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RESUMO 
 

O efeito hipotensor do TERPY é aumentado em SHR em comparação com 

ratos normotensos Wistar (WST), mas o seu relaxamento em anéis de aorta sem 

endotélio não difere entre os grupos. Trabalhamos com a hipótese de que o 

desacoplamento da óxido nítrico sintase (NOS) ou espécies reativas de oxigênio 

(EROs) podem prejudicar a biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) liberado pelo 

TERPY e NPS (nitroprussiato de sódio) em seus efeitos hipotensores e 

vasodilatadores em SHR. Avaliamos o efeito do L-NAME (inibidor da NOS), da 

APOCININA (bloqueadora da NOX) e do TEMPOL (mimético da superóxido 

dismutase) na resposta hipotensora e na vasodilatação induzida pelos doadores de 

NO, TERPY e NPS, em aortas de WST e SHR. L-NAME aumentou o efeito 

hipotensor do TERPY em WST, mas não em SHR. Este efeito não foi alterado pelo 

TEMPOL, mas foi aumentado pela APOCININA em ambos os grupos. Essas drogas 

não alteraram o efeito hipotensor do NPS. A remoção do endotélio ou incubação 

com L-NAME diminuiu a potência do TERPY na aorta de SHR e aumentou na aorta 

de WST. TEMPOL e APOCININA aumentaram a potência do TERPY em aortas de 

WST e de SHR. Estes efeitos são independentes do endotélio em SHR e sensíveis 

ao endotélio em WST. A presença do endotélio e a incubação com TEMPOL ou 

APOCININA aumentou a potência do NPS em aortas de WST e SHR. Em conclusão, 

o efeito hipotensor do TERPY é prejudicado pela NOS em WST e pela NOX em 

WST e SHR. Por outro lado, o efeito hipotensor do NPS é semelhante em WST e 

SHR, que é independente da NOS e de EROs. Em aortas, EROs derivadas do 

endotélio prejudicam o relaxamento do TERPY em anéis de aorta de WST e SHR, e 

EROs liberadas a partir de células do músculo liso vascular (CMLV) também 

participam dessa resposta apenas em aortas de SHR. 

 

 

 

 

Palavras-chaves: Doadores de NO. Hipotensão. Vasodilatação. Endotélio. Estresse 

oxidativo. SHR. 
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ABSTRACT 
 

The hypotension of TERPY is increased in SHR compared to Wistar (WST) 

rats, but its relaxation in denuded aortic rings is not different. We hypothesized that 

NO-synthase uncoupling or reactive oxygen species (ROS) could impair the NO 

bioavailability released from TERPY and SNP in their hypotensive and vasorelaxant 

effects in SHR. We evaluated the effect of the inhibitors L-NAME (NO-synthase) and 

APOCYNIN (NOX), and TEMPOL (superoxide dismutase mimetic) in the hypotensive 

effect and aorta vasodilatation induced by NO-donors in WST and SHR. L-NAME 

increased TERPY's hypotensive effect in WST, but not in SHR. This effect was not 

altered by TEMPOL, but it was increased by APOCYNIN in both groups. These drugs 

did not alter the SNP's hypotensive effect. Endothelium removal, or L-NAME, 

decreased the potency of TERPY in SHR aorta and increased it in WST aorta. 

TEMPOL and APOCYNIN increased the potency of TERPY in WST and SHR aortas. 

These effects are endothelium independent in SHR, and endothelium dependent in 

WST. Endothelium, TEMPOL and APOCYNIN increased the potency of SNP in 

aortas of WST and SHR. In conclusion, TERPY's hypotensive effect is impaired by 

NOS in WST and by NOX activity in WST and SHR. Otherwise, the hypotensive 

effect of SNP is similar in WST and SHR, which is independent of NOS and ROS. In 

aortas, ROS derived from endothelium impairs the relaxation of TERPY in aortic rings 

of WST and SHR, but ROS from vascular smooth muscle also participates in this 

response in SHR aorta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: NO-donor. Hypotension. Vasodilatation. Endothelium. Oxidative Stress. 

SHR. 
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NO – óxido nítrico 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A Pressão Arterial (PA), produto do débito cardíaco e da resistência vascular 

periférica, proporciona a perfusão tecidual em diversas situações fisiológicas. A 

manutenção dos níveis adequados de PA depende da atividade de diferentes 

substâncias e sistemas fisiológicos (BRODY, 1986; GUYTON; HALL, 2006; CRIMI et 

al., 2007). 

A resistência vascular periférica é determinada pelo tônus dos vasos 

sanguíneos, este, por sua vez, é regulado por ação do sistema nervoso autônomo 

simpático e pelo endotélio vascular (LINCOLN; BURNSTOCK, 1990) entre outros 

fatores neuro-humorais e locais.  O endotélio vascular ou células endoteliais, que se 

localizam entre o sangue e as células do músculo liso vascular (CMLV), liberam 

fatores vasoativos que tem participação direta na manutenção do tônus vascular. Os 

fatores vasoativos podem ser os fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF) e 

fatores constritores derivados do endotélio (ECDF). Entre os EDRF, os mais 

estudados são o óxido nítrico (NO), a prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio (EDHF) e entre os EDCF destacam-se a endotelina (ET-1), as 

prostaglandinas, tramboxano A2 e angiotensina II. Os EDRF e EDCF são liberados 

continuamente e de forma equilibrada, a fim de manter o tônus vascular e garantir a 

homeostase do organismo (CRIMI et al., 2007).  

O NO, descoberto por Furchgott e Zawadski (1980), tem papel fundamental 

na regulação do tônus vascular, por promover vasodilatação, diminuição da 

agregação plaquetária, inibição da adesão de moléculas e monócitos as paredes 

dos vasos sanguíneos, inibição da produção de ET-1 e diminuição da proliferação 

das células musculares lisas. O NO é produzido a partir da atividade da enzima 

óxido nítrico sintase (NOS) que hidroxila um dos dois nitrogênios guanidino do 

aminoácido L-arginina, para formar N-hidroxi-L-arginina, que é então convertido em 

L-citrulina com liberação concomitante de NO. Existem três isoformas da NOS, 

sendo uma induzida pela presença de macrófagos e por lipopolisacárides 

bacterianos e/ou citocinas (iNOS ou isoforma II) e outras duas isoformas 

constitutivas, NOS endotelial (eNOS ou isoforma III) e neuronal (nNOS ou isoforma 

I). Para a atividade enzimática destas três isoformas é necessário ligação com a 
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calmodulina, uma proteína citoplasmática. As eNOS e nNOS (isoformas I e III) 

podem ou não depender da interação entre cálcio (Ca2+)  e calmodulina, ou seja, o 

Ca2+ ao se ligar a calmodulina, forma o complexo Ca2+-calmodulina, que irá ativar a 

eNOS e nNOS. Entretanto, a iNOS é independente de Ca2+ (MONCADA, 1992; 

TENNYSON; LIPPARD, 2011).  

Devido a sua capacidade lipofílica, o NO produzido nas células endoteliais, 

difunde-se para as CMLV e ao interagir com a molécula de ferro do grupo heme da 

enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), presente no citoplasma, altera a forma desta 

enzima tornando-a ativa. Então, a enzima GCs catalisa a saída de dois grupamentos 

fosfatos da molécula Guanosina Trifosfato (GTP), formando a Guanosina 

Monofosfato Cíclico (GMPc). A molécula de GMPc irá ativar  principalmente a 

proteína quinase G (PKG) que levará a uma série de reações intracelulares, 

resultando em uma diminuição da concentração de Ca2+ intracelular e ativação de 

canais de potássio (K+), causando assim o relaxamento dos vasos sanguíneos ou 

vasodilatação (MURAD, 1999; NAPOLI; IGNARRO, 2003; GEWALTIG; KOJDA, 

2002). 

Em alterações patológicas como na hipertensão arterial, pode ocorrer uma 

diminuição da biodisponibilidade de NO associado ao estresse oxidativo (EO), 

levando ao comprometimento da atividade vascular normal. Diferentes estudos 

reforçam a sugestão de que a patogênese da hipertensão arterial está associada 

com alterações estruturais e funcionais dos vasos sanguíneos (OPARIL, 2003; 

DWORAKOWSKI et al., 2008). Na aterosclerose, o EO tem papel importante nas 

lesões vasculares. Estudo com seres humanos demonstraram que o EO sistêmico 

está correlacionado a doenças cardiovasculares e seus diversos fatores de risco 

(KEANEY et al., 2003). 

O EO resulta do aumento acentuado da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), uma vez que ocorre um desequilíbrio e/ou uma diminuição da 

remoção destas EROs sobrecarregando o sistema antioxidante (CAI; HARRISON, 

2000; VERMA; ANDERSON, 2002; FORTUÑO et al., 2005). EROs são 

caracterizadas por alta reatividade química e são importantes em muitos processos 

fisiológicos (DROGE, 2002). Seus efeitos dependem da molécula gerada, da 

localização, do equilíbrio entre a quantidade gerada e a atividade do sistema 
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antioxidante. No EO, as grandes quantidades de EROs produzidas são prejudiciais e 

podem induzir danos celulares, como oxidação de macromoléculas, de membranas 

e DNA, consequentemente levando a disfunção endotelial (LASSÉGUE; 

GRIENDLING, 2010).  

