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RESUMO

O &cido sinapico é um dos quatro &cidos hidroxindmicos mais encontrados na
natureza; presente em frutas, vegetais, oleaginosas, gréos de cereais. Ele apresenta
diversas atividades farmacol6gicas como antioxidante, anti-inflamatéria, ansiolitica e
anti-hipertensiva, essa ultima em ratos L-NAME. Contudo, ndo ha relatos de seus
efeitos no modelo de hipertensdo com ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
assim como também ndo ha dados da sua participacdo na modulacdo autonémica da
pressao arterial e seus mecanismos de controle. O presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos induzidos pelo acido sinapico em parametros cardiovasculares de
ratos normotensos (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR). Para isso, uma
combinacgao de protocolos in vivo foi realizada em ratos WKY e SHR. Dessa forma,
avaliou-se os efeitos do tratamento oral por 14 dias com o acido sinapico sobre a
pressao arterial, frequéncia cardiaca, atividade autonémica simpatica, parassimpéatica
e sensibilidade do barorreflexo. O tratamento oral com o acido sinapico foi capaz de
reduzir a pressao arterial apenas em ratos SHR (184,5 + 6,114 vs. 148,3 + 5,39 mmHg,
p < 0,05), sem provocar alteragdes na frequéncia cardiaca dos animais. A funcéo
autondmica foi avaliada utilizando ferramentas farmacologicas; e o acido sinapico
aumentou atividade parassimpatica (AFC: +39 £ 5,2 vs. +129 + 6 bpm, p < 0,05) e
diminuiu a hiperatividade simpatica em ratos SHR (APAM: -64,83 + 4,5 vs -40,8 £
7,7 mmHg; p <0,05). Ja em relac&o ao barorreflexo induzido farmacologicamente com
drogas vasoativas, o tratamento oral com o acido sinapico foi capaz de melhorar a
sensibilidade do barorreflexo (-1,192 + 0,1441 vs. -2,366 = 0,1885 bpm/mmHg, p <
0,05) por aumentar o indice do ganho parassimpatico (-0,683 £ 0,111 versus -2,814 £
0,430 bpm/mmHg, p < 0,05), sem diferenca significativa em relacdo ao simpatico. O
tratamento com o acido sinapico também foi capaz de reduzir o estresse oxidativo
sérico nos ratos SHR (54,75 + 6,2 vs. 18,1 £ 1,3 nmol/ml, p < 0,05). Finalmente, em
ensaios in silico, o acido sinapico apresentou boa biodisponibilidade tedrica apos
administracdo oral, boa solubilidade, estabilidade e absorcdo, ainda apresentando
baixa toxicidade oral, bem como possiveis outras atividades farmacoldgicas sobre o
sistema cardiovascular. Esses dados sugerem um efeito anti-hipertensivo do acido
sinapico, e esse efeito estd associado a melhora do barorreflexo e da disfuncéo
autondbmica presente nesses animais. A reducao do estresse oxidativo esta envolvida,
pelo menos em parte, nos efeitos apresentados pelo composto. As caracteristicas do
acido sinapico sugeridas pelo estudo in silico podem estar envolvidas nas
propriedades apresentadas pelo composto, encorajando a realizacdo de futuras
pesquisas sobre o acido sinapico como alternativa para o tratamento da hipertenséo
arterial sistémica.

Palavras-chaves: Acido sinapico, barorreflexo, fun¢éo autondmica, hipertenséo.



ABSTRACT

Sinapic acid is one of the four hydroxynamic acids most commonly found in nature;
present in fruits, vegetables, oilseeds, cereal grains. It has several pharmacological
activities such as antioxidant, anti-inflammatory, anxiolytic and anti-hypertensive, the
latter in L-NAME rats. However, there are no reports of its effects in the hypertension
model with spontaneously hypertensive rats (SHR) as well as no data on its
participation in the autonomic modulation of blood pressure and its control
mechanisms. The present study aimed to evaluate the effects induced by sinapic acid
on cardiovascular parameters of normotensive (WKY) and spontaneously
hypertensive (SHR) rats. For this, a combination of in vivo protocols performed in WKY
and SHR rats. Thus, the effects of oral treatment for 14 days with sinapic acid on blood
pressure, heart rate, autonomic sympathetic and parasympathetic activity, and
baroreflex sensitivity were evaluated. Oral treatment with sinapic acid was able to
reduce blood pressure only in SHR rats (184.5 + 6,114 vs. 148.3 + 5.39 mmHg, p <
0.05), without causing changes in the heart rate of the animals. Autonomic function
was assessed using pharmacological tools; and synapic acid increased
parasympathetic activity (AFC: +39 £ 5.2 vs. +129 £ 6 bpm, p < 0.05) and decreased
sympathetic hyperactivity in SHR rats (APAM: -64.83 + 4.5 vs - - 40.8 + 7.7 mmHg; p
< 0.05). Regarding the pharmacologically induced baroreflex with vasoactive drugs,
oral treatment with sinapic acid was able to improve the sensitivity of the baroreflex (-
1.192 + 0.1441 vs. -2.366 = 0.1885 bpm / mmHg, p < 0.05 ) by increasing the
parasympathetic gain index (-0.683 + 0.111 versus -2.814 + 0.430 bpm / mmHg, p <
0.05), with no smaller difference in relation to the sympathetic one. Sinapic acid
treatment was also able to reduce serum oxidative stress in SHR rats (54.75 + 6.2 vs.
18.1 £ 1.3 nmol / ml, p < 0.05). Finally, in in silico assays, sinapic acid has good
theoretical bioavailability after oral administration, good solubility, stability and
absorption, as well as low oral toxicity, as well as possible other pharmacological
activities on the cardiovascular system. These data obtained an antihypertensive effect
of sinapic acid, and this effect is associated with the improvement of the baroreflex and
the autonomic dysfunction present in these animals. The reduction of oxidative stress
is involved, at least in part, in the effects caused by the compound. The characteristics
of sinapic acid suggested by the study on silico may be involved in the properties of
the compound, encouraging research on sinapic acid as an alternative for the
treatment of systemic arterial hypertension.

Keywords: Sinaptic acid, baroreflex, autonomic function, hypertension.
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“Trabalhar duro é importante, mas ha uma coisa que importa ainda
mais: confiar em si mesmo ”.
Harry James Potter para a Armada de Dumbledore
(J.K. Rowling, 2003)
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1. INTRODUCAO

1.1 A pressao arterial e seus principais mecanismos de controle

O coracéo, o principal 6rgdo do sistema cardiovascular, € formado por dois
atrios e dois ventriculos localizados no lado esquerdo e direito deste 6rgdo. Ele é
responsavel por bombear sangue para todo o corpo a partir de contracfes regulares
e continuas (DONG, 2016). A contracdo ventricular é a forca que cria o fluxo
sanguineo no sistema cardiovascular; a partir dela, o sangue é ejetado dos dois
ventriculos e exerce uma pressao nos vasos arteriais: a pressao arterial (PA). Define-
se, matematicamente, a PA pela equacéo PA = DC x RVP. O DC (débito cardiaco) é
o volume de sangue ejetado do coracao a cada minuto, que é influenciado pelo volume
sistélico (VS) e pela frequéncia cardiaca (FC), sendo estabelecido pela férmula DC=
VS X FC (GAASCH; ZILE, 2004; KASS, 2005). Ja a resisténcia vascular periférica
(RVP) é aresisténcia que os vasos sanguineos arteriais fornecem ao fluxo de sangue.
Ela é determinada pelo tbnus vascular; e, dessa forma, torna-se um dos fatores
envolvidos na regulacédo da PA.

A regulacao da PA visa manter um débito cardiaco adequado e uma presséo
de perfusdo suficiente para os o6rgaos e, portanto, pode ser considerada uma das
funcbes mais complexas do sistema cardiovascular, pois depende de ac0bes
integradas deste sistema com os sistemas renal, enddcrino, imunoldgico e nervoso
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001) O controle nervoso da PA é realizado,
principalmente, pelo sistema nervoso autbnomo; o qual consiste de uma rede de
neurdnios aferentes e eferentes responsavel por ligar o sistema nervoso central aos
orgaos efetores. Os neurdnios eferentes sao divididos em simpaticos e
parassimpaticos. Dessa forma, quando ha alguma perturbacdo na PA, receptores
presentes em todo o sistema cardiovascular identificam essas perturbagdes e enviam
sinais elétricos, pelos neurbnios aferentes, para o SNC; esse, por sua vez, interpreta
e transmite a resposta necessaria por meio das redes simpaticas e parassimpaticas
(LANFRANCHI; SOMERS, 2002; DAMPNEY, 2016).

