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RESUMO 

 
A hipertensão arterial sistêmica (HAS) está relacionada à disfunção endotelial atribuída 
principalmente pela redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) na parede 
vascular e aumento do estresse oxidativo, resultando em aumento crônico e anormal da 
resistência vascular periférica. Sendo assim, caracterizada por níveis elevados da pressão 
arterial sanguínea, resultando numa alteração do tônus vascular, em que  o NO é o 
principal fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). O óxido nítrico desempenha um 
papel chave no controle e regulação da pressão arterial sanguínea por meio de sua 
influência sobre a resistência vascular periférica e sobre o tônus vascular. Problemas 
relacionados com a biodisponibilidade do NO são fatores primordiais para o 
desenvolvimento, progressão e manutenção da HAS. Há décadas, o uso de compostos que 
aumentam a biodisponibilidade de NO representa uma estratégia terapêutica no 
tratamento de desordens cardiovasculares. Com isso, surge o objetivo do presente estudo 
de avaliar o efeito do nitrato de acetato 4 – nitrooxibutila (NHPR1) sobre o sistema 
cardiovascular de ratos normotensos. A partir da predição biológica, o NHPR1 apresentou 
efeito vasodilatador onde o mecanismo doador de NO (Pa 0,849) foi identificado ao 
utilizar a linha de corte Pa > 0,7 Pi = 0,000. Nos testes ex vivo, em anéis de artéria 
mesentérica cranial isolada, pré-contraídas com FEN (1μΜ), o NHPR1 foi capaz de 
induzir efeito vasorrelaxante tanto em anéis com endotélio funcional (Emáx = 100,0 ± 
6,116, n=10) como em anéis onde o endotélio foi removido (Emáx = 100,0 ± 11,47, n=7). 
Após uma contração eletromecânica com KCl (60 mM), o NHPR1 não apresentou 
resposta vasorrelaxante alterada (Emáx = 132,7 ± 7,103, n=7). Para avaliar a participação 
da via NO/GCs foi utilizado o ODQ (10 µM), um inibidor seletivo da enzima guanilato 
ciclase solúvel, o qual atenuou a resposta vasorrelaxante ao NHPR1 (Emáx = 99,24 ± 7,338, 
n= 8). Ao realizar o bloqueio não seletivo dos canais para potássio com TEA (3 mM), a 
resposta vasorrelaxante do NHPR1 não foi alterada (Emáx = 118,1 ± 4,828, n=13). No teste 
de tolerância, o nitrato apresentou alteração na sua resposta induzida, no qual observou a 
ocorrência de deslocamento da curva para a direita, sugerindo que há o desenvolvimento 
da tolerância na resposta vasorrelaxante do NHPR1. Na avaliação da toxicidade, a 
administração oral de NHPR1 (300 e 2000 mg / kg) não promoveu alterações no peso 
corporal e no peso dos órgãos, bem como no consumo de água e alimentos em 
comparação com o grupo controle. Na administração aguda do NHPR1 (1, 5, 10, 20, 50 
mg/Kg, i.v.) induziu hipotensão nos animais normotensos (-4,06 ± 1,01 ; -6,18 ± 1,25; -
15,39 ± 0,65; -11,71, ± 3,04; -17,19 ±  1,99 mmHg, respectivamente) e taquicardia (6,48 
± 3,64; 62,61 ± 12,88 ; 48,21 ± 9,08 ; 76,31 ± 13,44 ; 103,75 ± 12,13 bmp) de maneira 
dose – dependente. Deste modo, a resposta vasorrelaxante promovida pelo NHPR1 
possivelmente ocorreu devido seu efeito vasodilatador que envolve a liberação de NO e 
posterior ativação da via NO-GCs-PKG. Este mecanismo de ação pode estar contribuindo 
para a hipotensão e bradicardia observadas em animais normotensos. 
 
Palavras – chave: Hipertensão, óxido nítrico, nitrato orgânico, resposta vasorrelaxante. 
 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Systemic arterial hypertension (SAH) is related to endothelial dysfunction attributed 
mainly by the reduction of nitric oxide (NO) bioavailability in the vascular wall and 
increased oxidative stress, resulting in chronic and abnormal increase in peripheral 
vascular resistance. Thus, it is characterized by high blood pressure levels, resulting in a 
change in vascular tone, where NO is the main endothelium-derived relaxing factor 
(EDRF). Nitric oxide plays a key role in the control and regulation of blood pressure 
through its influence on peripheral vascular resistance and vascular tone. Problems related 
to NO bioavailability are prime factors for the development, progression and maintenance 
of hypertension. The use of compounds that increase the bioavailability of NO has been 
a therapeutic strategy for the treatment of cardiovascular disorders for decades. Thus, the 
objective of the present study is to evaluate the effect of 4 - nitrooxybutyl acetate nitrate 
(NHPR1) on the cardiovascular system of normotensive rats. From the biological 
prediction, NHPR1 showed a vasodilating effect where the NO donor mechanism (Pa 
0.849) was identified using the cutoff line Pa> 0.7 Pi = 0.000. In ex vivo tests, in isolated 
cranial mesenteric artery rings pre-contracted with FEN (1μΜ), NHPR1 was able to 
induce vasorelaxant effect in both functional endothelial rings (Emax = 100.0 ± 6.116, n 
= 10). in rings where the endothelium was removed (Emax = 100.0 ± 11.47, n = 7). After 
an electromechanical contraction with KCl (60 mM), NHPR1 showed no altered 
vasorelaxant response (Emax = 132.7 ± 7.103, n = 7). To assess the participation of the 
NO / GCs pathway was used ODQ (10 µM), a selective inhibitor of the soluble guanylate 
cyclase enzyme, which attenuated the vasorelaxant response to NHPR1 (Emax = 99.24 ± 
7.338, n = 8). When performing non-selective blockade of potassium channels with ASD 
(3 mM), the vasorelaxant response of NHPR1 was not altered (Emax = 118.1 ± 4.828, n 
= 13). In the tolerance test, nitrate showed alteration in its induced response, which 
observed the occurrence of shift of the curve to the right, suggesting that there is the 
development of tolerance in the vasorelaxant response of NHPR1. In the evaluation of 
toxicity, oral administration of NHPR1 (300 and 2000 mg / kg) did not promote changes 
in body weight and organ weight, as well as food and water consumption compared to the 
control group. Acute administration of NHPR1 (1, 5, 10, 20, 50 mg / kg, iv) induced 
hypotension in normotensive animals (-4.06 ± 1.01; -6.18 ± 1.25; -15.39 ± 0.65, -11.71, 
± 3.04, -17.19 ± 1.99 mmHg, respectively) and bradycardia (6.48 ± 3.64; 62.61 ± 12.88; 
48.21 ± 9 , 08; 76.31 ± 13.44; 103.75 ± 12.13 bmp) in a dose - dependent manner. Thus, 
the vasorelaxant response promoted by NHPR1 possibly occurred due to its vasodilating 
effect involving NO release and subsequent activation of the NO-GCs-PKG pathway. 
This mechanism of action may be contributing to the hypotension and bradycardia 
observed in normotensive animals. 

Keywords: Hypertension, nitric oxide, organic nitrate, vasorelaxant response.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A hipertensão arterial é a causa predominante das doenças cardiovasculares e a 

principal causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo (GLOBAL HEALTH 

METRICS, 2017). É caracterizada por altos níveis de pressão arterial sanguínea, segundo 

a Sociedade Brasileira de Cardiologia são valores de pressão arterial sistólica (PAS) 

maiores ou igual a 140 mmHg e/ou valores maiores ou igual a 90 mmHg da pressão 

arterial diastólica (PAD),  resultando numa alteração do tônus vascular, ocasionando 

vasoconstrição (CHOBANIAN, 2011). A hipertensão arterial está relacionada à 

disfunção endotelial atribuída principalmente pela redução da biodisponibilidade do 

óxido nítrico (NO) na parede vascular e aumento do estresse oxidativo, resultando em 

aumento crônico e anormal da resistência vascular periférica  (GRIENDLING, 2018; 

KANG et al., 2015; PEREIRA et al., 2011). 

O endotélio controla o tônus da musculatura lisa vascular pela produção de 

mediadores que podem produzir vasodilatação ou vasoconstrição. Os principais fatores 

relaxantes derivados do endotélio são o NO, o fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF) e a prostaciclina. Entre os fatores contráteis, os principais são a 

prostaglandina H (PGHH2), a tromboxana A2, a angiotensina II (Ang II), a endotelina-1 

(ET-1) e o ânion superóxido, dentre outras espécies reativas de oxigênio. Em condições 

fisiológicas, existe um equilíbrio preciso entre a liberação desses fatores, sendo a 

produção dos fatores relaxantes mais importantes, contendo o efeito dos agentes 

contrácteis. No entanto, em diversas condições patológicas, como na hipertensão arterial, 

esse equilíbrio é alterado com uma consequente atenuação dos efeitos vasodilatadores do 

endotélio (RIBEIRO, 1992; CARVALHO et al., 2001). 

A disfunção endotelial agrava as doenças cardiovasculares, como a HAS. Um dos 

tratamentos utilizados para a melhora do quadro hipertensivo é o uso de doadores de NO, 

especialmente os nitratos orgânicos. Apesar de seu amplo uso, este grupo de 

medicamentos pode desenvolver o processo de tolerância farmacológica, fazendo com 

que haja a perda do efeito vasodilatador durante seu uso contínuo e/ou a necessidade de 

doses maiores para que se tenha a manutenção do efeito. Portanto, a busca por novos 

doadores de NO que sejam mais eficazes e desenvolvam o mínimo possível de efeitos 

colaterais e sejam menos tolerantes é de extrema importância (CSONT; FERDINANDY, 
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2005; DAIBER et al., 2009; PARKER et al., 1991; DAIBER et al., 2017). Diante desse 

contexto, o presente estudo tem como finalidade investigar os efeitos cardiovasculares de 

um novo doador de NO, o nitrato de acetato de 4-nitrooxibutila (NHPR1). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Hipertensão arterial  

A HAS é caracterizada por pressão arterial elevada e persistente nas artérias 

sistêmicas. A pressão arterial (PA) é conceituada como a pressão exercida pelo sangue 

sobre os vasos arteriais e é determinada pelo produto de duas variáveis: o débito cardíaco 

(DC), sendo o volume de sangue bombeado pelo coração em um dado intervalo de tempo, 

podendo ser influenciado por aspectos como o volume diastólico final, contratilidade 

miocárdica e frequência cardíaca, e a resistência vascular periférica total (RVPT) que é a 

resistência que os vasos exercem à passagem do sangue em seu interior, correspondendo 

ao resultado de modificações tensionais no músculo liso vascular (LUFT, 2001; CRIBBS, 

2006; GUYENET, 2006; OHNO; KANNO; TAKENAKA, 2016). 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensão, a HAS é diagnosticada por 

meio da medida casual, quando os valores de sua medida são altos e se mantêm 

inalterados, mas dependendo dos níveis pressóricos, é preciso o resultado de três aferições 

em três visitas, em condições ideais. Para tal, o critério utilizado para definir a HAS são 

valores da pressão arterial sistólica (PAS) maiores ou igual a 140 mmHg e/ou valores 

maiores ou igual a 90 mmHg da pressão arterial diastólica (PAD) (Sociedade Brasileira 

de Cardiologia; Sociedade Brasileira de Hipertensão; Sociedade Brasileira de Nefrologia, 

2010; WHO, 2013). 