A fisiopatologia da disfunção endotelial é complexa e compromete a 

vasodilatação de vários leitos vasculares, como artérias de resistências (DIEDERICH 

et al., 1990; SCHIFFRIN et al., 2000; PARK et al., 2001), coronárias (MONNINK et 

al., 2002) e aortas (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986) de humanos (PANZA et al., 

1990) e animais experimentais. Além de estar associada a diversas doenças 

cardiovasculares, a disfunção endotelial antecede o desenvolvimento da hipertensão 

arterial (ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).  

A disfunção endotelial tem várias causas como redução da atividade da eNOS 

(associada a baixa disponibilidade do seu substrato L-arginina) e conseqüente 

diminuição da síntese de NO (VANHOUTTE, 2002). Pode também estar relacionada 

à produção exacerbada de EROs que ocorre durante o EO, como o aumento da 

produção de ânion superóxido (O2
‾) (CUZZOCREA et al., 2004). Ainda, a disfunção 

endotelial pode ocorrer devido ao aumento de angiotensina II, que estimula a NOX 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase), esta, por sua vez, também 

produz grandes quantidades de O2
‾ (SCHIFFRIN; TOUYZ, 2003). 

O O2
‾ ao reagir com NO, além de reduzir a biodisponibilidade de NO, leva a 

formação de outra EROs, o peroxinitrito (ONOO‾) que é altamente citotóxico 

(SALVEMINI et al., 1998; VAZIRI et al., 1999). Ainda, o ONOO‾ degrada um dos co-

fatores da eNOS, a tetrahidrobiopterina (BH4) e a eNOS fica com o domínio 

oxigenase mais ativo ou “desacoplada”, produzindo assim maiores quantidades de 

O2
‾ e ocorre redução da síntese de NO (VASQUEZ-VIVAR et al., 1998; 

SCHNACKENBERG, 2002; LI; SASH, 2004; ALP; CHANNON, 2004; 

FÖRSTERMANN, 2010). 

A redução da biodisponibilidade de NO pelo O2
‾ contribui para a disfunção 

endotelial, eleva a resistência vascular, ocasiona vasoconstrição e pode causar 

proliferação das CMLV, bem como promover a adesão de leucócitos e plaquetas nas 

paredes dos vasos sanguíneos (AUCH-SCHELK et al., 1989; YAMAMOTO et al., 

1992; DUSTING; TRIGGLE, 2005). 
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Além da NOS desacoplada, existem vários outros sistemas na maioria das 

células, que geram EROs como as mitocôndrias, xantinas oxidases, cicloxigenases, 

lipoxigenases e citocromo P450. Em CMLV as diferentes isoformas da NOX (NOX1, 

NOX2, NOX4 e NOX5) são as principais fontes de EROs e do O2
‾ (GRIENDLING et 

al., 1994; ZALBA et al., 2000). 

As NOX, inicialmente identificada em neutrófilos, estão presentes em células 

fagocíticas e não-fagocíticas, onde a produção de O2
‾ por este complexo de 

proteínas é importante para processos de fagocitose e de defesa do hospedeiro 

contra patógenos inespecíficos (LI; SHAH, 2003; DWORAKOWSKI, 2006) e também 

para a sinalização intracelular (DWORAKOWSKI, 2006). As NOX são formadas por 

um complexo de proteínas presentes na membrana celular e no citoplasma. O 

componente ligado a membrana é o citocromo b558-oxidase, formado por uma 

subunidade maior (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 ou DUOX2) e uma 

subunidade menor (p22phox). Os componentes do citoplasma incluem uma 

subunidade citosólica organizadora (p47phox ou NOXO1), uma ativadora (p67phox 

ou NOXA1) e outras proteínas reguladoras (p40phox e Rac2). A ativação das 

diversas isoformas da NOX depende da translocação das subunidades citosólicas 

para a membrana. Em seguida, o substrato NADPH (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato) reduz os elétrons do O2 (oxigênio) formando o O2‾ (Figura 1) 

(CAI et al., 2003; DUSTING et al., 2004; FORTUÑO et al., 2005; XIA et al., 2006). As 

isoformas NOX4 e 5 podem ser ativadas independentes das subunidades citosólicas 

ou reguladas por Ca2+ (LASSÉGUE; CLEMPUS, 2003; CSÁNYI et al., 2009; WIND 

et al., 2010). 
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Figura 1: Ativação da NOX presente em células vasculares (Figura retirada de LASSÉGUE; 
GRIENDLING, 2010). 
 

 O excesso de O2‾ pode causar danos oxidativos já citados anteriormente. A 

superóxido dismutase (SOD) é uma enzima que tem a função de remover O2
‾ a partir 

do ambiente celular, catalisando a dismutação de dois radicais O2
‾ em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e O2, assim diminuindo a atividade e consequências geradas por 

este oxidante (CHERYL et al., 2003).  

 Vários modelos de hipertensão apresentam aumento da atividade da familía 

da NOX (ZALBA et al., 2000; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2001; PARAVICINI et al., 2004; 

DUSTING et al., 2004; DIKALOVA et al., 2005; AKASAKI et al., 2006; LÁSSEGUE et 

al., 2012), prejuízo da atividade da eNOS em diferentes leitos vasculares 

(LOCKETTE et al., 1986; BAUERSACHS et al., 1998; ZHANG et al., 2004) e 

redução da atividade do sistema antioxidante, como diminuição da atividade da SOD 

e da catalase e também diminuição dos varredores de EROs, vitaminas C e E 

(RUSSO et al., 1998; TADDEI et al., 1998; TOUYZ, 2000; REDON et al., 2003; 

WARD et al., 2004; CHAVES et al., 2007). 
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 O SHR é considerado um bom modelo animal e bastante utilizado para o 

estudo do mecanismo, patofisiologia e tratamento da hipertensão arterial essencial 

ou primária (PINTO et al., 1998). Assim como em seres humanos, nos SHR a 

hipertensão aparece com a idade e nesse modelo, o desenvolvimento do aumento 

da pressão arterial ocorre a partir da sexta semana de nascimento, chegando a 

valores próximos de 180 a 200 mmHg com doze semanas de idade. A linhagem de 

SHR foi desenvolvida na década de 1960 por Okamoto e Aoki (1963) através do 

endocruzamento de ratos Wistar-Kyoto (WKY). 

 Estudos mostram que ratos SHR apresentam maior atividade e maior 

expressão da NOX, tanto em células endoteliais (AGO et al., 2004; MIYAGAWA et 

al., 2007) como em CMLV (ZALBA et al., 2000; TAYE; WIND, 2010) e que o 

aumento dessa atividade leva a um comprometimento do relaxamento via NO-

dependente (MIYAGAWA et al., 2007). Em animais adultos, a quantidade de NO 

basal liberado não é suficiente para manter o tônus vascular normal (TÖRÖK, 2008). 

Konishi e Su (1983) estudaram o relaxamento dependente do endotélio em anéis de 

aorta de SHR e observaram uma redução no relaxamento por acetilcolina (ACh). 

Além disso, outros estudos com SHR adultos mostram elevada produção de O2
‾ nas 

paredes vasculares (SUZUKI et al., 2005; SAHA et al., 2010). Bauersachs et al. 

(1998) demonstraram ainda que em SHR há uma diminuição na expressão da eNOS 

na aorta e em células endoteliais de coronárias e que uma redução na expressão da 

GCs na aorta estaria associada a disfunção vasodilatadora observada. Sendo assim, 

esse comprometimento da via NO e o excesso de O2‾ contribuem para o 

agravamento da hipertensão e parte do desenvolvimento da disfunção endotelial, 

fazendo com que o SHR seja um modelo de EO. 

Com o aumento da atividade da NOX, excesso de O2
‾, disfunção endotelial e 

comprometimento da via de relaxamento do NO, o uso de drogas doadoras de NO, 

seria uma opção interessante como tratamento da hipertensão e de doenças 

cardiovasculares, assim como ferramenta farmacológica para estudo dos 

mecanismos modulados pelo NO nas alterações fisiopatológicas.  

Entre as drogas doadoras de NO, destaca-se o nitroprussiato de sódio 

[Fe(CN5)NO]2ˉ (NPS) e a nitroglicerina (NTG), porém ambas apresentam limitações 

clínicas. O NPS apresenta um potente efeito vasodilatador, entretanto, a rápida 
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liberação de NO faz com que ocorra uma queda abrupta da pressão arterial, 

podendo levar a ativação de mecanismos reflexos e ocasionar taquicardia. Além 

disso, o NPS ao ser metabolizado libera cinco moléculas de cianeto, sendo então 

citotóxico e podendo comprometer a função hepática (BATES et al., 1991; ROBIN; 

McCAULEY, 1992; FRIEDERICH; BUTTERWORTH, 1995). Já a NTG induz a 

tolerância (perda dos efeitos farmacológicos e hemodinâmicos) com o uso 

prolongado ou repetido (FEELISH; KELM, 1991).  

