UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

THIAGO BRASILEIRO DE VASCONCELOS

EFEITO VASODILATADOR DE TRES NITROCOMPOSTOS AROMATICOS E
ESTRUTURALMENTE RELACIONADOS EM AORTA ISOLADA DE RATO:
INFLUENCIA DO GRUPO FUNCIONAL NO, NO MECANISMO DE ACAO

FORTALEZA
2018



THIAGO BRASILEIRO DE VASCONCELOS

EFEITO VASODILATADOR DE TRES NITROCOMPOSTOS AROMATICOS E
ESTRUTURALMENTE RELACIONADOS EM AORTA ISOLADA DE RATO:
INFLUENCIA DO GRUPO FUNCIONAL NO, NO MECANISMO DE ACAO

Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Farmacologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para obtencdo do Titulo
de Doutor em Farmacologia. Area de

concentracdo: Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Jorge Caldas

Magalhaes.

FORTALEZA
2018



Dados Internacionais de Catalogac&o na Fublicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

V451e  Vasconcelos, Thiago Brasileiro de.
Efeito vasodilatador de trés nitrocompostos aromaticos e estruturalmente relacionados
em aorta isolada de rato : influéncia do grupo funcional NO2 no mecanismo de acdo /
Thiago Brasileiro de Vasconcelos. — 2018.
1121 -1l color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pas-Graduacdo em Farmacologia, Fortaleza, 2018.

Crientacdo: Prof. Dr. Pedro Jorge Caldas Magalhdes.

1. Analogos estruturais. 2. Musculo liso. 3. Guanilato ciclase. 4. Inibicdo. 5. Canais para
calcio. |. Titulo.

CDD 615.1




THIAGO BRASILEIRO DE VASCONCELOS

EFEITO VASODILATADOR DE TRES NITROCOMPOSTOS AROMATICOS E
ESTRUTURALMENTE RELACIONADOS EM AORTA ISOLADA DE RATO:
INFLUENCIA DO GRUPO FUNCIONAL NO, NO MECANISMO DE ACAO

Tese apresentada a Coordenacdo do Programa de Poés-graduacdo em
Farmacologia, da Universidade Federal do Ceara, como requisito para obtengédo do

titulo de Doutor em Farmacologia.

Aprovada em: I

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Pedro Jorge Caldas Magalhaes
Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior
Universidade Federal do Ceara - UFC

Profa. Dra. Flavia Almeida Santos
Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca Junior
Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP

Profa. Dra. Teresinha Silva de Brito
Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA



Dedico este trabalho a minha familia, o bem mais precioso.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e por ser a fonte inesgotavel de sabedoria.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Pedro Jorge Caldas Magalhaes, por construir comigo
cada degrau desta jornada, em todos os momentos foi atencioso, correto e humilde,
também ndo posso me esquecer de sua alegria que contribuiu com 0s inimeros

momentos agradaveis no laboratério.

As Profas. Dras. Geanne Matos de Andrade, Nylane Maria Nunes de Alencar e
Suliana Mesquita Paula pela disponibilidade e preteza em participarem da minha

banca de qualificagéo.

Aos Profs(as). Drs(as). Roberto César Pereira Lima Junior, Deoclécio Alves Chianca
Junior, Flavia Almeida Santos e Teresinha Silva de Brito que participaram da minha

banca de defesa da Tese, colaborando para a conclusao deste estudo.

Ao amigo e pesquisador Dr. Hélder Veras Ribeiro Filho, por ter me ajudado na
realizacdo dos experimentos in silico, demonstrando que mesmo na distancia os

lagos fraternos continuam unidos.

Aos colegas do Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso pela convivéncia,
troca de conhecimentos, companheirismo e alegria durante a realizacdo dos
experimentos, serei eternamente grato a cada um de vocés! Agradeco também aos
professores Dr. Vasco Pinheiro Diégenes Bastos, Dr. Francisco José Batista de Lima
Junior e Dra. Teresinha Silva de Brito que me ensinaram desde o cuidado com o

animal até a andlise de dados.

Aos professores e amigos Dr. Vasco Pinheiro Diégenes Bastos e Dra. Raimunda

Hermelinda Maia Macena, que me acompanham desde a graduagao.



Aos professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, em especial, o Prof.
Dr. Ronaldo de Albuquergque Ribeiro (in memoriam), seu vigor em ministrar aulas e a
forma que defendia seus alunos servem de exemplo para mim.

A toda minha familia pelo apoio, torcida e amor.

Aos meus pais Enéas, Lucinha e meu irm&o Yuri, por serem minhas referéncias de

humanidade, coragem e retidao.

A Ana Richelly, minha esposa, amiga e conselheira, que me acompanhou em todos

0S momentos e pela sua paciéncia nos momentos de solidao.

Aos funcionarios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Centro de

Biomedicina.

Ao técnico, José Haroldo Pinheiro Ferreira pela disponibilidade e atencéo.

As secretarias da Pés-Graduacdo em Farmacologia, Célia Aratjo de Carvalho e
Laura Alves de Souza pela dedicagéo e atencéo.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
apoio financeiro (Edital: PROEX — 0487).

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste estudo.

Muito Obrigado!



“‘Ninguém é suficientemente perfeito, que nao
possa aprender com 0 outro e, ninguém é
totalmente destituido de valores que néo possa
ensinar algo ao seu irméao”.

Sao Francisco de Assis



EFEITO VASODILATADOR DE TRES NITROCOMPOSTOS
AROMATICOS E ESTRUTURALMENTE RELACIONADOS EM AORTA
ISOLADA DE RATO: INFLUENCIA DO GRUPO FUNCIONAL NO, NO
MECANISMO DE ACAO

RESUMO

Nitrocompostos podem revelar interessantes propriedades vasodilatadoras,
recentemente estudos indicaram que 0s nitrocompostos aromaticos 1-nitro-2-
feniletano e 2-nitro-1-fenil-1-propanol apresentam efeitos vasodilatadores em ratos,
tais efeitos envolveram a participacédo da via guanilato ciclase-GMPc e abertura de
canais para K*. Diante do exposto, objetivamos avaliar os efeitos dos nitrocompostos
2-nitro-1-feniletanona (NPeth), 1-nitro-2-propilbenzeno (Npben) e 2-nitro-2-fenil-
propano-1,3-diol (NPproprop) em tecidos vasculares isolados de ratos. Registros
isométricos, in vitro, foram obtidos a partir de anéis isolados de artéria aorta e do
segundo ramo de artéria mesentérica de ratos Wistar. Os tecidos foram suspensos
em cubas para 6rgaos isolados sob condic¢des fisiologicas. Experimentos, in silico,
de docking e dinamica molecular foram realizados para simular a formacao de
complexos entre 0s nitrocompostos com a enzima guanilato ciclase (GC). Em
preparacbes de aorta pré-contraidas com K ou fenilefrina (PHE), Npben e
NPproprop induziram relaxamento total, enquanto NPeth relaxou as preparacoes
apenas parcialmente, sendo menos eficaz. O NPproprop apresentou maior poténcia
e seu efeito foi inibido pelo pré-tratamento com 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one (ODQ), azul de metileno e MDL-12,330A. A retirada do endotélio
ou pré-tratamento com indometacina, L-NAME nao alterou o efeito relaxante do
NPPROP em anéis de aorta. Em concentracdes mais baixas, o NPB aumentou
ligeiramente, mas de forma significativa, as contracdes induzidas pela PHE, embora
apenas nas preparacfes com endotélio intacto. Este efeito foi inibido pelo pré-
tratamento com L-NAME, indometacina, vermelho de ruténio e HC-030031,
sugerindo que o efeito potencializador do NPB € dependente da integridade do
endotélio e provavelmente envolve os canais endoteliais TRP (Al e V4). Em
experimentos realizados com a remocdo do Ca®**, o NPPROP inibiu a contracdo
mediante a entrada de Ca?' preferencialmente em canais VOC, no entanto, o
NPPROP também foi capaz de abolir as respostas nos canais ROC, adicionalmente,
esse efeito inibitério do NPPROP foi revertido apos tratamento com ODQ, 0 mesmo
fato ocorreu na resposta mediada pela ativacdo do receptor de IP3. De modo
dependente do ODQ, o NPPROP inibiu a contracao induzida por dibutirato de forbol,
ativador da proteina quinase C, ou ortovanadato de sddio, inibidor da tirosina
fosfatase. Na simulacdo computacional o NPPROP foi o nitrocomposto que
apresentou maior energia de ligagdo com a guanilato ciclase. Por fim, foi
evidenciado que o NPPROP apresentou maior poténcia miorrelaxante no segundo
ramo da artéria mesentérica em relacdo a aorta. O NPPROP destacou-se entre 0s
demais pela provavel estimulacdo da GC e ativacdo da cascata guanilato ciclase-
GMPc-PKG. Os substituintes seletivos da cadeia alifatica interferiram na capacidade
desses compostos em induzir efeitos relaxantes.

Palavras-chave: Analogos estruturais. Muasculo liso. Guanilato ciclase. Inibigéo.
Canais para calcio.



