UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA
PROF. DELBY FERNANDES DE MEDEIROS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

MARIA DO SOCORRO DE FRANCA SILVA

AVALIACAO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO
2-NITRATO-1,3-DIBUTOXIPROPANO (NDBP) SOBRE O
SISTEMA CARDIOVASCULAR DE RATOS
NORMOTENSOS - ABORDAGENS IN VIVO E IN VITRO

JOAO PESSOA - PB
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Franga-Silva, M. S. 2

MARIA DO SOCORRO DE FRANCA SILVA

AVALIACAO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO
2-NITRATO-1,3-DIBUTOXIPROPANO (NDBP) SOBRE O
SISTEMA CARDIOVASCULAR DE RATOS
NORMOTENSOS - ABORDAGENS IN VIVO E IN VITRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
PoOs-graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da UFPB, como
parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Mestre em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. Area de concentrago:
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Isac Almeida de Medeiros

Co-orientador: Prof. Dr. Valdir de Andrade Braga

JOAO PESSOA - PB
2010



Franga-Silva, M. S.

MARIA DO SOCORRO DE FRANCA SILVA

AVALIACAO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO
2-NITRATO-1,3-DIBUTOXIPROPANO (NDBP) SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR DE RATOS NORMOTENSOS
ABORDAGENS IN VIVO E IN VITRO

Aprovado em 08 de Marc¢o de 2010.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Isac Almeida de Medeiros

Orientador

Prof. Dr. Valdir de Andrade Braga

Co-orientador

Profa. Dra. Katy Lisias Gondim Dias

Examinadora Externa

Profa. Dra. Darizy Flavia Silva Amorin de Vasconcelos

Examinadora Interna



Franga-Silva, M. S.

Dedicatéria




Franga-Silva, M. S.

A minha querida mde Iraci Cordeiro pelo seu amor
incondicional. Esta conquista é tdo sua quanto
minha!

Aos meus irmdos: Francinaldo, Cleide, Luizinho,
Iza, Lourival e Fernanda, pelo apoio em todos os

momentos.

A minha irmd Ivinia Cléa, in memorian, pelo

exemplo de coragem.

Aos meus sobrinhos Pierre, Juliane, Ivania, Sarah,
Hugo, Eduardo, Jodo Pedro, Lucas, Olga,
Larissa, Samuel, Isac e Isabela, simplesmente por

existirem e tornarem a minha vida mais colorida.



Franga-Silva, M. S.

Agradecimentos




Franga-Silva, M. S. 7

A Deus pelo dom da vida! Pelo amor que me inspira a todo instante e pela presenca
insubstituivel de todas as pessoas com as quais Ele me presenteou.

Ao meu orientador, Prof. Isac Almeida de Medeiros, pela oportunidade e confianga,
pelos ensinamentos e desafios propostos. Mais que isso, pelo exemplo de profissional que
representa para mim.

Ao meu co-orientador, Prof. Valdir de Andrade Braga, por tudo que me ensinou,
por construir comigo este trabalho com paciéncia e sabedoria “outstanding”. Sua co-
orientagdo foi valiosissima.

As professoras Katy Lisias e Darizy Fldvia, por integrarem a banca examinadora,
contribuindo significativamente para este trabalho.

Ao professor Petronio Filgueiras de Athayde Filho e seu aluno Alexsandro
Fernandes dos Santos, pelas substincias cedidas e cooperagdo ao longo deste trabalho.

A Thais Porto Ribeiro, pela insubstituivel ajuda, pelos grandes ensinamentos, por
estar sempre ao meu lado com alegria e dedicacdo, pela grande amizade conquistada. Vocé é
um exemplo de pesquisadora e ser humano. Sou extremamente grata!

A Melissa Negro Luciano, pelo companheirismo, ensinamentos e pela preciosa
amizade que tdo rdpido se construiu, por fazer todas as coisas se tornarem simples mesmo
diante das dificuldades. Vocé também foi imprescindivel para a realizacdo deste trabalho,
minha sincera gratiddo!

A Juliane, minha querida sobrinha e I. C., pela presenca constante e grande ajuda
nos mais variados momentos.

A Alisson Rafael pelo carinho, forca e presenga constante.

A todas as pessoas que fazem o Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular:
Abrado, Ana Leticia, Aurylene, Bruna, Camila, Carminha, Carol, Darizy, Dayane,
Emerson, Fabiola, George, Juliane, Lednidas, Melissa, Monica, Raline, Robson, Thais Jésy,
Thais Porto e Tiago, pelo acolhimento e contribuigdo cientifica.

A minha turma de mestrado, em especial a Jocelmo, Ingrid e Ldzaro pela amizade,
incentivo e momentos compartilhados.

A Renata, Kjriaki, Ionaldo, Roberto, Paloma, Anténio, Stanley e Luiz pela

acolhida e presenca descontraida.



Franga-Silva, M. S. 8

A José Crispim pela amizade, forca e disposicdo em ajudar, sempre quando
necessdrio.

A Luis Cordeiro da Silva e Adriano Cordeiro pelo trabalho realizado no biotério nos
dando suporte para trabalhar.

A Ténia Alves por sua amizade, competéncia e ajuda constante.

Aos professores Demétrius, Bagnodlia, Barbosa, Celidarque, Cliudio, Eduardo,
Jacicarlos, Josean, Luiz, Mdrcia, Margareth, Reinaldo, Rui, e Sturket pelo conhecimento
passado.

A coordenacdo e aos funciondrios do Programa de ®és-graduagdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos.

Ao Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros
(LTEF) e a Universidade Federal da Paraiba (UFPB) por possibilitar a realizacdo desta
pesquisa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CN®Pg) pelo
apoio financeiro.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES) pelo

suporte técnico através do Portal de Periddicos.

A todos, muito obrigada!



Franga-Silva, M. S. 9

“As pessoas que vencem neste mundo sdo
as que procuram as circunstincias de que

precisam, e quando ndo as encontram, as criam’.

Churchill



Franga-Silva, M. S.

Resumo

10



Franga-Silva, M. S. 11

RESUMO

Os nitratos organicos sao doadores de 6xido nitrico (NO) utilizados no tratamento de
doencas cardiovasculares mimetizando o papel do NO enddgeno. Neste estudo
foram avaliados nitratos organicos recém-sintetizados a partir da glicerina cujas
acOes cardiovasculares ainda ndo haviam sido investigadas. Portanto, os efeitos
cardiovasculares do  2-nitrato-1,3-dimetoxipropano  (NDMP),  2-nitrato-1,3-
dietoxipropano (NDEP), 2-nitrato-1,3-dipropoxipropano (NDPP) e 2-nitrato-1,3-
dibutoxipropano (NDBP) em ratos normotensos foram observados, utilizando
técnicas in vitro e in vivo. Para os estudos in vitro, os animais foram eutanasiados e
a artéria mesentérica superior foi isolada. Anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato foram mantidos em cubas contendo Tyrode a 37 °C gaseificado com
carbogénio, em seguida foram fixados a um transdutor de for¢ca (FORT 10, WPI,
Sarasota, EUA), acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (Miobath-4, WPI,
Sarasota, EUA) sob tensdo de 0,75 g, durante 1 hora. ApOs este periodo, as
preparacdes foram pré-contraidas com fenilefrina (FEN) 10 uM ou KCI 80 mM e, em
seguida, concentracdes crescentes dos nitratos organicos, foram adicionadas
cumulativamente. O nitrato com efeito mais promissor foi selecionado para estudos
subsequentes e foram obtidas curvas concentracdo-resposta do composto na
presenca de HDX, sequestrador de NO; ODQ, inibidor da ciclase de guanilil solavel;
KCI 20 mM, modulador do efluxo de potassio; e bloqueadores de canais para K*
sensiveis ao calcio (TEA, 1 mM), ao ATP (GLIB, 1 uM) e operados por voltagem (4-
AP, 1 mM). Todos os compostos apresentaram atividade vasorrelaxante em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato independente do endotélio funcional,
sendo o NDBP o0 mais potente com Emax=105,4 + 2,7 % em anéis pré-contraidos
com FEN e Ensx=82,7 + 7,9 % na contracdo induzida por KCL 80 mM. O
vasorrelaxamento foi significativamente atenuado na presenca de HDX e ODQ, com
Emax = 62,8 £ 14,9 % e Emax = 15,2 £ 9,2 %, respectivamente. Na presenca de KClI
20 mM a resposta vasorrelaxante também foi reduzida [Emax = 70,6 + 15,02 %], bem
como na presenca do TEA [Emax= 87,97 £ 5,78 %]; GLIB [Emax = 78,2 £ 6,5 %] e 4-
AP, em menor propor¢ao [Emax = 94,65 % 6,6 %]. Para os estudos in vivo, foram
investigadas as alteracfes na presséo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em
ratos nao-anestesiados tratados agudamente com o NDBP. A administracéo
aleatoria do NDBP (2, 5, 10, 15 e 20 mg/kg, i. v) produziu hipotenséo (-6 + 1,7; -22
16,8;-58 + 3,7; -70 £ 5,5; -77 + 5,4 mmHg) e bradicardia (-12 £5; -40 + 19,7; -
133 + 18,6; -179 £ 23,5; e -266 = 12,4 bpm) de maneira dose-dependente. Deste
modo, a resposta vasorrelaxante promovida pelo NDBP possivelmente envolve a
liberac&o de NO e posterior ativac&do da via CGS/GMPc/PKG e canais para K do tipo
BKca: Katp € Ky. Este mecanismo de agao pode estar contribuindo para a hipotenséo
e bradicardia observadas em animais normotensos n&do-anestesiados.