Desta forma, vêm sendo desenvolvidas novas drogas que possam liberar NO 

de forma controlada, em local específico (intra ou extracelular) e que possam ser 

ativados, ou não, fotoquimicamente, de acordo com características e estrutura da 

molécula (LUNARDI et al., 2009). Nesse contexto, compostos doadores de NO 

derivados do rutênio são de grande interesse para a aplicação clínica, uma vez que, 

esse íon metálico apresenta baixa citotoxicidade (ALLARDYCE; DYSON, 2001).  

Dentre estes novos doadores, o composto [Ru(terpy)(bdq)NO+]3+ (TERPY) 

(Figura 2) tem sido muito estudado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Composto macrocíclico de rutênio [Ru(terpy)(bdq)NO+]3+ (TERPY). (Figura retirada de 
MUNHOZ et al., 2012). 
 

O TERPY é um composto estável em pH fisiológico e seus produtos de 

degradação são inertes e atóxicos ao organismo, na concentração utilizada para 

induzir resposta vasodilatadora máxima (de LIMA et al., 2005; BONAVENTURA et 

al., 2007). O TERPY é menos potente do que o do NPS e libera NO no meio intra e 
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extracelular (BONAVENTURA et al., 2007). Foi demonstrado por Lunardi et al. 

(2009) que o TERPY diminui a concentração intracelular de Ca2+ levando ao 

relaxamento do músculo liso vascular.  

Em anéis de aorta de ratos hipertensos renais 2 rins - 1 clipe (2R-1C), o 

relaxamento induzido pelo TERPY encontra-se prejudicado (RODRIGUES et al. 

2008). No entanto, tem sido descrito que o prejuízo na resposta relaxante de novos 

doadores de NO em anéis de aorta de ratos hipertensos pode ocorrer tanto por falha 

na ativação de canais de K+ da membrana do MLV (CALLERA et al., 2004; 

BONAVENTURA et al., 2005) como pela inativação do NO pelo EO (RODRIGUES et 

al., 2008). Em anéis de aorta de 2R-1C, o prejuízo no relaxamento para o TERPY é 

normalizado na presença do agente antioxidante vitamina-C (RODRIGUES et al., 

2008). Este fato demonstra que o EO reduz a potência do composto e que a terapia 

conjunta com antioxidantes reverte este efeito.  

Bonaventura et al. (2008) evidenciaram que o efeito relaxante do NPS é 

influenciado pelo endotélio em anéis de aorta de ratos normotensos Wistar (WST). 

Desta forma, tornou-se importante investigar se, em anéis de aorta, o efeito do 

TERPY pode ser modulado pelo endotélio vascular. Bonaventura et al. (2009) 

observaram que o endotélio de aortas de ratos WST modula negativamente o efeito 

relaxante do TERPY. Os autores observaram que a incubação de anéis de aorta 

com BH4, co-fator essencial para atividade da eNOS, deslocava a curva do TERPY 

para a esquerda, aumentando desta forma a potência do TERPY. Além disso, foi 

observado neste estudo que o TERPY aumenta a concentração de O2
‾ em células 

endoteliais. Os autores sugeriram então que o TERPY degrada o BH4 e por isso 

desacoplaria indiretamente a eNOS. 

Poucos estudos in vivo avaliando o efeito hipotensor de complexos de rutênio 

foram feitos em ratos hipertensos. De Gaitani et al. (2009) observaram que o 

composto trans-[RuCl([15]aneN4)NO]2+ (15-ANE) não teve efeito em ratos 

normotensos Sham (2R), mas o efeito hipotensor foi significativamente maior em 

ratos severamente hipertensos (PAM: 215 mmHg) do que em ratos moderadamente 

hipertensos (PAM: 175 mmHg). Em um estudo utilizando SHR, de Barros et al. 

(2002) verificaram que a resposta hipotensora do NPS estava reduzida em SHR 

(60%) em relação aos normotensos e que o efeito hipotensor do doador de NO 
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RuNO, além de ser maior do que do NPS, estava aumentado em SHR (150%) em 

comparação com normotensos WST. 

Em nosso primeiro artigo publicado neste ano, nós (MUNHOZ et al., 2012) 

demonstramos pela primeira vez que o efeito do TERPY é lento, de longa duração 

(>9 minutos) e não evoca taquicardia reflexa, diferente do efeito hipotensor do NPS, 

que é de rápida duração (30 segundos) e causa taquicardia reflexa. Neste estudo, 

mostramos também que, o efeito hipotensor do TERPY, nas doses utilizadas (5 e 7 

mg/Kg) está aumentado em SHR quando comparado com ratos normotensos WST. 

No entanto, diferentemente do observado com outros doadores de NO e/ou em 

outros modelos experimentais de hipertensão, o efeito vasodilatador do TERPY em 

aortas sem endotélio de SHR não está alterado quando comparado a aortas de ratos 

WST. 

Baseados no estudo de Bonaventura et al. (2009) e Rodrigues et al. (2008),  

levantamos a hipótese de que o endotélio poderia modular o efeito hipotensor e 

vasodilatador do TERPY, e que EROs derivadas de células endoteliais e de CMLV 

dos vasos de SHR poderiam alterar esta resposta.  

Considerando que o SHR é um modelo de hipertensão, que apresenta EO e 

disfunção endotelial e que o efeito de novas drogas de NO pode ser modulado por 

ambas as situações, o objetivo deste trabalho foi avaliar a participação do endotélio 

e das EROs na resposta vasodilatadora e no efeito hipotensor do TERPY neste 

modelo de hipertensão.   
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

 Verificar a participação do endotélio e das EROs no efeito hipotensor e no 

relaxamento vascular induzido pelo doador de NO, TERPY, em SHR e comparar 

esses efeitos com os do NPS, doador clássico de NO. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

A) Verificar se a infusão de L-NAME, inibidor da NOS, altera a resposta pressora dos 

doadores de NO. 

B) Verificar se em ratos SHR e WST, a infusão de TEMPOL e de APOCININA 

alteram a resposta hipotensora dos doadores de NO; 

C) Comparar o efeito vasodilatador dos doadores de NO em anéis de aorta de ratos 

normotensos e hipertensos; 

D) Verificar a participação do endotélio sobre o relaxamento vascular induzido pelos 

doadores de NO; 

E) Verificar a participação da NOS, utilizando o L-NAME, sobre o relaxamento 

vascular induzido pelos doadores de NO. 

F) Verificar o efeito do TEMPOL e da APOCININA sobre o relaxamento vascular 

induzido pelos doadores de NO.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Todos os experimentos realizados neste estudo foram previamente aprovados 

pela CEEA-FOA/UNESP (protocolo no. 001619-2010). 

 

A) Síntese do composto 

 

O composto TERPY foi sintetizado no laboratório de Química Analítica do 

Departamento de Física e Química, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto, sob supervisão do Prof. Dr. Roberto Santana da Silva.  

 

B) Animais 

 

Foram utilizados ratos SHR e WST com 120 dias de idade. Os SHR eram 

provenientes de uma linhagem mantida no biotério do Departamento de Ciências 

Básicas da Faculdade de Odontologia, Campus de Araçatuba, UNESP e os WST 

foram fornecidos pelo biotério central da mesma faculdade. Os animais receberam 

ração padrão e água ad libitum e foram mantidos em condições controladas de 

temperatura (22-24ºC) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro). A pressão arterial 

sistólica (PAS) foi verificada por pletismografia de cauda utilizando um pletismógrafo 

adaptado para medidas em ratos acoplado a um fisiógrafo de 4 canais Narco 

Biosystems (Houston, Texas, USA.). Os SHR foram considerados hipertensos 

quando a PAS era maior ou igual a 150 mmHg. 

 

C) Drogas: 

  

As drogas utilizadas em todos os experimentos são descritas abaixo: 

- ([Ru(terpy)(bdq)NO+]3+): TERPY 

- (Nitroprussiato de sódio – Sigma Aldrich, SNP): NPS 

- (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl piperidine-N-oxyl – Sigma Aldrich):  TEMPOL 

- (4-Hidroxy-3-methoxyacetophenon 98% – Sigma Aldrich, APOCYNIN): APOCININA 

- (N-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride – Sigma Aldrich): L-NAME 
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- (L-phenylephrine hydrochloride – Sigma Aldrich): Fenilefrina (Phe) 

- (Acetylcholine chloride – Sigma Aldrich): Acetilcolina (Ach) 

 

Para os experimentos in vivo, de medida direta da PA, as drogas TERPY, 

NPS, TEMPOL, APOCININA, L-NAME, Phe e Ach foram diluídas em solução 

fisiológica (0,9% ou 0,15M NaCl) e para o estudo in vitro, de reatividade vascular, as 

drogas foram diluídas em água deionizada. Todas as soluções de drogas foram 

acondicionadas em frascos e protegidas da luz. Após a diluição, as soluções das 

drogas foram divididas em alíquotas e congeladas a -20°C até a utilização.  

A APOCININA foi diluída inicialmente em etanol absoluto (PA) e depois 

diluída em solução fisiológica ou água deionizada. O volume de etanol presente na 

solução fisiológica ou na água deionizada, não excedeu 0,01% do volume de 

solução fisiológica injetada intravenosamente ou de solução de Krebs usada na 

cuba.  

