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RESUMO

Os nitratos organicos sédo conhecidos por serem doadores de éxido nitrico e potentes
vasodilatadores. Diante disso, objetivou-se investigar o mecanismo de acdo de um
novo nitrato orgénico, o 4-metilbenzoato de 4-nitrooxibutila (NIB7) sobre a funcéo
vascular da artéria mesentérica superior de ratos. Foi utilizada a abordagem ex vivo
utilizando o equipamento banho de 6rgdos compacto. Anéis de artéria mesentérica
foram isolados utilizando a solucao nutridora Tyrode aerada com mistura carbogénica.
Depois da estabilizagdo, foi verificada viabilidade dos anéis e realizado teste de
endotélio. Logo apds isso foi feita a contracdo com fenilefrina (FEN) bem como com
KCI 60 mM e realizada uma curva concentracdo-resposta do NIB7 para avaliacdo do
efeito vasorrelaxante. Foram obtidas curvas concentracdo-resposta do composto na
presenca do L-NAME, blogueador nédo seletivo da NOS; HDX, um sequestrador de
NO; ODQ, inibidor da guanilil ciclase soltvel (GCs); KCI 20mM, modulador do efluxo
de potéassio; TEA 3mM, bloqueador inespecifico de canais de potassio; e bloqueadores
de canais especificos de K*, canais operados por voltagem (4-AP 1mM), sensiveis ao
calcio (TEA 1mM), ao ATP (GLIB 1uM); e retificadores de entrada (BaCl,). Por ultimo,
0s anéis foram pré-expostas a uma alta concentracdo de NIB7 (100uM) para avaliar o
desenvolvimento de tolerancia vascular. As curvas foram obtidas por regressao nao-
linear pelas quais foi obtido o pD. e Eméax. Foi realizado o teste “t” student nao-
pareado para andlise da diferenca das médias e ANOVA “two way” seguida de pos-
teste de Bonferroni para andlise da curva concentragdo-resposta. Foram consideradas
diferencgas significativas quando p<0,05. O NIB7 apresentou atividade vasorrelaxante
independente do endotélio funcional (pD.= 6,32 + 0,11). O vasorrelaxamento foi
atenuado em anéis contraidos com KClI 60mM (pD, = 5,0 + 0,09 *p<0,05). Na
presenca do sequestrador de NO, a poténcia do NIB7 foi atenuada (pD. = 5,11 + 0,08
*p<0,05). Ao bloquear a GCs o vasorrelaxamento também foi atenuado (pD.= 3,81 +
0,10 *p< 0,05). Ao incubar os anés com KCI 20 mM e TEA 3 mM a poténcia foi
atenuada (pD; = 5,52 + 0,05 e 5,320 + 0,05, respectivamente, *p<0.05). Ao investigar
0s canais especificos para potassio, foi visto que na presenca dos bloqueadores
especificos ndo houve atenuacdo da resposta. No ensaio de tolerancia farmacolégica
ex vivo observou-se atenuacgéo da poténcia (pD»= 5,09 £ 0,10 *p<0,05). Com isso, foi
visto que o NIB7 é um doador de NO, cujo efeito independe do endotélio. Sugere o
envolvimento da via NO-GCs-PKG, com participacdo dos canais de potassio. Por fim,
0 composto induziu toleréncia farmacolégica vascular na concentragdo utilizada.

Palavras-chave: Nitratos organicos; Oxido nitrico; Fisiologia cardiovascular.



ABSTRACT

Organic nitrates are known to be nitric oxide donors and potent vasodilators. Therefore,
the objective was to investigate the mechanism of action of a new organic nitrate, 4-
nitrooxybutyl 4-methylbenzoate (NIB7) on the vascular function of the superior
mesenteric artery of rats. The ex vivo approach using compact organ bath equipment
was used. Mesenteric artery rings were isolated using aerated Tyrode nutrient solution
with carbogenic mixture. After stabilization, the viability of the rings was checked and
the endothelium test was performed. Immediately after this, contraction was performed
with phenylephrine (FEN) as well as KCI 60 mM and a concentration-response curve of
NIB7 was performed to evaluate the vasorelaxant effect. Concentration-response
curves of the compound were obtained in the presence of L-NAME, a non-selective
NOS blocker; HDX, a NO scavenger; ODQ, soluble guanylyl cyclase (GCs) inhibitor;
KCI 20mM, potassium efflux modulator; TEA 3mM, nonspecific potassium channel
blocker; and blockers of specific K* channels, voltage-operated channels (4-AP 1mM),
sensitive to calcium (TEA 1mM), ATP (GLIB 1uM); and input rectifiers (BaCl,). Lastly,
the rings were pre-exposed to a high concentration of NIB7 (100uM) to assess the
development of vascular tolerance. The curves were obtained by non-linear regression
through which pD, and Emax were obtained. The unpaired student “t” test was
performed to analyze the difference in means and “two-way” ANOVA followed by the
Bonferroni post-test to analyze the concentration-response curve. Differences were
considered significant when p<0.05. The NIB7 showed vasorelaxant activity
independent of functional endothelium (pD,= 6,32 % 0,11). Vasorelaxation was
attenuated in rings contracted with KCI 60mM (pD; = 5,0 = 0,09 *p<0,05). In the
presence of NO scavenger, the potency of NIB7 was attenuated (pD, = 5,11 + 0,08
*p<0,05). By blocking GCs, vasorelaxation was also attenuated (pD.= 3,81 = 0,10 *p<
0,05). When incubating the rings with 20 mM KCI and 3 mM TEA, the potency was
attenuated (pD. = 5,52 + 0,05 e 5,320 = 0,05, respectively, *p<0.05). When
investigating specific potassium channels, it was seen that in the presence of specific
blockers there was no attenuation of the response. In the ex vivo pharmacological
tolerance test, attenuation of potency was observed (pD.= 5,09 + 0,10 *p<0,05). With
this, it was seen that NIB7 is an NO donor, whose effect is independent of the
endothelium. It suggests the involvement of the NO-GCs-PKG pathway, with the
participation of potassium channels. Finally, the compound induced vascular
pharmacological tolerance at the concentration used.

Keywords: Organic nitrates; Nitric oxide; Cardiovascular physiology.
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1 INTRODUCAO

Os nitratos organicos sao a classe mais antiga de medicamentos usados
na terapéutica cardiovascular (MILLER, MEGSON, 2007; WANG et al., 2002).
Descritos ha mais de um século, a NTG foi utilizada pela primeira vez, em
1879, para o tratamento da angina pectoris (OELZE, SCHUHMACHER,
DAIBER, 2010; PAULO et al., 2012).

Os nitratos organicos possuem efeitos vasorrelaxantes por serem
doadores de Oxido nitrico (NO), uma molécula sinalizadora no sistema
cardiovascular, envolvido no processo de vasorrelaxamento através de sua
influéncia nos ajustes da resisténcia vascular sistémica e ténus vascular
(BONAVENTURA et al., 2007)

Contudo, o uso na clinica é limitado pelo desenvolvimento de tolerancia
farmacoldgica por esses compostos (LIMA et al., 2014; MUNZEL, DAIBER,
2014). Com isso, tendo em vista o potencial clinico dos doadores de NO, é
necessario pesquisas que visem o desenvolvimento de novas substancias
nitrovasodilatadoras que superem essa limitacao.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Controle Neural da Circulacéo e
Hipertensdo Arterial da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) tem grande
histérico de pesquisa quanto ao desenvolvimento de novos nitratos como
possiveis alternativas para desordens cardiovasculares, como o 2-nitrato-1,3-
dibutoxipropano (NDPB), estudado por Franga-Silva e colaboradores (2012)
ciclohexanol (HEX), por Mendes-Junior e colaboradores (2015).

O laboratério continua os estudos a fim de investigar novos nitratos
organicos. Neste trabalho, a equipe se prop0s a investigar um novo composto,
o 4-metilbenzoato de 4-nitrooxibutila (NIB7), sob a artéria mesentérica de ratos,
com a finalidade de avaliar os mecanismos de acdo e caracteristicas da

substancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito vasorrelaxante do NIB7 em ratos.

2.2 ESPECIFICOS
Experimentos ex vivo

Investigar os mecanismos de acdo do NIB7 sobre o tecido vascular,
observando:

» A participacao do endotélio na resposta vascular ao nitrato;
» A participacao da via do NO-GMPc e canais de K*;

» A capacidade do novo nitrato em induzir tolerancia
farmacoldgica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SISTEMA CARDIOVASCULAR E REGULACAO DA PRESSAO
ARTERIAL

O Sistema Cardiovascular é composto pelo coracdo, vasos sanguineos
e sangue. Tem como funcado primordial a garantia da perfuséo tecidual, isso por
garantir o transporte de oxigénio, nutrientes, produtos do metabolismo celular,
de horménios até as células-alvos, bem como participagdo na regulacdo da
temperatura corporal (SANTOS et al., 2022).

Para garantia destas funcdes, € necessario a manutencdo adequada da
pressdo arterial (PA), que é forca que o sangue exerce contra a parede das
artérias. A PA tem como determinantes o débito cardiaco e a resisténcia
vascular periférica. Quanto ao débito cardiaco, este depende do produto da
frequéncia cardiaca e do volume sistélico. Ja a resisténcia periférica é
influenciada pelo raio do vaso e grau de viscosidade do sangue (MAGDER,
2018).