As divisbes eferentes simpaticas e parassimpaticas do SNA consistem em vias
diferentes e paralelas. Elas sdo compostas de neurbnios colinérgicos preé-

ganglionares, os quais liberam a acetilcolina, que atua em receptores nicotinicos de
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neurbnios pos-ganglionares simpaticos e parassimpaticos. A acetilcolina liberada por
esses ultimos é responséavel, por exemplo, por diminuir a contratilidade e frequéncia
cardiaca, atuando em seus receptores metabotropicos (M2) no nd sinoatrial e
atrioventricular (GUYNET, 2006; MANCIA; GRASSI, 2014). Por outro lado, os
neurdnios pés-ganglionares simpaticos liberam, majoritariamente, a noradrenalina e
inervam, principalmente o coragéo, rins, glandula adrenal e vasos sanguineos. A
noradrenalina, no coracgdo, ativa os receptores beta adrenérgicos 1, aumentando a FC
e a forca de contracdo do musculo cardiaco. Dessa forma, tanto a divisdo simpatica
como a parassimpatica do SNA estédo envolvidas no controle da PA, o qual pode ser
realizado a longo prazo e curto prazo (GUYNET, 2006; DAMPNEY et al, 2018).

No SNC, os neurbnios formam vias integradas em diversas regides
responsaveis por regular as eferéncias autonémicas envolvidas na modulacdo da
pressao arterial. O controle simpatico da PA é realizado por areas como o0 Orgao
subfornicial (SFO), o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e o bulbo
ventrolateral rostral (RVLM). Ja& as areas responsaveis pela modulagcéo
parassimpatica da PA sdo o ndcleo dorsal motor do vago (DMV) e o nlucleo ambiguo
(NA). Estas regides estao envolvidas no controle da pressao arterial, seja ele a curto
ou longo prazo; uma vez que, de forma direta ou indireta, afetam o funcionamento de
diversos orgéaos alvos (FENG et al., 2002; DUPONT; LEGAT, 2020).

A curto prazo a PA é controlada por meio de mecanismos reflexos, que
conseguem reestabelecer a pressao arterial e a FC para os niveis basais. Dentre
estes, destaca-se o0 barorreflexo, que € capaz de monitorar a PA batimento a
batimento, alterando, quando necessario, 0s tdnus simpatico e parassimpatico
(DAMPNEY, 2017)

Os barorreceptores s80 mecanorreceptores sensiveis ao estiramento
presentes no seio carotideo e arco da aorta. Eles conseguem identificar alteracées na
PA e, por meio da ativacdo de uma rede de mecanismos neurais, corrigi-las
(VEERMAN et al., 1995; ZENG et al., 2018). Quando ha uma elevacédo da PA, por
exemplo, os barorreceptores aumentam sua frequéncia de disparos, projetando-os
para NTS. Esse torna-se mais excitado e, por fazer projecées com o NA, no qual
contém corpos celulares de neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos,
desencadeia o aumento vagal para o coracdo. Além disso, o NTS também se projeta
para os neurbnios inibitérios presentes no bulbo ventrolateral caudal (CVLM), que

agem em neurdnios pré-motores simpaticos presentes no RVLM, diminuindo o tdnus
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simpatico para o coragdo e vasos. Desse modo, o aumento do tdnus vagal e
diminuic&o do tdnus simpético causam uma reducao na FC, for¢a de contragédo e RVP.
Essas alteracdes promovem, assim, o0 retorno dos valores anteriores da PA
(BERNARROCH, 2005, GUYNET, 2006; CAMPOS, 2009).

Por outro lado, quando ha uma diminuicdo nos niveis da pressao arterial, 0s
barorreceptores reduzem sua frequéncia de disparos, diminuindo a estimulacdo do
NTS. Esse, entdo, diminui o estimulo para os neurbnios pré-ganglionares presentes
no NA, reduzindo o tdnus vagal sobre o coragédo. De forma paralela, o NTS deixa de
estimular os neurdnios depressores do CVLM. Com isso, a atividade intrinseca do
RVLM néo € inibida e a atividade simpatica prevalece. Todos esses efeitos culminam
em uma diminuicdo do tdnus parassimpatico e aumento do ténus simpatico,
consequentemente, elevacéo da PA (PILOWSKY; GOODCHILD, 2002).

A longo prazo a PA é controlada, principalmente, por uma interacao entre o
sistema enddcrino e renal, que realizam o balanco eletrolitico e o equilibrio dos fluidos
corporais dos compartimentos intra e extracelulares. A ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA) é um dos principais mecanismos envolvidos nesse
controle. Esse sistema €é composto pela enzima renina, que converte o
angiotensinogénio no decapepitidio angiotensina | (ANG 1) que € posteriormente
clivado pela enzima conversora de angiotensina (ECA) no octapeptidio angiotensina
Il (ANGII) (DE MELO, 2017; WU et al., 2018). A AG Il ativando os seus receptores de
superficie celular acoplados a proteina G, AT1, causa elevacao da PA por inUmeros
mecanismos que incluem: ativacdo do sistema nervoso simpatico, vasoconstricao,
aumento do estresse oxidativo, proliferacao celular, inflamacéo e ativacdo da resposta
imune (SATOU; PENROSE; NAVAR, 2018; MILLER; ARNOLD, 2019; FERRARIO;
MULLICK, 2017).

Todos esses mecanismos funcionam monitorando e ajustando a PA para
valores necessarios ao organismo. Entretanto, alguns individuos apresentam niveis
de PA constantemente elevados, caracterizando o estado de hipertensdo arterial
sistémica (HAS).

1.2 A fisiopatalogia da hipertenséao arterial sistémica

A hipertensao arterial € uma condicéo clinica multifatorial caracterizada por um

aumento sustentando nos valores de PA. Ela é classificada como primaria ou
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secundéria, dependendo do mecanismo patogénico subjacente (POULTER;
PRABHAKARAN; CAUFIELD, 2015). A hipertenséo primaria ou essencial representa
a maioria dos casos, cerca de 90%, geralmente surge na vida adulta ou na velhice
como resultado da interacéo entre fatores genéticos e ambientais ndo especificos. Em
contraste com a hipertensdo essencial, a hipertensdo secundéria afeta uma
guantidade menor de pacientes, se desenvolve em uma idade mais precoce e esta
ligada a uma causa identificavel como distdrbio renal ou endécrino e uso de
contraceptivos orais (KHOR; CAl, 2017).

Sabe-se que, nessa condicdo, 0s mecanismos responsaveis pela regulacdo da
PA como barorreflexo e/ou 0 SRAA estdo com suas fungbes comprometidas, que sao
responsaveis, por exemplo, pela atividade exacerbada do sistema nervoso simpatico
(GUYNET, 2006). A hiperatividade simpatica €& responsavel pela disfuncéo
autondmica na hipertenséo arterial, e isso foi demonstrado em modelos experimentais
de hipertensdo como o de ratos espontaneamente hipertensos (TAN et al., 2010),
hipertenséo renovascular (KHATOLI et al., 1982), ratos com hipertensao relacionados
a obesidade (STOCKER et al., 2007) e induzida por DOCA-sal (YEMANE et al., 2010).
Este aumento da atividade simpéatica contribui para desencadear e sustentar o estado
hipertensivo e, consequentemente, causar danos a o6rgdos vitais. Além disso, o
prejuizo da regulacdo autonémica da pressao arterial esta relacionado a danos na
sensibilidade do barorreflexo; causando, em individuos hipertensos, uma deficiéncia
na regulacéo e uma maior variabilidade da PA ao longo do dia (GUYNET et al., 2018).

Diversos estudos mostram que a disfuncédo autonémica esta relacionada com
uma excessiva atividade do SRAA no cérebro e que essa condicdo envolve 0 excesso
de espécies reativas de oxigénio no eixo orgao subfornical - nucleo paraventricular
do hipotdlamo — bulbo ventro lateral rostral (SFO-PVN-RVLM). A ativacdo dos
receptores de ANGII nessas regides aumenta a atividade da nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (NADPH) oxidase, induzindo a producdo de EROs,
especialmente o anion superoxido (O2). A geracdo EROs no SNC induzida por ANGII
também resulta na diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo. A superativacdo do
SRAA periférico também esta relacionada com o aumento do estresse oxidativo e a
elevacdo da pressao arterial. Dessa forma o estresse oxidativo € um dos principais
responsaveis pelo desenvolvimento da hipertensao (GUYNET, 2006; GUYNET et al.,
2018; QUEIROZ; MONTEIRO; BRAGA, 2013)
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No intuito de elucidar os diversos mecanismos responsaveis pela fisiopatologia
da hipertenséo, diversos modelos foram desenvolvidos ao longo do tempo. Dentre
estes, destacam-se 0s animais espontaneamente hipertensos (SHR), que possuem
caracteristicas comuns a hipertensdo essencial humana como, por exemplo, a
hiperatividade simpatica (FOLKOW, 1982; FROHLICH E PFEFFER, 1975) e a perda
da sensibilidade do barorreflexo (GIROUARD et al., 2004).

Dessa forma, esse modelo, que € um dos mais estudados pela literatura
pertinente, torna-se uma boa escolha para investigagdo de novas formas de
tratamento e dos mecanismos envolvidos nessa desordem (FAZAN; SILVA,
SALGADO, 2001).