VASODILATOR EFFECT OF THREE AROMATIC AND STRUCTURAL
ANALOGUES NITRO COMPOUNDS IN ISOLATED RAT AORTA:
INFLUENCE OF FUNCTIONAL GROUP NO; IN THE MECHANISM OF
ACTION

ABSTRACT

Compounds containing a nitro group may reveal vasodilator properties, recently,
studies indicated that the aromatic nitro compounds 1-nitro-2-phenylethane and 2-
nitro-1-phenyl-1-propanol exhibit vasodilatory effects in rats, such effects involved the
participation of the guanylate cyclase-cGMP pathway and opening of K* channels. In
the present study, we evaluated the effects of 2-nitro-1-phenylethanone (NPeth), 1-
nitro-2-propylbenzene (Npben) and 2-nitro-2-phenylpropane-1,3-diol (NPproprop) in
vascular tissues isolated from rats. Isometric recordings were obtained from isolated
rings of thoracic aorta or 2nd generation branchs mesenteric artery of Wistar rats.
Tissues were suspended in isolated organs bath under physiological conditions.
Docking and molecular dynamics simulations, in silico experiments, were realized for
simulating complex formation between the nitro compounds with the enzyme
guanylate cyclase (GC). In the aorta preparations contracted with K or
phenylephrine (PHE), Npben and NPproprop induced total relaxation, and partially to
addition of NPpropeth, being less effective. NPproprop showed higher potency and
its effect was inhibited by pretreatment with 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
one (ODQ), methylene blue and MDL-12,330A. Endothelial removal or pre-treatment
with indomethacin, L-NAME did not alter the relaxing effect of NPproprop on aortic
rings. At lower concentrations, Npben increased PHE-induced contractions, although
only in preparations with intact endothelium. This effect was inhibited by pre-
treatment with L-NAME, indomethacin, ruthenium red and HC-030031, suggesting
that the potentiating effect of Npben is dependent on endothelial integrity and
probably involves the TRP (Al and V4) endothelial channels. A set of experiments
was conducted to removal of Ca?* from the extracellular milieu, in these conditions,
the NPproprop inhibited the contraction elicited preferentially by VOC channels,
however, NPproprop was also able to abolish responses in the ROC channels,
interestingly, this inhibitory effect was reversed completely after treatment with ODQ,
the same fact occurred in the response mediated by activation of the IP3 receptor. In
an ODQ-dependent manner, NPproprop inhibited the contraction induced by the
protein kinase C activator phorbol 12,13-dibutyrate or by the tyrosine phosphatase
inhibitor sodium orthovanadate. In the computational simulation the NPproprop was
the nitro compound that presented greater binding energy with the guanylate cyclase.
Finally, it was evidenced that NPproprop presented greater myorelaxant potency
between 2nd generation branchs mesenteric artery to aorta. NPproprop stood out
among the others nitro compounds for the probable stimulation of GC and activation
of the guanylate cyclase-cGMP-PKG pathway. Aliphatic chain substituents selectively
interfered to the ability of these compounds to induce vasorelaxant effects.

Keywords: Structural analogues. Smooth muscle. Guanylate cyclase. Inhibition.
Calcium channels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nitrocompostos

Conta a historia que o primeiro explosivo desenvolvido pelo homem foi a
polvora, ainda no século | durante a dinastia Han na China (MARTINS, 2006). No
inicio, a mistura entre nitrato de potassio, carbono e enxofre passou a ser usada
como fogo de artificio, mas com o passar do tempo entendeu-se que poderia ser
usada em armas como as conhecidas flechas de fogo do século XI (COSTA, 2015).
Nesta evolucdo beligerante, adotou-se a capacidade propulsiva da explosdo da
polvora que, apdés combustdo, produziria gases cujas propriedades expansivas
seriam suficientes para propulsdo de armas e projéteis cujos receptaculos sdo
confinados como um canhdo.

A invencdo também foi adotada para diversas outras finalidades, bélicas
ou néo, por exemplo, na construcdo de estradas em que seria necessaria a explosao
de rochas. A esse tipo de lida dedicou-se o pai de um certo Alfred Nobel, de onde
adquiriu fortuna com suas empreitadas na Suécia, Finlandia e Russia, ainda no
século XIX. Pelo amealhar de tantos recursos, foi possivel a Alfred Nobel viajar por
muitos lugares até conhecer em Paris, no laboratério do Professor Théophile-Jules
Pelouze o italiano Ascanio Sobrero, inventor da nitroglicerina (Figura 1), substancia
altamente explosiva que recebeu o interesse de Nobel em domina-la,
transformando-a em produto explosivo tecnicamente manipulavel com seguranga, a
dinamite (MAIDANA; CHAGAS; SILVEIRO, 2005).
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Figura 1 - Estrutura quimica da nitroglicerina.

Fonte: PubChem Compound CID 4510.
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A chegada da nitroglicerina foi anunciada na famosa palestra de Sobrero
em 1847 na Academia delle Scienze di Torino, oportunidade em que uma pequena
guantidade de material foi detonada na presenca da audiéncia. Além da contribuicdo
quimica, Sobrero também descreveu que provou nitroglicerina relatando seu sabor
adocicado e pungente. Entretanto, ao ser colocada sob a lingua em pequenas
qguantidades, a nitroglicerina causava intensa dor de cabeg¢a com horas de duracéo.
Tal descricdo chamou a atencdo do médico alemdo Constantin Hering, que
administrou nitroglicerina a voluntarios, publicando seus efeitos em 1849 (MARSH,;
MARSH, 2000).

Quase simultaneamente (1844), ocorria na Inglaterra a sintese do nitrito
de amila (Figura 2) pelo quimico inglés Frederick Guthrie em parceria com 0
descobridor do elemento quimico bromo, Antoine Balard, ex-pupilo de Robert
Bunsen. Estes descreveram propriedades bioativas do nitrito de amila. Quando
colocado (apenas duas gotas) em papel umedecido, a inalacdo do vapor causa, em
menos de um minuto, subito pulsar das artérias do pescoco, imediatamente seguido
pelo rubor de pescoco, témporas e testa e uma aceleracdo do coracdo (MARSH;
MARSH, 2000).

Figura 2 - Estrutura quimica do nitrito de amila.

Fonte: PubChem Compound CID 8053.

Os relatos acima representam o inicio do uso de compostos contendo
grupamentos nitro oxigenados em Farmacologia. Foram estudos com esses tipos de
compostos que ajudaram a destacar a importancia de Edimburgo (Escécia) no
cenario farmacoldgico internacional. Foi ali que, em 1857, Thomas Brunton iniciou o
uso de nitrito de amila no tratamento de angina pectoris, descrevendo o tempo curto
de atuacdo em menos de 60 segundos para sua eficacia antianginosa.
Posteriormente, contou-se com a contribuicdo de William Murrell descrevendo a

semelhanca da eficacia da nitroglicerina mimetizando o nitrito de amila, propondo o
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uso sublingual do composto descrito por Sobrero no tratamento de angina pectoris,
indicagdo amplamente aceita na medicina da época.

Também sdo desses estudos no século XIX as observagbes dos
primeiros fenbmenos de tolerancia ao uso da nitroglicerina. Se esse composto fosse
usado por algum tempo, doses cada vez maiores seriam necessarias para alcancar
novamente os efeitos terapéuticos. Apesar disso, apenas em 1903 é que os efeitos
benéficos do nitrato de amila foram associados as suas propriedades
vasodilatadoras coronarianas, e foram necessarios cerca de 80 anos mais para que
0 mecanismo de acao fosse identificado através dos trabalhos de Ferid Murad,
Robert Furchgott, John Zawadzki e Louis Ignarro, os quais permitiram a identificagao
do 6xido nitrico (NO) como principal ligante, e a guanilato ciclase solavel (sGC)
como o receptor, dessa importante via de sinalizacdo que resulta na producao de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) como segundo mensageiro responsavel
pelos efeitos de vasodilatacdo (FURCHGOTT; ZAWADSKI, 1980; GRUETTER et al.,
1979; MURAD, 1988; FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989).

1.2 Participacéo do Endotélio e da sGC na Resposta Vasomotora

Por causa dos estudos citados acima, hoje sabemos que o endotélio
desempenha papel importante na manutencdo das condicGes fisiologicas
(homeostase, reacBes imunes e inflamatérias) da musculatura lisa vascular.
Ademais, ele participa ativamente na manutencdo do tdnus vascular, através da
producdo de substancias relaxantes (p. ex. oOxido nitrico, prostaciclinas) ou
contraturantes (p. ex prostaglandinas, tromboxanos, endotelina) (ELLINSWORTH et
al., 2014). Em condi¢gbes fisiolégicas hd um equilibrio desses fatores, com
predominio das substancias que induzem o relaxamento (BATLOUNI, 2001).

E conhecido que a disfuncédo endotelial pode ser a causa originaria de
diversas doencas cardiovasculares (DCV), a saber, infarto, diabetes, hipertensao
arterial e aterosclerose (GALLEY; WEBSTER 2004, FELETOU:; VERBEUREN;
VANHOUTTE, 2009; GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016).