Palavras-chave: Nitratos organicos. Oxido nitrico. Vasorrelaxamento. Hipotenso.
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ABSTRACT

Organic nitrates are nitric oxide (NO) donors used in the treatment of cardiovascular
diseases mimicking the role of endogenous NO. This study evaluated organic
nitrates newly synthesized from glycerin, which cardiovascular actions had not yet
been investigated. Therefore, the cardiovascular effects produced by organic
nitrates derived from glycerin: 2-nitrate-1,3-dimethoxypropan (NDMP), 2-nitrate-1,3-
diethoxypropan (NDEP), 2-nitrate-1 ,3-dipropoxypropan (NDPP) and 2-nitrate-1,3-
dibutoxypropan (NDBP) in rats were investigated using in vitro and in vivo
approaches. For in vitro studies, animals were euthanized and the superior
mesenteric artery was isolated. Artery rings were kept in tanks with Tyrode at 37 ° C
aerated with carbogen, then were attached to a force transducer (Fort 10, WPI,
Sarasota, USA) coupled to a data acquisition system data (Miobath-4, WPI,
Sarasota, USA) under a tension of 0.75 g for 1 hour. After this period, preparations
were pre-contracted with phenylephrine (FEN) 10 puM or KCI 80 mM and then
increasing concentrations of organic nitrates were cumulatively added. The nitrate
with the most promising effects was selected for further studies and concentration-
response curves of the compound selected in the presence of HDX, a hijacker of NO;
ODQ, inhibitor of soluble guanylyl cyclase, KCI 20 mM, a modulator of potassium
efflux, and blockers for calcium-sensitive potassium channel (TEA, 1 mM), blockers
for ATP-sensitive potassium channel (GLIB, 1 uM) and blockers for voltage-operated
potassium channel (4-AP, 1 mM) were obtained. All compounds showed
vasorelaxant activity endothelium-independent in superior mesenteric artery rings,
being the NDBP was the most potent agent with Emax = 105.4 + 2.7% in rings pre-
contracted with FEN and Emax = 82, 7 £ 7.9% in KC| 80 mM induced contraction.
The vasorelaxation was significantly attenuated in the presence of HDX and ODQ
with Emax = 62.8 £ 14.9% and Emax = 15.2 + 9.2%, respectively. In the presence of
KCI 20 mM the vasorelaxat response was also reduced [Emax = 70.6 £ 15.02%] as
well as in the presence of TEA [Emax = 87.97 £ 5.78%]; GLIB [Emax =78, 2 £ 6.5%]
and 4-AP, a lesser extent [Emax = 94.65 £ 6.6%]. For in vivo studies, we investigated
the changes in blood pressure (BP) and heart rate (HR) in conscious rats treated
acutely with NDBP. Intravenous administration of NDBP (2, 5, 10, 15 and 20 mg/kg,
randomly) produced hypotension (-6 + 1.7, -22 £ 6.8, -58 £ 3.7, -70 £ 5.5, -77 £ 5.4
mmHg) and bradycardia (-12 £ 5, -40 + 19.7, -133 £ 18.6, -179 + 23.5, and -266 *
12.4 bpm) in a dose-dependent manner. Thus, the vasorrelaxant response produced
by NDBP possibly involves the NO release and subsequent activation of the
CGs/GMPc/PKG pathway and BKca, Katp and Ky channels. These mechanism of
action may be contributing to hypotension and bradycardia showed in non-
anesthetized normotensive rats.

Keywords: Organic Nitrates. Nitric Oxide. Vasorelaxation. Hypotension.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes sobre doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem um grave problema de
saude pdublica, visto que representam uma das principais causas de morbi-
mortalidade do grupo das doencas e agravos ndo transmissiveis (DANTS). Sua
incidéncia aumentou nos ultimos anos devido as mudancas no estilo de vida da
populacdo ocorridas em diversos paises (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005
apud ROMANZINI e cols, 2008). No Brasil, as DCV representam a primeira causa de
morte, sendo que um tergo dos Obitos ocorre precocemente em adultos com 35 a 64
anos de idade (ISHITANI e cols, 2006).

As patologias cardiovasculares compreendem desde um grupo de doencas
cardiacas incluindo cardiomiopatia, disfuncdo isquémica do coracado e insuficiéncia
cardiaca congestiva até doencas vasculares, como doenca arterial coronariana,
aterosclerose e hipertenséo. Esta, por sua vez tem sido indicada como fator de risco
de maior valor para as DCV e ocorre devido ao desequilibrio entre os varios
mecanismos que contribuem para a regulacdo da presséo arterial (CAIN; KHALIL,
2002; KUMAR; SINGH; BAKER, 2007; SIMAO e cols, 2008).

1.2 Consideracdes sobre aregulacéo da pressao arterial

A presséo arterial (PA) corresponde ao produto do débito cardiaco (DC) pela
resisténcia vascular periférica total (RVPT) e pode ser influenciada por diversos
fatores. O DC é definido como a quantidade de sangue bombeado pelo coracédo a
cada minuto, expresso como produto do volume sistélico (VS, em mL) pela
frequéncia cardiaca (FC, em batimentos/minuto). A RVPT por sua vez, é
determinada pelo ténus vascular (GUYTON, 2006; OATES apud HARDMAN e cols,
1996).
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O sistema cardiovascular contribui de maneira fundamental para a
manutencdo da homeostasia do organismo, dispondo de mecanismos refinados de
ajuste da PA, os quais necessitam da acdo integrada de outros sistemas como o
renal, o endocrino e o neural (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001,
LANFRACHI; SOMERS, 2002). A regulacao efetiva da PA é o resultado da atividade
de sistemas de retroalimentacdo que operam a curto, médio e longo-prazo
(BRISTOW e cols, 1969; DAMPNEY, 1994; KRIEGER, 1964; SHEPHERD;
MANCIA, 1986).

O controle da PA em curto prazo é modulado pelo SNC via reflexos
cardiovasculares, caracterizados por promoverem ajustes rapidos de presséo arterial
e de frequéncia cardiaca. Dentre os mecanismos neurais de controle da pressao
arterial destaca-se o barorreflexo, capaz de monitorar a PA batimento a batimento,
sempre informando ao cérebro como estdo os niveis de presséo e, alterando quando
necessario, o tonus simpatico e parassimpético direcionado ao coragcdo e vasos
(BATLOUNI, 2001; CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; COLEMAN, 1980;
DAMPNEY e cols, 2002).

Paralelamente o endotélio vascular contribui para a regulagcdo da pressao
arterial, mediante a sintese e liberacdo de substancias vasoativas. Dentre estas
substancias, encontra-se o o6xido nitrico (NO), conhecido como 0 mais potente
vasodilatador enddgeno, o qual também apresenta atividades neuromoduladoras
(BATLOUNI, 2001; COOKE; DZAU, 1997).

1.3 Consideracdes sobre o 6xido nitrico

O NO, primeiramente descrito como o fator relaxante derivado do endotélio,
desempenha importante papel no controle do ténus vascular (BONAVENTURA e
cols, 2006; MAEDA e cols, 2004). O ténus vascular € o maior determinante da
resisténcia do fluxo sanguineo, desempenhando importante papel na regulacdo da
presséao arterial e perfusédo de 6rgédos (JACKSON, 2000).

A producéo de Oxido nitrico no sistema cardiovascular ocorre pelo endotélio,
orgao enddocrino multifuncional situado entre o sangue circulante e a parede vascular
(KHAZAEI;, MOIEN-AFSHARI; LAHER, 2008), que regula a transferéncia de
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moléculas e age como camada semipermeavel, desempenhando importante papel
na regulacao de processos fisioldgicos (NASEEM, 2005).

Nas células endoteliais a L-arginina (L- Arg) é oxidada gerando L-citrulina
(L-Cit) e NO, esta reagao é catalisada pela isoforma endotelial da enzima sintase do
oxido nitrico (eNOS), também denominada NOS lll, que por sua vez pode ser
ativada principalmente pelo complexo Ca*?-Calmodulina ou por outras proteinas
como a Akt (FORSTERMANN e cols, 1995; GATH; RADI; AUGUSTO, 1996).

Apo6s ser produzido, o NO atua principalmente na ativacdo da enzima
ciclase de guanilil solavel (CGs), elevando os niveis intracelulares de GMPc, que por
sua vez ativa diversas proteinas cinases (ARCHER e cols, 1994).

Dentre as proteinas cinases ativadas pelo GMPc, a proteina cinase G (PKG)
promove a fosforilagdo de diversos alvos, entre eles a cinase da cadeia leve da
miosina (MLCK), ocasionando sua inativagdo (CORNWELL e cols, 1991).

A acdo da PKG também ocorre na bomba de Ca* do reticulo
endosarcoplasmatico (SERCA), ativando-a e acelerando a recaptacéo de Ca** para
os estoques intracelulares (CORNWELL e cols, 1991); na bomba de célcio da
membrana plasmatica (PMCA); no trocador Na*/Ca**, com posterior ativacdo; e nos
canais para K° da membrana plasmatica, promovendo sua ativagdo com
consequente abertura, o que gera hiperpolarizacdo nas células musculares lisas
com fechamento dos canais para Ca?* sensiveis & voltagem. Todos estes eventos
resultam na diminuicdo da [Ca'?] e posterior vasorrelaxamento e reducdo da
resisténcia vascular periférica, conforme ilustrado na Figura 1 (FURCHGOTT, 1983;
HILGERS; WEBB, 2005; IRVINE; FAVALORO; KEMP-HARPER, 2003;
VANHOUTTE; BOULANGER, 1995).