No Brasil, a HAS atinge 32,5% (36 milhões) de indivíduos adultos, sendo 60% 

dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doença 

cardiovascular (DCV). Complicações cardíacas e renais tem impacto elevado na perda da 

produtividade do trabalho e da renda familiar, estimada em US$ 4,18 bilhões entre 2006 

e 2015 (ABEGUNDE et al., 2007; SCALA; MAGALHÃES; MACHADO, 2015). 

A HAS pode ser amplamente caracterizada como primária ou secundária, 

dependendo do mecanismo envolvido na patogênese (POULTER, PRABHAKARAN, 

CAULFIELD, 2015). A hipertensão primária ou essencial representa a maioria dos casos 

(90 a 95%) e geralmente ocorre em indivíduos de idade média ou avançada como 

resultado da interação entre fatores genéticos e ambientais não específicos, ou seja, apesar 

dos esforços, os mecanismos envolvidos na sua patogênese permanecem desconhecidos. 

Neste tipo de hipertensão, a progressão de um fenótipo normotenso para um fenótipo 

hipertenso entre indivíduos geneticamente predispostos pode ser influenciada por uma 
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combinação de fatores ambientais, comportamentais e dietéticos (LEWANDOWSKI, 

2003, KHOR; CAI, 2017). 

Os mecanismos fisiopatológicos responsáveis pela hipertensão arterial são 

complexos e podem atuar sobre uma base genética. A hipertensão primária envolve vários 

tipos de genes. Algumas variantes alélicas de vários genes estão associadas à um risco 

aumentado de desenvolver hipertensão primária e estão ligadas, em quase todos os casos, 

a uma história familiar positiva. Essa predisposição genética, juntamente com uma série 

de fatores ambientais, como alto consumo de sódio, má qualidade do sono ou apneia do 

sono, consumo excessivo de álcool e alto estresse mental, contribui para o 

desenvolvimento da hipertensão. Além disso, a probabilidade de desenvolver hipertensão 

aumenta com o envelhecimento, devido ao enrijecimento progressivo da vasculatura 

arterial causada, entre outros fatores, pelo desenvolvimento lento de alterações no 

colágeno vascular e aumento da aterosclerose. Fatores imunológicos também podem 

desempenhar um papel importante, especialmente no contexto de doenças infecciosas ou 

reumatológicas, como artrite reumatóide (CAMPAGNOLE-SANTOS, 2001; 

GANGWISCH, 2014; PALAGINI, 2013; MIKAEL, 2017. SINDLER, 2011).  

A hipertensão denominada secundária é caracterizada pela presença de um fator 

desencadeante identificável que esteja atuando na elevação dos níveis pressóricos, tais 

como desordens renais e/ou endócrinas. Diferente da hipertensão primária, representa 

entre 5 a 10 % dos casos (LEWANDOWSKI, 2003; KHOR; CAI, 2017). 

A manutenção e regulação da PA é um mecanismo complexo que envolve ações 

integradas de vários sistemas como o neural, renal, endócrino e o cardiovascular. A teoria 

do mosaico da hipertensão descreve sua fisiopatologia multifacetada. No controle da PA 

em curto prazo destaca-se o barroreflexo, considerado o principal modo de ajuste rápido 

da PA. Os barroreceptores são terminações nervosas, localizadas na camada adventícia 

da aorta e bifurcação da carotída. Estes mecanorreceptores são sensíveis às alterações 

tensionais na parede dos vasos. Quando tensionados, ativam fibras aferentes que se 

projetam em direção ao sistema nervoso central , integrando sinais recebidos e modulando 

a resposta rápida às alterações de PA (GUYENETE, 2006).  

Em longo prazo, a manutenção da PA pode ser promovida pelo sistema renina 

angiotensina-aldosterona (SRAA). Este sistema consiste em uma cascata enzimática, 

catalisada pela renina e a enzima conversora da angiotensina (ECA), gerando 

angiotensina II, o peptídeo chave do SRAA, pois promove resposta pressora rápida pela 

ação vasoconstrictora, aumentando a neurotransmissão noradrenérgica periférica e 
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alterações na função renal. Algumas terapias farmacológicas contra doenças 

cardiovasculares apresentam melhora da disfunção endotelial. Os inibidores da enzima 

conversora da angiotensina (ECA) melhoram a função endotelial nas artérias 

subcutâneas, epicárdicas e periféricas, além da circulação renal. Melhoraram a resposta 

vascular seletiva à bradicinina, um efeito provavelmente mediado pelo fator 

hiperpolarizante (PEACH, 1977; GRIENDLING et al., 1993; CODY, 1997; ICHIKI et 

al., 2012; GHIADONI et al., 2012). 

Embora exista um grande número de medicamentos utilizados para pacientes 

hipertensos, com diferentes mecanismos de ação, como diuréticos, inibidores 

adrenérgicos, bloqueadores de canais de Ca2+, inibidores da enzima conversora da 

angiotensina (ECA), antagonistas do receptor de angiotensina II (AT1), inibidores diretos 

da renina e vasodilatadores diretos, ainda assim, 37% dos pacientes permanecem 

hipertensos (BYRD et al., 2011; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2012; MÜNZEL et al., 

2011). Portanto, faz-se necessária a busca por novos fármacos, incluindo novos doadores 

de NO com diferentes maneiras de liberação para o tratamento de doenças 

cardiovasculares. 

2.2 Óxido nítrico 

A hipertensão arterial está comumente relacionada com aumento do tônus 

arteriolar sistêmico (RIBEIRO, 1992). O endotélio desempenha um duplo papel no 

controle do tônus vascular, se utilizando de fatores relaxantes e contracturantes (Figura 

1). A localização desses dilatadores e constritores fornece um mecanismo de controle 

local que regula o tônus vascular (ANDERSON et al., 1994). Atualmente, sabe-se que o 

endotélio é responsável pela síntese de diversas substâncias com propriedades vasoativas, 

sendo que o óxido nítrico é o mais bem estudado e caracterizado sendo sintetizado a partir 

da oxidação do radical guanidino da L-arginina pela ação da sintase de óxido nítrico 

(NOS), gerando L-citrulina e óxido nítrico. A liberação do NO, por sua vez, acarreta 

relaxamento do músculo liso vascular (GIRARDI, GIRARDI, 2006; RAPPAPORT, 

1983). 

 

 

 

 Representação esquemática dos fatores relaxantes e dos fatores contraturantes, 

liberados pelo endotélio vascular – Figura 1. 
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Fonte: Adaptada de Félétou e Vanhoute (2009). 

 

Formado enzimaticamente a partir da L- arginina na presença de sintase de NO 

(NOS), o NO é gerado constitutivamente nas células endoteliais por meio do estresse e 

de cisalhamento de substâncias transportadas pelo sangue. O NO também é gerado 

constitutivamente em células neuronais e serve como um neurotransmissor e 

neuromodulador em terminações nervosas não-adrenérgicas e não colinérgicas. Além 

disso, o NO pode ser formado por indução enzimática em muitos tecidos na presença de 

citocinas (ACHIKE et al., 2003). 

As isoformas da NOS são geradas em um grande número de tipos de células 

diferentes. Todas as três isoformas ( eNOS – NOS endotelial , iNOS – NOS indútivel e 

nNOS – NOS neuronal)   usam o aminoácido L-arginina e o oxigênio molecular junto 

com vários cofatores, incluindo NADPH e tetraidrobiopterina (BH4) (MONCADA et al., 

1991; FORSTERMANN, 2012). A produção contínua de NO é realizada por duas NOS 

constitutivamente expressas – nNOS e eNOS. Como exemplo, a eNOS é 

constitutivamente expressa no endotélio vascular, no qual desempenha um papel 

fundamental na regulação do tônus vascular e na manutenção da integridade endotelial. 

A atividade da eNOS é regulada principalmente pelo cálcio intracelular (Ca2+). Níveis 

aumentados de cálcio intracelular ativam a calmodulina, que se liga à eNOS e facilita o 

fluxo de elétrons do NADPH para o domínio da redutase da eNOS. Uma terceira 

isoforma, a iNOS, foi inicialmente descoberta em macrófagos, mas também encontrada 

em vários outros tipos de células, incluindo células neuronais, hepatócitos 

e células epiteliais das vias aéreas (GIRALDEZ et al., 1997; OESTERGAARD, 2007). 
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A biodisponibilidade do NO e a regulação do tônus vascular, em particular, têm 

um impacto central na fisiologia vascular e na patogênese da doença cardiovascular, e, 

dos fatores de risco (DAIBER et al., 2017). Os mecanismos de disfunção endotelial são 

multifatoriais. E essa condição é atribuída à diminuição da biodisponibilidade vascular 

do NO, em parte devido ao aumento do estresse oxidativo dentro da 

vasculatura (MUNZEL et al., 2010). 

Com as evidências que sugerem que o estresse oxidativo e a deficiência de NO 

têm um papel importante no desenvolvimento ou progressão de doenças cardiovasculares 

e suas complicações. Portanto, novas estratégias para aumentar a sinalização do NO ou 

reduzir o estresse oxidativo são sugeridas como tendo potencial terapêutico no tratamento 

de doenças cardiovasculares, incluindo hipertensão (LUNDBERG et al., 2015).   