 

3.1 ESTUDOS DE MEDIDA DIRETA DA PA  

 

A) Cirurgia para implantação das cânulas  

 

Os animais foram anestesiados com associação de cetamina e xilasina (dose 

de 45 mg/Kg m.c., i.p. e 5 mg/Kg m.c., i.p.) respectivamente. Posteriormente, 

cânulas de polietileno preenchidas com salina heparinizada (0,9% NaCl; 10% 

heparina sódica) foram implantadas no interior da aorta abdominal através da artéria 

femoral, para o registro da pressão arterial média (PAM) e da freqüência cardíaca 

(FC) e na veia femoral, para infusão das drogas. Estas cânulas foram exteriorizadas 

na região dorsal do animal. Após a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas 

individuais recebendo ração padrão e água ad libitum.  Os animais foram utilizados 

em até 24 horas após a cirurgia.  
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B) Registro da PAM e FC 

 

A PAM e a FC dos ratos acordados foram continuamente registradas por um 

período de 30 minutos antes do início dos experimentos, utilizando um transdutor de 

pressão (ADinstruments) e um amplificador (ADinstruments) ligado à cânula intra-

arterial. A PAM e a FC, em condições basais e após a administração das drogas, 

foram registradas e calculadas utilizando-se o software Chart 4 (AD instruments). 

Estes equipamentos foram gentilmente disponibilizados pelo Prof. Dr. João Carlos 

Callera, do Laboratório de Fisiologia do Departamento de Ciências Básicas. 

 

C) Avaliação das respostas cardiovasculares dos doadores de NO 

 

Após período de 30 minutos de estabilização, injeções in bolus de TERPY ou 

NPS foram feitas e seus efeitos sobre a PAM e FC foram registrados por 1 hora. No 

mesmo animal, foram realizadas injeções de doses de 5 mg/Kg m.c. e 7 mg/Kg m.c. 

de TERPY e de 35 μg/Kg m.c. de NPS. Também foi avaliado o tempo para se atingir 

a resposta hipotensora máxima induzida pelas diferentes concentrações de TERPY 

e de NPS.  

Em outra série de experimentos, 30 minutos antes da infusão dos doadores 

de NO, foi feita a administração in bolus de L-NAME (dose 10mg/Kg m.c., inibidor da 

enzima NOS) ou de TEMPOL (30mg/Kg m.c., mimético da SOD) ou de APOCININA 

(30 mg/Kg m.c., bloqueador da NOX). Os efeitos destas drogas sobre a PAM e FC 

basais e sobre as respostas hipotensoras do TERPY ou NPS foram avaliados. 

Segue o protocolo utilizado no esquema 1.  

As doses de TERPY, NPS e TEMPOL utilizadas nestes experimentos foram 

semelhantes às doses previamente utilizadas em estudo realizado por Rodrigues et 

al., 2012.  

As doses de L-NAME e de APOCININA foram determinadas a partir de 

experimentos pilotos utilizando as doses de 10, 20, 30 e 40 mg/Kg m.c. Foi utilizada 

a menor dose de L-NAME (10mg/Kg m.c.) e a dose intermediária de APOCININA (30 

mg/Kg, m.c.), pois com estas doses, não foram observadas alterações 
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cardiovasculares significativas que comprometessem a sobrevivência dos animais 

durante a realização dos experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 
Esquema 1: Protocolo para a administração das ferramentas farmacológicas (L-NAME, TEMPOL e 
APOCININA) antes da administração dos doadores de NO nos experimentos realizados in vivo. 
 

3.2 ESTUDOS DE REATIVIDADE VASCULAR 

 

A) Preparação dos vasos 

 

Os animais foram pré-anestesiados em uma câmara saturada com 

tribromoetanol (2,5%) e submetidos à eutanásia por decapitação. Em seguida, a 

aorta torácica foi removida, dissecada e cortada em anéis de 4 mm. Os anéis de 

aorta foram então posicionados entre dois ganchos de aço inoxidável e conectados 

a um transdutor de tensão isométrica (Letica Scientific Instruments; Barcelona – 

Espanha). Os anéis foram mantidos em câmara para órgãos isolados em 10 mL de 

solução de Krebs (mmol/L, NaCl 13,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3 

14,9; C6H12O6 5,5 e CaCl2 1,6) com pH 7,4, suprimento gasoso de 95% O2 e 5% CO2 

(dióxido de carbono) a 37°C.  Os anéis permaneceram em repouso por 60 minutos 

para estabilização, sob tensão basal constante de 1,5 g.  

Alguns anéis de aorta tiveram o endotélio removido mecanicamente. A 

efetividade da remoção do endotélio foi confirmada pela ausência de relaxamento 

vascular estimulado por ACh (1 µM) após contração com Phe (0,1µM).   

 

 30 minutos
estabilização

  Administração de L-NAME,
  TEMPOL ou APOCININA

30 minutos

Infusão de doadores-NO

Duração do efeito

CONTROLE
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B) Protocolos experimentais 

 

- Avaliação da resposta vasodilatadora induzida pelo TERPY e pelo NPS em aortas 

com e sem endotélio de ratos WST e SHR.  

Após as preparações serem lavadas e estabilizadas, curvas concentração-

efeito cumulativas para doadores de NO (TERPY – 0,1 ρM a 1mM e NPS - 1 ρM a 

0,1mM) foram realizadas em anéis de aorta, com e sem endotélio, contraídos com 

EC50 (concentração necessária para gerar 50% do efeito máximo) de Phe (0,1µM). O 

efeito vasodilatador do TERPY foi comparado entre as aortas dos ratos normotensos 

WST e hipertensos SHR e entre anéis de aorta com ou sem endotélio. O efeito 

vasodilatador do NPS também foi comparado entre os ratos e entre os anéis com ou 

sem endotélio. 

 

- Avaliação da participação da NOS na vasodilatação induzida pelo TERPY ou NPS 

em aortas de SHR. 

Anéis de aorta com endotélio foram incubados por 30 minutos com 100 �M de 

L-NAME. Subseqüentemente, após a contração com Phe (0,1µM), curvas 

concentração-efeito cumulativas para o TERPY (0,1 ρM a 1mM) ou NPS (1 ρM a 

0,1mM) foram realizadas. Foram comparadas as respostas vasodilatadoras dos 

doadores de NO obtidas na ausência e na presença de L-NAME e de aortas de ratos 

normotensos e hipertensos. 

 

- Avaliação do efeito do TEMPOL sobre a resposta vasodilatadora do TERPY e NPS 

em aortas de SHR. 

Anéis de aorta, com e sem endotélio, foram incubados por 30 minutos com 

1mM TEMPOL. Após o tempo de incubação, os anéis foram contraídos com Phe 

(0,1µM) e as curvas concentração-efeito cumulativas para o TERPY ou NPS foram 

realizadas na presença de TEMPOL. As respostas vasodilatadoras dos doadores de 

NO obtidas na ausência e na presença de TEMPOL foram comparadas entre anéis, 

com ou sem endotélio, de aortas de ratos normotensos e hipertensos. 
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- Avaliação do efeito da APOCININA sobre a resposta vasodilatadora do TERPY ou 

NPS em aortas de SHR. 

Anéis de aorta, com e sem endotélio, foram incubados por 30 minutos com 

100 �M de APOCININA. Depois, os anéis foram contraídos com Phe (0,1µM) e 

curvas concentração-efeito cumulativas para o TERPY ou NPS foram realizadas na 

presença de APOCININA. Foram comparadas as respostas vasodilatadoras dos 

doadores de NO obtidas na ausência e na presença de APOCININA e entre aortas, 

com e sem endotélio, de ratos normotensos e hipertensos. 

 

3.3 ANÁLISES DOS RESULTADOS 

 

A) MEDIDA DIRETA DA PA (in vivo) 

 

Os valores de variação da PAM e FC induzidos pelo TERPY ou NPS e 

também o tempo necessário para se obter a estabilização da resposta foram 

analisados e comparados entre os grupos. Alguns dados foram transformados em 

porcentagem da variação de PAM (ΔPAM%) para corrigir as diferenças nos valores 

basais iniciais de PAM entre WST e SHR. Os resultados foram expressos como 

média ± EPM dos experimentos realizados. Diferenças entre valores obtidos foram 

avaliadas pelo Teste t de Student’s e por ANOVA (Two-away), seguido de pós-teste 

Bonferroni utilizando o programa Graph Pad Prism 5.0. Foram consideradas 

significativas as diferenças quando p<0,05. 

