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GRATON, M. E. Efeitos do tratamento créonico com apocinina sobre a resposta
vasoconstritora da angiotensina Il em ratos espontaneamente hipertensos.
2017. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2017.

RESUMO

A enzima NAD(P)H oxidase (NOX) é a principal fonte de espécies reativas de
oxigénio (ERO) no sistema cardiovascular e sua atividade e expressdo podem ser
regulada pela angiotensina (Ang) Il. Demonstramos previamente que o tratamento
cronico com apocinina, um inibidor de NOX, reduziu a presséo arterial e preveniu o
desenvolvimento da disfungéo endotelial em SHR. Estes efeitos da apocinina foram
associados a reducdo de geracdo de ERO e ao aumento da biodisponibilidade de
oxido nitrico em células endoteliais de SHR. Dados de nosso laboratorio mostraram
que o tratamento com apocinina, também reduziu o efeito pressor da Ang Il em
SHR. A associacao entre Ang I, via receptores AT1, e 0 estresse oxidativo tem sido
implicada na patogénese da hipertensédo. Levantamos a hipotese que a apocinina,
ao alterar a sinalizacdo redox, reduz a expressao de receptores AT1 e a resposta
vasoconstritora da Ang Il em SHR. Neste estudo, avaliamos o efeito do tratamento
crénico com apocinina sobre as respostas contrateis a Ang Il em vasos sanguineos
de SHR e os mecanismos envolvidos nestes efeitos, utilizando ensaios bioquimicos,
biomoleculares e funcionais. SHR foram tratados com apocinina (30 mg/Kg, v.0.) da
42 a 102 semana de vida e ratos Wistar foram utilizados como controle normotenso.
Analisamos os efeitos da apocinina na capacidade antioxidante plasmatica,
expressdo de NOX, geracdo de ERO, niveis de nitrato/ nitrito, expressdo de
receptores AT1 e ATz, e respostas vasoconstritoras a Ang Il em artéria mesentérica e
aorta. O tratamento de SHR com apocinina aumentou a capacidade antioxidante
plasmatica, os niveis de nitrato/nitrito, ndo alterou a expresséo de receptores AT1 ou
AT2 em artérias mesentéricas, mas aumentou a expressao de ATz, mas nao de ATy,
em aorta de SHR. Além disto, o tratamento com apocinina diminuiu a expressao de
NOX2 e p47phox e a producdo de ERO. O tratamento com apocinina aumentou a
modulacdo do endotélio e/ou da atividade da NOS sobre as respostas
vasoconstritoras a Ang Il em artérias mesentéricas de SHR, mas ndo alterou a

reatividade de aortas de SHR a Ang Il. A menor reatividade de artérias de



resisténcia a Ang Il levaria a menor resisténcia vascular periférica e
consequentemente a reducao da pressao arterial média e do efeito pressor da Ang |l
em SHR tratados com apocinina, como observado previamente. O mecanismo de
acao da apocinina envolvido neste efeito estd associado a importantes alteracdes
redox que determinam uma maior modulagcdo endotelial dependente de NOS das
respostas vasoconstritoras da Ang Il, mas ndo envolve alteragcdes na expresséo de

receptores AT1 em vasos de SHR.

Palavras-chave: NADPH oxidase. Angiotensina. Ratos endogamicos SHR.
Espécies de oxigénio reativas. Hipertenséo.



GRATON, M. E. Effect of chronic treatment with apocynin on the
vasoconstrictor response of angiotensin Il in spontaneously hypertensive rats.
2017. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2017.

ABSTRACT

NAD(P)H oxidase (NOX) is the major source of reactive oxygen species (ROS) in the
cardiovascular system and its activity and expression could be regulated by
angiotensin (Ang) Il. We previously demonstrated that chronic treatment with
apocynin, a NOX inhibitor, reduced blood pressure and prevented the development
of endothelial dysfunction in SHR. These effects of apocynin have been associated
with reduced generation of ROS and increased bioavailability of nitric oxide in
endothelial cells of SHR. Data from our laboratory showed that treatment with
apocynin also reduced the pressor effect of Ang Il on SHR. The association between
Ang |Il, via ATi1 receptors, and oxidative stress has been implicated in the
pathogenesis of hypertension. We hypothesized that apocynin, altering redox
signaling, could reduce expression of AT: receptors and Ang Il vasoconstrictor
response in SHR. In this study, we evaluated the effect of chronic treatment with
apocynin on the contractile responses to Ang Il in blood vessels of SHR and the
mechanisms involved in the effects of these on biochemical, biomolecular and
functional assays. SHR were treated with apocynin (30 mg/kg, p.o.) from the 4" to
the 10" week of life and Wistar rats were used as normotensive control. Analysis of
the effects of apocynin on plasma antioxidant capacity, NOX expression, ROS
generation, nitrate/ nitrite levels, expression of AT: and AT:2 receptors, and
vasoconstrictor responses to Ang Il on mesenteric and aortic arteries. Treatment of
SHR with apocynin increased plasma antioxidant capacity, nitrate/ nitrite levels, did
not alter AT1 or ATz receptor expression in mesenteric arteries, but increased
expression of ATz, but not ATi, in SHR aorta. In addition, treatment with apocynin
decreased expression of NOX2 and p47phox and ROS generation. Treatment with
apocynin increased endothelium modulation and/or NOS activity on Ang |l
vasoconstrictor responses in mesenteric arteries of SHR, but did not alter the
reactivity to Ang Il in aortas of SHR. The lower reactivity of Ang Il in resistance

arteries would lead to lower peripheral vascular resistance and consequently the



reduction of mean arterial pressure and Ang Il pressor effect in SHR treated with
apocynin, as previously observed. The mechanism of action of the apostate involved
in this effect is associated with important redox changes that determine a greater
NOS-dependent endothelial modulation of the vasoconstrictor responses of Ang I,

but does not involve expression in the expression of AT1 receptors in SHR vessels.

Keywords: NADPH oxidase. Angiotensin. Inbred SHR Rats. Reactive oxygen

species. Hypertension.
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1  INTRODUCAO

A hipertenséo arterial € uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada pelos
niveis elevados e sustentados de pressdo arterial sistdlica = 140 mmHg e/ou
diastolica =2 90 mmHg, frequentemente associada com aumento do risco de eventos
cardiovasculares, distirbios metabolicos e alteracdes estruturais e funcionais em
orgdos-alvo, sendo classificada como priméria (ou essencial) e secundaria (WEBER
et al., 2014; MALACHIAS et al., 2016). A hipertenséo arterial secundéria ocorre com
causa conhecida e abrange cerca de 5 % dos casos, enquanto que a hipertenséo
arterial primaria corresponde a 95 % dos casos, é de causa desconhecida e ocorre
pela interacdo de fatores genéticos e estilo de vida (POULTER; PRABHAKARAN;
CAULFIELD, 2015). No Brasil, estima-se que 32,5 % dos adultos (36 milhdes de
pessoas) e 60 % dos idosos possuam hipertensdo arterial (MALACHIAS et al.,
2016). Resultados semelhantes sdo encontrados nos Estados Unidos, onde um
terco da populacdo adulta norte-americana, aproximadamente 75 milhdes de
pessoas, apresenta hipertensdo arterial e destes, 46 % ndo controlam o0s niveis
elevados de presséao arterial (MERAI et al., 2016).

Diferentes modelos experimentais foram desenvolvidos para o estudo da
hipertenséo arterial, dentre eles, o rato espontaneamente hipertenso (SHR, do termo
em inglés spontaneously hypertensive rats) € um dos modelos mais estudados
(PINTO; PAUL; GANTEN, 1998) por apresentar desenvolvimento da hipertenséao
arterial sem etiologia conhecida (TANASE, 1979), aumento dos niveis plasmaticos
de angiotensina (Ang) Il (BOLTERMANN et al.,, 2005), aumento de resisténcia
vascular periférica sem expansado de volume (TRIPPODO; FROHLICH, 1981) e
aumento da atividade simpatica (LUNDIN; RICKSTEIN; THOREN, 1984). Os SHR
foram obtidos a partir do endocruzamento de ratos Wistar-Kyoto que apresentavam
valores de pressédo arterial aumentados, acima de 130 mmHg a partir da décima
semana de vida (OKAMOTO; AOKI, 1963; ROMERO-NAVA et al., 2016), o que
resultou em animais naturalmente hipertensos (OKAMOTO; AOKI, 1963). SHR
apresentam valores de pressao arterial sistolica (PAS) semelhantes aos de Wistar-
Kyoto nas trés primeiras semanas de vida (DICKHOUT; LEE, 1997), mas valores
aumentados de PAS sado observados a partir da terceira ou quarta semana de vida
destes animais (CLUBB JUNIOR et al., 1987). Ainda, de forma semelhante a
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observada em humanos (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN, 2000; HIGASHI;
KIHARA; NOMA, 2012; PANZA et al.,, 1990), a disfuncdo endotelial e o estresse
oxidativo precedem o desenvolvimento da hipertenséo arterial em SHR (JAMESON
et al., 1993; NABHA et al., 2005).

A disfuncd@o endotelial € uma alteracdo vascular caracterizada pela perda da
integridade e funcionalidade da camada endotelial que leva a um estado de
vasoconstricdo aumentado e reduzida capacidade de vasodilatacdo e a alteracdes
estruturais e funcionais do mdusculo liso vascular (XIAO; LIU; WANG, 2014,
MONTEZANO et al., 2015). Assim, 0s vasos sanguineos perdem a habilidade
fisiolégica de dilatacdo e resisténcia vascular € mantida em niveis mais altos
(VANHOUTTE, 2002).

Uma das causas da disfuncdo endotelial € o estresse oxidativo (CAl;
HARRISON, 2000), estabelecido pela alteracdo de equilibrio entre a producdo de
espécie reativas de oxigénio (ERO) e as defesas enddgenas antioxidantes, em favor
dos oxidantes (BETTERIDGE, 2000). Quando estabelecido, este desequilibrio,
ocorre consequentemente, diminuicdo da biodisponibilidade de o6xido nitrico (NO)
decorrente de inativagdo por reacdo com ERO, em especial com anion superéxido
(O27), que ao reagir com NO, leva a formacao de peroxinitrito (ONOO"), outra ERO,
associada aos danos vasculares e hipertenséo arterial (SARAN; MICHEL; BORS,
1990; McINTYRE; BOHR; DOMINICZAK, 1999).

O NO é um fator vasodilatador enddégeno produzido no organismo
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) e desempenha um papel importante no controle
do tdnus vascular e regulacdo hemodindmica, controlando o fluxo sanguineo e
pressao capilar (UMANS; LEVI, 1995), além de regular contracdo e proliferacéo de
células do musculo liso vascular, agregacdo plaquetaria e adesdo de mondcitos e
moléculas nas paredes dos vasos sanguineos (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991,
VANHOUTTE, 2002). O NO é sintetizado pela enzima oxido nitrico sintase (NOS),
gue apresenta trés isoformas, duas constitutivas e dependentes de calcio para sua
ativacdo (nNOS ou NOSI, isoforma neuronal; e, eNOS ou NOSIII, isoforma
endotelial) e uma outra estimulada por citocinas (iNOS ou NOSII, isoforma induzivel)
(FORSTERMANN; BOISSEL; KLEINERT, 1998; MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991). Em células endoteliais, estimulos fisiolégicos, como o0 estresse de
cisalhamento, e estimulos farmacoldgicos, como acetilcolina e ion6foro de calcio,

promovem aumento das concentracfes intracelulares de calcio, que se liga a
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calmodulina, para a formacado do complexo célcio-calmodulina, que ativa a enzima
eNOS e leva a formacédo de NO e L-citrulina, a partir do aminoacido L-arginina e de
cofatores como NAD(P)H e tetrahidrobiopterina (GORREN et al., 2005).

