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RESUMO

A mortalidade ocasionada pelas doencas cardiovasculares (DCV) vem crescendo
desde o século passado. Uma importante DCV que contribui para as altas taxas de
mortalidade é a aterosclerose, que ocorre por altera¢des induzidas pelos fatores de
risco na funcdo endotelial, levando a uma reducdo na biodisponibilidade do oxido
nitrico (NO) vascular, acarretando em danos endoteliais e processos inflamatérios
progressivos que culminam na formacéo de estruturas denominadas ateroma. Uma
relevante estratégia no tratamento das DCV é o uso de doadores de 6xido nitrico (NO).
Esses compostos sdo capazes de exercer fortes efeitos hipotensivos; contudo, seu
uso crénico é limitado uma vez que sdo capazes de induzir tolerancia. Dessa forma
um novo nitrato, denominado 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano (NDBP), foi sintetizado na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e seus efeitos farmacolégicos foram
testados em animais normotensos e hipertensos, exibindo efeitos similares aos outros
nitratos além da auséncia de tolerancia com sua administracdo cronica. Contudo,
analises dos efeitos induzidos por esse nitrato ainda ndo foram realizadas em modelos
animais com aterosclerose. Assim, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos do
NDBP sobre a funcdo vascular de camundongos ateroscleréticos e determinar os
mecanismos de agcao envolvidos em sua resposta. Foram utilizados camundongos
controle (CT), linhagem C57BL/6, bem como camundongos knockout para
apolipoproteina E (ApoE™), dos quais foram retiradas as artérias aorta toracica para
estudos de funcdo vascular in vitro. A pré-incubacdo dos anéis de camundongos
ApoE’- com NDBP melhorou a resposta vascular & ACh (ApoE” - Rmax = 62.7+5.5;
ApoE”’+ NDBP = 79.4+3.9), sugerindo melhora na fungdo endotelial. Observamos
também que a pré-incubacdo com NDBP + Tempol ndo potencializou os efeitos do
NDBP (ApoE’ + NDBP - Rmax = 79.4+3.9; ApoE’+ NDBP + Tempol = 65.1+7.3),
sugerindo os efeitos antioxidantes desse nitrato. Por outro lado, a pré-incubacdo com
NDBP + hidroxicobalamina (um sequestrador de NO) comprometeu o efeito do NDBP,
reafirmando que essa substancia age como doador de NO em vasos de animais
ateroscleroticos. O presente trabalho sugere que o NDBP é uma droga com alto
potencial clinico, dados seus efeitos benéficos na funcdo vascular na vigéncia de
aterosclerose.

PALAVRAS-CHAVE: Aterosclerose. Oxido nitrico. NDBP. Nitratos organicos.



ABSTRACT

Mortality caused by cardiovascular diseases (CVD) have been rising since the last
century. An important CVD that contributes to the high rates of mortality is
atherosclerosis, which occurs by alterations induced by risk factors over endothelial
function, leading to a reduction in vascular nitric oxide (NO) bioavailability, causing
endothelial damage and progressive inflammatory processes which result in formation
of structures called atheroma. A relevant strategy for treatment of CVD is the use of
nitric oxide (NO) donors. These compounds are capable of exerting strong hypotensive
effects; however, its chronic usage is limited since they are capable of inducing
tolerance. Thus, a new nitrate, named 2-nitrate-1,3-dibutoxypropane (NDBP), was
synthesized at Federal University of Paraiba (UFPB) and its pharmacological effects
have been tested in normotensive and hypertensive animals, displaying similar effects
to other nitrates, in addition to the absence of tolerance with its chronic usage.
However, analyses of the effects induced by this nitrate still haven't been done in
animal models for atherosclerosis. Therefore, the present work aimed to evaluate the
effects of NDBP on the vascular function of atherosclerotic mice and to determine the
mechanisms of action related to its response. Control mice (CT), strain C5BL/6, were
utilized, as well as knockout mice for the apolipoprotein E (ApoE”"), from which the
thoracic aortas were removed for in vitro vascular function studies. The pre-incubation
of the aorta rings from ApoE~- animals with NDBP enhanced vascular response to Ach
(ApoE™ - Rmax = 62.7+5.5; ApoE’+ NDBP = 79.4+3.9), suggesting improvement on
endothelial function. We also observed that the pre-incubation with NDBP + Tempol
did not potentiate the effects of NDBP (ApoE’ + NDBP - Rmax = 79.4+3.9; ApoE”+
NDBP + Tempol = 65.1+£7.3), suggesting the antioxidant effects of this nitrate. On the
other hand, the preincubation with NDBP + hydroxocobalamin (a NO scavenger)
compromised the effect of NDBP, reaffirming that this substance acts as a NO donor
in the vessels of atherosclerotic animals. The present work suggests that NDBP is a
drug with high clinical potential, given its beneficial effects on vascular function in the
presence of atherosclerosis.

KEYWORDS: Atherosclerosis. Nitric oxide. NDBP. Organic nitrates.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) séo atualmente a principal causa de morte
a nivel mundial. Somente no ano de 2016, 17,9 milhdées de individuos foram a 6bito
por DCV, representando 31% de todas as mortes no mundo. Mais de trés quartos
dessas mortes ocorreram em paises de baixa e média renda. E estimado que até 2030
esse numero aumente para 22,2 milhées (WHO, 2016). No Brasil, no ano de 2011, foi
registrado um nimero de 335,2 mil ébitos atribuidos as DCV, dentre os quais, 86,4 mil
ocorreram na regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Dentre os principais fatores responsaveis pela mortalidade das DCV, enquadra-
se a aterosclerose. Varios fatores de risco contribuem para o desenvolvimento dessa
DCV, dentre eles encontram-se o tabagismo, sedentarismo, dietas hipercaloricas,
obesidade, alcoolismo, hipertensdo dentre outros. A aterosclerose consiste em um
processo inflamatério crébnico e complexo, que se inicia com a reducdo na
biodisponibilidade de NO vascular, levando ao processo de disfungcdo endotelial e
culminando em lesGes vasculares, em geral em locais com fluxo sanguineo
turbilhonar, e se estabelece com o0 aumento da permeabilidade da camada endotelial
da vasculatura, resultando em processos inflamatoérios bem caracteristicos, como a
migracdo de mondcitos, linfécitos T e células musculares lisas vasculares que, em
conjunto, contribuem para a formacao de uma estrutura denominada de ateroma ou
placa ateromatosa. Os eventos inflamatérios associados a aterosclerose ndo s6 se
relacionam com seu desenvolvimento, mas também com os processos trombéticos
associados a ruptura das placas de ateroma, o quais podem culminar em infartos
teciduais ou acidentes vasculares (ROSS, 1999; LIMA et al., 2015).