 

B) REATIVIDADE VASCULAR (in vitro) 

 

O efeito relaxante dos compostos foi medido a partir da variação dos valores 

de tensão e foram expressos como “porcentagem reversa” da contração para Phe. O 

efeito máximo (Emax) foi considerado como a máxima amplitude de resposta 

alcançada nas curvas de concentração-efeito para o agente relaxante. A 

concentração de agentes que produzem a metade da amplitude de relaxamento 

máximo (pD2) foi determinada após transformação logarítmica das concentrações 

utilizadas nas curvas concentração-efeito normalizadas. As diferenças entre os 
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valores de Emax e pD2 foram analisados pelo Teste T de Student’s utilizando o 

programa Graph Pad Prism 5.0. Foram consideradas significativas as diferenças 

quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS  
 

4.1 Análises da PAM e da FC de ratos WST e SHR. 

 

Inicialmente a PAM e a FC dos animais foram registradas em condições 

basais por 30 minutos. Neste período, os valores da PAM de SHR foram maiores do 

que dos ratos normotensos WST (WST: 112 ± 1, n=21; SHR: 162 ± 2, n=24; mmHg; 

p<0,05; Figura 3A). Apesar dos maiores valores de PAM serem observados em 

SHR, não houve diferença na FC entre ratos WST e SHR (WST: 341 ± 5, n=21; 

SHR: 337 ± 5, n=24; bpm) (Figura 3B). 
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Figura 3: (A) Pressão Arterial Média (PAM - mmHg) e (B) Frequência Cardíaca (FC) em batimentos 
por minuto (bpm) de ratos normotensos Wistar (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR). As 
barras representam a média � EPM dos resultados obtidos (* p<0,05, representa a diferença entre 
grupos WST e SHR; Teste t de Student’s). 
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4.2 Avaliação do efeito hipotensor dos doadores de NO, TERPY e NPS 

 

Depois do registro da PAM e da FC durante 30 minutos, foi feita 

administração intravenosa dos doadores de NO.  

A resposta hipotensora causada pelo TERPY foi dose-dependente, sendo 

maior o efeito hipotensor estimulado pela dose de 7mg/Kg (T7) do que pela dose de 

5mg/Kg (T5), tanto em ratos WST (T5: 9,21 ± 1,42, n=7; T7: 15,66 ± 0,85, n=7; Δ PAM 

%; p<0,05) como em SHR (T5: 15,39 ± 2,00, n=8; T7: 22,48 ± 1,23, n=8; Δ PAM %; 

p<0,05). As respostas hipotensoras do TERPY foram mais eficazes em SHR do que 

em WST (p<0,05). O efeito hipotensor do NPS (35 �g/Kg) foi mais eficaz do que o 

efeito do TERPY em ambas as doses, no entanto, não foi observada diferença nas 

respostas hipotensoras do NPS entre ratos WST (WST: 39,14 ± 2,30, n=7, Δ PAM 

%) e SHR (42,82 ± 3,18, n=8, Δ PAM %) (Figura 4A). 

Não houve alteração da FC causada pelo TERPY nas doses utilizadas em 

ratos WST (T5: 7,40 ± 5,30, n=7; T7: 3,46 ± 0,79, n=7; ΔFC) e em SHR (T5: 10,33 ± 

5,88, n=8; T7: 7,48 ± 5,11, n=8, ΔFC). O NPS alterou a FC em ambos os grupos, 

causando taquicardia reflexa (WST: 87,61 ± 4,51, n=7; SHR: 94,90 ± 4,28, n=8; 

ΔFC), mas não houve diferença entre os grupos (Figura 4C e 5B). 

Verificamos também diferenças em relação ao tempo necessário para a 

estabilização da resposta hipotensora das diferentes doses do TERPY e da dose de 

NPS. Para a dose de TERPY 7mg/Kg foi observado um tempo menor para atingir a 

resposta do que para a dose 5mg/Kg, tanto em ratos normotensos WST (T5: 21,83 ± 

1,44, n=7; T7: 14,00 ± 2,80, n=7; minutos; p<0,05) como em SHR (T5: 21,00 ± 4,06, 

n=8; T7: 10,50 ± 0,88, n=8; minutos; p<0,05) e não houve diferença nos valores 

temporais entre os grupos. Já o NPS causou efeito hipotensor mais rápido (medido 

em segundos) do que o TERPY nos dois grupos (WST: 0,37 ± 0,28, n=7; SHR: 0,30 

± 0,45, n=8; segundos) e também não houve diferença deste tempo entre os grupos 

avaliados (Figura 4B e 5A). 
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Figura 4: (A) Variação do efeito hipotensor em porcentagem de variação da PAM (� PAM %), (B) 
Tempo em minutos para estabilização do efeito hipotensor e (C) Variação da frequência cardíaca 
(�FC - bpm) de ratos normotensos  Wistar (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR) após a 
infusão dos doadores de NO, TERPY 5mg/Kg m.c, TERPY 7mg/Kg m.c. e NPS 35ug/Kg m.c. As 
barras representam a média � EPM dos resultados obtidos. * p<0,05 representa a diferença entre os 
grupos WST e SHR; # representa a diferença entre as doses de TERPY (T5 e T7) no mesmo grupo 
(WST ou SHR); ** representa a diferença entre TERPY (doses T5 e T7) e NPS. (ANOVA). 
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A) 

 
 

 

B) 

 
 
Figura 5: Registro representativo mostrando variação da (A) pressão arterial média (PAM – mmHg), 
do tempo (minutos) e da (B) frequência cardíaca (FC –bpm) de ratos espontaneamente hipertensos 
(SHR) em condições basais (controle – em azul) e após a administração de TERPY 7mg/Kg m.c. 
(vermelho) e de NPS 35ug/Kg m.c. (verde).  
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4.3 Efeitos de diferentes ferramentas farmacológicas na PAM e FC em ratos WST e 

SHR  

 

Em outra série de experimentos, avaliamos os mecanismos envolvidos na 

resposta hipotensora do TERPY em SHR e WST e comparamos os resultados 

obtidos com os observados na resposta hipotensora do NPS.  Inicialmente, foram 

feitos registros da PAM e FC de ambos os grupos durante 30 minutos e depois 

realizamos a administração das ferramentas farmacológicas: L-NAME, TEMPOL ou 

APOCININA. Após 30 minutos, foi feita a administração dos doadores de NO, como 

demonstrado no esquema 1.  

A PAM e a FC foram avaliadas durante 30 minutos após a administração das 

drogas (L-NAME, TEMPOL ou APOCININA). Depois da administração intravenosa 

de L-NAME (10mg/Kg m.c.), observamos aumento da PAM e diminuição da FC em 

ambos os grupos de ratos, normotensos e hipertensos (Tabela 1; Figura 6A-D). 

Houve redução da PAM depois da administração intravenosa de TEMPOL (30mg/Kg 

m.c.) e da APOCININA (30mg/Kg m.c.) em ambos os grupos. O TEMPOL não 

alterou, mas a APOCININA diminuiu a FC (Tabela 1; Figura 6B e D) em ambos os 

grupos. 
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Figura 6: Variação da Pressão Arterial Média (A e C) (PAM – mmHg) e da Frequência Cardíaca (B e 
D) (FC – bpm) de ratos normotensos Wistar (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR) avaliada 
durante 30 minutos depois da aplicação intravenosa de L-NAME, TEMPOL ou APOCININA. Os 
pontos representam a média � EPM dos resultados obtidos. * p<0,05, representa diferenças entre os 
valores de PAM e FC após a administração das ferramentas farmacológicas em relação ao controle 
(condições basais, pontos azul) em cada grupo experimental. (Teste t de Student’s) 
 

 

 

 

 

 

 



 

28 

 

TABELA 1: Efeitos do L-NAME, TEMPOL e APOCININA na PAM e FC em ratos 

normotensos Wistar (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR). 

 

 
 

Valores de PAM (pressão arterial media) e FC (frequência cardíaca) obtidos antes 

(controle) e 30 minutos após a administração de L-NAME, TEMPOL ou APOCININA. Os 

resultados foram expressos como a média ± EPM dos resultados obtidos dos seguintes 

grupos experimentais WST (n=7) e SHR (n=8). * p<0,05 representa a diferença entre os 

valores de PAM e FC basais (controle) e após a administração das ferramentas 

farmacológicas (L-NAME, TEMPOL ou APOCININA) no mesmo grupo experimental. 

(Teste t de Student’s). 
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4.4 Avaliações dos mecanismos envolvidos na resposta hipotensora do TERPY e do 

NPS em WST e SHR.  

 

O efeito hipotensor dos doadores de NO, TERPY 5 mg/Kg m.c. e/ou NPS 35 

ug/Kg m.c. foram analisados antes e 30 minutos após a administração de L-NAME, 

TEMPOL ou APOCININA nas doses mencionadas anteriormente.  

Como demonstrado na figura 7 (A e C), em ratos WST, a pré-administração 

de L-NAME ou APOCININA aumentou (p<0,05) o efeito hipotensor do TERPY, 

quando comparado ao efeito do TERPY observado antes da administração das 

drogas. Não houve diferença na hipotensão induzida pelo TERPY antes ou após a 

administração de TEMPOL (Tabela 2; Figura 7A).  

Em ratos SHR, o efeito hipotensor do TERPY foi aumentado (p<0,05) após a 

administração de APOCININA e não houve alteração do efeito do TERPY após a 

administração de L-NAME ou TEMPOL (Tabela 2; Figura 7B).   