Batlouni (2001) ressalta sobre a importancia da integridade do endotélio
para a regulacdo do ténus vascular, fluxo sanguineo, perfusdo tissular, protecédo
contra espasmo e trombose. Entre suas funcdes podemos destacar (BATLOUNI,
2001; ELLINSWORTH et al., 2014):
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e Sintese de substancias vasodilatadoras e antiplaquetarias: fator de
relaxamento derivado do endotélio, fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, prostaciclina (PGl,), outras prostaglandinas e bradicinina;

e Sintese de substancias vasoconstritoras, ativadoras da agregacao
plaquetéaria ou fatores de contracdo derivados do endotélio: endotelinas,
endoperéxidos (prostaglandina H, e tromboxano A)), leucotrienos,
angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio (ROS; do inglés, reactive
oxygen species);

e Receptor-modulador de substancias vasoativas e envolvidas na
agregacdo plaquetaria e coagulacdo: acetilcolina, serotonina, trombina,
nucleotideos da adenosina, vasopressina e acido araquidonico;

e Metabolismo e inativacdo de catecolaminas e serotonina (via

monoaminoxidase), outros produtos plaquetarios e angiotensina Il.

O NO é uma molécula pequena, encontrada em varias células do corpo
humano. Ele é formado apds uma reacéo catalitica entre o oxigénio e a L-arginina,
reacdo essa promovida pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS), convertendo L-
arginina em NO e L-citrulina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; FORSTERMANN;
SESSA, 2012).

A NOS é dividida em 3 isoformas, a forma induzivel (iNOS) produzida
pelos macréfagos em resposta a estimulos patolégicos; e duas formas constitutivas,
presentes em condicdes fisiologicas no endotélio (eNOS) e nos neurbnios (NNOS)
(RANG; DALE; RITTER; FLOWER, 2007). J& esta bem destacado que a regulagéo
do tonus vascular é dependente primariamente da liberagdo do NO mediante a
eNOS (MONCADA; HIGGS, 2006). Véarios estimulos promovem o aumento da
sintese de NO, dentre eles, ACh, bradicinina, trombina, histamina e aumento do
estresse de cisalhamento (KUSUMOTO, 2001). A atividade das isoformas
constitutivas é regulada pelo complexo calcio-calmodulina (Ca?*-CaM) intracelular: 1.

2], ativa a eNOS ou

Ligacdo agonista-receptor aumentando a concentragédo de [Ca
NNOS e 2. A fosforilagdo de residuos especificos na eNOS, pode tornar a enzima
mais ou menos ativa em relacdo ao complexo Ca®*-CaM, sendo assim, mesmo na
auséncia de qualquer alteracdo do Ca®" intracelular pode ocorrer a sintese de NO.

O NO é o ativador endogeno da enzima sGC que catalisa a liberagao de

dois grupos fosfatos da guanosina trifosfato (GTP), convertendo-a em guanosina
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monofosfato ciclico (GMPc, do inglés cyclic guanosine 3’,5-monophosphate),
segundo mensageiro que uma vez formado, atua diminuindo a concentracéo de Ca**
citoplasmatico, o que produz relaxamento através de varias maneiras: aumento do
sequestro do Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico (ativacdo da SERCA - bomba
Ca?*-ATPase), hiperpolarizacdo da membrana pela via direta e/ou indireta pela
ativacdo dos canais para K*, inibicdo direta da entrada de Ca?* para a célula pelos
canais para célcio operados por voltagem (VOC), aumento do efluxo de Ca*" (via
estimulacdo da Ca?*-ATPase presente na membrana plasmatica e do trocador
Na*/Ca*"), inibicdo da liberacdo de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico via receptor IP3
e estimulacdo da fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP) (AKATA, 2007)
(Figura 3).

As enzimas fosfodiesterases (PDE), principalmente a 5, 6 e 9, séo
responsaveis por cessar os efeitos do GMPc (SAWA et al., 2013), sendo assim, um
outro mecanismo responsavel por promover relaxamento vascular pelo aumento dos
niveis de GMPc, sado os inibidores das fosfodiesterases, por exemplo, a inibicdo da
fosfodiesterase tipo 5 pelo sildenafil (BOOLELL et al., 1996).

O aumento dos niveis intracelulares de GMPc ocasiona a ativacdo da
proteina quinase dependente de GMPc — proteina quinase G (PKG, do inglés,
protein kinase G), que possui a funcdo de diminuir a [Ca®']; e alterar a sensibilidade
do Ca*" as proteinas contrateis, resultando assim, em uma diminuicdo do vigor das
contracbes e da pressdo arterial, e conseqguentemente, atenuacdo da angina
precordial em pacientes com DCV (AKATA, 2007).

De forma interessante, o aumento dos niveis do nucleotideo adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) (do inglés, cyclic adenosine 3’,5-monophosphate),
também exerce influéncia direta sobre a [Ca®'], e seus efeitos s&o mediados pela
ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA, do inglés, protein kinase

A), com respostas similares a PKG (AKATA, 2007).
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Figura 3 - Relaxamento do musculo liso vascular via ativacdo da guanilato
ciclase.
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Legenda: NO = 6xido nitrico; sGC = enzima guanilato ciclase solvel; GTP = guanosina trifosfato;
GMPc = guanosina monofosfato ciclica; PKG = proteina quinase G; VOC = canais para célcio
operados por voltagem; PMCA = bomba Ca**-ATPase presente na membrana; IPsR = receptor de IP;;
SERCA = bomba Ca*-ATPase presente no RS; RS = reticulo sarcoplasmatico; MLC = cadeia leve de
miosina; FC = frequéncia cardiaca; PA = presséo arterial.

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI) adaptado de Akata (2007).
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Em relacdo aos canais para K* (Figura 4), quando ativados, assim como a
guanilato ou adenilato ciclase, causam vasodilatacdo, e consequentemente,
aumento do fluxo sanguineo e diminuicdo da presséao arterial.

Atualmente, foram identificados quatro classes de canais para potassio:
dependentes de voltagem (Ky), dependentes do Ca®* (Kca), retificadores internos ou
canais retificadores (Kir) e dependentes do ATP (Katp). Os canais para K* estio
envolvidos diretamente na regulacédo do potencial de membrana, assim como outros
fons Na*, CI, Ca**, e consequentemente, no tdnus muscular, pois a abertura dos
canais para K* causa hiperpolarizagéo, promovendo relaxamento vascular, mediante

a saida (por difusdo simples) dos ions K* do meio intracelular (em maior quantidade)
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para o extracelular (em menor quantidade), além de inibir a entrada de Ca®,
principalmente em vasos de resisténcia, por exemplo, ramos da artéria mesentérica
(JACKSON, 2000; SOBEY, 2001; AKATA, 2007). Entretanto, o bloqueio dos canais
para K" causa vasoconstricdo, resultando na despolarizagdo da membrana, e

aumento da [Ca?"]; pelo influxo de célcio através dos canais VOC (AKATA, 2007).

Figura 4 - llustrac&o do relaxamento ou contragdo ap6s abertura ou
fechamento dos canais para potassio no musculo liso vascular.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI) adaptado de Jackson (2000).

Por se tratar de via fisioloégica importante, a patogénese de véarias
doencas cardiovasculares esta diretamente associada a defeitos no recrutamento da
via NO-sGC-cGMP (GALLEY; WEBSTER 2004, FELETOU; VERBEUREN;
VANHOUTTE, 2009; GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016). Em virtude disso,
empresas farmacéuticas passaram a buscar compostos com a habilidade de
estimular essa via. Foi 0 que ocorreu com a empresa aleméa Bayer na década de
1990 através de atividades de screening (em portugués, rastreamento) de
substancias que poderiam induzir aumento da sintese de NO e, portanto, aumentar
a estimulacdo da sGC em células endoteliais (STASCH et al., 2002a; 2002b;
KOGLIN et al., 2002; SCHMIDT et al., 2003; SCHMIDT et al., 2004; EVGENOV et
al., 2006). Desse screening, que envolveu a medida dos niveis de cGMP, mostrou,
por acaso, que alguns compostos poderiam ser estimuladores da sGC, de forma

independente do NO. Simultaneamente, pesquisadores de Taiwan descreveram a
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propriedade antiagregante plaquetaria de um composto denominado YC-1 (3-(5'-
hidroximetil-2'-furil)-1-benzilindazol) mediante aumento dos niveis intracelulares de
cGMP (KO et al.,, 1994; WU et al., 1995). Desses estudos resultou o primeiro
medicamento de marca da classe dos estimuladores de sGC, o riociguat (nome
comercial Adempas, Bayer HealthCare) (MITTENDOREF et al., 2009). Aprovado pela
agéncia americana Food and Drug Administration (FDA), o medicamento foi liberado
para tratamento de Hipertensdo Pulmonar, sendo o primeiro e Unico farmaco util
para tratar Hipertensdo Pulmonar Tromboembolica Crénica (HPTEC) (HOEPER et
al., 2013). Em 2015, o medicamento foi liberado no Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Entretanto, o alto preco para sua aquisicao limita o
acesso aos pacientes que necessitam do tratamento. Em pesquisa recente em
paginas de drogarias disponiveis pela internet a época em que esse trabalho estava
sendo escrito, uma caixa do medicamento pode custar valores entre R$ 8.000,00 a
R$ 20.000,00, a depender da quantidade de comprimidos e do teor do principio ativo

em cada comprimido (0,5; 1,5 ou 2,5 mg).