Por sua vez, as ERO séo produzidas em organismos vivos como resultado do
metabolismo celular normal, e quando em concentragcbes baixas ou moderadas
participam de diversos processos fisiologicos, controlando a funcdo endotelial e
tbnus vascular, mas em altas concentracdes, podem gerar modificacdes adversas
em componentes celulares, como no DNA, lipidios e proteinas, alterando suas
funcdes ou suas estruturas quimicas, levando a inflamacéo, apoptose, proliferacéo,
rarefacdo, fibrose e angiogénese, resultando em remodelamento vascular e
disfuncdo endotelial, alteracBes associadas a hipertensdo arterial (BIRBEN et
al.,2012; SCHRAMM et al., 2012; TOUYZ; BRIONES, 2011).

As ERO séo metabdlitos do oxigénio molecular e algumas possuem elétrons
desemparelhados em sua O&rbita externa o que leva a sua extrema reatividade
guimica, como por exemplo, o anion superoéxido, o radical hidroxil (OH-), o NO e o
radical alcoxil (R-O7). Outras ERO, embora ndo possuam elétrons desemparelhados,
sdo capazes de trocar elétrons com outras moléculas, como € o caso do perdxido de
hidrogénio (H202), o ONOO~ e o0 oxigénio molecular (02) (GUZIK; HARRISON,
2006). Em vasos sanguineos de diferentes modelos experimentais de hipertensao,
incluindo SHR, a producdo de anion superoxido esta aumentada (BOULOUMIE et
al., 1997; SUZUKI et al., 1995).

O aumento da concentracdo de ERO esta envolvido com o desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas (MYTHRI et al., 2011; POWELL; SEJNOWSKI;
BEHRENS, 2012; SHAERZADEH et al., 2011), cancer (VALKO et al.,, 2004),
doencas pulmonares (MACNEE, 2001), nefropatias (GALLE et al., 2006) e doencas
cardiovasculares (GUZIK; GRIENDLING, 2009), como aterosclerose, cardiomiopatia,
hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e hipertenséao arterial (MCINTYRE; BOHR,;
DOMINICZAK, 1999; PHAM-HUY; HE, PHUAM-HUY, 2008).

Em mamiferos, diferentes enzimas possuem a capacidade de transferir
elétrons para o oxigénio molecular e produzir anion superéxido, como por exemplo,
as ciclooxigenases (SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004), xantina oxidases (McCORD;
FRIDOVICH, 1968), lipooxigenases (WITTWER; HERSBERGER, 2007), 6xido nitrico
sintases (NOS) (VASQUEZ-VIVAR et al., 1998), citocromo P450 redutases
(ZANGAR; DAVYDOV; VERMA, 2004) e algumas enzimas da cadeia transportadora
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de elétrons (BOVERIS; CADENAS, 1975). No entanto, a producédo de ERO por estas
enzimas ocorre como um subproduto da principal atividade catalitica ou quando as
mesmas apresentam atividade alterada. As enzimas cuja atividade é a producédo de
ERO sé&o as enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NAD(P)H
oxidase ou NOX) (SELEMIDIS et al., 2008).

As enzimas NOX foram primeiramente identificadas em células fagociticas
sendo essenciais para suas funcdes microbicidas (IYER; ISLAM; QUASTEL, 1963;
ROSSI; ZATTI, 1964). Mais tarde, as NOX foram identificadas em células néo
fagociticas, como células endoteliais, do musculo liso vascular e em fibroblastos
(GRIENDLING et al., 1994). A familia das NOX compreende um conjunto de sete
isoformas ou homadlogos, que se diferem pela sua expressao, estrutura e funcéo,
que sdo NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2 (SCHRAMM et al.,
2012). De maneira geral, a estrutura das NOX consiste em trés componentes
citosolicos (p47phox, p67phox e p40phox), dois componentes ligados a membrana
citoplasmatica (gp91lphox e p22phox) que formam o flavocitocromo b558 e
constituem o sitio catalitico da enzima e uma proteina G de baixo peso molecular
(rac 1 ou rac2). Sua ativacao se da pela migracdo dos componentes citosélicos para
a membrana (BABIOR, 2004; DRUMMOND et al., 2011). As isoformas NOX1, 2, 4 e
5 sdo expressas em células do sistema cardiovascular, no entanto, a NOX5 é
encontrada apenas nestas células em humanos e ndo em roedores (SIRKER;
ZHANG; SHAH, 2011).

A atividade e a expressdo das enzimas NOX podem ser reguladas por
diferentes fatores, tais como citocinas (IL-1, TNF-a, BNF-B), hormdnios (insulina),
fatores de crescimento (VEGF, TGF-B1, EGF, IGF-1, FGF-B), tensdo de
cisalhamento, trombina, serotonina, endotelina-1, bradicinina, prostaglandina,
histamina, acidos graxos nao-esterificados e lipoproteinas de baixa densidade (RAY;
SHAH, 2005; RHEE et al., 2003, SCHRAMM et al., 2012). Além disso, a Ang Il € um
dos estimulos mais potentes para a modulagdo da expressao e atividade das NOX
(GRIENDLING et al., 1994; RAJAGOPALAN et al., 1996).

A Ang Il é um octapeptideo vasoativo e principal efetor do sistema renina
angiotensina que possui um papel importante na homeostase cardiovascular, renal e
enddcrina, regulando a pressao arterial, a liberacdo de aldosterona e a reabsor¢céo
de sédio (CHUNG et al., 1998; RUIZ-ORTEGA et al., 2001; TOUYZ; SCHFFRIN,

1999). As acbes da Ang Il ocorrem pela sua ligacdo com os receptores de
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angiotensina Il do tipo | (AT1) e do tipo Il (AT2), que possuem afinidade de ligacao
similar a Ang Il, mas com efeitos opostos, e estdo distribuidos heterogeneamente no
cérebro e em tecidos periféricos (WILLIAMS et al., 2010).

O receptor AT1 € um receptor com sete dominios transmembrana acoplado a
proteina G, expresso no homem pelo cromossomo 3 e em roedores pelos
cromossomos 2 e 17, e estd amplamente distribuido nos tecidos, como vasos
sanguineos, rins, coracao, cérebro e glandula adrenal. Quando ativado leva ao
aumento de contratilidade cardiaca, filtracdo glomerular, fluxo sanguineo renal,
hipertrofia cardiaca e vascular e liberacao de aldosterona. A vasoconstricdo mediada
por interagdo da Ang Il com receptor AT1 esta associada ao aumento da producao
de anion superoxido pela ativacdo de NOX na parede vascular (CHUNG et al., 1998;
TOUYZ; SCHFFRIN, 1999).

Em contrapartida, o receptor AT2, codificado pelo cromossomo 10 em
humanos e roedores, também é um receptor com sete dominios transmembrana
acoplado a proteina G, e é encontrado nas glandulas adrenais, Gtero, ovario, cérebro
e endotélio vascular. O receptor ATz estd envolvido no crescimento e
desenvolvimento fetal, diferenciacdo celular, apoptose e vasodilatacdo (CHUNG et
al., 1998; TOUYZ; SCHFFRIN, 1999; GRISHKO et al., 2003).

A Ang Il esta envolvida na patogenia de doencas cardiovasculares, como
hipertenséo arterial, hipertrofia ventricular esquerda, alteracbes estruturais no rim e
no coracgao, diabetes e insuficiéncia cardiaca (TAUBMAN, 2003).

Embora existam muitos tratamentos eficazes e bem aceitos para a
hipertensdo arterial, um grande numero de pacientes é resistente as diferentes
terapias farmacoldgicas disponiveis atualmente, o que leva a necessidade do
desenvolvimento de novos tratamentos anti-hipertensivos (CARRETERO; OPARIL,
2000; WU et al., 2015). Estudos tem demonstrado um 6timo efeito da apocinina
como um anti-hipertensivo (VIRDIS; GESI; TADDEI, 2016; WILLIANS; GRIENLING,
2007).

A apocinina foi isolada primeiramente, em 1883, das raizes da planta
Apocynum cannabinum e mais tarde, em 1971, das raizes da planta Picrorhiza
kurroa, muito utilizada na medicina tradicional asiatica (STEFANSKA; PAWLICZAK,
2008; YU et al., 2008). E uma importante substancia bioativa no sistema
cardiovascular, estando envolvida com efeitos anti-inflamatdrios, anti-hipertensivos,

prevencado da doenca vascular, lesédo e remodelamento cardiaco (FENG et al., 2016;
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LIANG et al., 2013; LIU et al., 2015; SIMONYI et al., 2012; WALLACE et al., 2014;
YE; LOWTHER; STAMBAS, 2015; ZHANG et al.,, 2015). A apocinina € uma
acetofenona, da classe do metoxi-catecois, com leve odor de baunilha, ponto de
fusdo de 115 °C, peso molecular de 166,17 g/mol, baixa toxicidade (LD50: 9 g/Kg),
facilmente solivel em &agua quente, alcool, benzeno, cloroférmio e éter
(STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008; YU et al., 2008).

A apocinina é utilizada como inibidor de NOX em células fagociticas (SIMONS
et al., 1990; STOLK et al., 1994) e células ndo-fagociticas (EL-SAWALHI; AHMED,
2014; MEYER et al 1999; SUZUKI et al., 1992) embora seu real e completo
mecanismo de a¢ao ndo tenha sido completamente elucidado.

A primeira evidéncia de que ela poderia ser utilizada como inibidor de NOX foi
demonstrada por Simons et al. (1989) onde a apocinina foi capaz de inibir o burst
oxidativo estimulado por zimosano em neutréfilos. Foi sugerido que a apocinina seja
uma pro-droga metabolizada pelas mieloperoxidases em seu dimero ativo, a
diapocinina, que seria mais eficiente que a apocinina em inibir as NOX (JOHNSON
et al.,, 2002; XIMENES et al., 2007). As mieloperoxidases ndo sao normalmente
encontradas em células vasculares, no entanto, em situacdes de inflamacéo,
granulécitos podem liberar mieloperoxidases que podem ser absorvidas pelas
células vasculares por meio da proteina citoqueratina 1 (ABU-SOUD; HAZEN, 2000;
ASTERN et al., 2007). Stolk et al. (1994) sugeriram que a apocinina inibe a NOX por
prevenir a fosforilacdo e translocacdo do componente citosolico p47phox para a
membrana em neutréfilos. Heumdller et al. (2008) demonstraram em células
HEK293 que expressavam NOX1, 2 ou 4, que as mieloperoxidases foram capazes
de reduzir a produgcdo de anion superéxido, e que, em células endoteliais ou do
musculo liso vascular tratadas com apocinina também houve redugcédo da produgéo
de anion superoxido sem alteragdo na atividade das NOX, sugerindo que apocinina
atuaria como um antioxidante. Schltter et al. (2008) sugeriram que os efeitos da
apocinina estariam relacionados ndo com a inibicdo de NOX, mas sim, com a
inibicdo da enzima Rho quinase.