Franca-Sifva, M. S. 29

Ca%
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Figura 1: Representacdo esquematica do mecanismo de sintese e acdo do 6xido nitrico no
vaso. Akt: proteina cinase B. CaM: Calmodulina. Ca,: Canal de calcio operado por voltagem. CGs:
ciclase de guanilil solivel. eNOS: sintase do o6xido nitrico endotelial. GMPc: monofosfato de
guanosina ciclico. GTP: trifosfato de guanosina. MLCK: cinase da cadeia leve de miosina. NO: 6xido
nitrico. PKG: proteina cinase dependente de guanina. SERCA: bomba de célcio do reticulo
endosarcoplasmatico. PMCA: Ca**-ATPase da membrana plasmatica.

N&o obstante, varios autores apresentam evidéncias de que o relaxamento
vascular do NO pode ocorrer por mecanismo independente do GMPc, mediante a
ativacio direta dos canais para K*, gerando vasorrelaxamento (BOLOTINA e cols,
1994; MISTRY; GARLAND, 1998; PLANE e cols, 1996). Tem sido descrito como
outra acdo do NO a sua interagdo com grupos tiois para formar compostos S-
nitrosilados que modulam a atividade desses canais (BROILLET, 1999).

Além da atividade vasorrelaxante do NO, as acGes cardiovasculares desta
molécula também compreende efeitos em todo o substrato neural que contribuem
para a geracdo da atividade nervosa autondmica (BREDT; HWANG; SNYDER,
1990; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). O NO atua
estimulando a liberacdo de neurotransmissores, como demonstrado na figura
Figura 2. Desse modo, ele modula a transmissédo da atividade autonémica para o

coracdo e vasos, regulando o funcionamento do barorreflexo (GARTHWAITE;



Franga-Silva, M. S.

30

CHARLES; CHESS-WILLIAMS 1988; KISHI e cols, 2001, 2004, ZANZINGER;

CZACHURSKI; SELLER, 1997; ZANZINGER, 1999).

/S Y.GTP N\ Cax..... » CalmodulinaNOS

CGs -t
GMPc
Kl 4% @ ] D
PKG
\ " GLUT Rigica

Neurénio _
présinaptico | .o+

» (Células - alvo

_ Neurdnio
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Figura 2: Representacdo esquematica da acdo do NO como neuromodulador. Adaptado de
Barreto; Correia; Muscard (2005). CGs: ciclase de guanilil solivel. GMPc: monofosfato de
guanosina ciclico. GTP: trifosfato de guanosina. GLUT: glutamato. NO: 6xido nitrico. NOS: sintase do
oxido nitrico. NT: neurotrasmissores. PKG: proteina cinase dependente de guanina. Rywpa: receptor

de glutamato tipo NMDA.

Devido as suas acfes centrais e periféricas na regulacao do ténus vascular

e da pressédo sanguinea, o NO exerce grande papel na prote¢cdo contra as doengas

cardiovasculares, portanto uma reducdo em sua biodisponibilidade relaciona-se a

estas enfermidades (NASEEM, 2005). Nesse contexto, drogas doadoras de NO que

mimetizam o papel de NO enddégeno quando aplicadas a sistemas bioldgicos,

apresentam efeitos benéficos frente as desordens cardiovasculares (MILLER;

MEGSON, 2007).

1.4 ConsideracdOes sobre doadores de NO

Os doadores de NO sé&o substancias farmacologicamente ativas utilizadas

no tratamento de doencas cardiovasculares ha mais de 150 anos. Estes compostos
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geralmente apresentam um grupo nitroso funcional em sua molécula e liberam o NO
tanto em condigdes in vivo e in vitro (BATES e cols, 1991).

O modo de liberagdo de NO difere significativamente entre as classes de
doadores, bem como a sua reatividade quimica. Muitos compostos requerem
catalise enzimatica enquanto outros produzem NO de forma nao-enzimatica e
muitos ainda requerem a interacdo com ti6is, sua reducdo ou oxidacdo para
liberarem esta molécula (FEELISCH, 1998). No quadro a seguir sdo descritas
algumas classes de doadores de NO com suas respectivas formas de liberacdo do
NO.

Quadro 1: Principais classes de doadores de NO e mecanismos de liberacdo do NO em meio
fisiolégico (FEELISCH, 2005; WANG e cols, 2002; VERAS, 2009).

Composto Mecanismo para geragdo de NO
Nome )
representativo N&o-enzimatico Enzimatico
Enzimas citosdlicas e
g . ~ microssomais, enzimas
_ ~-NO; Hidrdlise e nitrosacao,
Nitratos o 0 o i6is. 1Lz ligadas & membrana,
organicos 0N~ N0, xantina oxidase, CyP450 e

aquecimento
Glutationa-S-transferase

(GST)

H,C CHs .

NO
o s
S-nitrosotidis )k OH OH eluz Enzima desconhecida
H,C N
H o

2—

o

Enzimas ligadas a

Nitroprussiato de NLESS T =N -
2Nat| CSFenli Luz, tidis, nucledfilos membranas, como co-
Sadio N= (|: =N
Il fatores a NADH e NADPH
N
?_
o N . . .
NONOates SN Catalise acida Desconhecido
\
Hsc\/N\/CH3
OH
|
) N R Enzimas NADPH-
Oximas I Espontanea

dependentes
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Dentre os doadores de 6xido, os nitratos organicos (RONO,) (Figura 3) sdo
0S mais comumente utilizados na prevencao e tratamento de doengas coronarianas,
sendo capazes de reduzir a pré e pés-carga (ELKAYAM e cols, 1999; KOJDA,
FEELISCH; NOACK, 1995; MILLER; MEGSON, 2007).

Esses compostos sdo ésteres do acido nitrico de alcodis mono ou
poliidroxilados, na grande maioria, pouco soliveis em agua e com boa estabilidade
em condicdes neutras ou fracamente é&cidas. Sob condicbes fortemente basicas
podem sofrer hidrolise, levando ao nitrato e ao alcool correspondente, ou sofrer uma
o ou B-eliminacao, fornecendo o aldeido ou nitrito, respectivamente (BARRETO;
CORREIA, 2005).

O trinitrato de glicerila (GTN), também conhecido como nitroglicerina
(Figura 3a) € o nitrato mais estudado, usado principalmente no alivio da dor aguda
associada a angina, enquanto outras preparacdes de liberacdo lenta, como o
mononitrato de isossorbida (Figura 3b), sdo utilizadas para o tratamento da angina

crénica (MILLER; MEGSON, 2007).

a qu c

\ O.N
0 ° o NO,
0._~_0 ('\’:) o
0,N~ “NO, 07 P
O—NO, O,N o
MO

2

Figura 3: Estrutura quimica de nitratos orgénicos. (a) nitroglicerina; (b) mononitrato de
isossorbida; (c) tetranitrato de pentaeritrila (PETN).

Relatos indicam que nitratos organicos induzem relaxamento da
musculatura lisa vascular, melhorando o suprimento sanguineo e desse modo
apresentando efeito benéfico frente a hipertensdo pulmonar, isquemia cardiaca,
formacéao de trombos, entre outras desordens (GOYAL e cols, 2006; YURTSEVEN e
cols, 2003). Desse modo, esforcos vém sendo empregados na descoberta e sintese
de novos doadores de NO, inclusive nitratos organicos, a partir de diversas fontes
(BONAVENTURA e cols, 2006), como por exemplo, a glicerina, uma matéria-prima

bastante viavel ao ramo farmacéutico.
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1.5 Consideracdes sobre sintese de produtos bioativos

A sintese de substancias organicas foi impulsionada devido a sua
dificuldade de obtencéo com relativo grau de pureza a partir de produtos naturais,
bem como a determinacdo de suas estruturas (FERREIRA; BARREIRO; COSTA,
1997). Neste contexto, sdo produzidas diversas substancias com potencial
farmacoldgico, incluindo as que atuam no controle da resisténcia vascular e outros
mecanismos envolvidos na prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares
(BARVOSA-FILHO; MARTINS; RABELO, 2006; NEW MAN; CRAGG;
SNADER, 2000).

Os métodos mais comuns para obtencéo dos nitratos organicos consistem
em reacOes de substituicdo do haleto de alquila utilizando nitrato de prata ou
reacdes de esterificacdo dos alcoodis correspondentes com &cido nitrico, como
demonstrado no esquema abaixo (BARRETO; CORREIA, 2005).

(a) 0O @)
AgNO,
O‘ Br Acetona O‘ ONO,
Me R =80 % Me
@) O
(b)
Br H,S0, /"NO; Br
oH CH:Clo/ HO ONO,
OH R=75% ONO,

Esquema 1. Métodos para obtenc¢do dos nitratos orgénicos.

