KCI promove o

influxo de Ca** através de canais de célcio do tipo L dependentes de voltagem (L-VOCCs),
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levando a contragdo sustentada do musculo liso vascular. O impacto da hipertensdo na
contracdo induzida por KCl em aortas de ratos SHR permanece controverso. Nossos
resultados sdo consistentes com relatos anteriores que demonstraram reatividade reduzida
de aortas intactas de ratos SHR ao KCI (FAHNING et al., 2024). Por outro lado, estudos
utilizando o modelo hipertensivo de 2K-1C relataram que uma tnica concentracdo de KCl
(120 mmol/L) contraiu anéis de aorta de ratos 2K-1C e 2K com endotélio intacto de maneira

semelhante (CALLERA et al., 2001).

Alteracdes na contra¢do induzida por KCI associadas a hipertensdo podem refletir
mudangas na funcionalidade dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (L-
VOCC), na concentragdo extracelular de Ca** ou no influxo modificado de Ca*" através
desses canais. No presente estudo, o tratamento com apocinina promoveu uma restauragao
parcial da contracao reduzida induzida por KCl observada em ratos SHR. No entanto, essa
melhora nao foi suficiente para restaurar completamente a resposta contratil aos niveis
observados em ratos normotensos. Esse achado sugere que, embora a apocinina possa
atenuar parcialmente as alteragdes na funcdo do musculo liso vascular associadas a
hipertensao, mecanismos adicionais provavelmente contribuem para a disfuncao contratil
observada em SHR. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer os mecanismos

subjacentes a essas observacdes em SHR tratados com apocinina.

5.2 A reducao da contracao induzida por PE em aortas intactas de SHR ¢é

parcialmente melhorada pelo tratamento com apocinina

A estimulacao de anéis de aorta intactos com PE induziu contrag¢ao vascular em todos

os grupos experimentais (Figura 3).

Nao foram observadas diferengas significativas entre ratos Wistar do grupo controle e
os tratados com apocinina, indicando que a apocinina ndo altera as respostas contrateis

mediadas por receptores al-adrenérgicos em animais normotensos.

Anéis intactos de aorta de SHR exibiram respostas contrateis marcadamente reduzidas
em comparacdo com ratos Wistar normotensos (p < 0,001), confirmando a reatividade

vascular prejudicada associada a hipertensao. Curiosamente, os SHR tratados com apocinina
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ndo diferiram estatisticamente dos grupos normotensos (Figura 3), sugerindo que a apocinina

atenuou, pelo menos em parte, a reducdo da responsividade a PE associada a hipertensao.

Figura 3 - Grafico de contracio induzida por PE em anéis de aorta de diferentes

grupos.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Legenda: Respostas contrateis a PE 1 umol/L em anéis de aorta com endotélio de diferentes

grupos. Os valores representam a média + erro padrao da média (EPM) dos resultados obtidos, n =

5; *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001. Analise estatistica realizada por 2way ANOVA

A contragdo induzida por PE resulta da ativacdo de receptores ol-adrenérgicos,

desencadeando o acoplamento da proteina G-fosfolipase C, a formacao de Inositol trifosfato

e a mobilizagdo intracelular de Ca®". Portanto, a responsividade reduzida observada em SHR

pode estar relacionada a alteragdes na ativagdo do receptor ol-adrenérgico ou em vias de

sinaliza¢do intracelular subsequentes, incluindo comprometimento do acoplamento da

proteina G-PLC ou disttirbios no manuseio de Ca*" (ARCE et al., 2017).
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Em vasos intactos, a modulagdo endotelial também contribui significativamente para
as respostas vasoconstritoras. A disfuncdo endotelial ¢ uma caracteristica bem estabelecida
da hipertensdo e pode influenciar a contracdo induzida por PE através da alteracdo na
liberagdo de fatores relaxantes ou contrateis derivados do endotélio. Resultados anteriores
do nosso grupo demonstraram que o tratamento com apocinina previne a disfungdo
endotelial em SHR. Assim, a restauragdo parcial da responsividade a PE observada neste
estudo pode envolver uma melhor modulagdo endotelial, além de efeitos diretos na

sinaliza¢do do musculo liso vascular (PERASSA et al,, 2016).