Em diferentes modelos experimentais de hipertensédo arterial, o tratamento
com apocinina por diferentes vias de administragdo apresentou efeitos
cardiovasculares benéficos. Virdis et al. (2004) mostraram que a apocinina foi eficaz
em prevenir o aumento da pressado arterial em camundongos com hipertensao

induzida por Ang Il. A apocinina foi capaz de prevenir as elevacdes de marcadores



27

de estresse oxidativo e de producdo de anion superéxido, mas nao teve efeito sobre
a pressdo arterial em modelo de hipertensdo induzida pela endotelina-1 e sédio
(ELMARAKBY et al., 2005). Em ratos com hipertensdo induzida por
mineralocorticoides (BESWICK et al., 2001), glicocorticoides (PARK et al., 2004),
frutose (UNGER; PATIL, 2009) e dexametasona (HU et al., 2006) a apocinina reduz
a pressao arterial e a producéo vascular de anion superoxido. Costa et al. (2009)
mostraram que em ratos hipertensos renais dois-rins-um-clipe (2R-1C), a apocinina
previne o aumento do estresse oxidativo e desenvolvimento da hipertenséo arterial.

Nosso laboratério recentemente investigou o impacto do tratamento crénico
com apocinina sobre a pressao arterial, o endotélio vascular e a biodisponibilidade
de NO em SHR. Os resultados mostraram que o tratamento com apocinina reduz a
pressdo arterial, previne o desenvolvimento da disfuncdo endotelial, normaliza os
niveis sistémicos e intracelulares de ERO, aumenta as concentracdes intracelulares
de NO e célcio e a expressao proteica da eNOS, melhorando a fungéo endotelial por
um mecanismo associado, além da reducdo de ERO, ao aumento da
biodisponibilidade de NO (PERASSA et al., 2016).

Resultados de nosso laboratério (PERASSA, 2013) mostraram que SHR
apresentam maiores efeitos pressores, dose-dependentes, a infusdo com Ang Il (2,5
ng/ kg: 17,5 £ 0,6 %; 10 ng/ kg: 29,2 + 0,8 %, APAM, n = 5) em relagdo aos
observado em ratos normotensos Wistar (2,5 ng/ kg: 11,7 £ 0,5; 10 ng/ kg: 22,1 + 0,6
%, APAM, n = 5) e que estas respostas aumentadas em animais hipertensos foram
revertidas em SHR tratados cronicamente com apocinina (2,5 ng/ kg: 12,8 + 0,4; 10

ng/ kg: 21,3 £ 0,3 % APAM, n = 5), como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 — Variacdo da Pressdo Arterial Média (% APAM) em ratos Wistar (barras
brancas), SHR (barras cinzas) e SHR tratados com apocinina (barras
pretas) ap6s a administracdo in bolus de Angiotensina Il (ANG Il) nas
doses de 2,5 e 10 ng/kg. *p<0,05 entre as 2 doses testadas de ANG II;
&p<0,05 entre SHR e outros grupos. (PERASSA, 2013 - retirado e
adaptado com permisséao).

Estes resultados nos levaram a investigar os mecanismos envolvidos no
efeito da apocinina sobre as respostas vasoconstritoras estimuladas por Ang Il em

ratos espontaneamente hipertensos.
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2 HIPOTESE

Considerando que a apocinina é capaz de reduzir o efeito pressor da Ang Il
em SHR e que a Ang Il é o principal estimulo para ativacdo das NOX, formulamos a
hipétese de que o tratamento crénico com apocinina seria capaz de reduzir o efeito

da Ang Il em vasos sanguineos de SHR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos plasmaticos e vasculares do
tratamento crbnico com apocinina que estariam envolvidos na menor resposta

pressora a Ang Il observada em SHR tratados.

3.2 Objetivos Especificos

Foram objetivos especificos deste trabalho:

1) Determinar se a capacidade antioxidante da apocinina em solugdo é mantida
durante o tratamento dos animais.

2) Determinar se o tratamento crbnico com apocinina altera a capacidade
antioxidante plasmatica de SHR.

3) Avaliar se o tratamento crénico com apocinina € capaz de alterar a expressao
das isoformas e subunidades das enzimas NOX em SHR.

4) Verificar se o tratamento crdénico com apocinina altera a expressado dos
receptores de Ang Il em vasos sanguineos de SHR.

5) Verificar se o tratamento cronico com apocinina altera a geracdo de anion
superéxido em aortas de SHR.

6) Avaliar se os niveis de nitrato/ nitrito podem ser alterados pelo tratamento
crénico com apocinina em aortas de SHR.

7) Analisar se o tratamento cronico com apocinina altera o papel modulador do
endotélio e/ou da eNOS no efeito da Ang Il em vasos de resisténcia e de

condutancia de SHR.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos e experimentos desenvolvidos neste estudo foram
previamente aprovados pela Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia, Campus de Aracatuba, UNESP (Processo CEUA FOA 2015-00450).

4.1 Animais

A linhagem de SHR é mantida pelo Laboratério de Farmacologia no biotério
do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. Estes animais
foram obtidos através do endocruzamento entre ratos SHR machos e fémeas que
apresentaram presséo arterial sistolica maior ou igual a 150 mmHg, determinada
pela técnica de pletismografia de cauda utilizando um pletismégrafo (PowerLab,
ADInstruments, Melbourne, Australia) para medida em ratos.

Os ratos Wistar, utilizados como controle normotenso, foram fornecidos pelo
Biotério Central da mesma instituicdo.

Todos os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura
(22 — 24 °C), com ciclo de luz (12h/ luz e 12h/ escuro) e receberam agua e ragédo ad

libitum.

4.2 Tratamento

Os animais foram divididos em trés grupos: Wistar (n = 20), SHR (n = 20) e
SHR Tratado (n = 20). O grupo SHR Tratado recebeu apocinina (30 mg/Kg, v.0.)
diluida na agua de beber e os grupos nao tratados beberam agua sem apocinina.
Todos os animais foram pesados a cada quatro dias, da 42 a 102 semana de vida,
para ajuste da dose.

A dose de apocinina (30 mg/Kg) foi escolhida com base em estudos que
observaram os efeitos pressores da apocinina, sem toxicidade aos animais tratados
(BAUMER et al., 2007; HAYASHI et al., 2005; OELZE et al., 2011; PECHANOVA;
JENDEKOVA; VRANKOVA, 2009; PERASSA et al., 2016). Ratos Wistar tratados
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35

com apocinina nao foram incluidos neste estudo uma vez que, como observado por
nosso grupo (PERASSA et al., 2016) e por outros autores (PALIEGE et al., 2006), a
apocinina néo foi capaz de alterar a pressao arterial destes animais. Ao final da 102

semana de vida, os animais foram utilizados nos experimentos descritos a seguir.

4.3 Determinacao da capacidade antioxidante da apocinina em

solucéo

Inicialmente avaliamos se a capacidade antioxidante da solugéo de apocinina
era mantida até 4 dias apos seu preparo. A solucado de apocinina na concentracao
de 0,3 mg/mL foi utilizada para tratamento dos SHR. Um volume especifico de
solucéo de apocinina, que seria utilizado para tratamento dos ratos, era preparado a
cada 4 dias (tempo no qual a solu¢do de apocinina permanecia disponivel para os
animais beberem até a substituicdo por uma nova solucao).

A capacidade antioxidante da apocinina em solucdo foi determinada pelo
método de FRAP (do inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power assay), descrito por
Benzie e Strain (1996). Este método € baseado na capacidade de reducdo do
complexo férrico tripiridiltriazina (Fe3*-TPTZ) em Fe?* por agentes redutores em meio
acido.

Durante quatro dias consecutivos uma aliquota de 1 mL desta solucdo de
apocinina foi coletada, armazenada em microtubo plastico, congelado em nitrogénio
liguido e mantido em freezer — 80 °C até a realizacdo dos experimentos. Quinze
microlitros (15 pL) de cada amostra, em duplicata, foi incluida ao meio de reagéo
(reagente FRAP), contendo tampéo acetato 300 mmol/L (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) 10 mmol/lL em HC|I e FeCls.6H20 20 mmol/L (10:1:1,
respectivamente). Apés um periodo de 30 minutos de incubacéo a 37 °C no escuro,
a absorbancia foi estimada em 595 nm em leitora de placa (Biotek, Winooski, EUA).
Os resultados foram expressos em mmol/FeSOa, utilizando uma curva padrado de
FeSOa.
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4.4 Determinacdo da capacidade antioxidante plasméatica dos

animais

Realizamos este experimento para avaliar se o tratamento cronico com
apocinina, alteraria a capacidade antioxidante total sisttmica de SHR tratados.

Os animais foram anestesiados em camara saturada de halotano e mortos
por decapitacdo. O sangue de cada animal foi coletado em tubos de vidro contendo
heparina e centrifugados (5810R, Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 3000 rpm, 4 °C
por 15 minutos. O plasma foi removido por aspiracdo, separado em aliguotas
identificadas, congelado em nitrogénio liquido e mantido em freezer — 80 °C até a
realizacdo dos experimentos. Utilizamos o método de FRAP, previamente descrito
acima. Quinze pL (15 pL) de cada amostra, em duplicata, foram adicionadas ao meio
de reacdo, incubados (30 minutos a 37 °C no escuro) e a absorbancia foi estimada
em 595 nm, em leitora de placas (Bio-Rad iMark, Bio-rad, Hercules, EUA). Os
resultados foram expressos em mmol/FeSOa4, utilizando uma curva padrdo de
FeSOa.

Para os experimentos de avaliacdo da capacidade antioxidante foram
analisados os valores médios das amostras em duplicata e expressos média + EPM

e comparados entre 0s grupos experimentais.

4.5 Avaliacdo da expressao proteica das isoformas NOX, 1, 2 e 4,
suas subunidades, NOXO1 e p47phox e dos receptores de Ang I,

ATie ATz, em homogenatos de aorta ou artéria mesentérica

Realizamos estes experimentos para avaliar se o tratamento croénico com
apocinina, alteraria a expressao das proteinas que estariam diretamente envolvidas
com o efeito vasoconstritor da Ang Il em SHR tratados.