 

2.3 Doadores de NO 

Doadores de NO são capazes de restaurar níveis fisiológicos de NO, interferindo 

assim na modulação dos mecanismos celulares do NO. Esses agentes terapêuticos agem 

na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares (WANG, 2002; MILLER; 

MEGSON, 2007), liberando o NO e mimetizando sua função endógena, através da 

reprodução da resposta ou da sua substituição em situações de deficiência (FEELISCH, 

1998; QUEIROZ et al., 2014). Os fármacos doadores de NO são moléculas que liberam 

NO in vivo ou in vitro, como o nitroprussiato de sódio (SNP), os diazeniodiolatos 

(dietilamino NONOato; DEA/NO), os nitrosotióis (S- nitrosoglutationa; GSNO) e as 

oximas (trans- cinamaldeído oxima; E- CAOX) (MILLER; MEGSON, 2007; SCATENA 

et al., 2010). 

A redução da biodisponibilidade do NO endógeno está relacionada a um número 

de ações prejudiciais intimamente relacionadas às doenças no sistema cardiovascular, 

levando à vasoconstrição, aumento da proliferação das células do músculo liso, bem como 

o aumento da atividade e a aderência das plaquetas e células inflamatórias em locais de 

lesão endotelial (MEY, VANHOUTE, 1982). Com o endotélio deteriorado, o fluxo 

sanguíneo é interrompido e os vasos se tornam ocluídos com placas de ateroma, trombose 

ou embolia, levando por fim a infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e isquemia 

periférica (MILLER; MEGSON, 2007). Para o tratamento das doenças cardiovasculares 

associadas à deficiência de NO, foram desenvolvidos fármacos, como os doadores de NO, 
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capazes de interferir na modulação dos mecanismos celulares do NO com diferentes 

resultados (SCATENA et al., 2010). 

Em relação as desordens cardiovasculares, os nitrovasodilatadores orgânicos têm 

sido utilizados por muitos anos na prática clínica para induzir a vasodilatação das veias e 

artérias através do relaxamento das células do músculo liso vascular mediante a liberação 

do NO, como por exemplo a nitroglicerina (NTG) e o nitroprussiato (NPS). Entretanto, o 

uso desses compostos é limitado devido ocorrer o fenômeno da tolerância, desenvolvida 

após o uso deste medicamento a longo prazo, o que prejudica o tratamento crônico da 

hipertensão (MÜNZEL et al., 2011; NAPOLI; IGNARRO, 2003; MENDES-JÚNIOR et 

al., 2015). Tendo em vista as limitações os doadores de NO utilizados atualmente, tem-

se aumentado o interesse na síntese e caracterização de novos nitratos orgânicos. 

 

2.4 Nitratos orgânicos 

Os nitratos orgânicos são ésteres de ácido nítrico de álcoois poli-hídricos 

(RONO2), e representam a mais antiga classe de doadores de NO aplicadas clinicamente 

(CSONT; FERDINANDY, 2005) os quais exibem efeitos terapêuticos benéficos no 

tratamento de distúrbios cardiovasculares, sendo a mais antiga classe de doadores de NO 

aplicada. Acredita-se que os nitratos orgânicos exercem seus efeitos biológicos por meio 

da liberação de NO, requerendo uma bioconversão enzimática para ser disponibilizado 

(CSONT; FERDINANDY, 2005; SCATENA et al., 2010). 

A principal limitação da aplicação clínica dos nitratos orgânicos está relacionada 

ao desenvolvimento de tolerância (CSONT; FERDINANDY, 2005; DAIBER et al., 

2009). Trata-se de um fenômeno complexo, definido como a perda de efeito ou 

necessidade de aumentar a dose para manter o efeito terapêutico do nitrato orgânico, a 

qual pode limitar a eficácia na terapia crônica (MÜNZEL; GORI, 2013; MÜNZEL; 

STEVEN; DAIBER, 2014). A tolerância a nitratos pode envolver: pseudotolerância, 

caracterizada por ativação neuro-hormonal e expansão do volume intravascular 

(KLESCHYOV et al., 2003; PARKER et al., 1991); tolerância vascular, que são 

processos vasculares intrínsecos, os quais podem envolver dessensibilização da ciclase 

de guanilil solúvel (CGs) (RAPOPORT et al., 1987) ou aumento da atividade das 

fosfodiesterases (PDE) (MÜNZEL; DAIBER; MÜLSCH, 2005). 
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Com isto, a investigação de novos compostos com capacidade de liberar NO e que 

não levam à tolerância farmacológica, se torna relevante para o tratamento das doenças 

cardiovasculares, a exemplo da hipertensão arterial. 

 

2.5 Nitrato de acetato de 4-nitrooxibutila  (NHPR1) 

O NHPR1 tem sua fórmula molecular C6H11NO5 e massa molar de 177,16 g/mol. Sua 

fórmula estrutural a seguir (Figura 2): 

 

Fórmula estrutural do NHPR1 – Figura 2. 

 
Fonte: Barbosa (2019). 

 

Sua síntese foi realizada no Departamento de Química da UFPB pelo professor 

Dr. Petrônio Filgueiras de Athayde Filho realizada a partir da solução de acetato de 4-

clorobutil em acetonitrila e tratada com uma solução de nitrato de prata. A mistura é 

aquecida sob condições de refluxo por 12 horas. Observa a formação de precipitado, onde 

o mesmo é filtrado e a solução evaporada, o excesso de solvente é rotaevaporado. A 

mistura é então dissolvida em diclorometano, levada com água com NaCl em seguida 

seca com MgSO4 anidro, e posteriormente, a fase orgânica é evaporada formando um 

líquido amarelado que representa o produto.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral  

Avaliar os efeitos farmacológicos do nitrato de acetato de 4–nitrooxibutila 

(NHPR1) sobre o sistema cardiovascular de ratos normotensos, por meio de abordagens 

in sílico, ex vivo e in vivo.  

3.2 Objetivos Específicos 

Abordagens in sílico:  

 Fornecer um perfil estimado dos mecanismos de ação do nitrato orgânico 
NHPR1 e relacioná-los aos efeitos farmacológicos identificados. 

 Identificar possíveis propriedades farmacocinéticas e de toxicidade 
induzidos pela substância NHPR1; 

Abordagens ex vivo: 

Avaliar os efeitos do NHPR1 em artéria mesentérica cranial isolada de ratos 

normotensos, avaliando os seguintes parâmetros: 

 Participação do endotélio; 

 Participação no NO na resposta; 

 Participação da via NO – sGC; 

 Participação nos canais para K+ no efeito induzido pelo nitrato; 

 Desenvolvimento de tolerância ao nitrato.  

Abordagens in vivo: 

 Verificar os efeitos da administração aguda do NHPR1 sobre a pressão arterial e 

frequência cardíaca em ratos normotensos; 

 Determinar a toxicidade pré-clínica aguda do NHPR1 e avaliar as alterações sobre 

o sistema nervoso central e autônomo.  
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4.METODOLOGIA 

 

4.1 Animais  

 

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus norvegicus) machos e fêmeas albinos, 

pesando entre 250-300g, com idade entre 12 e 14 semanas e provenientes do Biotério 

Prof. Thomas George do Centro de Biotecnologia (IPerFarm/UFPB). Os animais foram 

alojados em gaiolas de polietileno e submetidos a um rigoroso controle alimentar com 

uma dieta balanceada à base de ração tipo pellets (Labinar, Purina, Paulinea, SP, Brazil) 

e acesso à água ad libitum, disponível em garrafas de polietileno com bicos de aço 

inoxidável, encaixadas na parte superior da grade metálica da gaiola. Além disso, os 

animais foram mantidos em salas à temperatura (21 ± 1 °C) controladas e constantes, 

submetidos à um ciclo claro-escuro de 12 h.  

Todos os procedimentos realizados foram previamente submetidos à análise do 

Conselho de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) da UFPB e aprovados sob a certidão 

CEUA nº 7116051018 (Apêndice I). 

 

4.2 Drogas utilizadas 

 

Para a síntese da molécula teste, foram utilizadas as seguintes substâncias: acetato de 

4-clorobutil, acetonitrila, cloreto de sódio e sulfato de magnésio. O nitrato orgânico 

sintetizado foi emulsificado em cremophor. Para a realização dos protocolos 

experimentais, foram utilizadas: cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), ACh, cloreto de 

potássio (KCl), hidroxocobalamina (HDX), tetraetilamônico (TEA), heparina, cloridrato 

de cetamina, xilazina, dissolvidos em água destilada; e oxadiazólo [4,3-a] quinoxalin-1-

one (ODQ), dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO). A concentração deste solvente 

orgânico na cuba foi de até 0,3%. As soluções foram mantidas de 0 a 4°C e somente 

retiradas no momento do experimento. Todas as substâncias citadas foram obtidas da 

Sigma-Aldrich®. 
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4.2.1 Soluções nutritivas 

Nos protocolos foram utilizadas soluções nutritivas (pH = 7,4) aeradas com mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidas a 37º C. Para o preparo da solução 

nutritiva de Tyrode foram utilizados os seguintes sais: cloreto de sódio (NaCl), cloreto de 

potássio (KCl), cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), cloreto de magnésio hexa-

hidratado (MgCl2.6H2O), glicose (C6H12O6), bicarbonato de sódio (NaHCO3), fosfato de 

sódio mono-hidratado (NaH2PO4.H2O) e fosfato de sódio (NaH2PO4), todos foram 

obtidos da Sigma-Aldrich® e suas respectivas concentrações descritas na tabela 1.  

Composição da solução fisiológica Tyrode – Tabela 1. 

SUBSTÂNCIA CONCENTRAÇÃO (mM) 

                                              

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

C6H12O6 5,6 

  
Fonte: Barbosa (2019). 

 

4.3. Obtenção e preparo do NHPR1 

O nitrato utilizado no presente estudo foi o nitrato de acetato de 4 - nitrooxibutila 

(NHPR1) obtido por síntese orgânica e cedido pelo laboratório do Prof. Dr. Petrônio 

Filgueiras de Athayde Filho, pertencente ao Departamento de Química da UFPB. 