E importante ressaltar que, em contraste com a auséncia de efeito na contragdo
induzida por KCl (Se¢do 5.1), a modulacao das respostas a PE pela apocinina sugere que
suas acoes estdo mais relacionadas a vias de sinalizacdo dependentes de receptores do que a

mecanismos de influxo de Ca?" induzidos por despolarizagio.

5.3 O tratamento com apocinina nao modifica as respostas contrateis

induzidas pela Ang Il em aortas de SHR

ApOs a analise da contragao induzida por despolariza¢ao (Secao 5.1) e das respostas
mediadas pelo receptor al-adrenérgico (Se¢do 5.2), investigamos se o tratamento com
apocinina poderia influenciar a contracdo induzida por Ang II, que interage com ATiR,

ativando-o.

Ao comparar as curvas de concentracao-efeito da Ang II entre anéis de aorta de ratos
Wistar e SHR, observaram-se diferengas nas respostas contrateis dependentes de AT R entre
os dois grupos (Figura 4). A estimulacdo com Ang Il produziu contragdes dependentes da
concentracdo em ambos 0s grupos, no entanto, as inclinagdes das curvas diferiram. Os
resultados mostraram que a contragdo mediada por Ang II foi reduzida nas aortas de SHR,
possivelmente devido a respostas mais dispersas e progressivas em comparagdo com as

observadas em ratos Wistar.
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Figura 4 — Grafico de contracio de curvas de concentracio-resposta a Ang II de ratos
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Curvas de concentragdo-resposta a Ang II (0,1 nmol/L — 1 umol/L) em anéis de aorta
com endotélio, previamente contraidos com PE, de ratos Wistar ¢ SHR. Os valores representam a
média =+ erro padrdo da média (EPM) dos resultados, n = 7. ***p < (0,001. Analise estatistica

realizada por 2way ANOVA.

Estudos anteriores do nosso grupo ndo demonstraram diferengas significativas na
contra¢ao induzida por Ang II entre aortas intactas de SHR e Wistar (GRATON et al., 2019).
No entanto, valores de Emax aumentados sugeriram maior reatividade das artérias

mesentéricas de SHR a Ang Il em comparag@o com as artérias de ratos Wistar.

Na hipertensdo, a exposicao aumentada a Ang Il pode promover a dessensibilizagcdo
e/ou downregulation do AT iR, com consequente reducdo dos componentes da via Gg/PLC-
IP3 e alteragdo da mobilizagdo intracelular de Ca** no musculo liso vascular (MEHTA;
GRIENDLING, 2006). Embora algumas evidéncias sugerem superexpressao do ATiR nos
vasos de SHR, contribuindo para a manutencdo da resisténcia vascular neste modelo
experimental (SZCZEPANSKA-SADOWSKA; CZARZASTA; CUDNOCH-
JEDRZEJEWSKA, 2018), ndo observamos diferencas na expressdo do ATiR em aortas ou
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artérias mesentéricas de SHR em comparagdo com ratos normotensos (GRATON et al.,
2019).

Ao comparar as curvas concentracdo-efeito da Ang II em ratos Wistar do grupo
controle e do grupo tratado com apocinina, observaram-se respostas contrateis semelhantes
em ambos os grupos (Figura 5), indicando que o tratamento com apocinina ndo interferiu na

integridade da sinalizacdo mediada por AT 1R em condi¢des normotensas.

Figura 5 - Grafico de contracio de curvas de concentracio-resposta a Ang Il de ratos
Wistar Controle e Wistar Tratado
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Legenda: Curvas de concentragao-resposta a Ang II (0,1 nmol/L — 1 pmol/L) em anéis de aorta
com endotélio de ratos Wistar, ndo tratados e tratados com apocinina. Os valores representam a
média =+ erro padrao da média (EPM) dos resultados, n=7. Analise estatistica realizada por 2way

ANOVA.

Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas entre as curvas de concentragao-
efeito da Ang II obtidas em aortas de SHR controle e tratados com apocinina (Figura 6),
indicando que o tratamento com apocinina ndo modificou as respostas contrateis mediadas

por AT1R, mesmo na presenca de alteragdes associadas a hipertensdo. Os achados mostrados
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na Figura 6 foram inesperados, visto que previamos uma reduc¢ao significativa na contragao
induzida por Ang Il em SHR tratados, considerando que o tratamento com apocinina reduziu
significativamente a expressdo de AT|R nesses vasos. Em artérias mesentéricas de SHR
tratados com apocinina, a menor expressdao de AT|R foi associada a reducdo da eficacia da

Ang II (GRATON et al., 2019).

Figura 6 — Grafico de contracio de curvas de concentragao-resposta a Ang Il de SHR
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Legenda: Curvas de concentragao-resposta a Ang II (0,1 nmol/L — 1 pmol/L) em anéis de aorta
com endotélio de SHR, ndo tratados e tratados com apocinina. Os valores representam a média +

SEM dos resultados, n=7. Andlise estatistica realizada por 2way ANOVA.

Quando todas as curvas de concentragdo-resposta da Ang II foram analisadas
coletivamente, a reatividade adrtica reduzida a Ang II associada a hipertensdo permaneceu
inalterada pelo tratamento com apocinina (Figura 6). De acordo com nossos achados, a
incubag¢do aguda com apocinina (100 pmol/L) ndo modificou a contracio induzida por Ang II

em aortas de ratos hipertensos 2K e 2K-1C (FAHNING et al., 2024).



43

A resposta contratil a Ang I observada em SHR, independentemente do tratamento,
sugere que a hipertensdo nesses animais pode estar associada a adaptacdes moleculares e
funcionais do ATiR, como dessensibilizagdo e/ou downregulation, acoplamento alterado as
vias de mobilizacio de Ca?*, ativacio prejudicada dos receptores IP3 e remodelamento
vascular, como discutido anteriormente. Essas adaptacdes sdo consistentes com a exposicao
cronica a Ang II caracteristica da hipertensdo estabelecida (FILTZ; NIIBORI, 2004;
FAHNING et al., 2024).

Além disso, embora a apocinina interfira diretamente nas vias oxidativas associadas a
NOX, os dados sugerem que a redugdo da biodisponibilidade de EROs plasmatica e celular
(PERASSA et al.,, 2016; GRATON et al., 2019) pode nao ser suficiente para normalizar as

respostas contrateis mediadas por AT R em aortas de SHR (Figura 7).

Figura 7 — Grafico de contracio de comparacao entre curvas de concentracio-resposta

a Ang II de diferentes grupos
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Comparagdo entre curvas de concentragao-resposta a Ang II (0,1 nmol/L — 1 pumol/L) em
anéis de aorta com endotélio de diferentes grupos e valores de Emax. Os valores representam a
média =+ erro padrao da média (EPM) dos resultados, n = 7-10. *p < 0,05, **p < 0,01, p <0,001.
Analise estatistica realizada por 2way ANOVA.
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Em conjunto com as conclusdes das Secdes 5.1 e 5.2, os resultados atuais indicam
que o tratamento com apocinina ndo previne as alteracdes associadas a hipertensdao nos
mecanismos contrateis da aorta em resposta aos agentes vasoconstritores estudados. Esses
achados provavelmente refletem adaptagdes vasculares cronicas e processos de remodelago
que reduzem a capacidade contratil em resposta a estimulos tanto independentes quanto

dependentes de receptores (BILLET et al., 2008).

5.4 O tratamento com apocinina melhora as respostas vasodilatadoras

dependentes do endotélio em aortas de SHR

Em contraste com a auséncia de efeitos significativos na contragdo induzida por Ang
II, e com a modulagdo parcial observada nas respostas ao KCI e a PE, o tratamento com

apocinina influencia marcadamente os mecanismos vasodilatadores dependentes do endotélio.