A regulacao da PA é fundamental para a perfusdo adequada dos tecidos
em condi¢des variadas. O controle e manutengdo da PA envolve diferentes
mecanismos que funcionam de maneira integrada, em uma complexa interacao
para operar resultados a curto ao longo prazo (COWLEY, 2006; KATO, 2015)

A regulagcdo da PA em curto prazo envolve mecanismos neurais que
abrangem a ativacédo de receptores, como 0s barorreceptores, cuja aferéncias
se projetam para o sistema nervoso central via nervos vagos e glossofaringeos.
Os barorreceptores sdo mecanorreceptores que estdo localizados no seio
carotideo e no arco aértico. Estes detectam alteracdes no estiramento da
parede arterial causadas pelas alteracbes de PA (MIN et al., 2019). Quando
ocorre aumento da PA, o estiramento da parede das artérias faz com que
sejam enviados estimulos elétricos que vao se projetar até o nucleo do trato
solitario (NTS), que como resposta ira desencadear no aumento do tonus vagal
sobre o coracdo, bem como acarretar a diminuicdo do ténus simpatico ao
coragao e vasos, induzindo a reducgéao da PA (KAWADA, SUGIMACHI, 2016).

Contraria a situacao anterior, quando a PA diminui, o barorreflexo reduz
a frequéncia de disparos, reduzindo a estimulacdo do NTS, que por
consequéncia, reduz a atividade do tdnus vagal e aumenta o tdnus simpatico,
favorecendo o aumento da PA (PILOWSKY et al, 2002).
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A curto e médio prazo, tem-se fatores locais que participam nos ajustes
do fluxo sanguineo que sédo produzidos pelo endotélio vascular. Entre os
fatores vasoconstritores tem a endotelina e a angiotensina II; e entre os fatores
vasodilatadores, tem as prostaciclinas, o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) e o 6xidro nitrico (SU, 2015), que serdo detalhados nos
préximos capitulos.

Em relacdo a regulacdo a longo prazo, a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) possui um papel destague. Sumariamente,
segundo a visdo classica do SRAA, a renina converte 0 angiotensinogénio
(sinterizado no figado) em Angiotensina | (Ang 1), que é posteriormente clivada
pela enzima conversora de angiotensina (ECA) para formar a angiotensina-lIl
(Ang 1) (DE MELLO, FROHLICH, 2011).

A maioria das a¢fes da Ang Il nos sistemas cardiovascular e renal €
mediada pelo receptor AT1 promovendo vasoconstricdo, retencdo de sodio e
agua, liberacdo de aldosterona, ativacdo do sistema nervoso simpatico e
liberacdo de vasopressina, contracdo de musculo liso vascular (FERRARIO,
MULLICK, 2017) com consequente aumento da presséao arterial.

O descontrole da PA, tornando-a em niveis elevados, € o maior fator de
risco para doencas cardiovasculares (FORSTERMANN, 2010). Com isso, 0
surgimento de algum distlrbio ou desarranjo nos mecanismos de controle,

contribuem para o surgimento dessas doencas.

3.2 ASPECTOS FISIOLOGICOS DOS VASOS SANGUINEOS

O sistema vascular é formado por um emaranhado de vasos sanguineos
que possibilita o transporte de sangue do coracdo aos tecidos, bem como
garantem a volta deste para o corag¢do. Os tipos de vasos sdo as artérias, as
arteriolas, os capilares, as vénulas e as veias, cada tipo com caracteristicas e
estruturas especificas para desempenhar sua funcao do sistema cardiovascular
(BERNARDES, 2012; ZHAO et al., 2015).

As artérias transportam o sangue distalmente com relacdo ao coragéao.
Tais artérias ddo origem a ramos menores, as arteriolas, que regulam o fluxo
sanguineo tecidual, enquanto os capilares possibilitam a troca de substancias

entre o sangue e o intersticio. JA& as vénulas e as veias tém funcdo de
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reservatério e tornam possivel o retorno do sangue ao coracdo (LOH et al,
2018)

As artérias sado estruturas complexas compostas por uma tunica externa,
a qual é formada por tecido conjuntivo; a camada intermediaria, formada pelo
musculo liso e uma certa quantidade de tecido conjuntivo elastico; e uma tdnica
intima, a qual é constituida de células endoteliais (ZHAO et al., 2015; WONG et
al, 2017).

=
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i ——
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WL Célula muscular lisa

Tunica intima
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Figura 1: Representagcdo das camadas da artéria. Fonte: adaptado, ZHAO et al.,
2015.

O endotélio consiste em uma camada de células Unica que cobre a
superficie interna dos vasos sanguineos. Ele pode responder a sinais quimicos
e fisicos locais, o que levam a producdo de diversos vasoconstritores e
vasodilatadores capazes de regular o tdbnus vascular, além de outros eventos
(GIANNITSI et al., 2019; POPYHOVA et al., 2020).

Os principais fatores relaxantes derivados do endotélio sdo o Oxido
nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado de endotélio (EDHF) e a

prostaciclina. Ja em relacdo aos agentes contrateis, 0s principais
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vasoconstritores sdo a prostaglandina Hz, a angiotensina Il (Ang 1), a
endotelina-1 (ET-1) (SU, 2015).

O adequado funcionamento vascular depende do equilibrio dos fatores
derivados do endotélio. Qualquer alteragdo que modifique e afete a
homeostase do endotélio, causarad a disfuncdo endotelial. Com o equilibrio
rompido, acontece uma tendéncia a vasoconstricdo, diminuicdo de fatores
relaxantes, como a biodisponibilidade de oOxido nitrico (NO), levando ao

desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (MISHRA et al., 2016).

3.2.1 Contracéo do musculo liso vascular

A contracdo do musculo liso vascular depende do aumento da
concentracdo de Ca?* intracelular. A elevacdo citosdlica de Ca?* pode ser
decorrente do influxo através de canais voltagem-dependentes ou ligante-
dependentes presentes ha membrana plasméatica. A liberacdo de célcio pelo
reticulo sarcoplasmatico pode se dar por meio da ativacdo de receptores de
trifosfato de inositol (IPs) ou rianodina (RyR), que sao ativados por célcio (LOH
et al., 2018; SHAH et al., 2022).

O aumento do Ca?* citosélico resulta na ligacdo de quatro fons Ca?* nos
quatro dominios de ligacdo na proteina calmodulina, formando o complexo
célcio-calmodulina (Ca?*CAM), e por consequéncia, ativa a quinase da cadeia
leve da miosina (CCLM), que fosforila a cadeia leve da miosina. A fosforilagéo
promove alteracdo conformacional da cabeca da miosina. A miosina, entao,
liga-se ao sitio ativo presente na actina, formando as pontes cruzadas.
Enquanto a miosina estiver no estado fosforilado, o ciclo de pontes cruzadas
continua. O ciclo cessa quando ha reducdo do Ca?* citoplasmatico (SATO,
2021).

Vale salientar que a contragcdo pode ser potencializada por outros
mecanismos de acoplamento. Como exemplo da fenilefrina, agonista contratil
que se ligam a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) presentes na
membrana da célula do musculo liso vascular (CMLV) (BASTIN, HEXIMER,
2011).

A interacdo agonista-receptor ativa a subunidade acoplada na proteina
G do tipo Gg/1l, que por sua vez, ativa a fosfolipase C (PLC), levando a
sintese IP3 e diacilglicerol (DAG). O IPs3 interage com seus receptores na



23

membrana do reticulo sarcoplasmatico e o Ca?* liberado se liga nos receptores
de rianodina (RyR), corroborando com o aumento do calcio, devolvendo a
cascata da contracdo, como ja explicado anteriormente (LIU, KHALIL, 2018;
WEBB, 2003) (KUO, EHRLICH, 2015).

O DAG ativa a proteina cinase C (PKC), que fosforila proteinas ligadas
ao canal de Ca?*, favorecendo a entrada de Ca?* do meio extracelular para o
interior da célula do musculo liso vascular, e com 0 aumento da concentracao,
forma o complexo Ca?*CaM, e desenvolvendo a contracdo (HOUSE et al.,
2008; BASTIN; HEXIMER, 2011).

Havendo a reducdo dos niveis de Ca?*, ha inibicdo da CCLM, que deixa
de fosforilar a miosina. Ainda, a enzima fosfatase da cadeia leva da miosina
(FCLM) desfosforila a miosina, permitindo seu desligamento da molécula de
actina.

Assim como os horménios e neurotransmissores possuem capacidade
regulatoria sobre a atividade contratil das células do musculo liso vascular, ha
mecanismos que estdo envolvidos no relaxamento vascular, como o Oxido

nitrico advindo do endotélio, que seré detalhado no proximo capitulo.

3.3 OXIDO NITRICO E DISFUNGAO ENDOTELIAL

O NO é um gés lipossoluvel e que pode passar livremente através das
membranas da célula. Uma das primeiras funcdes fisioldgicas descobertas
para o NO foi a sua capacidade de atuar como vasodilatador no sistema
cardiovascular (ANDRABI et al., 2023), seu papel na regulacdo do ténus
vascular foi observado ha quase quatro décadas (FURCHGOTT, ZAWADZKI,
1980).

O NO enddgeno é gerado enzimaticamente por uma familia distinta de
enzimas conhecidas como sintases do 6xido nitrico ou NO sintases (NOS)
(LUNDBERG, WEITZBERG, 2022). Estas apresentam trés isoformas, a NOS
neuronal (NNOS) encontrada em neurdnios; a NOS endotelial (eNOS), nas
células endoteliais; e a NOS induzivel (iINOS), cuja expressao é estimulada em
células do sistema imunoldgico (FORSTERMANN, SESSA, 2012).

No endotélio, a sintese de NO ocorre a partir de estimulos que podem
ser quimicos ou fisicos. Os estimulos quimicos séo originados de interacéo de

agonistas com receptores especificos presentes nas células endoteliais. Ja o
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estimulo fisico € feito pela forca que o sangue exerce sobre a parede das
artérias, denominada forca de cisalhamento (FORSTERMANN; SESSA, 2012;
LUNDBERG, WEITZBERG, 2022).

A ocupacao dos receptores por agonistas resulta no aumento da
concentracéo de célcio intracelular que se liga a calmodulina (CaM) formando o
complexo Ca?*- calmodulina. Assim, ativa a 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) (WANG et al, 2016; LUNDBERG, WEITZBERG, 2022). A eNOS
converte L-arginina em NO e L-citrulina, utilizando oxigénio molecular e varios
cofatores como fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzida
(NADPH), flavina adenina dinucleotido (FAD), mononucledtido flavina (FMN) e
tetra-hidrobiopterina (BH4) (GIROUD et al, 2010; FORSTERMANN; SESSA,
2012) (Figura 1).