1.3 Nitrocompostos aromaticos

Os nitratos sdo os medicamentos utilizados usualmente nos casos de
DCV, principalmente no infarto do miocardio. Seus efeitos promovem a diminui¢ao
da pré e pdés-carga ventricular, do trabalho cardiaco e do consumo de oxigénio,
todas essas fungdes ocorrem como consequéncia do aumento da [NO] -
estimulagéo da guanilato ciclase — GMPc — diminuicdo da [Ca®']i - vasodilatacéo,
visando a redistribuicdo do fluxo sanguineo (BETIM et al., 2012). Os nitrocompostos
atuam como pro-farmacos para o 6xido nitrico, seu uso em larga escala ocorre ha
décadas e nao foram indicados em causar elevacdo de enzimas seéricas ou leséao
hepética (OLENDER; ZWAWIAK; ZAPRUTKO, 2018).

O grupo nitro € um grupo funcional quimico que contém dois atomos de
oxigénio ligados a um &tomo de nitrogénio. Em relacdo a estrutura quimica, é
importante destacar que o atomo de nitrogénio caracteriza-se por déficit de carga
negativa, portanto em um anel aromatico ele exerce forte efeito de atracdo de
elétrons (OLENDER; ZWAWIAK; ZAPRUTKO, 2018).

Alguns farmacos antianginosos, em fase experimental, apresentam a

capacidade de aumentar a liberacdo do NO juntamente com a abertura dos canais
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para K*, ativando assim, outro mecanismo que produz vasodilatacdo, possibilitando
respostas dilatadoras em veias e artérias de grande calibre, além de atuar nos vasos
de resisténcia, diferentemente dos nitratos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Nosso grupo de pesquisa estudou os efeitos vasodilatadores do 1-nitro-2-
feniletano, um nitrocomposto encontrado em algumas espécies de plantas, em
especial a Aniba canelilla nativa da floresta amazénica (BRITO et al., 2013). Tal qual
o fenilpropano, 1-nitro-2-feniletano possui um grupo NO, em cadeia alifatica curta
conectada a um anel aromatico (Figura 5C), configuracdo provavelmente envolvida
na suposta capacidade de produzir seus efeitos vasodilatadores pela estimulacdo da
via sGC que aumenta os niveis de GMPc, um segundo mensageiro com
propriedades relaxantes em células musculares lisas (IGNARRO et al., 1987). De
fato, 1-nitro-2-feniletano relaxou os anéis de aorta de ratos e aumentou o0s niveis de
GMPc em aorta de rato, efeitos que nao foram observados na presenca do inibidor
de sGC 1H- [1,2,4]oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-ona (ODQ) (BRITO et al., 2013). 1-
Nitro-2-feniletano também exerceu efeitos citoprotetores dependentes da sCG em
células acinares pancreaticas de camundongos submetidas a um modelo
experimental de pancreatite induzida por taurocolato, revelando que sua capacidade
de estimular sGC pode ser de interesse em outros sistemas fisiolégicos do que a
musculatura lisa vascular (COSKER et al., 2014).

Substituicbes na cadeia alifatica tém um impacto direto nos efeitos desses
compostos. O 1-nitro-2-feniletano (Figura 5C), por exemplo, relaxa preparacfes de
aorta de rato, mas seu analogo B-feniletilamina (Figura 5A) causa constricdo adrtica
in vitro (FEHLER et al., 2010). Da mesma forma, o 2-nitro-1-fenil-1-propanol (Figura
5D) relaxa a aorta de rato e artérias mesentéricas (BRITO et al., 2016; BRITO et al.,
2017), enquanto seu analogo fenilpropanolamina (Figura 5B), um principio ativo de
medicamentos descongestionantes nasais, revela propriedades vasoconstritoras
(BRAVO, 1988). Quimicamente, a diferenca entre 1-nitro-2-feniletano e -
feniletilamina, bem como entre 2-nitro-1-fenil-1-propanol e fenilpropanolamina, é a
presenca do NO, no primeiro composto em vez de um grupo amina, sugerindo o
envolvimento do grupo NO; nos efeitos vasodilatadores.

A presenca de carbonos insaturados na cadeia alifatica também pode
interferir com as propriedades farmacoldgicas dos nitrocompostos. Uma ligagédo
dupla entre o carbono a e B na cadeia alifatica tornou os efeitos relaxantes do 1-
nitro-2-fenileteno (ARRUDA-BARBOSA et al., 2014) e trans-4-metil-B-nitroestireno
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(TEOFILO et al., 2017) refratarios ao tratamento com ODQ, achados sugestivos de
que a liberdade conformacional na por¢éo alcano é necessaria para o recrutamento
da sGC.

Na aorta de ratos, os efeitos relaxantes do 1-nitro-2-feniletano e do 2-
nitro-1-fenil-1-propanol envolveram a estimulagdo da sGC e a consequente
producdo GMPc (BRITO et al., 2013; 2016). A analise in silico previu que a presenca
do NO, permitia a suposta interacdo do 1-nitro-2-feniletano com um sitio de ligacao
na subunidade reguladora da sGC (BRITO et al., 2013).

Os resultados acima revelam que os substituintes quimicos na cadeia
alifatica interferem com as ac¢fes vasorelaxantes desses compostos nitro. Assim, é
razoavel supor que a localizagdo do grupo funcional NO, na porcdo alcano
determine o perfil vasodilatador para estes nitrocompostos. Com base nessa
hip6tese, avaliamos na aorta de rato os efeitos dos nitrocompostos 2-nitro-1-
feniletanona (CgH7NO3, Figura 1E; peso molecular de 165,15 g/mol), 1-nitro-2-
propilbenzeno (CgH11NO,, Figura 1G, peso molecular de 165,19 g/mol) e 2-nitro-2-
fenil-propano-1,3-diol (CgH1:NOy, Figura 1F, peso molecular de 197,19 g/mol).
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Figura 5 - Estrutura quimica dos nitrocompostos incluidos no presente estudo

e outros anélogos.
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Legenda: Estrutura quimica de compostos contendo NH, (B-feniletlamina no painel A;
fenilpropanolamina em B) ou NO, (1-nitro-2-feniletano em C; 2-nitro-1-fenil-1-propanol em D) no
carbono a da cadeia alifatica. 2-Nitro-1-feniletanona em E, 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol em F, um
composto contendo o grupo NO, no carbono (. Em G, 1-nitro-2-propilbenzeno e seu grupo NO, no
anel aromético. Em H, anetol, um composto com propriedades contrateis dependentes do endotélio
na aorta de ratos. Em |, eugenol, ativador de canais TRPV, em células endoteliais.

O presente estudo foi desenhado para avaliar se o0s substituintes da
cadeia alifatica estdo envolvidos na suposta capacidade desses nitrocompostos em

produzir efeitos vasodilatadores via sGC.

Hipotese principal do estudo: moléculas analogas ao 1-nitro-2-feniletano e 2-nitro-1-

fenil-1-propanol também sdo capazes de estimular a guanilato ciclase?
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2 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, as doencas cardiovasculares (p. ex. doenca
cardiaca isquémica e acidente vascular cerebral) permanecem em destaque como
sendo as principais causas de mortes no mundo. Segundo a Organizagcao Mundial
de Saude, mais de 17,7 milhdes de pessoas morreram por doencas
cardiovasculares em 2015, representando 31% de todas as mortes em nivel global,
e alarmantemente, grande parte poderiam ser evitadas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011; OPAS, 2018).

Neste contexto, os nitratos destacam-se por serem compostos com
atividades biolégicas importantes no sistema cardiovascular, principalmente no
tratamento da insuficiéncia cardiaca, doencas coronarianas, angina, infarto agudo do
miocardio, dentre outras disfungdes (SAYED et al., 2008; RADDINO et al., 2010). E
notéria a ampla atividade terapéutica dos nitrocompostos, podendo ser utilizados
como analgésicos (p. ex. clonitiazina), anti-hipertensivos (p. ex. nifedipina,
nitredipina), anti-inflamatérios (p. ex. nimesulida), antibacterianos (p. ex.
metronidazol, nitrofural, nifuroxazida), dentre outros (PAULAI; SERRANO;
TAVARES, 2009).