Curiosamente, o efeito benéfico da apocinina na vasodilatagdo dependente do
endotélio tem sido consistentemente relatado em aortas e vasos de resisténcia de ratos
hipertensos, sugerindo uma melhora da fun¢do endotelial apds o tratamento com apocinina

(YOU et al., 2005; PERASSA et al., 2016; GRATON et al., 2019).

Como mostrado na Figura 8, as aortas de SHR nao tratados exibiram respostas
vasodilatadoras dependentes do endotélio reduzidas a ACh em comparagdo com ratos Wistar
normotensos. O comprometimento do relaxamento observado em aortas intactas de SHR
caracteriza funcionalmente a disfungao endotelial associada a hipertensao, uma caracteristica
bem estabelecida em modelos experimentais dessa condicdo (PERASSA er al., 2016;

FAHING et al., 2024).

Em contraste, as aortas de SHR tratados com apocinina apresentaram respostas
vasodilatadoras a ACh significativamente melhores em comparagdo com SHR ndo tratados.
Em muitos casos, essas respostas foram comparaveis as observadas em aortas intactas de ratos
normotensos, sugerindo que o tratamento com apocinina previne eficazmente a disfungao

endotelial (YOU et al., 2005; PERASSA et al., 2016; GRATON et al., 2019).
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Figura 8 — Grafico de relaxamento a ACh em anéis de aorta de todos os grupos
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Respostas vasodilatadoras a ACh (10 umol/L) em anéis de aorta com endotélio de grupos
diferentes. Os valores representam a média = erro padrdo da média (EPM) dos resultados, n=5;

**p <0,01; ***p <0,001. Analise estatistica realizada utilizando 2way ANOVA.

Com a fun¢ao endotelial restaurada pelo tratamento com apocinina, seria esperado um
aumento na atividade das vias de sinalizacdo associadas a ativacao do AT:2R, contribuindo

potencialmente para a modulagdo das respostas vasodilatadoras induzidas pela Ang II.

Para investigar essa hipotese, avaliamos o efeito do tratamento com apocinina nas
respostas vasodilatadoras mediadas pelo AT2R a Ang II em anéis de aorta nos quais o AT1R
havia sido previamente antagonizado com losartan. Todos os anéis de aorta foram pré-
contraidos com PE para padronizar o tonus vascular basal antes da constru¢ao das curvas de
concentragdo-resposta da Ang II na presenca do losartan, minimizando assim a variabilidade

nas respostas vasodilatadoras devido a diferengas no tonus pré-contratil.
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Inicialmente, avaliamos se o losartan alterava a pré-contracdo induzida por PE em
aortas de ratos Wistar e SHR, tanto nao tratados quanto tratados com apocinina. Essa avaliacao
preliminar foi essencial, visto que o losartan pode reduzir as respostas contrateis induzidas
por PE em anéis de aorta — particularmente em SHR — sugerindo um papel facilitador da Ang
I enddgena, atuando através dos ATiR, na vasoconstrigdo mediada pela PE (LYLE;

GRIENDLING, 2006).

5.5 A contracao induzida pela PE nao ¢é significativamente alterada pelo

losartana em aortas de SHR

A Figura 9 mostra a resposta contratil induzida pela PE (0,1 pmol/L) durante a pré-
contragdo de anéis de aorta de ratos Wistar controle e tratados com apocinina, na auséncia e

presenga de losartana.
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Figura 9 — Grafico de contracido da PE em anéis de aorta de grupos Wistar e Wistar
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Resposta de contragao a PE 0,1 umol/L em anéis de aorta com endotélio de ratos Wistar,
tratados e ndo tratados com apocinina, pré-incubados ou ndo com losartana 10 pmol/L. Os valores
representaram a média + erro padrao da média (EPM) dos resultados obtidos, n=5. *p < 0,05.

Analise estatistica realizada por ANOVA one-way.