O endotélio vascular € um dos responsaveis pela manutencdo da homeostasia
vascular, estando envolvido tanto com acdes passivas, por sua atuacdo como
membrana seletiva, quanto com ac¢fes ativas, através da secre¢do de substancias
vasoativas, regulacfes da cascata de coagulacado, protecéo contra patdogenos, dentre
outros (MICHELINI; ROSSUNI; DAVEL, 2018). Essa participacdo na homeostase
vascular é mediada, entre outros, pela liberagdo de um importante fator dilatador pelas
células endoteliais, o 6xido nitrico (NO) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). O NO é

sintetizado a partir da conversdo do aminoéacido L-arginina em L-citrulina, e exerce
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sua funcéo através de sua difusdo para o musculo liso vascular (MLV) onde se liga a
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs). Essa ligacéo induz a conversao de trifosfato
de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). O aumento nos
niveis de GMPc ativa uma proteina quinase dependente de GMPc (PKG) que atua em
diversos alvos, tendo como resultado a diminuicdo dos niveis intracelular de calcio e
consequentemente relaxamento da musculatura vascular (MONCADA & HIGGS,
1993; FRANCA-SILVA et al., 2014). A exposi¢cao prolongada aos fatores de risco
resulta em danos ao endotélio, os quais incluem aumento da producdo de radicais
livres. Esses radicais inativam moléculas de NO e inibem sua sintese pelas células
endoteliais, resultando na diminuicdo da sua biodisponibilidade, processo
denominado de disfungéo endotelial (BONETTI; LERMAN; LERMAN, 2003).

Uma relevante estratégia de tratamento para as DCV consiste no uso de
doadores de NO, dentre os quais se destacam 0s nitratos organicos. Os principais
nitratos utilizados atualmente sé@o a nitroglicerina (nitroglycerin - NTG), o tetranitrato
de pentaeritritol (pentaerythritol tetranitrate - PETN), o mononitrato de isossorbida
(isosorbide mononitrate - ISMN), e o dinitrato de isossorbida (isosorbide dinitrate -
ISDN). Estas drogas sédo utilizadas como tratamentos agudos para pacientes com
DCV, atuando como potentes vasodilatadores além de aumentarem a
biodisponibilidade do NO plasmatico. Apesar de sua ampla utilizacdo, o uso dos
nitratos em longo prazo € limitado, visto as altas taxas de tolerancia e disfungéo
endotelial desenvolvidas, necessitando progressivamente de um aumento nas doses

para atingir o mesmo efeito obtido no inicio do tratamento (DAIBER; MUNZEL, 2015).

Portanto, é evidente a necessidade da busca por novos nitratos que néo levem ao
desenvolvimento de tais tolerdncias. Uma nova molécula com este fim tem sido
avaliada em nosso laboratério. Trata-se de um nitrato organico obtido da glicerina,
denominado 2-nitrato-1,3-dibutéxipropano (NDBP). Analises in vitro e in vivo desse
composto demonstraram efeito hipotensor, bradicardiaco e antioxidante, sem induzir
tolerdncia (FRANCA-SILVA et al.,, 2012a; PORPINO et al., 2016a). Entretanto, a
literatura ainda carece de publicacbes a respeito dos efeitos do NDBP na funcgéo

vascular vigéncia de aterosclerose.

Por isso, o0 presente trabalho buscou avaliar se, como ja relatado na vigéncia da
normotensédo e hipertensédo em animais, o0 NDBP exerce efeitos positivos sobre a

aterosclerose, e se esses efeitos possuem, relacdo com a doacao de NO, além do
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papel antioxidante do NDBP. Dessa maneira, as analises realizadas neste estudo
podem auxiliar na progressao dos estudos dessa droga promissora e desenvolvimento
de um novo tratamento para as DCV, suprindo a necessidade observada pelas

limitacGes atuais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem atualmente a principal causa de
morte a nivel mundial. S&o representadas por doencas que acometem o sistema
cardiovascular como um todo. Seu desenvolvimento é multifatorial, abrangendo
fatores genéticos e, principalmente, fatores comportamentais, como tabagismo,
sedentarismo, dietas hipercaldricas, alcoolismo, hipertensdo, sindromes metabdlicas,
entre outros (THOMAS et al., 2018). Dentre as causas de morte atribuidas as DCV,
destacam-se os acidentes cardiovasculares isquémicos, 0s quais estao intimamente
atrelados a aterosclerose (LIBBY; BORNFELDT; TALL, 2016).

Apenas no ano de 2016, as DCV traduziram-se em um numero de 17,9 milhdes de
Obitos, com cerca de trés quartos desse numero ocorrendo em paises de média ou
baixa renda (WHO, 2016). Desde a década de 1970, vem ocorrendo um decréscimo
no numero de Obitos atribuidos as DCV em paises de alta renda, enquanto que em
paises de média e baixa renda esse numero vem aumentando substancialmente
(OFLAHERTY; BUCHAN; CAPEWELL, 2013). J4 em 2008, dos 17,3 milhdes de
Obitos atribuidos as DCV, os ataques cardiacos e infartos, eventos diretamente
relacionados com a doenca cardiovascular aterosclerética, foram responsaveis por

respectivamente, 7,3 milhdes e 6,2 milhdes dos 6bitos totais (THOMAS et al., 2018).

No Brasil, no ano de 2007, 72% dos obitos totais ocorridos foram atribuidos as
DCV (SCHMIDT et al., 2011), e em 2011, foram responsaveis por cerca de 86,4 mil
mortes somente na regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Além das altas
taxas de mortalidade, as DCV também trazem sérios problemas clinicos aos
individuos acometidos, gerando assim os maiores custos por internacdes hospitalares
no pais (SCHMIDT et al., 2011). Esses dados enfatizam a importancia da busca por
alternativas para depurar a incidéncia das DCV no Brasil e no mundo, além de

remediar os individuos acometidos.
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2.2 Endotélio Vascular e Doenca Cardiovascular Ateroscleroética

O endotélio vascular € de suma importancia para a manutencao da homeostase
vascular como um todo. Ele se localiza na por¢cdo mais interna dos vasos sanguineos,
denominada de camada intima, e € composta por uma monocamada de células
endoteliais (CE) que se dispde de forma longitudinal ao longo do vaso (KHADDAJ
MALLAT et al., 2017). A producéo de substancias vasoativas pelas células endoteliais
ja é conhecida ha algumas décadas. As diversas substancias produzidas apresentam
diferentes papéis, e incluem fatores contrateis, dilatadores, pré e anticoagulantes, pro
e antitrombadticos, bem como proliferativos e antiproliferativos (CAHILL; REDMOND,
2016). A manutencao dos niveis homeostaticos de todos esses fatores é de grande
importancia, uma vez que alteracdes prolongadas de tais niveis qualificam um
importante quadro patologico para o processo aterogénico, a disfuncdo endotelial
(SEALS; JABLONSKI; DONATO, 2011).

Dentre os fatores dilatadores produzidos pelas CE estdo o 6xido nitrico (NO)
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), a prostaciclina ou prostaglandina Iz (PGI2)
(MONCADA et al.,, 1977), e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
(FHDE), identificados como os acidos epoxieicosatriendicos (EETs) (CAMPBELL et
al., 1996), que atuam sobre o musculo liso vascular (MLV) diminuindo seu toénus e
mediando o aumento do fluxo sanguineo local. Entre os fatores contrateis destacam-
se 0s prostanoides, como o tromboxano Az (TXAz) (HAMBERG; SVENSSON;
SAMUELSSON, 1975) e a prostaglandina Hz (PGH2) (ASANO et al.,, 1994), a
endotelina 1 (ET-1) (LERMAN et al., 1990) e a angiotensina Il (ANG II) (BOEGEHOLD;
DRENJANCEVIC; LOMBARD, 2016), que por sua vez atuam sobre o MLV

promovendo sua contragao.

