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RESUMO

O uso clinico de drogas que liberam 6xido nitrico (NO) é limitado por seus efeitos
colaterais. A hipotensado induzida pelo doador classico de NO, nitroprussiato de
soédio (NPS) é rapida, transiente e induz a taquicardia reflexa, o que pode ser um
efeito indesejavel em pacientes com doenca cardiaca e uma limitacéo para a terapia
anti-hipertensiva. Este estudo avaliou o efeito hipotensor e vasodilatador do novo
doador de NO [Ru(terpy)(bdq)NO']** (TERPY) e comparou com os resultados
obtidos com o NPS em ratos Wistar e ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Em outra parte do estudo, foram estudadas diferencas no mecanismo de acéo desta
droga entre aortas de SHR jovens e velhos. Diferente do observado para o NPS, a
hipotensdo induzida pelo TERPY é lenta, duradoura e ndo leva a alteracdes da
frequéncia cardiaca. Além disso, o TERPY libera quantidades semelhantes de NO
em aortas de SHR e Wistar, induzindo relaxamento parcialmente dependente de
GCs em ambos o0s grupos, ao contrario do NPS, que libera mais NO em aortas de
SHR e também é mais potente e eficaz em aortas desses animais. Fatores como o
estresse oxidativo e a atividade da PDE5 sdo importantes para o relaxamento do
TERPY em SHR, mas a inibicdo da PDE5 n&o aumenta a poténcia do TERPY em
aortas de ratos Wistar. Além disso, o relaxamento induzido pelo TERPY é mais
potente em anéis de aorta de SHR velhos do que novos. Os mecanismos de acéo
do TERPY sao semelhantes nas aortas desses animais, mas, interessantemente, a
incubagdo com Apocinina aumenta a poténcia do TERPY em aortas de SHR jovens,
mas nao de velhos. Em conjunto, estes dados demonstram que o composto TERPY
€ um doador de NO que possui vantagens em relacdo ao NPS. Além disso, € mais
potente em aortas de animais hipertensos velhos, o que é mais uma vantagem para
sua utilizacdo e um incentivo para a realizacdo de novos estudos que possam

contribuir para entender melhor seu mecanismo de agéo.

Palavras-chaves: Doadores de Oxido nitrico, Hipotensdo, Vasodilatacdo, Ratos

endogamicos SHR.



ABSTRACT

The clinical use of nitric oxide (NO) releasing drugs is limited by their harmful effects.
The hypotension induced by the classic NO donor, sodium nitroprusside (SNP) is
fast, transient and induces reflex tachycardia, which can be an undesirable effect in
patients with heart disease and a limitation for the anti-hypertensive therapy. This
study evaluated the hypotensive and vasodilatory effects of the new NO donor
[Ru(terpy)(bdg)NO*T** (TERPY) in Wistar rats and spontaneously hypertensive rats
(SHR). In another part of the study, we investigated the differences in the mechanism
of action of this drug between aortas of young and old SHR. Different from what is
observed for SNP, the hypotension induced by TERPY is slow, long lasting and
doesn’'t lead to alterations in the heart rate. Besides, TERPY releases similar
amounts of NO in SHR and Wistar aortas, inducing a relaxation partially dependent
on GCs in both groups, contrary to SNP, which releases more NO in aortas of SHR
and is also more potent and efficient in the aortas of these animals. Factors as
oxidative stress and the activity of PDE5 are important to the relaxation of TERPY in
SHR, but the inhibition of PDES doesn’t increase the potency of TERPY in aortas of
Wistar rats. Furthermore, the relaxation induced by TERPY is more potent in aortas
of old SHR than of young ones. The mechanisms of action of TERPY are similar in
the aortas of both groups, but, interestingly, the incubation with Apocynin increases
the potency of TERPY in aortas of young SHR, but not of old ones. Taken together,
these data show that the compound TERPY is a NO donor that has advantages in
relation to SNP. Moreover, it's more potent in aortas of old hypertensive animals,
which is another advantage for its use and an incentive for the elaboration of new

studies that could contribute to understand its mechanism of action.

Key words: Nitric Oxide Donors, Hypotension, Vasodilation, Inbred SHR.



ABREVIATURAS

15 ane - trans-[RuCl([15]aneN4)NOJ?* - doador de NO

2R — 2 rins (normotenso Sham)

2R-1C —rato 2 rins 1 clipe (hipertenso renal)

ACh — acetilcolina

Apocinina — 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona — Antioxidante

[Ca®*]. - concentracdo de célcio no citoplasma

DAF-2/DA — (Diaminofluoresceina—2 diacetato) - sonda fluorescente sensivel ao NO
ECso — concentracdo necessaria para gerar 50% do efeito maximo
Emax — efeito maximo

EROs — espécies reativas de oxigénio

Fo - fluorescéncia basal

F - fluorescéncia apos adi¢do do doador de NO

FC — frequéncia cardiaca

GCs — guanilato ciclase soluvel

GMPc — guanosina monofosfato ciclico

GTP — guanosina trifosfato

K" — potassio

MLV — musculo liso vascular

MLCK — quinase de cadeia leve de miosina

NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NBT - tetrazodlio nitroazul (3,3'-(3,3'-dimethoxy[1,1'-biphenyl] -4,4'-diyl)bis[2-(4-
nitrophenyl)-5-phenyl]-2H tetrazolium dichloride).

NO — 6xido nitrico

[NO]. - concentracgao intracelular de NO

NOS — 6xido nitrico sintase

eNOS - dxido nitrico sintase endotelial

NOX — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase

NPS — [Fe(CNs)NOJ? - nitroprussiato de sédio

ODQ - 1H-(1,2,4)oxadizolo(4,3-a)-quinoxalin-1-one — inibidor de GCs
O, — anion superoxido

ONOO - peroxinitrito



PAM — pressao arterial media

PMA - formol miristato acetato

PMN - leucdcitos polimorfonucleares

PHE - fenilefrina — agente contrétil

RUNO - trans-[Ru(NO)(NH3)4(POEt)3](PFs)s - doador de NO
RUBPY - cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)]( PF6) — doador de NO

SHR - rato espontaneamente hipertenso

SOD - superoxido dismutase

Ts — TERPY na dose 5 mg/Kg m.c.

T, — TERPY na dose 7 mg/Kg m.c.

TEMPOL — N-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidina — mimético da SOD
TEA — Tetraetilamonio — bloqueador de canais de potassio.
TERPY — [Ru(terpy)(bdg)NO*]** - doador de NO

TIRON - 1,2-dihydroxybenzene-3,5-disulphonic acid disodium salt - varredor de

anions superoxido.
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1 INTRODUCAO

O sistema circulatério é formado por vasos com a fungéo de transportar
sangue pelo corpo. O coragcdo bombeia o sangue que circula e fatores como a
atividade cardiaca, elasticidade das paredes vasculares, volume e viscosidade do
sangue determinam a pressdo que 0 sangue exerce sobre as paredes dos vasos
(HALL, 1999; SECOMB, 2008). A resisténcia vascular depende, dentre outros
fatores, do controle do ténus vascular, que é realizado por uma série de substancias
gque agem diretamente sobre o mduasculo liso vascular (REMBOLD, 1992;
SHIMOKAWA; TAKESHITA, 1995; WEBB, 2003; SEGAL, 2005; AALKJAER, 2011,
BAGHER, 2011).

Grande atencdo tem sido dada nos udltimos anos para o controle
exercido por vias da sinalizacao celular reguladas por radicais livres liberados pelas
células do sistema vascular (DROGE, 2002; GUTIERREZ et al., 2006; CRIMI et al.,
2007). O oxido nitrico (NO) participa do controle continuo do ténus vasomotor
(MONCADA et al., 1988; MONCADA et al., 1991; GEWALTIG; KOJDA, 2002). E
produzido endogenamente pelas enzimas Oxido nitrico sintases (NOS), que se
encontram distribuidas em varios tecidos do corpo, participando de processos como
respostas imunologicas, inibicdo da agregacdo plaquetaria, neurotransmissdo e
controle da presséo arterial. (REES et al., 1989; MICHEL; VANHOUTTE, 2010).

Fatores como forca de cisalhamento (shear stress), acetilcolina,
citocinas e fatores derivados de plaguetas, entre outros, levam a um aumento na
concentragdo de célcio no interior das células endoteliais dos vasos sanguineos e o
complexo calcio-calmodulina ativa a isoforma endotelial da NOS (eNOS ou NOS ll1).
Uma vez ativada, esta enzima oxida um dos dois nitrogénios guanidino do substrato
L-arginina levando a formagdo de NO e citrulina (FLEMING; BUSSE, 1999;
DUDZINSKI; MICHEL, 2007). O NO formado age como primeiro mensageiro em
uma série de eventos que irdo levar a diminuicdo da concentracéo citoplasméatica de
calcio no musculo liso vascular (MLV) e promover relaxamento muscular ou
vasodilatacdo. Desta forma, o NO é um importante modulador do tdnus vascular
(IGNARRO et al., 1987; UMANS; LEVI, 1995; GEWALTIG; KOJDA; 2002)

A diminuicdo da [Ca®]. pode ocorrer por diminuicdo do influxo de

célcio, inibicdo da liberacdo de calcio, e/ou aumento do armazenamento da [Ca**];
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no reticulo sarcoplasmatico. Os ions célcio presentes no citoplasma ligam-se a
molécula calmodulina e formam o complexo calcio-calmodulina, que ativa a enzima
quinase de cadeia leve de miosina (MLCK). Em situacées onde a [Ca®"]. est4 baixa,
a fosforilacdo das cadeias leves pela MLCK é regulada pela fosfatase de cadeia leve
de miosina, que desfosforila as cadeias leve de miosina e inibe a contracdo (DORA,
2001; WANG et al., 2004; SOLOVIVEV et al., 2010; TREBAK et al., 2010). Sendo
assim, o controle da [Ca®*]. é fundamental para a regulagcdo dos mecanismos de
contracao e relaxamento do MLV.

Uma das vias pelas quais o NO pode promover relaxamento do MLV &
pela acdo direta sobre os canais para potassio (K) da membrana plasmatica,
levando a hiperpolarizacdo do MLV, o que contribui para o relaxamento do muasculo
pelo impedimento da abertura de canais para calcio dependentes de voltagem
(WALDRON; COLE, 1999; FELETOU; VANHOUTTE, 2000; ELLIS; TRINGLLE,
2003; GRIFFITH, BOLOTINA et al., 1994; 2004; KERR et al., 2012). Outra via de
atuacdo do NO ocorre no citoplasma do MLV, quando esta molécula ativa a
guanilato ciclase soluvel (GCs) ao interagir com o ferro do grupo heme desta
enzima. Esta, por sua vez, catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula
de guanosina trifosfato (GTP), levando a produgdo do segundo mensageiro, 3',5’
guanosino monofosfato ciclica (GMPc). Quando a concentracdo de GMPc esta
aumentada, ocorre a fosforilacdo da proteina quinase G (PKG), que pode ativar
canais para K além de desativar a enzima quinase de cadeia leve de miosina,
mantendo o mdusculo relaxado (DIERKS; BURSTYN, 1996; DENNINGER;
MARLETTA, 1999; CARVAJAL et al., 2000; LUCAS et al., SCHLOSSMANN et al.,
FRIEBE; KOESLING, 2003; KRUMENACKER et al.,, 2004). Além disso, o NO
também exerce efeitos celulares independentes de GMPc, como a ativacdo da
bomba Na*, K*-ATPase e modulac&o de canais para Ca** e para K* (KANAGY et al.,
1996; ADACHI et al., 2004; PAOLOCCI et al., 2000; BOLOTINA et al., 1994).

Condicdes de degeneracdo do organismo como o envelhecimento ou
condicBes patologicas como a hipertensdo podem levar a alteragdes do relaxamento
do MLV. Estas condi¢cBes sdo marcadas pelo aumento do estresse oxidativo, que é
caracterizado pela excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
outros oxidantes que quebram o equilibrio que existe com os sistemas de defesa
antioxidante (CAl; HARRISON, 2000; DROGE, 2002; TANIYAMA; GRIENDLING,
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2003; DUSTING; TRINGGLE, 2005; GUTIERREZ et al., 2006). Além de ser uma das
causas da disfuncdo endotelial por seus efeitos diretos sobre a membrana das
células endoteliais, 0 estresse oxidativo pode interferir em varios passos da cascata
de eventos que leva ao relaxamento do MLV mediada pelo NO (McINTIRE et al.,
1999; CAIl; HARRISON, 2000; WOLIN, 2000; HAMILTON et al.,, 2001; ELLIS;
TRIGGLE, 2003; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004; FORTUNO et al., 2005; TAWFIK et al.,
2008). O complexo enzimatico nicotinamida adenina dinucleotideo fostato (NADPH)
oxidase é o principal sistema enzimatico atuando em células vasculares (WOLIN et
al., 1999; AGO et al., 2004; GEISZT, 2006; CAIl et al., 2003), principalmente pela
producdo de anion superdxido (O;), que tem uma participacdo fundamental na
biologia vascular por ser fonte de varias outras EROS com varias funcdes celulares
(KATUSIC; VANHOUTTE, 1989; RATHAUS; BERNHEIM, 2002; LI; SHAH; 2004;
CUZZOCREA et al., 2004). Quando o NO reage com O, ocorre a formacdo do
peroxinitrito (ONOQO~) que é um potente oxidante toxico, causador de dano celular
que leva a disfuncdo endotelial (ISHIROPOULOS; AL-MEHDI, 1995; BECKMAN;
KOPPENOL, 1996; SALVEMINI et al., 1998; ESTEVEZ; JORDAN, 2002; SZABO,
2003).