Alguns estudos sugeriram uma potencial interacdo farmacodindmica entre apocinina e
o losartana, uma vez que ambos atuam em pontos distintos dentro do eixo Ang II — AT|R —
estresse oxidativo. O losartana bloqueia a estimulacdo mediada pelo ATR, impedindo que a
Ang Il inicie sua cascata de sinaliza¢do subsequente, enquanto a apocinina modula a atividade
da NAD(P)H oxidase e reduz a geracdo de ERO. Portanto, a modula¢ao redox induzida pela
apocinina poderia, teoricamente, alterar o estado funcional do eixo Ang II — AT|R, de modo
que o bloqueio de AT R pelo losartana poderia influenciar as respostas contrateis do musculo

liso vascular (LYLE; GRIENDLING, 2006).
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A presenca de losartana nao modificou a contragdo induzida por PE em aortas de ratos
Wistar ndo tratados. Quando as respostas a PE foram comparadas em aortas de ratos Wistar
tratados com apocinina, o losartana promoveu uma redugdo modesta, porém estatisticamente
significativas, na resposta contratil (p < 0,05). Contudo, essa redugdo ndo parece ser
biologicamente relevante, visto que a contra¢do induzida por PE na presenc¢a de losartana nao

difere entre os grupos de ratos Wistar ndo tratados e tratados com apocinina.

E importante ressaltar que a redugdo do tonus induzido pela PE observada na presenca
do losartana provavelmente nao resulta de antagonismo parcial do receptor al-adrenérgico,
visto que o losartana ndo apresenta atividade antagonista al (MAESO et al, 1996). Esse efeito
parece envolver um fator derivado do endotélio, uma vez que a resposta contratil maxima
atenuada a PE em anéis de aorta expostos ao losartana desaparece apds a remog¢ao do

endotélio.

Em ratos Wistar tratados com apocinina, tal efeito poderia ser esperado se o tratamento
com apocinina aumentasse a disponibilidade de NO nas células endoteliais, como observado

anteriormente em células endoteliais de SHR (PERASSA et al.,, 2016).

Quando a contragdo induzida por PE (0,1 umol/L) foi avaliada em anéis de aorta de
SHR controle e tratados com apocinina, na auséncia e na presen¢a de losartana, a magnitude
da pré-contracao induzida por PE foi semelhante entre todos os grupos experimentais (Figura

10).

Esses resultados indicam que o losartana nao interferiu no estabelecimento de m tonus
contratil basal comparavel em anéis de aorta de SHR, permitindo assim uma comparagao

adequada das respostas vasodilatadoras subsequentes induzidas por Ang II.



Figura 10 - Grafico de contracio da PE em anéis de aorta de grupos SHR e SHR
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Fonte: Elaborado pela propria autora

Legenda: Respostas de contragdo a PE 0,1 umol/L em anéis de aorta com endotélio de SHR,
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tratados ou ndo tratados com apocinina, pré-incubados ou ndo com losartana 10 pmol/L. Os valores

representam a média = EPM dos resultados obtidos, n=5. Analise estatistica realizada por ANOVA

one-way.

Os resultados demonstraram que, em aortas de SHR, nem o losartana nem sua

combina¢do com apocinina alteraram, a contracdo induzida por PE. Essas descobertas

sugerem que a contracao vascular resultante da ativacdo de vias independentes mediadas pelo

AT\R e al-adrenérgicos ndo foi modificada nesses animais. A auséncia de efeito do losartana

na contragao induzida por PE — particularmente no grupo tratado com apocinina — indica que,

em SHR, a contribui¢do do eixo Ang II — AT|R — estresse oxidativo para o aumento da

responsividade a PE provavelmente estd reduzida. Além disso, embora a remodelagdo

vascular em SHR — associada a disfungdo endotelial e a reprogramagdo do sistema renina-

angiotensina possa, teoricamente, promover a comunicacdo cruzada entre as vias de
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sinalizagdo ATiR e al-adrenérgicas, aumentando assim o tonus basal ou a responsividade

contratil, tal interacdao ndo foi corroborada pelas presentes descobertas (MAESO ef al, 1996).

Ao comparar todas as respostas contrateis induzidas por PE obtidas na presenca do
losartana, os niveis de pré-contragdo permaneceram semelhantes entre os diferentes grupos
experimentais (Figura 11). Esses resultados confirmam que o bloqueio do AT R ndo interferiu
diretamente no tonus pré-contratil induzido por PE, garantindo que o tonus vascular basal nao
fosse um fator de confusao na avaliagao das respostas vasodilatadoras subsequentes mediadas

pelo AT2R (Figura 11).