A funcéo endotelial € uma importante ferramenta de progndstico para o estado do
sistema cardiovascular de um individuo. Dessa forma, o desbalanco na sintese de
diversos fatores derivados do endotélio caracteriza a disfuncéo endotelial, um dos
mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose
(BONETTI; LERMAN; LERMAN, 2003). Seu estabelecimento esta intimamente
relacionado a presenca de varios fatores de risco para as DCV, como a hiperlipidemia,
hipertenséo, diabetes, sindrome metabdlica e tabagismo, as quais estdo envolvidas

com o0 aumento do estresse oxidativo, que culmina na diminuicdo da
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biodisponibilidade do NO e diminuicdo do relaxamento vascular dependente do
endotélio. Além de todos esses fatores de risco, a tensdo de cisalhamento (shear
stress) sobre a parede endotelial € considerado, juntamente com predisposicoes
genéticas, o principal agente responsavel pela formacdo das lesGes endoteliais,
sobretudo em regides de fluxo sanguineo turbilhonar. Nesses locais ha alteracéo da
permeabilidade do endotélio vascular e penetracdo do colesterol no espaco
subendotelial, especialmente aquele carreado por lipoproteinas de baixa densidade
(low density lipoprotein — LDL) (GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016).

O endotélio vascular disfuncional, sobre acdo de reguladores bioquimicos e
biomecanicos, como o acumulo de metabdlitos na parede endotelial e 0 aumento do
estresse de cisalhamento, expressa diversos genes importantes para a aterogénese.
Ha o aumento da expressao de moléculas de adesédo, como por exemplo a molécula
de adeséo celular vascular (vascular cell adhesion molecule — VCAM1), molécula de
adesao celular intercelular (intercellular cell adhesion molecule — ICAM1) e E-
selectina, as quais tem participacdo significativa na migracao de células imunoldgicas
circulantes para o intersticio da parede vascular, como é o caso dos mondcitos que
ao migrarem para o espaco intersticial transformam-se em macréfagos (YANG;

CHANG; WEI, 2016). Este processo migratério esta esquematizado na Figura 1.

A presenca de CE e células musculares lisas vasculares (CMLV) em torno do
espaco subendotelial cria um ambiente rico em espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species — ROS). Essas moléculas, em contato com as particulas de LDL no
intersticio, medeiam sua progressiva oxidacdo tornando-as capazes de serem
reconhecidas por receptores scavenger presentes na superficie dos macréfagos
posteriormente quimioatraidos para o espaco subendotelial. Esse reconhecimento
resulta na fagocitose e acumulo das particulas de LDL oxidadas no interior dos

macrofagos, tornando-as células espumosas (CHISTIAKOV et al., 2017).

Outro evento migratério presente no processo aterogénico ocorre com as CMLV.
O aumento da producao de fatores proliferativos pelo endotélio disfuncional, além da
diminuicdo da biodisponibilidade do NO (um importante regulador proliferativo das
CMLV), ocasiona sua migracao e proliferagdo no espaco subendotelial. A presenca
de tais tipos celulares no intersticio vascular resulta na producdo de proteinas de
matriz extracelular, levando a formacdo de uma estrutura denominada placa de

ateroma. Tais placas levam a diminuicdo do raio do l[imen vascular que, somado ao
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aumento na sintese de fatores trombaticos, favorece a trombogénese e embolia,
culminando na ocorréncia de eventos isquémicos e infarto tecidual em locais de

circulagdo com vasos de menor calibre, caracterizando o infarto tecidual
(RUDIJANTO, 2007).

Figura 1 - Processo de formacao da placa ateromatosa

Aterogénese

Célula Muscular Lisa
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| 2t %W%er

Célula Endotelial

Legenda: LDL — Lipoproteinas de Baixa Densidade. Fonte: Autor, (2019)

2.3 Oxido Nitrico (NO)

Os trabalhos de Furchgott e Zawadski (1980) demonstraram o papel das CE no
relaxamento das CMLV dependente do neurotransmissor acetilcolina (ACh),
evidenciando o importante papel do endotélio vascular na regulagédo do ténus vascular
local. Alguns anos depois, foi relatada a presenca de uma molécula secretada pelas
CE a qual era importante no processo de relaxamento do MLV. Essa molécula,
identificada como NO (IGNARRO et al.,, 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA,

1987), é um gés lipossoluvel sintetizado por diversos tipos celulares, destacando-se
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as CE, atuando, entre outras respostas, como o principal agente relaxante do MLV
(GARCIA; STEIN, 2006). Os processos de sintese e sinalizacdo do NO estéo
esquematizados na Figura 2.

Nas CE a sinalizacao para a sintese do NO ocorre através de eventos que resultam
na elevacdo da concentracdo de calcio intracelular, como a tensdo de cisalhamento
decorrente do fluxo sanguineo, ligacdo da ACh com seu receptor muscarinico M3,
entre outros. Tais eventos culminam na ativagdo de uma enzima denominada sintase
de oxido nitrico, estando presente nas CE em sua isoforma constitutiva, sendo entédo
denominada de sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS). A eNOS realiza sua funcao
através da conversao do aminoacido L-arginina em L-citrulina, liberando durante a

reacdo uma molécula de NO.

Por ser lipossolavel, o NO entéo se difunde para a MLV e se liga em um residuo
de Fe?* no grupamento heme da enzima guanilato ciclase solGvel (GCs), ativando a
enzima, a qual entdo realiza sua atividade de converséo do trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Com o0 aumento da
biodisponibilidade intracelular do GMPc, ocorre 0 aumento na atividade da proteina
cinase dependente de GMPc (PKG), que fosforila alvos especificos. Os efeitos da
ativacado desta cascata incluem a abertura de canais para K*, alteracdo dos canais de
calcio do tipo L para a conformacéo inativa, ativacdo da célcio ATPase da membrana
plasmética (plasma membrane calcium ATPase - PMCA), ativagéo da calcio ATPase
do reticulo sarco/endoplasmaético (sarco/endoplasmatic reticulum calcium ATPase —
SERCA), ativacdo de enzimas que levam ao desacoplamento de proteinas contrateis,
além de diversos outros eventos que culminam na diminuicdo da concentracdo de
calcio intracelular nas CMLV, resultando entdo em seu relaxamento (MONCADA,;
HIGGS, 1993; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

O NO é uma molécula sinalizadora de grande importancia para a homeostasia do
organismo, sobretudo do sistema cardiovascular. Por esse motivo, sua desregulagao
acarreta disturbios fisiolégicos que podem seguir a quadros patologicos. Por ser uma
molécula muito reativa, interage facilmente com outras ROS produzidas pelo
metabolismo celular, como o anion superéxido (02°) e o perdxido de hidrogénio (H2032)
(MITTAL et al., 2014), resultando em sua transformacé&o a peroxinitrito (ONOO"), uma
molécula com capacidade inferior que o NO em induzir relaxamento do MLV. Essa
reacao resulta na diminuicéo da biodisponibilidade do NO local, ocasionando aumento
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na agregacao plaguetaria, adesdo de monacitos e proliferacdo de CMLV, processos
fisiologicamente regulados pelo NO e importantes para o0 processo aterogénico
(FORSTERMANN; XIA; LI, 2017).

