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Resumo



 

 

Efeitos hipotensor e anti-hipertensivo do nitrato orgânico 1,3-bis (hexiloxi) 

propano-2-ila (NDHP) sobre o sistema cardiovascular de ratos 

normotensos e hipertensos. PAULO, L. L. Tese apresentada ao Programa De 

Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. CCS/UFPB. 2019.  

 

RESUMO 

A hipertensão arterial (HA) é uma doença crônica degenerativa de etiologia 
multifatorial responsável por milhares de mortes a cada ano. Um dos pincipais 
processos fisiopatlógicos na HA é a disfunção endotelial, que é ocasionada 
pricipalmente por uma diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO). O 
NO é uma importante molécula responsável pela manutenção da homeostase 
vascular. O uso de compostos que aumentam a biodisponibilidade de NO 
representa uma estratégia terapêutica no tratamento da HA. Sendo assim, o 
presente trabalho teve como objetivo caracterizar o nitrato de 1,3-
bis(hexiloxi)propano-2-ila (NDHP) como um doador de NO e avaliar seus efeitos 
sobre o sistema cardiovascular de ratos normotensos e hipertensos. Todos os 
resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Utilizando 
metodologias in vitro, observou-se que a xantina oxidorredutase (XOR) catalisa 
a geração de NO a partir do NDHP sob condições anaeróbicas nos sítios flavina 
adenina dinucleótido (FAD) e molibdênio. O NDHP promoveu vasorrelaxamento 
em artérias mesentéricas de ratos e camundongos, utilizando miógrafo. A pré-
exposição dos anéis de artéria mesentérica ao NDHP (10-3), durante 30 minutos, 
não diminuiu o efeito vasorelaxaante induzido do próprio nitrato (EM = 124 ± 4% 
vs. 100 ± 3%, n = 7 e 6, respectivamente). Na presença da nicotinamida adenina 
dinucleotídeo (NADH) e da XOR, a administração de NDHP (0,1, 1 e 10 mM) 
aumentou a produção de NO de uma maneira concentração-dependente. O 
tratamento com NDHP aumentou os níveis de NO em seções de artéria 
mesentérica em comparação com o controle (95.7 ± 3.4 vs. 10.9 ± 0.8 a.u., 
respectivamente, p < 0,05). O bloqueio da enzima sintase de óxido nítrico 
endotelial (eNOS) pelo L-NG-Nitroarginina (L-NNA, 100 μM) não inibiu o aumento 
dos níveis de NO (94.2 ± 3.6 vs. 95.7 ± 3.4 u.a., respectivamente). O aumento 
dos leveis de NO após o tratamento com NDHP foi bloqueado pelo inibidor da 
XOR, o febuxostate. NDHP induziu efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica 
com endotélio funcional (EM = 83.3 ± 6.7%, n = 6). Este efeito máximo (EM) foi 
maior em anéis sem endotélio funcional (EM = 113.4 ± 5.3%, n = 7, p < 0,05). A 
pré-incubação com o Nw-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), inibidor da NOS, 
em artéria mesentérica com endotélio funcional aumentou o relaxamento 
induzido pelo NDHP (EM = 109.7 ± 1.5%; n = 6, p < 0,05). O pré-tratamento com 
o 2-(4-fenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-óxido (PTIO, 300 μM), um 
sequestrador de NO, juntamente com a hidroxocobalamina (HDX) promoveu 
uma diminuição do efeito vasorrelaxante do NDHP (EM = 90.8 ± 0.8%, n = 6, p 
<0,05). Da mesma forma, foi observado em anéis sem endotélio funcional uma 
diminuição do efeito vasorrelaxante do NDHP quando usado o 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 μM), um inibidor seletivo da 
enzima ciclase de guanilil solúvel (sGC) (EM = 84.9 ± 9.5%, n = 6, p < 0,05). A 
potência do efeito vasorrelaxante do NDHP foi diminuída utilizando um 
bloqueador inespecífico dos canais para potássio (K+) pelo cloreto de 
tetrametilamônio (TEA) na concentração 3 mM (pD2 = 4,8 ± 0,1; n = 6, p < 0,05), 
pelo bloqueador específico dos BKCa, com TEA (1 mM) (pD2 = 5.1 ± 0.1; n = 6, p 



 

 

< 0,05) e dos KV, com 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM) (pD2 = 5.7 ± 0.1; n = 6, p < 
0,05). O tratamento agudo com NDHP em altas doses (300 e 2000 mg/kg) não 
apresentou efeito tóxico no teste de toxicidade. Em modelos in vivo, a 
administração aguda do NDHP (1, 5, 10, 20 mg/Kg, i.v.) induziu hipotensão em 
animais normotensos (−11 ± 1; −19 ± 2; −28 ± 2; −44 ± 5 mmHg, 
respectivamente; n = 8) e hipertensos (−16 ± 3; −23 ± 4; −50 ± 1; e −71 ± 8  
mmHg respectivamente; n = 8). O tratamento crônico (15 dias) com NDHP (10 
mg/kg/dia), via i.p, atenuou significativamente a disfunção endotelial e o aumento 
da pressão arterial média em animais com hipertensão induzida por angiotensina 
II (PAMveículo: 49 mmHg vs. PAMNDHP 18 mmHg), quando comparados com 
animais hipertensos tratados com o veículo (PAMveículo: 98 ± 2 mmHg vs. 
PAMNDHP 99 ± 3 mmHg, basal). Os níveis de nitrato plasmático foram quatro 
vezes maiores nos animais tratados com NDHP em comparação com o grupo 
controle (21.6 ± 2.9 vs 4.4 ± 1.1 µM, p <0,05). Esses resultados demonstram que 
NDHP atua como doador de NO, induz vasorrelaxamento por meio da via NO-
cGMP-PKG e ativação de subtipos específicos de canais para K+ (Kv e BKca), 
não provoca tolerância vascular em artéria mesentérica, apresenta efeito anti-
hipertensivo em modelos animais de hipertensão renovascular e por infusão de 
angiotensina II, necessita da XOR para a formação do NO e apresenta baixa 
toxicidade aguda. 
 
Palavras-Chave: doadores de óxido nítrico; vasorrelaxamento; canais para K+; 
xantina oxidoredutase; agente anti-hipertensivo 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract



 

 

Hypotensive and antihypertensive effects of organic 1,3-bis (hexyloxy) 

propane-2-yl nitrate (NDHP) on the cardiovascular system of normotensive 

and hypertensive rats. PAULO, L. L. Thesis presented to the Postgraduate 

Program in Natural and Synthetic Bioactive Products. CCS/UFPB. 2019.  

 

ABSTRACT 

Arterial hypertension (AH) is a chronic degenerative disease of multifactorial 
etiology responsible for thousands of deaths each year. One of the main 
pathophysiological processes in AH is endothelial dysfunction, which is caused 
primarily by a decrease in the bioavailability of nitric oxide (NO). NO is an 
important molecule responsible for the maintenance of vascular homeostasis. 
The use of compounds that increase NO bioavailability present as a therapeutic 
strategy in the treatment of AH. Thus, the aim of the present study was to 
characterize the 1,3-bis (hexyloxy) propane-2-yl nitrate (NDHP) as a novel NO 
donor and to evaluate its effects on the cardiovascular system of normotensive 
and hypertensive rats. All results were considered significant when p <0.05. 
Using in vitro methodologies, it was observed that Xanthine oxidoreductase 
(XOR) catalyzes the generation of NO from NDHP under anaerobic conditions at 
the flavin adenine dinucleotide (FAD) and molybdenum sites. NDHP promoted 
vasorelaxation in mesenteric arteries of rats and mice, using myograph. The pre-
exposure of the mesenteric artery rings to the NDHP (10-3) for 30 minutes did not 
decrease the effect (ME = 124 ± 4% vs. 100 ± 3%, n = 7 and 6, respectively). In 
the presence of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and XOR, the 
administration of NDHP (0.1, 1 and 10 mM) increased NO production in a 
concentration-dependent manner. Treatment with NDHP increased NO levels in 
mesenteric artery sections compared to control (95.7 ± 3.4 vs. 10.9 ± 0.8 a.u., 
respectively, p<0.05). The blockade of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
by L-NG-Nitroarginine (L-NNA, 100 μM) did not inhibit the increase in NO levels 
(94.2 ± 3.6 vs. 95.7 ± 3.4 a.u., respectively). The increase in NO levels after 
NDHP treatment was blocked by the XOR inhibitor, febuxostat. NDHP induced a 
vasorelaxative effect on the mesenteric artery with functional endothelium (ME = 
83.3 ± 6.7%, n = 6). This maximal effect (ME) was higher in rings without 
functional endothelium (ME = 113.4 ± 5.3%, n = 7, p<0.05). Pre-incubation with 
the NOS inhibitor N(ω)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) in mesenteric 
artery with functional endothelium increased NDHP-induced relaxation (ME = 
109.7 ± 1.5%; n = 6, p<0.05). Pretreatment with 2-(4-phenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxy-3-oxide (PTIO, 300 μM), an NO sequestrant along 
with hydroxocobalamin (HDX) promoted a decrease in the vasorelaxative effect 
of NDHP (ME = 90.8 ± 0.8%, n = 6, p<0.05). Futhermore, a decrease in the 
vasorelaxative effect of NDHP was observed in rings without functional 
endothelium when 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10 μM) 
was used, a selective inhibitor of soluble guanylyl cyclase (sGC) enzyme (84.9 ± 
9.5%, n = 6, p<0.05). The potency of the vasorelaxative effect of NDHP was 
decreased using a non-specific blocker of potassium (K+) channels, 3mM 
tetramethylammonium chloride (TEA) (pD2 = 4.8 ± 0.1, n = 6, p <0, 05), using a 
specific BKCa blocker, TEA (1 mM) (pD2 = 5.1 ± 0.1, n = 6, p <0.05) and KV, using 
4-aminopyridine (4-AP, 1 mM) (pD2 = 5,7 ± 0,1; n = 6, p < 0,05). Acute treatment 
with NDHP in high doses (300 and 2000 mg/kg) did not present toxic effect in the 
toxicity test. In in vivo models, the acute administration of NDHP (1, 5, 10, 20 



 

 

mg/kg, i.v) induced hypotension in normotensive animals (-11 ± 1, -19 ± 2, -28 ± 
2, -44 ± 5 mmHg respectively, n = 8) and hypertensive patients (-16 ± 3, -23 ± 4, 
-50 ± 1, and -71 ± 8 mmHg respectively, n = 8). Chronic treatment (15 days) with 
NDHP (10 mg/kg/day), via i.p., significantly attenuated endothelial dysfunction 
and increased mean arterial pressure in animals with angiotensin II-induced 
hypertension (MAPvehicle: 49 mmHg vs. MAPNDHP 18 mmHg) when compared to 
vehicle-treated hypertensive animals (MAPvehicle: 98 ± 2 mm Hg vs. MAPNDHP 99 
± 3 mm Hg, baseline). Plasma nitrate levels were four times higher in NDHP-
treated animals compared to the control group (21.6 ± 2.9 vs 4.4 ± 1.1 μM, p 
<0.05). These results demonstrate that NDHP acts as an NO donor, induces 
vasorelaxation through the NO-cGMP-PKG pathway and activation of specific 
subtypes of K+ channels (Kv and BKca), does not cause vascular tolerance in the 
mesenteric artery, has an antihypertensive effect in animals with renovascular 
hypertension and by infusion of angiotensin II, requires XOR for the formation of 
NO and presents low acute toxicity. 
 
Key words: nitric oxide donors; vasorelaxation; K+ channels; xanthine 
oxidoreductase; antihypertensive agent 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A hipertensão arterial (HA) é uma condição crônica grave considerada o 

principal fator de risco que aumenta tanto a morbidade quanto a mortalidade 

precoces relacionadas com as doenças cardiovasculares (DCVs), doenças 

cerebrovasculares e doença renal crônica (LAWES; HOORN; RODGERS, 2008; 

SINGH; MENSAH; BAKRIS, 2010; WILKINS et al., 2010; CHOBANIAN, 2011; 

FOROUZANFAR et al., 2017). A HA continua sendo um importante problema de 

saúde pública, e o seu controle tem um grande impacto no estado de saúde da 

população (MARQUES et al., 2015).  

Estima-se que a HA afete mais de 1,5 bilhão de pessoas ao redor do 

mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). No Brasil, cerca de 32,5% 

(36 milhões) dos indivíduos adultos e mais de 60% dos idosos são afetados pela 

HA, o que a torna responsável por mais de um terço do total de óbitos no país 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016). Embora ainda haja um 

debate sobre a fisiopatologia da HA, sabe-se que é uma condição clínica 

complexa e multifatorial, que combina fatores genéticos, alterações neuro-

hormonais, alterações em estruturas vasculares e processos inflamatórios 

(ARTOM; VECCHIÉ; PENDE, 2016). A HA é definida por valores de pressão 

arterial sistólica igual ou superior a 130 mmHg e/ou pressão arterial diastólica 

igual ou superior a 80 mmHg (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2017). 

O controle da pressão arterial (PA) se dá por diferentes mecanismos 

regulatórios que atuam de forma integrada para proporcionar uma perfusão 

tecidual adequada sob diferentes circunstâncias (DUKE-NOVAKOVSKI; CARR, 

2015). Alterações nesses mecanismos de regulação podem levar a distúrbios 

fisiológicos como a HA (CAIN; KHALIL, 2002). 