Figura 11 - Grafico de contracio da PE em anéis de aorta de todos os grupos com

losartana
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Respostas de contracdo a PE 0,1 umol/L em anéis de aorta com endotélio de diferentes
grupos, pré-contraidos na presenca de losartan (10 umol/L). Os valores representam a média + EPM

dos resultados obtidos, n = 5. Andlise estatistica realizada por ANOVA one-way.
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5.6 O tratamento com apocinina restaura as respostas vasodilatadoras

mediadas pelo receptor ATz a Ang Il em aortas de SHR

O presente estudo baseou-se em achados do nosso grupo de pesquisa (GRATON et al.,
2019), que demonstraram que o tratamento com apocinina em SHR altera o eixo da Ang II
reduzindo a atividade da NOX e modulando componentes do sistema renina-angiotensina,
com impacto direto nas respostas pressoras e vasoconstritoras a Ang Il em SHR. Além disso,
o0 tratamento com apocinina aumentou e normalizou a expressao do AT2R nas aortas de SHR,

sugerindo uma maior reatividade vascular a Ang Il mediada pelo AT2R.

Foi proposto que, na presenca do losartana — um antagonista seletivo de AT1R —a Ang
IT pode se ligar preferencialmente aos AT>R ndo bloqueados. Uma vez que a Ang II
demonstrou estimular a sintese de NO via AT2R em células endoteliais (WIEMER et al., 1993)
e em microvasos coronarios isolados (SEYEDI et al., 1995), uma ligacdo mecanistica entre a

ativacao do AT2R e a vasodilatacdo mediada por NO ¢ altamente plausivel.

A Figura 12 mostra as curvas de concentragdo-resposta a Ang Il em anéis de aorta pré-
contraidos com PE ap6s o bloqueio do AT{R com losartana. Em aortas de ratos Wistar, tanto
do grupo controle quanto do grupo tratado com apocinina, a Ang Il induziu relaxamento
dependente da concentragdo indicando que, na presenga de antagonismo do ATiR, a Ang Il

desencadeia respostas vasodilatadoras mediadas pelo AT2R.

Nossos resultados sdo consistentes com relatos anteriores que demonstram que a
vasodilatagao resultante da ativagdo do AT2R ocorre em vasos de grande capacitancia, como
a aorta de rato (YAYAMA et al., 2004). Os relaxamentos induzidos por Ang Il na presenca de
losartana foram inibidos pelo bloqueador seletivo do AT2R, PD123319, pelo NG-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) e pelo antagonista do receptor B2 HOE-140 (COSENTINO et
al., 2005).
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Figura 12 — Grafico de relaxamento de Ang Il em anéis de aorta de Wistar e Wistar

tratado
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Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Curvas de relaxamento induzidas por Ang II (0,1 nmol/L — 1 pmol/L) na presenca de
losartan em anéis de aorta com endotélio de ratos Wistar, tratados e ndo tratados com apocinina. Os
valores representam a média + erro padrao da média (EPM) dos resultados. n = 10. Andlise

estatistica realizada por 2way ANOVA.

No contexto do tratamento, a auséncia de diferencas entre os grupos normotensos ¢
consistente com o conceito de que o impacto vascular da apocinina depende de niveis elevados
de ERO (PERASSA et al., 2016) e, portanto, pode ndo alterar significativamente as respostas
vasculares quando o estresse oxidativo ndo estd aumentado. Assim, os dados apoiam a nogao
de que o relaxamento induzido por Ang II sob bloqueio de AT R ¢ determinado principalmente
pela integridade funcional da via AT2R e que a apocinina ndo interfere nessa modula¢do em

animais normotensos.