A substância foi sintetizada em um balão volumétrico de 100 mL, onde foi 

adicionado uma solução de acetato de 4-clorobutil (3,5g, 0.0235 mols) em acetonitrila 

(10 mL) foi tratada em pequenas porções com uma solução de nitrato de prata (5,6g, 0.033 

mols). A mistura foi aquecida sob condições de refluxo por 12 horas. Observou-se a 

formação de precipitado, no qual o mesmo foi filtrado e a solução foi evaporada, o 

excesso de solvente foi rota-evaporado. O resíduo foi dissolvido em diclorometano, 
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levado com água (3 x 25 mL) e com NaCl saturado (3 x 25 mL), em seguida seco com 

MgSO4 anidro, e posteriormente a fase orgânica foi evaporada resultando em um líquido 

amarelado, o produto NHPR1 (Figura 3). O rendimento obtido foi de 68%.   

 

Representação da Síntese do NHPR1 – Figura 3. 

 

 

Fonte: Barbosa (2019). 

Para a utilização nos protocolos experimentais ex vivo, foi realizado o preparo de 

uma solução estoque 10-1 M, emulsificada em cremofor e posteriormente diluída em água 

Mili-Q. A partir da solução mãe, foram realizadas soluções trabalho em diluições em série 

nas concentrações 10-3 M, 10-5 M, 10-7 M, 10-9 M. Para os experimentos in vivo, o NHPR1 

foi emulsificado em cremophor e diluído em solução salina estéril (NaCl 0,9%) em 

concentrações diferentes de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental.  

 

4.4. Abordagens in sílico 

 

4.4.1. Previsão das atividades biológicas do NHPR1 pelo PASS 

O software PASS (do inglês, Prediction of Activity Spectra of Substances) é 

desenvolvido para análise das relações estrutura-atividade (SAR) em diversos conjuntos 

de compostos químicos com muitos tipos diferentes de atividades biológicas (LAGUNIN 

et al., 2000). A partir da estrutura química do composto NHPR1, foi construída sua 

estrutura in sílico por meio da linguagem SMILE (do inglês, simplified molecular input 

line entry specification). Os SMILEs de cada composto foram padronizados por meio do 

uso do software Standardizer [JChem 18.3.0.119, 2018; ChemAxon 

(http://www.chemaxon.com)] com os seguintes comandos: adicionar átomos de 

hidrogênio; aromatizar e limpeza 2D. As estruturas otimizadas, foram salvas no formato 

.sdf e em seguida foram adicionadas ao software (PASS) para análise dos resultados de 

predição de atividade biológica. 

O PASS é desenvolvido para análise das relações estrutura-atividade (SAR) e os 

resultados são obtidos a partir de um conjunto de treinamento que envolve 
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aproximadamente 20.000 compostos e 4.000 atividades biológicas (LAGUNIN et al. 

2000). Os resultados da previsão são apresentados como uma lista de atividades com 

relações de Pa (probabilidade da presença) e Pi (probabilidade da ausência) para cada 

atividade particular, que variam de 0.000 a 1.000. Os tipos de atividade são considerados 

possíveis quando Pa > Pi. Apenas as atividades com valores de Pa > Pi foram 

consideradas nos espectros de atividades preditas.   

 

4.4.2 Predição de ADMET 

Os softwares utilizados nesta pesquisa foram o pkCSM (http: 

//biosig.unimelb.edu.au/pkcsm), no qual o pkCSM (Predição Propriedades de 

Farmacocinética e Toxicidade de Moléculas Pequenas Usando Assinaturas Baseadas em 

Gráfico) é um método para prever e otimizar propriedades farmacocinéticas e 

propriedades de toxicidade, utilizando a abordagem de assinaturas baseadas em gráficos. 

O pkCSM adaptou o conceito de varredura de corte para desenvolver um modelo 

preditivo das propriedades do ADMET (Absorção, Distribuição, Metabolismo, Excreção, 

Toxicidade) para o desenvolvimento de drogas, utilizando o SMILE do composto de 

estudo. Foram avaliados o NHPR1 e o fármaco controle (nitroglicerina), focando nos 

parâmetros de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (PIRES et al., 

2015). 

 

4.5. Abordagens ex vivo 

4.5.1. Preparação de anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos 

Os animais foram anestesiados com uma solução contendo cetamina (75 mg/kg 

i.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p.) em seguida, eutanasiados por decapitação com auxílio de 

uma guilhotina.  A seguir, foi realizada a secção dos vasos cervicais onde, por meio de 

uma incisão no abdômen, a artéria mesentérica cranial foi identificada, removida e 

imediatamente transferida para a solução de Tyrode. O vaso foi dissecado e seccionado 

em anéis (1-2 mm de comprimento). Dependendo do protocolo, os anéis tiveram o seu 

endotélio removido por atrito mecânico entre as paredes internas do vaso e uma haste de 

metal. Cada anel foi imerso em cubas (10 mL) contendo solução de Tyrode, a 37º C, 

gaseificada com uma mistura de 95 % de O2 e 5 % de CO2 (carbogênio), mantendo o pH 
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relativamente constante entre 7,2 e 7,4. Em seguida, os anéis foram suspensos 

verticalmente por linhas de algodão fixadas a um transdutor de força (PowerLab™, 

ADInstruments, MA, EUA) (Figura 4) e submetidos à tensão basal de aproximadamente 

0,75 g, durante 60 minutos para estabilização (ALTURA; ALTURA, 1970). Durante este 

período, a solução do banho foi trocada a cada 15 minutos para prevenir a interferência 

de metabólitos, e a linha de base ajustada quando necessário. Mudanças na tensão 

isométrica foram captadas pelo sistema de aquisição CVMS (Miobath-4, WPI, Sarasota, 

EUA). 

Banho de órgãos do LACONCHA – UFPB – Figura 4. 

 

 

 

 

 
Fonte: Barbosa (2019). 

 

4.5.2. Verificação da presença do endotélio funcional 

 

Após o período de estabilização, foi induzida uma contração com fenilefrina 

(FEN) na concentração de 1 μM. A integridade do endotélio foi verificada pelo 

relaxamento dos anéis pré-contraídos após adição de 10 μM de acetilcolina (ACh), um 

agonista dos receptores muscarínicos, à cuba durante a fase tônica da primeira contração 

induzida por FEN. A retirada do endotélio dos anéis foi confirmada pela ausência ou 

relaxamento inferior a 10% induzido por Ach, foram considerados sem endotélio 

funcional (E-). Já os anéis íntegros e dotados de endotélio apresentando relaxamento 

superior a 80 % sobre a pré-contração com FEN (em relação à força máxima da contração 

inicial), foram considerados, portanto, com endotélio funcional (E+). Anéis com 

relaxamento inferior a 80% e superior a 10% foram descartados. O líquido da cuba foi 

trocado para a retirada de todas as substâncias e em seguida foram realizados os 

protocolos experimentais.  
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Representação esquemática do protocolo de verificação da viabilidade da artéria 

e presença de endotélio funcional – Figura 5. 

 

Esquema representativo do protocolo de verificação do efeito de concentrações crescentes de NHPR1 (10-

12 – 3 x 10-3 M) em anéis mesentéricos com endotélio funcional e sem endotélio funcional. Fonte: Barbosa 
(2019). 

4.5.3.Avaliação dos efeitos do NHPR1 sobre tecido vascular pré-contraído com FEN 

 

Após um período de estabilização de 60 minutos, para confirmação da viabilidade 

do órgão e posterior verificação do endotélio funcional, foi induzida uma contração com 

FEN (10 μM), agonista α1-adrenérgico seletivo. Logo após a obtenção do platô, no 

componente tônico desta contração, concentrações crescentes do NHPR1 (10-12 - 10-3 M), 

de maneira cumulativa, foram aplicadas para a obtenção de uma curva concentração-

resposta, tanto em anéis com endotélio funcional quanto em anéis sem endotélio. O 

relaxamento foi expresso como porcentagem de relaxamento em relação à contração 

produzida pela FEN. Após a obtenção das curvas concentração-resposta, o efeito 

relaxante da droga foi avaliado e a potência, dada pelos valores de pD2 (logaritmo 

negativo de base 10 da CE50) e a eficácia da droga, dada pelos valores do efeito máximo 
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(Emáx), foram calculadas para as curvas individuais na presença e na ausência do 

endotélio funcional.  

 

Representação esquemática do protocolo experimental avaliação dos efeitos do 

NHPR1 sobre tecido vascular pré-contraído com FEN – Figura 6. 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito do NHPR1 (10-12 – 3x10-3 
M) em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos pré-contraídos com FEN (1μ M) em anéis com 

endotélio funcional e sem endotélio funcional. Fonte: Barbosa (2019). 

4.5.4 Avaliação do efeito induzido pelo NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial 

isolada de rato pré-contraídos com KCl 

 

Após a verificação da presença do endotélio funcional, a solução da cuba foi 

trocada pela solução de KCl 60 mM, agente despolarizante da membrana plasmática. O 

princípio deste protocolo baseou-se no bloqueio ao efluxo de íons K+ capaz de gerar 

despolarização e induzir contração por aumento do influxo de cálcio extracelular através 

de canais para cálcio sensíveis a voltagem (CaV) tipo L e T. Além disso, esta condição 

experimental ativa canais de potencial receptor transiente (TRPs) e inibe a atividade da 

fosfatase da cadeia leve de miosina por ativação da RhoA cinase (ROCK), aumentando a 

sensibilidade ao Ca2+ e mantendo o tônus do músculo liso vascular (VAN HOVE et al. 

2009). Na fase tônica da contração induzida por KCl (60 mM), foi adicionado à cuba o 

NHPR1, e seu efeito foi registrado e comparado com o obtido nos anéis sem endotélio 

vascular (KRAVTSOV et al., 2003).  
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Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito 

do NHPR1 sobre tecidos pré - contraídos com KCl – Figura 7. 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito do NHPR1 (10-12 – 3x10-3  

M) em  anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos pré-contraídos com KCl ( 60  M) em anéis 
com endotélio funcional e sem endotélio funcional. Fonte: Barbosa (2019). 