Figura 2 - Esquema da sinalizagdo para sintese do NO e relaxamento do musculo

liso vascular

Relaxamento do Musculo
Liso Vascular

PMCA Ca¥L
fig

Célufa Muscular Lisa

eNOS

NO

L- Arglnlna L Citrulina

Legenda: ACh - Acetilcolina; CaM — Calmodulina; DAG — Diacilglicerol; Ca2*L — Canal para Calcio do
Tipo L; eNOS - Sintase de Oxido Nitrico Endotelial; GCs - Guanilato Ciclase soluvel; GMPc -
Monofosfato de Guanosina ciclico; Gg/11 — Proteina Gg/11; GTP — Trifosfato de Guanosina ciclico;
IP3 — Inositol-1,4,5-trifosfato; M3 — Receptor Muscarinico M3; NO — Oxido Nitrico; PIP2 —
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PKC — Proteina Cinase dependente de Calcio; PKG — Proteina Cinase
dependente de GMPc; PLC — Fosfolipase C; PMCA — Célcio ATPase da Membrana Plasmatica; RE —
Reticulo Endoplasmatico; SERCA — Calcio ATPase do Reticulo Sarco/Endoplasmético. Os simbolos
de + e - representam ativacdo e inibicao, respectivamente. Os nidmeros marcam o0s passos chave
para a via, onde: 1 — ligagdo da ACh com o seu receptor; 2 — Ativagdo da eNOS; e 3 — Ativagéo da
GCs. Fonte: Autor, (2019)

2.4 Doadores de NO

A utilizacdo de nitratos para o tratamento de DCV data de 1879, quando o médico
inglés William Murrel descreveu os efeitos positivos do uso da nitroglicerina (NTG) no
tratamento das dores causadas pela angina pectoris (MURRELL, 1879). Deste entédo
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outras moléculas de natureza similar foram desenvolvidas, como o mononitrato de
isossorbida (isosorbide mononitrate — ISMN) e o dinitrato de isossorbida (isosorbide
dinitrate — ISDN), que também demonstravam acdes positivas na melhora de
parametros cardiovasculares em tratamento agudo, como reducdo da pressdo em
pacientes com hipertensdo pulmonar e insuficiéncia cardiaca congestiva
(DIVAKARAN; LOSCALZO, 2017; FRANCA-SILVA et al., 2014).

Apesar da ampla utilizacdo desses farmacos, seu mecanismo de acdo soO foi
elucidado apos cerca de 100 anos, quando foi percebida a necessidade de liberagédo
do NO por tais moléculas para se obter os seus efeitos fisioldgicos (ARNOLD et al.,
1977). Com a descricdo de que o fator de relaxamento derivado do endotélio era de
fato o NO (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987), se tornou clara a importancia da
utilizacao dos nitratos nas DCV.

O processo de liberacdo do NO dos nitratos organicos necessita da acédo de
algumas enzimas citosolicas ou mitocondriais. Essa acdo € mediada por enzimas
como a aldeido desidrogenase (aldehyde dehydrogenase — ALDH2), no caso da NTG
e do tetranitrato de pentaeritritol (pentaerythritol tetranitrate — PETN) (CHEN; ZHANG,;
STAMLER, 2002; WENZEL et al., 2007), e o citocromo p450 no caso do ISMN e do
ISDN (MUNZEL; GORI, 2013). Dessa forma, seu mecanismo de agdo proporciona
melhora em parametros cardiovasculares em algumas DCV, como a angina pectoris
(FACCHINI et al., 2015).

Os efeitos positivos obtidos pelo uso dos doadores de NO né&o sao desprovidos de
efeitos adversos. Um efeito comumente observado € o desenvolvimento de disfuncao
endotelial, além da inducéo de tolerancia, necessitando cada vez de doses maiores
para se obter os efeitos desejados (DAIBER; MUNZEL, 2015). Esses efeitos
indesejados sédo muito bem observados nos nitratos NTG, ISMN e ISDN, ocorrendo,
entre outros, pela diminuigdo da sua dinitracéo nos tecidos expostos (THATCHER et
al., 2004). Contudo, o unico nitrato em que tal efeito ndo foi observado € o PETN,
sobre o qual alguns estudos apontam que, ao menos em parte, esse efeito decorra de
sua atividade antioxidante (MUNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014).

Os efeitos indesejados que limitam o uso dos nitratos comercialmente disponiveis
atualmente geraram uma busca por novos nitratos com efeitos terapéuticos similares,
mas que ndo exercessem o0s efeitos indesejados ja conhecidos. Assim, no

Departamento de Quimica da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), um novo
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nitrato com potencial farmacoldgico intitulado 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano (NDPB) foi
sintetizado. Sua sintese se iniciou com a reacao entre a glicerina e o acido cloridrico
(HCI) seco, resultando na formacéo de um produto chamado halohidrina (1,3-dicloro-
propan-2-ol) (Fig. 3A). A halohidrina foi entdo adicionada lentamente em uma solugao
de alcool butilico anidro e sédio metélico, obtendo-se assim como produtos o 1,3-
diéterpropan-2-ol e NaCl (Fig. 3B). O 1,3-diéterpropan-2-ol foi entdo adicionado em
uma solugéo contendo anidrido acético e logo depois foi adicionado &cido nitrico,
formando assim o produto denominado NDBP (Fig. 3C) (SANTOS, 2008).

Figura 3 - Esquema de sintese do 2-nitrato-1,3-dibutoxipropano (NDBP)

A OH OH
HO\)\/OH + HCI (seco) ——»= C|\.)\/CI
glycerin haloydrin

(1,3-diclorine-propan-2-ol)

B OH OH

cu\)\/u + RONa —> Ro\/k/orz +  2NaCl

haloydrin Sodium -
y alkoxide* 1,3-diether-propan-2-ol
C NO;
OH 0/
RO\)\/OR + HNO;/AC,0 —» RO\)\/OR
1,3-diether-propan-2-ol 2-nitrate-1,3-dibuthoxypropan

*R - butane

Fonte: (FRANCA-SILVA et al., 2012b)

A estrutura quimica do NDBP esta representada na Figura 4, com férmula
molecular C11H23NOs e peso molecular de 249,304. ApoOs sua obtencéo a partir da
glicerina, uma série de ensaios farmacologicos foram realizados de modo a

caracterizar o mecanismo de acao e efeitos fisiolégicos do NDBP. Por meio de tais



27

testes, foi possivel perceber que esse novo nitrato foi capaz de induzir vasodilatacéo
em anéis de artéria mesentérica superior de ratos normotensos. Seu mecanismo de
acao nesse modelo envolve a liberacdo de NO, e ativacdo da via NO/GMPc/PKG,
principalmente pela modulagdo da proteina GCs, além de acdo sobre canais de
potassio. Assim, o tdnus vascular periférico € diminuido, reduzindo assim a pressao
arterial (FRANCA-SILVA et al., 2012b). Também foi observado que o NDBP apresenta
atividade hipotensiva e bradicardica em ratos normotensos e hipertensos, e que a
reducdo da presséo arterial ndo foi dependente apenas da diminuigcdo do tonus
vascular periférico por meio liberacdo do NO, mas através do aumento do tdnus
parassimpatico ao coracdo (FRANCA-SILVA et al., 2012a).

Figura 4 - Estrutura quimica do NDBP

H;C

HaC

Fonte: (FRANCA-SILVA et al., 2012b)

Uma das principais limitacdes sobre o uso terapéutico dos nitratos orgéanicos é o
desenvolvimento de tolerancia ao medicamento. Com isso, analises foram realizadas
visando evidenciar a presenca ou nao desse efeito com o uso do NDBP. Os resultados
obtidos mostraram que o NDBP, quando administrado em aneéis de artéria
mesentérica isolada de ratos normotensos pré-incubados por 30 minutos com a
substancia, ndo alterou a resposta vasorrelaxante previamente obtida, sugerindo a
auséncia de inducéo de tolerancia (PORPINO et al., 2016b).
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Com todos os dados supracitados € possivel perceber o potencial terapéutico do
NDBP no tratamento das DCV. Contudo, a maioria das andlises foi realizada
utilizando-se de modelos experimentais normotensos e hipertensos. Dessa maneira,
ainda nenhum estudo foi feito para caracterizar o potencial terapéutico desse nitrato
na aterosclerose, demonstrando assim a necessidade de se efetuar tais analises. I1sso

pode ajudar a impulsionar o NDBP para as fases clinicas de estudo.