Particularmente, em relacdo ao sistema cardiovascular, alguns estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa (LAHLOU et al., 2005; DE SIQUEIRA et al.,
2012; BRITO et al., 2013; DE SIQUEIRA et al., 2013; VASCONCELOS-SILVA et al.,
2014; RIBEIRO-FILHO et al., 2016) demonstraram efeitos vasodilatadores e
hipotensores de 0leos essenciais ou produtos sintéticos, em musculo liso vascular
de ratos, ressalta-se que o estudo de Brito et al. (2013), foi o pioneiro em destacar a
acao miorrelaxante do nitrocomposto natural 1-nitro-2-feniletano em preparacoes
vasculares de ratos, sendo evidenciado que estes efeitos foram mediados pela
estimulacdo da enzima guanilato ciclase. Recentemente, a mesma autora tambéem
demonstrou que os efeitos vasodilatadores do nitrocomposto 2-nitro-1-fenil-1-
propanol (estruturalmente semelhante ao 1-nitro-2-feniletano) também envolveram a
participacdo da via guanilato ciclase-GMPc em artéria aorta e vasos mesentéericos
(BRITO et al., 2016; 2017), além da abertura de canais para K' em artéria
mesentérica (BRITO et al., 2017).
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Segundo a revisdo de Luna-Vazquez et al. (2013), na qual avaliou os
efeitos vasodilatadores de 207 compostos derivados de plantas, os principais
mecanismos de acdo dos compostos pesquisados envolveram a ativacdo da via
NO/GMPc, bloqueio dos canais para Ca®" e ativacdo dos canais para K.

Desta forma, justifica-se o desenvolvimento do presente estudo que
almeja realizar um screening farmacoldgico de trés moléculas estruturalmente
analogas ao 1-nitro-2-feniletano e 2-nitro-1-fenil-1-propanol, 0s nitrocompostos
aromaticos: 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-propilbenzeno e 2-nitro-2-fenil-propano-
1,3-diol, em parametros contrateis do musculo liso vascular em diferentes condicoes,
além de investigar a possivel participacdo da estimulacdo da guanilato ciclase

nestes efeitos.



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos de trés nitrocompostos, 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-
propilbenzeno e 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol na contratilidade de preparagdes

isoladas de vasos arteriais de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Esclarecer eventual participacdo do endotélio vascular nos efeitos dos trés

compostos incluidos no estudo;

e Avaliar a importancia da via Oxido nitrico - guanilato ciclase nos efeitos

vasculares dos nitrocompostos;

o Estudar os efeitos dos nitrocompostos nas vias de entrada de calcio na célula

muscular lisa;

e Entender a influéncia dos grupamentos funcionais nos efeitos farmacoldgicos

dos nitrocompostos em vasos isolados.

e Avaliar a interacdo dos nitrocompostos com a enzima guanilato ciclase soluvel

através da estimulacdo computacional (docking e dinamica molecular).
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Neste trabalho, usamos ratos Wistar (240 — 250 g) provenientes do
biotério central da Universidade Federal do Ceard (UFC) e mantidos no
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Os
animais foram tratados com respeito as normas de cuidado e bem estar animal
preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).
O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFC
(CEUA protocolo n°: 85/2015).

Os experimentos de contratilidade foram realizados no Laboratério de
Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.

Inicialmente os animais foram alojados no Biotério, durante o periodo que
precedeu a pesquisa, em gaiolas plasticas, com medidas de 41 x 34 x 16 cm com
capacidade para 6 ratos. Durante o alojamento, a manipulacdo dos animais consistiu
apenas dos procedimentos necessarios para troca de ragcdo, agua, limpeza e
higienizacdo das gaiolas. Sendo agua e racao fornecidas ad libitum, ressalta-se que
os animais foram mantidos em condi¢des de temperatura constante (22 £ 2 °C), com
um ciclo de 12 horas claro/escuro. Apds a eutanasia (exsanguinacdo pela artéria
carotida esquerda) e remocao dos tecidos para estudo, suas carcacas foram

incineradas.

4.2 Solucgdes e Drogas Utilizadas

Nos experimentos com tecidos isolados, usamos Krebs-Henseleit como
solucéo fisioldgica. Esta teve a seguinte composi¢do (em mM): NaCl = 118; K" = 4,7;
CaCl, = 2,5; MgSO,4 =1,2; NaHCO3; = 25; KH,PO, = 1,2 e glicose = 10. Os sais
usados para preparacao da solucdo foram de pureza analitica. Nos protocolos em

meio sem Ca?*, o CaCl, foi omitido da preparacéo da solucéo de Krebs-Henseleit
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simultaneamente a adicdo de acido etileno-bis (B-amino-etil-éter)-N,N,N,N'-
tetracético (EGTA).

As solugcbes dos nitrocompostos 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-
propilbenzeno e 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol foram preparadas diariamente antes
de cada experimento, sendo eles dissolvidos diretamente em Krebs-Henseleit
contendo DMSO (5%, v/v). As solucdes foram sonicadas imediatamente antes da
utilizacdo. As substancias foram preparadas como solucdes estoque e foram
adicionadas ao volume com solucdo de Krebs, a fim de obter a concentracao
desejada na camara de banho.

Sais e drogas (todos de grau de pureza analitica) destacados abaixo
foram adquiridos da Sigma Chemical (Saint Louis, MO, E.U.A.) e dissolvidos
conforme indicacéo do fabricante:

e 1-Nitro-2-propilbenzeno; e L-NAME: inibidor da enzima

e 2,2,2-Tribromoetanol; 6xido nitrico sintase;

e 2-Nitro-1-feniletanona; e MDL-12,330A: inibidor da

2-Nitro-2-fenil-propano-1,3-diol.
Atropina: antagonista
muscarinico;

Azul de Metileno: inibidor da
enzima guanilato ciclase;
Cloreto de Potéssio;

Cloridrato de cloreto de
acetilcolina: agonista
muscarinico;

Ester de Forbol: ativador
proteina quinase C;

Fenilefrina: agonista ay
adrenérgico;

HC-030031: antagonista TRPA
1

Indometacina:  inibidor néo
especifico da enzima

ciclooxigenase;

enzima adenilato ciclase;

ODQ: inibidor da enzima
guanilato ciclase;

Ortovanadato de Sdédio: inibidor
da proteina tirosina fosfatase;
Seratrodast: antagonista do
receptor de tromboxano Ay;
Tapsigargina: inibidor da
SERCA,;
U-46619:

tromboxano A,;

agonista de
Verapamil: bloqueador de
canais para célcio dependentes
de voltagem;
Vermelho de Ruténio:
antagonista TRPA 1 e TRPV4.
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4.3 Experimentos in vitro

Para os experimentos in vitro foram utilizados dois tipos de tecidos
vasculares: segundo ramo da artéria mesentérica, vaso de resisténcia responsavel
pela irrigagcdo sanguinea de alguns 6rgdos como o pancreas, parte do intestino
delgado e grosso; e artéria aorta, vaso distensivel que recebe o fluxo sanguineo

oxigenado oriundo do ventriculo esquerdo e o distribui ao longo do corpo.

4.3.1 Experimentos com anéis de aorta de rato

Para obtencédo dos tecidos isolados, os animais foram anestesiados com
2,2,2 - tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.), e posteriormente, foi realizada a eutanasia
por exsanguinagdo (artéria cardtida esquerda) para retirada da artéria aorta. Esse
método foi realizado em conformidade com o CONCEA.

Para a retirada da artéria aorta foi realizada uma toracotomia mediana
com incisao vertical, em seguida, os 6rgaos adjacentes foram afastados para melhor
visualizagdo da aorta e realizado um corte transversal de forma cuidadosa para a
sua retirada (BRITO, 2012). Posteriormente, o segmento cortado foi transportado
para placas de Petri contendo solucao de Krebs-Henseleit, a temperatura ambiente,
com objetivo de retirar o excesso de tecido adjacente e dividir a aorta em segmentos
cilindricos. A luz dos anéis aorticos foi atravessada paralelamente por duas pecas
metalicas confeccionadas em fino aco inoxidavel, sem intercruzamentos (Figura 6).
Em seguida, as preparacbes de musculo liso vascular foram colocadas em cubas
para 6rgdo isolado contendo 5 mL de solucéo fisiolégica de Krebs-Henseleit, pH =
7,4, continuamente aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) e
temperatura mantida constante a 37 °C através da circulagdo externa de &gua
proveniente de banho Maria com propulséo.

Em seguida, as preparacdes de musculo liso foram atadas a dois pontos,
um fixo na cadmara e outro conectado por um fio de algodédo a unidade transdutora
de forca (ML870B60/C-V, AD Instruments, Australia) apropriada para o registro das
contracbes isomeétricas e conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab™ 8/30, AD Instruments, Australia) (Figura 7). A tenséao inicial aplicada a
cada segmento foi ajustada em 1 g, com periodo de equilibrio de 1 hora e troca do
liguido de incubacao a cada 15 minutos.
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Figura 6 - Detalhe da montagem de anéis de aorta de rato no sistema de
contratilidade in vitro

ey

4

2]
Alteracdes no diametro da luz adrtica promovem contragéo (estreitamento da luz - deflexdo positiva)
ou relaxamento (aumento da luz - deflexdo negativa).

1: Circulacdo de agua destilada (37°C); 2: Fio de algodao; 3: Transdutor de forca; 4. Aeracdo com
mistura carbogénica; 5: Descarte e 6: Anel de aorta preso em pegas triangulares de ago inoxidavel.
Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).
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Figura 7 - Sistema utilizado nos experimentos de contratilidade in vitro em
aorta de rato.

Mistura carbogénica
(95% 02 5% CO2)

Transdutor

Banho .
Maria 37° C e

Am plifcador

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).