1.3 A hipertenséao arterial sistémica: epidemiologia e farmacoterapia

Segundo as ultimas diretrizes brasileiras de hipertenséo arterial, o paciente &
considerado hipertenso quando, apdés exames repetidos, apresentar PA sistolica e
diastolica superior ou igual a 140 e 90 mmHg, respectivamente. A verificacdo deve ser
por meio de técnicas corretas; mais de uma vez em ocasioes diferentes No Brasil,
cerca de 33% (36 milhdes) de individuos adultos sdo hipertensos. Entre os idosos,
esse numero chega a 60%, contribuindo de forma direta ou indireta para 50% das
mortes por DCV. Além disso, as complicacbes geradas pela hipertensdo tém um
impacto elevado na produtividade do trabalho e renda familiar, bem como um alto
custo socioecondmico com internacdes, sendo necessario, pois, o estabelecimento de
medidas para reduzir a ocorréncia dessa desordem na populacdo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2021).

Determinantes comuns da hipertensdo primaria incluem envelhecimento,
obesidade, resisténcia a insulina e ingestao excessiva de sal, calorias e alcool. Alguns
estudos demonstram que o diagndéstico correto seguido da adesdo ao tratamento e
controle da HAS sao fundamentais para que os danos ao sistema cardiovascular
sejam reduzidos. As abordagens terapéuticas consistem em: medidas nao
farmacoldgicas; apesar de serem limitadas pela perda de adesdo a médio e longo
prazo; e uso de medicamentos anti-hipertensivos. Os principais grupos destes ultimos
sdo: (I) agentes diuréticos; (Il) antagonistas adrenérgicos; (lll) inibidores da enzima

conversora de angiotensina; (IV) antagonistas dos receptores AT; (V) bloqueadores
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dos canais para Ca?* (VI) antagonistas dos receptores adrenérgicos; (VII)
vasodilatadores (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2021).

Apesar de diversos medicamentos disponiveis para o tratamento da HAS,
existem casos de pacientes hipertensos considerados resistentes ou de dificil
tratamento e até mesmo o uso de multiplos farmacos néo é suficiente para manter a
PA em niveis adequados. No Brasil, cerca de apenas 30% dos hipertensos tem
controle efetivo da pressdo arterial. Aléem disso, a utilizagdo cronica de diversos
medicamentos pode causar efeitos colaterais e adversos (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2021).

Dessa forma, € fundamental a descobertas de novas abordagens de
tratamento. Nesse contexto, novas moléculas, naturais e sintéticas, vem sendo
estudadas na modulacdo da presséo arterial. Dentre elas, os compostos fendlicos,
como os da familia dos acidos hidroxicinamicos, destacam-se por serem potentes

antioxidantes.

1.4 Os acidos hidroxicinamicos e seus efeitos contra a hipertenséo

Os acidos fenolicos sdo geralmente divididos em dois grupos: os acidos
benzoicos, que contem 7 atomos de carbono, e os acidos cinanimicos possuindo 9
atomos de carbonos. Estes compostos podem existir como acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, respectivamente (KRON, 1999; SHAIDI, 2010).

Os acidos hidroxicinamicos (Figura 01) pertencem a classe de acidos fendlicos
com acidos carboxilicos bioativos; a classe inclui principalmente acido cumarico acido
caféico, acido ferulico e acido sinapico (NICIFOROFIC; ABROMOVIC, 2014; BENZEL,
2003). A estabilidade de ressonancia presente no anel fendlico dessas moléculas
pode, por exemplo, fazer com que eles consigam doar seu atomo de hidrogénio para
neutralizacdo dos radicais livres. Isso faz desses compostos moléculas importantes
na busca de novas alternativas terapéuticas contra diversas doencgas, principalmente,
as que envolvem um aumento do estresse oxidativo como a hipertensao arterial. A
guantidade de grupos hidroxilas também esta relacionada por sua capacidade
antioxidante (RICE EVANS; MILLER; PAGANGA,1996).
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Figura 1. Acidos hidroxicinaAmicos
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Legenda: A figura mostra os acidos hidroxicinamicos. Na parte superior, da esquerda para a
direita: acido cinAmico, acido p-cumarico, acido cafeico. Na parte inferior, da esquerda para a

direita: 4cido ferdlico e o acido sinapico.
Fonte: Adaptado de Comam, 2019

O acido cafeico possui dois grupos hidroxilas presentes no anel aromatico e
parece ser, dentro do grupo, o com maior atividade antioxidante, explicada pela
ligacdo de hidrogénio intramolecular, que ocorre em fendis orto-substituidos
(RAZAGUI et al.,2013). Anguloe et al (2019) mostraram que o acido cafeico possui
atividade anti-hipertensiva e que, possivelmente, 0 mecanismo que envolve esse
efeito € a inibicdo da ECA, pela interacdo entre o grupo hidroxila e carboxila do acido
cafeico com residuos funcionais dessa enzima.

A metoxilacdo de um dos grupos orto-hidroxila diminui a capacidade de eliminar
os radicais livres do acido férulico, quando comparado ao acido sinapico, porém, ainda
assim, essa atividade € mais potente que o do &cido cumarico. Essa metoxilacédo
interage com grupos sulfidrila da NADPH oxidase e inibe a atividade dessa enzima; e
isso explica efeito anti-hipertensivo do acido férulico em ratos SHR (KIKUZAKI et al.,
2002; RAZAKI et al., 2013; ALAM et al., 2019)

O &acido sindpico possui dois grupos metoxil vizinhos; isso permite uma
atividade antioxidante mais potente em relagéo ao acido férulico, porém ainda inferior

ao acido cafeico (COMAN; VODNAR et al.,2019) Apesar do acido sinapico apresentar
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algumas atividades cardiovasculares ja descritas na literatura, sdo poucos os estudos
a respeito do seu efeito na modulacdo da pressao arterial e 0s mecanismos envolvidos

no mesmo.

1.5 Acido sinapico e seu efeito cardioprotetor

O &cido sinapico (AS) é um dos quatro &cidos hidroxicindmicos mais
conhecidos e comumente encontrado no reino vegetal (COMAN; VODNAR, 2020),
como mostrado no tépico anterior (Figura 1). A comunidade cientifica vem
demostrando grande interesse por esse composto devido, principalmente, a sua
potente acdo antioxidante (COS et al., 2002); atividades anti-inflamatéria (YUN et al.,
2008); e anti-hipertensiva (SILAMBARASAN et al., 2014).

Além disso, um estudo realizado por Bin Jarden e colaboradores (2020)
demonstrou o efeito cardioprotetor do acido sinapico em ratos Wistar com
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). O tratamento foi capaz de
melhorar o indice cardiaco, e reduzir a atividade de enzimas como lactato
desidrogenase (LDH) e creatina cinase-MB (CK-MB), as quais foram aumentadas
significativamente com a administracdo de DOX. O acido sinapico também foi capaz
de diminuir significativamente os niveis de mediadores inflamatorios como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 1 (IL-1) e mieloperoxidase (MPO).

Roy e colaboradores (2013) também demostraram o papel cardioprotetor do
AS; desta vez com um modelo de infarto do miocardio induzido por isoproterenol (ISO)
em ratos Wistar. Nesse estudo o AS restabeleceu os niveis séricos de troponina T,
triglicérideos, colesterol total, acidos graxos livres e LDL- colesterol, VLDL-colesterol,
HDL- colesterol, os quais foram alterados de forma significativa com a administracao
de ISO.

Um estudo mostrou que o AS foi capaz de reduzir a nefrotoxicidade em ratos
Wistar que receberam cisplatina. O mecanismo proposto foi por ativacdo dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) sendo o AS,
portanto, um possivel agonista desses receptores (SINGH, H; SINGH, T; SINGH, R,
2020). Vale ressaltar que esses receptores estdo envolvidos na regulacao da funcéo
vascular e PA (DE SILVA et al., 2018).

Com relagdo a modulacéo da presséao arterial, o0 AS foi capaz de diminuir a PA

sistélica em ratos Wistar que receberam o éster metilico de N-nitro-L-ariginina (L-
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NAME) (SILAMBARASAN et al., 2014). Em outro estudo, o tratamento com AS
associado ao Captopril em ratos Wistar, que receberam o L-NAME, foi capaz de
diminuir a PA, diminuir o estresse oxidativo e a hipertrofia cardiaca (ALDUBAYAN et
al., 2020).

Diante do exposto, a nossa hipotese é de que o acido sindpico é capaz de
reduzir a pressdo arterial em animais espontaneamente hipertensos, além de

melhorar a disautonomia e a disfuncéo do barorreflexo presente nesses animais.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos cardiovasculares do acido sindpico em ratos normotensos

Wistar Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Ensaios in vivo e bioquimicos
e Avaliar os efeitos do tratamento crénico com o acido sinapico sobre:
e A presséo arterial média e frequéncia cardiaca,;
e A funcao autondmica simpatica e parassimpatica;
¢ A sensibilidade do barorreflexo;

e O estresse oxidativo Ssérico.