Um dos principais mecanismos causadores da HA é o desarranjo da 

regulação autonômica (simpática e parassimpática), visto que suas influências 

desempenham papel fundamental no controle homeostático do sistema 

cardiovascular (GIUSEPPE; GRASSI, 2014). Vários mecanismos têm sido 

propostos a fim de justificar o aumento na atividade do sistema nervoso 

simpático (SNS) observado em indivíduos com HA (GIUSEPPE; GRASSI, 2014). 
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O SNS desempenha um papel importante na patogênese da HA, uma vez 

que o aumento na sua atividade leva a um aumento da frequência e 

contratilidade cardíaca, além de promover constrição e remodelamento dos 

vasos de resistência, reduzindo ainda mais o diâmetro do lúmen e, 

consequentemente, elevando a PA (SERAVALLE; MANCIA; GRASSI, 2014; 

GRASSI; RAM, 2016; SAXENA; ALI; SAXENA, 2018). Uma possível explicação 

para a estimulação excessiva do SNS se dá pela redução na influência inibitória 

dos barorreceptores arteriais nesse sistema, devido ao comprometimento celular 

ou o enrijecimento da parede arterial, onde esses barorreceptores estão 

localizados, desencadeando uma diminuição da sua capacidade de resposta às 

alterações da PA (BOTELHO-ONO et al., 2011; LOHMEIER; ILIESCU, 2015). A 

atividade simpática elevada também altera a função renal por meio do aumento 

da reabsorção tubular de sódio, liberação de renina e aumento da resistência 

vascular renal, evoluindo o desenvolvimento da HA (GRISK; RETTIG, 2004).  

Os barorreceptores, localizados no arco aórtico e no seio carotídeo, 

detectam o estiramento produzido pela pressão exercida pelo fluxo sanguíneo. 

Esse estiramento leva à ativação dos barorreceptores, que enviam estímulos 

elétricos através das fibras aferentes dos nervos vago e glossofaríngeo (nervo 

de Hering), projetando-se até o núcleo do trato solitário (NTS). Por sua vez, os 

neurônios do NTS ativam os neurônios inibitórios da medula ventrolateral caudal 

(CVLM) que se projetam para a medula ventrolateral rostral (RVLM). Projeções 

de neurônios do RVLM para neurônios pré-ganglionares na coluna 

intermediolateral da medula espinhal são responsáveis pelo fluxo simpático 

basal para a periferia. Assim, a ativação de barorreceptores induzida pelo 

aumento da PA suprime o fluxo simpático central inibindo o RVLM, levando a 

reduções substanciais na atividade simpática e na PA (LONG; KIRBY, 2008; 

BRAGA et al., 2011; DUKE-NOVAKOVSKI; CARR, 2015; LOHMEIER; ILIESCU, 

2015). Assim, uma disfunção do barorreflexo, existente na HA, reduz a atividade 

parassimpática e aumenta a atividade simpática, elevando a PA (BOTELHO-

ONO et al., 2011; LOHMEIER; ILIESCU, 2015).  

A ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) possui um 

importante papel na manutenção da pressão arterial e da homeostase de 

líquidos e eletrólitos (BHAVE; NEILSON, 2011; SIMÕES; FLYNN, 2012). O 
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SRAA tem sido foco de pesquisas cardiovasculares por mais de um século, 

tendo em vista sua importância na regulação fisiológica da PA, volume 

extracelular e controle cardiovascular das funções neurais e endócrinas 

(CARLSTRÖM; LUNDBERG; WEITZBERG, 2018; MILLER; ARNOLD, 2019). 

Adicionalmente, o SRAA demonstrou ainda desempenhar um papel 

fisiopatológico no desenvolvimento e progressão de numerosas doenças 

cardiovasculares, incluindo a HA, insuficiência cardíaca, obesidade, doença 

renal crônica, doença arterial coronariana e acidente vascular cerebral (AVC) 

(MILLER; ARNOLD, 2019). 

Como mostrado na figura 1, o processo de ativação do SRAA tem início 

com a síntese e liberação da enzima renina, uma aspartil protease, das células 

justa-glomerulares dos rins em resposta a vários estímulos, incluindo aumento 

da atividade do SNS, diminuição da pressão de perfusão nas arteríolas aferentes 

renais, diminuição do teor de cloreto de sódio na mácula densa dos segmentos 

dos túbulos distais e ações locais de óxido nítrico (NO) e prostanóides (KURTZ, 

2011). Uma vez secretada, a renina catalisa a conversão do angiotensinogênio 

no decapeptídeo angiotensina-I (Ang I), que é posteriormente clivado pela 

enzima conversora de angiotensina (ECA) para formar o octapeptídeo 

angiotensina-II (Ang II) (LAVOIE; SIGMUND, 2003; WADEI; TEXTOR, 2012). A 

Ang II desencadeia ações primárias através dos receptores acoplados à proteína 

G da superfície celular tipo 1 (AT1), causando elevação da PA por meio de 

numerosos mecanismos que incluem vasoconstrição, proliferação celular, 

estresse oxidativo, inflamação, ativação de resposta imune, ativação simpática, 

disfunção do barorreflexo e liberação de aldosterona e vasopressina, que por 

sua vez levam à retenção de sal e água (LAVOIE; SIGMUND, 2003; FERRARIO; 

MULLICK, 2017).  

A ativação exacerbada do SRAA é um dos fatores causadores da HA, 

aumentando não somente a resistência vascular total e estimulando a retenção 

de sal induzida pela aldosterona, mas também elevando a reabsorção tubular de 

íons sódio por ação direta nos túbulos proximais, potencializando a atividade do 

SNS e regulando a taxa de filtração glomerular (TFG); além disso, em longos 

períodos de ativação promove o remodelamento cardíaco e vascular (CHOPRA; 

BABY; JACOB, 2011; SIMÕES; FLYNN, 2012). 
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Figura 1: Mecanismo de ativação do SRAA. A renina liberada pelas células justa-glomerulares 

renais catalisa a conversão do angiotensinogênio em Ang I, que é posteriormente clivado pela 

ECA em Ang II. A Ang II, por sua vez, desencadeia inúmeras ações no organismo por meio da 

ativação dos receptores AT1, levando ao aumento da PA. Fonte: Adaptado de Bader, 2010 e 

Betts et. al, 2013. 

 

As artérias resistentes e as arteríolas também contribuem de forma 

importante para a homeostase cardiovascular, atuando como resistência 

vascular, levando à regulação da PA e distribuição do débito cardíaco entre os 

órgãos e tecidos do corpo para atender às suas demandas metabólicas e 

fisiológicas (DAVIS; HILL; KUO, 2008). 

É bem conhecido que as características fisiopatológicas da HA envolvem, 

além dos fatores acima citados, o aumento da resistência vascular periférica total 

(RVPT). A RVPT está relacionada diretamente com as funções exercidas pelo 
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endotélio vascular, uma vez que esta estrutura desempenha um papel crítico na 

regulação da pressão arterial e na distribuição do fluxo sanguíneo, controlando 

o diâmetro intraluminal de vasos e de pequenas artérias de resistência (EVORA 

et al., 2009; BERNATOVA, 2014).   

O endotélio vascular é formado por uma monocamada de células 

endoteliais, constituindo uma barreira física entre o sangue e os tecidos, capaz 

de regular a troca de moléculas entre eles (DAIBER et al., 2017). Além disso, as 

células endoteliais metabolizam, sintetizam e liberam uma variedade de 

substâncias, incluindo substâncias vasoativas reguladoras do tônus vascular e 

da PA, entre as quais estão vasodilatadores, como o óxido nítrico (NO), 

prostaciclina, cininas e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF), 

e vasoconstritores como endotelina-1, PGH2 e espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (HILL; PHILLIPS; SANDOW, 2001; RAJENDRAN et al., 2013; SU, 2015).  

As principais vias que contribuem para a vasodilatação dependente do 

endotélio incluem a síntese do NO, prostaciclina e a geração de EDHF, que 

atuam no músculo liso vascular. Qualquer alteração capaz de afetar a 

homeostase do endotélio causará uma disfunção endotelial (DE), o que contribui 

para o desenvolvimento e a progressão de doenças cardiovasculares (PRIES; 

KUEBLER, 2006; KARBACH et al., 2014; MISHRA et al., 2016).  

A DE é um distúrbio multifatorial que interrompe o mecanismo de 

regulação homeostática vascular, predispondo a parede vascular à 

vasoconstrição, adesão de leucócitos, ativação plaquetária, estresse oxidativo, 

coagulação e inflamação, levando à patogênese de doenças cardiovasculares 

(VERMA; ANDERSON, 2002; VERMA; BUCHANAN; ANDERSON, 2003; 

KETONEN et al., 2010; SZASZ; BOMFIM; WEBB, 2013). Tal estado patológico 

contribui para a elevação crônica e anormal da resistência vascular, resultando 

em hipertensão arterial grave  (KANG et al., 2015). 

Na HA, a DE é caracterizada por uma diminuição da liberação de fatores 

relaxantes derivados do endotélio, como o NO, e aumento da liberação de 

fatores constritores (LEE et al., 2009; LYNCH et al., 2013), além do aumento da 

produção de ânions superóxido (O2
•-) pela nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH)-oxidase e pela ciclooxigenase (COX). O ânion superóxido 
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liberado é capaz de reduzir a biodisponibilidade do NO, prejudicando a 

vasodilatação dependente do endotélio (VERSARI et al., 2009). 

A via do NO ocupa uma posição central  na homeostase vascular, e é 

considerada um dos mecanismos regulatórios mais importantes na proteção do 

organismo contra vários distúrbios cardiovasculares, acreditando-se, assim, que 

a deficiência de NO contribua para o desenvolvimento da HA (VANHOUTTE; 

FELETOU; TADDEI, 2005; NAPOLI; IGNARRO, 2009; FLAMMER; LÜSCHER, 

2010; SAXENA; ALI; SAXENA, 2018).  

O NO é um gás lipossolúvel e instável (meia-vida de aproximadamente 2 

segundos) produzido por muitos tipos celulares em todo o corpo a partir de três 

isoformas da NO sintase (NOS) (BREDT et al., 1991; THOMAS, 2001; 

NAGESWARARAO; LAKSHMI; RAMAKRISHNA, 2011). A NOS converte L-

arginina, utilizando oxigênio molecular e NADPH juntamente com vários 

cofatores, incluindo flavina adenina dinucleótido (FAD), mononucleótido flavina 

(FMN) e tetra-hidrobiopterina (BH4), para gerar quantidades equimolares de NO 

e L-citrulina (VÁSQUEZ-VIVAR et al., 1998; LANDMESSER et al., 2003; LI; 

POULOS, 2005; FÖRSTERMANN; SESSA, 2012).  

Existem três isoformas da NOS: 1) NOS neuronal (nNOS/NOS I), 

inicialmente encontrada no sistema nervoso (neurônios e no cérebro), mas 

também sendo constitutivamente expressa nos músculos esquelético e cardíaco, 

vasos e muitos outros tecidos; 2) NOS induzível (iNOS/NOS II), que pode ser 

estimulada por diversos fatores, como as citocinas inflamatórias, com ação 

independente da cálcio/calmodulina e capacidade de produzir grandes 

quantidades de NO; 3) NOS endotelial (eNOS/NOS III), expressa principalmente 

nas células endoteliais (ZAMORA; VODOVOTZ; BILLIAR, 2000; MATTILA; 

THOMAS, 2014). A liberação de NO derivado do endotélio é assegurada 

principalmente pela eNOS e complementada pela nNOS expressa em células 

endoteliais vasculares,  e ambas possuem um papel de destaque na regulação 

do fluxo sanguíneo e tônus vascular e na manutenção da integridade endotelial 

(SANDER et al., 2000; SU, 2015; CARLSTRÖM; LUNDBERG; WEITZBERG, 

2018).  

Uma vez sintetizado, o NO exerce a sua ação biológica ao difundir-se das 

células endoteliais para as células do músculo liso vascular, onde promove a 
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ativação da guanilil ciclase solúvel (GCs), levando à conversão do trifosfato de 

guanosina (GTP) em 3',5' – monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), que por 

sua vez ativa a proteína cinase dependente de GMPc (PKG). Esta cinase induz 

uma série de fosforilações que resultam na diminuição da contração das células 

musculares lisas pelos mecanismos de redução da concentração e da 

sensibilidade ao Ca2+, resultando no relaxamento da musculatura lisa vascular 

(TREUER; GONZALEZ, 2015). Entre os alvos da PKG se destaca a participação 

dos canais para potássio (K+) da membrana plasmática (ARCHER et al., 1994; 

HADDY, 2005).   