A partir do endotélio, o NO consegue se difundir para a célula muscular
lisa, onde estimula a guanilato ciclase soluvel (GCs) que leva a producdo de
GMP ciclico (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP)
(FORSTERMANN et al, 1986). O GMPc é um segundo mensageiro
responsavel por ativar a proteina quinase G (PKG), que na musculatura lisa
atinge diversos alvos responsaveis por promoverem o vasorrelaxamento
(FARAH, MICHEL, BALLIGAND, 2018).
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Célula do masculo liso vascular (CMLV)

Figura 2: Representacdo esquematica do mecanismo de sintese e acao do Oxido
nitrico no vaso. CaM: calmodulina. Ca,: canal para calcio voltagem dependente. CGs:
ciclase de guanilil solavel. eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial. GMPc: monofosfato
de guanosina ciclico. GTP: trifosfato de ganosina. MLCK: cinase de cadeia leve de
miosina. NO: oxido nitrico. PKG: proteina cinase dependente de guanosina. SERCA:
bomba de célcio do reticulo endosarcoplasmatico. PMCA: Ca?'- ATPase da membrana
plasmatica. Fonte: Bernadino-Paula, 2020.

Detalhadamente, a acdo da PKG atua na bomba de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), acelerando a recaptacdo de Ca?* (KELVIN,
NELSON, 2015). Com o baixo nivel de célcio é ativada a fosfatase de cadeia
leve de miosina (MLCP), resultando na quebra das pontes cruzadas de actina-
miosina (LEE et al, 1997).
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A PKG também atua nos canais para K* da membrana plasmatica,
promovendo sua ativacdo, e por consequéncia, sua abertura. As células da
musculatura lisa vascular expressam canais para K* que contribuem para a
regulagcdo do tbnus miogénico bem como a determinagdo do potencial de
membrana (JACKSON, 2017). Na microcirculagdo, assim como em outros
musculos vasculares, ha quatro diferentes classes para os canais de K*, sendo
eles: canais para K* voltagem dependentes, canais para K* sensiveis ao ATP,
canais para K* sensiveis ao calcio, e canais para K* retificadores de entrada
(KUANG et al, 2015).

Os canais de potassio dependente da voltagem (Kv) aumentam a sua
atividade em estados de despolarizacdo da membrana e sdo importantes
reguladores do potencial de membrana em resposta a estimulos
despolarizantes. Em relacdo ao canal de potassio dependente do Ca?* (Kca),
estes sdo ativados por aumentos no Ca?* intracelular, regulando o potencial de
membrana (KUANG et al, 2015).

J& os canais de potassio dependentes do ATP (Katp), estdo relacionados
as alteragdes do metabolismo celular e constituem canais alvo de uma grande
variedade de estimulos vasodilatadores. E os canais de potassio retificadores
de entrada (Ki) regulam o potencial de membrana das células musculares
vasculares de varios tipos de artérias e operam quando aumentam as
concentracdes de K*, H* e adenosina (KO et al, 2007).

Com a ativacdo desses canais, promovendo sua abertura, havera o
aumento do efluxo de ions K*, o que gera a hiperpolarizacdo da membrana,
resultando no fechamento de canais de Ca?* dependentes de voltagem,
diminuindo, assim, a entrada de Ca?*, gerando o processo de vasodilatacao.
Outro alvo da PKG é na maquinaria contratil, isso poque ocorre a inativacdo da
cinase da cadeia leve de miosina, corroborando para a vasodilatacdo (SURKS
et al, 1998; SATIN, SCHRODER, CRUMP, 2011).

Havendo comprometimento no relaxamento dependente do endotélio
pode resultar em um aumento na sintese de substancias contraturantes,
resultando em um aumento anormal da resisténcia vascular periférica
(KONUKOGLU, UZUN, 2016; KNAPP et al, 2019).

Assim, a disfuncédo endotelial decorre principalmente do desequilibrio
entre a producdo de NO pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). A
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instalagdo de um estado inflamatério crénico em pacientes com doencas
cardiovasculares reduz a expressdao de eNOS, enquanto o aumento do
estresse oxidativo acelera a degradacdo do NO (MONICA, BIAN, MURAD,
2016; NUMATA, TAKIMOTO, 2022).

Contudo, a disfuncéo endotelial ndo se resume apenas a diminui¢do da
biodisponibilidade de NO pela eNOS, mas sim uma combinacédo de fatores, que
inclui a reducdo de disponibilidade de L-arginina, funcdo enziméatica
desregulada e uma alta taxa de degradacéo do NO (JANASZAK-JASIECKA et
al, 2023).

3.4 DOADORES DE NO E NITRATOS ORGANICOS

Diante da probleméatica da disfuncdo endotelial e menor
biodisponibilidade de NO, drogas que aumentam a disponibilidade de NO
podem ter efeitos benéficos no organismo. Os agentes terapéuticos que
aumentam os niveis de NO, liberando-0 nos sistemas biolégicos séao
conhecimentos como doadores de 6xido nitrico e ja sdo utilizados ha mais de
150 anos (LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG, 2015).

Dentre os doadores de oxido nitrico, ja foram identificadas mais de 105
substéancias, dentre elas, 0s nitratos inorganicos e organicos, como exemplo do
nitroprussiato de sédio (NPS), a nitroglicerina (NTG), o dinitrato de isossorbida
e 0 5-mononitrato de isossorbida. Na sua funcéo, as substancias liberam o NO
tanto em in vivo quanto in vitro (BATES et.al, 1991).

Dentre os doadores de NO, o0s nitratos organicos sao 0s mais
comumente utilizado nas doencas cardiovasculares, justamente porque 0s
doadores de NO atuam em nivel vascular, aumentando a capacitancia venosa
e a vasodilatacdo coronariana (SCATENA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2014).
Além de possuir propriedades antioxidantes capazes de modular respostas
inflamatorias (PITSIKAS, 2018).

O efeito in vivo dos nitratos organicos € bem descrito, esses compostos
sédo utilizados clinicamente para o tratamento de varias doencas, incluindo
trombose e estenose, tratamento para angina, infarto agudo do miocardio,
crises hipertensivas, entre outros. Contudo, logo apos a introducéo clinica dos
nitratos organicos no final do século 19 foi visto que os efeitos hemodinamicos

e clinicos invariavelmente diminuem com a terapia continua, sendo observado
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uma reducdo progressiva da poténcia e eficacia, evento conhecido como
tolerancia (LIMA et al., 2014).

O primeiro relato sobre o fenbmeno da tolerancia aos nitratos foi feito
pelo médico Stewart, no ano de 1888. Apds um paciente realizar o tratamento
cronico com NTG, foi necesséario de uma dose 20 vezes maior de NTG quando
comparado a dose inicial para induzir os efeitos antianginosos, evidenciando
assim a tolerancia (STEWART, 1888 apud DAIBER, MUNZEL, 2015).

Os mecanismos que desencadeiam o fenbmeno da tolerdncia ainda
permanecem incertos e parecem diferir entre os compostos, acreditando que
este processo seja por diversas causas (MOLLACE et al, 2014). Contudo,
estudos ja discutem algumas causas, como dessensibilizacdo da guanilato
ciclase soluvel (MOLINA et al, 1987; JABS et al, 2015); aumento da atividade
da fosfodiesterase (KIM et al, 2001); aumento da sensibilidade aos
vasoconstritores (HEITZER et al, 1998; OELZE et al, 2013); inducdo do
estresse oxidativo pela biotransformacdo dos nitratos (DAIBER et al, 2004;
SAYED et al, 2008).

Frente ao fenbmeno da tolerdncia que acomete 0s nitratos organicos
disponiveis usados na clinica e necessidade de desenvolver novas opcodes
farmacoldgicas com melhor eficiéncia a longo prazo, diferentes grupos de
pesquisa tém como objetivo comum o desenvolvimento de novos compostos
com potencial atividade vasodilatadora e efeitos adversos reduzidos para o

tratamento de doencas cardiovasculares, como a hipertensao arterial.

3.5 NITRATO ORGANICO NIB7

O grupo de pesquisa do Laboratério de Controle Neural da Circulacéo e
Hipertensdo Arterial (LACONCHA) da Universidade Federal da Paraiba tem
desenvolvido diversos estudos em descoberta do mecanismo de acédo de
Novos nitratos organicos e sua fungéo sob sistema cardiovascular.

Dentre o histérico de pesquisa, alguns compostos tém demonstrado ser
promissores, como 0 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano (NDPB), estudado por
Franca-Silva e colaboradores (2012) ciclohexanol (HEX), por Mendes-Junior e
colaboradores (2015), bem como os mais recentes publicados, o 1,3-
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diisobutoxipropan-2-ila (NDIBP), por Cavalcanti (2021) e Benzoato de 4-
nitrooxibutila (BBN), pesquisado por Rocha (2021).

Este ultimo supracitado (BBN) demonstrou atividade hipotensora e anti-
hipertensiva em ratos; mecanismos de vasorrelaxamento envolvendo a via
NO/GMPc/PKG; participacdo dos canais de célcio voltagem dependente; nao
apresentou tolerancia vascular, bem como ndo apresentou risco de toxicidade
aguda em ratos.

Com isso, tendo em vista essa molécula como promissora e a fim de
potencializa-la, foi sintetizada um novo composto a partir dela. Na formula
estrutural do BBN (Figura 3), foi acrescentado um grupo metil (CH3s), formando
assim o novo nitrato organico (Figura 4), o 4-metilbenzoato de 4-nitrooxibutila

(NIB7), e assim foi estudado o mecanismo de agao dessa nova susbtancia.

O
Dwﬂﬂﬂg

Figura 3: Formula estrutural do BBN (molécula intermediéria).