Segmentos da aorta toracica e da artéria mesentérica foram removidos,
dissecados de gordura perivascular, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer — 80 °C, separadamente, at¢é o momento dos

experimentos.
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Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e homogeneizados
separadamente em tampao RIPA (Tris-base 65,2 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, NP-40
1 %, deoxicolato de sédio 0,25 % e EDTA 0,8 mmol/L) suplementado com coquetel
de inibidores de protease (Protease Inhibitor Mix, GE Healthcare, Little Chalfont,
BKM, Reino Unido) com auxilio de um sonicador (Sonics Vibra Cell, Newtown, EUA).
Os homogenatos foram centrifugados (10000 rpm a 4 °C por 20 minutos) e o
sobrenadante foi coletado. A dosagem de proteinas no sobrenadante foi realizada
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como padrao a albumina bovina. Cem
microgramas (100 pg) de proteinas totais foram misturadas com tampé&o de amostra
Laemmli contendo mercaptoetanol e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 % e depois, transferidas para membrana de nitrocelulose. Apds a
transferéncia, as membranas foram blogueadas por uma hora com leite desnatado
5% em tampao tris-salina com Tween 20 (TBS-T) em temperatura ambiente. As
membranas foram entdo incubadas por 12 horas a 4 °C com 0s anticorpos primarios
(Tabela 1). ApdGs, as membranas foram lavadas com TBS-T, 3 vezes por 30 minutos,
e incubadas com os anticorpos secundarios correspondentes (Tabela 1) por 1 hora
em temperatura ambiente. As membranas foram entdo incubadas com substrato
para peroxidase quimioluminescente (Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent, GE Healthcare, Little Chalfont, BKM, Reino Unido) e expostas a
um filme radiografico para a deteccdo das bandas. A expressdo da B-actina foi
utilizada para normalizacdo dos resultados. A intensidade das bandas foi
qguantificada por densitometria 6ptica com o software Image J. Os resultados foram

comparados entre 0S grupos.
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Tabela 1 - Diluicbes dos anticorpos primarios e secundarios utilizados nos
experimentos de Western Blotting.
Anticorpo Diluicéo . Anticorpo Diluicéo .
primario (leite 5 %) Fabricante secundario (leite 1 %) Fabricante
, , sc5821, . . sc2004,
Anti-NOX1 1:250 Santa Cruz Anti-cabra 1:1000 Santa Cruz
Ant-NOXOL  1:500 S€92094, " Anti_coetho 1:1000 SC2768,
Santa Cruz Santa Cruz
. ) sc5827, . ) sc2004,
Anti-NOX2 1:250 Santa Cruz Anti- cabra 1:1000 Santa Cruz
, , sc14015, , . sc2768,
Anti-p47phox 1:500 Santa Cruz Anti- coelho 1:1000 Santa Cruz
Anti-NOX4 1:2000 SC3014L,  Anti- coelho 1:1000 SC2768,
Santa Cruz Santa Cruz
. ) scl173, . ) sc2004,
Anti-AT, 1:250 Santa Cruz Anti- cabra 1:1000 Santa Cruz
. ) sc9040, . ) Sc2768,
Anti-AT, 1:250 Santa Cruz Anti- coelho 1:1000 Santa Cruz
Anti- . A5441, Anti- , sc2005,
B-actina 1:16000 Sigma camundongo 1:16000 Santa Cruz

4.6 Determinacao da producéao de anion superéxido em aortas

Realizamos estes experimentos para avaliar se o tratamento croénico com
apocinina inibiria a atividade NOX em aortas de SHR tratados.

Para quantificar a producdo de anion superéxido dependente de NOX foi
realizada a técnica de quimioluminescéncia da lucigenina (GYLLENHAMMAR, 1987,
YOGI et al., 2008).

A artéria aorta foi removida dos animais e dissecada em solugédo de Krebs-
Henseleit 4 °C, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer — 80 °C até
0 experimento. Entéo, foram preparados homogenatos de aorta (10 % peso/volume)
em tampéao fosfato (KH2PO4 20,0 mmol/L, EGTA 1,0 mmol/L, inibidor de protease,
pH 7,4). A reacéo foi iniciada pela adicdo de NAD(P)H (0,1 mmol/L) na suspensao
de volume final de 250 pL, contendo 50 pL de amostra, lucigenina 5 pumol/L, e
tampéo de reagédo (KH2PO4 50 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, sacarose 150 mmol/L, pH
7,4). A quimioluminescéncia foi medida em um luminémetro (Berthold detection

systems, Pforzheim, Alemanha). A producdo de anion superéxido foi expressa em
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unidades relativas de luz (URL)/ mg de proteina e normalizada pela concentragcédo de
proteinas, previamente determinada com reagente de ensaio para proteinas (Bio-rad
Laboratories).

Na andlise dos resultados dos experimentos de quimioluminescéncia da
lucigenina, os valores obtidos da leitura em placas de 96 pocos lidas em

luminémetro foram expressos como média + EPM e comparados entre 0S grupos.

4.7 Avaliacdo dos niveis de nitrato/ nitrito em homogenatos de

aorta

Realizamos estes experimentos para avaliar se a atividade de NOS em aortas
seria alterada pelo tratamento crénico com apocinina. A atividade das NOS pode ser
determinada, entre outros métodos, pela quantidade de nitrato/ nitrito nos tecidos
vasculares, uma vez que o NO, produto da reacdo enzimatica, por ser altamente
instavel, € metabolizado nestes subprodutos (LAUER et al., 2001).

A artéria aorta foi removida dos animais e dissecada em solucdo de Krebs-
Henseleit 4 °C, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer — 80 °C até
a realizagao dos experimentos. As aortas foram homogeneizadas em tampéo fosfato
salina (200 pL, 1,0 umol/L, pH 7,4) e centrifugadas (10000 g, 20 minutos, 24 °C). O
sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente (14000 g, 30 minutos, 24 °C).
Os niveis de nitrato/nitrito foram determinados utilizando kit colorimétrico e os
resultados foram normalizados pela concentracdo de proteinas, determinada método
de Bradford (1976). Os valores foram expressos em nmol/mg de proteina.

Na andlise dos resultados dos experimentos de avaliagdo dos niveis de
nitrato/ nitrito, os valores obtidos da leitura em placas de 96 pocos lidas em leitora de
placas (Bio-rad), foram expressos como média + EPM e comparados entre 0s

grupos.
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4.8 Reatividade vascular

4.8.1 Reatividade em artéria mesentérica

Realizamos estes experimentos para avaliar se o tratamento croénico com
apocinina alteraria a contragdo vascular de artérias de resisténcia a Ang Il e a
modulagdo endotelial sobre esta contracéo.

O leito mesentérico foi removido dos animais e disposto com auxilio de
agulhas em uma placa de Petri adaptada contendo solucdo de Krebs-Henseleit
(composicdo em mmol/L: NaCl 118,0; KCI 5,9; KH2PO4 1,2; CaClz 2,5; MgS0Oa4 1,2;
NaHCOs 24,9; CeH120e¢ 11,0; pH 7,4) 4 °C, onde foram isoladas as artérias
mesentéricas. Apds a remocao do tecido adiposo perivascular, foram cortados anéis
de dois mm dos 2 © e/ou 3 ° ramos da artéria mesentérica com auxilio de um
estereomicroscopio (Labomed, Los Angeles, EUA).

Um fio de tungsténio de 40 um de didmetro foi transpassado no lumen dos
anéis e suas extremidades foram conectadas a dois parafusos do mesmo lado da
camara do miégrafo (Danish Myo Technology, Aarhus, Dinamarca). Um segundo fio
de tungsténio de mesmo diametro também foi transpassado na mesma artéria e
suas extremidades foram presas em dois novos parafusos do lado oposto da mesma
camara. O miografo foi conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(ADinstruments, Melbourne, Australia) e a um computador para registro das
variacfes de tensdo isométricas obtidas. Nas camaras, as artérias foram mantidas
em solucéo de Krebs-Henseleit, 37 °C, pH 7,4 e suprimento gasoso de 95 % de Oz e
5 % de CO..

Apbés um periodo de 20 minutos para estabilizacdo das preparagbes, as
artérias foram estiradas pouco a pouco até atingirem uma tensdo de repouso 6tima
em relacdo ao seu didmetro interno, através do célculo da relagdo tensao/diametro
obtida pela circunferéncia interna correspondente a pressao transmural de
100mmHg para um vaso relaxado in situ (IC100), com auxilio do software especifico
(DMT Normalization Module, ADInstruments). As artérias foram mantidas com uma
circunferéncia interna IC1, calculada IC1 = 0.90 x I1C100, na qual o desenvolvimento
de forca é maximo, conforme descrito por Mulvany e Hapern (1977). O diametro

luminar efetivo foi determinado de acordo com a equacédo l1 = ICi/1, e este valor
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variou de 200 a 300 pm nos vasos utilizados. Os anéis foram mantidos em tenséo
basal por 30 minutos em solugéo de Krebs-Henseleit, trocada a cada 10 minutos.
Apoés a normalizacao, foi testada a integridade funcional das prepara¢fes. Para isto,
elas foram estimuladas com solucdo de alta concentracdo de potassio (KCI 120
mmol/L) por 10 minutos. Foram consideradas viaveis as prepara¢fes que atingiram
contragdo = 6 mN. Alguns anéis tiveram o endotélio preservado (E+) e outros
tiveram o endotélio removido (E-) mecanicamente. A presenca do endotélio foi
confirmada pelo relaxamento = 70 % a acetilcolina (1 umol/L) e a auséncia do
endotélio foi confirmada pela auséncia de relaxamento também estimulado pela
acetilcolina, ambas ap0s contragdo induzida por fenilefrina (1 pmol/L).

Apos a lavagem das preparacdes, foram realizadas curvas cumulativas de
concentracdo-efeito para Ang Il (0,1 nmol/L — 0,1 pmol/L) em anéis E+, E- e E+
incubados por 30 minutos com L-NAME (100 pmol/L).

Na analise dos resultados obtidos nos experimentos de reatividade vascular,
foram considerados os parametros farmacolégicos de poténcia (pD2 = — logECso) e
eficacia (Emax). Os resultados de tensdo isométrica foram expressos como média +
EPM. Os valores da concentracdo que produz 50 % da resposta maxima (ECso)
foram calculados por regressao nao linear dos minimos quadrados, utilizando um

software estatistico (Graph Pad Prism, versao 3.0).

4.8.2 Reatividade em artéria aorta

Realizamos estes experimentos para avaliar se o tratamento crénico com
apocinina alteraria a contracdo vascular de artérias de condutancia a Ang Il e a
modulagdo endotelial sobre esta contracgéo.

Apés anestesia com halotano em camara saturada e decapitacdo dos
animais, a artéria aorta foi dissecada e cortada em anéis de 4 mm em uma placa de
Petri contendo solugcdo de Krebs-Henseleit a 4 °C. Os anéis foram entdo
posicionados entre dois ganchos de aco inoxidavel conectados a um transdutor de
forca isométrica (Letica Scientific Instruments, Barcelona, Spain) em uma camara
contendo solucdo de Krebs-Henseleit, 37 °C, pH 7,4 e suprimento gasoso de 95 %
de Oz e 5 % de CO2. Os anéis foram mantidos por um periodo de 1 h em tenséo de

repouso constante de 2 g para estabilizacdo. Apos, os anéis foram estimulados com
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solucdo contendo alta concentracdo de potassio (KCI 120 mmol/L) por 15 minutos
para testar a integridade funcional, e entdo foram lavadas com solucdo de Krebs até
a reestabilizacdo. Foram considerados viaveis aqueles anéis que atingiram
contragdo = 1 g. Alguns anéis tiveram o endotélio preservado e outros tiveram o
endotélio removido mecanicamente. Para testar a integridade do endotélio, os anéis
foram contraidos com fenilefrina 1 pmol/L e relaxados com acetilcolina 0,1 pmol/L.
Anéis que apresentaram relaxamento a acetilcolina = 70 % foram considerados com
endotélio (E+) e anéis com relaxamento a acetilcolina < 10 % foram considerados
sem endotélio (E-).

ApoGs a lavagem das preparacdes, foram realizadas curvas cumulativas de
concentracdo-efeito para Ang Il (0,1 nmol/L — 0,1 pmol/L) em anéis E+, E- e E+
incubados por 30 minutos com L-NAME (100 pumol/L), um inibidor inespecifico de
isoformas NOS.

Na analise dos resultados obtidos nos experimentos de reatividade vascular,
foram considerados os parametros farmacologicos de poténcia (pD2 = — logECso) e
eficacia (Emax). Os resultados de tensdo isométrica foram expressos como média +
EPM. Os valores da concentracdo que produz 50 % da resposta maxima (ECso)
foram calculados por regressdo nao linear dos minimos quadrados, utilizando um

software estatistico (Graph Pad Prism, versao 3.0).

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + EPM (erro padrdo da média)
dos valores obtidos e foram comparados pelos testes estatisticos, t de Student ou de
variancia (One-way ANOVA) seguido de pos-teste Tukey, utilizando o software
GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, La Jolla, EUA). Foi adotado o
nivel de significancia de 5 % (p < 0,05) para considerar as diferencas estaticamente

significativas.