As células da musculatura lisa vascular expressam uma gama de canais 

para K+ que contribuem para a regulação e modulação do tônus miogênico em 

artérias de resistência e arteríolas, crescimento do músculo liso vascular, além 

de determinar e regular significativamente o potencial de membrana (JACKSON, 

1998, 2000, 2017; AMBERG et al., 2003; KO et al., 2008; DICK; TUNE, 2010; 

GONZÁLEZ et al., 2012). Entre esses canais destacam-se: os canais para K+ 

dependentes de voltagem (KV) (JEPPS; OLESEN; GREENWOOD, 2013), canais 

para K+ sensíveis ao ATP (KATP) (TERAMOTO, 2006), canais para K+ sensíveis 

ao Ca2+ (BKCa) (LEDOUX, 2006; HU; ZHANG, 2012) e os canais para K+ 

retificadores de entrada (KIR) (PARK; HAN; EARM, 2008). 

Uma vez ativados, a abertura dos canais para K+ na membrana das 

células do músculo liso vascular aumenta o efluxo seletivo de íons K+ através de 

um poro no interior do canal, produzindo hiperpolarização da membrana com 

consequente fechamento de canais Ca2+ dependentes de voltagem, o que 

diminui a entrada de Ca2+, facilitando o processo de vasodilatação  (NELSON; 

QUAYLE, 1995; KO et al., 2008; MARTÍN et al., 2014). 

Além disso, o NO atua impedindo as ações nocivas das EROs, um 

importante agente no desenvolvimento e manutenção de doenças 

cardiovasculares, incluindo a HA, aterosclerose, hipertrofia cardíaca, 

insuficiência cardíaca e acidente vascular cerebral, aumentando, assim, as 

ações do NO como agente antioxidante (BOTELHO-ONO et al., 2011; GROSS; 

DURNER; GAUPELS, 2013). No entanto, sendo um radical livre no meio 

biológico, o NO pode facilmente reagir com biomoléculas, levando à sua 

inativação (MOLINA et al., 2013). A redução da liberação do NO, devido a 
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síntese prejudicada e/ou sua excessiva degradação oxidativa, desempenha um 

papel importante no desenvolvimento da HA (EVGENOV et al., 2006; COSTELL 

et al., 2012). 

A biodisponibilidade do NO pode ser aumentada por abordagens 

farmacológicas no intuito de reduzir os riscos cardiovasculares (PARK; PARK, 

2015; AHMAD et al., 2018). Devido à natureza altamente reativa do NO, muitos 

fármacos envolvidos no transporte e estabilização dessa molécula, chamados 

de doadores de NO, têm sido utilizados com fins terapêuticos (LUNDBERG; 

GLADWIN; WEITZBERG, 2015). Essas substâncias mimetizam o papel do NO 

endógeno, liberando NO quando administrados em sistemas biológicos, 

substituindo-o em situações de deficiência e reproduzindo seus efeitos 

fisiológicos (FEELISCH, 1998; QUEIROZ et al., 2014). 

Os dois dadores de NO mais conhecidos são o nitroprussiato de sódio 

(NPS) e o trinitrato de glicerila (TNG) (QUEIROZ et al., 2014). O TNG é utilizado 

há mais de um século como medicamento para o tratamento da angina, infarto 

agudo do miocárdio, hipertensão arterial grave, e espasmo da artéria coronária 

(MÜNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014; DE CANDIA et al., 2015). O NPS, por sua 

vez, é utilizado para reduzir rapidamente a pressão arterial em pacientes com 

crises hipertensivas, sendo também ferramenta de escolha em estudos pré-

clínicos e clínicos, reconhecido como padrão na vasodilatação independente do 

endotélio (FRANÇA-SILVA et al., 2012b).  

Os doadores de NO são compostos orgânicos e inorgânicos, tendo mais 

de 105 substâncias identificadas e muitas delas tem sido utilizadas clinicamente 

no tratamento da HA, a exemplo do NPS e do TNG (KIELBIK et al., 2013; 

MARVASI et al., 2015). Entre esses doadores de NO destacam-se os nitratos 

orgânicos (IGNARRO; NAPOLI; LOSCALZO, 2002; VELMURUGAN et al., 2013; 

BONDONNO et al., 2015). 

Os nitratos orgânicos são considerados a classe mais antiga de doadores 

de NO aplicados à clínica (PORPINO et al., 2016), e são usados em numerosas 

doenças incluindo dor e inflamação, trombose e restenose, doenças 

neurodegenerativas, câncer, doenças do fígado, impotência, asma brônquica, 

osteoporose (KEEBLE; MOORE, 2002; THATCHER; BENNETT; REYNOLDS, 

2005), e em diversas doenças cardiovasculares, principalmente hipertensão 
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arterial e doença arterial coronariana (HARRISON; BATES, 1993; NASEEM, 

2005; PAULO et al., 2012).  

O principal mecanismo dos nitratos orgânicos é a liberação de NO e, 

consequentemente, assim como o NO endógeno, ativação da via 

NO/GCs/GMPc, anteriormente descrita (MÜNZEL, 2003). Além disso, o aumento 

da biodisponibilidade de GMPc leva a ativação de proteínas cinases 

dependentes de GMPc, tais como a proteína cinase I dependente de GMPc 

(cGK-I). Os mecanismos downstream do efeito relaxante requer mecanismos 

dependentes e/ou independentes de Ca2+. A cGK-I inibe a liberação de cálcio 

dependente de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) no retículo sarcoplasmático por meio 

da fosforilação do substrato de GMPc associado ao receptor para IP3 (IRAG), e 

fosforila BKCa ativando-o, o que leva a uma hiperpolarização e redução do influxo 

de cálcio (DAIBER; MÜNZEL, 2015). Além disso, a cGK-I ativa Ca2+-ATPase e 

promove o efluxo de cálcio para o espaço extracelular, como ostrado na figura 

2. O relaxamento independente de Ca2+ por cGK-I envolve a fosforilação da 

subunidade de ligação da miosina, como a fosfatase da miosina 1 (MYPT1). 

Adicionalmente, a cGK-I pode fosforilar e, desse modo, inibir a proteína de 

ligação ao GTP, a RhoA, levando à diminuição da atividade da Rho-cinase 

(ROK), permitindo a ação da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), 

promovendo vasodilatação (MÜNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014; DAIBER; 

MÜNZEL, 2015).  
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Figura 2: Mecanismo de relaxamento do NO. A enzima eNOS, presente no endotélio, converte a 

L-arginina em L-citrulina e NO, utilizando o oxigênio molecular e co-fatores. O NO por sua vez 

atua na célula muscular lisa da vasculatura ativando a sGC que converte GTP em cGMP. O 

cGMP atua (1) ativando a PKG que leva a abertuta dos canais para K+ (2) ativando a proteína 

cGK-I que inibe a liberação dos estoques intrcelulares de Ca2+ e promove ativação dos canais 

para K+. Essas ações levam a hiperpolarização da célula e consequentemente fechamento para 

canais de Ca2+. O NO também pode atuar diretamento sobre canais para K+, ativando-os. Fonte: 

Adaptado de Münzel, 2014. 

 

A regulação positiva da via NO/GCs/GMPc na hipertensão arterial tem 

sido identificada como uma meta terapêutica promissora para redução da 

pressão arterial e redução das complicações associadas à função cardíaca e 

renal sem causar tolerância (STASCH et al., 2001, 2002; ZANFOLIN et al., 

2006). 

Cerca de uma década após a descoberta do NO como uma molécula de 

sinalização endógena, foi demonstrado que os nitratos e nitritos podem ser 

reduzidos para a formação do NO bioativo e outros intermediários reativos de 

nitrogênio (BENJAMIN et al., 1994; LUNDBERG et al., 1994; ZWEIER et al., 

1995). As duas principais fontes de nitrato e nitrito são a oxidação do NO 

derivado da NOS e a ingestão dietética de alimentos ricos em nitrato, 

particularmente vegetais de folhas verdes e beterrabas (Beta vulgaris) (RHODES 

et al., 1995; LUNDBERG; GOVONI, 2004; GHOSH et al., 2013; TROPEA et al., 

2018). O nitrato gerado endogenamente, a partir da NOS, ou proveniente da 
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alimentação, é ativamente absorvido pelas glândulas salivares e concentrado na 

saliva (aproximadamente 25%), onde é reduzido a nitrito por bactérias 

comensais orais redutoras de nitrato (DUNCAN et al., 1995; KAPIL; WEBB; 

AHLUWALIA, 2010; QIN et al., 2012; KOCH et al., 2017). A saliva rica em nitrito 

chega ao estômago ácido e pode entrar em pelo menos três diferentes vias 

redox-dependente (LUNDBERG; WEITZBERG, 2013). A maioria do nitrito 

deglutido é rapidamente absorvido no intestino delgado e atinge a circulação 

sistêmica, tornando-se disponível para todos os tecidos do corpo (LUNDBERG; 

GOVONI, 2004; AHLUWALIA et al., 2016). A formação de NO a partir de nitrito 

circulante é catalisada por uma variedade de enzimas e proteínas, bem como 

por reações não enzimáticas. 

Entre as enzimas envolvidas na formação do NO destacam-se a 

glutationa S-transferase (GST), a desoximioglobina, a xantina oxidoredutase 

(XOR), a aldeído desidrogenase mitocondrial (ALDH2) e o citocromo P450 

microssomal (CYP)(KURZ et al., 1993; KOLLAU et al., 2005; HELMS; LIU; KIM-

SHAPIRO, 2016; BLOOD, 2017). Vários nitratos orgânicos utilizados 

terapeuticamente são metabolizados pela XOR, a exemplo TNG e da isossorbida 

dinitrato que são convertidas em NO via XOR, uma importante enzima com 

atividade redutora de nitratos in vitro, ex vivo e in vivo (MILLAR et al., 1998; 

DOEL et al., 2001; JANSSON et al., 2008; GOLWALA et al., 2009).  

A XOR foi descrita pela primeira vez como uma enzima envolvida no 

metabolismo do aldeído e da xantina (purina), e posteriormente na formação 

biológica de O2•- (MCCORD; FRIDOVICH, 1969; GRANGER; RUTILI; 

MCCORD, 1981; KHAMBATA; GHOSH; AHLUWALIA, 2015). Esses processos 

estão envolvidos em doenças como a gota (acúmulo excessivo de cristais de 

urato) e em doenças cardiovasculares (estresse oxidativo), respectivamente. 

Nesse sentido, a utilização clínica de inibidores da atividade XOR, como o 

oxipurinol, foi de considerável interesse na neutralização dessa enzima (BERRY; 

HARE, 2004; PACHER; NIVOROZHKIN; SZABÓ, 2006).  No entanto, com a 

descoberta da participação da XOR na via Nitrato-Nitrito-NO, fornecendo uma 

fonte alternativa de NO, houve um novo interesse nessa enzima. 

A XOR está presente no organismo na forma de um homodímero, de 

aproximadamente 300 kDa, com cada subunidade consistindo de quatro centros 
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redox: um cofator de molibdênio (Mo-co), um sítio FAD (flavina adenina 

dinucleotídeo) e dois centros ferro-enxofre (Fe2-S2), mostrado na figura 3. O Mo-

co é o local de catabolismo das purinas e também o local de redução do nitrito 

em NO, enquanto a redução de NAD+ e O2 ocorre no domínio FAD, e os dois 

domínios Fe2-S2 facilita o fluxo de elétrons entre os domínios Mo-co e o FAD 

(ANDREWS et al., 1964; CANTU-MEDELLIN; KELLEY, 2013; KHAMBATA; 

GHOSH; AHLUWALIA, 2015). Ela pode se apresentar em diferentes 

conformações, xantina oxidase (XO) ou xantina desidrogenase (XDH), 

dependendo dos resíduos de cisteína pós-translacional (NISHINO et al., 2008; 

PAGE; FUNG, 2013). 

 

 

Figura 3: Estrutura da XOR. A enzima XOR possui quatro centros com atividade redox: um centro 

molibdênio, dois centros facilitadores do fluxo de elétron (Fe2-S2) e um centro FAD. Fonte: 

Adaptado de Khambata et al., 2015. 

 

Apesar dos seus efeitos benéficos ao sistema cardiovascular, o uso 

crônico dos nitratos orgânicos pode levar ao desenvolvimento da tolerância 

farmacológica. Esse fenômeno é definido como a perda de seus efeitos e/ou a 

necessidade de aumentar as doses para manter o mesmo efeito da droga, 

limitando a sua eficácia terapêutica no seu uso a longo prazo (LAURSEN et al., 

1996; IGNARRO; NAPOLI; LOSCALZO, 2002; KOSMICKI, 2009). 

Recentemente tem-se notado que a tolerância aos nitratos pode refletir o 
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aparecimento de anomalias vasculares potencialmente perigosas, tais como a 

ativação neurohormonal e expansão do volume intravascular, bem como 

perturbações vasculares intrínsecas mais específicas (PARKER et al., 1991; 

DAIBER; MÜNZEL, 2015).  