Os nitratos organicos avaliados neste estudo foram obtidos a partir da
glicerina, mediante nitragcdo com &cido nitrico. As etapas da sintese desses

compostos séo descritas no esquema 2, de acordo com Santos (2009).
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12 etapa: obtencédo da halohidrina (1,3-dicloro-propan-2-ol) a partir da glicerina

OH OH
HO\/J\/OH t HCliseco) ——= CI\)\/CI

glicerol halohidrina
(glicerina) (1,3-dicloro-propan-2-ol)

22 etapa: obtencéo do 1,3-diéteres-propan-2-ol

OH OH
m\)\/m + 2RONa —» Ro\/]\/OR +  2NacCl
halohidrina alcéxido de 1,3-dieter-propan-2-ol
sodio
(3a—3d)

3a = dimetoxipropan-2-ol
3b = dietoxipropan-2-ol
3c = dipropoxipropan-2-ol

3d = dibutoxipropan-2-ol

32 etapa: obtenc¢édo do nitrato organico

NO,
OH o~
RO\/I\/RO + HNOJAC,O — RO\/I\/RO
1,3-diéter-propan-2-ol nitrato
(3a—3d)

Esquema 2: Etapas da sintese dos nitratos organicos a partir da glicerina.
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Os nitratos produzidos sao demonstrados na figura abaixo:

a b
(a) HSC\ ®
O NO, O /N02
o/ O
@] _/O
H,C
H4C °
2-nitrato-1,3-dimetoxipropano (NDMP) 2-nitrato-1,3-dietoxipropano (NDEP)
Formula Molecular: CsH11NOs Férmula molecular: C7H15NOs
PM: 165,145 PM: 193,198
(c) (d)
H3C

Hac‘\_\
o) NO, o NO,
o o]
/ HSCJ_/
HsC
2-nitrato-1,3-dipropoxipropano (NDPP) 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano (NDBP)

Férmula Molecular: CgH19NOs Férmula molecular: C11H23NOs
PM: 221,251 PM: 249,304

Figura 4: Nomes e estruturas dos nitratos organicos obtidos a partir da glicerina.

Uma vez que ndo existem relatos na literatura sobre a atividade biologica
dos nitratos sintetizados, este trabalho procurou avaliar as agfes farmacologicas

desses compostos sobre o sistema cardiovascular de ratos normotensos.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

e Avaliar os efeitos induzidos pelos nitratos organicos derivados da
glicerina: 2-nitrato-1,3-dimetoxipropano, 2-nitrato-1,3-dietoxipropano, 2-
nitrato-1,3-dipropoxipropano e 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano em ratos
normotensos, elucidando os possiveis mecanismos de acao envolvidos

na resposta apresentada pelo composto mais promissor, utilizando
abordagens in vivo e in vitro.

2.2 Especificos

Testes in vitro

e Avaliar a atividade vasorrelaxante dos nitratos organicos derivados da
glicerina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato;
e Elucidar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na resposta

apresentada pelo nitrato mais promissor, observando:

» A participacdo do endotélio no vasorrelaxamento produzido;

> A participacdo do NO naresposta vasorrelaxante;

> A participagdo da via NO/GMPc/PKG e canais para K* no efeito
induzido pelo composto;

Teste in vivo

e Caracterizar os efeitos do tratamento agudo com o nitrato orgéanico
escolhido sobre a presséo arterial e a frequéncia cardiaca em ratos

normotensos nao-anestesiados.
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3 MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

3.1 Animais

Foram utilizados, em todos os experimentos, ratos Wistar (Rattus novergicus
— Figura 4), pesando entre 250 e 300 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas
George, do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de
Medeiros (LTF) da UFPB. Esses animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas
de temperatura (21 + 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (das 6 as 18 horas),
com livre acesso a agua e racdo (Labina®, Purina). Todos 0s experimentos
desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do LTF/UFPB sob parecer n°® 0310/09 (Anexo).

Figura 5: Rato Wistar (Rattus novergicus)
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3.2Substancias-teste

Foram testados os seguintes compostos: 2-nitrato-1,3-dimetoxipropano; 2-
nitrato-1,3-dietoxipropano;  2-nitrato-1,3-  dipropoxipropano e  2-nitrato-1,3-
dibutoxipropano, obtidos a partir da glicerina, cedidos ao projeto pelo laboratério do
Prof. Dr. Petrénio Filgueiras de Athayde Filho, lotado no departamento de Quimica
desta universidade.

Imediatamente, antes dos experimentos, os nitratos foram solubilizados em
cremofor (2,3% por mL de solugdo) e diluidos em &gua destilada na concentracéo
de 10 M, para os experimentos in vitro, e na concentracéo de 20 mg/mL, em salina,
para os protocolos in vivo. Em seguida foram diluidos novamente para a
concentracdo desejada, de acordo com a necessidade de cada protocolo
experimental.

A concentracdo de cremofor utilizada na cuba n&o excedeu 0,01%. Nesta
concentracdo o cremofor ndo demonstra quaisquer efeitos em anéis de artéria

mesentérica superior de rato (RIBEIRO, 2008).

3.3 Farmacos utilizados

Durante a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes
substancias: 4-aminopiridina (4-AP); cetamina; cloreto de tetraetilaménio (TEA);
cloridrato de acetilcolina (ACh); cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN); glibenclamida
(GLIB); hidroxicobalamina (HDX); ODQ (1 H-[1,2,4] oxadiazdlo [4,3-a] quinoxalin-1-
one); xilazina; todos obtidos da Sigma-Aldrich (EUA); e sal sddico de heparina,
obtido da Roche.



Franga-Silva, M. S. 41

3.4 Solucgdes estoques

O ODQ e a GLIB foram dissolvidos em 100 % de dimetilsulfoxido (DMSO).
As demais drogas foram dissolvidas em agua destilada, e todas as solu¢des foram

mantidas a 0 °C.

3.5 Solugdes nutritivas

Nos protocolos in vitro foram utilizadas solu¢des nutritivas (pH = 7,4) aeradas
com mistura carbogénia (95% de O, e 5% de CO,) e mantidas a 37° C.

Na preparagdo das solugdes foram utilizados os seguintes sais: cloreto de
sédio (NaCl), cloreto de potéassio (KCI), cloreto de célcio (CaCl,), cloreto de
magnésio (MgCl,), fosfato de sodio (NaH,PO,), bicarbonato de sddio (NaHCO3) e
glicose (CsH1206) (SIGMA), cuja composicdo em milimolar (mM) € descrita nos

quadros a seguir.

Quadro 2: Composicado da solucédo nutritiva de Tyrode (TANAKA e cols, 1999).

Substéncia Concentragcdo (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
CaCly 2,0
MgCl, 1,05
NaH.PO4 0,42
NaHCO3 10,0
Glicose 5,6

Nas solu¢cbes de Tyrode despolarizantes com KCl a 20 mM e 80 mM, a
concentracdo de Na’ foi isosmoticamente alterada, conforme demonstrado nos

guadros abaixo.
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Quadro 3: Composicao da solucédo nutritiva de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM.

Substancia Concentracdo (mM)
NacCl 142,3
KCI 20,0
CaCl 2,0
MgCl, 1,05
NaH;PO4 0,42
NaHCO3 10,0
Glicose 5,6

Quadro 4: Composicéo da solucéo nutritiva de Tyrode com cloreto de potassio a 80 mM.

Substancia Concentracdo (mM)

NaCl 82,3
KCI 80,0
CaCly 2,0
MgCl, 1,05
NaH2PO4 0,42
NaHCO; 10,0
Glicose 5,6

3.6 Cateteres vasculares

Na confeccdo dos cateteres, utilizados nos protocolos in vivo, foram
utilizados tubos de polietileno PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 - 0,61 mm,
respectivamente) de 4 cm para o cateter arterial e 2,5 cm para o cateter venoso,
soldados por aguecimento a tubos de polietileno PE-50 (diametro interno e externo
de 0,58 - 0,96 mm, respectivamente) de 22 cm. Antes da canula¢&o, os cateteres
foram preenchidos com solugéo salina (0,9%) + 500 Ul de heparina e a extremidade

PE-50 de cada cateter foi obstruida com pino de metal.
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3.7 Ensaios farmacoldgicos in vitro

3.7.1 PreparacfGes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

normotenso

Os ratos foram eutanasiados por deslocamento cervical. Por meio de uma
incisdo no abdome do animal, a artéria mesentérica superior foi identificada,
removida e imediatamente transferida para a solucdo de Tyrode, onde o vaso foi
dissecado e seccionado em anéis (1 - 2 mm de comprimento). Dependendo do
protocolo, os anéis tiveram o endotélio removido por atrito mecanico entre as
paredes internas do vaso e uma haste de metal. Cada anel foi imerso em cubas
contendo solugéo de Tyrode, a 37° C, gaseificada com uma mistura de 95 % de O, e
5 % de CO; (carbogénio), para manter o pH relativamente constante entre 7,2 e 7,4.
Em seguida, os anéis foram suspensos verticalmente por linhas de algodao fixadas
a um transdutor de forca (FORT 10 WPI, Sarasota, EUA) e submetidos a tenséo
basal de aproximadamente 0,75 g, durante 60 minutos para estabilizacdo. Durante
este periodo a solucdo do banho foi trocada a cada 15 minutos, para prevenir a
interferéncia de metabdlitos e a linha de base ajustada quando necessario
(ALTURA; ALTURA, 1970). Mudancas na tensado isométrica foram captadas pelo
sistema de aquisicdo CVMS (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) (Figura 6).

Figura 6: Sistema de cubas e aquisi¢cdo de dados de tensdo isométrica para 6rgéos isolados.
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3.7.2 Verificacao da presenca do endotélio funcional

A presencga de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis
pré-contraidos com fenilefrina (FEN,10 uM) apo6s adicdo de 10 uM de acetilcolina
(ACh). Os anéis com relaxamento superior a 80 % sobre a pré-contracdo com FEN
foram considerados com endotélio funcional (E+). JA& 0os anéis com relaxamento
inferior a 10 %, foram considerados sem endotélio funcional (E-) (FURCHGOTT;

ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamento entre 10 % e 80 % foram descartados.