2.2.2 Ensaios in silico
¢ Analisar o perfil de biodisponibilidade oral do acido sinapico;
e A toxicidade, revelando parametros teoricos sobre seu perfil de absorcao,
distribuicdo, metabolizacéo e excrec¢ao;
e O perfil mutagénico;

e Possiveis atividades do acido sinapico sobre o sistema cardiovascular.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar Kyoto
(WKY) com 12 semanas de idade provenientes da Unidade de Producdo Animal do
Instituto de Pesquisas em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM). Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno (4 animais/gaiola), com agua filtrada e racédo ad
libitum (Labina, Purina Agribands). E mantidos em ciclo claro escuro de 12h e com
temperatura (22 £ 2°C) e umidade controladas. Todos os protocolos e procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPB sob parecer n°® 3701150420 (ANEXO 1)

3.2 Substancia teste e tratamento

O acido sinapico, um composto sintético, foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Brasil). O
composto foi solubilizado em Tween 80 a 20% e diluido para dose de 40 mg/kg. A
dose foi escolhida baseada no estudo de Silambarasam et al (2014) e preparada

diariamente para a realizacdo do tratamento)

Figura 2. Estrutura quimica do acido sinapico

IUPAC: Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico. Massa molar: 224,2g/mol. Férmula molecular: C11H120s

O
H3CO N “OH
HO
OCHjs

Fonte: Sigma-Aldrich®
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Os animais foram divididos em quatro grupos: 1. Normotenso+ veiculo (WKY
CTRL); 2. Normotenso + Acido sinapico (WKY AS); 3. Hipertenso + veiculo (SHR
CTRL); e 4. Hipertenso + Acido sinapico (SHR AS). O acido sinapico foi administrado
por gavagem durante 14 dias, no 14° dia foi realizada a cirurgia de implantagédo dos
cateteres vasculares para realizacdo do registro 24 horas apos.

3.3Drogas utilizadas

Foram utilizadas as seguintes substancias: heparina (Parinex® 5000 U.l/ml -
Laboratorio Hipolabor Brasil); cloridrato de cetamina (Quetamina® Laboratério —
Vetnil, Brasil); xilazina (Dopaser - Laboratério Calier, Espanha); cloridrato de | (-)
fenilefrina (FEN); nitroprussiato de sodio (NPS); atropina; cloreto de hexameténio;

acido tiobarbitarico (TBA) e acido perclorico. Todas foram obtidas da Sigma-Aldrich®

3.4 Implantacdes de cateteres vasculares para registro a pressao arterial

e frequéncia cardiaca

Um dia antes dos registros de pressao arterial, os animais foram anestesiados
com xilazina (10 mg/kg, i.p.) e cetamina (80 mg/Kg, i.p.) e em seguida foram
implantados os cateteres de polietileno (PE1o conectado ao PEso) na artéria e veia
femoral, para registro da presséao arterial e infusdo de drogas, respectivamente. Os
cateteres foram exteriorizados subcutaneamente ao nivel escapular para facilitar a
conexao do cateter ao transdutor e em seguida 0s animais receberam uma injecéo de
cetoprofeno (5 mg/kg, i.p.) para prevenir processos inflamatorios. Apés a cirurgia, 0s
animais permaneceram em recuperacao por 24 h até o inicio dos experimentos.

O registro da PA e da frequéncia cardiaca (FC) foi realizado 24 horas apo6s o
procedimento cirdrgico em animais nao anestesiados por meio da conexao da canula
da artéria femoral com o transdutor mecanoelétrico de pressao, cujo sinal foi
devidamente amplificado (ML866/P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW,
Australia), digitalizado por meio de uma interface analégico/digital e amostrado a 2000
Hz em um microcomputador equipado com um software apropriado (LabChartTM Pro,
ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia), para posterior analise. A pressao arterial
média (PAM) e FC foram derivadas da pressao arterial pulsatil (PAP) por meio deste

sistema de aquisicao:
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e = AFC e Is = indice de sensibilidade;
§= —

APAM e AFC = Variagdo da FC (batimento/min)
e APAM= Variagcdo da PAM (mmHg);

3.5 Avaliagédo da funcdo autonémica

No intuito de avaliar a fungcdo autondmica dos animais, foram administradas,
intravenosamente, as seguintes drogas: hexametonio (30 mg/Kg), antagonista
colinérgico ganglionar, a fim de avaliar a funcdo autonémica simpatica; a atropina (2
mg/Kg), um bloqueador colinérgico muscarinico, com o objetivo de avaliar a funcéo
autondmica parassimpatica. As alteracbes na PAM ou FC promovidas por estas

drogas foram comparadas entres os diferentes grupos.

3.6 Avaliacédo da sensibilidade do barorreflexo

Diversos meétodos sao utilizados para avaliar experimentalmente esta variavel,
dentre eles, o mais frequente trata-se do método de Oxford que consiste na ativacéo
do barorreflexo por drogas vasoativas, o que permite verificar as mudancas na
frequéncia cardiaca em resposta a manipulacdes farmacoldgicas que aumentam ou
diminuem a pressao arterial (BRAGA et al.,, 2008). O indice de sensibilidade do
barorreflexo € um método bastante utilizado na literatura para se avaliar a
responsividade, ou seja, o ganho do barorreflexo (Farah, et al. 2009), sendo
determinado pela seguinte férmula:

Nesse estudo, o ganho do barorreflexo foi avaliado em todos os grupos de ratos
como resposta a inje¢des (in bolus) de fenilefrina (8 ng/kg) nitroprussiato de sodio (25
ug/kg). A fenilefrina foi utlizada para avaliar o componente parassimpatico do
barorreflexo cardiaco enquanto que o nitroprussiato de sodio foi empregado para
avaliar o componente simpatico do barorreflexo cardiaco. Todos os dados de cada
grupo foram analisados por regressao linear usando o programa GraphPad Prism e o

slope da regresséo linear forneceu o ganho do barorreflexo de cada grupo.
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3.7 Avaliacdo do estresse oxidativo sérico

ApoOs o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados e o sangue foi
coletado para a andlise do estresse oxidativo. Todas as amostras foram usadas para
a dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA) como descrito por
Cavalcanti et al., 2016. Nesse ensaio 0 malondialdeido (MDA), um produto final da
peroxidacédo lipidica, reage com o acido tiobarbitarico para produzir um complexo
vermelho, o que funciona como um indicador do estresse oxidativo sérico. Portanto,
depois de coletadas as amostras de sangue dos animais foram centrifugadas a 2000
g, 4° C, durante 15 min para a obtengéo do soro, posteriormente 250 yL do soro foi
aquecido a 37 °C por 1 hora. Em seguida, 400 pL de acido perclérico (35%) foram
adicionados, misturado e centrifugado a 600 g, 4° C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi coletado, e adicionado a 400 uL do acido tiobarbiturico (0,6%), a
mistura foi aquecida a 100 °C durante 1 hora e a absorbancia foi lida no
espectrofotometro ChemWell T em um comprimento de onda de 532 nm. Uma curva
padrao do MDA com concentracdes de 0 a 100 nmol/ml foi construida antes da leitura

das amostras e os resultados foram expressos como nmol de MDA/mL.

Figura 3. Espectrofotbmetro.

|

Fonte: Cavalcante, 2016
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3.8. Estudos in silico

A investigacao teorica das caracteristicas do &cido sinapico foi em colaboracao
com o Prof® Dr° Abrahdo Alves de Oliveira Filho realizada sob posse de um
computador com a utilizagédo de softwares que calculam as propriedades moleculares
com base em descritores moleculares. Software Molinspiration Online Property
Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/), e os parametros relacionados a
absorcao, toxicidade e metabolizacdo foram avaliados pela ferramenta admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/).

3.9. Molinspiration

As propriedades moleculares foram calculadas com base em descritores
moleculares, utilizando a regra dos cinco de Lipinski no software Molinspiration Online
Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/). Essa regra traca um perfil
para moléculas de farmacos dentro de limites de massa molar e lipofilia, que é
representada pelo coeficiente de particdo, log P, e hidrofilia, representada pelo
numero de doadores e receptores de ligacdo de hidrogénio.

A regra dos cinco estabelece alguns parametros estruturais relevantes para a
predicdo tedrica do perfil de biodisponibilidade oral. Esta biodisponibilidade esta
associada a absorcéo e a permeabilidade de possiveis farmacos e depende de cinco
parametros: (a) numero de grupos aceptores de ligacao hidrogénio (nALH) menor ou
igual a 10; (b) numero de grupos doadores de ligacdo hidrogénio (nDLH) menor ou
igual a 5; (c) massa molecular (MM) menor ou igual a 500 g/mol; (d) coeficiente de
particdo octanol-agua (milog P) menor ou igual a 5; (e) area de superficie polar (PSA)
menor ou igual a 140 A. As moléculas que ndo atendem mais do que uns destes

parametros podem ter problemas com a biodisponibilidade (SILVA, 2015).