Assim, o presente trabalho baseou-se na hipétese de que o NDBP pode exercer
efeitos positivos sobre a funcéo vascular de animais ateroscleréticos, como ja relatado
para modelos animais normotensos e hipertensos, além de hipotetizar que, caso
esses efeitos sejam percebidos, eles tenham relagcdo com a doacdo de NO mediada

pelo NDBP e/ou com sua potencial agdo antioxidante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do NDBP sobre a funcdo vascular de camundongos
ateroscleroticos e caracterizar se tais efeitos possuem relacdo com a doacgéo de 6xido

nitrico, além de seu papel antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar, em anéis de aorta toracica obtidos de animais controle (linhagem
C57BL/6j) e animais ateroscleréticos (linhagem ApoE™), os seguintes parametros:

e Os efeitos do NDBP sobre a fungéao endotelial;
e Os efeitos do NDBP sobre o relaxamento vascular;
e O papel do NO na resposta vascular ao NDBP;

e O papel antioxidante do NDBP em sua resposta.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

A manipulacao e criacdo dos animais utilizados na pesquisa ocorreu de acordo
com o Guia para Manutencado e Uso de Animais de Laboratério do National Institutes
of Health (NIH), e com as normas estabelecidas pela Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIO). Os protocolos foram submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB (protocolo 1544070318). Foram
utilizados camundongos (Mus musculus), machos, com 20 semanas de idade, de duas
linhagens diferentes, sendo a primeira a linhagem controle (CT) linhagem C57BL/6j
(n=12) e a segunda a linhagem knockout para a apolipoproteina E (linhagem ApoE";
n=14) provenientes do biotério do Laboratério de Controle Neural da Circulacéo e
Hipertensdo Arterial (LACONCHA). Os animais foram mantidos em condi¢cdes
controladas de temperatura (21+1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12
horas), em estantes de circulacdo de ar (Alesco, Sao Paulo, Brasil), em gaiolas com
até 5 animais, com acesso a agua e racdo ad libitum. Para os animais de linhagem
ApoE”- foi administrada dieta aterogénica (Rhoster®) durante um periodo de 12
semanas (partindo da 82 semana de vida), de maneira a acelerar o desenvolvimento

da disfuncéo endotelial e estabelecimento da aterosclerose.

4.2 Substanciateste

O NDBP utilizado foi sintetizado no Laboratério do Prof. Dr. Petrénio Filgueiras de
Athayde Filho, do Departamento de Quimica da UFPB, conforme previamente descrito
(SANTOS, 2008). A substéancia foi solubilizada em uma mistura de Cremofor® e agua,

sendo diluida até as concentragfes desejadas utilizando 4gua destilada.
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4.3 Drogas e solucdes

Os ensaios de reatividade vascular foram realizados utilizando as seguintes
substancias: cloreto de potdssio (KCI), acetilcolina (ACh); fenilefrina (FEN),
Cremofor®, hidroxicobalamina e tempol, obtidos da Sigma-Aldrich (BRASIL). As
drogas foram dissolvidas em agua destilada e armazenadas em freezer a -5°C.
Durante a realizagdo dos ensaios, foi utilizada solu¢cdo nutridora tampéo modificada
de Krebs-Henseleit (KHB) (BAILEY; ONG, 1978) em pH de 7,4, aerada continuamente
com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2) e mantida a 37°C. A solucdo

nutridora consistiu na seguinte composicao:

Tabela 1 - Composicdo da solucao nutridora tampéo de Krebs-Henseleit modificada

Substancia Concentracao (mM)

NaCl 115
KCI 4,7
CacCl, 2,5
MgSO. 1,2
KH2PO4 1,2
NaHCO3; 25
EDTA 0,1
Glicose 11,1

4.4 Obtencao de anéis de aorta dos modelos experimentais

As amostras de aorta foram obtidas imediatamente antes da realizacdo dos

ensaios de reatividade vascular. Para isso os animais foram anestesiados com
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cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal e submetidos a
toracotomia de modo a expor o coracdo e aorta toracica, os quais foram dissecados,
separados de tecido conjuntivo e removidos dos animais. As pecas foram entao
depositadas em placas de Petri contendo a solugéo nutridora de Krebs com aeragao
com mistura carbogénica e mantidas em temperatura de 37°C. A aorta entéo foi
cuidadosamente limpa de tecido conjuntivo e cortada em 3 ou 4 anéis de 3 milimetros
cada. Os anéis foram montados em triangulos de aco inoxidavel e inseridas em cubas
de banho de 6rgédos, contendo a solu¢do nutridora sob as mesmas condicdes de

aeracao e temperatura citadas anteriormente, para avaliacdo da reatividade vascular.

4.5 Avaliacdo da viabilidade dos anéis e do endotélio

~

As respostas vasculares frente a administracdo de agentes vasoativos foram
captadas por um sistema de aquisicdo de dados biolégicos (PowerlLab,
ADInstruments, Australia) e plotadas em curvas concentracdo-efeito. Apos a
montagem, os anéis foram gradativamente submetidos a uma tenséo basal de 0,5,
seguido de uma estabilizagdo por 60 minutos com troca da solucéo nutridora a cada
15 minutos. Em seguida, os anéis foram submetidos a contragdo maxima utilizando
KCI 125 mM por 30 minutos ou até alcancar a contracdo maxima. A viabilidade dos
anéis foi estabelecida quando estes alcancaram, no minimo, o dobro do valor da
tensdo basal. Apos isso, 0s anéis viaveis foram submetidos ao teste da integridade do
endotélio vascular, onde foram administrados 10 uM do agonista de receptores alfa-1
adrenérgicos FEN, o qual deveria gerar mais de 50% da contracdo maxima obtida no
teste realizado anteriormente com o KCl. Foram entdo administrados 10 pM do
agonista de receptores muscarinicos ACh. A integridade do endotélio foi considerada
guando o relaxamento obtido com a administragdo da ACh era maior que 50% da
contracdo exercida pela FEN, e a auséncia de endotélio funcional foi considerada

guando o relaxamento obtido foi menos do que 10% da contragdo maxima.
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4.6 Protocolos de reatividade vascular

4.6.1 Avaliacdo da atividade vasodilatadora do NDBP

A capacidade de inducdo de relaxamento do MLV pelo NDBP foi avaliada com a
administracédo de concentracdes crescentes de NDBP (1019 a 3x10° M), em anéis de
aorta sem endotélio funcional, ap6s pré-contracdo com FEN (10 puM), obtendo-se uma

curva concentracao-resposta.