3.7.3 Avaliacdo da atividade dos nitratos organicos derivados da glicerina

sobre tecido vascular

Ap6s um periodo de estabilizagdo de 60 minutos e posterior verificagdo do
endotélio funcional, induziu-se uma contracdo com FEN (10 uM). Em seguida,
concentracdes crescentes dos nitratos organicos derivados da glicerina (10 — 10™),
de maneira cumulativa, foram aplicadas separadamente para a obtencdo de uma
curva concentracdo-resposta, tanto em anéis com endotélio funcional quanto em
anéis sem endotélio (Figura 7). O relaxamento foi expresso como percentagem
reversa da contracdo induzida pela FEN. Apo6s a obtengao das curvas concentragao-
resposta, foram calculados os valores de pD, (-log da CEsp) € Enax (efeito maximo)
das curvas individuais na presenca e na auséncia do endotélio funcional. O 2-nitrato-
1,3-dibutoxipropano (NDBP) foi escolhido para se determinar o0 mecanismo de agédo

por apresentar maior poténcia dentre os nitratos testados.
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Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo
do efeito de concentra¢8es crescentes dos nitratos organicos derivados da glicerina em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com 10 uM de FEN com e sem
endotélio funcional.
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3.7.4 Avaliacado do efeito induzido pelo NDBP em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato pré-contraidos com KCl 80 mM

Apos a verificacdo da presenca do endotélio funcional a solucédo da cuba foi
trocada pela solucdo despolarizante, KCI 80 mM, que permaneceu até o final do
experimento. Esta solugio bloqueia o efluxo de ions K, gerando despolarizagdo e
induzindo contragdo por aumento do influxo de célcio extracelular através de canais
para calcio dependentes de voltagem (Cay) tipo L e T, além da acao sobre os Cay,
esta condicdo experimental ativa canais de potencial receptor transiente (TRPs) e
inibe a atividade da fosfatase da cadeia leve de miosina por ativacdo da RhoA
cinase (ROCK), aumentando portanto, a sensibilidade ao Ca** e mantendo o tdnus
do musculo liso vascular (OLIVEIRA; MEDEIROS; MUKEIERJEE, 1996; RATZ,
BERG, 2006; RATZ; MINER; BARBOUR, 2009). Na fase tdnica da contragao
induzida por KCI 80 mM, foi adicionado a cuba de maneira cumulativa o NDBP, e

seu efeito foi registrado e comparado com o anterior (Figura 8).

NDBP (M)
108 - 10

< Ach (10 pM) v

Anéis sem
endotélio
vascular

E()

{B) oesuUs]

60min T Fen {10 pM) 4 KCI 80 mM Tempo ()

Figura 8: Representacdo esquemética do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracdes crescentes do NDBP (10® 210" M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato com e sem endotélio funcional pré-contraidos com KCIl 80 mM.
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3.7.5 Avaliacdo da participacdo da via do NO/GMPc no efeito induzido pelo

NDBP em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Preparacdes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem
endotélio funcional foram incubadas separadamente com hidroxicobalamina (30 uM),
um sequestrador extracelular do NO (KRUSZYNA e cols, 1998) e ODQ (10 uM), um
inibidor da enzima ciclase de guanilil (GARTHWAITE e cols, 1995), durante 30
minutos. ApéOs este periodo, uma contracdo tbnica com FEN foi obtida e
concentracdes crescentes e cumulativas do NDBP (10 — 10™) foram adicionadas. A
resposta obtida apds a adicdo das HDX e do ODQ foi comparada com a obtida na

auséncia das mesmas (controle) (Figura 9).

NDBP (M)
106 - 10+

Y ACh (10 pM) 3

Anéis sem
endotélio
vascular

\?
E0) ¥ Lav. & §'
g
g
i FEN (10 pM| AFEN (10 uM)
gomin  TFEN(10uM) 4 HDX (30 um) * Tempo (5)
2 0DQ (10 pm)

(30 minutos)

Figura 9: Representacdo esquemaética do protocolo experimental para estudo do efeito de

concentragdes crescentes do NDBP (10’8 a10* M) em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos FEN (10 uM) na presenc¢a de HDX
(30 um) ou ODQ (10 uM).
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3.7.6 Avaliacdo da participacdo dos canais para K* no efeito vascular induzido

pelo NDBP

Apo6s a verificacdo do endotélio funcional, a solucdo de Tyrode das cubas
com anéis sem endotélio funcional foi trocada pela solucdo de Tyrode com KCI 20
mM, a qual permaneceu até o final do experimento. Este procedimento impede
parcialmente o efluxo de K* e atenua relaxamentos mediados por abertura de canais
para K* (CAMPBELL e cols, 1996; CLARK; FUCHS, 1997). Decorridos 30 minutos,
foi induzida uma nova contragdo tonica com FEN e, em seguida, uma curva
concentracao-resposta para o NDBP foi obtida. A resposta obtida na presenca de
KCI 20 mM foi comparada com a resposta apresentada na auséncia do mesmo

(controle) (Figura 10).

NDBP (M)
106 - 10

W ACh (10 pM) 3

Anéis sem
endotélio
vascular

L

60min  ‘MFEN (10 uM)

(B) oesua]

AKCI20mm  TFEN(10 pM)

(30 minutos)

Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de

concentragdes crescentes do NDBP (10® a2 10" M) em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (10 uM) na presenca de
KCI 20 mM.
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3.7.7 Verificacdo da participacdo dos subtipos de canais para potassio no

efeito induzido pelo NDBP

Anéis sem endotélio funcional foram incubados separadamente com 1 mM de
TEA, bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao Ca** de alta condutancia
(BKca) (JACKSON, 2000); 1 uM de glibenclamida, um bloqueador seletivo de canais
para K* sensiveis ao ATP (Katp) (JACKSON, 2000); e 1 mM de 4-AP, um bloqueador
seletivo de canais para K* sensiveis a voltagem (K,) (LANGTON e cols, 1991;
LAGAUD e cols, 1999). Apo6s 30 minutos, foi induzida uma nova contracdo ténica
com FEN e, em seguida, uma curva concentracdo-resposta para o NDBP com
concentracbes crescentes e cumulativas foi obtida. As respostas obtidas apds a

adicdo dos bloqueadores foram comparadas com as obtidas na auséncia dos

mesmos (controle) (Figura 11).
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Figura 11: Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracgdes crescentes do NDBP (10'8 a10* M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (10 uM) na presenca de TEA
(1 mM), GLIB (1 uM) ou 4-AP (ImM).
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3.8 Ensaios farmacolégicos in vivo

3.8.1 Implantacéo dos cateteres vasculares

Os animais foram anestesiados com cetamina (75 mg i.p.) e xilazina (10
mg/kg, i.p.). Em seguida, foram colocados em decubito dorsal em uma prancha
cirirgica. Uma pequena incisdo na regido inguinal foi realizada, separando a
musculatura para localizacdo do feixe vasculonervoso (Figura 12). A seguir, artéria e
veia femorais foram dissecadas e expostas. A extremidade PE-10 do cateter arterial
foi introduzida em direcdo a aorta abdominal, via artéria femoral, para registro dos
parametros cardiovasculares e em direcdo a veia cava caudal, por meio da veia
femoral, para administracdo das drogas. Apés a insercdo e fixacdo, os cateteres
foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na
regiao cervical dorsal do animal.

ApoGs a cirurgia, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais
mantidas sob condi¢des de temperatura, luminosidade e niveis de ruido controlados

e receberam agua e racao ad libidum, durante 24 horas para recuperagao.

Artéria e veia
femorais

Figura 12: Representacao esquematica dos vasos onde foram implantados os cateteres para o
registro dos paraGmetros cardiovasculares e administracdo de drogas.
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3.8.2 Avaliacao do efeito da administracdo aguda do NDBP sobre a pressao
arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos

ndo-anestesiados

Foi adotada para estes experimentos a técnica da medida direta da presséo
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos nao-anestesiados,
descrita por Braga (2010). Ap0Os 24 horas da implantacdo dos cateteres vasculares,
os animais foram mantidos em aclimatagdo por um periodo de no minimo 30 minutos
para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares e, em seguida, doses aleatérias
do NDBP foram administradas e as alteracdes na pressao arterial e na frequéncia
cardiaca foram avaliadas (Figura 13).

A PA e a FC foram aferidas pela conex&o do cateter arterial a um transdutor
de pressédo (World Precision Instruments, Sarasota, FL, Estados Unidos da América)
acoplado a um sistema de aquisi¢cdo de sinais bioldgicos DataTax2 (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, Estados Unidos da América) contendo o programa
LabTrax (World Precision Instruments, Sarasota, FL, Estados Unidos da América)
para aquisicdo e determinacdo de sinais biolégicos em animais de laboratorio
(Figura 6). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de, no minimo,
1000 Hz. Todos os experimentos foram realizados em ratos acordados com livre

movimentagao.
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Os valores de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram
computados antes (valores da linha de base) e imediatamente ap6s a administracao

de NDBP (2 — 20 mg/kg) e suas variagdes calculadas por meio da seguinte formula:

APAM = PAposrerior — PA anrerior

Onde:

e A =Variacdo dos valores de pressao arterial média (PAM)
e PAM posterior = PAM apos a administracéo do NDBP
e PAM anerior = PAM antes da administracdo do NDBP

Os mesmos célculos foram realizados para os valores de FC.

NDBP

2 5 10 15 20 mg/kg (i v.)
A

I

DIA 1 DIA 2
Implantacido dos Registros
cateteres vasculares cardiovasculares

Figura 14: Representacdo esquemaética do protocolo experimental para a administracéo de
doses crescentes de NDBP (2, 5, 10, 15, 20 mg/kg) em ratos normotensos néo-
anestesiados (n =6)
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Analises
estatisticas foram feitas através do teste “t” Student ndo-pareado, para analise de
diferenca entre as médias, e ANOVA “two-way” seguida de pés-teste de Bonferroni.