3.10 AdmetSAR

Os parametros farmacocinéticos e toxicolégicos teéricos (ADMET — Absorcao,
Distribuicéo, Metabolizacdo, Excrecéo e Toxicidade) foram calculados com o objetivo
de analisar se 0 acido sinapico possui as caracteristicas essenciais para ser

by

considerado um possivel farmaco. Alguns parametros relacionados a absorcéo,


http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/
http://www.molinspiration.com/)

35

toxicidade e metabolismo foram avaliados pela ferramenta admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/) (SOUZA, 2015). Esses parametros sé&o

permeabilidade da barreira hematoencefélica, permeabilidade Caco-2, absor¢cdo no
intestino, se séo substratos e inibidores das enzimas do complexo citocromo e se sao
inibidores de transporte renal de céations. Através desta ferramenta, avaliou-se o
metabolismo, utilizando algumas enzimas do complexo citrocromo P450, e foi
comparado se a substancia é substrato para os citocromos CYP450 2D6, CYP450
3A4, CYP450 2C9, se é inibidor dos citocromos CYP450 1A2, CYP450 2C9, CYP450
2D6, CYP450 2C19, CYP450 3A4 assim como a promiscuidade de inibicdo dos

citocromos.

3.11 Testes farmacoldgicos

Para a analise das propriedades farmacolégicas do acido sinapico foi utilizado
o software gratuito PASS online®. A previsdo do espectro de atividade para
substancias - PASS online® é um software gratuito que objetiva avaliar o potencial
biologico de uma molécula organica quando em contato com o organismo humano.
Por meio deste, é possivel ter previsdes simultaneas de multiplos tipos de atividades
biolégicas com base na estrutura dos compostos organicos, além de permitir estimar
o potencial de atividade de uma substancia, podendo esta ser classificada como
indices Pa (probabilidade "de ser ativo™) e Pi (probabilidade "de ser inativo™), podendo
ser acessado pelo endereco: (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) (SRINIVAS et
al., 2014).

4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m)
e foram analisados por ANOVA One Way, seguido do pos-teste de Tukey. Para
examinar as correlacaoes entre algumas variaveis foi realizado o teste de correlacéo
com coeficiente de Pearson (r), . Os dados foram analisados por meio do software
GraphPad Prism® 7.0 (Califérnia, EUA). Diferencas foram consideradas significativas

guando p < 0,05.


http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/
http://www.pharmaexpert.ru/passonline/

RESULTADOS



37

5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do tratamento oral com o acido sindpico sobre a pressao arterial
e frequéncia cardiaca de ratos normotensos e espontaneamente

hipertensos

Como esperado, observamos que 0s nhiveis da pressao arterial média do
grupo SHR foram superiores aos do grupo WKY (184,5 + 6,114 vs. 120,66 £ 5,57
mmHg, p < 0,05). Além disso, ao compararmos os valores de PAM do grupo SHR
CTRL com os do grupo SHR AS (184,5 = 6,114 vs. 148,3 + 5,39 mmHg, p <
0,05), é possivel notar que o tratamento por 14 dias com o AS foi capaz de

reduzir a pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos (grafico 1).

Gréfico 1. Efeito do tratamento oral com o AS sobre a presséao arterial média (PAM) de
ratos WKY e SHR.
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As barras verticais representam a média + e.p.m, onde * (p < 0,05 vs. WKY) e #
(p < 0,05 vs. SHR). WKY, n=6; WKY+ AS n=6; SHR CTRL n=6; SHR+AS, n=10. A
diferenca entre os grupos foi analisada por Anova One Way seguida do pdos-teste de
Tukey.

N&o houve diferenca significativa na FC entre o grupo WKY+ AS e seu
controle (292 + 20 versus 294,6 £ 8 bpm) nem entre os grupos SHR+ AS e seu
controle (303 £ 9 versus 344 + 6 bpm) (Grafico 2).
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Grafico 2. Efeito do tratamento oral com o AS sobre a frequéncia cardiaca (FC).
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As barras verticais representam a média + e.p.m, onde * (p < 0,05 vs.
WKY) e # (p < 0,05 vs. SHR). WKY, n=6; WKY+ AS n=6; SHR CTRL n=6;
SHR+AS, n=10. A diferenca entre os grupos foi analisada por Anova One Way
seguida do pés-teste de Tukey.

5.2 Efeitos do tratamento oral com o acido sinapico na funcéo autondmica
em ratos WKY E SHR

Observamos que o grupo SHR controle apresentou um AFC inferior ao
observado para o grupo WKY (+39 + 5,2 vs. +116,6 = 17 bpm, respectivamente;
p < 0,05), O tratamento oral com o AS (40 mg/Kg/dia) foi capaz de melhorar

significativamente este componente (39 + 5,2 vs. +129 = 6 bpm, p < 0,05)
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Gréafico 3 — Influéncia do tratamento oral com o AS no controle autondémico
parassimpético
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As barras verticais representam a media + e.p.m onde * (p < 0,05 vs.
WKY) e # (p < 0,05 vs. SHR). WKY, n=3; WKY AS, n=4; SHR, n=4; SHR AS,
n=5. A diferenca entre os grupos foi analisada por Anova One Way seguida do
pos-teste de Tukey.

A administracdo do hexametdnio no grupo SHR induziu a uma maior
diminuicdo dos valores de PAM, quando comparado aos animais WKY (-64,83 £
4,5 vs. -39,2 £ 5,1 mmHg, p < 0,05), demonstrando a hiperatividade simpatica
no grupo. O tratamento com o AS no grupo SHR+AS preveniu esse efeito ( -40,8
+7,7; p <0,05), igualando-se estatisticamente ao grupo WKY. Este dado sugere
gue o tratamento oral com o AS (40 mg/Kg/dia) é capaz de diminuir a

hiperatividade simpatica presente nos animais espontaneamente hipertensos.
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Gréfico 4 - Influéncia do tratamento com o acido sinapico no controle autonémico
simpatico.
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As barras verticais representam a média + e.p.m, onde * (p < 0,05 vs.
WKY). WKY, n=5; WKY AS, n=5; SHR, n=6; SHR AS, n=5. A diferencga entre os
grupos foi analisada por Anova One Way seguida do pos-teste de Tukey.

5.3 Efeitos do tratamento com o acido sinapico na sensibilidade do
barorrelexo de ratos WKY E SHR

O barorreflexo dos animais foi avaliado pela injecdo intravenosa de
fenilefrina (FEN = 8 ng/kg) e nitroprussiato (NPS = 25 ug/kg). Os ratos SHR
apresentaram diminuicdo na sensibilidade do barorreflexo, quando comparados
aos ratos WKY (-1,192 + 0,1441 vs. -3,025+ 0,2972 bpm/mmHg,
respectivamente, p < 0,05). O tratamento com 0 AS melhorou a sensibilidade do
barorreflexo nos animais SHR (-1,192 + 0,1441 vs. -2,366 + 0,1885 bpm/mmHg,
p < 0,05).
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Gréfico 5. Efeito do tratamento com o AS sobre a sensibilidade do barorreflexo induzido

por drogas vasoativas em ratos WKY e SHR.
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As barras verticais representam a média + e.p.m do slope de cada grupo,
obtido pela AFC/APAM, onde * (p < 0,05 vs. WKY) e # (p < 0,05 vs. SHR). WKY,
n=3; WKY AS, n=6; 2R1C, n=6; SHR AS, n=8. A diferenca entre os grupos foi
analisada por Anova One Way seguida do pos-teste de Tukey.

Analisando os componentes do barorreflexo separadamente, verifica-se
gue o acido sinapico restaura a sensibilidade do barorreflexo em ratos SHR por
melhorar a resposta ao componente parassimpatico (-0,683 + 0,111 versus -
2,814 £ 0,430 bpm/mmHg, p < 0,05). Por outro lado, ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao componente simpatico (-2 + 0,274 e -2,47 + 0,115.
bpm/mmHg, p > 0,05) desses animais. O tratamento ndo promoveu alteracées
em ambos os componentes do barorreflexo de ratos normotensos: componente
simpatico ( -3,2 + 0,2 versus -3,4 + 0,327, p > 0,05); componente parassimpatico

(-3,167 + 0,617 e -3,773 % 0,492; p > 0,05).
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Gréafico 6. Componente parassimpatico do barorreflexo
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O componente parassimpatico foi avaliado utilizando a fenilefrina 8 ug/kg.
As barras verticais representam a media £ e.p.m do slope de cada grupo, obtido
pela razdo AFC/APAM, onde * (p < 0,05 vs. WKY) e # (p < 0,05 vs. SHR). WKY,
n=3; WKY AS, n=6; 2R1C, n=6; SHR AS, n=8. A diferenca entre os grupos foi
analisada por Anova One Way seguida do pos-teste de Tukey.