Essas vias ativas, devido o uso crônico desses compostos, causam a 

liberação e o aumento dos níveis de catecolaminas, elevação das taxas 

plasmáticas de vasopressina, aumento na atividade da renina plasmática, 

elevação nos  níveis de aldosterona e alteração da função neuronal autonômica, 

como a atividade barorreflexa prejudicada e prevalência do tônus simpático em 

relação ao tônus parassimpático na regulação da frequência cardíaca 

(STEWART et al., 1986; PARKER et al., 1991; MÜNZEL et al., 1996; GORI; 

FLORAS; PARKER, 2002). Além disso, estudos mostraram que terapia a longo 

prazo com nitratos orgânicos foi associada à sensibilidade aumentada a 

vasoconstritores, como a serotonina, fenilefrina, angiotensina II, tromboxano A, 

devido à elevação da expressão de endotelina-1 na vasculatura com a 

subsequente ativação da fosfolipase C (PLC) e da proteína cinase C (PKC) 

(MUNZEL et al., 1995; HEITZER et al., 1998; OELZE et al., 2013; DIVAKARAN; 

LOSCALZO, 2017). Somando a incapacidade do tecido vascular de responder 

de forma efetiva aos nitratos orgânicos devido a biotransformação prejudicada 

desses compostos, pode-se ainda destacar a depleção do grupo SH intracelular, 

a dessensibilização da enzima GCs, um aumento na atividade da fosfodiesterase 

(PDE) e desaclopamento da NOS, levando a uma tolerância cruzada com outro 

dodoador de NO, além do aumento na síntese O2•- vascular (AXELSSON; 

KARLSSON, 1984; BOESGAARD; ALDERSHVILE; POULSEN, 1992; GHIO et 

al., 1992; KIM et al., 2001; FUNG, 2004; MÜNZEL; DAIBER; GORI, 2011). Essas 

alterações induzidas pelos nitratos orgânicos podem ter importantes implicações 

negativas em pacientes com doença arterial coronariana, hipertensão arterial e 

insuficiência cardíaca (MÜNZEL et al., 2010). 

Assim, considerando tais achados e a grande importância destes 

compostos no tratamento de doenças cardiovasculares junto com a necessidade 

de entender melhor as vias pelas quais os nitratos orgânicos promovem seus 

efeitos, faz-se necessário que a síntese e os mecanismos de novos dadores de 

NO, com melhores propriedades farmacológicas e com menos efeitos 
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indesejados (como a tolerância), se torne o objeto de estudo em todo mundo. 

Dessa forma, o estudo dos efeitos de nitratos orgânicos frente às doenças 

cardiovasculares pode contribuir no desenvolvimento de novos fármacos para o 

tratamento da hipertensão arterial. 

Apesar dos esforços, até o momento nenhum novo doador alcançou 

aprovação para uso clínico  (MILLER; MEGSON, 2007). Neste aspecto, o 

Laboratório de Controle Neural da Circulação e Hipertensão Arterial 

(LACONCHA) tem desenvolvido estudos sobre diversos novos doadores de NO 

e, nos últimos anos, tem se dedicado a descrever os efeitos do 2-nitrato-1,3-

dibutoxipropano (NDBP), um novo nitrato orgânico, sobre o sistema 

cardiovascular, atuando como um doador de NO (FRANÇA-SILVA et al., 2012b, 

2012a; QUEIROZ et al., 2014; PORPINO et al., 2016), cuja patente se encontra 

sob registro de número PI031130000028. Além do NDBP, outro nitrato orgânico 

testado pelo nosso grupo de pesquisa, o nitrato de ciclohexanol, apresentou 

efeito vasorrelaxante e anti-hipertensivo (MENDES-JÚNIOR et al., 2015).  

Em geral, a maioria desses nitratos orgânicos podem ser obtidos pela 

reação de esterificação dos álcoois correspondentes com ácido nítrico ou pela 

substituição do haleto de alquila com nitrato de prata. Neste sentido,  o nitrato de 

1,3-bis(hexiloxi)propano-2-ila (NDHP), avaliado neste estudo foi sintetizado 

inicialmente a partir do 1,3-dicloropropan-2-ol, obtido por meio de uma reação da 

glicerina com o HCl(g) (Figura 4). 
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Figura 4. Rota sintética do NDHP 

 

Por meio dessas reações é formado o NDHP, possuindo a forma molecular 

C15H31NO5 e com um peso molar de 305 g/mol (Figura 5). 

 

Figura 5. Estrutura química do NDHP 

 

Com base nos resultados positivos obtidos pelo nosso grupo de pesquisa 

sobre o sistema cardiovascular utilizando os nitratos orgânicos, foi hipotetizado 

neste trabalho que um novo nitrato orgânico, o NDHP, seria capaz de relaxar as 

células do músculo liso vascular e apresentar efeito anti-hipertensivo mediante 

liberação de NO. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar os mecanismos pelos quais o nitrato 1,3-

bis(hexiloxi)propano-2-ila (NDHP) age como um nitrato orgânico doador de óxido 

nítrico e elucidar sua ação sobre o sistema cardiovascular em animais 

normotensos e hipertensos. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Elucidar os mecanismos pelos quais o nitrato orgânico NDHP 

promove doação de óxido nítrico (NO). 

• Avaliar o efeito do tratamento com o NDHP sobre os níveis 

intracelulares de NO em células de músculo liso vascular de tecido da 

artéria mesentérica cranial recém-isolada de ratos normotensos. 

• Investigar a ação vasorrelaxante do NDHP em artéria mesentérica 

cranial isolada de ratos normotensos e os mecanismos implicados nesse 

efeito. 

• Determinar o possível desenvolvimento de tolerância à pré-

exposição de artérias mesentéricas craniais isoladas de ratos 

normotensos ao NDHP. 

• Determinar a toxicidade pré-clínica aguda do NDHP e avaliar as 

alterações sobre o sistema nervoso central e autônomo.  

• Avaliar os efeitos induzidos pela administração aguda de diferentes 

doses do NDHP, via intravenosa, sobre a pressão arterial e frequência 

cardíaca de ratos normotensos e hipertensos. 

• Avaliar os efeitos induzidos pela administração crônica (15 dias) do 

NDHP, via intraperitoneal, sobre a pressão arterial, frequência cardíaca, 

função endotelial e níveis de nitrato e nitrito no plasma. 
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3 METODOLOGIA 

 

3. 1 LOCAL DA PESQUISA E ÉTICA 

 

 Os protocolos experimentais foram realizados no Laboratório de Controle 

Neural da Circulação e Hipertensão (LACONCHA) do Centro de Biotecnologia 

(CBiotec-UFPB) e no Karolinska Institutet (Estocolmo-Suécia). 

 Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFPB nº 142/2015) da Universidade Federal 

da Paraíba em João Pessoa (Brasil) e pelo comitê de ética em Estocolmo, Suécia 

(N139/15) (ANEXO I). 

 

3. 2 ANIMAIS  

 

Foram utilizados ratos (250-300g) e ratas (200-250g) Wistar (Rattus 

norvegicus), e camundongos machos (28-32g) C57BL/6 (Mus musculus) 

provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Instituto Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (IPeFarM-UFPB) e do Karolinska Institutet (KI). Os 

animais foram alojados em gaiolas de polietileno e mantidos sob condições 

monitoradas em salas com temperatura controlada (21 ± 1º C), obedecendo o 

ciclo claro/escuro 12:12 horas, sendo a fase clara de 6:00 às 18:00 horas. Os 

animais tiveram livre acesso a ração tipo pellets (Labina®, Purina, Paulinea, SP, 

Brasil) e água. 

 

3. 3 SÍNTESE E PREPARO DA SUBSTÂNCIA TESTE 

 

A síntese do novo nitrato orgânico, Nitrato de 1,3-bis(hexiloxi)propan-2-ila 

(NDHP), foi realizada de acordo com procedimentos descritos na literatura e 

otimizados pela Dra. Maria Cláudia Rodrigues Brandão sob orientação do Prof. 

Dr. Petrônio Filgueiras Athayde-Filho, em cinco etapas como apresentado na 

Figura 4. 

O 1,3-dicloropropan-2-ol (3) foi obtido a partir da reação da glicerina (1) 

com o HCl(g). Inicialmente aqueceu-se certa quantidade de glicerina para eliminar 
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a umidade e em seguida, através de um sistema tubular protegido contra 

umidade, foi borbulhado o cloreto de hidrogênio, gerado pelo gotejamento de 

ácido sulfúrico concentrado sobre uma massa pastosa de cloreto de sódio e 

ácido clorídrico (12N). A reação foi encerrada quando se observa um aumento 

de um terço de volume. 

 Na segunda etapa foi preparado o álcóxido de sódio (4) em balão 

contendo 1 mol do álcool correspondente ao qual foi adicionado 2 mol de sódio 

metálico finamente cortado. A mistura foi mantida sob agitação até total consumo 

do sódio adicionado. 

 A síntese do oxiálcool (5) foi realizada utilizando um balão de fundo 

redondo contendo o composto (4) obtido, ao qual foi acrescentado, gota a gota, 

1 mol de (3). O sistema foi mantido sob agitação constante por 6h. 

 Ao composto (5) foi acrescido anidrido acético e em seguida ácido nítrico 

fumegante lentamente para a obtenção do nitrato NDHP (6). O sistema foi 

mantido sob agitação constante e a temperatura foi controlada a 5 ºC. A reação 

foi interrompida com 100mL de água destilada gelada e neutralizada com 

bicarbonato de sódio. A água foi separada da fase orgânica, que foi solubilizada 

em clorofórmio e seca com sulfato de sódio anidro. O clorofórmio foi 

posteriormente retirado por rotaevaporação. 

A estrutura do composto final (6) e dos produtos intermediários foram 

confirmadas pelas análises espectroscópicas de IV, RMN-1H e RMN-13C. Tais 

técnicas foram suficientes para confirmar a formação do NDHP pois este tipo de 

molécula apresenta inúmeros sinais bem característicos. O composto 

apresentou massa molar de 305,22g/mol e fórmula química C15H31NO5 (Figura 

4). 

O NDHP foi solubilizado em cremophor® na proporção 4:1 (peso/peso), 

respectivamente, e em seguida foi diluído em água Milli-Q® para as 

concentrações desejadas nos experimentos ex vivo, a concentração final de 

cremophor® não ultrapassou 0,01%. Já nos experimentos in vivo o NDHP foi 

diluído em solução salina (NaCl 0,9%), a concentração de cremophor® não 

ultrapassou 0,05% na solução. 

 

3. 4 DROGAS E FERRAMENTAS FARMACOLÓGICAS 
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As seguintes drogas foram utilizadas nos protocolos experimentais: 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ); 2-(4-fenil)-4,4,5,5-

tetrametilimidazolina-1-oxi-3-óxido (PTIO); 4-aminopiridina (4-AP); 4'6'-

diamidino-2-fenilindol (DAPI); linsidomina (SIN-1); cloridrato de acetilcolina 

(ACh); cloridrato de L-(-)-fenilefrina (FEN); cloridrato de NG-nitro-L-arginina-metil 

éster (L-NAME); glibenclamida (GLIB); cloreto de tetraetilamônio (TEA); 

hidroxicobalamina (HDX); cloreto de bário (BaCl2); L-NG-Nitroarginina (L-NNA); 

β-Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH); angiotensina II (ANG II); e 

febuxostat (FEBUX)  (todos obtidos da Sigma-Aldrich Ltda). Cloridrato de 

cetamina (Quetamina® Laboratório – Vetnil, Brasil); cloridrato de xilazina 

(Dopaser - Laboratório Calier, Espanha); diacetato de 4,5-diaminofluoresceína 

(DAF-2DA) (Calbiochem, San Diego, CA, USA); heparina sódica (Parinex® - 

Laboratório Hipolabor Brasil) nitroglicerina (Tridil®- Laboratório Cristália, Brasil); 

Xantina oxirredutase (XOR) (Roche® Laboratório). 

Todas as substâncias utilizadas no banho de órgãos foram solubilizadas 

em água destilada, exceto a GLIB, o PTIO e o ODQ que foram solubilizadas em 

dimetilsulfóxido (DMSO). As soluções foram mantidas de 0 a 4 °C e somente 

retiradas no momento do experimento. 

 

3. 5 SOLUÇÕES NUTRITIVAS 

 

Para os estudos de reatividade vascular (ex vivo) foram usadas soluções 

nutritivas aeradas com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e 

mantidas a 37º C, todas obtidas da Sigma-Aldrich®. A composição da solução 

fisiológica Tyrode e Krebs estão descritas no quadro 1. 
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Quadro 1: Composição da solução fisiológica Tyrode e Krebs  

SUBSTÂNCIA CONCENTRAÇÃO (mM) 

                                              Tyrode  

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

C6H12O6 5,6 

                                                Krebs  

NaCl 119 

KCl 4,7 

CaCl2 1,6 

KH2PO4 1,2 

MgSO4.7H2O 1,2 

NaHCO3 25,1 

C6H12O6 5,5 

EDTA 0,026 

Fonte: Adaptado de Tanaka et al., (1999); Nasa et al., (1992). 

 

3. 6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IN VITRO 

 

3. 6. 1 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE NO MEDIADA PELA XANTINA 

OXIRREDUTASE (XOR)  

 

Foi avaliada a formação de NO a partir do NDHP na presença de XOR 

purificada. Neste protocolo, um tampão reacional (PBS pH 7,4) contendo XOR 

purificada (0,05 U/mL, Roche), NADH (1 mM) e NDHP (1 mM) foi utilizado. Em 

experimentos específicos, o NADH foi substituído por xantina ou 2,3-di-

hidroxibenzaldeo (DBA). No total de 1 ml de tampão reacional foi adicionado a 

câmara do oxígrafo (sistema Oxygraph-2k; Oroboros instruments) à temperatura 

constante de 37°C. A câmara do oxígrafo foi conectada com um dispositivo 
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analisador de NO (ECO Physics analyzer, CLD 77 AM, Swiss),  que utilizou o 

nitrogênio como gás carreador (400 mL/min) (PELELI et al., 2016). Após um 

período de equilíbrio (aproximadamente 5 min), NDHP, XOR e doadores de 

elétrons (NADH, xantina ou DBA) foram diretamente injetados na câmara usando 

seringas Hamilton. A produção de NO foi registada em tempo real utilizando um 

sistema de aquisição de dados (AcqKnowledge v3.9, Biopac MP150, Goleta, CA, 

E.U.A.). A produção de NO foi registada durante 1 h e, em um subconjunto de 

experimentos, os inibidores da XOR (oxipurinol,100 µM ou DPI, 50 mM) ou L-

cisteína (5 mM) foi adicionado 15 min antes da adição dos dadores de elétrons. 