A primeira vista, a liberagdo de NO por fonte exdgena parece uma
opcao terapéutica atraente e a versatilidade quimica do NO permite a sintese de
uma ampla gama de drogas doadoras de NO, cada uma com formas diferentes de
liberagdo de NO (KELLY; SMITH, 1996; MUSCARA; WALLACE, 1999; IGNARRO et
al., 2002; VALLANCE, 2003; NAPOLI; IGNARRO, 2003, GRAY et al., 2006). A
concentracdo de NO liberada por um doador de NO é um fator extremamente
importante, uma vez que as propriedades e os alvos celulares do NO dependem
completamente de sua concentragdo no meio. Sabe-se que o NO pode ter acdes
antagbnicas dependendo da intensidade e velocidade com que é liberado. Para
controle dos efeitos protetores no sistema cardiovascular sdo necessarias
concentracdes extremamente baixas de NO. Em altas concentragdes, como aquelas
alcancadas quando a NOS induzida (INOS ou NOS IlI) ¢é ativada, outros
mecanismos participam da acgéo biolégica do NO que podem induzir toxicidade e
morte celular (KELM, 1999; VIOLI et al., 1999; HEYMAN et al., 1999).

Mas o principal fator limitante para a utilizacdo prolongada dos atuais

doadores de NO é a diminuicdo de seu efeito apdés uso continuo, um fenédmeno



21

conhecido como tolerancia, que além reduzir os efeitos destas drogas, leva a
inducdo de disfuncdo endotelial e disfuncdo autonémica, o que poderia ter
implicagbes negativas na utilizacdo destes farmacos (FERREIRA; MOCHLY-
ROSEN, 2012; BELLISARII et al., 2012; NOSSAMAN et al., 2012). O nitroprussiato
de sédio [Fe(CNs)NOJ* (NPS) é um doador classico de NO que é utilizado
clinicamente, principalmente em crises de hipertensdo, pelo seu rapido efeito
hipotensor. Entretanto, em altas doses ou com utilizagéo prolongada, a reducgéo de
sua estrutura, que possui cinco grupos cianetos, leva a formacdo do metabdlito
tiocianato, que pode prejudicar a funcdo hepatica. Aléem disso, a rapida e intensa
reducao nos valores de pressao arterial induzida pelo NPS leva a taquicardia reflexa,
caracterizada por um aumento na frequéncia cardiaca em resposta a estimulos
transmitidos através dos nervos cardiacos (YAKASU et al., 2001). Este aumento na
frequéncia cardiaca poderia ser uma ocorréncia indesejavel, principalmente em
pacientes com doencgas cardiovasculares com maior risco de infarto do miocéardio
(SHEPHERD et al., 1983; ARNOLD et al., 1984; FRIEDERICH; BUTTERWORTH,
1995; SMITH; DASGUPTA, 2001).

Assim, tém sido desenvolvidas novas drogas para uma possivel
aplicacao terapéutica (JANERO, 2000; IGNARRO et al., 2002; MILLER; MEGSON,
2007; SCATENA et al.,, 2010; RICCIO; SCHOENFISCH, 2012; CARPENTER,;
SCHOENFISCH, 2012, CONESKI; SCHOENFISCH, 2012). As propriedades
farmacoldgicas dos doadores de NO sao determinadas pela quantidade de NO
liberado, assim como o periodo de tempo em que ele permanece sendo liberado
(SINGH et al., 1996; YAMAMOTO; BING, 2000). As vias que levam a reducéo dos
compostos para liberacdo de NO diferem muito entre as classes de compostos
existentes, assim como suas propriedades quimicas e cinética de liberacdo de NO
(IGNARRO et al., 2002).

O interesse a respeito de complexos de metal de ruténio tem
aumentado, uma vez que estes complexos apresentam propriedades citotoxicas
normalmente baixas. Devido sua semelhanca com o ferro, o ruténio liga-se a
moléculas bioldgicas com facilidade, como ocorre com a albumina e a transferrina,
que servem de ferramenta para eliminar ambos e ajudam a reduzir os efeitos
citotbxicos de compostos que possuem estes metais em sua estrutura
(ALLARDYCE; DYSON, 2001). Além disso, compostos de ruténio podem liberar NO
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em um alvo biologico especifico, dependendo da forma como séo reduzidos e o
tempo necessario para atingir o relaxamento maximo pode ser controlado de acordo
com a estrutura e as caracteristicas particulares de cada doador de NO (LUNARDI et
al., 2009; PEREIRA et al., 2011).

No entanto, poucos estudos foram feitos para avaliar o efeito
hipotensor de complexos de ruténio em ratos hipertensos. Em um estudo com ratos
hipertensos renais (2R-1C), Gaitani et al. (2008) observaram que o efeito hipotensor
do composto trans-[RuCl([15]aneN4)NO]** (15 ane) era maior em ratos severamente
hipertensos do que em ratos moderadamente hipertensos. Em outro estudo, Barros
et al. (2002) verificaram que a resposta hipotensora do NPS estava reduzida em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) em relac&o aos ratos Wistar normotensos
e que o doador de NO, trans-[Ru(NO)(NH3)4(POEt)3](PFs)s (RUNO), promoveu efeito
hipotensor maior em SHR do que em ratos Wistar.

Varios estudos tém sido conduzidos pelos laboratorios da professora
Lusiane M. Bendhack e do pofessor Roberto Santana da Silva, ambos da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCFRP - USP)
(BONAVENTURA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008;
GAITANI et al., 2009; BONAVENTURA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; PAULO
et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012). Entre esses novos doadores de NO
estudados, o composto [Ru(terpy)(bdg)NO*** (TERPY, Fig. 1) foi o que induziu o
mais rapido relaxamento de aortas isoladas de ratos normotensos, em comparagao
com outros doadores de NO utilizados pelo grupo (LUNARDI et al., 2009). A eficacia
deste composto é semelhante a do NPS, entretanto € menos potente e requer
metabolizacdo tecidual (BONAVENTURA et al., 2007). O TERPY é estavel em pH
fisiolégico e seus produtos de degradacdo sao inertes e atoxicos ao organismo, na
concentracdo em que foi observada resposta vasodilatadora maxima (LIMA et al.,
2005).
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(terpy)

Figura 1. Composto macrociclico de ruténio [Ru(terpy)(bdq)NO+]3+ (TERPY). (Figura retirada de
MUNHOZ et al., 2012).

Diferentes ferramentas farmacoldgicas tém sido utilizadas para analisar
0 mecanismo de acdo dos doadores de NO sintetizados a partir de moléculas de
ruténio. Na figura 2, estdo representadas algumas dessas ferramentas. O
tetraetilamonio (TEA) € um blogueador ndo seletivo de canais para K" (HAEUSLER
et al., 1980; STANDEN; QUAYLE, 1998; BRAYDEN, 2002; KO et al., 2008). O
composto 1H-(1,2,4)oxadizolo(4,3-a)-quinoxalin-1-one (ODQ) é um potente e
seletivo inibidor irreversivel da GCs estimulada pelo NO. Leva a oxidacéo do ferro do
grupo heme da GCs, agindo como competidor com o NO pelo sitio de ativacdo da
GCs. Em baixas concentragdes, nao inibe guanilato ciclase particulada, adenililato
ciclases, NOS ou outras heme proteinas (GARTHWAITE, 1995; HWANG et al.,
1998; FEELISCH et al., 1999; TSENG et al., 2000; ZHAO et al., 2000). O Dipiridamol
€ um inibidor ndo seletivo da fosfodiesterase 5 e pode ser utilizado para estudar a
participacdo desta enzima, envolvida na biodisponibilidade do GMPc (HARKER,;
KADTZ, 1983). Para analisar a modulacdo do estresse oxidativo sobre os efeitos dos
doadores de NO, antioxidantes podem ser utilizados como o varredor de anion
superoxido 1,2-dihydroxybenzene-3,5-disulphonic acid disodium salt ou TIRON
(TAIWO, 2008). Além disso, outras ferramentas podem ser utilizadas para inibir
enzimas produtoras de espécies reativas, como as enzimas do complexo
NADPH/NOX. Apesar de ainda nédo existirem inibidores seguramente seletivos para
estas enzimas, o composto 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (Apocinina) tem sido

utilizado por muitos autores para a inibicdo da atividade da NOX (DUSTING et al.,
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2005; XIMENES et al., 2007; HEUMULLER et al., 2008; STEFANSKA et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2012).

Figura 2: Ativacao das vias intracelulares presente em células musculares vasculares e agentes
farmacoldgicos usados para estudo das mesmas.

Sabe-se que existem alteracbes funcionais no MLV de ratos
hipertensos (BOHR; WEBB; 1988; TOSTES et al.,, 1997). Desta forma, tem sido
descrito que o prejuizo na resposta relaxante de novos doadores de NO em anéis de
aorta de ratos hipertensos pode ocorrer tanto por falha na ativacado de canais para
K" da membrana do MLV, como pela inativagdo do NO pelo estresse oxidativo
(LUNARDI et al., 2009).

Apesar de ja existirem evidéncias do efeito do TERPY no modelo de
hipertensdo renal (2R-1C), até o presente trabalho, ainda ndo haviam sido
realizados experimentos com o TERPY em outros modelos de hipertensdo. O rato
espontaneamente hipertenso (SHR) € um modelo animal amplamente utilizado para
o estudo do mecanismo, patofisiologia e tratamento da hipertensdo essencial,

desenvolvendo aumento da pressdo arterial a partir da quarta semana de
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nascimento, chegando a valores superiores a 160 mmHg com doze semanas de
idade (OKAMOTO; AOKI, 1963). Possuem alteracbes em varios fatores
vasorreguladores que em conjunto com outras alteracbes morfoldégicas e/ou
funcionais nas artérias, resultam em um aumento da resisténcia vascular periférica
(HAYASHI et al., 1999).

Outra variavel que influencia os niveis de estresse oxidativo, e desta
forma a acdo de drogas doadoras de NO, é o envelhecimento. A incidéncia de
hipertensdo aumenta com o envelhecimento, entretanto os mecanismos vasculares
envolvidos neste efeito ndo sdo claros (WALSH et al., 2009), mas evidéncias
sugerem alteracbes de varias enzimas envolvidas no controle do ténus vascular
(ULKER et al., 2003). Payne et al. (2003) estudaram a participacdo do estresse
oxidativo na reducao do relaxamento via NO, associada a idade de SHR. A resposta
reduzida do MLV ao NO é parcialmente revertida durante o tratamento crénico com
0 mimético da superdoxido dismutase (SOD) N-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidina
(Tempol) ou por antioxidantes, como as vitaminas E e C.

Sendo assim, a hipétese do presente trabalho foi de que as reducdes
de pressao arterial causadas pelo TERPY e pelo NPS diferem em SHR, em
comparacao com animais normotensos Wistar. As possiveis diferencas devem estar

associadas as alteracdes nos mecanismos de acao das drogas



CYhfjetives



27

2 OBJETIVOS

Verificar as alteragBes nos valores de pressao arterial e frequéncia cardiaca apos a
administragdo de TERPY em ratos Wistar ou SHR e comparar com os efeitos do
NPS. Avaliar também os mecanismos envolvidos na vasodilatacdo destes doadores

e verificar se estes mecanismos estariam alterados em SHR velhos.
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3 Materiais e Métodos

3.1. Animais

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CEEA-FOA/UNESP - protocolo n°. 001776-2010). Foram
utilizados ratos Wistar e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com 4 meses de
idade. Para outra série de experimentos, mantivemos um grupo de SHR velhos, com
18 meses de idade para comparac¢des com animais jovens. Os SHR utilizados neste
estudo fazem parte de uma linhagem mantida no biotério do Departamento de
Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba - UNESP e
os ratos Wistar foram fornecidos pelo biotério central da mesma faculdade. Todos os
animais receberam racdo padrao e agua ad libitum e foram mantidos em condi¢bes

controladas de temperatura (22-24°C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro).

3.2. Medida da PA e da FC de SHR antes e ap6s a administracdo do TERPY.

Objetivo: Analisar as variacbes da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia
cardiaca (FC) ap6s a administracdo do TERPY em ratos Wistar e SHR e comparar
com os efeitos do NPS.

A pressao arterial sistdlica dos animais foi determinada pelo método de
pletismografia de cauda. SO foram utilizados ratos Wistar com pressao sistolica
proxima a 110 mm/Hg e SHR com pressao sistolica superior a 150 mm/Hg.

No dia anterior aos experimentos, os animais foram anestesiados com uma
associacdo de 45 mg/Kg m.c. de cetamina e 5 mg/Kg m.c. de xilasina, por via
intraperitoneal. Em seguida, cénulas de polietileno preenchidas com salina
heparinizada foram inseridas no interior da aorta abdominal através da artéria
femoral, para o registro da PAM e FC e a outra na veia femoral para administracédo
das drogas. As canulas foram exteriorizadas na regido do dorso do animal e
firmemente suturadas para impedir a movimentacdo durante 0s registros. Apos a
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, nas mesmas condi¢des

anteriormente citadas, por 24 horas.
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No dia seguinte, a PAM e a FC dos ratos foram continuamente registradas por
um periodo de 30 minutos antes do inicio dos experimentos, utilizando um transdutor
de pressao e um amplificador ligado a canula intra-arterial (ADinstruments). A PAM e
a FC foram registradas em condi¢Bes basais e apds a administracdo das drogas e
as variacOes foram calculadas utilizando-se o software Chart 4 (AD instruments).
Estes equipamentos foram gentilmente disponibilizados pelo Prof. Dr. Jodo Carlos
Callera, do Laboratério de Fisiologia do Departamento de Ciéncias Basicas.