O grupo metil (CHs) é de grande importancia na otimizacdo de compostos,
tanto na questdo farmacodindmica como na farmacocinética. Este grupo
impacta em diversos efeitos biolégicos, como o aumento da poténcia
(BARREIRO, KUMMERLE, FRAGA, 2011; AYNETDINOVA et al, 2021). Com
evidéncia dos resultados dos efeitos do grupo metil na quimica medicinal
(SCHONHERR, CERNAK, 2013; PINHEIRO, FRANCO, FRAGA, 2023), foi
sintetizado o NIB7 e o seu efeito vascular foi investigado em preparagdes de

artéria mesentérica superior isolada de rato.
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Figura 4: Formula estrutural do NIB7.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS E LOCAL DA PESQUISA

Os protocolos experimentais realizados nessa pesquisa foram realizados
no Laboratério de Controle Neural da Circulacdo e Hipertensdo Arterial
(LACONCHA) do Centro de Biotecnologia da UFPB.

Para todos os experimentos, foram utilizados ratos Wistar (Rattus
novergicus), com peso entre 250 e 300g, provenientes do Biotério do Instituto
de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos — IPeFarm da UFPB.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condi¢bes de
umidade (60 + 10%) e temperatura (21 + 1° C) monitoradas, com livre acesso a
dieta a base de racéo tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de
polietileno com bicos de aco inoxidavel, encaixadas na parte superior da grade
metalica da gaiola. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comissdo de Etica de Uso
Animal (Anexo 1) da Universidade Federal da Paraiba (parecer CEUA n°
4847071122).

4.2 SUBSTANCIA TESTE

A substancia teste utilizada foi o novo nitrato organico, 4-metilbenzoato
de 4-nitrooxibutila, com férmula molecular Ci2H1sNOs, com massa molecular
253,25-g/mol. Esse composto foi sintetizado pelo Dr. Helivaldo Diogenes da
Silva Sousa, sob orientagdo do Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho -
Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas e Naturais - UFPB.

A sintese da substancia foi realizada a partir de uma molécula
intermediaria, o BBN (ROCHA et al., 2021), onde teve 0 acrescimento 0 grupo
metil (CHs) devido a sua importancia na otimizacdo de compostos.

Assim, uma solugcéo de 4-metilbenzoato de 4-clorobutila (0,0235 mols)
em acetonitrila (10 mL) foi tratada em pequenas por¢ées com uma solucéo de
nitrato de prata (0,033 mols) em acetonitrila (10 mL). A mistura foi refluxada por
12 horas. Um precipitado formado foi filtrado e a solugéo foi evaporada. A
mistura foi dissolvida em diclorometano, lavada com agua (3x 25 mL) e com

NaCl saturada (3x 25mL), seca no sulfato de sodio e depois a fase organica foi
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evaporada formando um liquido amarelado. O liquido foi purificado através de
uma coluna cromatogréafica usando silica gel como a fase estacionaria e uma
mistura de hexano/acetato de etila (97:3) como a fase movel, resultando na
obtencdo de um 6leo levemente incolor. RF: 0,4 hexano:acetato (4:1) (Figura
5).

fo) (o]

e~ AgNO; CH3CN o~ ONO;
(0] >
80°C,12 h

Figura 5: Preparacgdo do 4-metilbenzoato de 4-nitrooxibutila.

4.3 FARMACOS

As drogas utilizadas durante os protocolos de reatividade vascular foram
cloridrato de acetilcolina (ACh), fenilefrina (FEN), Hidroxicobalamina (HDX),
ODQ (1 H- [1,2,4] oxadiazdlo [4,3-a] quinoxalin-1-one), 4-aminopiridina (4-AP),
cloreto de tetraetilaménio (TEA), glibenclamida (GLIB), Cloreto de Bario (BaCl),
L-NAME (N -nitro-L-arginina-metil-éster). As drogas utilizadas estdo descritas

no quadro 1 com sua) respectiva fungéo.

Quadro 1: Farmacos utilizados e sua classe

FARMACO CLASSE
ACh Agonista colinérgico
FEN Agonista adrenérgico
HDX Sequestrador de 6xido nitrico
oDQ Inibidor da guanilil ciclase soltvel
4-AP Bloqueador de canal de potassio voltagem
dependente
TEA 1mM Blogueador de canal de potassio sensivel ao
calcio
TEA 3mM Bloqueador inespecifico de potassio
GLIB Bloqueador de canal de potassio sensivel ao
ATP
BACL: Blogueador de canal de potéssio retificador de
entrada
L-NAME Inibidor da Enos
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4.4 SOLU(;OES NUTRITIVAS

Para realizacdo dos protocolos ex vivo foram utilizadas solucbes
nutritivas (Quadro 2) com pH 7,4 e aeradas com mistura carbogénica (95% de
O2 e 5% de CO2) em temperatura de 37°C, para manter a viabilidade dos
tecidos utilizados.

Como o tecido utilizado foi artéria mesentérica de rato, a solucéo
nutridora foi o Tyrode (TANAKA, et al, 1999), composto por cloreto de sédio
(NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio (CaClz), cloreto de magnésio
(MgCl2), fosfato de sédio (NaH2POa4), bicarbonato de sédio (NaHCO3) e glicose
(CeH1202) (Sigma-Aldrich, EUA).

Quadro 2: Composicéo da solucéo nutritiva de Tyrode (TANAKA et al,

1999).
SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)

NaCl 158,3

KClI 4,0

CaClz 2,0
MgCl2 1,05
NaH2PO4 0,42
NaHCOs 10,0

CsH1202 5,6

4.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS EX VIVO
4.5.1 Artéria mesentérica superior de rato

Os animais foram eutanasiados por decapitacao utilizando guilhotina, em
seguida foi realizada uma incisdo no abddémen e obtencdo da artéria
mesentérica superior por meio da dissecacao.

Apo6s remocdo do vaso, este foi transferido para a solugdo Tyrode em
uma placa de petri, onde a artéria foi seccionada em anéis com comprimento
entre 2-5 mm. Em seguida foram adicionadas hastes de ago inoxidavel em
formato de triangulo atravessando o limen do vaso. Essas hastes contendo os
anéis de artéria mesentérica foram introduzidas em cubas contendo 10 ml da

solucdo Tyrode e mistura carbogénica, mantidos a 37°C no banho-maria. Fios
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de algodao permitiram, na extremidade inferior, a suspensdo das hastes no
interior das cubas e, na extremidade superior, a fixacdo ao transdutor de forca.

O equipamento utilizado para realizacdo de todos os protocolos de
reatividade vascular foi o banho de 6rgdos compacto, que € composto por
quatro cubas que foram preenchidas com a solugdo nutridora e conteve o
tecido vascular suspenso em seu interior (Figura 5).

Cada cuba possui um micromanipulador que permite a ligacao do tecido
ao transdutor de forga que ira levar informag8es para um computador utilizando
0 sistema de aquisicio de dados PowerLab (software versdo 4.2,
ADInstruments, Massachusetts, EUA).

Os anéis foram submetidos a uma tensdo basal de 0,75 gramas durante
60 minutos para estabilizacdo. A solucdo nutridora foi trocada a cada 15
minutos durante esse periodo (ALTURA, ALTURA, 1970).

———

Figura 6: Banho de érgdos e sistema de aquisicdo de dados do LACONCHA (local de

realizacé@o da pesquisa).

4.5.2 Verificac8o da viabilidade vascular e teste de endotélio

O teste da viabilidade dos anéis foi realizado ap6s a primeira
estabilizacdo (Figura 7). Os anéis forem pré-contraidos com fenilefrina (FEN
10uM), um agonista seletivo do receptor adrenérgico alfa 1, e depois foi
avaliada a contracao desenvolvida pelos anéis, realizando a subtragéo do valor
da tensédo pés FEN e tenséo basal. Caso o valor fosse superior a 0,3 gramas o
anel foi considerado viavel.

Em seguida foi realizado o teste de endotélio, com adicao de acetilcolina
(ACh 10pM), agonista dos receptores muscarinicos expressos no endotélio
vascular. Os anéis que apresentaram relaxamento igual ou superior a 80% da

pré-contracdo com FEN foram considerados com endotélio funcional (E+). Os
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anéis que apresentarem relaxamento inferior a 10% foram considerados sem
endotélio funcional (E-) (FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980).

ACh
10pM
— E-
%’ PE
o i 10pM
% Inicio E+ \ Tyrode
Bl !
o 0.75g : . 075¢
estabilizacdo viabilidade verificacdo segunda
inicial do vaso do endotélio estabilizacdo

Figura 7: Protocolo de verificacdo da viabilidade do tecido vascular e avaliacdo da integridade
do endotélio vascular. PE: fenilefrina; Ach: acetilcolina; E+: endotélio preservado. E-: endotélio
desnudo. Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.5.3 Avaliacéo do efeito do NIB7 sobre o vaso pré-contraido com FEN

Em todos os experimentos ex vivo, o NIB7 foi previamente dissolvido em
Cremophor® e em seguida diluido em &gua destilada a fim de obter uma
solucdo mae de concentragdo 10! M. Esta solucdo foi subsequentemente
diluida para obtencdo das concentracdes desejadas a serem utilizadas nos
protocolos.