 

3. 6. 2 DETECÇÃO DE NO POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA 

PARAMAGNÉTICA ELETRÔNICA (EPR) 

 

 Os estudos de EPR foram realizados utilizando um espectrômetro de 

bancada X-band MiniScope MS400 (Magnettech, Germany). Os registros foram 

feitos à temperatura ambiente e as amostras teste foram avaliadas usando tubos 

capilares fornecidos pela Magnettech (Germany). As configurações do aparelho 

foram: 10 mW de potência de microondas, 0,6 mT de modulação de amplitude, 

100 kHz de frequência de modulação, 12 s de tempo de varredura e um total de 

20 varreduras. O complexo de Fe(MGD)2 foi preparado por adição de 100 µl de 

FeSO4·7H2O a 1,9 mM (preparado a fresco por dissolução de 0,8 mg em 1000 

µL de DPBS) e 100 µL de 18,4 mM de MGD (preparado recentemente por 

dissolução de 5,4 mg em 1000 µL DPBS) (GOPALAKRISHNAN et al., 2012). O 

DPBS foi borbulhado durante uma hora com gás nitrogênio para evitar a 

presença de oxigênio dissolvido na solução. O tampão reacional continha XOR 

(0,05 U/mL), NDHP (1 mM) e substrato para a XOR, NADH (1 mM), xantina (500 

µM) ou DBA (500 µM). O tampão reacional foi mantido a temperatura de 37°C, 

sob atmosfera nitrogenada e com homogeneização lenta. Após 5 min de 

estabilização do tampão reacional, o complexo de Fe(MGD)2 foi injetado 

utilizando seringas Hamilton e a reação seguiu-se durante 1 h. Posteriormente, 

uma alíquota foi coletada usando tubos capilares e os espectros foram 

realizados. 
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3. 6. 3 DETECÇÃO DE NITRATO, NITRITO E S-NITROSOTIÓIS 

 

A produção de NO foi avaliada na presença ou ausência de L-cisteína (5 

mM) em uma solução reacional contendo XOR (0,05 U/mL), NADH (1 mM) e 

concentrações crescentes de NDHP (0,1, 1 e 10 mM) durante 1 h. A produção 

de NO foi monitorada conforme descrito acima e após 1 h, a solução reacional 

foi coletada e as concentrações de nitrato, nitrito e nitrosotióis foram avaliadas. 

As amostras de plasma foram extraídas com metanol de grau de pureza para 

HPLC (CROMASOLV, Sigma-Aldrich), e o metanol foi previamente refrigerado, 

utilizando uma garrafa de vidro para evitar contaminação por nitrato/nitrito de 

diferentes materiais plásticos. Foram adicionados 100 µl de metanol a 100 µl de 

plasma em tubos de Eppendorf de 1,5 mL isentos de contaminação com 

nitrato/nitrito. Os tubos foram centrifugados no vórtex durante 10 min a 4°C e 

10000g. 

Os níveis de nitrato e nitrito foram avaliados usando um sistema de 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) (ENO-20; Eicom) conectado 

a um auto-amostrador (840, EiCom, Kyoto, Japan) (JANSSON et al., 2008; 

MONTENEGRO et al., 2016; ZHUGE et al., 2017). O método é sensível e 

específico ao nitrato e ao nitrito e baseia-se na separação do nitrato por 

cromatografia de fase reversa/troca iônica, seguida pela redução do nitrato a 

nitrito com cádmio e cobre reduzido. A determinação do nitrito reduzido foi por 

meio do reagente de Griess, e o nível de compostos de diazo foi analisado por 

detecção a 540 nm. Para evitar a evaporação e também a contaminação do 

amostrador automático, as placas foram seladas com um filme estéril e fácil para 

a agulha do amostrador automático penetrar. As amostras foram mantidas a 4°C 

ao longo das análises por um dispositivo de refrigeração no amostrador 

automático. Os dados foram coletados e analisados utilizando o software 

PowerChrom (V 2.7.9, eDAQ). Uma curva padrão foi preparada a partir de nitrato 

de sódio e nitrito de sódio, diluídos com solução transportadora na faixa de 0,1 

a 20 µM. Alíquotas dos padrões foram armazenadas a -20 °C. A inclinação da 

curva foi examinada e usada para calcular a concentração nas amostras. 

Os S-nitrosotióis (RSNO) foram analisados em duplicata usando um 

ensaio de quimioluminescência redutiva baseado em ozônio usando cobre/ácido 



 

47 

 

ascórbico como agente redutor (SENGUPTA; BILLIAR; STOYANOVSKY, 2009). 

Resumidamente, 5 mL de PBS (pH 7,4) contendo um grande excesso de ácido 

ascórbico, acima da concentração de CuCl2 (50 mM vs. 0,2 mM), foi utilizado e 

as amostras em duplicata foram injetadas câmara. Uma curva padrão foi 

construída injetando quantidades conhecidas de S-nitrosoglutationa em 

duplicata. Para a detecção do NO utilizamos um analisador de 

quimioluminescência CLD 77 (Eco Physics, Durnten, Switzerland). A 

sensibilidade foi ajustada em D3 com o tubo aspirador de amostra funcionando 

a 300 mL por minuto. Os dados foram coletados usando o software Cromat Data 

System Azur 5.0.10 (Datalys; Le Touvet, France). 

 

3. 6. 4 MECANISMOS DE ATIVAÇÃO DO NDHP 

 

Em seguida, foram realizados estudos de mecanismos para avaliar os 

possíveis sítios da XOR envolvidos na redução do NDHP em NO. Foram usadas 

as mesmas configurações experimentais descritas acima, sendo explorada a 

produção de NO mediada por diferentes substratos da XOR (NADH, xantina e 

DBA) na presença ou ausência de oxipurinol ou DPI, inibidores dos sítios 

molibdênio FAD, respectivamente (LI et al., 2004). 

 

3. 6. 5 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE NO EM CONCENTRAÇÕES 

CRESCENTES DE NDHP 

 

 Para cada experimento foram adicionados 2 mL de tampão fosfato-salino 

(PBS) contendo a XOR (0,05 U/mL), nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH; 

1 mM) e concentrações crescentes do nitrato NDHP (0,1, 1 e 10 mM) à câmara 

do oxígrafo (sistema Oxygraph-2k; Oroboros instruments) sob atmosfera 

nitrogenada (oxigênio ≤ 0,02%) a 37 °C. A câmara do oxígrafo foi conectada com 

um dispositivo analisador de NO (ECO Physics analyzer, CLD 77 AM, Swiss), 

usando o nitrogênio como gás carreador (400 mL/min), como descrito no item 3. 

6. 1. 

 Após um período de equilíbrio (aproximadamente 5 min), o NDHP foi 

injetado, utilizando uma seringa Hamilton, no interior da câmara e a produção de 
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NO foi registada em tempo real ao longo dos experimentos, utilizando um 

sistema de aquisição de dados (AcqKnowledge v3.9, Biopac MP150), como 

descrito por (PELELI et al., 2016; ZHUGE et al., 2017). A produção de NO foi 

registada durante 1h após a injeção de NDHP. Em um subconjunto de 

experimentos, o oxipurinol (100 μM), inibidor da XOR, foi adicionado 15 min 

antes da adição de nitrito. O sinal médio de NO, em partes por bilhão (ppb), foi 

calculado durante períodos de 5 minutos na linha de base e na resposta máxima 

ao NDHP. A libertação de NO mediada pelo NDHP foi calculada subtraindo-se 

os valores médios de NO obtidos após a adição do NDHP dos valores médios 

de NO da linha de base. 

 

3. 7 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS EX VIVO 

 

3. 7. 1 MEDIÇÕES DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR MICROSCOPIA 

DE FLUORESCÊNCIA EM CORTES DE ARTÉRIA MESENTÉRICA CRANIAL 

ISOLADAS DE RATO 

 

As medições indiretas de NO foram realizadas utilizando a técnica de 

microscopia de fluorescência com a sonda DAF-2 DA. Ratos normotensos foram 

eutanizados e anéis (2-3 mm), a partir da artéria mesentérica superior, foram 

seccionados e mantidos em solução fisiológica de Tyrode (composição em 

mmol/L: NaCl 158,3; KCl 4,0; CaCl2 2,0; MgCl2 1,05; NaH2PO4 0,42; NaHCO3 

10,0 e glicose 5,6), a 37 °C e pré-incubados durante 30 minutos ao abrigo de luz 

com diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2 DA, 10 mM, Calbiochem, San 

Diego, CA, EUA), uma sonda fluorescente intracelular para NO. Após este 

procedimento, as amostras de artéria mesentérica foram fixadas em composto 

de incorporação OCT e congeladas a -20 °C. As seções foram cortadas (8 μm) 

e coletadas usando um criostato CM 1900 (Leica Inc., Deerfield, IL, EUA) e 

montadas sobre lâminas e lamínula para microscópio. As secções foram lavadas 

e estimuladas com: NDHP (1 mM); NDHP (1 mM) + L-NG-nitroarginina (L-NNA, 

100 μM), um inibidor de eNOS; linsidomina (SIN-1,10 μM), um doador de NO ou 

SIN-1 (10 μM) + L-NNA (100 μM), durante 30 minutos. A fluorescência basal foi 

obtida pela aquisição de imagens das seções dos anéis da artéria mesentérica 
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incubadas apenas com a sonda. Para testar se a via de sinalização do NDHP 

era mediada pela xantina oxidoredutase (XOR) outro conjunto de experimentos 

com DAF-2 DA foi realizado. Após o procedimento de isolamento e lavagem da 

artéria mesentérica (como descrito acima), as secções foram incubadas com o 

febuxstat (50 μM, Sigma-Aldrich), um inibidor da xanitina oxidase, ou a 

combinação de febuxostat (50 μM) + NDHP (1 mM) durante 30 min. Após a 

estimulação, as secções foram lavadas e processadas como descrito acima.  O 

corante 4'6'-diamidino-2-fenilindole (DAPI) foi utilizado para auxiliar na 

observação do núcleo celular. Sob estas condições identificou-se pela forma e 

posicionamento dos núcleos celulares, assim como outras características 

morfológicas das células, os cortes histológicos nos quais a camada muscular e 

endotelial haviam sido preservadas, os tecidos que apresentaram 

comprometimento em qualquer uma das camadas foram descartados 

(MENDES-JÚNIOR et al., 2015). 

O nível citosólico de NO foi avaliado por meio da excitação de DAF-2DA 

em 480 nm com uma lâmpada de xenônio, já a emissão de fluorescência foi 

filtrada a 515-565 nm em um microscópio de fluorescência (Zeiss Observer Z1, 

Alemanha). A intensidade relativa de fluorescência foi calculada a partir de 

imagens obtidas usando uma câmera digital (Axio Cam MRm, Zeiss, Alemanha) 

e o software ImageJ 1.42q (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). 

O conteúdo de NO foi expresso em unidades arbitrárias (a.u.) e representa a 

alteração na intensidade de fluorescência (IF), que foi calculada pela diferença 

entre a fluorescência final (IFf) e basal. 

 

3. 7. 2 ESTUDOS DE REATIVIDADE VASCULAR 

 

3. 7. 2. 1 PREPARAÇÃO DE ANÉIS DE ARTÉRIA MESENTÉRICA 

SUPERIOR ISOLADA DE RATOS 

 

Após a eutanásia dos animais, a artéria mesentérica superior foi isolada, 

coletada e transferida para uma solução de Tyrode, onde todo o tecido aderente 

foi removido para obter os anéis da artéria (1-2 mm), que foram mantidos 

gaseificados em uma mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidos 
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a 37ºC, a pH 7,4. Em parte dos protocolos, os anéis tiveram o seu endotélio 

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

metal. Estes anéis foram montados verticalmente em duas hastes de aço 

inoxidável em forma de Δ em uma cuba de tecido (10 ml), suspensos por linhas 

de algodão conectadas a um transdutor de força sensível a variações de tensões 

isométricas (PowerLab ™, ADInstruments, MA, EUA) e submetidos à uma 

tensão basal de aproximadamente 0,75 g, durante 60 minutos para estabilização 

(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Durante este período a solução fisiológica 

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

metabólitos e a linha de base foi ajustada quando necessário (ALTURA; 

ALTURA, 1970).  