Apds um periodo de 30 minutos de estabilizacéo, inje¢des 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 inje¢oes de doses de 5 mg/Kg m.c. e 7 mg/Kg
m.c. de TERPY e de 35 ug/Kg m.c. de NPS, aleatoriamente. Estas sdo doses que
sdo capazes de causar significativa reducéo dos valores de PAM, sem prejuizo para
0s animais, conforme foi observado em outros estudos (RODRIGUES, 2012; POTJE,
2012). Também foi avaliado o tempo para se atingir o pico da resposta hipotensora
induzida pelas diferentes doses de TERPY e de NPS.

O composto TERPY foi sintetizado no laboratério de Quimica Analitica do
Departamento de Fisica e Quimica, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto sob supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana da Silva. Tanto o
TERPY como o NPS foram diluidos em solucéo fisiologica (NaCl 0,9% ou 0,15 M).

Os valores de variacdo da PAM e FC e o tempo associado a estabilizacdo das
respostas hipotensoras foram analisados e comparados entre ratos Wistar e SHR.
Os resultados foram expressos como média + EPM dos resultados obtidos.
Diferencas entre os valores foram avaliadas pela analise de variancia ANOVA (two
way), seguida pelo teste de Bonferroni (para mais de duas variaveis) ou pelo teste t
de Student (quando duas varidveis eram comparadas), utilizando o programa Graph

Pad Prism (v. 3.0). Foram consideradas significativas as diferencas quando p<0,05.
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3.3. Estudo da vasodilatacdo do TERPY em anéis de aorta sem endotélio de
SHR.

Objetivo: Analisar o efeito vasodilatador do TERPY em aortas sem endotélio de ratos
Wistar e SHR e comparar com os efeitos do NPS. Verificar também a participacéo
da Guanilato Ciclase soluvel (GCs), canais para potassio, fosfodiesterase 5, anions

superoxido e da NADPH/NOX no relaxamento induzido por esses doadores.

Os animais foram decapitados apds anestesia em uma camara saturada com
tribromoetanol (2,5%). Em seguida, a aorta toracica foi removida, dissecada e
cortada em anéis de 4 mm. O endotélio foi removido mecanicamente. Os anéis de
aorta foram posicionados entre dois ganchos de aco inoxidavel e conectados a um
transdutor de tensdo isométrica (Letica Scientific Instruments; Barcelona -
Espanha). Os anéis foram mantidos em camara para 6rgaos isolados em 10 mL de
solucéo de Krebs com a seguinte concentracdo em mmol/L: NaCl 130,0; KCI 4,7;
KH,PO, 1,2; MgSO, 1,2; NaHCO3; 14,9; glicose 55 e CaCl, 1,6,com pH 7,4 e
suprimento gasoso de 95% O, e 5% CO, a 37°C. Os anéis permaneceram em
repouso por 60 minutos para estabilizagdo, sob tensdo basal constante de 1,5 g. A
efetividade da remocdo do endotélio foi confirmada pela auséncia de relaxamento
vascular estimulado por acetilcolina (ACh, 1 uM) em anéis de aorta contraidos com
fenilefrina (Phe, 0,1 uM). ApGs as preparacdes serem lavadas e estabilizadas,
curvas cumulativas de concentracdo-efeito para os doadores de NO (TERPY — 1 nM
a 100 uM e NPS - 0,1 nM a 1 uM) foram realizadas. Estas sdo as concentracbes
necessarias para causar relaxamento maximo em aneéis de aorta, conforme
demonstrado em estudos anteriores (RODRIGUES et al., 2007; BONAVENTURA et
al., 2007; RODRIGUES et al., 2009; BONAVENTURA et al., 2011). Em outra série
de experimentos, os anéis foram incubados com diferentes drogas por 30 minutos
antes da contracdo com Phe. Foram utilizadas as seguintes drogas: ODQ (1 puM),
inibidor da guanilato ciclase soluvel;, TEA (1 mM), blogueador de canais para
potassio; Tiron (100 uM), sequestrador de anions superoxido e Dipiridamol, inibidor
da fosfodiesterase 5 (1 pM). As respostas vasodilatadoras do TERPY e do NPS
obtidas na presenca das diferentes drogas foram comparadas as respostas obtidas

na auséncia das drogas e entre 0s grupos experimentais.
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3.3.1. Avaliacéo das respostas vasodilatadoras do TERPY em anéis de aorta de
SHR velhos (18 meses).

Objetivo: Comparar os mecanismos de a¢ado envolvidos no relaxamento do TERPY

em anéis de aorta sem endotélio de SHR jovens e velhos.

O efeito vasodilatador do TERPY foi comparado entre as aortas sem endotélio
de SHR jovens e velhos. Apés as preparacdes serem lavadas e estabilizadas,
curvas cumulativas de concentragéo-efeito para o TERPY (1 nM a 100 pM) foram
realizadas em anéis de aorta, contraidos com Phe (0,1 uM). Em outra série de
experimentos, os anéis foram incubados por 30 minutos antes da contracdo com
fenilefrina, com diferentes drogas e seus efeitos comparados com o0s obtidos em
anéis sem incubacgédo de drogas. Foram utilizadas as seguintes drogas: ODQ (1 uM),
TEA (1 mM), Dipiridamol (10 uM) ou Apocinina (0,1 mM) e Tiron (0,1 mM).

Em todos os experimentos realizados (itens 3.3 e 3.3.1.), o efeito relaxante
dos compostos foi medido a partir da variacdo dos valores de tensdo e foram
expressos como “porcentagem reversa’ da contracdo para Phe. O efeito maximo
(Emax) foi considerado como a méaxima amplitude de resposta alcangada nas curvas
de concentracao-efeito para o agente relaxante. A concentracdo de agentes que
produzem a metade da amplitude de relaxamento maximo (pD;) foi determinada
apos a transformacdo logaritmica das concentracdes utilizadas nas curvas
concentracéo-efeito normalizadas.

Para os experimentos realizados nos itens 3.3 e 3.3.1, as diferencas entre 0s
valores de pD, ou Emax foram avaliadas pela analise de variancia ANOVA (two
way), seguida pelo teste de Bonferroni (para mais de duas variaveis) ou pelo teste t
de Student (quando duas varidveis eram comparadas), utilizando o programa Graph

Pad Prism (v. 3.0). Foram consideradas significativas as diferencas quando p<0,05.
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3.4. Quantificacdo do NO liberado pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio

de SHR através de microscopia confocal

Objetivo: Quantificar a producdo de NO pelo TERPY e pelo NPS no musculo liso
vascular (MLV) de aortas sem endotélio de SHR e comparar com o que é liberado

em aortas sem endotélio de ratos Wistar.

Apoés a decapitacdo dos animais, o segmento da aorta toracica foi colocado
em placa de Petri contendo solucdo de Hanks incompleta, sem Ca*? e Mg*, com a
seguinte composicdo em mmol/L:145,0 NacCl, 5,0 KCI, 0,5 NaH,PO,, 10,0 dextrose e
10,0 HEPES - pH 7,4, para preservar as células vivas. Os anéis de aorta sem
endotélio foram obtidos em temperatura ambiente, a aorta foi cortada em anéis de 1
mm. Os anéis de aorta foram colocados em laminulas de 42 mm para microscopia
confocal tratadas com poli-L-lisina. Em seguida, foi realizada incubacdo em estufa
de CO; a 5% durante 20 minutos.

Os anéis foram carregados com 10 uM da sonda fluorescente sensivel ao NO,
diaminofluoresceina—2 diacetato (DAF-2/DA), durante 40 min em temperatura
ambiente, antes do experimento (KOJIMA et al., 1998). O DAF-2/DA foi preparado
em solucéo de Hanks completa (com Ca** e Mg*) e o excesso de sonda foi removido
imediatamente antes do experimento pela inclinacdo da laminula. A laminula foi
montada em um suporte para microscépio confocal e foi adicionado 500 uL de
solugdo de Hanks completo. A sonda fluorescente DAF-2/DA foi excitada com uma
faixa de laser de argonio de 488 nm e a intensidade de emisséo de fluorescéncia foi
medida em 515 nm. O protocolo foi desenvolvido para medir a concentracéo
intracelular de NO ([NO].) em anéis de aorta sem endotélio. A [NO]. foi medida nos
anéis de aorta antes e depois da adi¢cdo dos doadores de NO na concentracdo que
promoveu relaxamento maximo nos estudos de reatividade vascular (TERPY — 10
UM, NPS — 1 pM).

Utilizamos o software de analise temporal (time course) para capturar as
imagens das células em intervalos de 1,5 segundos ao longo do tempo. A medida da
[NO]. foi realizada antes e apo0s a adicdo de TERPY ou NPS. Desta forma, a
variacao entre a fluorescéncia basal (Fo) e a fluorescéncia apés adi¢cdo do doador de
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NO (F) reflete 0 aumento da [NO]. que é calculada pela seguinte formula: %AIF= (F
- Fo/Fo x 100).

Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism (v.3.0) e
expressos como média * erro padrédo da média (EPM) de pelo menos quatro laminas
com tecido obtido de diferentes animais. A significancia estatistica foi testada pelo
teste t de Student. Diferencas entre os valores com p<0,05 foram considerados

significantes.

3.5. Quantificacdo de anion superéxido no sangue ap0s a administracédo do
TERPY em SHR

Obijetivo: Verificar a formacéo de anions superdxido por neutréfilos do sangue, apés
a administracdo do TERPY e do NPS em ratos Wistar e SHR.

Amostras de sangue de ratos Wistar e SHR foram coletadas antes e apds 30
segundos da administracao intravascular de 35 ug/Kg de NPS ou ap6s 8 minutos da
administracao intravascular de 7 mg/Kg de TERPY. Utilizamos nestes experimentos
o tempo médio associado as respostas hipotensoras dos doadores de NO.

Para a quantificacdo do superéxido reduzido por neutréfilos do sangue, foi
seguida a técnica previamente padronizada no laboratério do Prof. Dr. Paulo Ciarlini,
da Faculdade de Medicina Veterinaria, Campus de Aracatuba, UNESP. AplGs a
coleta da amostra de sangue, 50 UL de sangue total heparinizado (10 Ul/mL de
sangue) foram adicionados em dois microtubos estéreis contendo 50 pL de solugéo
0,2% de tetrazolio nitroazul (NBT). A um dos tubos foi acrescentado 1uL de formol
miristato acetato (PMA) (16,2 pmol/L) para realizagao da prova estimulada. Os tubos
foram agitados por dez minutos, a 37°C, em agitador térmico microprocessado
(Thermomixer, Eppendorf, Mod. Comfort, Hamburg, Germany). Depois de mais dez
minutos em temperatura ambiente, foram feitos esfregacos com o sangue de ambos
0s tubos e posteriormente estes esfregacos foram corados com corante pandético
rapido (Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR). Nos esfregacos de sangue,
observamos a formagao de granulos de zimogénio (formazan) no interior de alguns
neutrofilos, que muitas vezes se rompiam e que foram considerados positivos para a
reducao do NBT (Fig. 3).
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10 pm

Figura 3: Figura representativa mostrando neutréfilos redutores de NBT (aumento de 100x). Em P
(positivo) observamos neutréfilos rompidos com a formagéo de granulos de zimogénio (formazan) e
em N (negativo) observamos neutroéfilos sem a presenca do formazan.

A porcentagem de células redutoras de NBT foi estabelecida a partir da
contagem de 100 neutrofilos nos esfregacos sanguineos, utilizando microscopia
Optica, em aumento de 100x. Nesta populacdo, foram contados os neutrdfilos que
foram reduzidos pelo NBT e estes valores foram expressos em relacdo aos 100
neutréfilos totais. Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism
(v.3.0) e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A andlise foi
realizada por ANOVA (two way) seguido por teste de Bonferroni. Diferencas entre os

valores com p<0,05 foram considerados significantes.
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3.6. Avaliacdo da expressado proteica de guanilato ciclase soluvel (GCs) em

aortas de SHR jovens e velhos

Objetivo: Quantificar a expressao das subunidades alfa e beta da GCs em aortas
sem endotélio de SHR velhos e comparar com a expressdo destas proteinas em

aortas sem endotélio de SHR jovens.

Os anéis de aorta foram homogeneizados com um homogeneizador tipo
Polytron em tampéao RIPA a 4°C, na seguinte composicao: Tris-base 65,2 mM, NaCl
154 mM, 1 ml de NP-40 (1%), deoxicolato de sédio (0,25%) e EDTA 0,8 mM,
suplementado com um coquetel de inibidores de protease (Fluoreto de
fenilmetilsufonila, 100 mM; ortovanadado de sédio, 100 mM). Em seguida os
homogenatos foram centrifugados para a separacdo do sobrenadante. A dosagem
de proteina do sobrenadante foi feita pelo método de Bradford. Trinta microgramas
de proteinas totais foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e
depois transferidos para a membrana de nitrocelulose. Depois da transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% em tampéao tris, por uma
hora, & temperatura ambiente. A seguir, elas foram incubadas com um dos
anticorpos primarios para as subunidades alfa (1:500, SAB1300812) e beta (1:500,
SAB4501344) da enzima GCs. Essa incubacao foi feita durante a noite, a 4°C. Em
seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-cabra
(1:4000) anti-coelho (1:1000), por uma hora, a temperatura ambiente. Entdo elas
foram incubadas com o substrato para peroxidase quimioluminescente e depois
expostas a um filme radiogréafico para a deteccao das bandas. A B-actina foi utilizada
para normalizacdo dos resultados. A intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria éptica com o programa Image J.

Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism (v. 3.0) e
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A significAncia estatistica foi
testada pelo teste t de Student. Diferencas entre os valores com p<0,05 foram

considerados significantes.
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4 Resultados

4.1. Efeito da administragcdo do TERPY sobre os valores de presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de SHR:

Os valores numéricos de todos os dados apresentados na forma de gréaficos
apresentados a seguir podem ser conferidos nas tabelas do ANEXO 1. Iniciamos
nossos estudos verificando os efeitos dos doadores de NO sobre a PAM e a FC de
ratos Wistar normotensos e ratos espontaneamente hipertensos (SHR). A PAM e a
FC dos animais foram registradas em condi¢bes basais, nos animais canulados, por
30 minutos. Os SHR apresentaram maior PAM do que ratos Wistar (Fig. 4 A; Tabela
1), sem alteracdes da FC (Fig. 4 B).
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Figura 4: Comparacdo da Pressao Arterial Média (PAM - mmHg) (A) e Frequéncia Cardiaca (FC em
batimentos por minuto, bpm) (B) entre ratos Wistar e SHR. Os valores obtidos nos grupos de ratos
Wistar (n=5) e SHR (n=7) foram expressos como a média =+ EPM. * diferenca foi considerada
significativa quando p<0,05.

Calculamos também os valores méaximos de reducéo de presséo arterial apos
a administracdo do TERPY e do NPS. Ambos os doadores de NO reduziram 0s
valores de PAM em ratos hipertensos e normotensos. A reducdo dos valores de
PAM causada pelo NPS foi mais rapida e transiente (Fig 5 A), diferente do efeito do
TERPY, que foi lento e duradouro (Fig. 5 B).
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Figura 5: Registros representativos mostrando o efeito hipotensor do NPS (A), em segundos, e do
TERPY (B), em minutos, na presséo arterial média (PAM) de SHR. T indica o tempo associado ao
efeito hipotensor de cada doador de NO (Chart 7 — AD instruments).
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Os efeitos hipotensores de ambos os doadores de NO foram maiores em
SHR do que em ratos Wistar (Fig. 6 A; TABELA 2). Calculamos também o tempo
necesséario para os doadores de NO reduzirem os valores de PAM, subtraindo o
valor maximo de reducgédo de PAM alcancado apds a administracdo dos doadores de
NO do valor de PAM presente antes da administracdo dessas drogas. Observamos
gue néo houve diferenca no tempo necessario para alcancar o efeito hipotensor do
NPS entre os grupos (0,5 minutos em ambos os grupos). Entretanto, o tempo para
alcancar o efeito do TERPY (5 mg/Kg) encontrava-se reduzido em SHR (Fig. 6 B;
TABELA 3). O rapido efeito hipotensor do NPS induziu um aumento na frequéncia
cardiaca em ambos os grupos. Nenhuma alteracdo da FC foi observada durante o
efeito hipotensor do TERPY (Fig. 6 C; TABELA 4).
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Wistar SHR Wistar SHR Wistar SHR 25-
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Figura 6: A) Efeito de administra¢des intravenosas in bolus de NPS (35 pg/Kg) e TERPY (5 mg/Kg e
7 mg/Kg) na pressédo arterial média (A PAM) de ratos Wistar e SHR B) T refere-se ao tempo
associado a redugdo dos valores iniciais de PAM até o efeito hipotensor alcancado C) Variacdo da
frequéncia cardiaca (A FC) durante a infusdo das drogas até o efeito alcancado. Os valores obtidos
nos grupos de ratos Wistar (n=5) e SHR (n=7) foram expressos como a meédia + EPM. * diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05).



41

4.2. Efeito vasodilatador do TERPY em SHR

Com a finalidade de estudarmos os efeitos dos doadores de NO sobre o MLV,
avaliamos o relaxamento vascular do TERPY e do NPS em anéis isolados de aorta.
Observamos que tanto o NPS quanto o TERPY causaram relaxamento dos anéis de
aorta de ratos normotensos e hipertensos. O TERPY foi menos potente do que o
NPS em anéis de aorta sem endotélio de ambos os grupos (Figs. 7 A e B; TABELA
5). O relaxamento maximo e a poténcia do NPS foram maiores em anéis de aorta de
SHR do que em aortas de ratos Wistar (Fig. 7 C). Entretanto, o efeito vasodilatador
do TERPY néo foi diferente entre aortas de ratos Wistar e SHR (Fig. 7 D).
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Figura 7: Comparacéo da vasodilatacdo induzida pelo NPS (0,1 nM-1 uM; n=6) e TERPY (1 nM-100
uM; n=5) em anéis de aorta de ratos Wistar (A) e de SHR (B). Os efeitos do NPS (C) e do TERPY (D)
também foram comparados entre anéis de aorta de ratos Wistar e SHR. Simbolos fechados
representam resultados obtidos com o NPS e simbolos abertos, resultados obtidos com o TERPY. Os
dados foram apresentados como média + EPM dos resultados obtidos nos experimentos e
representam a porcentagem de relaxamento da contracao inicial. * diferengas nos valores de pD, e de
Emax foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4.3. Quantificacdo do NO liberado pelo TERPY em anéis de aorta sem

endotélio de SHR através de microscopia confocal

Para avaliarmos se as diferencas no relaxamento vascular observadas entre
os doadores NPS e TERPY estariam associadas a quantidade de NO liberado no
interior das células do mdusculo liso vascular (MLV) de ratos Wistar e SHR,
realizamos a quantificagdo do NO liberado no interior dessas células por microscopia
confocal. A concentracao intracelular de NO ([NO].) foi quantificada antes e apés a
adicdo de NPS (1 uM) ou TERPY (10 uM) nas concentragdes que causavam
relaxamento maximo em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR. Os valores de DIF
(diferenga na intensidade de fluorescéncia) obtidos com a estimulagdo com o
TERPY foram bem maiores do que com o NPS, em anéis de aorta de ratos Wistar e
de SHR (Fig. 8; TABELA 6). Além disso, a DIF obtida com a estimulacdo com o NPS
encontrava-se aumentada em anéis de aorta de SHR quando comparada com anéis
de aorta de ratos Wistar (Fig. 8 A). Nao houve diferenca na DIF entre as aortas de
ratos Wistar e SHR estimulados com o TERPY (Fig. 8 B).
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Figura 8: A fluorescéncia do DAF-2 DA (10 uM) foi registrada e a diferenga na intensidade de
fluorescéncia (DFI) entre Fq (espectro basal) e F (espectro registrado apds a adi¢cdo dos doadores de
NO) reflete 0 aumento na [NO]. nos anéis de aorta antes e apés a adicao de dos doadores. A DFI do
NPS (1 uM) (A) ou do TERPY (10 uM) (B) foram comparada em anéis de aorta de ratos Wistar e
SHR. Imagens representativas da fluorescéncia da [NO]. em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR
incubados com DAF-2 DA e estimulados com NPS (1 uM; Wistar n=6 ; SHR n=4) ou TERPY (10 uM;
Wistar n=5 ; SHR n=4). Os dados estdo representados como média + EPM dos experimentos
realizados. * diferenca entre os valores de DIF obtidas entre os anéis de aorta de ratos Wistar e SHR
foi considerada significativa quando p<0,05.
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4.4. Estudo dos mecanismos de acdo do TERPY em anéis de aorta sem
endotélio de SHR.

Apéds constatarmos que o efeito vasodilatador do TERPY néo estava alterado
em anéis de aorta sem endotélio de SHR e que ndo havia alteracdo na quantidade
de NO liberado pelo TERPY entre anéis de aorta de ratos Wistar e SHR, avaliamos

se haveriam alterag6es no mecanismo de acdo do TERPY em aortas de SHR.

4.3.1. Efeito do ODQ, inibidor da guanilato ciclase soluvel (GCs), sobre o
relaxamento estimulado com o TERPY em anéis sem endotélio, isolados de
aorta de SHR.

Observamos que na presenca do ODQ (1 puM), as curvas de relaxamento do
TERPY foram deslocadas para a direita em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR
(Fig. 9 A e B; TABELA 7). A incubacdo com ODQ também deslocou para a direita as
curvas do NPS em aortas de ratos Wistar e SHR (Figs 9 C e D). Em aortas de SHR,
o relaxamento do NPS na presenca do ODQ foi menor que o observado na auséncia
de ODQ (Fig 9 D).
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Figura 9: Efeito do ODQ (1 pM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem
endotélio de ratos Wistar (A; n=8) e SHR (B; n=5) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de
aorta sem endotélio de ratos Wistar (C; n=5) e SHR (D; n=5). Simbolos abertos representam
resultados obtidos antes e simbolos fechados representam resultados obtidos apds a incubagdo com
ODQ. Os dados representam a média + EPM dos experimentos realizados em aortas de diferentes
animais. * diferencas nos valores de pD, e de Emax foram consideradas significativas quando
p<0,05.

4.3.2. Efeito do TEA, blogueador de canais para potassio, sobre o relaxamento

do TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR.

A incubacdo com TEA (1 mM), reduziu a poténcia do NPS e do TERPY em
aortas de ratos Wistar (Fig. 10 A e C; TABELA 8), mas néo alterou a poténcia de
ambos os doadores de NO em anéis de aorta de SHR (Fig. 10 B e D). Em aortas de
SHR, o relaxamento do NPS na presenca do TEA foi menor que o observado na

auséncia do TEA (Fig. 10 D).
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Figura 10: Efeito do TEA (1 mM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem
endotélio de ratos Wistar (A; n=8) e de SHR (B; n=7) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis
de aorta sem endotélio de ratos Wistar (C; n=5) e SHR (D; n=5). Simbolos abertos representam
resultados obtidos antes e simbolos fechados, apés a incubacdo com TEA. Os dados representam a
média £+ EPM dos experimentos realizados em preparacdes de diferentes animais. * diferencas nos
valores de pD, e de Emax foram consideradas significativas quando p<0,05.

4.3.3. Efeito da incubacdo de ODQ + TEA sobre o relaxamento dos doadores

de NO em anéis isolados de aorta.

A incubacdo dos anéis de aorta com ODQ (1 uM) + TEA (1 mM) aboliu o
relaxamento induzido pelo TERPY tanto em aortas de ratos Wistar (Fig. 11 A;

TABELA 9) quanto em aortas de SHR (Fig. 11 B).
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Figura 11: Efeito da associacdo de ODQ (1 uM) + TEA (1 mM) no relaxamento induzido pelo TERPY
em anéis de aorta sem endotélio de ratos Wistar (A; n=8) e SHR (B; n=4). Simbolos abertos
representam resultados obtidos antes e simbolos fechados representam os resultados obtidos apés a
incubacdo com ODQ + TEA. C) Os dados estdo representados como a média + EPM dos
experimentos realizados em preparacdes obtidas de diferentes animais. * diferencas nos valores de
Emax foram consideradas significativas quando p<0,05.

4.3.4. Efeito do Dipiridamol, inibidor da fosfodiesterase 5, sobre o relaxamento

do TERPY em anéis isolados de aorta.

Investigamos também se alteracdes na atividade da fosfodiesterase 5 (PDE
5), enzima envolvida na degradacdo de GMPc, participariam do relaxamento do MLV
de SHR mediado pelos doadores de NO. A presenca do Dipiridamol, n&o alterou a
poténcia do TERPY em aortas de ratos Wistar (Fig. 12 A; TABELA 10), mas
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promoveu deslocamento significativo das curvas concentracdo-efeito do TERPY
para a esquerda em aortas de SHR (Fig. 12 B). A poténcia do NPS também foi
aumentada pela incubacdo com Dipiridamol, mas este efeito foi observado em anéis
de aorta sem endotélio de ratos Wistar e SHR (Figs. 12 C e D) com reducéo do

Emax do NPS apenas em aortas de SHR (Fig 12 D).

B

A
SHR O CONTROLE < DIPIRIDAMOL

Wistar o CONTROLE < DIPIRIDAMOL

0_
OA ‘ o
(o]
o 25 € 257
5 £
*
£ 50 G 504 —
& 75 ?}
o i
T 1004 x N
S S
1254 100
150 T T T T T T T T T 1 125 T T T T T T T T T 1
-3 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 413 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
TERPY Log mol/L TERPY Log mol/L
c D
Wistar A CONTROLE ¢ DIPIRIDAMOL SHR © CONTROLE ¢ DIPIRIDAMOL
07 03 e
o 25 o 25
c <
@ * *
£ 501 - £ 50 —
G G
8 754 3 75
&:’ Jo)
1004 o 1004
X RN
125+ 125 *
150 T T T T T T T T T 1 150 T T T T T T == T T 1
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 413 -12 11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
NPS Log mol/L NPS Log mol/L

Figura 12: Efeito do Dipiridamol no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem
endotélio de ratos Wistar (A; n=4) e SHR (B; n=4) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de
aorta sem endotélio de ratos Wistar (C; n=5) e SHR (D; n=6). Simbolos abertos representam
resultados obtidos antes e simbolos fechados representam resultados obtidos ap6s a incubagdo com
Dipiridamol (1 pM). Os dados representam a média + EPM dos experimentos realizados em
preparacdes obtidas de diferentes animais. * diferencas nos valores de pD, e de Emax foram
consideradas significativas quando p<0,05.

4.5. Avaliacdo da modulacdo de espécies reativas de oxigénio sobre o efeito

vasodilatador do TERPY em aortas de SHR.
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4.5.1. Producado de espécies reativas de oxigénio estimulada pelos doadores

de NO em neutro6filos de ratos Wistar e SHR.