4.6.2 Avaliacdo da funcéo endotelial

De maneira a avaliar a fung&o endotelial entre os modelos experimentais utilizados,
0s anéis obtidos com endotélio funcional foram submetidos a uma pré-contragcdo com
FEN (10 pM) e, logo apoés atingir um platd, levados ao relaxamento com
concentracdes crescentes de ACh (101° a 3x10° M), para obtencdo de uma curva
dose-resposta a ACh, verificando sua a¢éo vasorrelaxante dependente do endotélio.
Os efeitos do NDBP sobre a fun¢édo endotelial foram avaliados através de uma pré-
incubacdo com NDBP (10 pM) por 20 minutos nos anéis utilizados, seguida da
construcdo de curvas de relaxamento a ACh, examinando se essa substancia era

capaz de modular de alguma forma esse parametro.

4.6.3 Avaliacdo do papel do NO na resposta mediada pelo NDBP

O papel do NO doado pelo NDBP na funcdo vascular foi avaliado por meio da
incubacédo dos anéis, por 20 minutos, com o NDBP (10 uM) em conjunto com o
sequestrador de NO extracelular, hidroxicobalamina (HDX) (30 uM), seguido por

lavagem das cubas e construcédo de curvas de relaxamento a ACh (101° a 3x10° M).
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4.6.4 Avaliacdo da atividade antioxidante do NDBP

O papel antioxidante do NDBP foi avaliado através da incubacéo dos anéis, por 20
minutos, com o NDBP (10 uM) em conjunto com o antioxidante mimético da enzima
superéxido dismutase (SOD), Tempol (1mM), seguido da construcdo de curvas de
relaxamento a ACh (101° a 3x10° M).

4.6.5 Andlises estatisticas

As curvas concentracao-resposta de relaxamento a ACh foram expressas como a
porcentagem de relaxamento em relacdo ao nivel maximo de pré-contracdo. Os
valores de poténcia (ECso) e eficiéncia (resposta maxima - Rmax) foram obtidos por
regressdo nao linear (Prism 5, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A
sensibilidade ao agonista foi expressa como pD2 (-logECso). Os resultados estédo
expressos como média * erro padrdo da média. Para andlise estatistica das curvas
entre os grupos, foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de 2 vias para medidas
repetidas, seguida pelo post hoc de Tukey. As comparacdes entre as Rmax, pD2 e
area sob a curva (ASC) foi feita por teste t de Student ndo pareado. As andlises foram
realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA). As diferencas entre as médias foram consideradas significantes
quando o p<0,05 ou p<0,01.
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5.1 Avaliagdo da funcao endotelial

A realizacdo de curvas de relaxamento a ACh exibiu uma resposta vasorrelaxante

prejudicada no grupo ApoE”’ quando comparado ao relaxamento obtido nos animais

CT (Grafico 1, Tabela 2), demonstrando uma marcante disfuncdo endotelial, como

esperado para os animais ApoE™".

Grafico 1 - Resposta vasorrelaxante a ACh nos grupos CT e ApoE™
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam média e erro padrdo da média,
respectivamente. **p<0,01

Tabela 2 - Valores de Rméax e pD2 para as curvas de ACh

Parametro

Rmax

pD

76,7+5,4 62,7%£5,5

7,9+0,3 6,7+0,2**

Legenda: pD2: -logECso; Rméax: resposta maxima. **p<0,01
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5.2 Avaliacdo dos efeitos do NDBP sobre a funcao endotelial

A incubacao do NDBP, previamente a realizacdo de curvas de relaxamento a
ACh, ndo exerceu alteracdo na resposta vasodilatadora dos anéis de aorta dos
animais CT (Gréafico 2, Tabela 3). Contudo, para o grupo ApoE™, tal incubacéo foi
capaz de melhorar a reatividade vascular nesses animais (Grafico 3, Tabela 4),

contrabalanceando a disfuncéo endotelial presente nesse grupo.

Gréfico 2 - Resposta vasorrelaxante a ACh apos incubacao prévia com NDBP (CT +
NDBP) e sem incubacao (CT), com endotélio funcional
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam meédia e erro padrdo da média,
respectivamente

Tabela 3 - Valores de Rmax, pD2 e ASC para as curvas de ACh sem incubacgéo
prévia do NDBP (CT + NDBP) e sem incubacéo (CT).

Parametro CT + NDBP

Rméx 76,7%5,4 76,0£3,7
pD2 7,9+0,3 7,9+0,2
ASC 286+25 280+25

Legenda: ASC: area sob a curva; pD2: -logECso; Rmax: resposta maxima
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Gréfico 3 — Resposta vasorrelaxante a ACh na presenca (ApoE” + NDBP) ou
auséncia de NDBP (ApoE”) em vasos com endotélio funcional

0- . .
G ApoE--(n=9)
- ApoE- + NDBP (n=4)
=]
|
404
E
s
=
L]
T I
(i T
#
100 -
10 H 6 H
Ach (log M)

Legenda: Os simbolos e barras verticais representam meédia e erro padrdo da média,
respectivamente. **p<0,01

Tabela 4 - Valores de Rmax, pD2 e ASC para as curvas de ACh com incubacéo
prévia do NDBP (ApoE” + NDBP) e sem incubag&o (ApoE™)

Parametro ApoE™” + NDBP
Rmax 62,7£5,5 79,4+3,9
pD2 6,70,2 8,2+0,4%*
ASC 174+18 313+23**

Legenda: ASC: area sob a curva; pD2: -logECso; Rméax: resposta méaxima. **p<0,01

Quando comparadas as curvas de relaxamento a ACh com incubagéo do NDBP
entre os grupos CT (CT + NDBP) e ApoE” (ApoE”’ + NDBP), foi observado que as
curvas praticamente se sobrep8em, demonstrando que o prejuizo do relaxamento
observado nos animais ApoE~ foi revertido, dessa forma equiparando o relaxamento

ao dos animais CT (Gréfico 4, Tabela 5).
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Gréfico 4 — Comparacéao entre as curvas de relaxamento a ACh com incubacéao
prévia de NDBP entre grupos controle (CT + NDBP) e aterosclerético (ApoE™" +

NDBP)
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam meédia e erro padrdo da média,
respectivamente

Tabela 5 - Valores de Rméax e pD2 para as curvas de ACh com incubagéo prévia de
NDBP entre os grupos controle (CT + NDBP) e aterosclerético (ApoE” + NDBP)

Parametro CT + NDBP ApoE” + NDBP
Rméax 76,0+3,7 79,4+3,9
pD:2 7,9%0,2 8,2+0,4

Legenda: pDz: -logECso; Rmax: resposta maxima

5.3 Avaliacédo da atividade vasodilatadora do NDBP

A realizacdo de curvas de relaxamento ao NDBP mostrou uma resposta similar
entre 0s anéis de aorta desprovidos de endotélio, obtidos dos animais controle (CT E-
) e aterosclerdticos (ApoE-- E-), sem significancia estatistica, mostrando que o NDBP
é capaz de exercer vasorrelaxamento nos animais ateroscleroéticos (Grafico 5, Tabela
6), mostrando que o NDBP promove o relaxamento de forma similar em ambos os

grupos na auséncia de endotélio.
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Gréfico 5 - Resposta vasorrelaxante mediada pelo NDBP (1019 a 3x10° M) entre os
anéis de aorta obtidos dos animais controle (CT E-) e ateroscleréticos (ApoE™ E-),
sem endotélio funcional
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam meédia e erro padrdo da média,
respectivamente

Tabela 6 - Valores de Rméax e pD2 para as curvas de relaxamento mediado pelo
NDBP entre os anéis de aorta obtidos dos animais controle (CT E-) e
ateroscleréticos (ApoE”- E-), sem endotélio funcional

Parametro ApoE™" E-
Rmax 10219,6 93+4,1
pD2 5,6+0,4 5,8+0,3

Legenda: pDz: -logECso; Rmax: resposta maxima

5.4 Avaliacdo do papel do NO naresposta mediada pelo NDBP

Os dados obtidos com a realizagéo das curvas de relaxamento a ACh, apos pré-
incubacdo com NDBP sozinho ou em conjunto com a hidroxicobalamina (HDX), um
sequestrador de NO extracelular, mostraram que quando utilizado apenas o NDBP, o
relaxamento obtido foi maior do que aquele observado quando incubado o NDBP com

a HDX (Gréfico 6), mostrando que o NO € de suma importancia para a melhora da
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resposta de relaxamento exercida pelo NDBP. Os valores numéricos obtidos com

esse teste estdo expressos na Tabela 7.