Após o período de estabilização inicial a viabilidade funcional do tecido 

muscular e a presença de endotélio funcional foram verificadas por meio de uma 

contração induzida por fenilefrina (FEN, 10 μM), um agonista α-adrenérgico 

(BYLUND, 1992; BÜSCHER et al., 1999), e pelo relaxamento dos anéis após 

adição de acetilcolina (ACh, 10 μM), um agonista dos receptores muscarínicos 

(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), respectivamente. Foram considerados com 

endotélio funcional (E+), os anéis com relaxamento superior a 80 % sobre pré-

contração com fenilefrina. Se o relaxamento fosse inferior a 80 % e superior a 10 

% os anéis eram descartados. Já os anéis com relaxamento inferior a 10 % foram 

considerados sem endotélio funcional (E-). Os anéis que obtiveram uma 

contração superior a 0,30 g da linha de base, foram considerados viáveis. Após 

isso, a solução fisiológica Tyrode foi trocada sucessivas vezes até o retorno dos 

valores de tensão basal inicial, retirando todas as drogas utilizados 

anteriormente e metabólitos, e em seguida foram realizados os protocolos 

experimentais. 
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Figura 6: Esquema representativo do protocolo de verificação da viabilidade funcional do tecido 

muscular e endotelial vascular. (A) Anéis considerados com endotélio funcional. (B) Anéis 

considerados sem endotélio funcional. 

 

3. 7. 2. 2 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO NDHP EM 

ARTÉRIA MESENTÉRICA SUPERIOR ISOLADA DE RATOS NORMOTENSOS 

PRÉ-CONTRAÍDAS COM FEN  

 

Após a verificação da viabilidade funcional do tecido muscular e 

endotelial, os anéis de artéria mesentérica foram novamente contraídos com 

fenilefrina (FEN, 1 μM). Esperou-se formar um platô dessa contração em torno 

de 40-50 minutos, dependendo do protocolo. Em seguida foram adicionadas 

concentrações crescentes de maneira cumulativa do NDHP (10−12 – 10−3 mM), e 

aplicadas separadamente, obtendo assim uma curva concentração-resposta 

para a droga em estudo, tanto em anéis com endotélio funcional presente como 

ausente. Ao final da curva concentração-resposta do NDHP a solução fisiológica 

nutritiva foi novamente trocada sucessivas vezes para retirada das drogas e volta 

dos valores de tensão basal. Em seguida, uma nova contração com fenilefrina 

(FEN, 1 μM) foi induzida no intuito de avaliar novamente a viabilidade funcional 

do tecido muscular.  
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Figura 7: Esquema representando o protocolo para avaliação dos efeitos do NDHP sobre anéis 

de artéria mesentérica. Foram avaliados anéis com endotélio funcional (linha pontilhada) e anéis 

desprovidos de endotélio funcional (linha cheia). 

 

3. 7. 2. 3 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DA VIA NO-sGC-PKG NOS 

EFEITOS INDUZIDOS PELO NDHP EM ARTÉRIA MESENTÉRICA SUPERIOR 

ISOLADA DE RATOS NORMOTENSOS 

 

Após a verificação da presença ou ausência do endotélio funcional, os 

anéis foram pré-incubados durante 30 minutos com as seguintes ferramentas 

farmacológicas: cloridrato de NG-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), um 

inibidor competitivo da NOS (MONCADA; HIGGS, 1993); 2-(4-fenil)-4,4,5,5-

tetrametilimidazolina-1-oxi-3-óxido (PTIO, 300 μM) (LI; RAND, 1999; ELLIS et 

al., 2001) ou PTIO (300 μM) + hidroxocobalamina (HDX, 30 μM) (KRUSZYNA et 

al., 1998), ambos sequestradores de NO na forma radicalar (NO•)  ou 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 μM), um inibidor seletivo da 

sGC (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988; HWANG; WU; 

TENG, 1998). Em seguida foi estimulada uma nova contração com fenilefrina 

(FEN, 1 μM) e durante a fase de platô foram adicionadas concentrações 

crescentes e cumulativas do NDHP (10−12 – 10−3 mM) ao banho de órgãos. Os 

protocolos seguintes foram todos realizados na ausência do endotélio funcional. 

 

3. 7. 2. 4 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DOS CANAIS PARA POTÁSSIO 

NOS EFEITOS INDUZIDOS PELO NDHP EM ARTÉRIA MESENTÉRICA 

CRANIAL ISOLADA DE RATOS NORMOTENSOS 

 

NDHP 
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A participação dos canais para potássio foram investigados, utilizando 

anéis de artéria mesentérica que tiveram seu endotélio funcional removido, por 

meio do bloqueio destes canais com as seguintes ferramentas farmacológicas: 

tetraetilamônio (TEA, 3 mM), que, quando utilizado nesta concentração, atua 

inibindo de maneira não seletiva todos os canais para K+ (WANG et al., 2008);   

tetraetilamônio (TEA, 1 mM), como bloqueador específico dos BKCa (JACKSON, 

1998; WHITE et al., 2002) glibenclamida (GLIB, 1 µM), um bloqueador dos KATP 

(HUANG; KWOK, 1997; JACKSON, 1998; FRANÇA-SILVA et al., 2012a) ou 4-

aminopiridina (4-AP, 1 mM), bloqueador dos canais para K+ sensíveis a voltagem 

(KV) (LANGTON et al., 1991; LAGAUD et al., 1999; BERG, 2002) e  Cloreto de 

bário (BaCl2, 30 µM), um bloqueador dos canais para K+ retificadores de entrada 

- KIR (CHRISSOBOLIS et al., 2000; ADARAMOYE; MEDEIROS, 2009). 

Todos os bloqueadores foram pré-incudabos durante 30 minutos e em 

seguida uma nova contração com fenilefrina (FEN, 1 μM) foi induzida; após platô 

ser atingido NDHP (10−12 – 10−3 mM) foi adicionado ao banho em concentrações 

crescentes e de maneira cumulativa. 

 

3. 7. 2. 5 ESTUDO SOBRE A CAPACIDADE DO NDHP EM INDUZIR 

TOLERÂNCIA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA CRANIAL ISOLADA DE RATOS 

NORMOTENSOS 

 

Após o protocolo padrão de avaliação da viabilidade dos anéis e teste do 

endotélio, Os anéis da artéria mesentérica sem endotélio funcional foram pré-

incubados com nitroglicerina (100 μM) ou com a concentração máxima utilizada 

na curva concentração-resposta do NDHP (1 mM) durante 30 min; então a 

solução fisiológica foi sucessivamente trocada sucessivas vezes para a remoção 

completa das drogas anteriormente utilizados. Um novo período de estabilização 

(30 min) foi então realizado com a troca da solução nutritiva a cada 15 min.  

No final do período de estabilização, uma nova contração foi induzida com 

fenilefrina (FEN, 1 μM), e depois que o platô foi alcançado, GTN (10-12-10-3 M) 

ou NDHP (10-12-10-3 M) foi adicionado ao banho em concentrações crescentes e 

cumulativas (DAIBER et al., 2004). A potência (pD2) e o efeito máximo de 

relaxamento (Emax) foram calculados como descrito acima. 
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Figura 8: Esquema representando o protocolo para avaliação do desenvolvimento de tolerância 

após a pré-exposição do NDHP aos anéis de artéria mesentérica. A nitroglicerina (GTN) foi 

utilizada como controle positivo. Foram avaliados apenas anéis sem com endotélio funcional. 

 

3. 7. 2. 6 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO NDHP EM 

ARTÉRIAS MESENTÉRICAS DE RESISTÊNCIA DE SEGUNDA ORDEM 

 

Para estudar a reatividade vascular em ramos de artérias mesentéricas 

de resistência de segunda ordem, foi utilizado o método descrito inicialmente por 

Mulvany e Halpern (1977). Após o sacrifício dos animais, o plexo mesentérico foi 

rapidamente removido e acondicionado em uma placa de Petri contendo solução 

de Krebs-Henseleit a 4°C (tabela 1). Porções da segunda ramificação da artéria 

mesentérica superior foram dissecadas, sendo removido o tecido adiposo e 

conectivo, e cortadas em segmentos arteriais de 1-2 mm de comprimento com 

um auxílio de microscópio de dissecação (Nikon, SMZ 645, EUA). Dois fios de 

tungstênio (25 μm de diâmetro) foram inseridos no lúmen das artérias e fixados 

nos suportes de aço do miógrafo para vasos de resistência (model 620 M, Danish 

Myo Technology, Aarhus, Denmark). Os anéis foram mantidos em solução 

fisiológica, com temperatura controlada a 37°C e aerada com uma mistura 

carbogênica contendo 95% O2 e 5% CO2. O miógrafo estava conectado a um 

sistema para aquisição de dados (PowerLab/8SP, ADinstruments, Austrália) e 

este a um computador (PC Pentium IV). A tensão de repouso foi estabelecida de 

acordo com o procedimento de normalização e permaneceram em estabilização 

durante 60 minutos, sendo que a solução fisiológica foi renovada a cada 15 
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minutos. A viabilidade do vaso foi avaliada pelas respostas a fenilefrina 1 μM. Os 

vasos foram submetidos diferentes tensões para construção da curva. 

Após os protocolos de montagem, estabilização e lavagem (como descrito 

acima), utilizou-se fenilefrina (1 μM) para pré-contrair os anéis arteriais no intuito 

de se obter um tônus basal de aproximadamente 50% de seu diâmetro. Quando 

a vasoconstrição atingiu o platô foi adicionado NDHP (10-6-10-3 mol/L) de forma 

cumulativa às câmaras. As concentrações-respostas foram analisadas com ou 

sem o pré-tratamento (15 min) com febuxostat (500 nM). Em outro conjunto de 

experimentos foram utilizados nitroprussiato de sódio (10-9-10-6 mol/L), 

acetilcolina (10-9-10-6 mol/L), fenilefrina (10-7-10-5 mol/L) ou ANG II (10-10-10-7 

mol/L) de forma cumulativa às câmaras (MONTENEGRO et al., 2017).  

 

3. 8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IN VIVO 

 

3. 8. 1 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE NÃO CLÍNICA AGUDA DO NDHP 

 

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado de acordo com o “Guidelines 

for Testing of Chemicals” nº 423 da OECD (OECD, 2001). Neste ensaio foram 

utilizadas ratas Wistar, divididas em grupos com três animais, tratadas com 

NDHP nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg, e para o grupo controle foi 

administrado apenas o veículo (solução de cremofor 5%), por via oral (v.o.). A 

dose de partida foi selecionada de acordo com o guia que apresenta quatro 

níveis fixos estabelecidos (5, 50, 300 e 2000 mg/kg). Quando não existe qualquer 

informação sobre a toxicidade da substância a ser testada, por razões de 

proteção dos animais, recomenda-se a utilização de uma dose inicial de 300 

mg/kg. A princípio, o método não se destina a permitir o cálculo preciso da Dose 

Letal 50% (DL50), no entanto, pode fornecer uma estimativa do seu valor, 

classificando a substância em categorias de acordo com o “Globally Harmonized 

Classification System” - GHS. 

Neste mesmo protocolo foi avaliado também as possíveis alterações 

comportamentais sobre atividade do Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema 

Nervoso Autônomo (SNA), além de sinais de toxidade de caráter geral induzidas 

pelo NDHP. Uma observação cuidadosa foi realizada no intuito de detectar 



 

56 

 

alterações após a administração da droga nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; 

após 4 horas; e diariamente durante 14 dias (c) (ANEXO 2). 

Ao final desse período, os animais foram eutanasiados, seus órgãos 

(fígado, coração, baço, rins e pulmão) foram removidos, pesados e examinados 

macroscopicamente. Foram avaliados evolução ponderal, consumo de água e 

ração. 

 

3. 8. 2 INDUÇÃO DO MODELO DE HIPERTENSÃO RENOVASCULAR DOIS 

RINS UM CLIPE (2R1C) 

 

Para esse estudo foi utilizado o modelo experimental de hipertensão 

desenvolvido por Goldblatt (1934) e adaptado por Schaffenburg (1959), na qual 

os animais são submetidos a um procedimento cirúrgico para implantação de um 

clipe de prata na artéria renal direita induzindo uma hipertensão renovascular 

(figura 9). 

Para isso, ratos pesando aproximadamente 180g (n = 8) foram 

anestesiados com cetamina 75 mg/kg e xilazina 10 mg/kg (i.p.). Foi realizada 

uma incisão na região dorsal média do animal, logo abaixo da última costela, 

onde a artéria renal direita foi exposta e cuidadosamente separada da veia renal 

direita e dos tecidos circundantes. Em seguida um clipe de prata em forma de U 

(0,2 mm de diâmetro interno) foi colocado ao redor do vaso, próximo à aorta 

abdominal. No final a incisão foi suturada e limpa com iodeto de potássio. 

O mesmo procedimento foi realizado nos animais controle (Sham, n = 8), 

envolvendo todas as etapas cirúrgicas (descritas acima), com exceção da 

implantação do clipe de prata na artéria renal direita. Após os procedimentos, os 

animais foram devolvidos às suas gaiolas, onde permaneceram em recuperação 

para os protocolos seguintes. 
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Figura 9: Ilustração do procedimento de implantação do clipe de prata na artéria renal direita. 