4.3.2 Experimentos com vasos mesentéricos de ratos

Os animais foram eutanasiados como descrito anteriormente, o segundo
ramo da artéria mesentérica foi retirado através de uma laparotomia mediana com
incisdo vertical. O leito mesentérico e intestino foram retirados de forma cuidadosa,
em seguida, colocados em placas de Petri contendo solucéo fisiolégica (Krebs-
Henseleit) oxigenada, e dissecados para retirada dos tecidos aderentes através de
uma Lupa Estereoscopica Binocular com Zoom (Leica EZ4, Leica Microsystems,
Alemanha). ApoOs a identificagcdo dos vasos correspondentes ao segundo ramo da
artéria mesentérica superior, os anéis foram montados horizontalmente no sistema
Miografo de Agulha 610M-DMT (DMT, Aahus, Dinamarca, Figura 8). Dois fios de
tungsténio de 40 um atravessaram a luz dos anéis: um dos fios foi fixado a um
micrébmetro para ajustes de tensédo, e o outro foi conectado a um transdutor de forca
para medida de for¢a isométrica, que foi expressa em mN.

Os anéis do segundo ramo da artéria mesentérica (aproximadamente 2

mm), foram colocados no banho para tecido isolado (capacidade de 5 mL) contendo
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solucéo fisiologica de Krebs-Henseleit (37 °C, oxigenag¢do de 95% de O, e 5% de
CO;, com pH 7,4) e equilibrados por 1:50 h sob uma tenséo de repouso (calculada de

acordo com cada preparacgao), apos a normalizacao da preparacao (Figura 8).

Figura 8 - Sistema utilizado nos experimentos de contratilidade in vitro em
artéria mesentérica de rato.

/ Tecido isolado

x Transdutor

Sistema de aquisi¢ao
/ Midgrafo

Micrémetro

95% 0,/ 5% CO,

y

Fonte: Laboratdrio Farmacologia do Mdsculo Liso (LAFARMULLI).

4.4 Protocolos Experimentais

4.4.1 Curvas Concentracao-Efeito

Para avaliar a viabilidade do tecido no inicio dos experimentos, as
preparacées isoladas foram expostas a solu¢des despolarizantes com 60 mM de K*
até que fossem obtidas duas respostas de mesma amplitude (esse periodo foi de
aproximadamente 30 a 60 minutos além do tempo necessario para o equilibrio da
preparacdo). Apos a confirmacdo da integralidade do tecido, os mesmos foram
expostos a diferentes estimulos contraturantes submaximos (~ 75%) que serviram
de referéncia para expressar os resultados, sendo medidos pela diferenca entre o
pico da deflex&o positiva (contracéo) e o valor registrado no tracado de tenséo basal
(antes da adicéo do agente contratil).

Em algumas preparacdes o endotélio foi removido mecanicamente

através de esfregacos suaves na luz vascular com fio metalico. E sabido que apos a
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adicdo dos agentes contrateis - Fenilefrina (0,1 uM) ou K* (60 mM) a adi¢do de ACh
(1 uM) promove relaxamento, consequentemente, para confirmar a remoc¢ao do
endotélio, em preparacdes pré-contraidas a adicdo de ACh (1 uM) nao foi capaz de
produzir relaxamento.

As curvas concentracdo-efeito (CCE) para determinar o possivel efeito
miorrelaxante dos nitrocompostos 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-propilbenzeno e 2-
nitro-2-fenil-propano-1,3-diol foram obtidas pela exposicdo da preparacdo a
concentracfes aumentadas destes, apds o estimulo contratil, de forma cumulativa
no banho, com intervalos sequenciais de 5 minutos para observar a resposta plato.
Vale salientar que a escolha do tempo de 5 minutos entre as concentragdes ocorreu
apos a realizacdo de experimentos preliminares para este fim.

Demais detalhes dos protocolos experimentais serdo fornecidos

juntamente com a descricao dos resultados.

4.4.2 Experimentos in silico

Os experimentos a seguir foram realizados no Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio) em Campinas-SP.

4.4.2.1 Docking Molecular

Para predizer o sitio de interacdo dos nitrocompostos na subunidade
reguladora da guanilato ciclase, foram realizados experimentos de docking
molecular utilizando o software AutoDock 4.2 (MORRIS et al., 2009). As estruturas
tridimensionais dos ligantes foram construidas e otimizadas utilizando o software
Avogadro 1.1.0 (HANWELL et al., 2012). A estrutura cristalografica da guanilato
ciclase, por sua vez, foi obtida a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB:
2009). Para os ligantes, foi permitido um namero maximo de tor¢des, enquanto a
macromolécula foi considerada rigida. Através do pacote AutoDockTools-1.5.6 (ADT)
foram adicionados hidrogénios e atribuidas cargas parciais de Gasteiger. Para todos
0s experimentos de docking molecular, foi utilizado o algoritmo genético.

A primeira etapa dos experimentos de docking foi realizada utilizando uma
malha que cobria toda a guanilato ciclase, sendo o niumero de avaliagées de energia
e as séries de docking ajustados para 2.500.000 e 1.000, respectivamente. A
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segunda etapa foi realizada restringindo a malha para os sitios onde ocorreram 0s
melhores escores de interagdo com o ligante, obtidos na primeira etapa. Nessa
etapa, 0 numero de avaliacdes de energia e as séries de docking foram definidos

para 25.000.000 e 50, respectivamente.

4.4.2.2 Simulagdes de dinamica molecular

O complexo formado entre a guanilato ciclase e a pose de maior escore
de cada ligante foi submetido a uma minimizacdo de energia e, em seguida, a uma
dindmica molecular em solvente explicito utilizado o software Yasara (Yasara
Biosciences GmbH, Viena, Austria) e o campo de forca YAMBER3 (KRIEGER;
VRIEND, 2014). Uma célula de simulacéo foi definida a uma distancia de 5 A em
torno de todos os residuos da guanilato ciclase e foi preenchida com moléculas de
agua e ions Na/Cl para atingir a neutralizacdo. Para cada complexo proteina-ligante,
foram realizadas simulacdes de 50 ns a 298 K com registros obtidos a cada 100 ps.
Em cada registro, foi calculada, através do software YASARA, a energia de ligacao
do ligante em relagdo a proteina. Além disso, foi analisada a frequéncia de contatos
entre o ligante e residuos da guanilato ciclase a uma distancia menor que 5 A do
ligante.

4.5 Andlise dos dados

As respostas experimentalmente observadas foram consideradas através
das deflexdes dos tragados originais obtidos pelo sistema de aquisi¢cdo de dados e
foram analisadas conforme cada situagdo apropriada. Elas foram expressas em
percentual (%) da resposta média das contragdes de referéncia induzidas por K* (60
mM) ou fenilefrina (1 uM), conforme apropriado. Alguns dados foram expressos com
o percentual (%) da contracdo do agonista na auséncia das moléculas estudadas.
Utilizou-se as médias aritméticas * erro padrdo da média (E. P. M.) para demonstrar
os valores observados, com a representacdo do numero de observacdes
experimentais (n). Alguns parametros, como os valores médios de concentracéo
efetiva (CEsp), calculados por interpolacdo semi-logaritmica, foram expressos como
a média geométrica e o intervalo de confianca de 95%. A significancia estatistica foi

considerada quando a probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade foi
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menor que 5% (p < 0,05), sendo avaliado através do teste Mann-Whitney ou da
andlise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de multipla comparacdo (Holm-

Sidak), conforme apropriado.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos relaxantes dos nitrocompostos aromaticos sobre a contracéo

induzida por K" ou PHE em anéis de aorta de ratos

A Figura 9 mostra tracados experimentais tipicos para avaliar os efeitos
relaxantes dos nitrocompostos estudados. Os nitrocompostos aroméaticos foram
adicionados em concentracdes crescentes (1 a 3000 uM) no platé de uma contragao
resultante da adi¢cdo de 60 mM K" (Figura 9-1) ou 1 pM fenilefrina (PHE, Figura 9-2),
ambos estimulos subméximos (~75% do efeito maximo em aorta). Vé-se que a
adicdo cumulativa dos nitrocompostos Npben ou NPprop pode induzir relaxamento
total da preparacdo e que os tecidos isolados, apdés lavagem (L) com solucéo
fisiologica, continuam responsivos a novo estimulo contrétil feito com 60 mM KCI (K,
ao final do tracado).

A Figura 10 revela os valores meédios do efeito vasodilatador dos
nitrocompostos de acordo com os protocolos mostrados na Figura 9. Npben (Figura
10C, D) ou NPprop (Figura 10E, F) reverteu totalmente a resposta contratil induzida
por 60 mM KCI (Figura 10C, E) ou 1 uM fenilefrina (Figura 10D, F) de maneira
dependente de concentracéo (p < 0,001; one-way ANOVA e teste de Holm-Sidak),
sendo os valores significativamente diferentes (p < 0,001; two-way ANOVA e Holm-
Sidak) daqueles registrados nas preparacdes tratadas apenas com o veiculo
(DMSO). NPeth (Figura 10A, B) induziu efeito relaxante significativo, mas a reversao
da contragédo induzida por KCI (Figura 10A) ou fenilefrina (Figura 10B) foi apenas
parcial (Emax- = 46,79 + 8,86% e 40,04 * 8,55%, respectivamente) mesmo na maior
concentragao usada (3000 pM).