Analisando os dados obtidos, verificamos altos valores basais da
porcentagem de neutroéfilos redutores de NBT em no sangue de ratos Wistar e SHR.
Observamos também que a administracdo endovenosa dos doadores de NO,
TERPY e NPS, aumentou a porcentagem de neutrdéfilos redutores de NBT, tanto em
ratos Wistar (Fig. 13 A; TABELA 11) quanto de SHR (Fig. 13 B). Nao houve
diferencas nos efeitos do TERPY ou do NPS entre ratos Wistar e SHR.
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Figura 13: Porcentagem de neutréfilos redutores de NBT em ratos Wistar (n = 11) e SHR (n=14) nas
condicdes basais e apds a administracdo endovenosa de TERPY (A; n=5) ou NPS (B; n=7). Os
dados representam a média + EPM dos experimentos realizados. * diferencas entre os valores
encontrados antes e depois da administracdo das drogas foram consideradas significativas quando
p<0,05.

4.5.2. Efeito da Apocinina, inibidor da NADPH/NOX e do Tiron, varredor de
anions superoxido, sobre o relaxamento do TERPY em anéis de aorta sem

endotélio.

Nos experimentos de reatividade vascular, avaliamos se anions superoxido
poderiam alterar o efeito vasodilatador do TERPY. Para isto, fizemos a incubacéo
dos anéis de aorta com Apocinina (0,1 mM) e Tiron (0,1 mM). Observamos que a
presenca da Apocinina desviou para a direita as curvas de concentracao-efeito para
o TERPY em aortas de ratos Wistar e SHR, apesar do desvio ter sido mais

significante em SHR, onde o perfil da curva também foi alterado. Na presenca do
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Tiron, as curvas concentracdo-efeito para o TERPY foram deslocadas
significativamente para a direita em aortas de ratos Wistar, modificando também o
perfil da curva (Fig. 14 C; TABELA 12), o que n&o ocorreu em aortas de SHR (Fig.
14 D).
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Figura 14: Curvas de relaxamento para o TERPY na presenca da Apocinina (1 mM) em anéis de
aorta sem endotélio de ratos Wistar (A; n=4) e SHR (B; n=5) e na presenc¢a do Tiron (1 mM), em
anéis de aorta sem endotélio de ratos Wistar (C; n=4) e SHR (D; n=5). Simbolos abertos representam
resultados obtidos antes e simbolos fechados representam resultados obtidos ap6s a incubagdo com
os instrumentos farmacolégicos. Os dados representam a média + EPM dos experimentos realizados
em preparagdes obtidas de diferentes animais. * diferenga nos valores de pD, foi considerada
significativa quando p<0,05.

Os efeitos desses diferentes instrumentos farmacoldgicos sobre as curvas de
relaxamento para o TERPY e para o NPS em anéis de aorta de ratos Wistar e SHR

estdo sumarizados na Tabela 19.
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TABELA 19: Efeitos dos diferentes instrumentos farmacoldgicos sobre as
curvas de relaxamento para o TERPY e para o NPS em anéis de aorta sem

endotélio de ratos Wistar e SHR.

Wistar
oDQ TEA DIPIRIDAMOL
Diminui a Diminui a
TERPY poténcia e a a N&o altera
o poténcia
eficacia
NPS D|mA|nU|- a Dlmlnw. a Aumenta a poténcia
poténcia poténcia
SHR
oDQ TEA DIPIRIDAMOL
TERPY D|mA|nU|. a N&o altera Aumenta a poténcia
poténcia
Diminui & Aumenta a poténcia e
NPS poténcia e a N&ao altera . p .
. a eficacia
eficacia
TERPY
ODQ + TEA TIRON APOCININA
WISTAR Abole o efeito N&o altera N&o altera
SHR Abole o efeito N&o altera Aumenta a poténcia

A poténcia foi dada pelo célculo do pD, que indica o logaritmo negativo da concentragdo dos
doadores que produz metade da amplitude méaxima de relaxamento (ECsg), antes ou apés a
incubacdo com os instrumentos farmacolégicos e a eficacia foi representada pelo relaxamento
maximo (Emax) das curvas de concentracdo-efeito estudadas. Diferencas foram consideradas
significantes quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
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4.6. Efeito vasodilatador do TERPY em anéis de aorta de SHR velhos.

Numa segunda parte deste estudo, avaliamos se o efeito vasodilatador e os
mecanismos de acédo do TERPY estariam alterados em SHR velhos. Estes animais
possuiam a PAM aumentada em relacdo aos animais jovens (Jovens, 4 meses:

165,8 + 3,4, n=6; Velhos, 18 meses: 197,5 £ 5,6, n=6; Figura 16).

*

JOVENS VELHOS

Figura 15: Comparacdo da Pressdo Arterial Média (PAM - mmHg) entre SHR jovens e velhos. Os
valores obtidos nos grupos de jovens (n=5) e velhos (n=7) foram expressos como a média + EPM. *
diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.

Inicialmente, avaliamos a expresséo basal de GCs em aortas de SHR velhos.
Nossos resultados demonstraram que aortas sem endotélio de SHR velhos
apresentam menor expressao basal das subunidades a e B da GCs (Figura 17;
TABELA 13).
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Figura 16- Expressao das subunidades a (A) e B (B) da guanilato ciclase solivel em anéis de aorta
sem endotélio de SHR jovens (a n=6; B n=7) e velhos (a n=10; B n=11). Os dados representam a
média £+ EPM dos experimentos realizados em preparacdes obtidas de diferentes animais. *
diferencas nas densidades das bandas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Baseados nesta observacdo, levantamos a hipétese de que o efeito
vasodilatador do TERPY estaria prejudicado em aortas de SHR velhos. No entanto,
interessantemente, como pode ser observado na Figura 18, as curvas concentracao-
efeito para o TERPY em aortas de SHR velhos estavam deslocadas para a
esquerda em relacdo as curvas observadas em aortas de SHR jovens,
demonstrando uma maior poténcia do TERPY em anéis de SHR velhos quando

comparada a de anéis de aorta de SHR jovens.
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Figura 17- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY em anéis de aorta de ratos velhos (quadrados;
n=4) e jovens (circulos; n=5). Os dados foram apresentados como media + EPM e representam a
porcentagem de relaxamento em relacdo ao valor de contracéo inicial. * diferenca nos valores de pD,
foi considerada significativa quando p<0,05.

4.6.1. Efeito do ODQ, inibidor da GCs, sobre o relaxamento induzido pelo

TERPY em anéis de aorta sem endotélio, isolados de SHR velhos.

Apods termos observado que a poténcia do TERPY era maior em aortas sem
endotélio de SHR velhos, avaliamos os mecanismos envolvidos nesta diferenca.
Inicialmente, avaliamos a participacdo da GCs no relaxamento do TERPY em anéis
de SHR velhos e comparamos com 0 que ocorre em anéis de ratos jovens.

A incubacdo com ODQ reduziu a poténcia do TERPY em anéis de aortas sem
endotélio de SHR jovens e velhos (Fig. 19; TABELA 14).
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Figura 18- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY antes (simbolos abertos) e depois (simbolos
fechados) da incubacdo com ODQ (1 pM), em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos
(quadrados; n= 4) e jovens (circulos; n=5). Os dados representam a média + EPM dos experimentos
realizados em aortas de diferentes animais. Diferen¢cas nos valores de pD, em anéis de aorta de
SHR velhos (*) ou jovens (**) antes ou depois da incubacdao com ODQ foram consideradas
significativas quando p<0,05.

4.6.2. Efeito do TEA, bloqueador de canais para potassio, sobre o relaxamento

do TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos.

A incubacdo com TEA nao alterou a poténcia do TERPY em anéis de aorta
sem endotélio de SHR jovens e SHR velhos (Fig. 20; TABELA 15).
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Figura 19- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY antes (simbolos abertos) e depois (simbolos
fechados) da incubacdo com TEA (1 mM), em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos
(quadrados; n= 4) e jovens (circulos; n=7). Os resultados foram expressos como a média + EPM dos
experimentos realizados.

4.6.3. Efeito do Dipiridamol, inibidor da fosfodiesterase 5, sobre o relaxamento

do TERPY em anéis isolados de aorta sem endotélio de SHR velhos.

A incubacdo com Dipiridamol aumentou a poténcia do TERPY em anéis de

aorta sem endotélio de SHR jovens e velhos (Fig. 21; TABELA 16).
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Figura 20- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY antes (simbolos abertos) e depois (simbolos
fechados) da incubacdo com Dipiridamol (1 uM), em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos
(quadrados; n= 5) e jovens (circulos; n=4). Os dados representam a média + EPM dos experimentos
realizados em aortas de diferentes animais. Diferencas nos valores de pD, em anéis de aorta de
SHR velhos (*) ou jovens (**) antes ou depois da incubacdo com Dipiridamol foram consideradas
significativas quando p<0,05.

4.6.4. Efeito da Apocinina, inibidor da NADPH/NOX, sobre o relaxamento do

TERPY em anéis isolados de aorta sem endotélio de SHR velhos.

A incubacdo com Apocinina ndo aumentou a poténcia do TERPY em anéis de
aorta sem endotélio SHR velhos, mas aumentou de SHR jovens (Fig. 22; TABELA
17).
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Figura 21- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY antes (simbolos abertos) e depois (simbolos
fechados) da incubagdo com Apocinina (100 pM), em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos
(quadrados; n= 4) e jovens (circulos; n=4). Os dados representam a média £+ EPM dos experimentos
realizados em aortas de diferentes animais.** diferencas nos valores de pD, foram consideradas
significativas quando p<0,05 entre as curvas para o0 TERPY antes e ap0s a incubacdo com Apocinina
em aortas de SHR jovens.

4.6.5. Efeito do Tiron, varredor de anions superoxido, sobre o relaxamento do
TERPY em aortas de SHR velhos

A incubacdo com TIRON néo alterou a poténcia do TERPY em anéis de aorta

sem endotélio de ambos os grupos (Fig. 23; TABELA 18).
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Figura 22- Curvas concentracdo-efeito para o TERPY antes (simbolos abertos) e depois (simbolos
fechados) da incubacdo com Tiron (100 uM), em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos
(quadrados; n= 4) e jovens (circulos; n=5). Os dados representam a média £+ EPM dos experimentos
realizados em aortas de diferentes animais.** diferencas nos valores de pD, foram consideradas
significativas quando p<0,05 entre as curvas para o TERPY antes e ap0s a incubagdo com Tiron em
aortas de SHR jovens.

Os efeitos desses diferentes instrumentos farmacoldgicos sobre as curvas de
relaxamento para o TERPY em anéis de aorta SHR jovens e velhos estdo

sumarizados na Tabela 20.
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TABELA 20: Efeitos dos diferentes instrumentos farmacoldgicos sobre as
curvas de relaxamento para o TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR
jovens e velhos.

OoDQ TEA DIPIRIDAMOL
Diminui a
JOVENS poténcia e a N&o altera Aumenta a poténcia
eficacia
Diminui :
VELHOS ! 1 u'. a N&o altera Aumenta a poténcia
poténcia
TIRON APOCININA
JOVENS N&o altera Aumenta a poténcia
VELHOS N&o altera N&o altera

A poténcia foi dada pelo céalculo do pD,, que indica o logaritmo negativo da concentragdo do TERPY
gue produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECsg), antes ou apos a incubagdo com os
instrumentos farmacolégicos e a eficacia foi representada pelo relaxamento maximo (Emax) das
curvas de concentracdo-efeito estudadas. Diferencas foram consideradas significantes quando
p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

Doadores de NO sdo agentes farmacolégicos que podem ter grande
importancia clinica no tratamento de alteragbes cardiovasculares como a
hipertenséo. Fatores relaxantes derivados do endotélio e o NO liberado por estas
drogas ativam vias comuns no processo de relaxamento do musculo liso vascular
(MLV). Juntos, podem ter efeitos sinérgicos na regulagdo do ténus vascular
(MILLER; MEGSON, 2007).

No presente estudo, mostramos que a reducdo da pressao arterial apds a
administracdo do TERPY é diferente do NPS. Enquanto o efeito do NPS é rapido e
transiente, a reducao da pressao induzida pelo TERPY é lenta e duradoura. O efeito
mais prolongado do TERPY é uma vantagem sobre o efeito do NPS, se
considerarmos que a manutencdo da pressao arterial proxima dos niveis basais por
maior tempo € mais favoravel na hipertensédo. Além disso, o efeito hipotensor do
TERPY néo estava associado a um efeito taquicéardico, diferente do observado com
o efeito do NPS. O efeito hipotensor lento e duradouro do TERPY provavelmente
nao levou a ativagdo de mecanismos neuro-humorais de controle de pressao arterial
e por isso, a administragdo de TERPY n&o alterou a FC em ambos 0S grupos.
Outros experimentos serdo conduzidos a fim de avaliarmos as diferencas entre os
efeitos do TERPY e do NPS na alteracdo do ritmo cardiaco.

Observamos também uma maior magnitude do efeito hipotensor do TERPY e
do NPS em SHR do que em ratos Wistar. Estes resultados estdo de acordo com os
apresentados por Rodrigues et al. (2012), que também observaram que a
hipotensdo do TERPY é maior em ratos hipertensos renais (2R-1C) do que em ratos
normotensos Sham operados (2R). Outros estudos também haviam demonstrado
gue o efeito hipotensor de doadores de NO sintetizados a partir de compostos de
ruténio é maior em ratos hipertensos. Gaitani et al. (2009) observaram que o efeito
hipotensor do composto trans-[RuCl([15]aneN4)NO]," (15-ANE) é maior em ratos 2R-
1C do que em 2R, além de ser maior em ratos severamente hipertensos do que em
ratos moderadamente hipertensos. Pereira et al. (2011) demonstraram que o doador
de NO cis-[Ru(bpy)2(py)(NO>)](PFe) (RUBPY) néo tem efeito em ratos 2R, mas reduz

a PAM em 2R-1C. Barros et al. (2004) verificaram que a resposta hipotensora do
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doador de NO (trans-[Ru(NO)(NHz3)4(POELt)3](PFe)3) (RUNO) é maior do que a do
NPS, que também € maior em SHR do que em ratos Wistar.