 

3. 8. 2. 1 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO AGUDO 

INTRAVENOSO COM O NDHP 

 

3. 8. 2. 2 CATETERES VASCULARES 

 

Foram utilizados tubos de polietileno PE-10 (diâmetro externo e interno de 

0,61 e 0,28 mm, respectivamente) e PE-50 (diâmetro externo e interno de 0,96 

e 0,58 mm, respectivamente) e os cateteres foram confeccionados de forma a 

possuírem extensões suficientemente capazes de atingir os vasos-alvo (a artéria 

aorta e a veia cava caudal), de acordo com as medidas abaixo: 

• Cateter Arterial: PE-10= 4,0 cm; PE-50= 18 cm 

• Cateter Venoso: PE-10= 2,0 cm; PE-50= 18 cm 

 

3. 8. 2. 3 REGISTRO DIRETO DA PRESSÃO ARTERIAL MÉDIA  

 

Seis semanas após os procedimentos cirúrgicos para indução da 

hipertensão 2R1C, tempo necessário para a recuperação dos animais assim 

como para o desenvolvimento do modelo de hipertensão utilizado, os grupos 

2R1C e Sham foram novamente anestesiados com cetamina e xilazina (75 e 10 

mg/kg, i.p.), e em seguida colocados em decúbito dorsal sobre uma prancha 
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cirúrgica. Por meio de incisão na região femoral, artéria e veia femorais foram 

identificadas e dissecadas. As extremidades PE-10 dos cateteres de polietileno 

foram introduzidas em direção à aorta abdominal, via artéria femoral, para 

registro dos parâmetros cardiovasculares e em direção à veia cava caudal, por 

meio da veia femoral, para administração das drogas. Os cateteres foram fixados 

por linhas cirúrgicas e tunelizados subcutaneamente com trajeto em direção à 

região dorsal, onde foram exteriorizados. Os cateteres foram preenchidos com 

solução salina (NaCl 0,9%) acrescida de 500 UI de heparina, a fim de evitar 

obstruções. Os animais foram colocados em gaiolas individuais com comida e 

água ad libitum e o registro da PA foi realizado 24 horas após a implantação dos 

cateteres (figura 10). 

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

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

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

ADInstruments, New South Wales, Austrália), e a medida da PA foi realizada em 

ratos conscientes e com livre movimentação. Como software de aquisição e 

análise foi utilizado o LabChart 5.0. 

 

 

 

Figura 10: Ilustração do procedimento de implantação dos cateteres vasculares. A, identificação 

e dissecção da artéria e veia femoral, locais de inserção dos cateteres. B, exteriorização dos 

cateteres na região dorsal do animal. 

 

A B 
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3. 8. 2. 4 EFEITO CARDIOVASCULAR AGUDO INDUZIDO PELO NDHP 

SOBRE A PRESSÃO ARTERIAL MÉDIA EM RATOS NORMOTENSOS E 

HIPERTENSOS NÃO ANESTESIADOS 

 

Após 24 horas os animais foram conectados ao sistema de aquisição para 

a medida da PA, como descrito anteriormente. Os grupos passaram por um 

período de aclimatação de 30 minutos, e durante esse tempo também foram 

registrados os valores hemodinâmicos basais de cada animal.  

O NDHP foi dissolvido em solução salina e, após registro basal, 

administrado por meio de um cateter venoso em diferentes doses (1, 5, 10, 20 

mg/Kg, i.v.), de forma aleatória. Um intervalo de 15 minutos entre as doses foi 

respeitado. Os resultados das variações na PA foram expressos como ΔPAM 

(PAM após - PAM basal). 

 

3. 8. 3 EFEITOS CARDIOVASCULARES DO TRATAMENTO CRÔNICO COM 

NDHP EM MODELO DE HIPERTENSÃO INDUZIDA POR ANGIOTENSINA II 

(ANG II) EM RATOS 

 

Ratos Wistar machos (225-250g) provenientes do Janviers Labs (Saint 

Berthevin Cedex, France) foram mantidos em gaiolas de polietileno em uma sala 

com temperatura controlada, seguindo o ciclo de claro/escuro 12:12 horas com 

ração padrão (Lantmännen, Kimstad, Suécia) e água ad libitum. Esses animais 

foram divididos em dois grupos: grupo controle veículo (solução de cremofor 5%) 

+ L-NAME + ANG II e grupo tratado NDHP + L-NAME + ANG II (n = 8 por grupo, 

i.p.).  

 

3. 8. 3. 1 REGISTRO DA PRESSÃO ARTERIAL POR 

PLETISMOGRAFIA DE CAUDA  

 

As medidas sistólica, diastólica, pressão arterial média (PAM) e 

frequência cardíaca (FC) foram monitoradas usando o sistema não invasivo de 

pletismografia de cauda, tail-cuff (Kent Scientific Corporation Coda, Torrington, 

CT, EUA), realizadas seguindo o protocolo do fabricante. Todos os parâmetros 
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foram coletados durante 3 dias consecutivos, no início (condições basais) e ao 

final do experimento, e a mediana individual de todos os valores aceitos foram 

compilados para análise (HEZEL et al., 2016; PELELI et al., 2017). 

 

3. 8. 3. 2 IMPLANTAÇÃO DAS MINIBOMBAS OSMÓTICAS 

CONTENDO ANG II  

 

Após o treinamento e as medidas completas de linha de base, os ratos 

foram anestesiados por inalação espontânea com isoflurano (Forene®, Abbott 

Scandinavia AB, Solna, Suécia) e minibombas osmóticas (Alzet®, Durect™, CA, 

EUA) foram implantadas subcutaneamente na região dorsal dos animais para 

liberação de ANG II (120 ng/kg/min) (Sigma-Aldrich, Estocolmo, Suécia) de 

forma contínua durante 14 dias (GAO et al., 2015). Após a implantação 

minibombas osmóticas, todos os ratos receberam L-NAME (0,5 g/L; em água 

potável) e tratados com NDHP (10 mg/kg i.p.) ou veículo (solução de cremophor 

5%, i.p.) duas vezes por dia (8:00h e 20:00h). A pressão arterial e a frequência 

cardíaca foram monitoradas novamente no dia 10-14 após a implantação.  

 

3. 8. 3. 3 EUTANÁSIA E COLETA DAS AMOSTRAS 

 

No dia 15, os ratos foram eutanasiados com isoflurano e, após isso, foi 

feito uma abertura por meio de uma incisão na linha média abdominal, e 

amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior. O sangue total com 

EDTA 2 mM (Sigma-Aldrich) foi centrifugado imediatamente a 4°C durante 7 min 

(6000 g); as amostras de tecidos e plasma foram coletadas e congeladas (-80°C) 

para análises posteriores in vitro. O coração e os rins foram pesados. As artérias 

mesentéricas foram isoladas para posteriores estudos de reatividade vascular. 

 

3. 9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m). As diferenças entre as médias foram consideradas significantes quando 
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o p < 0,05.  As comparações estatísticas entre duas variáveis foram realizadas 

por meio da utilização do teste t de Student não pareado.   

Nas curvas concentração-resposta, os valores de Emáx (efeito máximo 

em porcentagem de relaxamento) e de pD2 (logaritmo negativo da concentração 

responsável por 50% do Emáx) foram obtidas por regressão não linear. 

Os dados foram analisados e plotados no programa estatístico GraphPad 

Prism 5.0®.
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and endothelial dysfunction in hypertensive rats. Luciano L. Paulo, Josiane 

Campos Cruz, Zhengbing Zhuge, Alynne Carvalho-Galvão, Maria C.R. 

Brandão, Thiago F. Diniz, Sarah McCann Haworth, Petrônio F. Athayde-Filho, 

Virginia S. Lemos, Jon O. Lundberg, Marcelo F. Montenegro, Valdir A. Braga, 

Mattias Carlström, Redox Biology 15 (2018), 182-191. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

72 

 



 

73 

 



 

74 

 



 

75 

 



 

76 

 



 

77 

 



 

78 

 



 

79 

 



 

80 

 



 

81 

 

 



 

82 

 

ONLINE SUPLEMENT 

The novel organic mononitrate NDHP attenuates hypertension and 

endothelial dysfunction in hypertensive rats 

 

Luciano L. Paulo1,2#, Josiane Campos Cruz2#, Zhengbing Zhuge2, Alynne Carvalho-Galvão1, 

Maria C. R. Brandão3, Thiago F. Diniz4, Petrônio F. Athayde-Filho3, Virginia S. Lemos4, 

Jon O. Lundberg2, Marcelo F. Montenegro2, Valdir A. Braga1#, Mattias Carlström2#*  

1 Biotechnology Center, Federal University of Paraíba, João Pessoa-PB, Brazil 

2 Department of Physiology and Pharmacology, Karolinska Institutet, Stockholm, 
Sweden 

3 Department of Chemistry, Federal University of Paraíba, João Pessoa-PB, Brazil  

4 Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte-
MG, Brazil 

# Equal contribution 

* Correspondings author 

 

Running title: Paulo et al., Antihypertensive effects of the novel organic nitrate NDHP  

 

* Correspondence: Mattias Carlstrom 

Department of Physiology and Pharmacology, Karolinska Institutet 

Nanna Svartz Väg 2, 171 77, Stockholm, Sweden 

Telephone: +46 (0)768 785051 

Email: Mattias.Carlstrom@ki.se 

 

 
 

  

mailto:Mattias.Carlstrom@ki.se


 

83 

 

Supplemental Material 

 

Supplemental Figure 1. Effects of NDHP on body weight, heart rate, heart and kidney 

weights in a rat model of hypertension 

Body weights increased significantly in both vehicle- and NDHP-treated rats during the 

two weeks study period. Chronic treament with L-NAME and angiotensin II (ANG II) was 

associated with reduced heart rate (B) Data are shown as mean ± SEM (n=8/group). * 

p<0.05 between indicated groups. 
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Supplemental Figure 2. Effects of NDHP on circulating nitrite and nitrate levels in a rat 

model of hypertension 

Plasma nitrate was significantly higher in NDHP-treated rats with L-NAME and 

angiotensin II (ANG II) compared with placebo-treated rats (vehicle). A non-significant 

trend was observed for nitrite following NDHP treatment. Data are shown as mean ± 

SEM (n=8/group). * p<0.05 between indicated groups. 
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Supplemental Figure 3. Vascular responses in rats with L-NAME and ANG II-induced 

hypertension  

Concentration-response curves in small mesenteric artery rings from rats treated with L-NAME 

and ANG II together with either vehicle or NDHP for two weeks. No significant differences in the 

responses to PHE (A) and ANG II (B) were observed between rings from NDHP-treated and 

vehicle-treated and NDHP-treated rats. Results are expressed as % of PHE-mediated contraction, 

and shown as mean ± SEM. n=7-8 per group. 
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Os nitratos orgânicos representam a classe mais antiga de doadores de 

NO, e o desenvolvimento desses compostos pode representar uma estratégia 

promissora na procura de novas aplicações clínicas para essa classe de 

medicamentos, superando efeitos colaterais apresentados clinicamente 

(FRANÇA-SILVA et al., 2014; DAIBER; MÜNZEL, 2015). 

Os nitratos orgânicos, como a nitroglicerina e o mononitrato de 

isossorbida, têm sido amplamente utilizados para o tratamento de DCVs como a 

angina pectoris e a insuficiência cardíaca congestiva desde a primeira aplicação 

clínica da nitroglicerina (SANO et al., 2017). Eles são considerados pró-

fármacos, aqueles que no organismo precisam ser biotransformados em NO ou 

em compostos contendo NO, promovendo o relaxamento da musculatura lisa 

vascular (CHEN; STAMLER, 2006; MAYER; BERETTA, 2008; DAIBER; 

MÜNZEL, 2015).  

Embora o mecanismo de biotransformação dos nitratos orgânicos ainda 

não seja totalmente compreendido, sabe-se que esses compostos precisam de 

uma etapa enzimática de bioativação para liberar o NO e promover seus efeitos 

vasodilatadores (MÜNZEL; DAIBER, 2018). Uma das principais enzimas 

envolvidas na biotransformação dos nitratos orgânicos, assim como o TNG, 

mononitrato de isossorbida e dinitrato de isossorbida, é a XOR (DOEL et al., 

2001). Nossos resultados mostraram que a biotransformação do NDHP 

necessita da ação da XOR para liberar o NO, e essa ação depende da presença 

de co-fatores, doadores de elétron, para ativação da XOR (Artigo 1 – figura 2). 

O aumento dos níveis citosólicos de NO promovido pelo NDHP (Artigo 2 – figura 

2) e também o seu efeito vasorrelaxante (Artigo 1 – figura 6) foram diminuídos 

quando utilizou-se um bloqueador seletivo para a XOR, o febuxostat. 

 A participação da XOR na biotransformação do NDHP foi confrmada 

quando utilizamos um método mais sensível de detecção de NO, a 

espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (EPR), juntamente 

com o spin-trapping Fe2+-MGD, que captura o NO (Artigo 1 – figura 3). Essa é 

uma técnica que detecta espécies paramagnéticas, que incluem moléculas com 

um ou mais elétrons não pareados (HOGG, 2010). Como o NO é um radical livre 

diatômico, é possível observá-lo diretamente pela técnica de EPR, utilizando 

spin-trapping diamagnética para reagir e detectar a presença de um radical livre 
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reativo transitório, tais como o ditiocarbamato de N-metil-D-glucamina (MGD) 

que tem sido extensivamente utilizados para a detecção biológica de NO in vitro 

e in vivo (KOMAROV et al., 1993; VILLAMENA; ZWEIER, 2004). Esses 

resultados confirmam a participação da XOR na biotransformação do NDHP com 

consequente liberação de NO. 