Para as contragcdes induzidas por KCI (Figura 10A, C, E), as
concentracbes capazes de produzir 50% de reversdo da resposta contratil (CEsp)
foram: Npben = 573,38 [387,6 - 848,98] uM e NPprop = 412,72 [283,92 - 600,06] uM.
N&o foi possivel estimar esse parametro para NPeth.

Para as contracdes induzidas por fenilefrina, os valores de CEsg estédo na
tabela 1, e os dados do nitro-feniletano foram obtidos por Brito (2012) e colocados
apenas para referéncia. Para o Npben, os valores de CEso foram significativamente

menores para relaxar preparacfes contraidas com K* do que aquelas contraidas
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com fenilefrina (p < 0,05; teste de Mann—-Whitney). A tabela 1 mostra também que a
remocao do endotélio ndo interferiu nos valores de CEsg para cada efeito relaxante
dos nitrocompostos uma vez que os valores de CEso ndo diferiram daqueles obtidos

em preparacdes com endotélio.

Tabela 1 - Valores da concentracao efetiva de 1-nitro-2-feniletano (Brito, 2012),
Npben ou NPprop capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta contratil

(CEsp) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com ou sem endotélio.

CEso (M)
Tratamento ; ;
1-Nitro-2-feniletano

(BRITO, 2012) Npben NPprop

PHE (endotélio intacto) 231,5 928,64 444,93
(154,1 — 348,0) (730,63- 1180,05) (318,79 — 621,01)

PHE (sem endotélio) 172,0 692,67 584,71
(53,6 —544,4) (438,63 — 1093,70) (514,04 — 664,97)

CEs representa média geométrica (intervalo de confianca de 95%). PHE = fenilefrina.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 10D, na faixa de concentragédo entre 30 e 600 uM de Npben, a
magnitude da contracdo de PHE teve valores significativamente maiores nas
preparacdes com endotélio em relagcéo as preparacdes sem endotélio (p < 0,05; two-
way ANOVA e teste de Holm-Sidak). Esse efeito sera tratado neste trabalho em

abordagem especifica que sera descrita mais a frente.
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Figura 9 — Tracados experimentais tipicos para caracterizacdo dos efeitos
vasodilatadores dos nitrocomposto NPprop.

1)
0.5 gL
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Tragado tipico dos protocolos de reversédo das contragdes sustentadas induzidas pela adicdo de 60
mM de K* (painel 1) ou 1 uM de PHE (painel 2). Descricdo: Inicialmente as preparacdes foram
expostas a solucdes despolarizantes com 60 mM de K™ até que fossem obtidas duas respostas de
mesma amplitude, em seguida, foi verificada a integridade do endotélio através do relaxamento do
estimulo contrétil (PHE 0,1 uM) apés a adicdo de 1 uM de ACh. Curvas concentracao-efeito foram
construidas pela adicdo crescente e cumulativa do NPprop (1 - 3000 uM) no platd da contracédo
mediada pela adicdo de K™ (60 mM, (1)) ou PHE (1 pM, (2)). Alguns protocolos foram realizados em
preparacdes ausentes de endotélio ou com a adicdo da substancia controle (DMSO). Os circulos
pretos simbolizam adicdo. K* = contrac&o induzida por 60 mM K*; L = lavagem; PHE = contrag&o
induzida por 0,1 pM de PHE; ACh =1 uM.
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Figura 10 - NPETH, NPBEN e NPPROP promovem vasodilatacdo em artéria
aorta de ratos pré-contraidas com K* ou PHE.
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Valores médios da contracéo sustentada de K™ (60 mM; A, C, E) ou PHE (1 uM; B, D, F) ap6s a
adicao dos nitrocompostos (1 a 3000 uM; circulo preto). Dados expressos como média+ E. P. M., n =
namero de experimentos, (-) Endotélio = sem endotélio (losango cinza). @ p < 0,001 (one-way
ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) primeiro efeito significativo no grupo DMSO (circulo branco). *
p < 0,001 (one-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) primeiro efeito vasodilatador significativo
no grupo controle. “ p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak), em comparacdo com
a curva de DMSO. Curvas construidas respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentracdes.
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5.2 Efeitos dos nitrocompostos sobre a contracdo de fenilefrina em aorta
isolada de ratos mantida na presenca de L-NAME ou indometacina

Nestes experimentos, apos o periodo de estabilizacdo da preparacao e
confirmagéo da integridade do endotélio, os anéis de aorta foram mantidos por 15
minutos na presenca de indometacina (10 pM) ou L-NAME (100 pM). Ainda na
presenca dos inibidores, os tecidos foram estimulados a contrair atraves da adi¢cao
de fenilefrina (PHE, 1 uM). Ao atingir o platé da contracdo, NPeth, Npben ou NPprop
(1 a 3000 pM) foram adicionados (Figura 11-1).

A presencga dos inibidores indometacina ou L-NAME né&o interferiu na
habilidade dos nitrocompostos Npben e NPprop em reverter totalmente a contracao
induzida por fenilefrina (Figura 11, painéis B, C), enquanto que o NPeth apresentou
efeito relaxante parcial com perfil similar ao das preparacdes néo tratadas com
esses inibidores (Figura 11, A). De forma adicional, observou-se que o tratamento
com indometacina e L-NAME foi capaz de inibir o efeito contratii do Npben. As
concentracfes de Npben e NPprop capazes de produzir 50% do efeito relaxante
méaximo (CEsp) estdo destacadas na Tabela 2. Para o NPeth, esse parametro néo foi

calculado.

Tabela 2 - Valores da concentracdo efetiva de 1-nitro-2-feniletano (BRITO,
2012), Npben ou NPprop capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta
contratil (CEsp) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com endotélio na

auséncia ou na presenca de indometacina ou L-NAME.

CEso (UM)
Tratamento : :
1-Nitro-2-feniletano

(BRITO, 2012) Npben NPprop

PHE (endotélio 231,5 928,64 444,93
intacto) (154,1 — 348,0) (730,63- 1180,05) (318,79 — 621,01)

PHE (endotélio 299,7 686,74 451,44
intacto) + INDO (136,3 — 658,9) (586,00 - 804,82) (249,17 — 817,90)

PHE (endotélio 285,1 713,13 611,73
intacto) + L-NAME (168,0 — 483,6) (664,35 - 765,60) (153,67 — 702,42)

CEsp representa média geométrica (intervalo de confianca de 95%). PHE = fenilefrina; INDO =
Indometacina.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Avaliacdo da resposta relaxante dos nitrocompostos apos a
inibicdo das enzimas ciclooxigenase ou 0xido nitrico sintase.
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Efeito relaxante do nitrocompostos em protocolos com bloqueadores farmacoldgicos ou inibidores
enzimaticos. Em (1), tracado tipico de um experimento realizado com NPPROP. Os circulos pretos
simbolizam adi¢8o. K™ = contrac&o induzida por 60 mM K*; L = lavagem; PHE = contraco induzida
por 0,1 uM de PHE; ACh = 1 uM; T = tratamento com bloqueadores farmacoldgicos ou inibidores
enzimaticos. A adi¢do das concentracdes de cada nitrocomposto respeitou intervalo de 5 minutos.
Painéis A, B e C: graficos com as curvas concentragdo-efeito para a reversao da contragdo induzida
por PHE (1 uM) apés a adicdo dos nitrocompostos (1 a 3000 uM) na auséncia (circulo preto) ou na
presenca de Indometacina (INDO, 10 uM; triangulo cinza) ou L-NAME (100 uM; triangulo branco).
Dados expressos como média + E. P. M., n = nimero de experimentos. “p < 0,001 (one-way ANOVA,
seguido do teste Holm-Sidak), em comparacdo com a curva controle.
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5.3 Efeitos dos nitrocompostos sobre a contracdo de fenilefrina em aorta
isolada de ratos mantida na presenca de inibidores da sintese de nucleotideos

ciclicos

Avaliamos se a inibicdo da guanilato ciclase (com 10 uyM de azul de
metileno ou 10 yM de ODQ) ou da adenilato ciclase (com 3 yM de MDL-12,330A)
alteraria a resposta vasodilatadora dos nitrocompostos. Para tanto, apos tratamento
de anéis de aorta de rato por 15 minutos com um dos inibidores acima, a preparacéo
foi estimulada a contrair com fenilefrina (1 uM) e, no platd da contracdo, os
nitrocompostos (1 a 3000 yM) foram adicionados.