ApOs o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, anéis de artéria
mesentérica com endotélio intacto e desnudo foram submetidos a uma
segunda contracdo com 10uM de FEN. Em seguida, contracdes crescentes do
nitrato foram adicionadas separadamente as cubas de forma cumulativa (10-*?
a 102 M) (Figura 8). Dessa forma foi obtida uma curva contragéo-resposta dos
anéis com e sem endotélio. O relaxamento foi expresso em percentagem
reversa a contracao induzida por FEN. Foram calculados o pD2 (-log da CEso) e

Eméx (efeito maximo) do NIB7.
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estabilizacdo viabilidade verificacdo segunda segunda resposta
inicial do vaso do endotélio estabilizagdo contracdo [NIB7]

Figura 8: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragbes crescentes de NIB7 (1012 - 103
M) em artéria mesentérica pré-contraida com FEN. PE: fenilefrina; Ach: acetilcolina; E+:

endotélio preservado. E-: endotélio desnudo. Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.5.4 Avaliacdo do novo nitrato sobre o vaso pré-contraido com KCl 60mM

Apos verificar o efeito relaxante do nitrato, foi realizado o protocolo com
solucdo Tyrode despolarizante (KCI 60mM). Essa solucdo tem por finalidade
bloguear o efluxo de potassio pelos midcitos, levando a despolarizacéo,
ativacdo de canais voltagem dependente de calcio tipos L e T, aumento do
influxo de calcio e contracdo do miocito (ROCHA, 2021). Ao atingir o platdé da
contracao, foi adicionado o NIB7 de maneira cumulativa (Figura 9). O efeito foi
registrado e avaliado por comparacado dos grupos na presenca e auséncia do
KCI 60mM.

ACh [NIB7]
(10 uM) Lavagem 10-12- 103

Tensio (g)
/. «—
~

0,75g T T
FEN KCI
(10 pMm) (60 mM)

Figura 9: Protocolo de verificacdo do efeito de concentracdes crescentes de NIB7 (1012103 M)
artéria mesentérica pré-contraida com solugdo despolarizante de Tyrode 60mM. FEN:

fenilefrina; Ach: acetilcolina. Fonte: adaptado de Cavalcanti, 2022.
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4.5.5 Investigacdo da participacdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
no efeito vascular induzido pelo NIB7

Com o objetivo de investigar se a resposta vasorrelaxante do NIB7
dependia da NOS, foi utilizado o inibir L-NAME (100uM), que inibe de forma
nao especifica essa enzima (NOS) (REES et al, 1990). Apds o periodo de
estabilizacdo, anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto foram
induzidos a uma segunda contracdo com FEN e concentracdes crescentes e
cumulativas de NIB7 (Figura 10). O efeito final foi avaliado pela curva dose-
resposta e por comparacdo dos valores de Emax e pD2 das curvas na

presenca e auséncia do L-NAME.

[NIB7]
102- 103

5 L4

b L-NAME FEN ey

S 100 pm 10um “er

}_

0,75g
segunda Incubagéo com segunda resposta
estabilizac&o L-NAME contracéo [NIB7]

Figura 10: Protocolo de verificacdo do efeito de concentracdes crescentes de NIB7 (1012103
M) em artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com L-NAME 100uM (linha

marrom). Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.5.6 Investigacao da participacdo do NO no efeito vascular induzido pelo
NIB7

Preparacdes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato,
sem endotélio funcional, foram incubadas separadamente com um
sequestrador extracelular de NO (KRUSZYNA et al, 1998), a hidroxicobalamina

(HDX 30uM). Apés o periodo de contracdo com FEN, foram adicionadas as
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concentracdes crescentes e cumulativas do NIB7 (Figura 11). O efeito final foi
avaliado pela curva dose-resposta e por comparacdo dos valores de Emax e

pD2 das curvas na presenca e auséncia do HDX 30uM.

[NIB7]
10-12- 103
y
HDX FEN P
30pM 10um ar

Tensdo (g)

L

0,75¢g
segunda incubacdo segunda resposta
estabilizacdo  HDX 30uM contracdo [NIB7]

Figura 11: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com HDX 30uM (linha

vermelha). Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.5.7 Avaliagcdo da participacdo da via NO/GMPc no efeito vascular
induzido pelo NIB7

Com o objetivo de investigar a participacdo da via NO/GCs na resposta
desenvolvida pelo NIB7, foi utilizado um inibidor da enzima GCs, a substancia
ODQ (GARTHWAITE et al, 1995). Apé6s a segunda estabilizacdo, os anéis de
artéria mesentérica foram incubados por 30 min com ODQ 10uM.
Posteriormente, foi induzida uma segunda contracdo com FEN e
concentracdes crescentes e cumulativas de NIB7 foram adicionadas (Figura
12). O efeito final foi avaliado pela curva dose-resposta e por comparacao dos

valores de Eméax e pD2 das curvas na presenca e auséncia do ODQ 10uM.



39

[NIBT7]

10-12- 102
C 4
o oDQ FEN '..E.
P 10 uM 10um r
£ l l )

0,759
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estabilizacdo ODQ 10 uM contracéo [NIB7]

Figura 12: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com ODQ 10uM (linha

vermelha). Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.5.8 Avaliacao da participacao de canais de K* no efeito do NIB7

Apos a verificagdo do endotélio funcional, a solu¢cdo Tyrode das cubas
com anéis sem endotélio funcional foi trocada pela solucdo de Tyrode com
KCI 20mM, a qual permaneceu até o final do experimento. Esse procedimento
impede parcialmente o efluxo de K* (CAMPBELL et al, 1996). Decorridos 30
minutos, foi induzida uma nova contracdo com FEN, e em seguida, uma curva
concentracéo-resposta pelo NIB7 foi obtida (Figura 13). O efeito final foi
avaliado pela curva dose-resposta e por comparacdo dos valores de Emax e

pD2 das curvas na presenca e auséncia do KCl 20mM.
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Figura 13: Protocolo de verificagdo do efeito de concentracdes crescentes de NIB7 (1012103
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e com solucdo de Tyrode 20mM. Fonte:
adaptado de Rocha, 2021.

Também foi feito experimento com o TEA 3mM, nesta concentracdo um
blogueador para canais de K* de forma néo seletiva (WANG et al, 2008). ApGs
a segunda estabilizacdo, os anéis de artéria mesentérica foram incubados por
30 min com TEA 3mM. Posteriormente, foi induzida uma segunda contragéo
com FEN e concentracfes crescentes e cumulativas de NIB7 foram
adicionadas ao sistema para a construcdo da curva concentracdo resposta
(Figura 14). O efeito final foi avaliado pela curva dose-resposta e por
comparacao dos valores de Emax e pD2 das curvas na presenca e auséncia do
TEA 3mM.
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Figura 14: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com TEA 3mM. Fonte:
adaptado de Rocha, 2021.

4.5.9 Avaliacao da participacao de subtipos de canais para K+ no efeito do
NIB7

4.5.9.1 Avaliagéo do canal Katp no vasorrelaxamento pelo NIB7

Com o objetivo de investigar a participacdo do canal Katp na resposta
desenvolvida pelo NIB7, foi utilizado um inibidor desse canal, a glibenclamida
(GLIB) 1uM (PRADHAN, 2015). Apdés a segunda estabilizagdo, os anéis de
artéria mesentérica foram incubados por 30 min com GLIB (1uM).
Posteriormente, foi induzida uma segunda contracdo com FEN e
concentracfes crescentes e cumulativas de NIB7 foram adicionadas (Figura
15). O efeito final foi avaliado pela curva dose-resposta e por comparacao dos

valores de Eméx e pD2 das curvas na presenga e auséncia do GLIB (1pM).
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Figura 15: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com GLIB 1uM. Fonte:
adaptado de Rocha, 2021.

4.5.9.2 Avaliagéo do canal Kir no vasorrelaxamento pelo NIB7

Com o objetivo de investigar a participacdo do canal Kir na resposta
desenvolvida pelo NIB7, foi utilizado um bloqueador desse canal, BaClz (30uM)
(ADARAMOYE, MEDEIROS, 2009). Apos a segunda estabilizacao, os anéis de
artéria mesentérica foram incubados por 30 min com BaCl: (30uM).
Posteriormente, foi induzida uma segunda contracdo com FEN e
concentracfes crescentes e cumulativas de NIB7 (Figura 16). O efeito final foi
avaliado pela curva dose-resposta e por comparacdo dos valores de Eméax e

pD2 das curvas na presenca e auséncia do BaClz (30uM).
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Figura 16: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com BaCl: 30puM. Fonte:
adaptado de Rocha, 2021.

4.5.9.3 Avaliagédo do canal Ky no vasorrelaxamento pelo NIB7

Com o objetivo de investigar a participacdo do canal Ky na resposta
desenvolvida pelo NIB7, foi utilizado um bloqueador desse canal, 4-AP 1mM
(WYNNE, 2011). Ap6s a segunda estabilizacdo, os anéis de artéria
mesentérica foram incubados por 30 min com 4-AP 1mM. Posteriormente, foi
induzida uma segunda contracdo com FEN e concentracbes crescentes e
cumulativas de NIB7 (Figura 17). O efeito final foi avaliado pela curva dose-
resposta e por comparacdo dos valores de Emax e pD: das curvas na

presenca e auséncia do 4-AP.
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Figura 17: Protocolo de verificagdo do efeito de concentragdes crescentes de NIB7 (10-12-10-3
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com 4-AP. Fonte: adaptado de
Rocha, 2021.

4.5.9.4 Avaliagdo do canal BKca no vasorrelaxamento pelo NIB7

Com o objetivo de investigar a participagdo do canal BKca na resposta
desenvolvida pelo NIB7, foi utilizado um bloqueador desse canal, TEA 1mM
(YE, 2004). Apbs a segunda estabilizacdo, os anéis de artéria mesentérica
foram incubados por 30 min com TEA 1mM. Posteriormente, foi induzida uma
segunda contracdo com FEN e concentragbes crescentes e cumulativas de
NIB7 foram adicionadas (Figura 18). O efeito final foi avaliado pela curva
concentracdo-resposta e por comparacdo dos valores de Emax e pD2 das

curvas na presenca e auséncia do TEA 1mM.
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Figura 18: Protocolo de verificagdo do efeito de concentracdes crescentes de NIB7 (1012103
M) artéria mesentérica pré-contraida com FEN e incubada com TEA 1mM. Fonte:
adaptado de Rocha, 2021.