4.10 Sais, Drogas e Reagentes

Neste estudo foram utilizados 0s seguintes materiais de consumo:
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Sais:

Os sais acetato de sodio (CH3COONa), cloreto de ferro Il (FeCls.6H20),
sulfato de ferro (FeSOa), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, CioH1sN20s),
fosfato de potdssio monohidradatado (KH2POa4), acido trietilenoglicoldiamino tetra-
acético (EGTA, Ci14H24N2010), sacarose (Ci12H22011), cloreto de sédio (NaCl), cloreto
de potassio (KCI), sulfato de magnésio (MgSOa), bicarbonato de sédio (NaHCO3),
glicose (CsH1206) e cloreto de calcio (CaCl2) foram adquiridos da Dinamica
(Diadema, Brasil). O TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine), Tris-base (NH2C(CH20H)z3),
deoxicolato de sédio e NAD(P)H foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA).

A albumina bovina foi adquirida da Thermo Fisher Scientific (Wlatham, EUA).

Drogas:

Apocinina (4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon), fenilefrina (L-phenylephrine
hydrochloride), acetilcolina (acetylcholine chloride), Ang Il e L-NAME (Nw-nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride) foram obtidas da Sigma-Aldrich (EUA). A
lucigenina (bis-N-methylacridinium nitrate) foi adquirida da Thermo Fisher Scientific
(EUA).

Liquidos:
NP-40 (Nonidet P 40 Substitute), Tween-20, Laemmli (tampdo de amostra

concentrado e mercaptoetanol foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA).

Anticorpos

Os anticorpos, primarios e secundarios, utilizados nos experimentos de
Western Blotting foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA) ou Santa Cruz (EUA),
conforme descrito na Tabela 1.

Kits comerciais

O kit para avaliar os niveis de nitrato/nitrito (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay
Kit) foi adquirido da Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA). O kit peroxidase
guimioluminescente (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) e o
inibidor de proteases (Protease Inhibitor Mix) foram obtidos da GE Healthcare (Little
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Chalfont, Reino Unido). Bradford protein assay (ensaio colorimétrico para
quantificacdo de proteinas) foi adquirido da Bio-rad Laboratories (Hercules, EUA).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 A capacidade antioxidante da solucdo de apocinina é mantida

durante o tratamento

A capacidade antioxidante da solucdo de apocinina, utilizada para
tratamentos dos animais, permanece estavel durante quatro dias (dia 0 ao dia 3), até
gue uma nova solucado seja preparada, para ajuste da dose em fungéo do ganho de

peso dos animais (Tabela 2).

Tabela 2 — Capacidade antioxidante da solucéo de apocinina (0,3 mg/L), determinada
nos dias zero ao terceiro dia apds o preparo, pelo método de FRAP e
expressa em mmol/L de FeSO,. Valores representam a média £ EPM, n =
2, dos valores obtidos da avaliacdo em duplicata.

Dias 0 1 2 3
Capacidade
antioxidante 2,36 + 0,05 2,28 + 0,09 2,34 + 0,07 2,48 + 0,03

(mmol/L FeS0.)
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5.2 A apocinina aumenta a capacidade antioxidante plasmaética

em SHR

Inicialmente comparamos a capacidade antioxidante plasmatica de ratos
normotensos Wistar a de SHR. Observamos que ndo houve diferenca entre os
valores obtidos no plasma de SHR (0,74 £ 0,06 mmol/L FeSO4, n = 5) e Wistar (0,71
+ 0,02 mmol/L FeSO4, n = 5) (Figura 2). No entanto, observamos que em SHR
tratados com apocinina, a capacidade antioxidante plasmatica (0,85 = 0,07 mmol/L
FeSO4, n = 5) foi aumentada se comparada ao plasma de SHR néo tratados ou de
ratos Wistar (Figura 2). Estes resultados mostraram que o tratamento crénico com
apocinina promove efeitos sistémicos e é eficaz em aumentar a capacidade

antioxidante plasmatica em SHR.
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Figura 2 — Capacidade antioxidante plasmética, em mmol/L de FeSO., de ratos Wistar,
SHR e SHR Tratado com apocinina, determinada pelo método de FRAP.
Valores representam a média + EPM dos resultados, n = 5. *p<0,05 entre
SHR tratado versus outros grupos.
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Na etapa seguinte, fomos avaliar se o tratamento cronico com apocinina
promoveria alteracdes importantes em tecidos vasculares de SHR tratados.
Avaliamos possiveis alteracdes na expressao das isoformas NOX1, NOX2, NOX4, e
da subunidade regulatéria de NOX1, a NOXO1, e da NOX2, p47phox, dos
receptores de Ang Il, AT1 e AT2, a producao de anion superoxido dependente da
atividade NOX e a producao de nitrato/ nitrito.

5.3 O tratamento crénico com apocinina nao altera a expressao
de NOX1 e sua subunidade NOXO1

Em nossos resultados, observamos que a expressao da isoforma NOX 1 néo
estava alterada entre os grupos estudados (Wistar: 0,26 + 0,03 UA; SHR: 0,26 +
0,02 UA; SHR tratado: 0,26 + 0,02 UA; n =5) (Figuras 3A e B). A expressao da
subunidade regulatéria NOXO1 também ndo estava alterada entre 0s grupos
(Wistar: 0,33 + 0,04 UA; SHR: 0,33 + 0,11 UA; SHR tratado: 0,26 = 0,05 UA; n =5)
(Figuras 3A e C).
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Figura 3 — Autorradiografias tipicas (A) e expressao proteica da isoforma NOX1 (B) e
de sua subunidade NOXO1 (C), em unidades arbitrarias, em homogenatos
de aortas de ratos Wistar, SHR e SHR Tratado com apocinina. Valores
representam a média + EPM dos resultados, n = 5.
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5.4 A expressao aumentada de NOX2 e p47phox em aortas de

SHR é reduzida pela apocinina

Ratos SHR apresentam uma maior expressao de NOX2 e de sua subunidade
regulatoria p47phox que ratos Wistar. Observamos que homogenatos de aorta de
SHR apresentam uma expresséao proteica de NOX2 (0,26 = 0,03 UA, n = 5) e sua
subunidade p47phox (0,98 + 0,11 UA, n = 5) maior que ratos normotensos Wistar
(NOX2: 0,19 + 0,05 UA; p47phox: 0,74 = 0,14 UA, n = 5). Interessantemente,
observamos que o tratamento croénico com apocinina foi capaz de reduzir
significativamente a expressao destas proteinas (NOX2: 0,16 + 0,04 UA; p47phox:
0,70 £ 0,12 UA, n = 5) em aortas de SHR (Figuras 4A, B e C).
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Figura 4 — Autorradiografias tipicas (A) e expressao proteica da isoforma NOX2 (B) e
de sua subunidade p47phox (C), em unidades arbitrarias, em homogenatos
de aortas de ratos Wistar, SHR e SHR Tratado com apocinina. Valores
representam a média + EPM dos resultados, n = 5. *p<0,05 entre SHR
versus outros grupos.
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5.5 O tratamento com apocinina néo altera a expressdo da NOX4

em aortas de SHR

Observamos que em homogenatos de aorta de ratos SHR a expressao de
NOX4 (1,37 £ 0,07 UA, n = 5), ndo esta alterada se comparada a aortas de ratos
normotensos Wistar (1,12 + 0,03 UA, n = 5) e que o tratamento cronico com
apocinina ndo foi capaz de alterar a expressao desta isoforma em aortas de SHR
(1,20 £ 0,07 UA, n = 5) (Figuras 5A e B).
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Figura 5 — Autorradiografias tipicas (A) e expressao proteica da isoforma NOX4 (B),
em unidades arbitrarias, em homogenatos de aortas de ratos Wistar, SHR e
SHR Tratado com apocinina. Valores representam a média + EPM dos
resultados, n =5.
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5.6 A expressao de receptores AT: e ATz ndo esta alterada em

leito mesentérico de SHR

A expressado dos receptores ATi1 e ATz foi evidenciada em homogenatos de
leito mesentéricos de ratos normotensos e hipertensos. Ndo houve diferenca de
expressdo destas proteinas entre os grupos. Observamos ainda que o tratamento
com apocinina em SHR nao foi capaz de alterar a expressao de receptores ATi
(0,84 £ 0,08 UA, n = 6) e de ATz (0,83 £ 0,12 UA, n = 5) nestes vasos se
comparados aos vasos de SHR né&o tratados (AT1: 1,02 + 0,07 UA, n = 6; AT2: 0,93 £
0,12 UA, n = 5) ou de ratos normotensos Wistar (AT1: 0,88 + 0,13 UA, n = 6; ATz:
1,02 £ 0,15 UA, n = 5) (Figuras 6A, B e C).
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Figura 6 — Autorradiografias tipicas (A) e expressdo proteica dos receptores de
angiotensina Il do tipo 1 (AT, B) e do tipo 2 (AT, C), em unidades
arbitrarias, em homogenatos de artérias mesentéricas de ratos Wistar,
SHR e SHR Tratado com apocinina. Valores representam a média + EPM
dos resultados, n = 4-6.
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5.7 O tratamento com apocinina aumenta a expressdo de

receptores AT,, mas nao de AT, em aortas de SHR

N&o foram observadas diferencas na expressdo do receptor AT1, O receptor
relacionado ao efeito vasoconstritor da Ang Il, entre as aortas dos grupos estudados
(Wistar: 0,84 £ 0,11; SHR: 0,87 £ 0,05; SHR tratado: 0,78 + 0,12 UA; n = 5) (Figuras
7A e B), ao passo que a expressao do receptor ATz, o receptor relacionado ao efeito
vasodilatador da Ang Il, estava diminuida em homogenatos de aorta de SHR (0,94 +
0,21 UA, n = 5) quando comparados com ratos normotensos Wistar (1,35 + 0,21 UA,
n = 5) (Figuras 7A e C).

O tratamento com apocinina foi capaz de aumentar a expressdo dos
receptores ATz em aortas de SHR (1,33 + 0,30 UA, n = 5) (Figuras 7A e C). Nao
observamos diferencas na expressdo de receptores AT: entre aortas de SHR

tratados e de ratos normotensos Wistar.
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Figura 7 — Autorradiografias tipicas (A) e expressdo proteica dos receptores de
angiotensina Il do tipo 1 (AT, B) e do tipo 2 (AT2, C), em unidades
arbitrarias, em homogenatos de aortas de ratos Wistar, SHR e SHR
Tratado com apocinina. Valores representam a média + EPM dos
resultados, n = 5. *p<0,05 entre SHR versus outros grupos.
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5.8 O tratamento com apocinina diminui a producdo de anion
superdoxido em aortas de SHR

Por meio da técnica da quimioluminescéncia, foi possivel observar que SHR
(82,9 + 15,6 URL/ mg proteina, n = 6) apresentam niveis de producdo de anion
superoxido aumentados em relacéo a ratos normotensos Wistar (48,2 £ 1,8 URL/ mg
proteina, n = 5). Além disto, o tratamento crénico com apocinina em SHR (46,0 + 6,6
URL/ mg proteina, n = 7), da quarta a décima semana de vida, foi capaz de reduzir

significativamente estes niveis a valores semelhantes aos ratos Wistar (Figura 8).
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Figura 8 — Producédo de anion superoxido (O2), em unidades relativas de luz (URL)/
mg de proteinas, em homogenatos de aortas de ratos Wistar, SHR e SHR
Tratado com apocinina. Valores representam a média + EPM dos
resultados, n = 5-7. *p<0,05 entre SHR versus outros grupos.
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5.9 O tratamento com apocinina aumenta os niveis de nitrato/

nitrito em SHR

Pode ser observado que em homogenatos de aorta de SHR houve reducao
dos niveis de nitrato/ nitrito, um indicador de atividade de NOS, em SHR (16,3 £ 1,7
nmol/ mg proteina, n = 8) em relagéo a ratos Wistar (20,2 + 2,9 nmol/ mg proteina, n
= 8). E o tratamento com apocinina foi eficaz em elevar os niveis de nitrato/ nitrito

em ratos SHR tratados (19,6 + 2,8 nmol/ mg proteina, n = 8) (Figura 9).
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Figura 9 — Niveis de nitrato/ nitrito, em nmol/ mg de proteinas, em homogenatos de
aortas de ratos Wistar, SHR e SHR Tratado com apocinina. Valores
representam a média + EPM dos resultados, n = 8. *p<0,05 entre SHR
versus outros grupos.