Gréfico 7. Componente simpatico do barorreflexo
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O componente simpatico foi avaliado utilizando o (NPS = 25 ug/kg). As
barras verticais representam a média + e.p.m do slope de cada grupo, obtido
pela AFC/APAM, onde * (p < 0,05 vs. WKY) e # (p < 0,05 vs. SHR). WKY, n=3;
WKY AS, n=6; 2R1C, n=6; SHR AS, n=8. A diferenca entre os grupos foi
analisada por Anova One Way seguida do pés-teste de Tukey
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5.4 Efeito do tratamento oral com o acido sinapico no estresse oxidatico
sérico de ratos SHR E WKY

No ensaio de reacdo ao TBA, a concentracdo de MDA é utilizada como
indicador do estresse oxidativo sistémico. O MDA foi medido de amostras de
soro obtidos do sangue dos animais utilizados neste trabalho. Como mostrado
no grafico, o grupo SHR controle apresentou maiores concentracées de MDA
guando comparado ao WKY (54,75 = 6,2 vs. 9,2 £ 0,735 nmol/ml, p < 0,05),
sugerindo um maior estresse oxidativo sérico nos animais espontaneamente
hipertensos. O tratamento oral com o AS durante 14 dias foi capaz reduzir
significativamente o estresse oxidativo (54,75 = 6,2 vs. 18,1 £ 1,3 nmol/ml, p <
0,05)

Gréfico 8. Influéncia do tratamento com o acido sinapico sobre o estresse oxidativo
sérico
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As barras verticais representam a média = e.p.m, onde * (p < 0,05 vs.
WKY). WKY, n=4; WKY +AS, n=4; SHR, n=4; SHR+AS, n=5. A diferenca entre
0s grupos foi analisada por Anova One Way seguida do pos-teste de Tukey

Dados da literatura sugerem que o aumento do estresse oxidativo,
principalmente no RVLM, esta relacionado a hiperatividade simpatica. Com base
nisso, usamos o coeficiente de Pearson para investigar se existe essa relacao
nos grupos estudados no nosso trabalho. Ao observar o grafico 10, notamos que
a reducdo do estresse oxidativo esté relacionada com a diminui¢do da atividade
simpatica (r=-0,8645).
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Gréfico 9. Correlacéo de Pearson entre o estresse oxidativo sérico e atividade simpatica
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O eixo das abscissas representa a concentracdo de MDA sérico dos animais e
0 eixo das ordenadas a variacdo da pressdo arterial média apos o uso do
hexametbnio. Cada ponto representa um animal, o n total de animais € de 37.
(Slope -0,7709 £ 0,1243 r=- 8645; p<0,05).

5.5 Estudo in silico

As propriedades moleculares do AS calculadas no software Molinspiration
sao representadas na tabelal . A substancia demonstrou boa biodisponibilidade
tedrica por via oral, uma vez que atendem aos requisitos preconizados pela —
“‘Regrados cinco” de Lipinski. Segundo esta regra, ao atender 3 dos 4 parametros
(miLogP, MM, nALH e nDLH), a substancia provavelmente tera uma boa
biodisponibilidade quando administrada por via oral.

A regra dos cinco de Lipinski afirma que a maioria das moléculas
“semelhantes a drogas” deve ter coeficiente de particao octanol/agua log P < 5,
peso molecular < 500 (Da), numero de receptores de ligacdo de hidrogénio
(nALH) < 10, nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH) <5, Area de
Superficie Polar Total (TPSA) < 140 A2 e com ligacdes de rotativas (nrotb) < 10
(PARAMASHIVAM et al., 2015; DEGE et al., 2020).
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Tabela 1. Propriedades moleculares do AS calculadas no software Molinspiration

miLogP MM NALH nDLH nvioolagbes TPSA nrotb
1,26 224,21 5 2 0 76 4

A molécula com pontuacao de bioatividade superior a 0,00 é susceptivel
a possuir atividades biolégicas consideraveis, valores de -0,50 a 0,00 devem ser
moderadamente ativos e se o escore for inferior a -0,50, presume-se ser inativo
(PARAMASHIVAM et al., 2015; DIRAR et al.,, 2016). Diante disso, o AS
apresenta probabilidade tedrica de possuir atividade bioldgica frente a ligacdo de
GPCR (-0,32), como modulador de canal idnico (ICM) (-20), inibidor de cinase
(KI) (-0,47), ligante de receptor nuclear (NRL) (-0,03), e inibidor de enziméatico (-
0,03) (El). J4 em relacdo a atividade inibidor protease, o AS apresentou escore
supeior a -0, 50 ( -0,56) como foi analisado teoricamente pelo programa
Molinspiration

Tabela 2. Predicéo de bioatividades calculadas no Molinspiration para o acido sinapico

Ligante Modulador Inibidor Ligante de Inibidor de Inibidor
de canal : receptor o
GPCR A de cinase protease enzimatico
ibnico nuclear
-0,32 -0,2 -0,47 -0,03 -0,56 0,03

As tabelas a seguir abordam as propriedades previstas para o AS,
tais como absorcéo, distribuicdo, metabolismo e perfil de toxicidade. Aoobservar
as propriedades de AS na tabela podemos notar que ele, possivelmente,
apresentara a capacidade de sofrer absorcdo através da  barreira
hematoencefélica e do intestino humano, e possui permeabilidade te6rica em
Caco-2, que é uma linha celular de cancer epitelial do c6lon humano usada para
estimar a permeabilidade intestinal humana in vitro do farmaco em comparacéo
com enterdcitos humanos. Mostrou-se como nao substrato da glicoproteia P,
bem como né&o inibidor. Também néo é inibidor do transporte renal de cations
organicos, em teoria. Metabolicamente, AS mostrou-se ndo ser substrato das
enzimas microssomais do complexo Citocromo P450, e nao inibidor das CYPS,

com baixa promiscuidade inibitéria.
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Para os parametros de toxicidade foi possivel observar que, teoricamente,

0 composto avaliado é fraco inibidor do gene codificador de canais de potassio

(HERG), nao toéxico pelo teste AMES, classificado como ndo carcinogénico, ndo

prontamente biodegradavel e a categoria de toxicidade oral aguda foi Ill, que

inclui compostos com DL50 de valores superiores a 500 mg/kg e inferiores a

5000 mg/kg, com uma possivel DL50 teorica para toxicidade aguda em ratos de

2.2035 mol/kg (Tabela 3).

Tabela 3. Tabela das propriedades ADMET para Acido sinaptico.

Modelo Resultado Probabilidade
Absorcao
Barreira hematoencefalica BBB+ 0.5785
Absorc¢do intestinal humana HIA+ 0.9578
Permeabilidade em Caco-2 Caco 2+ 0.7324
Substrato da glicoproteina P N&o substrato 0.5655
Inibidor da glicoproteina P N&o inibidor 0,873
N&o inibidor 0,8588
N&o inibidor
Transporte renal de cétions organicos
Distribuicéo
Localizacdo celular Mitocbndria 0.8118
Metabolismo
Substrato CYP450 2C9 N&o substrato 0.7999
Substrato CYP450 2D6 N&o substrato 0.8919
Substrato CYP450 3A4 N&o substrato 0.6052
Inibidor CYP450 1A2 N&o inibidor 0,8445
Inibidor CYP450 2C9 N&o inibidor 0.8380
Inibidor CYP450 2D6 N&o inibidor 0.9297
Inibidor CYP450 2C19 N&o inibidor 0.7182
Inibidor CYP450 3A4 N&o inibidor 0,8748
Promiscuidade Inibitéria do CYP Promiscuidade Inibidora baixa do 0.5320
CYP
Toxicidade
HERG Fraco inibidor 0.9815
Inibicdo genética Na&o inibidor 0.9688
Toxicidade no teste de AMES N&o téxico em AMES 0.9023
Carcinégeno N&o carcinogénico 0.8848
Toxicidade em peixes Alta toxicidade 0.9388
Herk Fraco inibidor 0,9815
Toxicidade AMES N&o toxico 0,9023
Carcionogenio Nao carcionogenio 0,8848
Inibidor de gene Na&o inibidor 0,9688
Alta toxicidade 0.9804

Toxicidade em Tetrahymena Pyriformis
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Toxicidade da abelha do mel Baixa toxicidade 0.7902
Biodegradacéo Facilmente biodegradavel 0,5854
Toxicidade aguda oral 1l 0,455
Modelo Valor Unidade
Absorcao

Solubilidade aquosa -2,5763 LogS
Permeabilidade em Caco-2 0,8099 LogPapp, cm/s
Toxixidade

Toxicidade Aguda em ratos 2,2035 LD50, mol/kg
Toxicidade em peixes 1,1446 pLC50, mg/L
Toxicidade em Tetrahymena Pyriformis 1,1128 pIGCH0, ug/L

Na andlise do potencial bioldgico de uma molécula organica, quando em

contato com o organismo humano, o acido sinapico revelou uma probabilidade

de que as moléculas fossem semelhantes a farmacos com 12 atividades sobre

o sistema cardiovascular, sobretudo: antiinflamatoéria (Pa: 0,612e Pi: 0,029),

antagonista dos canais de calcio (Pa: 0,237 e Pi: 0,019), cardioprotetor (Pa:
0,379e Pi: 0,034) e vasodilatador (Pa: 0,414 e Pi: 0,035); em que Pa e Pi variam

em uma escala de 0 a 1, quanto mais proximo de 1 for o valor de Pa ou Pi indica

a probabilidade de ser atou inativo e executar ou ndo seu efeito, conforme

descrito na tabela.