Não houve nenhuma alteração no efeito hipotensor do NPS observado em 

ratos WST e SHR (Tabela 2; Figura 7C e D) pelo L-NAME, TEMPOL ou 

APOCININA. 
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Figura 7: Efeito hipotensor do TERPY (A e B) ou NPS (C e D) (variação da Pressão Arterial Média em 
porcentagem - Δ PAM %) em ratos normotensos Wistar (WST) e espontaneamente hipertensos 
(SHR) antes (controle) e 30 minutos após a administração de L-NAME, TEMPOL ou APOCININA. As 
barras representam a média � EPM dos resultados obtidos. *,** p<0,05 representa a diferença entre o 
efeito hipotensor do TERPY em ratos WST antes (controle) e após a administração de L-NAME ou 
APOCININA, respectivamente. # p<0,05 representa a diferença entre o efeito hipotensor do TERPY 
antes (controle) e após a APOCININA em SHR. (Teste t de Student’s). 
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TABELA 2: Valores numéricos do efeito hipotensor (Δ PAM %) do TERPY e do NPS em 

ratos WST e SHR, antes (controle) e 30 minutos após a administração de L-NAME, 

TEMPOL ou APOCININA. 

 
Os resultados obtidos foram expressos como média ± EPM dos experimentos realizados 

(n). ∆ PAM (%) indica variação da Pressão Arterial Média em porcentagem, do efeito 

hipotensor de TERPY e do NPS antes (controle) e 30 minutos após a administração de L-

NAME, TEMPOL ou APOCININA. *,**, # p<0,05 representa a diferença entre os valores do 

grupo controle e após a administração das diferentes drogas no mesmo grupo. (Teste t de 

Student’s). 
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4.5 Efeito do TERPY e NPS em aortas, com e sem endotélio, de ratos WST e SHR. 

 

 A estimulação com TERPY (0,1 ρM a 1mM) promoveu relaxamento 

concentração-dependente dos anéis de aortas contraídos com Phe (0,1 uM) de 

ambos os grupos experimentais. 

Avaliamos inicialmente se a presença do endotélio vascular alteraria o efeito 

vasodilatador do TERPY em aortas de ratos WST e SHR. Como pode ser observado 

na figura 8, em aortas com endotélio vascular de ratos WST, as curvas para o 

TERPY foram deslocadas para a direita se comparadas às aortas sem endotélio. Já 

em aortas com endotélio intacto de SHR, as curvas do TERPY estavam bastante 

deslocadas para a esquerda ao serem comparadas as obtidas em aortas sem 

endotélio.  
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Figura 8: Curvas concentração-efeito cumulativas para TERPY ou NPS em anéis de aorta com (E+) e 
sem endotélio (E-), isoladas de ratos normotensos (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR) e 
contraídas com fenilefrina (0,1 uM). Cada ponto da curva representa a media ± EPM dos resultados 
obtidos em diferentes grupos experimentais (n=5). * p<0,05; representa diferenças nas curvas para 
TERPY entre aortas com e sem endotélio. (Teste t de Student’s). 
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Em seguida, avaliamos a modulação do endotélio sobre a resposta 

vasodilatadora dos doadores de NO entre os grupos. Em aortas de SHR com 

endotélio vascular, observamos que as curvas concentração-efeito do TERPY 

estavam bastante deslocadas para a esquerda quando comparadas as obtidas em 

aortas de ratos WST (Figura 9A). Comparando os valores de pD2 e Emax das curvas 

concentração-efeito do TERPY (Figura 10A – B), verificamos que em aortas com 

endotélio de SHR, os valores de pD2 foram maiores. No entanto, em aortas sem 

endotélio de WST e SHR, o TERPY apresentou a mesma eficácia e a mesma 

potência (Figura 9B, 10A-B).  

As curvas concentração-efeito para NPS estavam deslocadas para a 

esquerda em aortas com e sem endotélio de ratos hipertensos, SHR, em 

comparação com aortas de ratos normotensos WST (Figura 9C e D). A potência do 

NPS é maior em aorta de SHR, tanto na presença quanto na ausência do endotélio 

(Figura 10A) e o efeito máximo das curvas de NPS foi maior em aortas sem 

endotélio de SHR do que em aortas de WST (Figura 10B). 
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Figura 9: Curvas concentração-efeito cumulativas para TERPY ou NPS em anéis de aorta, com (E+) 
e sem endotélio (E-), isoladas de ratos normotensos (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR) e 
pré-contraídas com fenilefrina (0,1 uM). Cada ponto da curva representa a media ± EPM dos 
resultados obtidos em diferentes grupos experimentais (n=5). * p<0,05; representa diferenças nas 
curvas para TERPY ou NPS entre aortas de ambos os grupos, teste t de Student’s. 
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Figura 10: Valores de potência (pD2) (A) e de efeito máximo (Emax) (B) do TERPY e NPS em anéis 
de aortas, com (E+) e sem (E-) endotélio, isoladas de ratos normotensos (WST) e espontaneamente 
hipertensos (SHR). As barras representam a média ± EPM dos resultados obtidos. *p<0,05 entre os 
grupos, teste t de Student’s. 
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4.6 Efeitos da remoção do endotélio e do L-NAME nas respostas vasodilatadoras do 

TERPY e NPS em aortas isoladas de ratos WST e SHR. 

 

 Em ratos WST, a remoção do endotélio ou incubação com L-NAME 

deslocaram a curva concentração-efeito do TERPY para esquerda em comparação 

com as curvas obtidas em aortas sem endotélio (Figura 11A). Por outro lado, em 

aortas de ratos SHR, a remoção do endotélio ou incubação com L-NAME deslocam 

a curva do TERPY para a direita (Figura 11B). 

 No relaxamento induzido pelo NPS a ausência do endotélio ou incubação com 

L-NAME deslocam as curvas para a direita (Figura 11C e D), tanto em ratos WST 

como em SHR. A remoção do endotélio aumentou o efeito máximo das curvas de 

NPS em aortas de SHR (Figura 12B). 
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Figura 11: Curvas concentração-efeito do TERPY e do NPS, em anéis de aortas isoladas de ratos 
normotensos (WST) e espontaneamente hipertensos (SHR), com (E+) e sem (E-) endotélio, e E+ na 
presença de L-NAME (E+ + L-NAME). Os pontos representam a media ± EPM. *p<0,05 em relação a 
curva controle (E+), teste t de Student’s. 
 

Observando a figura 12 (A) verificamos que a remoção do endotélio e a 

incubação de aortas intactas com L-NAME aumentaram os valores de pD2, ou seja, 

a potência do TERPY em aortas de ratos WST.  Por outro lado, observamos que em 

aortas de ratos SHR, removendo o endotélio ou incubando as aortas com L-NAME, 

houve a redução dos valores de pD2 ou da potência do TERPY. Os valores de pD2 

do NPS estão reduzidos em aortas sem endotélio e em aortas com endotélio na 

presença de L-NAME de ratos WST e SHR (Figura 12A) e o efeito máximo do NPS é 
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eficaz em todos os grupos, sendo aumentado apenas em aortas sem endotélio de 

ratos SHR (Figura 12B). 
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Figura 12: Valores de pD2 (A) e Emax (B) do TERPY e NPS em anéis de aortas isoladas de ratos 
WST e SHR, com endotélio (E+), E+ na presença do L-NAME (E+ + L-NAME) e na ausência do 
endotélio (E-). As barras representam a média ± EPM dos resultados obtidos. * p<0,05; representa a 
diferença significativa em relação às aortas com E+ dentro do grupo. Teste t de Student’s. 
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4.7 Efeito do TEMPOL e APOCININA no relaxamento induzido pelos doadores de 

NO na ausência e presença do endotélio 

 

Em anéis de aortas com endotélio de ratos WST, a pré-incubação com 

TEMPOL ou APOCININA promoveu um deslocamento significativo das curvas 

concentração-efeito do TERPY para esquerda, mas não alterou as curvas para o 

TERPY em anéis de aortas sem endotélio vascular (Figura 13 A e C). Já em aortas 

de SHR, o TEMPOL ou a APOCININA deslocaram as curvas do TERPY também 

para esquerda em aortas com e sem endotélio (Figura 13 B e D). Os deslocamentos 

das curvas para a esquerda mostraram que o TEMPOL e a APOCININA foram 

capazes de aumentar a potência do TERPY em aortas com endotélio de WST e em 

aortas com e sem endotélio de SHR (Figura 15A), mas não interferiram no efeito 

vasodilatador máximo deste doador em ambos os grupos (Figura 15C). 
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Figura 13: Curvas concentração-efeito cumulativas do TERPY, em anéis de aortas de ratos WST (A e 
C) e SHR (B e D), com (E+) e sem (E-) endotélio, na ausência e na presença de TEMPOL ou 
APOCININA. Os pontos das curvas representam a média ± EPM dos resultados obtidos. * p<0,05; 
entre as curvas na ausência e na presença das drogas. Teste t de Student’s. 
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O TEMPOL e a APOCININA também promoveram aumento da potência do 

NPS em aortas com e sem endotélio de ratos WST e SHR (Figura 15B), efeitos que 

podem ser confirmados pelos deslocamentos das curvas concentração-efeito para a 

esquerda (Figura 14A – D). Não houve alteração do efeito máximo das curvas para o 