Em conjunto, esses resultados confirmam que: (i) sob bloqueio do ATR, a Ang II
induz relaxamento em anéis de aorta pré-contraidos, consistente com a sinalizag¢do funcional
mediada pelo AT:R; (ii) o tratamento com apocinina ndo modifica as respostas vasodilatadoras
induzidas pela Ang II em ratos Wistar, indicando que a modula¢do redox ndo impacta

significativamente as vias dependentes do AT2R na auséncia de hipertensao.
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Para determinar se o tratamento com apocinina modula as respostas vasodilatadoras
mediadas pelo AT2R em ratos hipertensos, curvas de concentracdo-resposta a Ang II foram
construidas na presenga de losartana. A Figura 13 mostra a porcentagem de relaxamento obtida
em anéis de aorta pré-contraidos com PE de SHR controle e tratados com apocinina apds o

bloqueio do AT:R.

Figura 13 - Grafico de relaxamento de Ang II em anéis de aorta de SHR e SHR tratado
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Legenda: Relaxamento induzido por Ang II (0,1 nmol/L — 1 umol/L) em anéis de aorta com
endotélio de SHR, tratados e ndo tratados com apocinina. Os experimentos foram conduzidos na
presenga de losartana 10°M. Os valores representam a média + erro padrdo da média (EPM) dos

resultados, n=10. Analise estatistica realizada por 2way ANOVA.

Em SHR do grupo controle (Fig. 13), a Ang II ndo induziu relaxamento significativo,
como evidenciado pela auséncia de uma clara relagdo concentragdo-resposta. Esse achado ¢
consistente com estudos que relatam reducdo acentuada ou perda funcional da sinalizagdo

mediada pelo AT2R em SHR, associada a predominéncia de vias vasoconstritoras dependentes
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de ATiR (CASTRO et al., 2012; GRATON et al, 2019). Além disso, diversos relatos
descreveram diminui¢ao da expressiao e/ou comprometimento da funcionalidade endotelial de
AT>R em doengas cardiovasculares e renais (PADIA; CAREY, 2012), limitando a capacidade

da Ang II de desencadear respostas vasodilatadoras.

Evidéncias indicam que a ruptura do equilibrio redox devido ao estresse oxidativo
exacerbado caracteristico dos estados hipertensivos (OLIVEIRA-SALES et al, 2008;
CASTRO et al.,, 2012; PERASSA et al, 2016; GRATON et al, 2019) contribui para a
supressao da via AT2R, seja reduzindo a expressao do receptor ou prejudicando a sinalizagao
subsequente. A ativagdo cronica do eixo Ang II — AT|R na hipertensao estimula a NAD(P)H
oxidase e promove a produgdo excessiva de ERO, reduzindo acentuadamente a

biodisponibilidade do NO.

Em contraste com o grupo controle SHR, os anéis de aorta de SHR tratados com
apocinina exibiram um relaxamento claro e dependente da concentracdo em resposta a Ang I1

apos o bloqueio do ATR (Figura 13).

Observagdes anteriores (PERASSA et al., 2016; GRATON et al., 2019) demonstraram
que o tratamento com apocinina em SHR reduz a expressao de NOX2 e de sua subunidade
regulatéria p47phox na aorta e no leito mesentérico, diminui a produgdo de oxidantes
dependentes de NOX detectada por quimioluminescéncia de lucigenina, reduz a expressao de
AT1R e aumenta a expressao de AT2R nas aortas. Além disso, os niveis de nitrato/nitrito no
plasma e em homogeneizados vasculares, bem como os niveis de NO endotelial, estavam
aumentados em SHR tratados com apocinina. Em conjunto, esses achados moleculares
fornecem suporte mecanistico para a recuperagao funcional do relaxamento mediado por

AT>R observada no presente estudo.