Tabela 4. Atividades farmacolégicas do AS in silico

Atividade Pa Pi

Anti-inflamatoério 0,612 0,029
Antagonista dos canais de Ca?* 0,237 0,019
Cardioprotetor 0,379 0,034
Vasodilatador 0,414 0,035
Vasodilatador periférico 0,618 0,019
Vasoprotetor 0,706 0,01
Vasodilatador coronario 0,448 0,037
Anti hipoxia 0,738 0,005
Antifibrinolitico 0,249 0,046
Estimulante da angiogénese 0,352 0,026
Antitrombotico 0,552 0,021




DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo demostram que o acido sinapico
exerce atividade anti-hipertensiva associada ao aumento da atividade
parassimpatica; diminuicdo da atividade simpatica; melhora na sensibilidade do
barorreflexo e diminui¢cdo do estresse oxidativo sérico de ratos espontaneamente
hipertensos. N&o houve alteracdes significativas entre os animais normotensos
tratados, sugerindo que os efeitos do acido sinapico envolvem mecanismos
fisiopatoldgicos da hipertenséo arterial sistémica.

A hipertenséo essencial resulta de diversas alteragdes nos mecanismos
fisiologicos de controle da PA, causando assim, uma elevagéao sustentada dos
niveis pressoéricos. O modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) &
adequado para estudar o desenvolvimento e progresséo da hipertenséo, pois se
assemelha a hipertensédo essencial humana. Essas semelhancas incluem uma
predisposicdo genética para a PA elevada sem etiologia especifica, aumento da
resisténcia periférica total sem expansao de volume, perda da sensibilidade do
barorreflexo, hiperativacéo do sistema nervoso simpatico, bem como do sistema
renina angiotensina aldosterona (MASSON et al., 2015; FAZAN JR; SALGADO,
2001).

Como esperado, os ratos do grupo SHR controle apresentaram niveis
elevados de PA quando comparados aos do grupo WKY controle. Contudo, nédo
houve alteracéo significativa na frequéncia cardiaca, o que condiz com o estudo
de Dickhout e Lee (1998), eles observaram que, nos ratos SHR, ha uma
taquicardia pré-hipertensiva e o aumento da FC ocorre paralelamente ao
aumento da PA até a quarta semana de vida; a partir dai a PA continua
aumentando, ja a FC comeca a reduzir até se equiparar aos valores
apresentados pelo grupo WKY

O &cido sinapico apresentou efeito anti-hipertensivo em ratos SHR, néo
havendo alteracbes nos niveis de PAM de ratos WKY. Esses dados

corroboraram, em parte, os de Silabamrasam et al (2014), os quais mostraram
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gue o AS foi capaz de reduzir a presséo arterial e a hipertrofia cardiaca em ratos
com hipertensdo L- NAME. Além disso, outros integrantes da familia dos &cidos
hidroxicinamicos apresentaram efeitos anti-hipertensivos (SILABAMRASAM et
al 2014)

Suzuki et al (2002) mostraram que o tratamento com o &cido ferulico foi
capaz de reduzir a presséo arterial de ratos SHR, sem mudancgas significativas
nos animais WKY. O estudo realizado por Oahsaki et al (2008) mostrou que uma
Unica dose do acido ferdlico foi capaz de reduzir a PA de ratos SHR. Utilizando
esse mesmo modelo de hipertensdo, Bhullar et al (2014) demostraram o efeito
anti-hipertensivo do acido cafeico por inibir o sistema SRAA. Dessa forma, 0s
acidos hidroxindmicos apresentam efeitos benéficos no controle da PA,
consequentemente, tornam-se alvos interessantes na descoberta de novos
medicamentos para o tratamento da hipertensdo (SUZUKI et al, 2002; OAHSAKI
et al, 2008; BHULLAR et al, 2014).

Um dos principais mecanismos causadores da HAS é o desarranjo da
funcdo autonébmica, com uma hiperatividade do sistema nervoso simpatico e
diminuicdo da atividade parassimpatica.

Para avaliar a influéncia do tratamento com o AS no controle autonémico
da pressdo arterial, realizamos bloqueios na atividade parassimpatica e
simpatica, utilizando atropina (2 mg/Kg) e hexametébnio (30 mg/Kg),
respectivamente. A atropina é um antagonista muscarinico, que impede a acao
da acetilcolina, liberada pelo sistema nervoso autbnomo parassimpatico em seus
orgaos alvos. No coracéo, a atropina liga-se aos receptores muscarinicos do tipo
M2 presentes nas células do no sinoatrial e atrioventricular, impedindo a ligacao
da acetilcolina, isso, por sua vez, culmina no aumento da frequéncia cardiaca.
Ja o hexametdnio € um bloqueador nicotinico ganglionar que, quando usado,
cessa a fungéo autondmica. Contudo, diferentemente de como é feito quando se
utiliza a atropina, o parametro observado apds o uso do hexametdnio, com o
objetivo de avaliar o componente simpatico, é a pressao arterial média dos
animais, uma vez que, na maioria dos vasos, s6 existe inervacdo simpatica.

O tratamento com o acido sinapico foi capaz de melhorar a atividade
parassimpatica dos animais SHR. Apesar de ndo investigarmos 0 mecanismo
desse efeito, o0 estudo de Karakida et al (2007) mostrou que o AS pode estar

envolvido na regulacdo da acetilcolina no SNC. Além disso, Szwajgier e Borowic
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(2012) relataram que o &cido sinapico, o &cido ferulico, e outros compostos
fendlicos, presentes no malte, sdo capazes de inibir a acaetilcolinesterase e
butirilcolinesterase; enzimas responsaveis por degradar a acetilcolina. O estudo
de Szwajgier (2015) mostrou que o &cido sindpico € capaz de inibir, in vitro, a
acetilcolinesterase. Finalmente, Lataro et al (2019) mostraram que o tratamento
cronico com inibidores da acetilcolinesterase reduzem a hipertensédo e
inflamacé&o de ratos SHR. Dessa forma, torna-se interessante a investigacao da
acado do acido sinapico sobre essas enzimas nos modelos de hipertenséo, visto
gue, a maioria dos estudos apontam a atividade exacerbada do sistema nervoso
simpatico como responsavel pela instalacéo da hipertenséo arterial.

No nosso estudo observamos, ainda, que o &cido sinapico foi capaz de
reduzir a hiperatividade simpatica dos animais hipertensos. Ja € bem relatado na
literatura, por nosso grupo de pesquisa e outros, que a hiperatividade simpatica
esta relacionada ao aumento do estresse oxidativo em regides centrais do
controle autondémico cardiovascular como, por exemplo, o eixo SFO-PVN-RVLM;
e gque ela pode estar associada a um prejuizo na funcéo do barorreflexo (KISHE,
T, 2013; GIROUARD et al, 2004; BOTELHO-ONO et al., 2011; GUIMARAES;
CARVALHO; BRAGA, 2012)

O reflexo barorreceptor desempenha um papel crucial no controle a curto
prazo da PA. Dessa forma, a perda da sensibilidade do barorreflexo, observada
em animais SHR, faz como que, por exemplo, a pressao arterial permaneca em
niveis altos para o funcionamento do organismo. O tratamento crénico com o
acido sinapico foi capaz de melhorar a sensibilidade barorreflexa,
provavelmente, por melhorar a atividade parassimpatica, ja que ndo houve
diferenca significativa na andlise do componente simpatico deste reflexo. Nosso
estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos do AS no barorreflexo e, embora néo
seja possivel determinar o mecanismo preciso pelo qual ele exerca esse efeito,
estudos do nosso laboratério relatam que o tratamento com antioxidantes
melhora a sensibilidade do barorreflexo em diferentes modelos de hipertenséao,
pois, como dito anteriormente, um dos mecanismos envolvidos na patogénese
da HAS é o aumento do estresse oxidativo.

O estresse oxidativo € uma condi¢do na qual hd uma reducao da atividade
do sistema antioxidante e/ou um aumento das espécies oxidantes. As EROs sao

produzidas em regides distintas dentro da célula, desde organelas como a
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mitocondria ao citosol. Enzimas como ciclooxigenases, lipoxigenases, xantina
oxidase e NADPH oxidase participam da geracdo de EROs. Essas espécies
participam como mediadores em processos como crescimento celular,
diferenciacado celular, adesdo e apoptose, porém, quando produzidas em
excesso, como é relatado na fisiopatalogia da hipertensao, podem causar danos
celulares, agindo diretamente em alvos como os lipideos da membrana
plasmética ou servindo como intermediarios em vias de sinalizagdo celular
(RODRIGO et al., 2013; DROGE, 2002). Uma das formas de avaliar o estresse
oxidativo € o teste TBARS, que consiste na dosagem de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico. Uma dessas substancias é o malondialdeido, um dos
produtos finais da peroxidagéo lipidica.

A peroxidagéo lipidica ndo enzimatica ocorre quando as EROs oxidam
0s constituintes lipidicos da membrana, principalmente, os acidos graxos poli-
insaturados como o0s acidos araquidonico, linoleico e eicosanapentainoico.
Quando as EROs atacam os acidos graxos poli-insaturados, ocorre a
desprotonacdo da ligacdo dupla com consequente ligagdo do oxigénio,
formando, assim, o radical hidroperéxido lipidico. Esse radical pode formar
diversos produtos ao reagir com acidos graxos de pelo menos 3 ligacdes duplas;
como o acido araquidbnico, para o malondialdeido (GUERAUD, 2010;
ANGELOVA et al., 2021)

No presente estudo, observamos que o tratamento com acido sinapico foi
capaz de diminuir o estresse oxidativo sérico dos animais SHR, medido atravées
do teste TBARS. Nosso dado corroborou, em partes, o estudo de Silabamrasam
et al (2014), no qual o &cido sinapico foi capaz de diminuir o estresse oxidatvo
do coracao e aorta de ratos hipertensos L-NAME.