Uma limitagdo existente em estudos que fazem comparagdes entre os valores
de hipotensdo de diferentes modelos que apresentam pressao arterial basal
diferentes entre si € a de que valores aumentados de pressao arterial basal
poderiam ser responsaveis pela maior variacdo na pressdo. Em nosso estudo,
também observamos um maior efeito do NPS em SHR do que em ratos Wistar. Este
resultado difere dos resultados de Rodrigues et al., (2012) e dos recentemente
mostrados por nosso grupo (POTJE , 2012). Porém, é importante ressaltar que com
a normalizacdo dos resultados em relacdo aos valores de PAM basal (100%), a
diferenca observada no efeito do TERPY ainda persiste, enquanto que o maior efeito
hipotensor do NPS em ratos 2R-1C ou em SHR néo foi mais observado.

Espera-se que o efeito hipotensor de um doador de NO se dé, principalmente,
devido sua acgéo vasodilatadora. Sendo assim, estudos com vasos isolados podem
ser uteis para a compreensdo dos mecanismos envolvidos nas diferencas
observadas em respostas hipotensoras. A acdo do TERPY foi estudada em
diferentes tipos de vasos sanguineos, como em artéria basilar de ratos Wistar
(PAULO et al., 2012), artéria mesentérica de 2R e 2R-1C (ARAUJO, 2011), aortas
de 2R e 2R-1C (BONAVENTURA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007,
RODRIGUES et al., 2008; BONAVENTURA et al., 2011), aortas de ratos Wistar
(BONAVENTURA et al., 2009) e em traquéia de ratos Wistar (CASTRO et al., 2011).
O estudo de Paulo et al. (2012) mostrou que, ao contrario do que ocorre com o NPS,
o0 TERPY ndo libera NO no interior de células do MLV da artéria basilar e ndo produz
relaxamento dos anéis isolados deste vaso. Entretanto, em outros vasos e na
traqueia, o efeito relaxante do TERPY foi observado.

No presente estudo, avaliamos o efeito do relaxamento induzido por este
composto em aortas de SHR. Utilizamos anéis de aorta sem endotélio, uma vez que
gueriamos investigar a acao direta dos doadores de NO sob o MLV e evidéncias
mostram que a presenca do endotélio aumenta a poténcia do NPS e diminui a
poténcia do TERPY em aortas (BONAVENTURA et al., 2009). Realizamos entao a
remo¢cdo mecéanica do endotélio para que ndo interferisse em nossas andlises.
Observamos que o TERPY induziu relaxamento maximo em aortas de ratos Wistar e

SHR, mas foi menos potente do que o NPS. Estes resultados estdo de acordo com
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0s apresentados por Bonaventura et al. (2007) e Rodrigues et al. (2008) em aortas
sem endotélio de ratos Wistar e 2R-1C. Bonaventura et al. (2005) e Pereira et al.
(2011) também observaram menor poténcia dos complexos de ruténio, 15-ANE e
RuBPY, respectivamente, quando comparados ao NPS em aortas sem endotélio de
ratos Wistar.

Em nossos resultados, ndo observamos diferencas na potencia ou na eficacia
do TERPY entre aortas de ratos Wistar e SHR, mas observamos maior poténcia e
eficacia do NPS em aortas de SHR em comparacao com o relaxamento de aortas de
ratos Wistar. Estes resultados diferem dos obtidos em aortas de ratos 2R-1C, nas
quais as poténcias do TERPY e do NPS foram menores do que em aortas de ratos
2R (RODRIGUES et al.,, 2007, RODRIGUES et al., 2008; BONAVENTURA et al.,
2011). Estes resultados poderiam ser explicados por possiveis diferencas na
quantidade de NO liberado pelos compostos entre aortas de ratos Wistar e SHR ou
por possiveis diferencas nas vias intracelulares ativadas pelo NO liberado por esses
doadores.

Para investigarmos se a quantidade de NO liberada pelo TERPY seria a
mesma entre aortas sem endotélio de ratos Wistar e SHR, a quantidade de NO
intracelular em aortas de ambos os grupos foi determinada pela utilizacdo da sonda
fluorescente DAF-2 DA. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca na
DIF do DAF-2 DA entre aortas sem endotélio de ratos Wistar e SHR quando
estimulados pelo TERPY, mas a DIF obtida apos a estimulacdo com NPS foi maior
em anéis de aorta sem endotélio de SHR. Rodrigues et al. (2008) haviam observado
que o TERPY libera menos NO em células do MLV de 2R-1C do que de ratos 2R, 0
que também estava de acordo com seus achados em aortas isoladas. Estes
resultados sugerem que a biodisponibilidade do NO liberado pelo TERPY em aortas
de ratos 2R-1C seria menor do que a observada em aortas de SHR.

O menor efeito vasodilatador do TERPY, associado a menor
biodisponibilidade do NO liberado em aortas de ratos 2R-1C sugerem possiveis
alteracdes no mecanismo de acao deste doador em ratos hipertensos. No entanto, a
auséncia de alteracdo do efeito vasodilatador e a semelhanca na quantidade de NO
presente no interior das células do MLV de ratos SHR, sugere que estas diferencas
nao poderiam ser estendidas a todos os modelos experimentais de hipertensao. A
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partir destas observacfes, levantamos a hipotese de que diferencas no mecanismo
de acao do TERPY seriam observadas em aortas de SHR.

A participacdo da GCs no mecanismo de acdo do TERPY foi investigada a
partir da incubag&o com o inibidor seletivo desta enzima, o ODQ (ZHAO et al., 2000).
O ODQ continua sendo utilizado como o inibidor mais seletivo para a GCs. Seu
efeito inibitério ocorre devido a mudancas no estado de oxidacdo da por¢cdo heme
desta enzima (FEELISH et al., 1999). A sensibilidade do relaxamento vascular ao
ODQ indica que o0 mecanismo seria mediado pela ativacado da GCs, enquanto que a
resisténcia ao efeito do ODQ sugere a participacédo de vias independentes de GCs
no mecanismo de acao do TERPY. Na concentragédo de 1 uM, o ODQ deslocou para
a direita as curvas de concentracao-efeito para o TERPY, assim como para o NPS,
em aortas de ratos Wistar e SHR. Estes dados estdo de acordo com os de
Bonaventura et al., (2007) e Bonaventura et al., (2011), que observaram que a
incubacdo com ODQ diminui a poténcia do TERPY e do NPS em aortas de ratos
normotensos Sham. Entretanto, estes mesmos autores observaram que o ODQ
aboliu o relaxamento obtido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de ratos
2R-1C, mas ndo em aortas de ratos 2R. Se comparados, estes resultados sugerem
que, enquanto a GCs parece ser a via mais importante envolvida no relaxamento
induzido pelo TERPY nas aortas de 2R-1C, este doador de NO conseguiria causar
relaxamento vascular em aortas de SHR, pelo menos em parte, através de vias
independentes da ativacdo de GCs, quando ela esta inibida. Isto seria evidéncia de
gue algum outro mecanismo independente de GCs deve estar atuando no
relaxamento do TERPY.

Um possivel mecanismo de vasodilatacdo independente da ativacdo da GCs
é a ativacdo direta de canais para K* pelo NO (BOLOTINA et al., 1994). A atividade
dos canais para K" determina o potencial de membrana das células do musculo liso
vascular. Nestas células, o potencial de equilibrio do K* é mais negativo que o
potencial de repouso da membrana devido ao gradiente eletroquimico do K*. A
abertura dos canais para K leva ao efluxo desse ion e a hiperpolarizacdo da
membrana. Ocorre entdo, o impedimento da abertura de canais para Ca'
dependentes de voltagem, reduzindo a [Ca*?, levando & vasodilatacdo (NELSON;
QUALE, 1995; JACKSON, 2005).
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A participacido de canais para K sobre o relaxamento induzido pelo NPS ja
havia sido demonstrada anteriormente por Yousif et al. (1998) e Lovren e Triggle
(2000). Este mecanismo € bastante estudado utilizando-se um bloqueador néo
seletivo de canais para K*, o tetraetilamonio (TEA). (DEMIREL et al., 1994; LO et al.,
2005). Nossos resultados utilizando TEA (1 mM), mostram que ele reduziu a
poténcia do TERPY e do NPS em anéis de aorta sem endotélio de ratos Wistar, mas
nao alterou em anéis de aorta de SHR. Isto serve de indicativo de que, enquanto em
aortas de ratos normotensos o relaxamento vascular induzido pelo TERPY é
parcialmente ativado pela ativacdo de canais para K*, este mecanismo ndo seria
ativado no relaxamento da aorta de SHR pelo TERPY. Estes dados estdo de acordo
com os observados por Bonaventura et al., (2007) e Bonaventura et al., (2011), que
observaram que a incubacdo com TEA diminui a poténcia do TERPY e do NPS em
anéis de aorta de ratos normotensos Sham, mas ndo de 2R-1C. Estes resultados
poderiam ser consequentes da menor atividade de canais para K* em células do
MLV de ratos hipertensos (CALLERA et al., 2000; CALLERA et al., 2004; FURSPAN;
WEBB, 1990). Nossos resultados sugerem que o relaxamento do TERPY em anéis
de aorta de SHR ndo é totalmente dependente de GCs e que canais para K’
sensiveis ao TEA parecem nao participar deste efeito.

Porém, quando bloqueamos simultaneamente essas duas vias, incubando as
aortas de SHR com ODQ e TEA ao mesmo tempo, percebemos que, em
associacao, estes inibidores aboliram o relaxamento do TERPY em aortas de SHR.
A associagdo de ODQ com TEA também abole o relaxamento do TERPY em aortas
de ratos normotensos e 2R-1C (BONAVENTURA et al.,, 2011). Sendo assim, a
resposta relaxante induzida pelo TERPY deve ser dependente de GCs e dos canais
para K*, mas devem existir diferencas na ativacéo das vias intracelulares que fazem
com gue o relaxamento do composto seja insensivel a incubagdo somente com TEA.
Estes dados comprovam que, de fato, estas sdo as duas principais vias de ativacéo
do NO liberado pelos compostos em suas respostas vasodilatadoras. Concluimos
também que estas duas vias existem de forma independente uma da outra,
considerando a forma como parecem agir diferentemente, quando analisadas
iIsoladamente ou em conjunto.

O GMPc intracelular é rapidamente inativado a GMP pela atividade das

fosfodiesterases. Desta forma, a concentracdo de GMPc acumulado no interior do
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MLV depende do equilibrio entre a producdo pela GCs e sua degradacao pelas
fosdiesterases. A fosfodiesterase tipo 5 (PDE5) degrada seletivamente o GMPc
(SANTOS-SILVA et al., 2008). O Dipiridamol € um inibidor ndo especifico da PDE5
gue pode indiretamente potencializar as acées de mediadores que exercem efeitos
relaxantes através do acumulo de GMPc, como o oxido nitrico (SUSIC et al., 2001).
Em um estudo com outro doador de NO, o RUBPY, Pereira et al. (2011) observaram
que Dipiridamol (1 puM) deslocou para a esquerda as curvas de relaxamento do
RUBPY e do NPS em aortas de ratos Wistar. Em nosso estudo, observamos que o
Dipiridamol (1 pM) também aumentou a poténcia do NPS em aortas sem endotélio
de ratos Wistar e SHR. Entretanto, quando associado ao TERPY, aumentou sua
poténcia em aortas de SHR, mas néo de ratos Wistar.

A interpretacdo destes resultados € dificil se considerarmos que nao houve
diferenca na quantidade de NO liberado em células do MLV de ratos Wistar e SHR e
que o efeito do TERPY depende, parcialmente, da atividade da GCs em aortas de
Wistar e SHR. Se a degradacdo de GMPc depende da atividade da PDE 5, esses
resultados sugerem que a concentracdo de 1 uM de Dipiridamol seria insuficiente
para inibir a atividade da PDE 5 em aortas de ratos Wistar. Por outro lado, se a
atividade da PDE 5 fosse maior em aortas de ratos Wistar, o TERPY possivelmente
teria apresentado um efeito menos potente e eficaz nas aortas destes animais do
gue em SHR, o que nao foi observado. De qualquer forma, diferencas na ativacao
da PDE 5 e na participacdo desta via, assim com na participacdo do GMPc no efeito
do TERPY em aortas de ratos Wistar precisam ser investigadas.

Possiveis alteraces na biodisponibilidade de NO entre aortas de ratos Wistar
e SHR poderiam também estar associadas indiretamente ao efeito do Dipiridamol na
resposta do TERPY. Para avaliarmos esta hipétese, verificamos se a administracéo
de TERPY ou NPS poderiam produzir, direta ou indiretamente, anions superéxido.

Héa varias décadas, Park et al. (1968) desenvolveram o teste citoquimico de
reducdo do tetrazolio nitroazul (NBT) que possibilita quantificar a producdo de
superoéxido do neutroéfilo. Este teste tem sido amplamente utilizado para determinar a
acao do metabolismo oxidativo de neutréfilos em uma série de estudos (CIARLINI et
al., 2002, CIARLINI et al., 2005; BOSCO et al., 2012). O NBT é um sal di-tetrazoélio

que pode ser reversivelmente reduzido a formazan pela adicdo de quatro elétrons,
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com a formacéo de radicais livres transientes e um intermediario estavel consistindo
de um centro tetrazolio e um centro formazan (DIGREGORIO et al., 1991).