Gréafico 6 — Resposta de relaxamento a ACh apos incubacdo com NDBP apenas
(ApoE”’ + NDBP) ou em conjunto com a HDX (ApoE” + NDBP + HDX)
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam meédia e erro padrdo da média,
respectivamente

Tabela 7 - Valores numéricos de Rméx e pD:z entre grupos NDBP e NDBP + HDX

Parametro ApoE” + NDBP ApOoE” + NDBP + HDX
Rméax 79,4+3,9 59,9+7,1*
pD2 8,2+0,4 6,6+0,3*

Legenda: pD2: -logECso; Rméx: resposta méxima. *p<0,01

5.5 Avaliagéo da atividade antioxidante do NDBP

As curvas de relaxamento a ACh com incubacéo prévia com NDBP sozinho ou em
conjunto com o Tempol, para avaliagdo da resposta antioxidante do NDBP,

demonstraram que a incubac¢do com Tempol ndo alterou a resposta de relaxamento a
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ACh, quando comparado aos anéis incubados apenas com NDBP, como expresso no
Grafico 7, sugerindo a atividade antioxidante do NDBP. Os valores numeéricos obtidos

com esse teste estao expressos na Tabela 8.

Gréfico 7 - Resposta vasorrelaxante a ACh apos incubacdo do NDBP em anéis de
aorta isolados de animais ateroscleréticos sem (ApoE”-+ NDBP) e com incubagéo
conjunta com Tempol (ApoE”+ NDBP + Tempol), com endotélio funcional
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Legenda: Os simbolos e barras verticais representam média e erro padrdo da média,
respectivamente

Tabela 8 - Valores numéricos de Rmax, pD2 e ASC entre grupos NDBP e NDBP +
Tempol

Parametro ApoE—/_ + NDBP ApoE-/_ + NDBP + Tempol
Rmax 79,4+3,9 65,1+7,3
pD, 8,2+0,4 8,3+0,3
ASC 313+23 263+37

Legenda: ASC: area sob a curva; pDz: -logECso; Rmax: resposta méaxima
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho a funcdo endotelial nos anéis obtidos de animais de
ambos os grupos foi avaliada, através da construgcdo de curvas concentragcado-resposta
de relaxamento a ACh. Foi observada uma resposta vasorrelaxante atenuada nos
animais ApoE”, qguando comparados com os animais CT (Grafico 1). Vimos também
que a incubacdo com o NDBP previamente a realizacao das curvas de relaxamento a
ACh, nao alterou a resposta vasorrelaxante nos animais CT (Grafico 2). Todavia, nos
animais ApoE”, houve melhora no relaxamento a ACh (Grafico 3), sendo esse
relaxamento comparavel ao obtido nos animais CT (Grafico 4). Além disso, foi
observado que o NDBP foi capaz de promover relaxamento nos anéis de aorta
toracica desprovidos de endotélio, tanto provenientes de animais CT quanto ApoE™"
(Gréafico 5), na mesma proporcdo. Ainda, observamos que a utilizacdo de um
sequestrador extracelular de NO em conjunto com o NDBP, atenuou a resposta
vasodilatadora nos anéis avaliados (Grafico 6). Por fim, a incubacdo conjunta do
NBDP com um antioxidante, o Tempol, ndo potencializou a vasodilatacdo nos anéis

avaliados (Grafico 7).

Os resultados de atenuacdo na resposta vasorrelaxante nos anéis de animais
apoE’ demonstrados em nosso trabalho (Gréfico 1), sdo uma resposta esperada para
esses animais, uma vez que marca a disfuncdo endotelial nesse grupo, um processo
importante para o desenvolvimento da aterosclerose nesses mesmos animais. VAarios
trabalhos anteriores utilizando o mesmo modelo animal aterosclerdtico, observaram
0s mesmos resultados de prejuizo no relaxamento vascular (KONG et al., 2015;
OHASHI et al., 2006).

Com isso, as andlises dos efeitos do NDBP sobre a fun¢éo endotelial dos anéis
avaliados, com a incubacdo do NDBP previamente a construcdo de curvas de
relaxamento a ACh, explicitaram os efeitos do NDBP sobre a reversédo dos prejuizos
causados pela disfuncdo endotelial na reposta vascular a ACh, uma vez que o
relaxamento obtido nos animais apoE” apds essa incubacéo foi comparavel aquele
obtido nos animais CT (Gréfico 4). Todavia, os resultados obtidos ndo podem inferir
que o NDBP é capaz de atenuar a disfuncao endotelial, uma vez que a administracao

do NDBP neste trabalho foi realizada in vitro e ndo de forma cronica.



43

Apesar de a administracdo dos nitratos ser conhecidamente capaz de reverter
os quadros de disfuncdo endotelial devido a doacéo de NO (BAKKER et al., 2016), o
aumento no estresse oxidativo vascular, um fator importante para o inicio da disfuncao
endotelial, surge como um efeito adverso de alguns nitratos de uso terapéutico, como
o0 ISMN e o ISDN, além da propria NTG (GORI et al., 2004; STEVEN et al., 2018).
Assim, torna-se importante avaliar os efeitos de novos nitratos, como o NDBP, sobre
a funcdo endotelial. Um estudo desenvolvido utilizando ratos hipertensos mostrou um
efeito similar ao observado em nosso trabalho. No referido caso foi utilizado outro
nitrato de estrutura quimica e mecanismos de acdo semelhantes ao NDBP, o nitrato
1,3-bis (hexiloxi) propano-2-il (NDHP). Os autores observaram que a administracao
cronica do NDHP em ratos com hipertenséo foi capaz de potencializar a resposta
vasorrelaxante e aumentar a sensibilidade dos anéis testados a ACh, sugerindo

melhora na disfuncao endotelial nesses animais (PAULO et al., 2018).

Relatou-se que a utilizacdo crénica de PETN exerceu o mesmo efeito sobre a
funcdo vascular de coelhos ateroscleroticos. O relaxamento dependente do endotélio
foi visto estar prejudicado nos animais com 16 semanas de dieta hipercolesterolémica,
e ainda pior nos animais com 32 semanas. Todavia, 0s animais com 32 semanas de
dieta tratados cronicamente com o PETN mostraram respostas vasorrelaxantes
comparaveis ao grupo com 16 semanas, apontando a atuacéo desse nitrato sobre a
atenuacao da disfungao endotelial (HACKER et al., 2001).