NPS por estas drogas (Figura 15D). 
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Figura 14: Curvas concentração-efeito cumulativas do NPS, em anéis de aortas de ratos WST (A e C) 
e SHR (B e D), com (E+) e sem (E-) endotélio, na ausência e na presença de TEMPOL ou 
APOCININA, pré-contraídas com fenilefrina. Os pontos das curvas representam a média ± EPM dos 
resultados obtidos. * p<0,05; entre as curvas na ausência e na presença das drogas. Teste t de 
Student’s. 
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Figura 15: Valores de pD2 (A) e efeito máximo (Emax) (B) do TERPY e NPS em anéis de aortas 
isolados de ratos WST e SHR, com (E+) e sem (E-) endotélio, pré-incubados ou não com TEMPOL 
ou APOCININA. As barras representam a média ± EPM dos resultados obtidos * p<0,05 diferença em 
relação ao controle (E+ ou E-) dentro do grupo. Teste t de Student’s. 
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5 DISCUSSÃO 
 

Doadores de NO são agentes farmacológicos que podem ter grande 

importância terapêutica no tratamento de alterações cardiovasculares, como a 

hipertensão. Fatores relaxantes derivados do endotélio e doadores de NO dividem 

vias comuns no processo de relaxamento do MLV. Estes agentes podem ter efeitos 

sinérgicos ou competir uns com os outros na regulação do tônus vascular (MILLER; 

MEGSON, 2007).  

Em nosso primeiro estudo avaliamos o efeito hipotensor e vasodilatador do 

TERPY em SHR. Apesar de verificarmos que o efeito hipotensor do TERPY estava 

aumentado em SHR, não observamos alteração alguma entre o efeito vasodilatador 

em aortas sem endotélio de SHR e WST (MUNHOZ et al., 2012). Baseados no 

estudo de Bonaventura et al. (2009) e considerando que o SHR é um modelo de 

hipertensão que apresenta disfunção endotelial e estresse oxidativo (BAUERSACHS 

et al., 1998; ZALBA et al., 2000; TÖRÖK, 2008) levantamos a hipótese de que o 

endotélio poderia modular diferentemente o efeito do TERPY em SHR.  

Inicialmente verificamos se o endotélio e as EROs modulariam a hipotensão 

induzida pelo TERPY em SHR e se esta modulação diferiria da modulação sobre o 

efeito do NPS. 

Neste estudo, os resultados obtidos corroboram os resultados demonstrados 

anteriormente por nós (MUNHOZ et al., 2012) mostrando que o efeito hipotensor do 

TERPY é dose-dependente, sendo mais eficaz em ratos SHR do que em WST 

(Figura 4A). Outros estudos também demonstraram que o efeito hipotensor de 

doadores de NO sintetizados a partir do rutênio é mais eficaz em ratos hipertensos. 

De Gaitani et al. (2009) estudando o doador de NO trans-[RuCl([15]aneN4)NO]2+ 

(15-ane) e Pereira (2011) utilizando o doador de NO cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)](PF6) 

(RuBPY) demonstraram que, apesar do efeito destes doadores não serem 

observados em ratos normotensos 2R, o efeito hipotensor era observado em ratos 

hipertensos 2R-1C. Recentemente, foi demonstrado que o efeito hipotensor do 

TERPY é maior em 2R-1C do que em 2R (RODRIGUES et al., 2012).   

Diferentemente do observado com TERPY, neste estudo observamos que o 

efeito hipotensor do NPS não diferiu entre WST e SHR (Figura 4A). Nossos 
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resultados divergem dos resultados apresentados por nós anteriormente (MUNHOZ 

et al., 2012) ao demonstrarmos que o efeito hipotensor do NPS era mais eficaz em 

SHR do que em WST. No entanto, esta diferença pode ser devido à forma de 

apresentação dos resultados, uma vez que no estudo anterior apresentamos os 

dados obtidos em variação dos valores absolutos de PAM (Δ PAM). Da mesma 

forma que expressamos os resultados no estudo atual, Rodrigues et al. (2012), 

analisaram as variações da PAM e também normalizaram estes resultados em 

porcentagem, conseguindo uma relação de proporção que ajuda a corrigir variações 

causadas por diferenças nos valores iniciais de PAM entre os grupos e observaram 

que a hipertensão renal (2R-1C) também não altera o efeito hipotensor do NPS.  

O efeito hipotensor induzido pelo NPS foi maior e mais rápido que o efeito do 

TERPY (Figura 4A-B), conforme havíamos observado anteriormente (MUNHOZ et 

al., 2012) e, além disso, o efeito hipotensor do TERPY também foi bem mais 

duradouro (>9 minutos) que do NPS (0,3 minutos) em ambos os grupos estudados 

(Figura 4B). Diferente do NPS, o efeito hipotensor do TERPY não leva à taquicardia 

reflexa (Figura 4C). Conforme sugerido em Munhoz et al. (2012) e Rodrigues et al. 

(2012), o fato do efeito hipotensor do TERPY ser lento e duradouro, não levaria 

ativação de mecanismos neuro-humorais de controle de pressão arterial. Deste 

modo, o TERPY não alterou a FC em ambos os grupos. 

Considerando a maior eficácia do efeito hipotensor de TERPY em animais 

hipertensos, avaliamos se este efeito poderia estar relacionado a possíveis 

alterações na biodisponibilidade de NO in vivo, relacionada à disfunção endotelial e 

as EROs.  

A inibição da síntese de NO através da infusão intravenosa de L-NAME em 

humanos leva a elevação da PAM e bradicardia reflexa, o que mostra a importância 

do NO para controle do tônus vascular e manutenção da pressão arterial (JONES et 

al., 2004). Em nosso estudo, observamos que a administração endovenosa de L-

NAME levou a um aumento da PAM e bradicardia em ratos WST e em SHR, 

enquanto que, o TEMPOL e a APOCININA diminuíram a PAM e somente a 

APOCININA reduziu a FC (Figura 6A - D).  

O efeito do TEMPOL sobre a PAM e FC pode ser dose-dependente uma vez 

que em ratos SHR, a administração de TEMPOL em diferentes doses (e.v.) promove 
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redução da PAM e da FC (SHOKOJI et al., 2003; CHEN et al., 2007). Foi sugerido 

que a redução da concentração de O2
‾ pelo TEMPOL (3, 10 e 30 mg/Kg m.c.) leva a 

uma atenuação da ativação do sistema nervoso simpático (SHOKOJI et al., 2003). 

Em nossos resultados, observamos redução da FC somente pela APOCININA (30 

mg/Kg) e não pelo TEMPOL (30 mg/Kg) em ratos WST e SHR, como sugerido pelos 

autores. 

Comparamos o efeito do TERPY antes e 30 minutos após a administração de 

L-NAME, TEMPOL ou APOCININA. Em ratos WST, o efeito hipotensor do TERPY foi 

aumentado pelo L-NAME e pela APOCININA, mas não foi alterado pelo TEMPOL 

(Figura 7A). Estes resultados sugerem que a produção endógena de NO pela NOS e 

de espécies reativas pela NOX reduzem o efeito hipotensor do TERPY, enquanto 

que a atividade da SOD não interfere neste efeito. Experimentos semelhantes ao 

desenvolvido em nosso estudo foram feitos por Rodrigues et al. (2012) utilizando 

ratos hipertensos 2R-1C, que demonstraram que a pré-infusão com L-NAME (1 

mg/Kg m.c.) ou com TEMPOL (30 mg/Kg m.c.) aumenta o efeito hipotensor do 

TERPY nos ratos 2R e 2R-1C. Os autores sugeriram que o O2
‾ poderia estar 

comprometendo a biodisponibilidade de NO liberado pelo TERPY.  No entanto, em 

SHR, o efeito do TERPY foi aumentado somente pela APOCININA, não sendo 

alterado pelo L-NAME, numa concentração 10 vezes maior (10 mg/Kg m.c.) que a 

utilizada em ratos 2R-1C (RODRIGUES et al., 2012) e nem pelo TEMPOL na mesma 

concentração. Vários autores demonstraram que em SHR, a atividade da NOX está 

aumentada em células endoteliais e em CMLV, bem como a produção de O2
‾ em 

paredes vasculares (SUZUKI et al., 1995; ZALBA et al., 2000; AGO et al., 2004; 

SAHA et al., 2010). Estes dados sugerem que em animais espontaneamente 

hipertensos (SHR) as espécies reativas ou O2
‾, resultantes da atividade da NOX, 

comprometeriam a ação do TERPY e que a atividade da NOS e da SOD não 

interferem no efeito hipotensor do TERPY.  

Não observamos nenhuma alteração dos efeitos do NPS em ratos WST e 

SHR após a administração de L-NAME, APOCININA ou TEMPOL. Estes resultados 

diferem dos apresentados por Rodrigues et al. (2012) nos quais o efeito hipotensor 

do NPS foi aumentado pelo L-NAME nos ratos 2R e 2R-1C e pelo TEMPOL apenas 

nos ratos hipertensos (2R-1C). Em nosso trabalho, as doses de L-NAME (10 mg/Kg) 
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utilizadas e o tempo relacionado à infusão prévia de TEMPOL (30 minutos) diferem 

do trabalho de Rodrigues et al. (2012), o que poderia estar associado às diferenças 

entre os resultados obtidos em ambos os estudos.  