Em nosso estudo, a porcentagem basal de neutréfilos redutores de NBT
encontrava-se proxima de 25% no sangue de ratos Wistar e SHR. Esses valores
estdo acima dos anteriormente observados em ratos Wistar, que € em torno de 10%
(SHEN et al., 1995; BARROSO-ARANDA et al.,, 1991). Este aumento poderia ter
sido causado pelos procedimentos de canulagédo, comum nos grupos. Percebemos
gue ambos os doadores de NO levaram ao maior aumento da producao de anions
superoxido por neutrofilos de ratos Wistar e SHR, sem diferenca entre 0os grupos.

Considerando que o TERPY aumenta a formacédo de O, investigamos se a
incubacdo com antioxidantes, poderia aumentar a poténcia deste doador. A
incubacao com o inibidor da NADPH/NOX, Apocinina, aumentou significativamente a
poténcia do TERPY em aortas de ratos Wistar e SHR, com maior efeito em aortas de
SHR, o0 que j& era esperado, uma vez que se sabe que existe aumento da
concentracdo de superoxido e também da expressdo de subunidades da
NADPH/NOX nas aortas destes animais. Entretanto, a incubacdo com o varredor de
anions superoxido, TIRON, aumentou a poténcia do TERPY em anéis de aorta de
ratos Wistar, mas ndo de SHR. Isto pode ter ocorrido por que a concentracao de
TIRON utilizada (0,1 mM) ndo pode néao ter sido suficiente para remover 0s anions
superéxido em anéis de aorta de SHR. Ou entdo estas diferencas poderiam ser
decorrentes de acdes inespecificas do TIRON sobre outras vias em aortas de SHR.
Esta sugestdo é reforcada pelo fato de que outro antioxidante, o mimético da SOD,
Tempol, também aumenta a poténcia do TERPY em aortas de ratos Wistar e SHR
(POTJE, 2012). Aléem disso, neste mesmo estudo foi observado que apos a
administracdo de Apocinina em ratos Wistar e SHR, ocorre um aumento da
hipotensdo induzida pelo TERPY, o que sugere que, in vivo, a acdo do TERPY
também pode ser potencializada por anti-oxidantes. Além disso, Rodrigues et al.
(2008) observaram que a incubagdo com vitamina C reverte o menor efeito do
TERPY em aortas sem endotélio de ratos 2R-1C. Todos estes dados sugerem que,
apesar da poténcia do TERPY ndo ter sido alterada pela incubagdo com TIRON em
aortas de SHR, a presenca do estresso oxidativo prejudica a acdo do composto em
aortas de ratos hipertensos. Mais estudos com o TIRON, em diferentes

concentracdes, sdo necessarios para elucidar a causa deste achado inesperado.
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As respostas de vasodilatadores dependentes do endotélio (acetilcolina e
bradicinina) reduzem com o avanco da idade, de forma independente de mudancas
estruturais da parede vascular, jA que o relaxamento ao NPS néo esta alterado em
aortas de SHR velhos em comparacdo com aortas de jovens (BAUERSACHS et al.,
1997). Até o presente estudo, nenhum outro havia sido realizado avaliando o efeito
do TERPY em aortas de animais velhos. Inicialmente, observamos que a
hipertensdo de SHR esta aumentada em animais velhos, o que esta de acordo com
outros estudos que mostram que a severidade da hipertensdo aumenta com a idade
(LIMAS et al., 1980). Em SHR velhos, a producao de EROs e a disfuncdo endotelial
estdo mais pronunciados em comparagdo com ratos jovens, o que faz deste um
modelo ideal para estudar a influéncia do estresse oxidativo em processos
fisiolégicos (ZALBA et al., 2000; HAMILTON et al., 2001; WIND et al., 2010).

Comecamos avaliando a expresséo basal da GCs em aortas de SHR velhos e
comparando com a presente em aortas de SHR jovens. Assim como os estudos de
Bauersachs et al. (1997), Ruetten et al. (1999) e Kléss et al. (2000), nés
observamos que aortas sem endotélio de SHR velhos apresentam menor expressao
basal das subunidades a e 3 da GCs. Baseados nesta observacao, levantamos a
hipétese de que o efeito vasodilatador do TERPY poderia estar prejudicado em
aortas sem endotélio de SHR velhos. Entretanto, as curvas de concentracao-efeito
para o TERPY em aortas sem endotélio de SHR velhos estavam deslocadas para a
esquerda em relacdo as curvas observadas em aortas sem endotélio de SHR
jovens, demonstrando maior poténcia do TERPY em aortas de SHR velhos. A partir
deste resultado, avaliamos os mecanismos envolvidos nesta diferenca.

Inicialmente, verificamos a participacdo da GCs no relaxamento do TERPY
em anéis sem endotélio de SHR velhos e comparamos com 0 gue ocorre em anéis
sem endotélio de SHR jovens. Observamos que a incubagdo com ODQ reduziu a
poténcia do TERPY em anéis de aortas sem endotélio de SHR velhos e jovens.
Entretanto, como a incubagdo com ODQ né&o aboliu o relaxamento do TERPY em
nenhum dos grupos, investigamos se poderiam haver diferencas na ativacao de
canais para potassio, que € uma via de relaxamento independente de GCs.
Verificamos que, assim como em aortas de SHR jovens, ndo houve diferenca nas
curvas de relaxamento para o TERPY em anéis de aorta sem endotélio incubados
com TEA.
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Para analisar se as diferencas na resposta relaxante do TERPY poderiam
estar associadas a diferencas na degradacdo do GMPc em aortas de SHR velhos,
verificamos a acdo do Dipiridamol na curva de relaxamento para o TERPY.
Verificamos maior poténcia do TERPY na presenca do Dipiridamol em anéis de
aorta de SHR jovens e velhos. Sabe-se que a concentracdo basal de GMPc € menor
em aortas de SHR velhos (RUETTEN et al., 1999). Entretanto, a poténcia do TERPY
€ maior em SHR velhos, 0 que poderia ser um indicativo de maior formagédo de
GMPc apés o estimulo com o doador, independentemente dos menores niveis
basais. Como néo foram observadas diferencas significativas apos a incubagéo com
dipiridamol, possivelmente a fosfodiesterase 5 também nédo esteja envolvida nesta
diferenca.

Verificamos entdo se alteracbes no equilibrio redox poderiam ser
responsaveis por essas diferencas, mas a incubagdo com TIRON néo alterou a
poténcia do TERPY em anéis de aorta sem endotélio de nenhum dos grupos. A
incubacdo com Apocinina também nédo aumentou a poténcia do TERPY em anéis de
aorta sem endotélio SHR velhos, mas aumentou em aortas de SHR jovens. Isso
indica que a atividade da NADPH/NOX, inibida pela Apocinina, ndo esta relacionada
com a diminuicdo da resposta relaxante do TERPY em aortas sem endotélio de SHR
velhos, mas a atividade desta enzima prejudica a acdo do TERPY em SHR jovens.
Por outro lado, considerando que a atividade da NADPH/NOX estaria aumentada em
SHR velhos (WIND et al., 2010), a auséncia de efeito da Apocinina sugere que a
concentracéo utilizada pode néo ter sido adequada para inibir esta enzima. Outros
experimentos, utilizando diferentes concentragcdes deste inibidor sdo necessarios
para verificar se, de fato, a participacdo da vida da NOX/NADPH oxidase néo é
importante no relaxamento do TERPY em aortas de SHR velhos, o que seria um
resultado inesperado.

Este estudo traz informacdes importantes sobre os efeitos e 0 mecanismo de
acdo de doadores de NO na hipertensdo. Ao contrario do NPS, o TERPY produz
uma hipotenséo lenta e duradoura, que ndo gera taquicardia reflexa e que € maior
em SHR do que em ratos Wistar. Por liberar mais NO em aortas de SHR, o
relaxamento do NPS é mais potente e eficaz nas aortas desses animais do que de
ratosmWistar, o que n&o ocorre com o TERPY, que libera a mesma quantidade de

NO em ambos os tecidos e também produz curvas de relaxamento similares entre
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aortas de ratos Wistar e SHR. A acdo do TERPY se da principalmente pela ativacéao
da GCs e canais para potassio sensiveis ao TEA ndo participam da resposta
vasorelaxante deste doador em aortas de SHR. A via da PDE5 parece ser
importante para o relaxamento induzido pelo TERPY em aortas de SHR, mas néo de
ratos Wistar. O estresse oxidativo, associado a atividade da NADPH/NOX prejudica
o relaxamento para o TERPY em aortas de ratos Wistar e SHR, mas anions
superoéxido, varridos pelo TIRON, ndo interferiem no efeito relaxante do TERPY em
aortas de SHR. O TERPY leva ao aumento da producdo de O, em neutrofilos, o que
€ um indicativo de que uma associacdo deste composto com antioxidantes
aumentaria significantemente o efeito deste doador. Além disso, apesar de existir
uma menor expressao de GCs em aortas de SHR velhos, a poténcia do TERPY
encontra-se aumentada em aortas sem endotélio destes animais, que € mais
dependente de GCs. Canais para potassio e anions superdxido nao interferem na
resposta e a via da PDE5 é importante no relaxamento de anéis de aorta sem
endotélio de SHR jovens e velhos. Como a Apocinina aumentou a poténcia do
TERPY em aortas sem endotélio de SHR jovens, mas néo de velhos, concluimos
gue algum fator inibido por este composto deve ser responsavel pelo prejuizo da
resposta em anéis de SHR jovens, comparados com velhos.

Estas informacbes podem ajudar a aumentar a compreensdo dos
mecanismos de acdo do TERPY em animais hipertensos, jovens e velhos, bem
como propor novas combinagdes de drogas com o TERPY, tornando a possibilidade

da terapia com o composto, uma opg¢éo cada vez mais vantajosa.
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6 PRINCIPAIS OBSERVACOES

« Diferente do efeito hipotensor do NPS que é rapido e transiente e induz
taquicardia, o efeito hipotensor do TERPY ¢€ lento e duradouro e nédo induz

taquicardia.

e Os efeitos hipotensores do TERPY e do NPS sdo maiores em SHR do que

em ratos Wistar.

¢ A vasodilatacdo causada pelo TERPY ndo esta alterada em anéis de aorta
sem endotélio de SHR, enquanto o NPS é mais potente e eficaz em anéis de

aorta sem endotélio de SHR.

e O TERPY libera a mesma quantidade de NO em aortas sem endotélio de
SHR e de ratos Wistar, enquanto que o NPS libera mais NO em aortas sem
endotélio de SHR do que de Wistar.

e As respostas vasodilatadoras do TERPY e do NPS séo parcialmente

dependentes da GCs em aortas sem endotélio de SHR e de Wistar.

e Os efeitos do TERPY e do NPS sao parcialmente dependentes da acao de
canais para K* em anéis de aorta sem endotélio de Wistar, mas independem

de canais para K" em anéis de aorta sem endotélio de SHR.

e A via da PDES5 prejudica o relaxamento do NPS em anéis de aorta sem
endotélio de Wistar e SHR e prejudica também o relaxamento do TERPY
apenas em anéis de aorta sem endotélio de SHR.

e O TERPY e o NPS induzem aumento da producédo de anions superoxido por

neutrofilos do sangue de ratos Wistar e SHR.
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A inibicdo da NADPH/NOX com a Apocinina aumenta a poténcia do TERPY
em aortas sem endotélio de ratos Wistar e SHR

O sequestro de anions superdxido com o TIRON néo altera o relaxamento do
TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR, mas aumenta a poténcia

em anéis de aorta sem endotélio de ratos Wistar.

Anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos possuem menor expressao das

subunidades a e 3 da GCs.

O TERPY é mais potente em anéis de aorta sem endotélio de SHR velhos do
gue em SHR jovens.

A GCs participa da resposta relaxante do TERPY em aortas de SHR jovens e
velhos, sem a participacdo de canais para potassio em ambos 0s grupos.

A atividade da PDE 5 prejudica o relaxamento do TERPY em aortas de SHR

jovens e velhos.

A inibicdo da NADPH/NOX pela Apocinina potencializa o relaxamento do
TERPY em aortas de ratos jovens, mas ndo de velhos, enquanto que anions
superoxido sequestrados pelo Tiron ndo participam da resposta relaxante do
TERPY em nenhum dos grupos estudados.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, estes dados demonstram que o composto TERPY é um doador
de NO que possui vantagens em relacdo ao NPS por produzir efeito hipotensor mais
duradouro e nao induzir taquicardia. Além disso, seu efeito hipotensor € maior em
animais hipertensos, apesar de néo haver diferenga entre o relaxamento de aortas
isoladas de ratos hipertensos e normotensos. Seu mecanismo de agéo € semelhante
ao do NPS, mas a PD5 parece nao participar do relaxamento do TERPY em aortas
de Wistar, mas participa em aortas de SHR. E mais potente em aortas de SHR
velhos do que novos, possivelmente por menor envolvimento da via da NADPH/NOX

no relaxamento de aortas de SHR velhos.
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TABELA 1: Valores basais da Pressao Arterial Média (PAM; em mmHg) e
Frequéncia Cardiaca (FC; em batidas por minuto) em ratos Wistar e SHR.

GRUPO Wistar SHR
PAM (mmHg) 112, 7+ 2,6 160,3 + 3,1*
FC (bpm) 341 +5 3375

Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM dos experimentos realizados. A Pressao Arterial
Média (PAM; mmHg) e a Frequéncia cardiaca (FC; bpm) foram registradas durante 30 minutos. * diferencas
foram consideradas significativas entre os grupos Wistar (n=5) e SHR (n=7) quando p<0,05 pelo Teste t de
Student.

TABELA 2: Valores da variagdo da Pressao Arterial Média (A PAM; em mmHg)
apo6s a administracdo dos doadores de NO em ratos Wistar e SHR.