Na ultima etapa de nosso estudo, avaliamos se as alteracdes plasmaticas e
vasculares associadas ao tratamento com apocinina poderiam alterar a resposta

vasoconstritora & Ang Il em vasos de SHR.
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5.10 O tratamento com apocinina reduz a contracdo de artérias de
resisténcia de SHR a Ang Il, por aumentar a atividade de NOS e a

modulacao do endotélio sobre a contracdo vascular

A Ang Il induziu contracdo de forma concentracdo-dependente em anéis do
segundo e terceiro ramos da artéria mesentérica de ratos Wistar e SHR (Figura 10).

Na presenca do endotélio, as respostas contrateis induzidas pela Ang Il foram
significativamente maiores em artérias de resisténcia de SHR se comparadas as
observada em artérias de ratos Wistar (Figura 10A). As artérias de SHR tratados
com apocinina apresentaram o mesmo padrdo de contracdo que as artérias de ratos
normotensos Wistar. Estes resultados mostram que o tratamento com apocinina foi
capaz de normalizar a resposta contratil induzida pela Ang Il em artérias de
resisténcia de SHR (Figura 10A).

A remocgéo do endotélio vascular promoveu aumento do Emax das curvas
concentracdo-efeito para Ang Il em artérias de resisténcia de ratos Wistar e SHR
(Figuras 11A e B). Porém, como pode ser observado na Figura 11C, o efeito da
remocdo do endotélio vascular sobre a contracdo a Ang Il foi maior que em artérias
de resisténcia de SHR tratados com apocinina. Nas artérias de resisténcia de SHR
tratados com apocinina, a remocéo do endotélio aumentou 0 Emax em torno de 100%
em relacdo as artérias com endotélio.

A resposta observada nas curvas concentragdo-efeito para Ang Il foi similar
entre artérias de resisténcia sem endotélio, de SHR e de SHR tratado (Figura 10B).
Artérias de resisténcia sem endotélio de ratos Wistar, ainda apresentaram contracao
menor a Ang Il se comparadas a reatividade de artérias sem endotélio de ratos
hipertensos (Figure 10B).

Estes resultados mostram que o endotélio vascular em artérias de resisténcia
de SHR tratados passou a modular a contracdo a Ang Il de uma forma mais
importante do que o observado em artérias de resisténcia de SHR nao tratados
(Figuras 11B e C).

Para avaliarmos se este efeito do endotélio seria dependente da atividade da
NOS, incubamos as artérias de resisténcia com inibidor inespecifico de NOS, L-
NAME. Observamos que, a reatividade das artérias de resisténcia de Wistar, SHR e

SHR tratados a Ang Il, previamente incubadas com L-NAME, estavam aumentadas
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em relacdo as respostas observadas em artérias nao incubadas (Figuras 12A, B e
C). No entanto, o efeito que o L-NAME promoveu nas artérias de resisténcia de SHR
tratados com apocinina (Figura 12C) foi muito maior do que os efeitos observados
nas artérias dos outros grupos (Figuras 12A e B).

Na presenca de L-NAME, o Emax induzido pela Ang Il em anéis de artérias de
SHR tratados com apocinina foi ainda maior que o observado em artérias de SHR
nao tratados ou de ratos Wistar (Figura 10C), mostrando que a eficacia da Ang Il em
artérias de SHR tratados com apocinina foi maior do que a observada em artérias de
ratos Wistar e SHR.

Em conjunto, os resultados dos experimentos funcionais obtidos até aqui,
sugerem que o tratamento com apocinina promove aumento da atividade das NOS e
aumento da modulacdo do endotélio vascular sobre a reatividade de artérias de
resisténcia de SHR a Ang 1.

Os valores de Emax e de pD2 das curvas concentragdo-efeito para Ang Il em
anéis do 2° e 3° ramos de artéria mesentérica dos grupos estudados podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela3- Valores de efeito maximo (Emax) € poténcia (pD2) das curvas de
concentracdo-efeito para Angiotensina Il em anéis do segundo e
terceiro ramos de artéria mesentérica de ratos Wistar, SHR e SHR
Tratado com apocinina, com (E+) ou sem endotélio (E-) ou com
endotélio na presenca de L-NAME 100 umol/L.

Wistar SHR SHR Tratado
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2
E+ 10,2411 6,7+0,1 14,0+0,8 6,8+0,1 9,8+0,4 7,2%0,2
E- 13,2+0,6 6,6x0,1 19,0+0,6 6,6x0,1 19,2 £0,7 7,3%0,2

L-NAME 15,6+1,3 7,0£0,2 19,5+0,4 7,1+0,08 24,7+1,09 7,4+0,1
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Figura 10 — Curvas concentracdo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 1
pmol/L) em anéis do segundo e terceiro ramos de artéria mesentérica de
ratos Wistar, SHR e SHR Tratado com apocinina, com (A) ou sem (B)
endotélio, ou com endotélio na presenca de L-NAME 100 umol/L (C).
Valores representam a média + EPM dos resultados, n = 4-5. *p<0,05
valores de Emax de SHR versus outros grupos, *p<0,05 valores de Emax de
Wistar versus outros grupos, &p<0,05 valores de Emax de SHR Tratado
versus outros grupos.
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Figura 11 — Curvas de concentracdo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 1
pmol/L) em anéis do segundo e terceiro ramos de artéria mesentérica de
ratos Wistar (A), SHR (B) e SHR Tratado (C) com apocinina na presenga
(E+, simbolos pretos) ou auséncia (E-, simbolos brancos) de endotélio.
Valores representam a média + EPM dos resultados, n = 4-5. *p<0,05

valores de Enax de E+ versus E-.
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Figura 12 — Curvas de concentracdo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 1
pmol/L) em anéis do segundo e terceiro ramos de artéria mesentérica de
ratos Wistar (A), SHR (B) e SHR Tratado (C) com apocinina, com (E+,
simbolos pretos) ou com endotélio na presenca de L-NAME (simbolos
brancos) de endotélio. Valores representam a média + EPM dos
resultados, n = 4-5. *p<0,05 valores de Enax de E+ versus L-NAME.

Avaliamos também possiveis alteragBes funcionais associadas ao tratamento

com apocinina em aortas de SHR.
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5.11 O tratamento com apocinina nao altera a reatividade de
aortas de SHR a Ang Il

Similarmente ao observado em artérias de resisténcia, a Ang Il induziu
contracdo de forma concentracdo-dependente em anéis de aorta toracica dos
animais estudados (Figure 13A). No entanto, € possivel verificar que o perfil das
curvas concentracdo-efeito para Ang Il em artéria de condutancia (Figura 13) difere
bastante do observado em artérias de resisténcia (Figura 10).

Em aortas com endotélio (Figura 13A), as respostas contrateis a Ang Il se
mostraram bastante variaveis nos diferentes grupos. Nestas condi¢des, foi possivel
calcular e verificar diferenca estatistica entre os valores de Emax € pD2 das curvas de
Ang Il entre as aortas de ratos Wistar e SHR, mostrando que aortas de SHR foram
mais reativas a Ang Il do que as aortas de Wistar, mas o tratamento ndo alterou a
resposta em aortas de SHR.

Observamos que a reatividade a Ang Il foi muito maior em aortas sem
endotélio de ratos Wistar (Figura 14A), que a observada em aortas com endotélio. A
pré-incubacdo com L-NAME (Figura 15A) também aumentou significativamente a
reatividade de aortas de Wistar a Ang Il, mostrando o importante papel modulador
do endotélio e da atividade de NOS sobre a contracdo induzida por Ang Il em
animais normotensos.

Em aortas de SHR e SHR tratados, a remocéo do endotélio (Figura 14B e C,
respectivamente) ndo alterou a contracdo de aortas a Ang Il. Estes resultados
sugerem que diferente do observado em aortas de Wistar, em aortas de SHR, né&o
houve modulacdo endotelial sobre a contracdo por Ang Il. Além disto, estes
resultados mostraram que o tratamento com apocinina nao foi capaz de reverter esta
alteracao.

A incubacdo com L-NAME promoveu aumento da contracdo de aortas de
SHR (Figura 15B) e de SHR tratados (Figura 15C) a Ang Il, mas estes efeitos néo
foram tdo significativos se comparados ao observado em aortas de Wistar (Figura
15A). Este resultados sugerem que as NOS presentes no musculo liso vascular
poderiam modular a reatividade de aortas de SHR e SHR tratados a Ang Il
Podemos observar que o perfil das curvas concentragao-efeito para Ang Il em aortas

sem endotélio (Figura 13B), ou com endotélio mas na presenca de L-NAME (Figura
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13C), foi semelhante entre SHR e SHR tratado. Estes resultados mostram que o

tratamento com apocinina ndo alterou a reatividade de aortas de SHR a Ang Il.

Os valores de Emax € de pD2 das curvas concentragdo-efeito para Ang Il em

anéis de artéria aorta dos grupos estudados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela4 - Valores de efeito maximo (Emax) € poténcia (pD2) das curvas de
concentracao-efeito para Angiotensina Il em anéis de aortas de ratos
Wistar, SHR e SHR Tratado com apocinina, com (E+) ou sem endotélio
(E-) ou com endotélio na presenca de L-NAME 100 pmol/L.
Wistar SHR SHR Tratado
Emax pDZ Emax pDZ Emax pDZ
E+ 0,22+0,01  8,68%0,1 0,59+0,4 8,21+0,2 0,41+0,1  8,44+0,08
E- 1,87+0,2 8,53+0,2 0,7+0,2 8,49+0,3 0,44+0,1  8,45+0,08
L-NAME 1,55+0,4  8,93+0,15 1,12+0,1 8,35+0,2 1,16+0,1 8,38+0,2
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Figura 13 — Curvas de concentracéo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 0,1

pumol/L) em anéis de aorta de ratos Wistar, SHR e SHR Tratado com
apocinina, com (A) ou sem (B) endotélio, ou com endotélio na presenca
de L-NAME 100 pmol/L (C). Valores representam a média + EPM dos
resultados, n = 4-5. %p<0,05 valores de Emax Wistar versus SHR. *p<0,05
valores pD; Wistar versus SHR. # p<0,05 valores de Emax Wistar versus
outros grupos. *p<0,05 valores de pD; Wistar versus outros grupos.
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Figura 14 — Curvas de concentragcdo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 1
pmol/L) em anéis de aorta de ratos Wistar (A), SHR (B) e SHR Tratado (C)
com apocinina na presenca (E+, simbolos pretos) ou auséncia (E-,
simbolos brancos) de endotélio. Valores representam a média + EPM
dos resultados, n = 4-5. *p<0,05 valores de Emax de E+ versus E-.
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Figura 15 — Curvas de concentragcdo-efeito para Angiotensina (Ang) Il (0,1 nmolL - 1

pumol/L) em anéis de aorta de ratos Wistar (A, circulos), SHR (B,
triangulos) e SHR Tratado (C, quadrados) com apocinina, com (E+,
simbolos pretos) ou com endotélio na presenca de L-NAME 100 pmol/L
(simbolos brancos) de endotélio. Valores representam a média + EPM
dos resultados, n = 4-5. *p<0,05 valores de Emax de E+ versus L-NAME.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos novos efeitos do tratamento crénico com
apocinina em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Os principais achados
foram: (I) a apocinina aumentou a capacidade antioxidante plasmatica de SHR; (Il) o
tratamento diminuiu a expressao de NOX2 e p47phox e (lll) aumentou a expressao
do receptor AT2 em homogenatos de aortas de SHR; a apocinina é capaz de (IV)
reduzir a geracdo de anion superoxido e (V) aumentar a relacao nitrato/ nitrito em
aortas de SHR; a angiotensina (Ang) Il promove contracdo de maneira
concentracdo-efeito em anéis de (VI) artéria mesentérica e (VII) artéria aorta de SHR
tratados com apocinina, e que, o endotélio participa desta resposta contratil.