Considerando que substancias antioxidantes séo capazes de melhorar o
funcionamento do barorreflexo e reduzir a pressdo arterial, via reducdo do
estresse oxidativo periférico e central (QUEIROZ et al, 2012; MONTEIRO et al.,
2012), os dados obtidos nos permitem concluir que o efeito antioxidante
apresentado pelo AS é o responséavel, pelo menos em parte, pela acdo anti-
hipertensiva do composto, bem como pela melhora da disfuncao do barorreflexo
e disautonomia presente em ratos espontaneamente hipertenso.

O desenvolvimento de abordagens in silico age como um “filtro quimico”,

direcionando a compostos mais provaveis de sucesso por meio de suas
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caracteristicas farmacocinéticas e de calculos sobre suas propriedades
moleculares e atividade biolégica. Os descritores moleculares e as provaveis
propriedades do acido sindpico foram analisados e observamos que o AS
obedeceu os parametros de Lipinski, estando na faixa aceitavel. Conferindo,
assim, a essa molacula uma absorc¢ao intestinal notavel e boa biodisponibilidade
oral tedrica; critérios positivos no que se refere a continuidade do estudo com el

Foi prevista a probabilidade do AS ter alvos molculares como receptores
acoplados a proteina G, moduladores de canais iénicos, inibidores de cinase,
ligacdo de receptores nucleares, inibidores de protease e e enzimaticos. I1Sso
pode ajudar a entender seus efeitos biologicos, bem como toxicoldgicos.

O AS apresentou provavel capacidade de ser ligante de receptor nuclear
0 que corrobora os dados de Singh, h; Singh, t; Singh, r, (2020), que mostrou o
AS como um possivel agonista do PPAR gama

Além disso, nosso estudo demonstrou que o AS apresenta possivel
modulacdo em canais idnicos o que corrobora os dados de Yoon et al (2007), os
guais demostraram que o0 AS apresenta atividade ansiolitica, provavelmete,
sendo um agonista dos receptores GABAA.

Na avaliacdo teorica da Absorcdo do AS, o AS mostrou uma
probabilidade alta, e isso 0 enquadra aos compostos bem absorvidos por via oral
a partir do intestino. Nossos dados corrobararam, em parte, o estudo de Kern et
al que identificaram uma concentracdo de 40nM do acido sinapico no plasma
de humanos, apds o consumo de cereais ndo processados. Eles sugeriram,
também, que o AS é melhor absorvido no intestino delgado.

O AS apresentou Caco-2 positivo com uma possivel boa permeabilidade
(UDHWANI et al.,2019; GHANNAY ET AL., 2020). Estudos realizados por
Konoshi et al (2005) e Wolfram et al (1995) mostraram que o0s acidos
hidroxicinamicos, possivelemte, ultrapassam as céluas Caco-2 por um receptor
de acido monocarboxilico

A andlise de absorcdo mostrou também que o AS teoricamente ndo se
enquadra como substrato da glicoproteina P (P-gp). Nossos dados diferem dos
encontrados no estudo de Raish et al (2019), que mostraram uma que o AS,
provavelmente, reduz a absor¢ao da carbamazepina por inibir a glicoproteina P

As isoformas do complexo citocromo P450 (CYP2C19, 2C9, 2D6, 1A2 e

3A4) desempenham este papel vital na bioativacdo/metabolizacdo de farmacos.
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Entre eles, o CYP3A4, que interage com mais da metade de todos os farmacos
utilizados clinicamente, e o CYP2C9, que esta envolvido no metabolismo dos
AINEs (anti-inflamatorios ndo esteroidais) e moléculas fracamente acidas
RAUNIO et al., 2015; GHANNAY et al., 2020).

O AS néo foi classificado como substrato nem inibidor da isoformas
estudadas, porém Raish (2019) mostrou que o AS, possivelemnte diminui a
expressao da isoforma CYP2C11 e CYP3A2

O termo “toxicidade in silico” refere-se a experimentos computacionais,
calculos mateméaticos ou andlise cientifica de dados de substancias quimicas
através de ferramentas computacionais, que os analise e faca a predicao de uma
possivel atividade toxicolégica. A agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos da América (Environmental Protection Agency, EPA) define toxicidade in
silico como “a integragdo da computagcéo e tecnologia da informagédo com
biologia molecular para melhorar a priorizacdo de requerimentos e predizer o
potencial de risco de compostos quimicos" (KAVLOCK et al., 2008)

Em relac&o a toxicidade in silico, o acido sinapico revelou-se nao toxico
(toxicidade AMES); mostrou-se ndo ser cancerigeno (agentes canceriginos);
revelou ndo ser toxico (toxicidade oral aguda) estando na categoria lll, que inclui
compostos com DL50 valores superiores a 500 mg/kg e inferior a 5.000 mg/kg,
e por fim ndo ser cancerigeno.

Além disso, o0 acido sinapico apresentou algumas atividade
farmacologicas no estudo in silico. Sobretudo anti-inflamatoria, que corrobora o
estudo de Yun et al 2008, no qual eles demostram que o acido sinapico foi capaz
de reduzir os niveis de TNF-a, MPO e MDA, vasodilatadora e como possivel
antaganista dos canais para Ca?*'Logo, estudos in vitro e in vivo sdo necessarios

para provar as predi¢cdes do presente estudo in silico.
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7 CONCLUSAO

Diante do que foi apresentado € possivel afirmar que o acido sinapico,
administrado oralmente durante 14 dias, exerce agdo anti-hipertensiva no
modelo de ratos espontaneamente hipertensos. Ainda, o &cido sinapico
melhorou a modulagdo autonémica cardiovascular e restaurou a sensibilidade
do barorreflexo. Esses efeitos, provavelmente estdo relacionados com a
diminuicdo do estresse oxidativo sérico observado ap0s o tratamento com o
composto.

Além disso, os dados do estudo in silico mostram que o acido sinapico
tem capacidade tedrica de interagir com alvos moleculares, GPCRS, canais
ibnicos etc, que sdo importantes nas vias de sinalizacao celular envolvidas no
sistema cardiovascular; e possiveis outras atividades farmacoldgicas nesse
sistema. O acido sinapico também mostrou, teoricamente, atender os requisitos
farmacocinéticos importantes para um medicamento.

Dessa forma, os resultados obtidos ampliam nosso conhecimento sobre
o papel do acido sinapico no sistema cardiovascular e justifica o seu potencial
na busca de alternativas terapéuticas para o tratamento da hipertensdo. Séo
necessarias mais pesquisas destinadas a aprofundar os mecanismos pelos
guais o acido sinapico promove os efeitos observados; sobretudo em relacéo a
sua atividade em regides centrais do controle da PA, como o eixo SFO-PVN-
RVLM, bem como seus efeitos na toxicidade aguda e farmacocinética em
animais, para, caso justificado, prosseguir com ensaios clinicos com individuos

hipertensos.
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ANEXO A - Certificado de Comissdo de Etica no uso de animais

Universidade Comisséo de Etica no /
Federal da Uso de Animais

Reitoria

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELO ACIDO SINAPICO SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR DE RATOS HIPERTENSOS E NORMOTENSQS [] ABORDAGENS IN VIVO E IN VITRO", protocolada sob o CEUA n¢
3701150420 (p 001037), sob a responsabilidade de Maria do Socorro Franca Falcéao - que envolve a produgao, manutencao e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 08/05/2020.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE EFFECTS INDUCED BY SINAPIC ACID ON THE CARDIOVASCULAR SYSTEM OF
HYPERTENSIVE AND NORMOTENSE RATS - IN VIVO AND IN VITRO APPROACHES", utilizing 34 Heterogenics rats (34 males), 96
Isogenic rats (96 males), protocol number CEUA 3701150420 (b oo1037), under the responsibility of Maria do Socorro Franca
Falcao - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the
meeting of 05/08/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2020 a 02/2021 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Producao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 11 a 12 semanas N: 34
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250a300g

Origem: Unidade de Producao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Machos idade: 11 a 12 semanas N: 48
Linhagem: Rattus Norvegicus - SHR Peso: 200a300g

Origem: Unidade de Produgdo Animal IPeFarM

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Machos idade: 11 a 12 semanas N: 48
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Kyoto Peso: 200a300g

Local do experimento: Os procedimentos experimentais apresentados no referido projeto serdo realizados no Laboratério de
Controle Neural da Circulagdo e Hipertensao Arterial do Centro de Biotecnologia da UFPB, bem como na sala de experimentacdo em
animais hipertensos do biotério Prof. Dr. Thomas George. O laboratério dispde de todos 0s equipamentos e reagentes necessarios
para o desenvolvimento do projeto.
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