      

4.5.5.  Avaliação da participação dos canais para K+ no efeito vascular induzido pelo 

NHPR1 

Após a verificação do endotélio funcional e confirmação de sua remoção, as 

preparações dos anéis foram incubadas com tetraetilamônico (TEA) durante 30 minutos 

na concentração de 3 mM, que bloqueia não seletivamente os canais para K+, inibindo o 

efluxo deste íon por estes canais (WANG et al., 2008). Decorridos 30 minutos na presença 

do bloqueador, as preparações foram induzidas a uma nova contração tônica com FEN 

(10 μM) e posteriormente foi obtida uma curva concentração-resposta para o NHPR1 (10-

8 -10-3 M) na presença do TEA. A potência e a eficácia do efeito vasorrelaxante do 

derivado do NHPR1 foram avaliadas por comparação dos valores de pD2 e Emax, 

respectivamente, na ausência e na presença de TEA (3 mM). 
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Esquema representativo do protocolo de verificação do efeito de concentrações 

crescentes de NHPR1 em anéis mesentéricos pré-contraídos com FEN e incubados com 

TEA - Figura 8. 

 

Esquema representativo do protocolo de verificação do efeito de concentrações crescentes de NHPR1 (10-

12 – 3 x 10-3 M) em anéis mesentéricos pré-contraídos com FEN 1 μM e incubados com TEA 3 mM. 
Fonte: Barbosa (2019). 

4.5.6. Avaliação da participação da enzima ciclase de guanilil solúvel (GCs) no efeito 

induzido por NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato normotenso 

Com o objetivo de investigar a participação da via NO/CGs/PKG na resposta a ser 

desenvolvida pelo NHPR1, foi utilizado o ODQ (10 μM), um inibidor da enzima ciclase 

de guanilil solúvel. As preparações de anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato, 

sem endotélio funcional foram incubadas no banho por 30 minutos com ODQ (10 μM) 

(GARTHWAITE et al., 1995). Após este período, uma contração tônica com FEN (10 

μM) foi obtida, seguida da adição de concentrações crescentes e cumulativas do NHPR1 

(10-8 -10-3 M) ao banho para a obtenção de uma curva concentração-resposta. Os valores 

obtidos foram expressos como porcentagem de relaxamento em relação à contração 

produzida pela FEN. As respostas obtidas após a adição do ODQ foram comparadas com 

as obtidas na ausência das substâncias em anéis sem endotélio funcional (controle). 
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Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito 

do NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos pré-contraídos com 

FEN e incubados com ODQ – Figura 9. 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito do NHPR1 (10-12 – 3x10-3  

M) em  anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos pré-contraídos com FEN (1μ M) e incubados 
com ODQ (10 μM). Fonte: Barbosa (2019). 

 

4.5.7. Avaliação da indução da tolerância do NHPR1 em artéria mesentérica 

 

Os anéis da artéria mesentérica sem endotélio funcional foram pré-incubados com 

NHPR1 (1 mM) por 30 min; então a solução fisiológica foi sucessivamente trocada dez 

vezes para a remoção completa dos medicamentos usados anteriormente. Um novo 

período de estabilização (60 min) foi então realizado com a troca da solução nutritiva a 

cada 15 min. No final do período de estabilização de uma nova contração foi induzida 

com FEN (10 μM), e depois de patamar foi alcançado, NHPR1 (10 -12 -10 -3  M) foi 

adicionado ao banho em concentrações crescentes e cumulativas, protocolo descrito por 

Zhuge e colaboradores (2017). 
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Esquema representativo do protocolo de tolerância – Figura 10. 

 

Esquema representativo do protocolo de tolerância. Fonte: Barbosa (2019). 

 

4.6 Abordagens in vivo 

4.6.1 Implantação dos cateteres vasculares 

 

Um dia antes do experimento in vivo, foi realizada a implantação dos cateteres 

vasculares (canulação). Para tanto, os ratos normotensos Wistar foram anestesiados com 

cetamina (75 mg/kg i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e, em seguida, foram colocados em 

decúbito dorsal em uma prancha cirúrgica. Uma pequena incisão na região inguinal foi 

realizada, separando a musculatura para localização do feixe vasculonervoso femoral. 

Dessa forma, artéria e veia femoral foram identificadas, dissecadas e expostas. A 

extremidade PE-10 do cateter arterial foi introduzida em direção à aorta abdominal, via 

artéria femoral, para registro dos parâmetros cardiovasculares e a outra extremidade PE-

10 do cateter venoso foi introduzido em direção à veia cava caudal, por meio da veia 

femoral, para administração das drogas. Após a inserção e fixação, os cateteres foram 

tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisão na região cervical 

dorsal do animal e fixados com linha de sutura. Após a cirurgia, os animais foram 

acondicionados em gaiolas individuais mantidas sob condições de temperatura, 

luminosidade e níveis de ruído controlados e receberam água e ração ad libitum, durante 

24 horas para sua recuperação. 
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4.6.2. Avaliação da administração aguda do NHPR1 (1,0 – 50,0 mg/kg) sobre a pressão 

arterial média (PAM) e a frequência cardíaca (FC) em ratos normotensos  

 

Após 24 horas da recuperação do processo cirúrgico e dos efeitos anestésicos, a 

pressão arterial e a frequência cardíaca foram registradas em ratos conscientes e com livre 

movimentação. O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressão (Modelo 

BRPL2, World Precision Instruments, Sarasota, Florida, EUA) acoplado a um 

amplificador e este conectado a um sistema de aquisição de dados (PowerLab, 

ADInstruments, Unit 13, 22 Lexington Drive, Bela Vista, New South Wales, Austrália).  

O software de aquisição e análise utilizado foi o LabChart 5.0. No cateter venoso de cada 

animal foram administradas as seguintes doses do NHPR1: 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; e 50,0 

mg/kg, de maneira randômica. O intervalo entre as doses foi de 15 minutos. Os valores 

de pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) foram registrados 

imediatamente antes (PAM e FC basal – linha de base) e imediatamente após a 

administração. 

As variações dos parâmetros cardiovasculares foram calculadas fazendo-se a 

diferença entre o valor da variável após a administração da droga e antes da injeção da 

droga, conforme as fórmulas abaixo: 

 

 

 

 

4.6.3 Teste de toxicidade pré-clínica aguda para NHPR1 

 

O teste de toxicidade foi realizado de acordo com “Guideline for testing of 

chemicals” nº 423 da OECD (Organização para Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico) (OECD, 2001). Ratas fêmeas (n = 3 / grupo) foram tratadas com doses únicas 

de 300 ou 2000 mg / kg por administração oral de NHPR1, enquanto o grupo controle 

recebeu apenas veículo [5% (v / v) Cremophor em solução salina]. Quando não existe 

∆PAM = PAM após a administração da droga – PAM basal 

∆FC = FC após a administração da droga – FC basal 
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qualquer informação sobre a substância a ser testada, por razões de proteção dos animais, 

recomenda-se a utilização de uma dose inicial de 300 mg/kg. 

Para as alterações comportamentais e sinais de toxicidade, os sinais característicos 

da atividade do sistema nervoso central (SNC) ou do sistema nervoso autônomo (SNA) 

foram cuidadosamente observados a cada 15 minutos (0, 15, 30 e 60 minutos), após 4 

horas e diariamente para os 14 dias seguintes (ALMEIDA et al., 1999) (ANEXO 2). No 

dia 14, os animais foram sacrificados e os órgãos (fígado, coração, baço, rins e pulmão) 

foram colhidos, pesados e examinados macroscopicamente. Além disso, diariamente 

foram observados parâmetros como o consumo de água, a ingestão de alimentos e a 

evolução ponderal semanal. Após o décimo quarto dia, os animais sobreviventes e os 

animais do grupo controle foram eutanasiados e os órgãos foram retirados para exames 

macroscópicos e, caso fossem observadas alterações macroscópicas, foram realizados 

exames histopatológicos nos órgãos alterados. 

 

4.7 Análise estatística 

 

Os resultados dos experimentos foram expressos como média + erro padrão da 

média (E.P.M.). As diferenças das médias dos grupos analisados foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. As comparações estatísticas foram realizadas por meio da 

análise de variância com dois fatores (ANOVA two-way) com pós-teste de Bonferroni 

para os resultados ex vivo; e por meio da análise de variância de um fator (ANOVA one-

way) com pós-teste de Tukey para os resultados in vivo. As análises foram realizadas 

utilizando o programa GraphPad Prism® versão 6.   
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5. RESULTADOS  

5.1 Abordagens in sílico 

5.1.1 Atividade biológica prevista pelo PASS 

 

As análises geradas indicaram uma predição que a substância NHPR1 apresentou 

como principal efeito farmacológico a função vasodilatadora (Pa = 0,932/ Pi = 0,001), 

seguida de efeito antianginoso (Pa = 0,938/ Pi = 0,002). Em relação aos mecanismos de 

ação detectados para o NHPR1, a inibição da enzima fosfodiesterase GMPc (PDE-GMPc; 

Pa = 0,942/ Pi = 0,001) destacou-se por apresentar Pa > 0,9. O mecanismo doador de NO 

(Pa = 0,849) foi identificado ao utilizar a linha de corte Pa > 0,7 e foi o único a apresentar 

valor de Pi igual a 0,000, como podemos observar na Tabela 2. Todos os resultados para 

efeito biológico, mecanismo de ação e regulação da expressão gênica gerados pelo 

programa PASS com valor de corte de Pa > 0,7 foram consideradas nos espectros de 

atividades preditas.  

 

Atividade biológica prevista pelo PASS – Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE 

PA 

(PROBABILIDADE 

DA PRESENÇA) 

PI  

(PROBABILIDADE 

DA AUSÊNCIA) 

VASODILATADORA 0,932 0,001 

ANTIANGINOSA 0,938 0,002 

INIBIÇÃO DA 

FOSFODIESTERASE 

(PDE) 

0,942 0,001 

MECANISMO 

DOADOR DE NO 

0,849 0,000 
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Fonte:  Barbosa (2019). 

 

 

5.1.2. Predição para parâmetros farmacocinéticos e de toxicidade do NHPR1  

 

As principais predições analisadas de acordo com os parâmetros (absorção, 

distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) foram apresentadas nas 

Tabelas 3-6. Ao avaliar a absorção do NHPR1 em relação a NTG a partir de valores de 

referência para a interpretação do pkCSM (PIRES et al., 2015), observou-se que o nitrato 

teste apresenta maior permeabilidade da Caco 2 (0,606 log Papp; log/cm/s) e maior 

absorção pela via de administração tópica (-2,403 log Kp) quando comparado à NTG (-

0,219 log Papp; log/cm/s) e (-2,629 log Kp). Além disso, o nitrato teste apresentou uma 

maior absorção intestinal (96,191%) comparado à NTG (66,308%) (Tabela 3). 