A ação do TERPY na reatividade vascular tem sido estudada em diferentes 

tipos de vasos sanguíneos como artéria basilar de WST (PAULO et al., 2012), 

mesentérica de 2R e 2R-1C (ARAÚJO, 2010) e em aortas de 2R e 2R-1C 

(RODRIGUES et al., 2008) e de WST (BONAVENTURA et al., 2009). Nosso grupo 

tem estudado o efeito vasodilatador do TERPY em aortas de SHR e comparado este 

efeito ao do NPS. 

Como foi demonstrado anteriormente por Bonaventura et al. (2008; 2009), a 

presença do endotélio vascular aumenta a potência do relaxamento do NPS em 

aortas de ratos WST, mas diminui a potência do TERPY nas mesmas aortas, por um 

mecanismo dependente da atividade da NOS.  

Neste estudo, observamos que a potência do NPS é maior em aortas com ou 

sem endotélio de SHR do que em aortas de WST (Figura 9C e D). O TERPY 

também é mais potente em aortas com endotélio de SHR do que de WST (Figura 

9A), no entanto, não há diferença na potência do TERPY entre aortas de ratos WST 

e SHR sem endotélio (Figura 9B).  

Os resultados (Figura 8A) obtidos em aortas de ratos WST corroboram os de 

Bonaventura et al. (2009) que também demonstraram que o endotélio modula 

negativamente a ação do TERPY. Os autores sugeriram que esta modulação se 

daria pelo fato do TERPY oxidar o BH4 à BH2, e ambos competirem pelo mesmo 

sítio de ligação na eNOS, levando a redução da síntese de NO e aumentando a 

produção de O2
‾. Desta forma, o TERPY estaria induzindo indiretamente o 

desacoplamento da eNOS, promovendo o aumento da produção de O2
‾ (KATUSIC et 

al., 2001). Como a presença do endotélio vascular prejudica o efeito vasodilatador 

do TERPY, poderia ser sugerido que este doador não teria uma aplicação clínica 

interessante. No entanto, neste estudo, mostramos pela primeira vez que, ao 

contrário do que ocorre em aortas de ratos normotensos WST, a presença do 

endotélio em aortas de SHR, não prejudica, mas potencializa o efeito do TERPY 

(Figura 8B). Este resultado justifica nosso interesse em dar continuidade ao estudo 

do efeito e do mecanismo de ação deste doador, considerando uma possível 
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aplicação clínica, particularmente importante, em pacientes hipertensos. Além disto, 

este resultado sugere que provavelmente em aortas de SHR, um mecanismo distinto 

do mecanismo proposto, estaria envolvido na modulação positiva do endotélio 

vascular sobre o efeito do TERPY. Ao consideramos que a NOS estaria 

desacoplada em aortas de SHR, pela diminuição do substrato L-arginina ou do 

cofator BH4 e consequentemente aumento da produção de O2
‾ (KERR et al. 1999; 

HONG et al. 2001; HAMILTON et al., 2001; ULKER et al. 2003; CHEN et al., 2010; 

MONTEZANO; TOUYZ, 2012), o TERPY não promoveria este desacoplamento e o 

NO endógeno e o liberado pelo TERPY atuariam sinergicamente promovendo 

aumento da potência em anéis com endotélio intacto. 

Possíveis diferenças na biodisponibilidade de NO entre aortas de ratos WST e 

SHR poderiam ser associadas a esta diferente modulação do endotélio sobre a ação 

do TERPY. Para avaliarmos esta hipótese, testamos se o efeito de TERPY poderia 

ser alterado pelo L-NAME, inibidor da NOS, pela APOCININA, usada como inibidor 

da atividade da NOX e pelo TEMPOL, um mimético da SOD.  

Observamos que a incubação de aortas intactas de SHR com L-NAME, assim 

como observado com a remoção do endotélio, reduz a potência do TERPY (Figura 

11B), sugerindo um possível sinergismo de efeito vasodilatador entre a produção 

endógena de NO e o NO liberado pelo TERPY. Ainda, como a potência do TERPY 

foi aumentada em aortas intactas de SHR pela APOCININA e TEMPOL (Figura 

13B), poderíamos sugerir também que na ausência de espécies reativas, a maior 

biodisponibilidade do NO, contribuiria para maior potência do TERPY. O2
‾ pode 

inativar grandes quantidades de NO produzido pela NOS e interagir com NO 

liberado por doadores de NO (WOLIN et al., 2009; CRIMI et al., 2007). Em SHR, os 

efeitos da APOCININA e do TEMPOL também foram observados em aortas sem 

endotélio vascular (Figura 13D), sugerindo que a produção de espécies reativas, 

independente do endotélio vascular, prejudica também o efeito vasodilatador do 

TERPY. Esta sugestão seria reforçada se considerarmos que uma maior atividade 

da NOX foi descrita em CMLV de aortas de SHR (ZALBA et al. 2000). 

A APOCININA, assim como o TEMPOL, deslocou as curvas do TERPY em 

aortas com endotélio de ratos WST para a esquerda (Figura 13A), aumentando 

significativamente a potência deste doador nestas condições. Estes resultados 
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mostram que além do O2
‾ gerado pelo mecanismo descrito anteriormente 

(BONAVENTURA et al., 2009) no qual o TERPY promoveria indiretamente o 

desacoplamento da NOS por reduzir o BH4, a atividade da NOX também contribui 

com  a produção de O2
‾ prejudicando o efeito do TERPY, uma vez que na presença 

da APOCININA, houve aumento da potência do TERPY. Como nenhuma destas 

alterações foi observada em anéis de aorta sem endotélio de ratos WST (Figura 

13C), estes resultados demonstram que a presença do endotélio, associado à 

atividade da NOS, o EO associado à atividade da NOX e produção de O2
‾ 

prejudicam o efeito do TERPY em ratos normotensos WST.  

As diferenças observadas na modulação do endotélio vascular e na 

biodisponibilidade de NO associadas à hipertensão parecem ser particulares ao 

efeito vasodilatador do TERPY uma vez que a modulação do efeito vasodilatador do 

NPS por estes fatores não difere entre ratos WST e SHR (Figura 11C – D; Figura 

14). Como demonstrado, a remoção do endotélio vascular e o L-NAME diminuem a 

potência do NPS em aortas de ratos WST e SHR (Figura 11C – D) e a APOCININA 

ou o TEMPOL aumentam a potência do NPS em aortas com ou sem endotélio 

vascular de ambos os grupos (Figura 14). Estes dados sugerem que a produção 

endotelial de NO favorece a ação do NPS e as espécies reativas prejudicam o efeito 

deste doador de forma semelhante em aortas de ratos normotensos WST e 

hipertensos SHR. 

Este estudo traz informações importantes sobre os efeitos e o mecanismo de 

ação de doadores de NO na hipertensão e também sobre a modulação destes 

efeitos pelo estresse oxidativo, produzido ou não pelo endotélio vascular. Estas 

informações podem ajudar a aumentar a compreensão dos mecanismos de ação do 

presente doador de NO em animais hipertensos, bem como propor novas 

combinações de drogas com o TERPY, tornando a terapia hipotensora ou 

vasodilatadora com estas associações mais eficaz. 
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6 CONCLUSÕES 
 

� Em conjunto, estes dados sugerem que embora o TERPY e o NPS sejam 

doadores de NO, o endotélio vascular e as EROS modulam diferentemente o 

efeito hipotensor e vasodilatador em ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR).  

 

� O efeito vasodilatador do TERPY difere entre ratos WST e SHR.  

 

� Em SHR, a vasodilatação induzida pelo TERPY é aumentada em anéis com 

endotélio intacto e pela atividade da NOS. O2
‾ gerado pela atividade da NOX 

presente nas células endoteliais e em CMLV prejudica este efeito.  

 

� Entretanto, em aortas de ratos WST, o TERPY promove indiretamente o 

desacoplamento da NOS. Desta forma, a presença do endotélio e a atividade 

da eNOS desacoplada diminuem a potência do TERPY.  A atividade da NOX, 

apenas em células endoteliais, compromete o efeito do TERPY.  

 

� Próximas etapas a serem cumpridas: 

 

� Avaliação in vivo da geração de espécies reativas, induzidas ou não pelo 

TERPY, as quais estariam prejudicando seu efeito hipotensor em SHR. 

 

� Avaliação da geração de espécies reativas pelo TERPY em aortas de SHR. 

 

� Quantificação de NO e de espécies reativas geradas pelo TERPY em células 

endoteliais de aortas de SHR. 

 

� Avaliação da pré-incubação de BH4 no relaxamento induzido pelo TERPY em 

anéis de aorta de SHR pré-contraídas com fenilefrina.  
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� Análise, por Western Blotting, do efeito do TERPY sobre a expressão eNOS 

desacoplada (dímeros e monômeros) em anéis de aortas de ratos WST e 

SHR.  
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