Além disso, realizamos estudos de mecanismo para avaliarmos quais 

regiões da XOR poderiam estar envolvidas na conversão do NDHP em NO. A 

XOR possui dois sítios redutores (FAD e molibdênio) que foram implicados na 

bioativação de nitratos orgânicos em NO (LI et al., 2005). Quando o NADH, um 

doador de elétrons apenas do sítio FAD, foi usado como substrato, o inibidor 

seletivo do sítio FAD (DPI) bloqueou completamente a produção de NO do 

NDHP. Da mesma forma, o inibidor do sítio de molibdénio (oxipurinol) também 

aboliu a formação de NO a partir do NDHP, sugerindo que o sítio FAD da XOR 

requer o sítio molibdênio desocupado para a biotransformação do NDHP em NO. 

Quando o DBA, um doador de elétrons do sítio molibdênio, foi usado como 

substrato, também foi observada a formação de NO. O pré-tratamento com DPI 

diminuiu a produção de NO em aproximadamente 50%, e o oxipurinol, como 

esperado, aboliu completamente a produção de NO (Artigo 1 – figura 5), 

sugerindo que o DBA não é um doador de elétrons seletivo para o sítio 

molibdênio da XOR, mas doa elétrons para ambos os sítios, FAD e molibdênio, 

embora com alguma preferência para o sítio molibdênio. A partir desses 

resultados podemos sugerir que o NDHP pode ser biotransformado em NO em 

ambos os sítios de XOR (FAD e molibdênio), mas o sítio FAD requer o sítio 

molibdênio desocupado para bioatransformação do NDHP. 

Estudos anteriores mostraram que um dos mecanismos químicos em 

potencial na biotransformação dos nitratos orgânicos é a via tiol-dependente, na 

qual várias vias de reação já foram propostas (THATCHER; WELDON, 1998; 

WENZL et al., 2011). Todas essas vias possuem o primeiro passo em comum, 

ou seja, a formação de um tionitrato pela reação de um grupo tiol, do aminoácido 

cisteína (Cys-SH), com o nitrato orgânico. No entanto, nossos achados 

mostraram que a adicição de L-cisteína não alterou a formação de NO a partir 

do NDHP, sugerindo que o NDHP não necessita dos grupamentos sulfidrilas 

(SH) para gerar NO (Artigo 1 – figura 5). Esses achados corroboram com os 
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resultados encontrados por Miller (1998), que mostraram que a biotransformação 

do TNG pela XOR não depende dos gurpos tiols para a liberação de NO (MILLAR 

et al., 1998). Foi sugerido que a XOR cataliza a biotransformação de nitratos 

orgânicos em NO e nitrosotióis (LI et al., 2005). Contudo, em nossos 

experimentos não foram encontrados na solução reacional a formação de 

nitrosotióis (dados não mostrados), sugerindo que esses compostos não são 

uma fonte intermédia de NO a partir do NDHP. 

Além da produção de NO em anéis de atérias mesentéricas (Artigo 2 – 

figura 2), mostramos que a liberação de NO a partir do NDHP é de forma 

concentração-dependente (0.1, 1 e 10 mM) em um sistema livre de células, e 

que essa produção depende da ação da XOR (Artigo 2 – figura 1). 

É descrito que no músculo liso vascular os subtipos de canais para K+ são 

fundamentais no processo de vasorrelaxamento em vasos periféricos de 

resistência. O NO, endógeno ou exógeno, atua na musculatura lisa vascular de 

duas formas: I) Ativando a via clássica NO-sGC-PKG, onde a cinase PKG atua 

fosforilando e abrindo os canais para K+. Como resultado ocorre o efluxo de K+ 

e consequentemente hiperpolarização, induzindo vasorrelaxamento. Nossos 

resultados mostraram que o NDHP promove vasorrelaxamento em anéis de 

artéria mesentérica, e que esse efeito depende da ativação da via NO-sGC-PKG 

(Artigo 2 – figura 4). Além disso, o NO pode atuar diretamente sobre os canais 

para K+, abrindo-os (JACKSON, 2017). Nossos resultados mostraram que 

utilizando bloqueadores específicos para vários subtipos de canais para K+ (Kv e 

BKca) diminuiu o relaxamento promovido pelo NDHP, demonstrando claramente 

que o mecanismo de vasorrelaxamento desse composto é dependente, pelo 

menos em parte, dos canais para K+ (Artigo 2 – figura 5). Além disso, utilizando 

vasos isolados em um miógrafo, demonstramos que o NDHP vasorrelaxa 

artérias mesentéricas pré-contraídas de ratos e camundongos (Artigo 1 – figura 

6). Esse efeito vasorrelaxante promovido pelo NDHP não está sujeito ao 

desenvolvimento de tolerância nas artérias mesentéricas isoladas, em contraste 

com o TNG (Artigo 1 – figura 7). 

Antes de iniciarmos os testes in vivo realizamos o teste de toxicidade não 

clínica aguda do NDHP para avaliarmos as doses da substância a serem 

utilizadas nas metodologias seguintes. 
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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).  

Em nossos achados, por meio dos ensaios toxicológicos realizados e 

considerando os parâmetros comportamentais avaliados, foi observado que o 

NDHP apresentou analgesia e diminuição da ambulação apenas na dose de 

2000 mg/kg. Não foi observada morte dos animais tratados com ambas as doses 

(300 mg/kg e 2000 mg/kg). Assim, a DL50 (Dose Letal 50%) do NDHP está 

enquadrada na categoria 5 do guia 423 da OECD que é aproximadamente 5000 

mg/kg. O tratamento com NDHP 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 (Artigo 2 - Tabela 1). Diante destes 

resultados, é possível inferir baixo grau de toxicidade do NDHP. No entanto, é 

necessário utilizar outros protocolos para avaliar de forma mais específica a 

toxicidade do composto. 

A partir dos resultados do teste de toxicidade não clínica aguda pudemos 

selecionar as doses que foram utilizadas nos modelos específicos de 

hipertensão arterial in vivo: o modelo de dois-rins-um-clipe (2R1C) e de infusão 

de Ang II. 

A doença renovascular humana é considerada uma forma de hipertensão 

secundária, na qual se observa a ativação do SRAA resultante da queda do fluxo 

sanguíneo renal e da pressão de perfusão devido à estenose da artéria renal 

(JOHNSON et al., 1992; CHENG et al., 2009). Os rins respondem a essa baixa 

pressão nos vasos renais, produzindo hormônios que levam à retenção de sódio 

e água, o que causa um aumento da pressão arterial (GARCIÁ-SAURA et al., 

2005). Sua prevalência é estimada entre 1-5% da população geral de 

hipertensos (ELLIOTT, 2008), sendo também relatado que 40% dos pacientes 

hipertensos com lesão renal em seu estágio terminal apresentam estenose da 

artéria renal (CHENG et al., 2009). Nesse sentido, modelos animais surgiram 

como ferramentas importantes para a compreensão dos mecanismos implicados 
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no processo fisiopatológico e para o ensaio de terapias prospectivas (GÓMEZ; 

VELARDE, 2018). 

O modelo de hipertensão renovascular 2R1C descrito por Goldblatt e 

adaptada por Shaffenburg para animais de pequeno porte é um modelo 

amplamente estabelecido e empregado no estudo da estenose da artéria renal 

e da hipertensão renovascular (GOLDBLATT et al., 1934; SCHAFFENBURG, 

1959). Esse modelo fornece um método clínico relevante e reprodutível de 

hipertensão sistêmica, exibindo respostas fisiológicas no qual o rim submetido 

ao processo estenótico parcial forçado, pela implantação do clipe de prata, 

apresenta uma atrofia progressiva, enquanto o outro rim aumenta de tamanho 

(GUAN et al., 1992; CHENG et al., 2009; SANTUZZI et al., 2015). Assim como 

na doença renovascular, o modelo 2R1C promove uma elevação da atividade do 

sistema SRAA, na qual a cascata de eventos começa com aumento da secreção 

de renina a partir do rim clipado levando ao aumento da angiotensina II circulante 

(PLOTH, 1983; NAVAR et al., 1998; OLIVEIRA-SALES et al., 2016). Nossos 

resultados mostraram que seis semanas após a cirurgia para o implante dos 

clipes de prata houve um aumento da pressão arterial média (PAM) nos animais 

hipertensos (submetidos à indução da hipertensão 2R1C) quando comparado 

aos animais normotensos (Sham). A administração (i.v.) do NDHP em doses 

crescentes e randômicas reduziu a PA em ambos os grupos (Sham e 2R1C). No 

entanto, a diminuição da PAM foi significativamente maior nos animais 

hipertensos quando comparados com o grupo Sham (Artigo 2 – figura 6). Isso se 

dá pelo fato de que os animais hipertensos portarem descontroles na regulação 

do balanço oxidativo pode ter contribuído para um maior efeito do NDHP. 

Os efeitos hipertensivos observados no modelo experimental 2R1C são 

atribuídos principalmente ao aumento dos níveis de Ang II circulantes e de suas 

altas concentrações no tecido cortical dos rins clipado e não clipado (NAVAR et 

al., 2002; HELLE et al., 2008). Esse aumento constante dos níveis de Ang II 

prejudica a função renal (LI et al., 2002; TSUTSUI et al., 2007) por estimular a 

expressão da NADPH oxidase, que produz as EROs, como O2
•- (TOUYZ; 

TABET; SCHIFFRIN, 2003; ZHAO et al., 2008; GARRIDO; GRIENDLING, 2009), 

levando ao estresse oxidativo e aumento da peroxidação lipídica (LERMAN et 

al., 2001; HIGASHI et al., 2002; OLIVEIRA-SALES et al., 2008). 
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É importante ressaltar que, quando o estresse oxidativo aumenta, a eNOS 

pode perder suas propriedades fisiológicas em um processo denominado 

desacoplamento da eNOS  (LI; FÖRSTERMANN, 2013; LI; FORSTERMANN, 

2014). Nessa condição, o NO reage com o O2
•-, levando à formação de 

peroxinitrito (ONOO−), indutor potente de morte celular, e leva a eNOS produzir 

EROs, principalmente  O2
•-, em vez de NO (SZABÓ; ISCHIROPOULOS; RADI, 

2007). Portanto, o desacoplamento da eNOS não apenas leva à diminuição da 

biodisponibilidade do NO, mas contribui para aumentar o estresse oxidativo 

preexistente (LANDMESSER et al., 2003). Os nossos achados sugerem que o 

NO liberado pelo tratamento com o NDHP reage com EROs, diminuindo sua 

biodisponibilidade em ratos hipertensos. Resultados similares foram 

encontrados utilizando o doador de NO TERPY em aorta de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) (POTJE et al., 2014). No entanto, essa 

hipótese necessita de uma investigação mais aprofundada. 

Outro modelo bastante utilizado nas últimas décadas para induzir a 

hipertensão em roedores (ratos e camundongos) é a infusão subcutânea ANG 

II. O emprego desse modelo se deu devido ao desenvolvimento de minibombas 

osmóticas implantáveis subcutaneamente que permitem a entrega facilitada de 

ANG II ao organismo (KUROKI; FINK; OSBORN, 2014). A dose de ANG II 

necessária para gerar hipertensão por via subcutânea para ratos relatada na 

literatura varia de 50 a 500 ng/kg/min, sendo comumente utilizadas doses entre 

100 e 200 ng/kg/min (CAMPBELL, 2013). A duração típica da administração de 

ANG II é de 2 semanas (KING; OSBORN; FINK, 2007; BLAUSTEIN et al., 2012), 

caracterizada por um aumento gradual da pressão arterial (SIMON; ABRAHAM; 

CSEREP, 1995). Neste trabalho mostramos, por meio de um modelo crônico de 

hipertensão, que o NDHP atenuou a progressão da hipertensão arterial e da 

disfunção endotelial em ratos que receberam por 15 dias infusão de ANG II 

(bomba osmótica) e L-NAME (água) (Artigo 2 – figura 7; figura 8). 

Em resumo, nossos dados mostram que o NDHP é um novo doador de 

NO biotransformado pela XOR que induz vasorelaxamento via ativação da via 

NO-cGMP-PKG e canais específicos para K+ (Kv e BKca), também exerce efeitos 

anti-hipertensivos em ratos hipertensos e apresenta baixa toxicidade aguda pré-

clínica. Assim, sabendo-se os efeitos deste novo mononitrato orgânico sobre o 
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sistema cardiovascular, pode-se sugerir que o NDHP constitui uma futura 

estratégia terapêutica na prevenção e tratamento da hipertensão arterial. O valor 

terapêutico deste novo mononitrato orgânico será posteriormente avaliado em 

estudos experimentais adicionais e em ensaios clínicos planejados. Entretanto, 

valor terapêutico desde composto deverá ser avaliado por meio de estudos 

adicionais para um melhor entendimento dos mecanismos de ação implicados 

na sua ativação e em seu efeito anti-hipertensivo. 
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7 ANEXO 
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ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

Quantificação dos efeitos 

(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      

 