Os antioxidantes sdo moléculas com a capacidade de neutralizar radicais
livres pela doacdo ou aceitacdo de elétrons com a finalidade de remové-los ou de
gerar radicais menos ativos e menos danosos. Os antioxidantes podem ainda
reduzir o estresse oxidativo pela inibicdo da expressédo ou atividade de enzimas
geradoras de radicais livres (LU et al., 2010). Heumiiller e colaboradores (2008)
descreveram que a apocinina seria um antioxidante em células ndo-fagociticas em
cultura, uma vez que ela nao foi capaz de bloquear a producéo de anion superoxido
em células embrionarias de rim humano (HEK293) que apresentavam expressao
aumentada de NOX1, 2 e 4. Foi descrito que o dimero ativo da apocinina, a
diapocinina formada pela atividade de perdxido de hidrogénio e mieloperoxidases,
seria responsavel pela inibicdo das NOX em células vasculares (JOHNSON et al.,
2002). Recentemente, nés demonstramos que a diapocinina, assim como a
apocinina, possui capacidade antioxidante e induz efeito hipotensor em ratos Wistar
e efeito vasodilatador em artérias mesentéricas por reduzir as concentracdes de
ERO e aumentar a biodisponibilidade de NO em células endoteliais (POTJE et al.,
2017).

No presente estudo, observamos que a capacidade antioxidante da solucao
de apocinina, usada no tratamento por via oral de SHR, é mantida durante todo o
periodo de tratamento (Tabela 2) e que o tratamento com apocinina aumentou a

capacidade antioxidante plasmatica de SHR quando comparados com SHR nao
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tratados (Figura 2), mostrando a eficacia da dose de 30 mg/Kg de apocinina nestes
animais.

Na hipertensdo arterial ocorre um aumento da geracdo de substancias pro-
oxidantes associada a reducdo das defesas antioxidantes (BISWAS et al., 2008).
Niveis reduzidos de antioxidantes enddégenos, como ja observado em SHR, podem
ser a causa ou consequéncia do estresse oxidativo (PIEHL et al., 2005). Como ha
uma relacdo direta entre o estresse oxidativo e o dano vascular, drogas que
aumentam a capacidade antioxidante plasmética tém sido consideradas como uma
das possiveis e novas abordagens terapéuticas para o tratamento da hipertenséo
arterial e de doencas cardiovasculares (HAMILTON et al., 2004; PARAVICINI;
TOUYZ, 2008). Varios estudos mostraram o efeito anti-hipertensivo da apocinina em
modelos experimentais (BESWICK et al., 2001; VIRDIS et al., 2004; COSTA et al.,
2009; MARTINEZ-REVELLES et al., 2013; PERASSA et al., 2016; UNGER; PATIL,
2009) e reforcam a sugestao do seu uso clinico.

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que o tratamento com
apocinina também promoveu alteracdes importantes nos vasos sanguineos de ratos
hipertensos tratados.

A apocinina reduz a expressdo da isoforma NOX2 e de sua subunidade
regulatéria p47phox em aortas de SHR tratados. As NOX sdo uma familia de
enzimas que transferem elétrons através das membranas biolégicas e tem como
produto final de sua reacdo a geracdo de anion superoxido (BEDARD; KRAUSE,
2007). Entre uma familia de sete isoformas diferentes, as isoformas NOX1, 2,4 e 5
sdo expressas nos tecidos cardiovasculares e participam da funcdo cardiaca e
vascular, mas também contribuem para o desenvolvimento da doenca
cardiovascular (LASSEGUE; SAN MARTIN; GRIENDLING, 2012). Nos vasos
sanguineos, as ceélulas endoteliais expressam NOX1, NOX2, NOX4 e NOXS5, as
células do musculo liso vascular expressam NOX1, NOX4 e NOX5, e os fibroblastos
adventiciais expressam NOX2 e NOX4 (DRUMMOND et al., 2011). Como o gene da
NOX5 estad presente apenas em humanos e ndo em roedores, o estudo desta
isoforma ainda € um desafio experimental (MONTEZANO; TOUYZ, 2014).

A NOX1 é encontrada no endotélio, células do musculo liso vascular,
fibroblastos, cardiomiocitos, microglia, cavéola e epitélio intestinal (NISIMOTO et al.,
2008). No endotélio e em células do musculo liso vascular pode ser regulada por

fatores mecanicos, agentes vasoativos, citocinas pro-inflamatorias e fatores de
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crescimento, e participa da producdo de matriz extracelular, proliferagdo e migragao
de células do musculo liso vascular (MONTEZANO; TOUYZ, 2014). A NOX1 é
regulada, colocalizada e requer a subunidade NOXO1 (NOX organizador 1) para sua
ativacao e produgéo de ERO (GUZIK et al., 2002; SELEMIDIS et al., 2008; SIU;
GAO; CAl, 2016). Embora tenha sido descrita que sua atividade e expressao
estejam aumentadas em modelos de hipertensdo (DIKALOVA et al., 2010;
SHEEHAN et al.,, 2011), em nosso estudo, ndo foram observadas alteracdes na
expressdo da NOX1 e NOXO1 em aortas de SHR (Figuras 3A, B e C) ou em SHR
tratados se comparadas a observada em aortas de ratos normotensos Wistar.

A NOX2 é encontrada em toda a parede vascular e € ativada pela subunidade
regulatoria p47phox, a qual é ativada por fosforilacdo e forma um complexo com as
outras subunidades citosélicas (p40phox e p67phox), translocando-se para a
membrana, associando-se ao citocromo b558, levando a transferéncia de elétrons
do oxigénio molecular para a producdo de anion superédxido, com utilizacdo de
NAD(P)H (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010; TOUYZ; YAO; SCHIFFRIN, 2003). A
inducdo do gene da NOX2 é altamente regulada pela Ang Il (DOUGLAS et al.,
2012). Diferentes estudos mostraram que o aumento da expressao de NOX2 esta
correlacionado com a reducdo do relaxamento vascular, dependente de endotélio,
em aorta e mesentérica (PERASSA et al., 2016; TAKENOUCHI et al., 2009; ZEMSE;
HILGERS; WEBB, 2007), de forma que a delecdo da NOX2 em camundongos
restaurou o efeito vasodilatador da acetilcolina em artérias cerebrais (GIROUARD et
al., 2006).

A correlagéo direta entre 0 aumento da expressdo de NOX2 e a hipertensao
tem sido observada em diferentes modelos experimentais como em SHRSP (com
predisposicdo ao acidente vascular encefélico), camundongos com hipertensédo
induzida por Ang I, ratos com hipertenséo induzida por aldosterona e fémeas SHR
(LASSEGUE; CLEMPUS, 2003; PARK et al., 2008; TROIANO et al., 2016). A
delecdo de NOX2 reduz a hipertensdo em ratos DOCA-salt (FUJII et al., 2006) e
dois-rins-um-clipe (2R-1C) (JUNG et al., 2004). Foi sugerido que tratamentos que
atuassem sobre a NOX2 poderiam ser utilizados para tratamento da hipertenséo
(LASSEGUE; GRIENDLING, 2010). Em nosso estudo, observamos aumento da
expressdo da NOX2 e de sua subunidade regulatéria p47phox em homogenatos de
aorta de SHR quando comparados a homogenatos de aortas de ratos Wistar

(Figuras 4A e B e 4A e C, respectivamente) e que o tratamento crénico com
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apocinina foi eficaz em reduzir a expressédo da NOX2 e de p47phox em aortas de
SHR. Previamente, Stolk e colaboradores (1994) haviam demonstrado que a
apocinina impede a translocacéo do p47phox do citoplasma para a membrana e leva
a inibicdo de NOX em neutréfilos humanos. Juntos estes resultados sugerem que a
apocinina inibe a atividade NOX2 em vasos de animais hipertensos.

N&o observamos alteracbes na expressao da NOX4 entre homogenatos de
aortas de ratos normotensos Wistar, SHR ou SHR tratados com apocinina (Figura
5A e B). A NOX4 esta presente em todos os tipos celulares da parede vascular e é
constitutivamente ativa nestes tecidos, ndo requerendo associagcdo com
subunidades regulatérias para sua ativacdo, jA que sua regulacdo parece ocorrer
através de alteracbes nos niveis de expressdo. A atividade da NOX4 mantem a
producdo basal de ERO e pode ser estimulada por Ang I, TNF-q, glicose e fatores
de crescimento (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010; SIRKER; ZHANG; SHAH, 2011).
Seu papel patolégico na hipertenséo arterial, aterosclerose, diabetes e complicacdes
cardiacas e renais ainda ndo esta completamente esclarecido, mas alguns estudos
sugerem que a NOX4 possua efeitos protetores devido a producédo de peroxido de
hidrogénio, que pode atuar como vasodilatador em alguns leitos vasculares (RAY et
al., 2011; ZHANG et al., 2010).

Nossos resultados referentes aos efeitos da apocinina sobre a expressao de
isoformas NOX e suas subunidades regulatorias foram rapidamente publicados
(PERASSA et al., 2016), uma vez que fomos os primeiros a demonstrar o efeito
inibitério da apocinina sobre a expressdo de NOX2 e p47phox em aortas de SHR
tratados.

A producdo de anion superoxido, medida por quimioluminescéncia da
lucigenina, foi praticamente duas vezes maior em aortas de SHR do que aortas de
ratos normotensos Wistar (Figura 8). Virdis e colaboradores (2004) observaram
resultados semelhantes em artérias mesentéricas e aortas de camundongos com
hipertensédo induzida por Ang Il. Nossos resultados corroboram estudos prévios
mostrando que SHR apresentam uma produgdo aumentada de anion superoxido na
parede vascular (NABHA et al.,, 2005; SUZUKI et al., 1995). As NOX seriam
responsaveis pela producdo de ERO em aortas (PAGANO et al., 1995). A partir dos
resultados obtidos em nosso estudo, podemos sugerir que a produgdo aumentada
de Oz~ em aortas de SHR, seria dependente da maior expressdo NOX2 e de sua

subunidade regulatéria p47phox. A producdo aumentada de anion superéxido
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precede o desenvolvimento da hipertensdo em SHR e contribui para a manutencao
da resisténcia vascular periférica aumentada (CAl; HARRISON, 2000; KITIYAKARA,
WILCOX, 1998).