4.6 Avaliacéo da habilidade do NIB7 em desenvolver toleréncia vascular
Apos segunda estabilizacdo, os anéis com endotélio desnudo foram pré
incubados com um alta concentracdo de NIB7 (100uM) durante 30 min
(DAIBER, 2004; ROCHA, 2021). As preparacdes foram submetidas novamente
a uma lavagem com trocas da solucdo Tyrode, passando por nova
estabilizacdo e a tensdo basal reajustada. Posteriormente, foi induzida uma
segunda contracdo com FEN e concentracdes crescentes e cumulativas de
NIB7 (Figura 19). O efeito final foi avaliado pela curva concentragdo-resposta e
por comparacdo dos valores de Emax e pD2 das curvas na presenca e

auséncia da exposicao prévia do NIB7 nas preparacoes.
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Figura 19: Protocolo de verificagdo de tolerancia vascular pela pré-exposicdo ao NIB 7

(100um) em artéria mesentérica pré-contraida com FEN. Fonte: adaptado de Rocha, 2021.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. As
curvas foram obtidas por regressao néo-linear pelas quais foi obtido o pD2 (-log
da CE50 - concentracdo em molar que o farmaco produz 50% de seu efeito
maximo e o efeito maximo (percentual do valor maximo do relaxamento). Foi
realizado o teste “t” student ndo-pareado para andlise da diferenca das médias
e ANOVA “two way” seguida de poOs-teste de Bonferroni para comparacao do
relaxamento da curva concentracéo-resposta. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,05, sendo utilizado o programa GraphPad Prism 5.0®

para as analises estatisticas.
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5 RESULTADOS
5.1 NIB7 promove vasorrelaxamento na presenca e auséncia de endotélio

O NIB7 quando adicionado ao banho de maneira cumulativa (1012 — 103
M) promoveu vasorrelaxamento concentragdo-dependente em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10uM), na
presenca do endotélio. A remocdo do endotélio ndo alterou o efeito
vasorrelaxante (Figura 20).

Nao houve diferenca na poténcia bem como no efeito méaximo induzido
pelo NIB7 quando comparados os anéis com endotélio removido e endotélio
intacto, respectivamente (pD2= 6,328 + 0,11 n=10 vs. 6,166 + 0,21 n=7, p=
0,4802; Emax = 107,6 + 3,07 n=10 vs. 110,3 + 12,76 n=7, p= 0,8127).
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Figura 20: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica superior de ratos, pré-contraidos com fenilefrina (10 pM) na
presenca (n=7) e auséncia do endotélio funcional (n=10). N&o houve diferenca estatistica entre
0s grupos (avaliado por ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores
de pD2 do NIB7 e Efeito maximo do NIB7 observado nas curvas concentragdo resposta ao
NIB7 em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio removido vs. endotélio intacto

(avaliado por test t de Student). Os valores foram expressos como média + e.p.m.
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5.2 Atividade do NIB7 sobre o tecido vascular pré contraido com solucéo
despolarizante

Em anéis de artéria mesentérica pré-contraidos coma solucéo
despolarizante de KCL 60mM, a resposta vasorrelaxante produzida pela adicao
cumulativa do NIB7 foi atenuada quando comparada ao efeito sobre anéis pré
contraidos com FEN (Figura 21).

A poténcia foi significativamente atenuada quando comparado o controle
e 0 grupo KCI 60mM, respectivamente (pD2 = 6,328 + 0,11 n=10 vs. 5,008 +
0,09 n=7, *p <0,0001). Em relacdo ao efeito maximo, ndo houve diferenca
quando comparado o grupo controle e o KClI 60mM (Emax= 107,6 + 3,07 n=10
vs. 103,6 £ 1,50 n=7, p= 0,3255).
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Figura 21: A: Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 102 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina 10 yM (n=10) e com
KCL 60mM (n=7). Houve diferenca estatistica entre os grupos com deslocamento da curva a
direita (ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7
e Efeito mé&ximo do NIB7 na curva concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com
grupo controle vs. grupo KCL 60mM (avaliado por test t de Student). Os valores foram

expressos como média + e.p.m. *p< 0.05; controle vs. incubac¢éo KCL 60mM, n=7.

5.3 NIB7 promove vasorrelaxamento independente da eNOS

Quando os anéis da artéria mesentérica com endotélio funcional foram
pré-incubados com o inibidor da NOS, a poténcia e o relaxamento induzido
pelo NIB7 nédo foram alterados quando comparado ao grupo controle e o grupo
L-NAME, respectivamente (pD2= 6,036 = 0,08 n=7 vs. 6,166 + 0,21 n=7, p =
0,5854; Emax = 105,2 + 2,25 n=7 vs. 110,3 £ 12,76 n=7, p = 0,7019). Assim,
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pode ser sugerido que o relaxamento induzido pelo NIB7 ndo depende da
participacdo da eNOS (Figura 22).
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Figura 22: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1022 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na presenca
(n=7) e auséncia do L-NAME (n=7). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA
de 2 vias seguida por pés-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7 e Efeito maximo
do NIB7 na curva concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com grupo controle
vs. grupo L-NAME (avaliado por test t de Student). Os valores foram expressos como média +

e.p.m.

5.4 O vasorrelaxamento induzido pelo NIB7 pode ser mediado pela
liberacdo de 6xido nitrico (NO)

Na presengca de hidroxocobalamina (30uM), um sequestrador
extracelular de NO, ndo houve alteracdo entre o efeito maximo induzido pelo

NIB7 quando comparado o grupo controle e o grupo HDX (Emax = 107,6 + 3,07
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n=10 vs. 105,6 + 5,47 n=7, p =0,7374). Apesar disso, o relaxamento induzido
por concentracfes crescentes de NIB7 em anéis de artéria foi atenuado, como
pode ser visualizado pelos valores de pD2, quando comparado o grupo controle
com o grupo HDX (pD2 = 6,328 + 0,11 n=10 vs. 5,118 £ 0,08 n=7, *p < 0,0001).
Assim, esses dados sugerem que o vasorrelaxamento induzida pelo NIB7 pode

ser mediado pela liberacdo do NO (Figura 23).
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Figura 23: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do HDX (n=7). Houve diferenca estatistica entre 0s grupos com
deslocamento da curva a direita (ANOVA de 2 vias seguida por pds-teste de Bonferroni). B e
C: Valores de pD2 do NIB7 e Efeito maximo do NIB7 na curva concentragdo-resposta de anéis
de artéria mesentérica com grupo controle vs. grupo HDX (avaliado por test t de student). Os

valores foram expressos como média + e.p.m. *p< 0,05; controle vs. incubagdo HDX, n=7.
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5.5 A GCs medeia o vasorrelaxamento induzido pelo NIB7

Em anéis de artéria mesentérica com endotélio desnudo pré-incubados
com o inibidor da enzima GCs, ODQ (10uM), a curva concentragao resposta foi
deslocada para a direita (Figura 24). O pD2 e o efeito maximo foram
significativamente atenuados quando comparado o grupo controle e o grupo
ODQ, respectivamente (pD2= 6,328 + 0,11 n=10 vs. 3,819 £ 0,10 n=7,
*p<0,0001; Emax = 107,6 + 3,07 n=10 vs. 75,83 £ 7,50 n=7, *p = 0,0005).
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Figura 24: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 10 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do ODQ (n=7). Houve diferenca estatistica entre 0s grupos com
deslocamento da curva a direita (ANOVA de 2 vias seguida por pds-teste de Bonferroni). B e
C: Valores de pD2 do NIB7 e Efeito maximo do NIB7 nas curvas concentragdo-resposta de
anéis de artéria mesentérica com grupo controle vs. grupo ODQ (avaliado por test t de student).

Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p< 0,05; controle vs. incubacdo ODQ, n=7.
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5.6 Os canais para K+ estdo envolvidos com o vasorrelaxamento induzido
pelo NIB7

Quando incubados com KCL 20mM, um modulador do efluxo de
potassio, 0s anéis de artéria mesentérica de rato pré-contraidos com FEN e
desprovidos de endotélio, apresentaram diferenca estatistica na curva
concentracdo resposta (Figura 25). Houve reducdo da poténcia quando
comparado o grupo controle e grupo KCIl 20 mM (pD2 = 6,328 + 0,11 n=10 vs.
5,525 £ 0,05 n=7, *p < 0,0001). Houve também diferenca em relacdo ao efeito
maximo quando comparado o grupo controle e o grupo KCL 20mM (Eméax =
107,6 + 3,07 n=10 vs. 125,2 + 4,55 n=7, p= 0,0045).
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Figura 25: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenc¢a do KCI 20mM (n=7). Houve diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA de
2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7 e Efeito maximo
do NIB7 nas curvas concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com grupo controle
vs. Grupo KCI 20mM (avaliado por test t de student). Os valores foram expressos como média

+ e.p.m. * p< 0,05; controle vs. KCI 20mM, n=7.