 

Absorção do NHPR1 comparado a NTG segundo predição do ADMET – Tabela 3. 

 

 

COMPONENTE 

 

PERMEABILIDADE 

CACO 2 * 

ABSORÇÃO 

INTESTINAL 

HUMANA 

 

ABSORÇÃO 

NA PELE 

 

GLICOPROTEÍNA 

P - SUBSTRATO 

NHPR1 0,606 log PAPP;  

log/CM/S 

96,191 % -2,403 LOG 

KP 

NÃO 

NTG -0,219 log PAPP  
log/CM/S 

 

66,308% - 2,629 log 

KP 

NÃO 

VALORES DE 

REFERÊNCIA  

> 0,90 >30% > 2,5 NÃO 
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* Caco 2 é uma linhagem de cultura celular de adenocarcinoma colorretal epitelial humano. Fonte:  

Barbosa (2019). 

 

 

 Analisando a distribuição do NHPR1 comparada a NTG como apresentada na 

Tabela 4, a partir de valores de referência para a interpretação do pkCSM (PIRES et al., 

2015), o NHPR1 apresentou maior volume de distribuição (-0,501 log L/ Kg), maior 

permeabilidade à barreira cerebral (-0,652 logBB) e ao sistema nervoso central (-3,007 

LogPs), quando comparado com a NTG (-0,894 log L/ Kg; -1,708 log BB; e -3,261LogPs, 

respectivamente). 

 

Distribuição do NHPR1 comparado a NTG segundo predição do ADMET – Tabela 4. 

 

 

COMPONENT

E 

 

VOLUME DE 

DISTRIBUIÇÃ

O 

 

PERMEABILIDADE 

DA 

HEMATOENCEFÁLIC

A 

 

PERMEABILIDAD

E NO SNC 

NHPR1 -0,501 log L/ Kg -0,652 logBB -3,007 LogPs 

NTG -0,894 log L/ Kg -1,708 log BB -3,261LogPs 

VALORES DE 

REFERÊNCIA  

L /Kg > 0,45 

Alto volume de 

distribuição 

 

L /Kg < - 0,15 

Baixo volume de 

distribuição 

Log BB > 0,3 Facilmente 

atravessa a barreira 

hematoencefálica 

 

LogBB <-1 

Mal distribuídas no 

cérebro 

Log Ps>-2 

Penetrante 

 

 

Log Ps <-3 

Incapaz de penetrar  

 
Fonte:  Barbosa (2019). 
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Ao analisar o metabolismo do NHPR1, observou-se que a NTG e o nitrato, 

provavelmente não são inibidores do citocromo P450. Sobre a excreção do NHPR1, como 

demonstrado na Tabela 5, observa-se que o NHPR1 apresenta taxa de excreção menor que 

a NTG (0,914 log ml/min/kg versus 1,092 log ml/min/kg, respectivamente).  

 

 

Excreção do NHPR1 comparado a NTG segundo predição do ADMET – Tabela 5. 

 

COMPONENTE TOTAL 

 

NHPR1 

 

0,914 log ml/min/kg 

 

NTG 

 

1,092 log ml/min/kg 

 
Fonte:  Barbosa (2019). 

 

 

Ao avaliar a toxicidade do NHPR1 em relação a NTG. Observa-se na Tabela 6, a 

partir de valores de referência para a interpretação do pkCSM (PIRES et al, 2015), que a 

dose máxima tolerada NHPR1 é maior que a da NTG (0,702 log mg/Kg/dia versus 0,276 

log mg/Kg/dia, respectivamente). Considerando a potência tóxica do composto, o NHPR1 

apresentou que a dose letal capaz de matar 50 % dos animais é de 2,671(mol/kg) quando 

comparada a NTG (2,928 mol/kg), sugerindo que a NTG precisa de uma dose maior para 

matar os animais, sendo assim considerada mais segura que o NHPR1. No entanto, tanto 

a análise de hepatotoxicidade quanto a sensibilidade na pele, prediz resultados negativos. 
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Toxicidade do NHPR1 comparado a NTG segundo predição do ADMET – Tabela 6. 

COMPONENT

E 

TOLERÂNCI

A MÁXIMA 

– DOSE 

HUMANA 

DOSE 

AGUD

A EM 

RATOS 

(LD50) 

 

HEPATOXICIDAD

E  

 

SENSIBILIDAD

E NA PELE 

NHPR1 0,702 (log 

mg/Kg/dia) 

2,671 

(mol/kg

) 

NÃO NÃO 

NTG 0,276 (log 

mg/Kg/dia) 

2,928 

(mol/kg

) 

NÃO NÃO 

VALORES DE 

REFERÊNCIA  

≥ 0 ,477 Não  NÃO  NÃO 

 

Fonte:  Barbosa (2019). 

 

 

5.2 Abordagens in vivo 
 

5.2.1Teste de toxicidade pré-clínica aguda para NHPR1 

A administração oral de NHPR1 nas doses de 300 ou 2000 mg/kg não promoveu 

alterações no peso corporal e no peso isolado do fígado, coração, rins e pulmão dos 

animais, bem como não alterou o consumo de água e alimentos em comparação com o 

grupo controle, tratado com cremofor, como verificado na Tabela 7.  
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Teste de toxicidade pré-clínica aguda para NHPR1 em ratos – Tabela 7. 

PARÂMETRO TRATAMENTO 

 Cremophor 

(300mg/ kg) 

Cremophor 

(2000mg/kg) 

NHPR1 

(300mg/ kg) 

NHPR1 

(2000mg/kg) 
Peso corporal (g) 

 

 

 

 

 

213,3 ± 25,5 

 

 

 

204 ± 12,2 

 

 

 

193,3 ± 12,8 

 

 

 

183,3 ± 5,7 
 

Inicial  

 

Final 
 

232 ± 19,3 

 

218,6 ± 14,0 

 

202,6 ± 13,6 

 

198,7 ± 4,2 
Pesos de órgão/ peso 

corpóreo (mg/g) 
 

 

 

35,6 ±1,2 

 

 

 

31,4 ± 2 

 

 

 

36,2 ± 1,2 

 

 

 

35,9 ± 1,3 

 

Fígado 

 

Coração 
 

4,0 ± 0,1 

 

4,2 ± 0,3 

 

4,3 ± 0,2 

 

4,6 ± 0,4 
 

Rins 
 

7,0 ± 0,4 

 

7,8 ± 0,9 

 

7,5 ± 0,7 

 

8,15 ± 1,3 
 

Pulmão 
 

7,0 ± 0,7 

 

7,6 ± 2,3 

 

7,6 ± 0,5 

 

7,2 ± 0,8 
Ingestão de água 

(mL / rato / dia) 
 

 

39,9 ± 11,4 

 

 

49,6 ± 13,1 

 

 

32,0 ± 12,1 

 

 

45,1 ± 21,2 
Ingestão de 

alimentos 

(g / rato / dia) 

 

15,3 ± 1,4 

 

16,6 ± 2,1 

 

15,0 ± 1,6 

 

13, 4 ± 2,4 

Os dados são mostrados como média ± SEM. n = 3 por grupo. * p<0,05 comparado ao controle (veículo; 

Cremofor 5%). Para avaliação dos órgãos, os valores foram expressos como índice de órgãos 

correspondente à divisão do peso do órgão (mg) pelo peso corporal do animal (g).  

Fonte:  Barbosa (2019). 
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5.3.1. Avaliação da administração aguda do NHPR1 (1,0 – 50,0 mg/kg) sobre a pressão 

arterial média (PAM) e a frequência cardíaca (FC) em ratos normotensos. 

 

Após um período de estabilização dos parâmetros cardiovasculares, ratos 

normotensos foram submetidos à administração aguda de diferentes doses do NHPR1 por 

via intravenosa (1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 50mg/kg), administradas 

aleatoriamente. Pôde-se observar que o NHPR1
 foi capaz de promover hipotensão (ΔPA: 

-4,06 ± 1,01; -6,18 ± 1,25; -15,39 ± 0,65; -11,71, ± 3,04; -17,19 ± 1,99 mmHg) e 

taquicardia (ΔFC: 6,48 ± 3,64; 62,61 ± 12,88; 48,21 ± 9,08; 76,31 ± 13,44; 103,75 ± 12,13 

bmp) de maneira dose-dependente, como demonstrado nas Figuras 1 e 2.   

 

Efeito da administração aguda do NHPR1 (1,0 – 50,0 mg/kg) sobre a pressão arterial 
média (PAM) de ratos normotensos não anestesiados – Figura 11. 

1 m
g/Kg

5 m
g/Kg

10
 m

g/K
g

20
 m

g/K
g

50
 m

g/K
g

 

As barras verticais representam a média ± e.p.m. A diferença entre os grupos foi analisada por Anova 
One Way seguida do pós-teste de Tukey. * p<0,05 versus a dose 1mg/Kg; # p<0,05 versus a dose 5 

mg/Kg. Fonte: Barbosa (2019). 
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Avaliação da administração aguda do NHPR1 (1,0 – 50,0 mg/kg) sobre a frequência 
cardíaca (FC) – Figura 12. 

1 m
g/Kg

5 m
g/Kg

10
 m

g/Kg

20
 m

g/Kg

50
 m

g/Kg

 

As barras verticais representam a média ± e.p.m. A diferença entre os grupos foi analisada por Anova 
One Way seguida do pós-teste de Tukey. * p<0,05 versus a dose 1mg/Kg; # p<0,05 versus a dose 5 

mg/Kg. Fonte : Barbosa (2019). 

 
5.3 Abordagens ex vivo 

 

5.3.1 Efeito do NHPR1 sobre artéria mesentérica cranial isolada de ratos normotensos pré-

contraída com FEN  

 

Foi obtida uma curva concentração-resposta para o NHPR1 (10-12 M a 

3 x 10-3M) em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos normotensos pré-

contraídos com FEN, e pôde ser observado que o NHPR1 promoveu efeito 

vasorrelaxante dependente de concentração em anéis com endotélio funcional (Emáx = 

133,7 ± 9,333 n = 7). A ausência do endotélio não alterou o efeito induzido pelo 

composto (Emáx = 119,7 ± 8,731, n = 9). Este resultado indica que o efeito 

vasorrelaxante induzido pelo NHPR1 é independente de endotélio funcional. Baseado 

nessa informação, apenas anéis sem endotélio funcional foram utilizados nos estudos 

posteriores.   
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Efeito vasorrelaxante do NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos 
pré-contraídos com FEN – Figura 13. 