Neste estudo demonstramos ainda que o tratamento crénico com apocinina
foi capaz de reduzir a producdo de anion superoxido em aortas de SHR tratados
(Figura 8) para niveis encontrados em aortas de ratos normotensos. Estes
resultados podem ser relacionados a menor expressdo da NOX2 e da p47phox
observadas em aortas de SHR tratados com apocinina (Figuras 4A, B e C). A
apocinina também foi capaz de reduzir a producdo de anion superoxido em aortas
de camundongos com hipertensédo induzida por Ang Il (VIRDIS et al., 2004), em
ratos hipertensos tratados com frutose (UNGER; PATIL, 2009), em ratos DOCA-salt
(BESWICK et al.,, 2001) e em camundongos com hipercolesterolemia (KINKADE;
STREETER; MILLER JUNIOR, 2013).

Observamos que os reduzidos niveis de nitrato/ nitrito medidos em
homogenatos de aorta de SHR, quando comparados a aortas de Wistar, séo
aumentados pelo tratamento crénico com apocinina (Figura 9). Estes resultados
corroboram nossos achados prévios que mostraram que em SHR tratados
cronicamente com apocinina ha maior expressao proteica de eNOS em aortas e
maior concentracdo de NO, detectada pela sonda fluorescente DAF-2/DA, em
células endoteliais de aorta (PERASSA et al., 2016). Nossos resultados reforcam a
sugestdo de uma possivel aplicacdo clinica da apocinina, uma vez que, como
sugeridas por Hamilton e colaboradores (2004), novas abordagens terapéuticas que
aumentassem a biodisponibilidade de NO deveriam ser adotadas para o tratamento
de doencas cardiovasculares.

Avaliamos também se o tratamento com apocinina poderia, além das
diferentes alteracdes plasmaticas e vasculares discutidas acima, alterar a expressao
proteica de receptores de Ang Il em homogenatos de aorta e de leito mesentérico de
SHR.

A Ang Il € um hormdnio que regula a atividade de NOX (GUZIK; HARRISON,
2006; SCHRAMM et al.,, 2012) e tem um papel importante na disfuncao
cardiovascular, na hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, diabetes e
remodelamento cardiaco (TAUBMAN, 2003). Em situa¢fes patolégicas associadas
ao estresse oxidativo, a sinalizagdo da Ang Il pode estar aumentada e levar ao

desenvolvimento de disfuncdo endotelial, remodelamento vascular e inflamacéao,
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através de suas a¢bes mitogénica, pro-fibrética e pro-inflamatoria, contribuindo para
a doenca cardiovascular (CAT et al., 2013). Estas respostas sdo mediadas entre 0s
dois receptores de membrana AT1 e AT2 (TOUYZ et al., 1999), principalmente pelos
receptores ATa.

A ativacéo do receptor AT1 pela Ang Il ativa a fosfolipase C e D que produzem
diacilglicerol e inositol-3-fosfato e que por sua vez, medeiam a liberagdo de célcio
para ativacdo da proteina quinase C, a qual € capaz de fosforilar a p47phox e entédo
ativar a NOX, levando a producdo de anion superoxido (MASSENET et al., 2005;
LYLE; GRIENDLING, 2006). A Ang Il causa disfuncdo endotelial através da
producdo de ERO, dependente da atividade NOX (CIFUENTES et al., 2000).

O receptor AT1 é responsavel pela maior parte das a¢gbes conhecidas da Ang
Il por ser mais expresso que os receptores ATz (KEMP et al., 2016). Embora tenha
sido descrito juntamente com o receptor AT1, 0S mecanismos envolvidos na funcéo e
ativacdo de ATz ndo foram ainda completamente descritos (CAREY, 2017). No
entanto, ao receptor ATz tém sido atribuidas as acdes antiproliferativas, pro-
apoptoéticas, natriuréticas e vasodilatadoras da Ang Il (CAT et al.,, 2013). Foi
demonstrado que ativacao do receptor AT2 resulta em aumento da producao de NO,
de 3,5’ guanosina monofosfato ciclico (GMPc) que é um mensageiro secundario
para o NO e de bradicinina que também é um estimulo para a producdo de NO e
gue estes trés componentes sao 0s responsaveis pelos efeitos vasodilatadores da
Ang Il mediados por receptores ATz (ABADIR; CAREY; SIRAGY, 2003). Kemp e
colaboradores (2016) demonstraram que a ativacdo dos receptores ATz € capaz de
prevenir a retencdo de sodio e reduzir a pressao arterial em ratas Sprague-Dawley
com hipertensao induzida por Ang Il.

N&o observamos alteracbes na expressao de receptor AT1 (Figuras 6A e B)
ou de AT: (Figuras 6A e C) em artérias mesentéricas de SHR, corroborando
resultados prévios que mostraram gque a expressao de ambos 0s receptores néo €
diferente entre células isoladas do musculo liso vascular de artéria mesentérica de
SHR e ratos Wistar-Kyoto (EL MABROUK; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2001). O
tratamento com apocinina ndo promoveu alteracdes na expressdo basal de
receptores AT10u ATz nas artérias de resisténcias de SHR (Figuras 6A, B e C).

Recentemente foi mostrado (LING et al., 2017) que a expressdao de
receptores AT1, em aortas de camundongos com hipertensao induzida pela infuséo

de Ang Il, estava aumentada e que o tratamento com acido salvianolico B, uma
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substancia antioxidante, derivado da raiz de Danshen, promove reducdo da
expressado de ATa.

Em nosso estudo, observamos que em aortas de ratos hipertensos (SHR), a
expressdo do receptor ATz (Figuras 7A e C), mas nao de ATi (Figuras 7A e B),
estava significativamente reduzida em comparacdo com aortas de ratos
normotensos. Interessantemente, o tratamento crénico com apocinina, nao alterou a
expressao de ATi, mas aumentou a expressdo de ATz em aortas de SHR (Figuras
7A e C), para niveis de expressdo semelhantes aos observados em aortas de ratos
normotensos.

Estudos prévios (ABADIR; CAREY, SIRAGY, 2003) mostraram que a ativacao
de receptores ATz leva a producdo de NO. Ainda, Dao e colaboradores (2016)
demonstraram que o NO regula positivamente a expressdo e a transcricdo génica
dos receptores AT: em células endoteliais, o que foi revertido pela inibicdo
farmacolégica da NOS com L-NAME. Baseados nestes estudos, podemos sugerir
gue o aumento dos niveis de NO, medido pela razdo entre nitrato/ nitrato, que
observamos em aortas de SHR tratados com apocinina (Figura 9) poderia ser
associado ao aumento da expressao do receptor AT (Figuras 7A e C) em
homogenatos de aorta destes animais.

Como a ativagdo de receptores ATz tem sido associada a uma maior
producdo de NO/ GMPc, poderiamos considerar ainda que, em condicfes
patolégicas, o0 aumento do estresse oxidativo, reduziria a biodisponibilidade de NO e
diminuiria o efeito vasodilatador mediado por ativacao de receptores AT>, deixando a
vasoconstricdo, mediada pela ativacdo de receptores ATi1 sem o0posicao,
contribuindo desta forma para o aumento da pressdo arterial, como proposto
previamente (SABUHI; ASGHAR; HUSSAIN, 2010). Nossos dados mostram, pela
primeira vez, que a apocinina previne a disfun¢cdo endotelial em SHR (PERASSA et
al., 2016) por, entre outros fatores acima citados, aumentar a expressao basal de
receptores AT2em vasos de SHR.

Todos os efeitos da apocinina acima descritos poderiam ser associados as
alteracdes de reatividade de vasos sanguineos a Ang Il observadas em SHR
tratados.

Como mostramos previamente, 0 tratamento com apocinina reverte a
disfuncdo endotelial em SHR (PERASSA et al.,, 2016) e o endotélio foi capaz de

atenuar significativamente as contracdes estimuladas por fenilefrina em aortas
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intactas de SHR tratados com apocinina. Neste estudo, observamos que o
tratamento com apocinina aumentou a modulagdo endotelial, dependente da
atividade de NOS, sobre as respostas vasoconstritoras estimuladas por Ang Il em
artérias de resisténcia (2° ou 3° ramos de artéria mesentérica) de SHR (Figuras 10,
11 e 12). No entanto, observamos que a reatividade de aortas de SHR a Ang Il, a
qual ndo é modulada pelo endotélio vascular (Figura 14B), ndo foi alterada pelo
tratamento com apocinina, uma vez que as curvas concentracdo-efeito a Ang Il em
aortas de SHR e SHR tratados se sobrepdem (Figura 14C). Outras NOS, sensiveis
ao L-NAME e presentes no musculo liso vascular, possivelmente a iNOS (SINGH et
al., 1996), modulam a reatividade de aortas de SHR (Figura 15B) e SHR tratados
(Figura 15C) a Ang Il. Como observamos (Figuras 13A, B e C), o tratamento com
apocinina ndo altera a reatividade de aortas de SHR a Ang Il. Este resultado ndo era
0 esperado, uma vez que o tratamento com apocinina além de reverter a disfuncéo
endotelial, também aumentou a expressédo de receptores ATz (Figuras 7A e C) em
aortas de SHR.

A hiporreatividade a Ang Il, dependente da maior modulacdo endotelial e
atividade de eNOS, observada em artérias de resisténcia de SHR tratados com
apocinina (Figura 10A) contribuiria para menor resposta pressora a Ang Il observada
em SHR tratados com apocinina (Figura 1).

Interessantemente, diferentes autores demonstraram que a reatividade a Ang
Il em SHR pode estar aumentada (BOHR; DOMINICZAK; WEBB, 1991; TOUYZ et
al., 1999) ou inalterada (BODIN et al., 1993), mostrando que a resposta contratil a
Ang Il é variavel de acordo com o leito arterial utilizado.

Nossos resultados sugerem que o efeito anti-hipertensivo da apocinina estaria
correlacionado com os efeitos plasmaticos e vasculares observados em ratos

hipertensos tratados com esta droga.
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7 CONCLUSOES

Em suma, o tratamento crénico com apocinina reduz o efeito vasoconstritor
da Ang Il em artérias de resisténcia de SHR, a expressao de NOX2 e p47phox e a
atividade NOX, aumenta a concentracdo de NO e a expressao de receptores AT2 em
aortas de SHR. Todos estes mecanismos estariam envolvidos na maior modulacao
endotelial sobre vasoconstricdo a Ang Il observada em artérias de resisténcia de
SHR tratados com apocinina. E estes efeitos, poderiam ajudar na compreensao dos

mecanismos envolvidos no desenvolvimento e tratamento da hipertensao arterial.
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CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Mecanismos envolvidos na
modulacdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico e de espécies reativas de
oxigénio pela apocinina em ratos espontaneamente hipertensos”, Processo
FOA n° 2015-00450, sob responsabilidade de Cristina Antoniali Silva apresenta um
protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao
Animal e sua execucéao foi aprovada pela CEUA em 13 de Maio de 2015.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 08 de Agosto de 2017.
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We certify that the study entitled “Mechanisms involved on modulation of nitric
oxide and reactive oxygen species bioavaibility by apocynin in spontaneously
hypertensive rats”, Protocol FOA n® 2015-00450, under the supervision of Cristina
Antoniali Silva presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
on May 13, 2015.
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