GRUPO Wistar SHR
TERPY 5 mg/Kg -9,7+1,6 -24,5 + 2,9*
TERPY 7 mg/Kg -17,3+1,3 -34,8 £ 2,7*

NPS 35 ug/Kg -46,7 + 2,8 -69,3 + 4,5*

Os resultados obtidos foram expressos como média = EPM dos experimentos realizados. A variagdo da
Pressédo Arterial Média (A PAM; em mmHg) foi calculada subtraindo-se os valores iniciais da PAM dos
valores obtidos apés a administracdo de TERPY ou de NPS. * diferengas foram consideradas significativas
entre os grupos Wistar (n=5) e SHR (n=7) quando p<0,05 pelo Teste t de Student.

TABELA 3: Tempo necessario (em minutos) para se atingir o maximo efeito
hipotensor apds a administracdo dos doadores de NO em ratos Wistar e SHR.

GRUPO Wistar SHR
TERPY 5 mg/Kg 17,0+ 21 11,3 + 1,5 min
TERPY 7 mg/Kg 135+1,7 9,8 + 1,5 min*

NPS 35 pg/Kg 0,5 0,1 0.5+ 0,1 min

Os dados foram obtidos de acordo com os ndmeros de animais indicados e os resultados foram
expressos como média + EPM. * diferencas foram consideradas significativas entre os grupos Wistar
(n=5) e SHR (n=7) quando p<0,05 pelo Teste t de Student.
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TABELA 4: Valores da variacao da Frequéncia Cardiaca (A FC; em batidas por
minuto) apés a administracdo dos doadores de NO em ratos Wistar e SHR.

GRUPO Wistar SHR
TERPY 5 mg/Kg 8,9+10,9 6,0+2,8
TERPY 7 mg/Kg 16,20 + 3,88 3,18 + 6,07

NPS 35 ug/Kg 81,8+ 15,3 96,3+9,1

Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM dos experimentos realizados. A variagdo da
Frequéncia Cardiaca (A FC; em batidas por minuto - bpm) foi calculada a subtraindo-se os valores iniciais
de FC pelos valores obtidos apés a administracdo de TERPY ou de NPS. * diferencas foram consideradas
significativas entre os grupos Wistar (n=5) e SHR (n=7) quando p<0,05 pelo Teste t de Student.

TABELA 5: Valores de pD, das curvas de relaxamento do TERPY e do NPS em
aortas sem endotélio de ratos Wistar e SHR.

GRUPO Wistar SHR
TERPY 6,60 + 0,08 6,25 + 0,07
NPS 7,97 + 0,07 8,74 £ 0,15*

Os dados foram obtidos de acordo com os ndmeros de animais indicados e os resultados foram
expressos como média £ EPM. pD, indica o logaritmo negativo da concentracdo de TERPY (n=5) ou
de NPS (n=6) que produz metade da amplitude méxima de relaxamento (ECsg). * diferencas foram
consideradas significativas entre os grupos Wistar e SHR quando p<0,05 pelo Teste t de Student.

TABELA 6: Valores da Diferenca de Intensidade de Fluorescéncia (DIF)
encontradas em anéis de aortas de ratos Wistar e SHR ap6s a estimulacdo com
TERPY ou NPS.

GRUPO Wistar SHR
TERPY (10 uM) 120,34 + 9,44 127,01 + 21,85
NPS (1 uM) 448 + 1,56 18,94 + 3,19*

A fluorescéncia do DAF-2 DA (10 uM) foi registrada em anéis de aorta antes e apoés a adicdo de NPS
(1 pM; Wistar n=6 ; SHR n=4) ou do TERPY (10 puM; 10 puM; Wistar n=5 ; SHR n=4). A diferen¢a na
intensidade de fluorescéncia (DIF) entre Fy (espectro basal) e F (espectro registrado apés a adigédo
dos doadores de NO) reflete 0 aumento na concentracao intracelular de NO ([NOJ].) e foi calculada
pela féormula: DIF = (F - Fg). Os representam a média + EPM dos experimentos realizados (n=5). *
diferencas entre os valores de DIF obtidas nos anéis de aorta de SHR (n=4) e Wistar (SNP n=6;
TERPY n=5) foram consideradas significativas quando p< 0,05 pelo Teste t de Student.
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TABELA 7: Efeito da incubacdo com ODQ (1 puM) nos valores de pD;, dos
doadores de NO em aortas de ratos Wistar e SHR.

GRUPO TERPY NPS
CONTROLE OoDQ CONTROLE OoDQ
Wistar 6,60 + 0,08 4,9 +£0,08* 7,97 £ 0,07 6,22 £ 0,2*
SHR 6,25+ 0,07 4,9 +0,4* 8,74+ 0,15 7,18 £0,13*

Efeito do ODQ (1 pM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de
Wistar (n=8) e SHR (n=5) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta sem endotélio de
Wistar (n=5) e SHR (n=5). Os dados foram obtidos de acordo com os ndmeros de animais indicados
e o0s resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY ou de NPS que produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECsy),
antes (controle) ou apo6s a incubagdo com ODQ. * diferencas foram consideradas significativas antes
e apos a incubagdo com ODQ quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de
teste de Bonferroni.

TABELA 8: Efeito da incubacdo com TEA (1 mM) nos valores de pD, dos
doadores de NO em aortas de ratos Wistar e SHR.

GRUPO TERPY NPS
CONTROLE TEA CONTROLE TEA
WST 6,60 + 0,08 5,37 £ 0,02* 7,97 £ 0,07 7,3 £0,01*
SHR 6,25+ 0,07 6,23 £ 0,15 8,74+ 0,15 8,37 +0,1

Efeito do TEA (1 mM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de
Wistar (A; n=8) e de SHR (B; n=7) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta sem
endotélio de Wistar (C; n=5) e SHR (D; n=5). Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de
animais indicados e os resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo
negativo da concentracdo de TERPY ou de NPS que produz metade da amplitude maxima de
relaxamento (ECsg), antes (controle) ou apoés a incubagdo com TEA. * diferencas foram consideradas
significativas antes e ap6s a incubacdo com TEA quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY
ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

TABELA 9: Efeito da incubagcdo com TEA (ImM) + ODQ (1 pM) no Efeito
Maximo (Emax) induzido pelo TERPY em aortas de ratos Wistar (n=8) e SHR
(n=4).

GRUPO CONTROLE TEA + ODQ
WST 103,5+1,1 39,1 + 8,8*
SHR 106,3 + 4,8 23,4 +7,26*

Os dados foram obtidos de acordo com o0s nimeros de animais indicados e os resultados foram
expressos como média + EPM. Emax indica o relaxamento maximo alcan¢ado na curva concentracao
efeito do TERPY antes (controle) ou ap6s a incubagdo com TEA. * diferencas foram consideradas
significativas antes e apds a incubacdo com TEA quando p<0,05 pela andlise feita por TWO WAY
ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
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TABELA 10 Efeito daincubacdo com Dipiridamol (1 uM) nos valores de pD, dos
doadores de NO em aortas de ratos Wistar e SHR.

GRUPO TERPY NPS
CONTROLE DIPIRIDAMOL CONTROLE DIPIRIDAMOL
WST 6,60 + 0,08 6,42+ 0,11 7,97 £ 0,07 9,05+ 0,18*
SHR 6,25+ 0,07 9,57 + 0,50* 8.74 £ 0,15 12,30 + 1,32*

Efeito do Dipiridamol no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de
Wistar (n=4) e SHR (n=4) e no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta sem endotélio de
Wistar (n=5) e SHR (n=6). Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de animais indicados
(n=5) e os resultados foram expressos como média £+ EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY ou de NPS que produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECsy),
antes (controle) ou apo6s a incubagdo com Dipiridamol. * diferencas foram consideradas significativas
antes e ap0s a incubacgao com Dipiridamol quando p<0,05 pela andlise feita por TWO WAY ANOVA
seguido de teste de Bonferroni.

Tabela 11: Porcentagem de neutroéfilos redutores de NBT em Wistar (n = 11) e
SHR (n=14) antes e apo6s a infusdo de TERPY (n=5) ou NPS (n=7).

GRUPO BASAL TERPY NPS
WST 27,18 £ 4,74 51,4 + 8,96* 47 + 8,1*
SHR 21,79 + 3,52 38,25 + 7,54* 37,71 + 4,19*

Os dados representam a média + EPM da porcentagem dos neutréfilos analisados. * diferencas foram
consideradas significativas antes e apds a administragdo de TERPY ou de NPS quando p<0,05 pela
analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

TABELA 12: Efeito da incubacdo com APOCININA (100 uM) ou TIRON (100 uM)
nos valores de pD, do TERPY em aortas de ratos Wistar (n=4) e SHR (n=5).

GRUPO CONTROLE APOCININA TIRON
WST 6,60 + 0,08 7,10 £ 0,08 17,24 + 1,52
SHR 6,25+ 0,07 16,24 £ 1,52 6,04 £ 0,13

Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de animais indicados e os resultados foram
expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da concentracdo de TERPY que
produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECsp), antes (controle) ou apds a incubacao
com APOCININA OU TIRON. * diferencas foram consideradas significativas antes e apés a incubacao
com APOCININA OU TIRON quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de
teste de Bonferroni.
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TABELA 13: Expressao das subunidades a e B da guanilato ciclase soluvel
(GCs) em anéis de aorta sem endotélio de SHR jovens (a - n=6; B — n=7) e
velhos (a - n=10; B — n=11).

GRUPO GCs () GCs (B)
JOVENS 0,26 + 0,04 0,37 £ 0,01
VELHOS 0,14 + 0,01* 0,18 + 0,02*

Os dados representam a média + EPM dos experimentos realizados em preparacdes obtidas de
diferentes animais. * diferencas nas densidades das bandas foram consideradas significativas quando
p<0,05.

TABELA 14: Efeito da incubacdo com ODQ (1 uM) nos valores de pD; do
TERPY em aortas de SHR jovens e velhos.

GRUPO CONTROLE OoDQ
JOVENS 6,25+ 0,08 4,90 + 0,39*
VELHOS 6,75 +0,15 2,63 +1,5*

Efeito do ODQ (1 pM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR
Velhos (n=4) e Jovens (n=5). Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de animais
indicados e os resultados foram expressos como média £+ EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY que produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECso), antes
(controle) ou apés a incubacao com ODQ. * diferencas foram consideradas significativas antes e apos
a incubacao com ODQ quando p<0,05 pela andlise feita por TWO WAY ANOVA seguido de teste de
Bonferroni.

TABELA 15: Efeito da incubacdo com TEA (1 mM) nos valores de pD, do
TERPY em aortas de SHR jovens e velhos.

GRUPO CONTROLE TEA
JOVENS 6,25+ 0,08 6,22 + 0,06
VELHOS 6,75+ 0,15 6,3 +0,08

Efeito do TEA (1 mM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de SHR
Velhos (n=4) e Jovens (n=7). Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de animais
indicados e os resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY que produz metade da amplitude méaxima de relaxamento (ECsg), antes
(controle) ou apds a incubagdo com TEA. * diferengas foram consideradas significativas antes e apos
a incubacao com ODQ quando p<0,05 pela andlise feita por TWO WAY ANOVA seguido de teste de
Bonferroni.
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TABELA 16: Efeito da incubacdo com Dipiridamol (1 uM) nos valores de pD, do
TERPY em aortas de SHR jovens e velhos.

GRUPO CONTROLE Dipiridamol
JOVENS 6,25+ 0,08 8.06 +0,45*
VELHOS 6,75+ 0,15 8.1 +0.6*

Efeito do Dipiridamol (1 uM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio
de SHR Velhos (n=5) e Jovens (n=4). Os dados foram obtidos de acordo com os numeros de animais
indicados e os resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY que produz metade da amplitude maxima de relaxamento (ECs), antes
(controle) ou apoés a incubacgao com Dipiridamol. * diferengas foram consideradas significativas antes
e apos a incubacédo com Dipiridamol quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido
de teste de Bonferroni.

TABELA 17: Efeito da incubacdo com Apocinina (100 uM) nos valores de pD»,
do TERPY em aortas de SHR jovens e velhos.

GRUPO CONTROLE Apocinina
JOVENS 6,25 + 0,08 9.2 +0.6*
VELHOS 6,75 0,15 7,08 £0,12

Efeito do Apocinina (100 uM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio
de SHR Velhos (n=4) e Jovens (n=4). Os dados foram obtidos de acordo com os nimeros de animais
indicados e os resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY que produz metade da amplitude méxima de relaxamento (ECs), antes
(controle) ou apds a incubagdo com Apocinina. * diferencas foram consideradas significativas antes e
apo6s a incubacgao com Apocinina quando p<0,05 pela analise feita por TWO WAY ANOVA seguido de
teste de Bonferroni.

TABELA 18: Efeito da incubacdo com TIRON (100 pM) nos valores de pD, do
TERPY em aortas de SHR jovens e velhos.

GRUPO CONTROLE TIRON
JOVENS 6,25+ 0,08 6,04 +0,13
VELHOS 6,75+ 0,15 7,05+ 0,09

Efeito do TIRON (100 puM) no relaxamento induzido pelo TERPY em anéis de aorta sem endotélio de
SHR Velhos (n=4) e Jovens (n=5). Os dados foram obtidos de acordo com os nimeros de animais
indicados e os resultados foram expressos como média + EPM. pD, indica o logaritmo negativo da
concentracdo de TERPY que produz metade da amplitude méxima de relaxamento (ECsy), antes
(controle) ou apds a incubacdo com TIRON. * diferencas foram consideradas significativas antes e
apos a incubagdo com TIRON quando p<0,05 pela andlise feita por TWO WAY ANOVA seguido de
teste de Bonferroni.
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