Dentre as respostas mediadas pelos nitratos organicos, o vasorrelaxamento e
reducado da resisténcia vascular periférica sdo os mais evidentes (FRANCA-SILVA et
al., 2014). A liberacdo do NO proveniente dos nitratos € um papel importante para a
obtencao destes efeitos terapéuticos. Com isso a caracterizagcdo dos mecanismos de
acao de novos nitratos deve ser extensamente realizada, uma vez que a bioativacéo
enzimatica dos nitratos, além da dessensibilizagdo da GCs, parecem ser alguns dos

mecanismos envolvidos na inducéo da tolerancia (MAYER; BERETTA, 2008).

Em nosso trabalho, observamos que o NDBP foi capaz de induzir vasodilatacéo
nos anéis de aorta desprovidos de endotélio dos animais CT e ApoE” (Gréfico 5).
Essa resposta mostra o potencial vasodilatador dessa droga, além de sugerir que tal
resposta independe da presenca do endotélio. Por outro lado, fica claro que o
potencial vasodilatador do NDBP em vasos de animais ateroscleréticos é tdo grande

guanto em vasos provenientes de animais CT.
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Experimentos previamente realizados em nosso laboratério, utilizando anéis de
artéria mesentérica de ratos normotensos, demonstraram que o NDBP induz
vasorrelaxamento de forma concentracdo-dependente, sendo esse efeito mediado
pela ativagdo de proteinas da via NO/GMPc/PKG, principalmente a GCs, além da
ativacdo de canais de K+ presentes nas CMLV (FRANCA-SILVA et al., 2012b). Um
estudo seguinte demonstrou que o NDBP foi capaz de reduzir a pressao arterial, em
ratos espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats - SHR) e Wistar
Kyoto (WKY), ocorrendo esse efeito, a0 menos em parte, por seu potencial
vasorrelaxante decorrente da liberacdo do NO, e principalmente pelo aumento do

tbnus parassimpatico nesses animais (FRANCA-SILVA et al., 2012a).

No presente trabalho foi visto que a incubacdo de HDX em conjunto com o
NDBP diminuiu a resposta vasorrelaxante obtida apds a incubacdo com NDBP
(Gréfico 6), explicitando a importancia do NO para a obtencéo dos efeitos desse nitrato
sobre a disfuncéo endotelial nos animais ApoE~"-, além de seus efeitos vasorrelaxantes
diretos ja relatados. Em concordancia, um outro estudo demonstrou atenuag¢do na
vasodilatacado em ratos SHR com a utilizacao da HDX, havendo diminui¢do dos efeitos
hipotensivos obtidos com o uso in vivo do NDBP. Além disso, a bradicardia
inicialmente observada foi abolida, com a observacdo de desenvolvimento de
taquicardia nos animais estudados, demonstrando que, de forma similar aos nitratos
convencionais, os efeitos terapéuticos do NDBP possuem forte relacdo com a
liberacdo de NO (QUEIROZ et al., 2014).

Os processos de disfuncdo endotelial na aterosclerose estdo altamente
atrelados ao aumento no estresse oxidativo vascular, que por sua vez resulta na
oxidag&o do NO biodisponivel, tornando-o inativo (INCALZA et al., 2018). Com base
nisso, a utilizacdo de moléculas que possam exercer acdo antioxidante se torna
interessante para melhorar a funcdo endotelial, diminuindo assim 0s processos
aterogénicos e patofisiologicos resultantes. Neste trabalho foi visto que a incubacgéo
concomitante de NDBP com Tempol néo foi capaz de potencializar o efeito de melhora
no vasorrelaxamento a ACh observado apos incubacdo com NDBP apenas (Grafico
7). Por ser um agente antioxidante mimético da enzima SOD, era esperado que a
incubagdo com o Tempol potencializasse o efeito do NDBP, caso ele ndo possuisse
acdo antioxidante. Contudo, essa resposta ndo foi observada, sugerindo acao
antioxidante do NDBP.
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Dentre os nitratos organicos atualmente disponiveis, um dos Unicos induz
tolerancia em menor propor¢cdo € o PETN. Essa baixa incidéncia de tolerancia é
creditada ao seu efeito indutor de enzimas antioxidantes. Observou-se que o
tratamento de ratos normotensos e hipertensos por 7 dias com PETN ou ISMN
resultou em melhoras nos niveis de estresse oxidativo e na funcao endotelial apenas
no grupo tratado com o PETN, mas ndo com o ISMN, em compara¢ao com 0S grupos
controle e hipertenso ndo tratados. Além disso, foi visto que o efeito antioxidante
mediado pelo PETN foi resultado de um aumento na expressao da enzima
antioxidante heme oxigenase-1 nos animais hipertensos tratados (SCHUHMACHER
et al., 2010).

A atividade antioxidante de outros nitratos também ja foi relatada, como é o
caso do ISMN. Um experimento feito ofertando uma dieta hipercolesterolémica a
coelhos Nova Zelandia, foi capaz de aumentar a producédo de superéxido vascular nos
animais utilizados. Entretanto, quando realizada administracdo cronica do ISMN, esse
aumento foi praticamente abolido. Além disso, as respostas de relaxamento vascular
dependente do endotélio também foram melhoradas no grupo hipercolesterolémico

tratado com o ISMN, quando comparado ao grupo nao tratado (MULLER et al., 2004).

De forma similar ao PETN, trabalhos feitos anteriormente em nosso laboratorio
mostraram que o NDBP néo foi capaz de induzir tolerancia com seu uso crénico em
animais normotensos e hipertensos, e esse efeito também foi creditado a sua
potencial acdo antioxidante. Além disso, a atividade antioxidante do NDBP foi avaliada
apos tratamento crénico em camundongos normotensos. Foi relatado a incapacidade
do NDBP em alterar a formacédo de superoxido. Por outro lado, foi visto que a
incubacdo com NDBP em homogenato de figado foi capaz de reduzir a producéo de
superoxido mediada pela enzima NADPH oxidase (NOX), além de ter inibido o
aumento da atividade da NOX induzido por tratamento com ANG Il (PORPINO et al.,
2016a).

De acordo com os mecanismos de acao antioxidantes do NDBP ja relatados,
fica evidente a auséncia de alteracdes na reatividade vascular mediada pela
incubacgéo conjunta do NDBP com o Tempol. Uma vez a provavel interacdo do NDBP
com a NOX pode ter mediado a diminui¢cdo da producdo de superoxido nos anéis
durante o periodo de incubacéo do NDBP. Assim, a presenca do Tempol pode néo ter

exercido influéncia uma vez que ndo havia producdo de superoxido nos tecidos para



46

gue sua conversdo e depuracdo fosse realizada, ja havendo assim uma acéo

antioxidante mediada previamente pelo NDBP.
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7 CONCLUSOES

As andlises realizadas nesse estudo demonstraram um papel eficaz do NDBP em
induzir relaxamento nos anéis de aorta toracica, além de ter melhorado a resposta de
relaxamento dependente do endotélio em animais ateroscleroticos. Além disso, foi
observado que a liberacdo do NO € um fator importante para a obtencéo dos efeitos
induzidos pelo NDBP, elucidando seu provavel mecanismo de agdo. Os efeitos
vasculares mediados pelo NDBP provavelmente também possuem relagdo com sua
atividade antioxidante. O presente trabalho sugere que o NDBP € uma droga com
alto potencial clinico, dados seus efeitos benéficos na funcdo vascular na vigéncia de
aterosclerose. Todavia mais estudos precisam ser realizados para melhor caracterizar

0S seus mecanismos de acéo e efeitos terapéuticos na aterosclerose.
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