119.7 ± 8.731 N=9

132.5 ± 9.736 N=7

 

Curva concentração – resposta do efeito induzido pelo NHPR1 (1012 - 3x10-3 M) em anéis de artéria 
mesentérica de ratos pré-contraídas com FEN (1μΜ).  Anéis com endotélio funcional ( ) Anéis sem 

endotélio funcional ( ). Fonte: Barbosa (2019). 

 

5.3.2 Efeito do NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos 

normotensos pré–contraídos com KCl (60mM) 

 

Concentrações crescentes e cumulativas do NHPR1 promoveram 

vasorrelaxamento sobre a pré-contração induzida por KCl (60 mM) de maneira 

semelhante na ausência (Emáx = 119,7 ± 8,731, n = 9) e na presença (Emáx = 123,1 ± 5,601, 

n = 9) do endotélio funcional (Gráfico 4). 
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Efeito vasorrelaxante do NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos 
pré- contraídas com KCl (60mM) – Figura 14. 

 

119.7 ± 8.731 N=9

123.1 ± 5.601 N=9

 
Curva concentração – resposta do efeito induzido pelo NHPR1 (1012 - 3x10-3 M) em anéis de artéria 

mesentérica de ratos, sem endotélio funcional, pré-contraídas com FEN (1 μM), na presença do KCL (60 
mM) ( ) na ausência ( ). Fonte: Barbosa (2019). 

 

5.2.3 Avaliação da participação da via do NO/sGC no efeito induzido pelo NHPR1  

 

O efeito relaxante induzido pelas concentrações cumulativas do NHPR1 foi 

atenuado na presença do ODQ (10 μ M) com redução no Emáx (Emáx = 91,66 ± 7,966 n = 

7 versus Emáx = 119,7 ± 8,731, n = 9), como demonstrado no gráfico 5. 
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Efeito vasorrelaxante do NHPR1, em anéis de artéria mesentérica cranial isolada com 
um inibidor de sGC, ODQ (10 μ M) – Figura 15. 

119.7 ± 8.731 N=9

91.66 ± 7.966 N=7

 
Curva concentração – resposta do efeito induzido pelo NHPR1 (1012 - 3x10-3 M) em anéis de artéria 

mesentérica de ratos, sem endotélio funcional, pré contraídas com FEN (1 μM), na presença de ODQ ( 10 

μ M) ( ) e na ausência de ODQ ( ).* p<0,05. Fonte: Barbosa (2019). 

 

5.2.4 Avaliação da participação dos canais para K+ no efeito vascular induzido  

 

Na presença de 3 mM de TEA, um bloqueador inespecífico para canais para 

potássio, não foi verificada diferença estatística significativa na eficácia da resposta entre 

os anéis incubados com o bloqueador (Emáx = 123,1 ± 5,601, n = 9) e sem o bloqueador 

(Emáx = 119,7 ± 8,731, n = 9), como é observado no gráfico 6. 



39 
 

 

Efeito vasorrelaxante do NHPR1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos 
com bloqueador não seletivo para canais de K+, TEA (3mM) – Figura 16. 

119.7 ± 8.731 N=9

123.1 ± 5.601 N=9

 
Curva concentração – resposta do efeito induzido pelo NHPR1 (1012 - 3x10-3 M) em anéis de artéria 

mesentérica de ratos, sem endotélio funcional, pré contraídas com FEN (1 μM), na presença de TEA (3 

mM) ( ) e na ausência de TEA (3mM) ( ).* p<0,05. Fonte: Barbosa (2019). 

 

5.2.5. Avaliação da capacidade do NHPR1 em induzir tolerância em artéria mesentérica 

isolada de ratos normotensos. 

 

A adição de NHPR1 em concentrações cumulativas e crescentes induziu um 

efeito relaxante em anéis de artéria mesentérica isolada de ratos normotensos (Emáx = 

119,7 ± 8,731, n = 9). Em anéis pré – expostos ao NHPR1 (1 mM) durante 30 minutos, o 

efeito relaxante (Emáx = 106,6 ± 3,970, n = 6) foi observado, como apresenta o gráfico 7, 

porém significativamente atenuado com redução dos valores do efeito máximo. 
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Efeito da indução da tolerância do NHPR1 – Figura 17. 

119.7 ± 8.731 N=9

106.6 ± 3.970 N=6

 
Curva concentração – resposta do efeito induzido pelo NHPR1 (1012 - 3x10-3 M) em anéis de artéria 

mesentérica de ratos, sem endotélio funcional, pré contraídas com FEN (1 μM), na presença de NHPR1 ( 

10 μ M) ( ) e na ausência de NHPR1 ( ).* p<0,05. Fonte : Barbosa (2019). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os principais achados deste estudo foram que o NHPR1 possui baixa toxicidade 

aguda, promove hipotensão e taquicardia em ratos normotensos, além de induzir 

vasorrelaxamento em artérias mesentéricas isoladas de ratos com envolvimento da via 

sGC – PKG.  

O NO possui grande importância para o funcionamento normal em diversas 

partes do corpo, entre elas o sistema cardiovascular (BIAN et al., 2018). Logo, uma 

redução na biodisponibilidade do NO endógeno está relacionado ao surgimento e 

manutenção de doenças que acometem esse sistema. Diante dessa problemática, a 

substituição ou o aumento do NO endógeno por fármacos administrados exogenamente 

proporcionou a base para um vasto campo de novas terapêuticas na medicina 

cardiovascular (IGNARRO et al., 2002). Embora exista a identificação de várias 

substâncias doadoras de NO, apenas dois tipos de fármacos são utilizados como doadores 

de NO, os nitratos inorgânicos, como o NPS, e os nitratos orgânicos, como NTG.  

O NPS tem utilização limitada devido à elevada toxicidade causada pela 

liberação do cianeto presente em sua estrutura (IGNARRO et al., 2002). A NTG, por sua 

vez, é utilizada há mais de um século como droga antianginosa e apesar da sua potente 

vasodilatação e hipotensão, provoca efeitos colaterais como cefaleia e tolerância, os quais 

limitam seu uso (LIMA et. al., 2014). Diante disso, utilizou-se um nitrato orgânico inédito 

para o qual foram avaliados seus efeitos no sistema cardiovascular de ratos normotensos. 

Inicialmente, foi realizada a caracterização da molécula por testes in sílico para 

identificar os prováveis efeitos biológicos gerados pelo nitrato, sendo este trabalho, o 

primeiro estudo in silico realizado com a mólecula NHPR1.  

Neste sentindo, analisando os resultados preditos obtidos pelo sofware PASS, foi 

possível sugerir que o NHPR1 deve possuir duas principais atividades biológicas, o efeito 

vasodilatador e o efeito antianginoso. O mecanismo de ação “doador de NO” foi 

identificado para o NHPR1 com valor de (Pa) 0,78. Quando valor de Pa > 0,7, é provável 

que o composto revele a atividade identificada também em experimentos ex vivo ou in 

vivo.  

No ensaio in silico ADMET, ao avaliar a previsão da absorção do NHPR1 em 

relação a NTG, a partir de valores de referência para a interpretação do pkCSM (PIRES 

et al., 2015), observou-se que o NHPR1 deve apresentar maior permeabilidade da 
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linhagem Caco 2 e maior absorção pela via de administração tópica quando comparado a 

NTG. A linhagem celular Caco 2 é composta por células de adenocarcinoma colorretal 

epitelial humano e é amplamente utilizada em modelos in vitro para prever a absorção de 

medicamentos administrados por via oral. Já a permeabilidade tópica é considerada 

significativa para a eficácia de muitos produtos de interesse para o desenvolvimento da 

administração transdérmica de medicamentos (PIRES et al., 2015). O nitrato teste 

apresentou uma maior absorção intestinal comparado à NTG. 

 Na avaliação dos valores do ADMET sobre a distribuição, o volume de 

distribuição e a permeabilidade tanto cerebral como no SNC, também foi previsto valores 

maiores do NHPR1. Nos resultados sobre metabolismo, tanto na nitroglicerina como 

NHPR1 foram considerados como não sendo inibidores do citocromo P 450. Sendo este 

componente uma enzima de desintoxicação importante no corpo, encontrada 

principalmente no fígado, que oxida para facilitar sua excreção. Inibidores desta enzima 

podem afetar o metabolismo dos medicamentos, por isso é importante avaliar a 

capacidade de compostos para inibir o citocromo P 450 (PIRES et al., 2015). Nos valores 

de excreção, o valor total da excreção obteve número menor comparado ao nitrato. Na 

toxicidade o valor da dose máxima tolerada em humanos foi bem maior do NHPR1, todos 

os resultados comparando com a NTG.   

 A validação inicial da atividade biológica da molécula pode ser realizada por 

meio de experimentação in vitro e/ou ex vivo. Por meio dos ensaios in vitro é possível 

observar a atividade da substância sob diferentes condições controladas. Os experimentos 

ex vivo consideram estruturas biológicas mais complexas que os ensaios in vitro, também 

em condições experimentais controladas (ANDRADE et al., 2016; SLIWOSKI et al., 

2014). Alguns estudos corroboram essa afirmativa, analisando ensaios in sílico, in vitro, 

in vivo (KUMARAN et al., 2003; SINGH, GUPTA; PURI , 2003; LEITE et al., 2014), 

tornando assim resultados consistentes aos do presente estudo, uma vez que são validados 

pelos ensaios in vivo e ex vivo. 

No desenvolvimento de novas drogas com potencial terapêutico, os estudos de 

toxicidade animal são necessários para estabelecer os potenciais efeitos tóxicos e 

indesejáveis desses novos compostos (SUNDARAM et al., 2018). Assim, os testes de 

toxicidade não clínica aguda são realizados no intuito de identificar possíveis riscos à 

saúde antes dessas drogas serem ultilizadas pelo homem (WILLS; ASHA, 2012).  