Foram consideradas diferencas significativas quando p < 0.05. As curvas
foram obtidas por regressdo néo-linear, por meio da qual obteve-se também a CEsy.
O valor de Enax corresponde a média percentual de relaxamento maximo do NDBP
para cada condi¢ao estudada. O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism

versio 5.00%.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaios farmacolégicos in vitro

4.1.1 Efeito dos nitratos organicos derivados da glicerina sobre anéis de artéria

mesentérica

Os nitratos organicos obtidos a partir da glicerina, quando adicionados ao
banho de maneira cumulativa (10® —
concentracdo-dependente em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
pré-contraidos com FEN, na presenca de endotélio funcional. A remocdo do

endotélio ndo alterou a resposta vasorrelaxante induzida por todos os compostos

testados (Tabela 1 e gréfico 1).

Tabela 1: Valores (%) de Ena € pD, referentes ao efeito vasorrelaxante dos nitratos orgénicos
derivados da glicerina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos
com FEN, na presenca e auséncia de endotélio funcional.

10* M), promoveram vasorrelaxamento

Endotélio funcional presente

Endotélio funcional ausente

COMPOSTO - ¢ .+ SEM PD,+ SEM  Epa* SEM  pD,* SEM
NDMP 88,5+ 11,2 4,7+0,13 93,8+11,7  4,4+0,07
NDEP 94,1+ 6,7 4,6 +0,08 1088+54  4,8%0,06
NDPP 96,4 + 8,3 5,5 + 0,10 111,1+85 540,08

89,5+ 3,4 5,8 0,10 1054+27 590,06

NDBP
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Gréfico 1: Efeito vasorrelaxante dos nitratos orgéanicos derivados da glicerina na presenca e
auséncia do endotélio funcional, NDMP (n =6, n = 6, respectivamente); NDEP (n =6, n = 7);
NDPP (n =6, n =6); NDBP (n = 6, n =6). Valores expressos como médiate. p. m.

Dentre os compostos analisados, o que apresentou maior poténcia foi o
NDBP. Além disso, o relaxamento produzido por este ultimo composto foi o mais
sustentado dentre os compostos analisados, portanto, o NDBP foi o composto

escolhido para investigacdes posteriores.
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4.1.2 Efeito induzido pelo NDBP em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato pré-contraidos com KCI 80 mM, na presenca e auséncia do

endotélio funcional

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio
funcional e pré-contraidos com KCI 80 mM, solucéo capaz de bloquear o efluxo de
fons K' e gerar despolarizagdo com posterior contragdo celular, concentragGes
crescentes do NDBP (10® — 10* M) promoveram vasorrelaxamento, porém
significativamente atenuado quando comparado ao relaxamento produzido na
presenca de FEN, com reduc¢do dos valores de efeito médximo e pD; em anéis com
endotélio funcional [Emax(%) = 83,8 + 3,3; pD, = 4,8 + 0,1] e desprovidos de
endotélio [Emax(%) = 82,7 £ 7,9; pD>= 5,3 £ 0,1] (Gréfico 2).

O-
§:25
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Grafico 2: Curvas concentracéo-resposta para o NDBP (10® = 10" M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com KCIl 80 mM, na auséncia (h =6) e
presenca (n = 6) do endotélio funcional.
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4.1.3 Participacdo da via NO/GMPc na resposta vasorrelaxante induzida pelo

NDBP em anéis mesentéricos

Na presenga de hidroxocobalamina (30 uM), um sequestrador extracelular de
NO (KRUSZYNA e cols, 1998), o relaxamento induzido por concentracdes
crescentes de NDBP em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato,
desprovidos de endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (10 pM) foi
significativamente atenuado (Emax = 62,8 + 14,9 %) quando comparado ao controle,
(Gréfico 2). Na presenca de ODQ, um inibidor seletivo da ciclase de guanilil solavel
(YIN TAM e cols, 2002), o relaxamento foi praticamente abolido (Emax = 15,2 *

9,2 %), conforme ilustrado no grafico 3.

O~
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Gréfico 3: Curvas concentragdo-resposta para o NDBP (10® — 10*M) em anéis sem endotélio
funcional de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10 uM), na
auséncia (n =6) e na presenca de HDX 30 pM (n =6) ou ODQ 10 pM (n =7). *p <0,001.
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4.1.4 Influéncia dos canais para K* naresposta relaxante induzida pelo NDBP

A incubacdo com KCIl 20 mM, um modulador do efluxo de potassio, provocou
uma significativa inibicdo do relaxamento produzido pelo NDBP em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10 uM) e desprovidos
de endotélio funcional, deslocando a curva para a direita e reduzindo o seu efeito
maximo de maneira significante para Emax = 70,6 + 15,02 %, conforme ilustrado
(gréfico 4).

O KCI 20 mM, quando adicionado a preparacdo, causou uma pequena

contracdo dos anéis, cuja reversao ocorreu espontaneamente antes do término da
incubacao.

4 FEN + KCIl 20 mM

\l
q

o FEN

100+

Relaxamento (%)

125-

Log [NDBP] M

Grafico 4: Curvas concentracado-resposta para NDBP (10® = 10" M) em anéis sem endotélio
funcional de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10 uM), na
presenca (n =9) ou na auséncia (n = 6) de KCl 20 mM. * p < 0,05.
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4.1.5 Subtipos de canais para potassio envolvidos na resposta vasorrelaxante

induzida pelo NDBP em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

e Participacdo dos canais para potassio sensiveis ao calcio de alta

condutéancia (BKca) na resposta vasorrelaxante induzida pelo NDBP

Na presenca de 1 mM de tetraetiiaménio (TEA), um bloqueador de canais
para potassio sensiveis ao calcio de alta condutancia, a resposta vasorrelaxante
induzida por concentracdes crescentes de NDBP (10° — 10* M), em anéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica superior isolada de rato e pré-contraidos
com FEN (10 uM), apresentou-se atenuada significativamente, havendo uma
reducédo do efeito maximo (Emax= 87,97 + 5,78 %), como ilustrado no Grafico 5.
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Grafico 5: Curvas concentracéo-resposta do NDBP (10® = 10 M) em anéis sem endotélio

funcional de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10 uM), na
auséncia (n =6) ou na presencade TEA1mM (n=6). *p <0,05.
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e Participacdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) na
resposta vasorrelaxante induzida pelo NDBP

Na presenca de 1 uM de GLIB, um bloqueador dos canais para potassio
sensiveis a ATP, a curva concentragdo-resposta (10° — 10“M) para o NDBP foi
alterada de maneira significativa, apresentando um deslocamento para a direita, com

diminuic&o de seu efeito maximo para Enax = 78,2 £ 6,5 % (Graéfico 6).
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Gréfico 6: Curvas concentracdo-resposta para o NDBP (10 - 10" M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10 uM) na auséncia (n = 6) ou na
presenca de GLIB 1 pM (n =6). * p <0,001.
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e Participacdo dos canais para potassio sensiveis a voltagem (Ky), na
resposta vasorrelaxante induzida pelo NDBP

A incubacdo com 4-AP, um bloqueador de canais para potassio sensiveis a
voltagem, foi capaz de deslocar a curva concentragdo-resposta do NDBP (10® —
10 M) para a direita, atenuando o vasorrelaxamento quando comparado ao controle
[Emax = 94,65 + 6,6 %] (Gréfico 7).
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Gréafico 7: Curvas concentracdo-resposta para o NDBP (10 - 10 M) em anéis sem endotélio
funcional de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10 pM), na
auséncia (n =6) ou na presencade 4-AP 1 mM (n =6). p <0,05.
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4.2 Ensaios Farmacolégicos in vivo

4.2.1 Efeito do NDBP sobre a pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia

cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos ndo-anestesiados

Apo6s um periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares de ratos
normotensos nao-anestesiados, a administragdo intravenosa de NDBP nas doses de
2 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg e 20 mg/kg (administradas
aleatoriamente) promoveu hipotenséo (-6 + 1,7; 22 £6,8; -58 + 3,7; -70 £ 5,5; -77 +
54 mmHg) e bradicardia  (-12+5; - 40 £ 19,7; -133 £ 18,6; -179+23,5; e
-266 £ 12,4 bpm) de maneira dose-dependente, conforme apresentado no gréfico 9.
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Grafico 8: Efeitos do NDBP sobre (a) a pressao arterial média (PAM, mmHg) e (b) frequéncia
cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos nao-anestesiados (n=6). Os valores foram
expressos como média  e.p.m.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se as acdes cardiovasculares de nitratos
organicos derivados da glicerina, utilizando abordagens in vitro em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato e in vivo para avaliar a presséo arterial e a
frequéncia cardiaca em ratos normotensos ndo-anestesiados. Foi observado, como
principais resultados, que todos os nitratos testados causaram vasorrelaxamento em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sendo o NDBP aquele que
apresentou atividade vasorrelaxante mais potente, possivelmente por envolver a
liberacdo de NO e posterior ativagcdo da via SCG/GMPc/PKG. Além disso, ensaios in
vivo demonstraram que o NDBP apresentou efeito hipotensor e bradicardico,
provavelmente devido a a¢des periféricas e/ou centrais do NO envolvido na resposta
mediada pelo composto.

Todos os nitratos causaram vasorrelaxamento, provavelmente devido a
presenca do grupo quimico —NO,, ligado ao segundo carbono do glicerol, da mesma
forma que a nitroglicerina (GTN), nitrato organico com uso ja consolidado no
tratamento de desordens cardiovasculares (IGNARRO e cols, 1981).