Assim, a auséncia de relaxamento mediado por AT;R em SHR ndo tratados
provavelmente reflete disfuncdo endotelial, sinalizagdo de NO prejudicada e/ou vias de AT2R
funcionalmente suprimidas secunddrias a exposi¢cdo cronica a Ang II. Em contraste, SHR
tratados com apocinina apresentam responsividade endotelial preservada e expressdo
aumentada de AT;R (PERASSA et al., 2016), reforcando o conceito de que o estresse

oxidativo ¢ uma chave determinante do comprometimento funcional de AT2R na hipertensao.
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Figura 14 - Graficos de relaxamento induzido por Ang II, mediado pelo AT:R, em anéis

de aorta de todos os grupos

u
~25- 100 *
o 3 O Wistar
o 0- o
u u i +
‘%% 0 & 75- * % %k * Wistar + APO
2 S 25 *okok K t 3;:. O SHR
58 28 -
S5 501 E o god n ® SHR+APO
S5 x 2 oQO (]
x5 © [ |
75+ T 4
° o © °
< e 55
w
100 T T T I 1 »
11 10 -9 -8 -7 -6 [
o
Angiotensina Il (log [mol/L]) § 0-

Angiotensina Il (log [mol/L])

Fonte: Elaborado pela propria autora
Legenda: Relaxamento induzido por Ang II (0,1 nmol/L — 1 umol/L) em anéis de aorta com
endotélio de diferentes grupos ¢ valores de Emax. Os experimentos foram conduzidos na presenca de
losartan (10 pmol/L). Os valores representam a média = erro padrdo da média (EPM) dos resultados,

n=10. *p < 0,05, ***p < 0,001. Andlise estatistica realizada por 2way ANOVA.

Em conjunto, esses achados demonstram que o estresse oxidativo desempenha um
papel central na supressao funcional da vasodilatacdo mediada por AT>R em SHR. Enquanto
0s mecanismos vasoconstritores mediados por AT|R parecem relativamente resistentes a
modulagdo redox, as vias dependentes de AT>R sdo altamente sensiveis ao desequilibrio
oxidativo. A ativagdo cronica do eixo Ang Il — AT1R — NAD(P)H oxidase na hipertensao altera
o fenotipo vascular para uma predominancia da sinalizagdo vasoconstritora, com

comprometimento concomitante dos mecanismos contrarregulatorios de AT2R.

Ao reduzir as ERO derivadas da NAD(P)H oxidase, restaurar a biodisponibilidade do
NO e normalizar a expressao do AT:2R, a apocinina restabelece a contribui¢ao funcional do
AToR para a regulagdo do tonus vascular. Assim, o tratamento com apocinina altera o
equilibrio do eixo da Ang II em SHR, de um perfil predominantemente vasoconstritor mais
fisiologicamente regulado, destacando a natureza redox-sensivel da sinalizacdo do AT2R na

hipertensao.
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6 Conclusoes

Em resumo, o presente estudo identifica o estresse oxidativo como um determinante
central do desequilibrio funcional no eixo de sinaliza¢do da Ang II na hipertensdo. Em SHR,
a ativacdo sustentada da via AT{R — NAD(P)H oxidase — ERO esta associada a disfung¢ao
endotelial, a redugdo da biodisponibilidade de NO e a supressao da sinaliza¢ao vasodilatadora
mediada por AT2R. Essa disrupg¢ao induzida pelo estado redox altera a resposta vascular a Ang

II para um fenotipo predominantemente vasoconstritor.

A modulacao farmacologica do estresse oxidativo com apocinina restaura a fungdo
endotelial, normaliza a expressdo do receptor de Ang II e resgata funcionalmente o
relaxamento dependente de AT>R sob bloqueio de AT {R. Novamente, enquanto as respostas
contrateis mediadas por AT|R forma relativamente resistentes a modulagao redox, as vias
vasodilatadoras mediadas por AT;R mostraram-se altamente sensiveis ao estado oxidativo,

revelando uma vulnerabilidade redox diferencial entre os subtipos de receptor de Ang II.

Esses resultados demonstram que o estresse oxidativo ndo apenas potencializa a
vasoconstri¢ao, mas suprime ativamente a sinalizagdo contrarregulatéria do receptor AT2R,
redefinindo assim a hierarquia funcional das respostas do receptor de Ang II na hipertensao.
Ao restaurar a biodisponibilidade de NO e restabelecer o acoplamento efetivo entre AT2R e
NO, a apocinina altera o equilibrio da sinalizagdo da Ang Il em dire¢do a um perfil

vasodilatador protetor.
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