Segundo o guia para a condução de estudos não clínicos de toxicologia e 

segurança farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos da ANVISA 
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(2013), recomenda-se o uso de métodos alternativos para a estimativa da dose letal 

envolvendo um menor número de animais, tais como os preconizados nos guias da OECD 

guideline (Organisation for Economic Cooperation and Development). O  guia da OECD 

têm protocolos claramente definidos que são respeitados na utilização de ensaios 

necessários para avaliar a toxicidade aguda e a genotoxicidade de compostos químicos 

(OECD, 2001; DOAK et al., 2012). O guia 423 inicial foi aprovado como uma segunda 

alternativa para o teste de toxicidade aguda convencional, no qual foram estabelecidos os 

valores da DL50 para a classificação de substâncias químicas, bem como para os testes 

em um só sexo (geralmente do sexo feminino) seria agora considerado suficiente (caso 

não haja indícios de toxicidade no dois gêneros) (OECD, 2001). 

Por meio dos ensaios toxicológicos realizados e considerando os parâmetros 

comportamentais avaliados, não foi observado a morte dos animais tratados com o 

NHPR1 em ambas as doses (300 mg/kg e 2000 mg/kg). Assim, a DL50 do NHPR1 está 

enquadrada na categoria 5 do guia 423 da OECD que é aproximadamente 5000 mg/kg. O 

tratamento com NHPR1 nestas duas doses não promoveu alterações no peso corporal, nos 

pesos dos órgãos, assim como no consumo de água e ração em comparação com o grupo 

controle (Tabela 5). Diante destes resultados, é possível inferir baixo grau de toxicidade 

do NHPR1, corroborando os dados in silico. 

Assim sendo, foi realizada a validação do seu efeito vasodilatador previsto nos 

experimentos in silico, por meio de experimentação in vivo. A substância NHPR1 foi 

administrada em diferentes doses (1; 5; 10; 20; 50 mg/kg), de forma randômica, via 

endovenosa, por meio de cateter implantado na veia femoral dos ratos. Foi verificado que 

nos ratos normotensos, o NHPR1 teve um efeito hipotensor a partir da dose de 10 mg/kg, 

aumentando também a FC, como observado no gráfico 1 e 2. Relatos anteriores (PAULO 

et al., 2018) demonstram que os nitratos orgânicos induzem o relaxamento do músculo 

liso vascular e esse efeito é responsável pela promoção da hipotensão em ratos 

(MUNHOZ et al., 2012; PAULO et al., 2012, FRANÇA-SILVA et al., 2012). A 

taquicardia reflexa também é uma resposta esperada para compostos que reduzem a 

pressão arterial por vasodilatação, devido à ativação do barroreflexo tais como 

nitroprussiato de sódio (NPS)  e a NTG (CAPUTI et al, 1980; NEEDLEMAN, 1976).  

Com base no fato de que as alterações do tônus da musculatura vascular lisa 

desempenham um importante papel na manutenção da PA, foi investigada a atividade do 

NHPR1 utilizando uma abordagem ex vivo, para este fim, foram utilziadas anéis de artéria 

mesentérica cranial isolada de ratos normotensos, com o objetivo de melhor compreender 
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a natureza do efeito hipotensor, observada nos exprimentos in vivo.  Nos experimentos ex 

vivo foi evidenciado que o NHPR1 promoveu efeito vasorrelaxante dependente de 

concentração complementando com os resultados in vivo e in sílico.  

A ação farmacológica de compostos vasodilatadores é principalmente mediada 

por um efeito direto, sobre o músculo liso vascular, ou um efeito indireto, via liberação 

de fatores relaxantes derivado do endotélio vascular (GURNEY et al., 1994). A partir 

destas considerações sobre o endotélio, passou-se a avaliar a influência do mesmo na 

resposta vasorrelaxante induzida pelo NHPR1. Para tanto, foram realizados experimentos, 

nos quais o endotélio foi mecanicamente removido. Em seguida, a resposta obtida foi 

comparada à resposta relaxante do nitrato em estudo na presença do endotélio vascular. 

O efeito vasorrelaxante do NHPR1 mostrou-se equipotente, com valores de eficácia nos 

anéis mesentéricos na presença e na ausência de endotélio vascular. Este efeito evidencia 

que a vasodilatação promovida pelo nitrato orgânico ocorre de maneira independente dos 

fatores relaxantes derivado de endotélio. 

 França – Silva, 2012 encontrou resultados semelhantes para o composto NDBP. 

A independência do endotélio para promover relaxamento é comum aos nitratos 

orgânicos, visto que são moléculas capazes de liberar NO em meio fisiológico, e este atua 

diretamente nas células musculares lisas vasculares mimetizando o NO produzido 

endogenamente. Esta é uma importante propriedade do NHPR1 frente a outros nitratos, 

uma vez que é bem descrito na literatura que NTG e mononitrato de isorssobida (ISMN) 

ISMN demonstram menor vasorrelaxamento na presença do endotélio funcional quando 

comparado a vasos com endotélio removido (MUNHOZ et al., 2012).  

Na presença de outro agente contracturante, foi utilizado o KCl (60mM).  Como 

resultado observado no gráfico 4, não houve diferença significativa a resposta 

vasorrelaxante induzida pelo NHPR1, indicativo dos canais de cálcio parece estar 

envolvidos no efeito induzido pelo composto, uma vez que esses canais são pontos em 

comum das vias de contração induzida pela FEN (acoplamento farmacomêcanico) como 

induzida por KCl (despolarização).  

Como os nitratos orgânicos, são compostos que liberam NO, foi analisado o efeito 

do NHPR1 em canais de K+, visto que o NO pode atuar na musculatura lisa vascular de 

duas formas, seja abrindo os canais para K+, ou ativando a via da sGC – PKG. Nossos 

resultados mostraram que utilizando um bloqueador inespecífico para canais para K+ 

(TEA) não houve diminuição do relaxamento promovido pelo NHPR1 (gráfico 6), 
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demonstrando c que o mecanismo de vasorrelaxamento desse composto não é dependente 

dos canais para K+. Entretanto, quando foi utilizado um bloqueador da via sGC-PKG, 

(ODQ), houve diferença estatística confirmando a participação da ciclase de guanilil 

solúvel no efeito vasorrelaxante do NHPR1 (Gráfico 5).  Estudos com a sGC purificada 

demonstram que o ODQ liga-se competitivamente no mesmo local de ligação que o NO, 

oxidando o Fe2+ do grupo heme e promovendo inibição reversível da enzima 

(GARTHWAITE et al., 1995). 

Esses resultados corroboram os relatos de França-Silva (2012) e Katsuki (1977), 

os quais concluíram que os nitratos orgânicos causam vasodilatação via enzima ciclase 

de guanilil, mediada pelo NO, demonstrando que o NO é a molécula efetora comum aos 

nitrovasodilatadores.  

A nitroglicerina e outros nitratos orgânicos utilizados na clínica induzem 

tolerância, efeito caracterizado pela redução na biotransformação dos nitratos em meios 

fisiológicos (BENNET et al, 1988). Por exemplo, o nitrato nicorandil tem sido associado 

à função endotelial melhorada e à inibição de eventos da artéria coronária, ao mesmo 

tempo em que é desprovido de tolerância clínica (SEKIYA et al., 2005). O nitrato de 

mononitrato de aminoetil mostrou uma potência quase semelhante em comparação com 

o NTG; no entanto, induziu severa tolerância in vivo (SCHUHMACHER et 

al., 2009).  Assim sendo, viu se a importância de avaliar a capacidade do NHPR1 de 

induzir tolerância nas artérias mesentéricas. A exposição prévia a uma alta concentração 

de NHPR1 por 30 min alterou o efeito induzido por NHPR1 (Gráfico 7). Esses dados 

indicam que o NHPR1 induz tolerância em contraste com NDHP descrito por Zhuge et al. 

(2017) e o NDBP descrito por Porpino et al. (2016). No entanto, esse resultado se 

apresenta em abordagem ex vivo, estudos posteriores serão necessários para avaliar 

diferentes mecanismos fisiológicos. 

Os resultados obtidos até o presente momento evidenciam o NHPR1 como sendo 

um composto com baixa toxicidade que possui efeitos vasodilatadores promissores e 

hipotensores em animais normotensos do NHPR1. Induzindo assim o vasorrelaxamento 

das artérias mesentéricas de ratos provavelmente pela liberação do NO do seu composto, 

ativando a via NO/GCs. Esse composto possui um indicativo de desenvolvimento de 

tolerância nas abordagens utilizadas, sendo necessárias outras abordagens para 

comprovação posterior do efeito. 
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CONCLUSÃO 

7. CONCLUSÃO 

O conjunto de resultados obtidos nesse trabalho permite concluir que o NHPR1: 
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 Promove efeito hipotensor e taquicardíaco, quando administrados por via 

endovenosa, em animais normotensos; 

 Induz vasorrelaxamento em artéria cranial mesentérica isolada de ratos 

normotensos mediante ativação da via sGC -  PKG; 

 Parece promover tolerância vascular em artéria mesentérica cranial isolada de 

ratos; 

 Possui toxicidade mínima. 
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ANEXOS 

ANEXO A - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

(CEUA) 
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ANEXO B – PARÂMETROS PARA AVALIAÇÃO DE ALTERAÇÕES NO SNC 

 

 Quantificação dos efeitos 
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ATIVIDADE FARMACOLÓGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, (++) efeito intenso 
 0 min 15 min 30 min 60 min 4 h 
1 – SNC      
a – Estimulante      
Hiperatividade      
Irritabilidade      
Agressividade      
Tremores      
Convulsões      
Piloereção      
Movimento intenso das vibrissas      
Outras_____________________      
b – Depressora      
Hipnose      
Ptose      
Sedação      
Anestesia      
Ataxia      
Reflexo do endireitamento      
Catatonia      
Analgesia      
Resposta ao toque diminuído      
Perda do reflexo corneal      
Perda do reflexo auricular      
c – Outros comportamentos      
Ambulação      
Bocejo excessivo      
Limpeza      
Levantar      
Escalar      
Vocalizar      
Sacudir a cabeça      
Contorções abdominais      
Abdução das patas do trem posterior      
Pedalar      
Estereotipia      
2 - SN AUTÔNOMO      
Diarréia      
Constipação      
Defecação aumentada      
Respiração forçada      
Lacrimejamento      
Micção      
Salivação      
Cianose      
Tônus muscular      
Força para agarrar      
3 – MORTE      

 