A pré-exposicao dos anéis de artéria mesentérica ao TEA (3mM), que
nesta concentracdo especifica atua como um blogueador ndo seletivo dos
canais de K*, alterou significativamente a curva concentracao-resposta do NIB7
em comparacdo ao controle (Figura 26), com reducdo da poténcia do NIB7
guando comparado o grupo controle, respectivamente (pD2= 5,320 £+ 0,05 n=7
vs. 6,328 £ 0,11 n=10, *p <0,0001). Nao houve diferenca estatistica em relacéo
ao efeito maximo quando comparado ao grupo controle (Emax= 112,0 + 2,89
n=6 vs. 107,6 + 3,07 n=10, p= 0,3445).
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Figura 26: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do TEA 3mM (n=7). Houve diferenca estatistica entre 0os grupos com
deslocamento da curva a direita (ANOVA de 2 vias seguida por pds-teste de Bonferroni). B e
C: Valores de pD2 do NIB7 e Efeito maximo do NIB7 nas curvas concentracdo-resposta de
anéis de artéria mesentérica com grupo controle vs. grupo TEA 3mM (avaliado por test t de
student). Os valores foram expressos como média + e.p.m. * p < 0,05; controle vs. incubacéo
TEA 3mM, n=7.
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5.7 Participacdo dos subtipos de canais para potassio no efeito

vasorrelaxante induzido pelo NIB7
5.7.1 O bloqueio isolado do canal Katp ndo atenuou o efeito do NIB7

Na presenca de 1uM de GLIB, um blogqueador de canais de Katp, a
curva concentracdo-resposta para o NIB (102 - 102 M) foi sobreposta em
comparagcdo com o controle, ndo apresentando diferenca estatistica (Figura
27). Nao houve, pois, diferenca entre os valores de pD2 e Emax quando
comparados o grupo controle e o grupo GLIB (1uM), respectivamente (pD2=
6,328 + 0,11 n=10 vs. 6,245 + 0,08 n=5, p= 0,6412; Eméx= 107,6 + 3,07 n=10
vs. 105,4 + 2,10 n=5, p=0,6507).
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Figura 27: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10 uM) na auséncia
(n=10) e presenca do GLIB 1uM (n=5). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
(ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7 e
Efeito maximo do NIB7 nas curvas concentracéo-resposta de anéis de artéria mesentérica com

grupo controle vs. grupo GLIB 1uM (avaliado por test t de student).

5.7.2 O bloqueio isolado do canal Kir ndo atenuou a poténcia do
NIB7

Na presenca de 30uM de Cloreto de Bério (BaClz), um bloqueador de
canais de Kir, ndo houve diferenca na poténcia quando comparados o0 grupo
controle e o grupo BaCl2 (30uM), respectivamente (pD2= 6,328 + 0,11 n=10 vs.
6,131 £ 0,18 n=5, p= 0,3536). Em relacdo ao efeito maximo, houve diferenca
guando comparado o grupo e controle vs. grupo BaCl. (Emax= 107,6 + 3,07
n=10 vs. 142,0 £ 14,37 n=5, p= 0,0069) (Figura 28).
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Figura 28: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do BaCl: 30uM (n=5). Ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
(ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7 e
Efeito maximo do NIB7 nas curvas concentracéo-resposta de anéis de artéria mesentérica com
grupo controle vs. grupo BaCl: 30pM (avaliado por test t de student). Os valores foram

expressos como média + e.p.m. *p< 0,05; controle vs. do BaClz2 30uM, n=5.
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5.7.3 O bloqueio isolado dos canais BKca ndo atenuou o efeito do
NIB7

Apos o bloqueio dos canais BKca com 1mM de tetraetilaménio (TEA), a
resposta vasorrelaxante induzida por concentracdes crescentes de NIB7 (1012
- 10 M) néo foi alterada em comparacdo com o grupo controle (Figura 29).
Ndo houve diferenca na poténcia, bem como no efeito méximo, quando
comparados o controle e o grupo TEA 1mM, respectivamente (pD2= 6,328 *
0,11 n=10 vs. 6,333 + 0,06 n=5, p=0,9771; Emax= 107,6 + 3,07 n=10 vs. 109,4
+ 2,99 n=5, p=0,7069).
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Figura 29: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do TEA 1mM (n=5). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
(ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores de pD2 do NIB7 e
Efeito maximo nas curvas concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com grupo
controle vs. grupo TEA 1mM (avaliado por test t de student). Os valores foram expressos como

média £ e.p.m.
5.7.4 O bloqueio isolado dos canais Ky ndo atenuou o efeito do NIB7

Apés o0 bloqueio dos canais Ky com 4-AP (1mM), a resposta
vasorrelaxante induzida por concentracdes crescentes do NIB7 néo foi alterada
quando comparada com o grupo controle (Figura 30). Nao houve diferenga nos
valores de pD2 e Eméx quando comparado o grupo controle e o grupo 4-AP,
respectivamente (pD2= 6,328 + 0,11 n=10 vs. 6,166 + 0,14 n=5, p=0,4102;
Eméax=107,6 + 3,07 n=10 vs. 119,1 + 8,61 n=5, p=0,1395).
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Figura 30: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1022 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia
(n=10) e presenca do 4-AP 1mM (n=5) N&o houve diferenca estatistica entre os grupos
(ANOVA de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores do pD:z e Efeito maximo
do NIB7 nas curvas concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com grupo controle
vs. grupo 4-AP 1mM (avaliado por test t de student). Os valores foram expressos como média +

e.p.m
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5.8 A incubacado prévia com alta concentracdo do composto atenuou o
efeito do NIB7

A pré-incubacdo com 100uM do NIB7 foi capaz de atenuar a resposta
vasorrelaxante do NIB7 quando comparado com o controle (Figura 31), como
pode ser observado pelos valores de pD2 quando comparados o grupo controle
e o grupo NIB (100uM), respectivamente (pD2= 6,328 + 0,11 n=10 vs. 5,095 +
0,10 n=6, *p< 0,0001). Contudo, ndo houve diferenca no Emax dos grupos
controle vs. NIB (100uM) (Emax= 107,6 + 3,07 n=10 vs. 123,8 + 10,69 n=6,
p=0,0944).
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Figura 31: A: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do NIB7 (1012 a 103 M)
em anéis de artéria mesentérica de ratos, pré contraidos com fenilefrina (10uM) na auséncia e
presenca da pré-incubacgdo do NIB7 (100uM). Houve deslocamento da curva a direita (ANOVA
de 2 vias seguida por pos-teste de Bonferroni). B e C: Valores do pD:z e Efeito maximo do NIB7
nas curvas concentracdo-resposta de anéis de artéria mesentérica com grupo controle vs.
grupo NIB7 (100uM) (avaliado por test t de student). Os valores foram expressos como média +
e.p.m. *p< 0,05; controle vs. NIB7 (100uM), n=6.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito relaxante do NIB7 utilizando
abordagem ex vivo em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato.
Foram observados, como principais resultados, que o NIB7 apresentou
atividade vasorrelaxante independente de endotélio vascular; e esse efeito
envolve a liberacao direta de NO; e posterior ativacdo da via sGC-GMPc-PKG;
o relaxamento do NIB7 também envolve a participacdo de canais de potassio,
apesar de nao haver evidenciada predominéncia de um ou mais canais
especificos. A exposicao prévia ao NIB7 atenuou o relaxamento sugerindo uma
possivel tolerancia ao seu efeito vasodilatador.

O tbnus vascular é resultado do equilibrio entre a contracdo e
relaxamento dos vasos sanguineos. Esse adequado funcionamento se da pelo
balanco entre a producdo de agentes vasoconstritores e vasodilatadores (KIM
et al, 2011). Por essa razdo, o endotélio vascular € um dos maiores
reguladores vasculares, por promover esse balanco nas respostas
hemodinamicas (VANHOUTTE et al, 2009).

Assim, foi investigado se o vasorrelaxamento promovido pelo NIB7
dependia do endotélio. O resultado mostrou que o efeito vasorrelaxante do
NIB7 ocorre de forma semelhante no endotélio intacto e desnudo. Essa
independéncia do endotélio funcional mostra-se como um fator relevante, tendo
em vista que no cendrio das doengas cardiovasculares, como por exemplo a
hipertensdo, o endotélio encontra-se disfuncional. Por isso substancias que
tenham sua acdo melhorando a funcédo vascular independente do endotélio
tornam-se estratégias interessantes.

No ensaio feito com L-NAME, o qual bloqueia a NOS, o resultado
evidenciou que n&o houve alteracdo na curva de relaxamento do composto,
bem como sem alteracdo no efeito maximo e pD2. Confirmando que o
relaxamento ndo depende da eNOS. Apds esse experimento, todos o0s
protocolos subsequentes foram realizados utilizando anéis mesentéricos
desprovidos de endotélio vascular.

O NO é uma molécula gasosa que tem se mostrado um mediador
biolégico envolvido em varios processos fisioldégicos, desempenhando papel

importante no sistema cardiovascular. E conhecida por promover a
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vasodilatacdo, assim sendo reconhecida como uma molécula sinalizadora
derivada do endotélio vascular (SCATENA et al, 2010).

Assim, como forma de confirmar a participacdo do NO na resposta
induzida pelo NIB7, os anéis de artéria mesentérica foram incubados com HDX,
um sequestrador extracelular de NO. O HDX apresenta cobalamina oxidada
que inativa o NO radicalar por meio da formacdo do complexo [Cb (lll) — NO].
No estudo, houve atenuacdo da curva concentracdo-resposta do NIB7,
sugerindo que possivelmente o NIB7 atua liberando NO para promover o
vasorrelaxamento.

Desde 1977 que Murad demonstrou que os nitrovasodilatadores e o
préprio NO ativam a enzima GCs para induzir a conversdo do GTP em GMPc e
induzir o vasorrelaxamento do musculo liso vascular. E véarios autores ja
evidenciaram que o bloqueio da GCs atenua o relaxamento promovido pelos
doadores de NO (FRANCA-SILVA et al., 2012; COSTA et al., 2020).

Para fim de investigar essa via, foi utilizado o ODQ, que atua como
bloqueador da GCs uma vez que este provoca mudancas no estado de
oxidag&o da molécula de heme, sem causar efeitos adversos sobre a atividade
catalitica da enzima (ZHAO et al, 1999). Logo, foi observado no estudo que o
tratamento prévio com ODQ atenuou a curva concentracdo-resposta induzida
pelo NIB7, sugerindo que o vasorrelaxamento provocado pelo NIB7 depende
em grande parte da via GCs. Esse resultado mostra semelhanga com os
resultados encontrados em estudos citados anteriormente.

Contudo, estudos com outros nitratos organicos, como o NDOP
(BERNADINO-PAULA et al, 2016) e NDBP (FRANCA-SILVA et al, 2012), ao
utilizar o ODQ foi visto que o efeito foi praticamente abolido. Neste trabalho
percebe-se que o efeito foi atenuado, podendo esta envolvido a acéo direta do
NIB7 em outros alvos, como os canais para K*, de modo independente da GCs.