O aumento das cadeias carbonicas laterais nos nitratos avaliados promoveu
um pequeno aumento na poténcia dos mesmos de acordo com o0s resultados
obtidos, mostrando que o NDBP apresentou maior valor de pD, em inibir a contra¢éo
induzida por FEN. Além disso, o relaxamento provocado por este composto foi o
mais sustentado, sugerindo que a atividade vasorrelaxante dos nitratos melhorou
com o aumento da cadeia carbdnica dos mesmos. O NDBP também foi capaz de
causar vasorrelaxamento em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
pré-contraidos com KCI 80 mM.

Dentre os mecanismos que relaxam o musculo liso vascular, destacam-se
as substancias vasorrelaxantes sintetizadas e liberadas pela camada endotelial. O
endotélio desempenha importante papel na manutencdo da homeostasia vascular,
pois controla o tdnus do vaso, regulando a PA e o fluxo sanguineo local via liberacéo
de fatores relaxantes e contracturantes, como o 0xido nitrico que se destaca por ser
0 mais potente vasodilatador endégeno conhecido (BUSSE e cols, 2002; COOKE;
DZAU, 1997; REES, PALMER; MONCADA, 1989). Além disso, o endotélio também

participa do relaxamento induzido por diversas substancias quimicas exégenas
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(CHAUHAN e cols, 2003; COHEN; VANHOUTTE, 1995; FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Observou-se, entretanto, que o efeito vasorrelaxante promovido pelo NDBP
ocorre de modo semelhante em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
na presenca e auséncia de endotélio funcional, sugerindo que este efeito ndo parece
ser mediado pelas células endoteliais, mas provavelmente devido a acao direta do
composto sobre o musculo liso vascular.

Sabendo-se que ofertas exdégenas de NO podem ocorrer com 0 uso de
doadores capazes de liberar esta molécula em meio fisiologico e causar
vasorrelaxamento independente da camada endotelial e, considerando que os
nitratos organicos tém um histérico de doadores de NO, buscou-se avaliar o
envolvimento do NO e da via CGs/GMPc na resposta relaxante induzida pelo NDBP.
Para tanto, nos experimentos subsequentes foram utilizados apenas anéis
desprovidos de endotélio funcional.

No intuito de verificar a participacdo do NO na resposta induzida pelo
NDBP, utilizou-se a HDX, um sequestrador de NO que apresenta a cobalamina
oxidada [Cb (lll)] em sua estrutura responsavel por capturar o NO do meio
extracelular, formando o complexo [Cb (II)-NO] (KRUSZYNA e cols, 1998). Neste
estudo a HDX atenuou significativamente a vasodilatagdo mediada pelo NDBP,
sugerindo que possivelmente este composto atua liberando NO para promover o
vasorrelaxamento.

O efeito vasorrelaxante do NO ocorre principalmente através da sua ligacao
ao ferro do grupo prostético heme da enzima ciclase de guanilil (CG). Uma vez
ligado ao Fe*?, forma-se o complexo [NO-Fe*%-His], resultando na quebra da ligac&o
Fe*?-His que desencadeia uma mudanca conformacional da enzima e sua
consequente ativacao (FRIEBE; KOESLING, 2003). Uma vez ativada, a CG converte
GTP em GMPc, que por sua vez ativa diversos alvos envolvidos no relaxamento
celular (MONCADA, 1988, ROBERTSON e cols, 1993; WOODMAN;
WONGSAWATKUL; SOBEY, 2000).

Devido a sua atividade, a CG é considerada o alvo mais importante da
molécula sinalizadora NO, quando em baixas concentracbes (FOERSTER e cols,
1996; IGNARRO e cols, 1986). Portanto, o uso de substancias que modulam a
atividade desta enzima constitui uma forma bastante eficaz para a investigacao
sobre a sua participacdo no efeito vasorrelaxante induzido por diversos compostos.

Nesse sentido, o ODQ, um inibidor seletivo da CG, é rotineiramente utilizado na
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avaliacao dos efeitos mediados pelo NO. O efeito inibitério do ODQ ocorre devido a
mudancas no estado de oxidacdo da molécula de heme, sem causar efeitos
adversos sobre a atividade catalitica da enzima (ZHAO e cols, 2000). Embora seja
relatado que o ODQ possa interferir em outros processos envolvendo heme-
proteinas (FEELISCH e cols, 1999), ele continua sendo o inibidor mais seletivo e
potente da CG (GARTHWAITE e cols, 1995; HOBBS, 1997; OLSON e cols, 1997).
Neste estudo foi observado que o tratamento prévio com ODQ praticamente aboliu o
relaxamento vascular induzido pelo NDBP, sugerindo que o vasorelaxamento
provocado por este nitrato é decorrente da via CG/GMPc.

Os resultados deste trabalho corroboram com os relatos de Katsuki e cols
(1977); Schultz; Schultz; Schultz (1977), os quais concluiram que o0s nitratos
organicos causam vasodilatacdo via ativacdo da enzima ciclase de guanilil (CG),
mediada pelo NO, com aumento dos niveis de GMPc dependente da dose,
demonstrando que o NO é a molécula efetora comum aos nitrovasodilatadores,
responsavel por provocar dilatacdo das artérias coronarias, o que melhora o
suprimento sanguineo ao coracdo e alivia os sintomas de complicacbes
cardiovasculares como a angina pectoris, insuficiéncia cardiaca congestiva,
hipertens&o pulmonar e outras.

Os alvos do GMPc responsaveis pelo vasorrelaxamento incluem proteinas
cinases como a PKG e canais idnicos. Dentre os canais ibnicos, os que medeiam a
passagem de ions K* contribuem de forma significativa para a regulagéo do potencial
de membrana das células musculares lisas vasculares, sendo determinantes na
homeostasia da pressdo sanguinea (BERG, 2002; LEDOUX e cols, 2006). A
abertura desses canais leva a repolarizagdo ou hiperpolarizagdo celular devido ao
efluxo desses ions, com posterior vasodilatacdo (ARCHER e cols, 1994; GURNEY,
1994; HADDY, VANHOUTTE; FELETOU, 2006).

A fim de investigar o envolvimento destes canais foram utilizadas
preparagdes incubadas com KCl a 20 mM. Esta condigcdo promove bloqueio parcial
do efluxo de K*, atenuando o relaxamento mediado por abertura de canais para este
fon (CLARK; FUCHS, 1997; GURNEY, 1994). O aumento da concentracdo de K*
extracelular de 4 mM para 20 mM alterou significativamente a resposta
vasorrelaxante induzida pelo NDBP com reducédo do seu efeito maximo e poténcia,
sugerindo que mecanismos hiperpolarizantes mediados pela abertura dos canais

para K* fazem parte do efeito induzido pelo composto.
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Como o uso de KCI 20 mM né&o indica o subtipo de canal envolvido na
resposta mediada pelo NDBP, seguiu-se a investigacdo sobre quais tipos de canais
para K* estariam envolvidos no mecanismo relaxante. Sabe-se que, na artéria
mesentérica sd0 expressos dentre outros canais para K*, os ativados pelo Ca?*
(Kca), 0s sensiveis ao ATP (Katp), € 0s operados por voltagem (Ky) (HADDY,
VANHOUTTE; FELETOU, 2006; IUPHAR, 2002).

Um dos principais canais para K* presentes na mesentérica de rato é o
canal para K* sensivel ao célcio de alta condutancia (BKc,). Este canal é ativado por
voltagem e em resposta ao aumento da concentragdo citosélica de célcio a fim de
interromper, por feedback negativo, a despolarizacdo em eventos contréteis,
desempenhando assim grande importancia no controle do ténus vascular (ASANO,
MASUZAWA-ITO; MATSUDA, 1993; BRAYDEN; NELSON, 1992; CAl; GONG; PAN,
2007; JACKSON, 2000).

Estudos prévios indicam que o NO e os doadores de NO ativam estes
canais por proteinas cinases dependentes de GMP, por modulacdo direta, ou ainda
através da combinacdo entre esses dois mecanismos (BOLOTINA e cols, 1994,
GEORGE; SHIBATA, 1995; PENG,; HOIDAL; FARRUKH, 1996; ROBERTSON e
cols, 1993; SANSOM e cols, 1997; ZHOU e cols, 1996). Entretanto, Koh e cols
(1995) relataram que o SNAP, doador de NO, nao foi capaz de modificar a atividade
destes canais em células musculares lisas do coélon de cées.

Por outro lado, Bialecki; Stinson-Fisher (1995) demonstraram que 0s canais
BKca estdo envolvidos no relaxamento de anéis de artéria pulmonar mediado por
doadores de NO, como o S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) e o 3-morpholino-
Sydnonimine (SIN-1). Além disso, Mistry; Garland (1998) descreveram que NO e
doadores de NO podem ativar estes canais em células musculares lisas de artéria
mesentérica de rato e esta ativacdo € reduzida na presenca de TEA 1 mM, que
nesta concentracao atua como bloqueador seletivo para BKca (FOZARD; MANLEY,
2001). Em nosso estudo, a presenca de TEA (1 mM), atenuou o efeito
vasorrelaxante produzido pelo NDBP, apontando para uma possivel participacdo dos
BKca Na acédo induzida pelo composto e corroborando com os relatos anteriores.

Além dos canais BKc, tem sido relatado que o NO hiperpolariza a
membrana através da ativagdo dos canais para K* sensiveis ao ATP (Katp) em
corondrias de humanos e em artéria mesentérica de coelho, nesta ultima causando
vasorrelaxamento (ARMSTEAD e cols, 1996; FAROUQUE e cols, 2001). Estes
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canais fecham-se com o aumento da concentracao intracelular de ATP, entretanto
também s&o regulados por outras vias de transducéao de sinal (JACKSON, 2000).