A contracdo do musculo liso tem como regulador primario o calcio. Isso
significa que a regulacdo da resposta contratil do musculo liso depende do
aumento do Ca?* cujo aumento pode ocorrer por influxo e a partir dos estoques
intracelulares. Quando ocorre a elevacdo do Ca?* ativa a quinase da cadeia
leve de miosina (MLCK), causando fosforilacdo da miosina, que gera o
ligamento ao filamento de actina, gerando contracdo (BLAUSTEIN, HAMLYN,
2010).
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As contragdes induzidas por FEN, nas células do musculo liso, ocorrem
por meio da ativagdo dos receptores ai- adrenérgicos, que sdo acoplados a
proteina Ggai1. Assim, a interagdo agonista-receptor ativa a proteina G, que
ativa a fosfolipase C (PLC) a sintetizar diacilglicerol (DAG). O DAG ativa a
proteina quinase C (PKC), que aumenta a mobilizacdo de Ca?* através de
canais da membrana, promovendo a contracdo (BLAUSTEIN, HAMLYN, 2010).

Outra maneira de induzir a vasoconstricdo € por aumento das
concentracbes extracelulares de K*, que vai impedir o efluxo desses ions,
causando a despolarizacdo da membrana, gerando a abertura dos canais
voltagem dependente (Cav) (GANITKEVICH, ISENBERG, 1991).

Assim, levando em consideracdo que o NIB7 promoveu
vasorrelaxamento diante de uma contragao por acoplamento farmacomecanico
estimulada pela FEN, resolveu-se investigar se o NIB7 seria capaz de
desenvolver o mesmo efeito diante de uma solu¢cdo despolarizante. Foram
realizados experimentos em que 0s anéis mesentéricos contraidos com uma
solucdo de Tyrode modificada com 60 mM de KCI, considerada como um
estimulo eletroquimico (acoplamento eletromecéanico).

Diante dessas condicdes contrateis, quando analisado a curva
concentracdo-resposta do NIB7 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos pré contraidos com solucao despolarizante, o KCL 60 mM, foi
visto que houve atenuacdo quando comparado ao grupo pré-contraido com
FEN. Este resultado sugere que a via comum (ativacdo dos Cav) entre a
solucdo despolarizante com 60mM de KCl e da FEN ndo estd totalmente
implicada no efeito vasodilatador do nitrato organico em estudo.

Esse resultado sugeriu uma indicacdo de que o vasorrelaxamento
induzido pelo NIB7 envolveria a ativagdo de canais de K* (MACHADO, 2013;
CAVALCANTI et al, 2021), diferentemente do BNN, a molécula intermediéria, o
qual evidenciou que o mecanismo de relaxamento envolve os canais de calcio
(ROCHA, 2021).

Varios autores discutem que as substancias vasorrelaxantes cujos
efeitos sdo mediados pela abertura de canais para K*, como o caso dos
nitratos organicos, apresentam uma diminuicdo na sua resposta diante de
contracdes induzidas por solugbes com alta concentracdo de K*, tendo em

vista que nesse tipo de contragcédo ocorre a reducéo do gradiente eletroquimico
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necesséario para o efluxo de K* através da membrana, fazendo com que a
ativacdo desses canais seja insuficiente para promover um relaxamento
(JACKSON, 2005 e 2017).

Com isso, foi realizado protocolos para investigar a participagdo dos
canais de potassio no vasorrelaxamento pelo NIB7. Primeiramente realizou-se
o protocolo com KCI 20 mM, cujo resultado apresentou diferenca na curva
concentracdo-resposta e a poténcia foi reduzida no grupo KCL 20 mM quando
comparado ao grupo controle. Também feito o experimento utilizando o TEA
3mM, que nesta concentracdo atua como um bloqueador ndo seletivo para os
canais para K*. Na analise dos anéis mesentéricos incubados com TEA (3 mM)
foi observada uma diminuicdo na poténcia do NIB7, sugerindo que alguns
destes canais podem estar envolvidos no efeito vasorrelaxante induzido pelo
composto. Nessas condicfes experimentais, sugeriu-se a participacdo dos
canais K* na resposta vasorrelaxante promovida pelo nitrato em estudo.

A fim de investigar os canais especificos de potassio, foram realizados
protocolos para os canais de Ki, Katp, Kv, BKca. Quando bloqueados cada
canal especifico e comparado ao grupo controle, nenhum subtipo de canal
demonstrou influéncia significativa no relaxamento induzido pelo composto.

Esse resultado diferiu dos outros nitratos organicos pesquisados no
grupo, visto que, ao bloquear canais especificos de forma isolada nédo foi
observada reducéo na poténcia ou efeito maximo. Para avaliar a influéncia de
mais de um tipo de canal de potassio envolvido no mecanismo de relaxamento
pelo NIB7 seria necesséario desenvolver novos ensaios utilizando mais de um
tipo de bloqueador simultaneamente.

Apesar dos nitratos organicos serem utilizados como estratégia para
restaurar a biodisponibilidade do NO na terapéutica de doencas
cardiovasculares, seus efeitos colaterais e o desenvolvimento de tolerancia
impedem a continuidade do tratamento nos pacientes (MUNZEL; DAIBER,
2011; MUNZEL et al., 2014).

A capacidade da NTG em induzir tolerancia ja foi comprovada e bem
documentada (MAYER; BERETTA, 2008; MUNZEL et al., 2005, 2011, 2014;
PAULO et al., 2017) e, indo de acordo com os estudos, o pré-tratamento das
artérias mesentéricas com o NIB7 parece induzir tolerancia ao

vasorrelaxamento ex vivo nas abordagens experimentais utilizadas. Contudo,
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de acordo com o exposto da literatura, a investigacdo dos fenOmenos da
tolerancia € complexa, mais estudos sdo necessarios para esclarecer melhor
esse efeito e também o qudo significativo é a atenuacdo da curva
concentracdo-resposta do ponto de vista fisiologico.

Por fim, foi analisado o pD2 do composto em estudo com o da molécula
mae para analisar se o efeito foi potencializado com a adicdo do grupo metila.
Quando comparado o pD2 do BBN (6,683 £ 0,09 n = 8) com o NIB7 (6,328 +
0,11 n=10) apresentou diferenca estatistica (p=0,0295) com o BBN com melhor
poténcia. Ao se analisar o efeito maximo, foi visto que ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo BBN e o NIB7 (p>0,05), respectivamente (Emax=
111,1 + 3% n=8 vs. 107,6 + 3,07 n=10).

Ainda, o BBN nédo apresentou o desenvolvimento de toleréncia. Ja o
NIB7, em protocolos ex vivo, foi visto a atenuacdo do efeito quando pré
incubado previamente com o composto. Com isso, ver-se que 0 hovo composto
com o grupo metila (NIB7) ndo foi capaz de potencializar o efeito. Contudo,
com os resultados obtidos do mecanismo de agdo do NIB7 sugere ser
investigado em novos protocolos para poder analisar melhor seus efeitos.
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CONCLUSAO

A partir dos dados encontrados, conclui-se que o NIB7 é capaz de promover
vasorrelaxamento em artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e
esse efeito envolve, pelo menos em parte, a liberacdo de NO com ativacdo da via
NO/GPMc/PKG, bem como de canais para K+ localizados nas células musculares
lisas vasculares. A exposicdo prévia a alta concentracdo do NIB7 atenua o
vasorrelaxamento observado ex vivo, demonstrando a necessidade de uma maior

investigacao sobre a habilidade do composto em induzir tolerancia.
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ANEXO | - PARECER CEUA

UniVErEidEdE Universidade Federal da Paralba
Federal da |@ Comissédo de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA wioos20:3

Certificamos que a EMENDA (versdo de 10/05/2023) da proposta intitulada "AVALIACAOD DO 4-METILBENZOATO DE 4-
CLOROBUTILA SOBRE A FUNCAO VASCULAR DE RATOS NORMOTENSOS *, CEUA n? 4847071122 b oa2s451, 50b &
responsabilidade de Valdir de Andrade Braga e equipe; Layane da Silva Lima - que envolve a producao,
manutengio efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com oS preceitos vigentes para sua apresentacao, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) em 17/05/2023.

Pedido apresentade & CEUA: A presente emenda fol elaborada devido & necessidade de cormecio da linhagem do animal utlizade na pesquisa (Rattus
rorvergicus). Foram solicitedos ratos wistar da linhagem Kyoto na primelra proposta, Contudo, por se tratar de um estudo com animals sauddvels, sem
utilizar grupos de ratos hipertensos, a nova propasta utilizard a linhagem de Rattus Norvergicus Wistar (heterogéneas).

Consideraghes da CEUA: O protocolo de pesquisa fol aprovado em reunido realizada em 10y03/2023. Em 100052023 o pesguisador, & partir de emerda,
solicita alteragio da linhagem do animal & ser utilizado ne pesguisa (Rattus norvergicus). Foram sollcitades rates wistar da linhagem Kyobto na primeira
propasta. Contuda, por se tratar de um estude com enimais sauddvets, sem utilizar grupos de ratos hipertenses, & nova proposta utilizard a linhagem de
Rattus Norvergicus Wistar (heterogéneas). O projeto e formuldrio foram cormgidos. N&o hd alteragio do ndrmero de animals e de protocolo experimental. Sou
oe parecer favordvel 4 aprovagdo da emenda. Este & o meu parecer, salvo melhar julzo.

Término previsto: 03/2024

Origem:  Unidade de Produggo Animal IPeFarM
Quantidade

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Machos idade: 12 a 14 semanas acchfdas G
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Kyoto Peso: 250a300¢g

Origem:  Unidade de Producdo Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 12 a 14 semanas Qu_ar_1t|-dacjle 40

solicitada:
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250 a 3009
ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade
Total Aprovado Utilizada

Ratos heterogénicos Machos 40 ]
Ratos isogénicaos Machos 40 1]

Jodo Pessoa, 02 de julho de 2024
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