Para verificar se o NO envolvido na resposta induzida pelo NDBP estaria
ativando os canais Karp € deste modo, gerando vasorrelaxamento, foi utilizada a
glibenclamida, um inibidor para estes canais (FAROUQUE; OMAR; MEREDITH,
2003; SOBEY, 2001). Observou-se que a glibenclamida deslocou a curva
concentracdo-resposta para a direita, reduzindo tanto a poténcia quanto 0 Eyax €em
relacdo ao controle, apontando para a participacdo dos canais Katp na resposta
vasorrelaxante induzida pelo NDBP em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato pré-contraidos com FEN.

Estes resultados diferenciam dos relatos de Meisheri, Khan; Martin (1993),
nos quais a glibenclamida néo afetou o relaxamento mediado pelo SNP e NOC-7 em
aorta de rato, sugerindo que o0s canais Karp ndo desempenham papel no
vasorrelaxamento mediado por doadores de NO neste vaso. Além disso, Veras
(2009) excluiu a participacdo dos canais Kartp Na resposta relaxante provocada pela
E-CAOX, uma oxima doadora de NO, em artéria mesentérica superior de rato. Por
outro lado, Gardiner e cols (1996) demonstraram que os Kartp estdo envolvidos na
vasodilatagdo de leito mesentérico. E Garland; McPherson (1992) por sua vez,
constataram que o NO exdgeno produz hiperpolarizacdo em artéria mesentérica, a
gual é abolida pela glibenclamida. A divergéncia entre estes resultados pode ser
explicada pela diferenca, ora entre os tecidos utilizados, uma vez que tecidos
diferentes apresentam respostas farmacoldgicas variadas a administracdo de
determinadas substancias, ora entre a metodologia adotada e a classe de doadores
de NO avaliada.

Outro tipo de canal expresso nas células musculares lisas sdo 0s canais
para K* sensiveis a voltagem (Ky), ativados por despolarizacdo celular e que
apresentam importante papel na determinacdo do ténus muscular e regulacdo do
potencial de membrana (DORA; GARLAND, 2001; JACKSON, 2000; XU e cols,
1999; YU e cols, 2004). Relatos mostram que na hipertensdo cronica, onde a
disponibilidade de NO é diminuida, estes canais encontram-se inibidos, sugerindo
dessa forma a atuacdo do NO na modulacdo dos mesmos (IRVINE; FAVALORO;
HARPER, 2003, JACKSON, 2005, VANHOUTTE e cols, 2005; YUAN e cols, 1996)

Para avaliar a participacdo dos canais para K* regulados por voltagem em

artéria mesentérica superior isolada de rato utilizou-se 4-AP (1 mM), um blogueador
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seletivo para estes canais (Ky) (FOZARD; MANLEY 2001; SOBEY, 2001), e
observou-se uma pequena participacdo dos Ky no vasorrelaxamento induzido pelo
NDBP. Estes resultados estdo corroborando com os achados de Sobey; Faraci
(1999); Yuan e cols (1996) e Zhao e cols (1997), que demonstraram a participacéo
dos canais K, no relaxamento de artéria pulmonar e basilar em resposta ao NO.

Observou-se pois, que o relaxamento mediado pelo NDBP em artéria
mesentérica superior isolada de rato envolve a via NO/GMPc, bem como a
participagdo dos canais para K*, sobretudo os Katp, Uma vez que o relaxamento
induzido pelo NDBP foi mais atenuado na presencga da glibenclamida, cujo efeito
mostrou-se equivalente ao blogueio n&o-seletivo promovido pelo KCI 20 mM.
Entretanto, como o ODQ praticamente aboliu o efeito relaxante induzido pelo
composto, provavelmente a acdo sobre os canais para K' é dependente da CGs.
Além disso, ndo é descartada a participacdo dos outros alvos da PKG envolvidos no
vasorrelaxamento, como a MLCK, bombas de Ca®" do reticulo e da membrana
plasmatica e o trocador Na*/Ca?*.

Diante dos resultados obtidos nos estudos in vitro, buscou-se avaliar o
significado fisiologico da atividade vasorrelaxante apresentada pelo NDBP sobre os
parametros cardiovasculares de ratos normotensos. Foram realizados portanto,
ensaios farmacologicos in vivo, 0os quais permitem analisar o efeito de diversas
substancias sobre todo o organismo vivo, fornecendo informacfes mais reais a
cerca do perfil farmacoldgico da droga testada.

A pressao arterial e a frequéncia cardiaca foram avaliadas em ratos
normotensos ndo-anestesiados. O uso da anestesia foi descartado, considerando a
sua capacidade de modificar os niveis de PA e FC, bem como o funcionamento dos
principais sistemas envolvidos na regulacdo destes parametros, como 0 sistema
renina-angiotensina e os mecanismos neurais de controle (DORWARD e cols, 1985;
FLUCKIGER e cols, 1985; KORNER; LANGSFORD; STARR, 1968; WHITE;
MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER e cols, 1982).

Em animais normotensos né&o-anestesiados a administracdo aguda do
NDBP de forma aleatéria (i. v.) causou hipotensdo de maneira dose-dependente. A
atividade vasorrelaxante do composto, mediada pelo NO e responsavel por reduzir a
resisténcia vascular periférica, pode estar contribuindo para sua acédo hipotensora.
Em condicbes normais, quedas na pressao arterial ocasionam taquicardia reflexa

com o objetivo de reajustar os niveis de presséo arterial. Este efeito € verificado
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apos a administracdo de diversas substancias hipotensoras, como os doadores de
NO, inclusive nitratos organicos (NEEDLEMAN, 1967; TAKANO, 1998), entretanto, a
administragéo (i.v.) do NDBP provocou bradicardia de maneira dose-dependente.

A acdo bradicardica do NDBP pode ocorrer devido a acdo direta do
composto sobre o coracdo como agonista muscarinico ou antagonista adrenérgico.
Entretanto, frente a evidéncias de que o NDBP possivelmente seja um doador de
NO, convém relatar a influéncia direta do oOxido nitrico no coracdo. Relatos
demonstram que o NO, mediante ativacdo da CGs, atua em terminagcfes nervosas
vagais cardiacas estimulando a liberagao de acetilcolina e, por outro lado, reduzindo
a liberacdo de noradrenalina a partir das terminacfes simpaticas. (HERRING;
PATERSON, 2001; SCHWARTZ e cols, 1995; WANG e cols, 2007). Desse modo, a
liberacdo de NO pelo NDBP pode ser a responsavel pela bradicardia observada.

Além disso, ha evidéncias de que o NO atua diretamente em sitios
especificos do SNC, reduzindo o tdnus simpéatico ou aumentando a atividade
parassimpatica direcionada ao coracado via NO/GMPc, com posterior bradicardia, a
gual por sua vez mascara a taquicardia reflexa (FLETCHER e cols, 2006; KISHI e
cols, 2001; RUGERRI e cols 2000). A acdo em nivel central do NDBP pode ser
reforcada pelo fato do composto ser lipofilico e provavelmente atravessar a barreira
hematoencefalica do animal. Todavia, estudos posteriores sdo necessarios para
investigar melhor este efeito.

Desse modo, os resultados obtidos sugerem que o NDBP exerce efeito
vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, independente do
endotélio funcional, através da via NO/GMPc/PKG e ativagcdo dos canais Kartp, BKca, € Ky,
este em menor propor¢do. Este mecanismo de agcdo pode ser o responsavel pela
hipotensdo e bradicardia observadas em animais normotensos né&o-anestesiados
tratados com o composto. Tornam-se necessarias, portanto, investigacoes futuras, uma

vez que o NDBP pode apresentar além de agdes vasodilatadoras, efeitos neurais.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos a cerca dos efeitos cardiovasculares

induzidos pelos nitratos organicos derivados da glicerina, conclui-se que:

e Dentre os nitratos organicos que causaram vasorrelaxamento em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato, o NDBP apresentou efeito

vasorrelaxante mais promissor;

e O vasorrelaxamento induzido pelo NDBP ocorre de maneira independente do

endotélio vascular;

e O NO participa da resposta vasorrelaxante induzida pelo NDBP, entretanto a

NOS endotelial parece néo estar envolvida no efeito relaxante observado;

e O vasorrelaxamento induzido pelo NDBP envolve a via NO/GMPc/PKG e

conseqliente ativacdo dos canais para K* sensiveis a ATP (Katp), a0 C&

(BKca) € os operados por voltagem (Ky);

e O NDBP produz hipotenséo e bradicardia de maneira dose-dependente em

ratos normotensos ndo-anestesiados.
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7 PERSPECTIVAS

e Dosar os niveis de GMPc na auséncia e presenca do NDBP por ensaio
imunoenzimatico;

¢ Realizar dosagem de NO, para corroborar com os resultados apresentados,
mostrando a participacdo de NO exdégeno no efeito induzido pelo NDBP,
utilizando técnicas de citometria de fluxo;

e Confirmar a participacdo dos canais para K* no efeito induzido pelo NDBP,
por meio de técnicas eletrofisioldgicas;

e Avaliar a participacéo dos canais para calcio no efeito induzido pelo NDBP;

e Investigar a participagdo muscarinica na resposta hipotensora e bradicéardica
induzida pelo NDBP em ratos normotensos ndo-anestesiados;

e Avaliar se o NDBP induz tolerancia;

e Avaliar ainfluéncia do NDBP, por ensaios farmacolégicos in vivo, em modelos
de hipertenséao;

e Investigar o efeito do NDBP sobre o controle autonémico da PA e FC e o
funcionamento do barorreflexo em animais normotensos e hipertensos;

e Investigar as possiveis acbes do NDBP no SNC em ratos normotensos e

hipertensos néo-anestesiados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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