O tratamento com MDL-12,330A inibiu significativamente (p < 0,001; two-
way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) o efeito vasodilatador do NPeth uma vez
que 0 Enax foi reduzido de 40,04 + 8,55% no controle, para 69,47 £ 6,34% na
presenca do MDL-12,330A (Figura 12, A). Por outro lado, o efeito vasodilatador
induzido por Npben ou NPprop na presenca do MDL-12,330A nao foi alterado uma
vez que 0s mesmos induziram relaxamento maximo da preparacao na presenca do
inibidor (Figura 12, B, C). Entretanto, a Tabela 3 mostra que os valores de CEsg para
o NPprop induzir relaxamento foram significativamente (Teste de Mann-Whitney)
maiores na presencga dos inibidores (ODQ, azul de metileno ou MDL-12,330A). Ao
contrario, a CEsg do Npben para relaxar a contracdo de PHE foi significativamente
reduzida na presenca de MDL-12,330A (Teste de Mann-Whitney).
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Tabela 3 - Valores da concentracéo efetiva de 1-nitro-2-feniletano (Brito, 2012),
NPBEN ou NPPROP capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta

contréatil (CEsp) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com endotélio na

auséncia ou na presenca de ODQ, azul de metileno ou MDL-12,330A.

CEso (M)
Tratamento : :
1-Nitro-2-feniletano
(BRITO, 2012) Npben NPprop
PHE (endotélio 231,5 928,64 444,93

intacto)

PHE (endotélio
intacto) + ODQ

PHE (endotélio
intacto) + Azul de
metileno
PHE (endotélio
intacto) + MDL-
12,330A

(154,1 — 348,0)
> 2000*
705,9
(498,8 — 998,3)*

219,0
(109,8 — 438,6)

(730,63- 1180,05)

602,65
(456,24 - 796,16)*

657,65
(485,62 - 890,63)

549,92
(366,61 - 824,90)*

(318,79 — 621,01)

1697,09
(1334,75 — 2157,74)*

1260,73
(1072,75 — 1481,49)*

907,31
(587,08 — 1402,49)*

CEs representa média geométrica (intervalo de confianga de 95%). ODQ = 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
alquinoxalin-1-ona; MDL-12,330A = hidrocloreto de cis-N-(2-phenilciclopentil)-azaciclotridec-1-en-2-
amina. * p < 0,05 (Teste de Mann-Whitney) em relagdo a curva controle de PHE com endotélio

intacto.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 - O tratamento com inibidores da guanilato ciclase ou adenilato
ciclase influenciam no efeito vasorrelaxante do NPprop.
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Gréafico com as curvas concentracao-efeito para a reversdo da contracdo sustentada induzida por
PHE (1 uM) ap6s a adicdo crescente e cumulativa dos nitrocompostos (1 a 3000 uM) na auséncia
(circulo preto) ou na presenca de ODQ (10 uM; losango cinza), Azul de Metileno (AM, 10 uM; losango
branco) ou MDL-12,330A (MDL, 3 uM; losango preto). Dados expressos como média £ E. P. M., n =
namero de experimentos. @ p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak), MDL vs.
controle. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) em comparacdo com a curva
controle. As curvas foram construidas respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentragfes dos

nitrocompostos.
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5.4 Nitrocompostos nao interferem com a contragcdo induzida pela adicédo de
Ca’" ap6s a deplecdo dos estoques intracelulares em preparacées isoladas de

aorta mantidas em meio sem Ca?' estimuladas com fenilefrina

Com o intuito de avaliar se o efeito dos nitrocompostos ocorre em
contracdes mediadas pela entrada de Ca*" via canais para Ca®* operados por
estoque, anéis de aorta foram mantidos em solucédo de Krebs-Henseleit modificada
(sem Ca®* contendo 1 mM de EGTA e 1 pM de tapsigargina). Apés intervalo de 5
minutos, fenilefrina (10 pM) foi adicionada, condicdo que produz contracao
transitéria, cuja amplitude diminui até ndo ser mais detectada, a medida que esse
procedimento foi repetido varias vezes (entre 3 e 4 vezes), momento em que se
considerou alcancado o esgotamento dos estoques intracelulares de Ca®*. A partir
disso, foi realizada uma nova lavagem da preparagcdo com solucdo de Krebs-
Henseleit modificada (sem Ca?* contendo 200 pM de EGTA, 1 uM de verapamil e 1
UM de tapsigargina) com intuito de retirar a fenilefrina da preparacao, em seguida, foi
adicionado ao meio extracelular 2,5 mM de Ca®" para que a célula restaurasse 0s
niveis intracelulares, o que produziu um efeito contratil que atingiu 50,06 + 5,63% da
contracdo de referéncia induzida no inicio dos experimentos (K* 60 mM). A adicéo
dos nitrocompostos (600 uM, que corresponde a aproximadamente 50-75% do efeito
maximo) por 5 minutos previamente & adicdo de Ca®* (2,5 mM), ndo alterou a
resposta contratil (p = 0,97; one-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak),
atingindo o valor de: NPeth = 46,26 + 8,67%, Npben = 45,58 + 8,94% e NPprop =
45,87 £ 7,31% da contracao de referéncia (Figura 13).
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Figura 13 - Os nitrocompostos nédo exercem influéncia inibitoria no influxo de
Ca’" através dos canais para Ca** operados por estoque.
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Grafico demonstrando os valores da forca contratil induzida pela adicdo de Ca®* (2,5 mM) antes
(coluna cinza claro) e apés a adi¢cdo dos nitrocompostos gNPeth = coluna branca, Npben = coluna
cinza e NPprop = coluna preta; 600 M) em meio sem Ca“" (contendo 200 uM de EGTA + 1 uM de

verapamil + 1 uM de tapsigargina) apds o esgotamento dos estoques intracelulares de ca”. Dados
expressos como média £ E. P. M. n =5 - 7 experimentos por grupo.
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5.5 Reversdo por ODQ dos efeitos inibitérios do NPprop nas contracdes

mediadas pelo recrutamento de Ca* do meio extracelular

Uma vez que o0s experimentos com NPprop foram alterados pelo
pretratamento com ODQ, experimentos adicionais foram realizados com intuito de
ratificar a participacdo da sGC nos seus efeitos inibitérios. Em meio sem Ca**, anéis
aorticos foram estimulados com 60 mM K (K60, Fig. 14A e 14B) ou 10 uM fenilefrina
(Phe, Figura 14C e 14D) e nenhuma contracdo sustentada foi observada até a
adicdo de concentracdes crescentes de CaCl, (0,1 a 20 mM). Na concentracao de
20 mM Ca?', as contragcbes maximas corresponderam respectivamente a 129,0 +
4,9% (n = 16; Fig. 14E) e 68,6 = 6,7% (n = 20; Fig. 14G) em relacdo a uma
contracdo de referéncia induzida por 60 mM KCI em meio contendo Ca*. Em
preparagdes tratadas com 1 yM ODQ (Fig. 14B e 14D), a contracdo maxima
induzida por Ca®* foi 114,2 + 6,4 (n = 8; Fig. 14F) e 118,4 + 12,7% (n = 14; Fig. 14H)
em anéis aorticos estimulados com K* ou fenilefrina, respectivamente. Na auséncia
de ODQ, NPprop (600 uM) diminuiu significativamente as contra¢des induzidas por
Ca®* para 34,0 + 9,9% (n = 7) nos anéis aérticos estimulados com KCI (Fig. 14E) e
3,6 + 3,3% (n = 7) nas preparacdes estimuladas com fenilefrina (p <0,05, two-way
ANOVA e Holm-Sidak; Fig. 14G). Por outro lado, nos anéis aodrticos tratados
simultaneamente com 1 uM ODQ e 600 uM NPprop, as contragbes maximas a 20
mM Ca?* corresponderam a 87,4 + 5,6 (n = 8; Fig. 14F) e 90,5 + 14,8 (n = 8; Fig.
14H) para estimulo com KCI ou fenilefrina, respectivamente. Esses valores néo
diferiram da resposta contratil a 20 mM Ca?* em preparaces ndo tratadas com
NPprop na auséncia de ODQ (p > 0,05, two-way ANOVA e Holm-Sidak). A Figura 15
mostra que na presenca de MDL-12,330A, a adicdo de NPprop (600 uyM) diminuiu
significativamente as contracdes induzidas por Ca?* (p < 0,05; two-way ANOVA e
Holm-Sidak).



50

Figura 14 - Efeitos inibitérios do NPprop sobre as contracdes causadas pela
adicdo de Ca®" na presenca de KCl ou fenilefrina sdo revertidos pelo
tratamento com ODQ.
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Os painéis A a D mostram tracos experimentais obtidos a partir de anéis aérticos inicialmente
estimulados com 60 mM de KCI (K60) em meio contendo Ca®". Em seguida, foi adicionado meio sem
Ca™ (L = lavagem) e as preparacdes foram estimuladas com KCl 60 mM (painéis A e B) ou 10 uM
fenilefrina (PHE; painéis C e D) na auséncia (painéis A e C) ou na presencga (painéis B e D) de 1 uM
ODQ. Concentraicfes crescentes de CaCl, (0,1 a 20 mM) foram cumulativamente adicionadas para
produzir as curvas concentracdo-efeito representadas nos painéis E a H. Cada procedimento foi
repetido na presenga de 600 uM NPproprop. Gréficos representados por média + erro padrdo da
média (E.P.M.), n = nimero de experimentos. Os valores de contracdo foram expressos em % de K*
60 mM. # p < 0,05 vs. a respectiva curva controle, two-way ANOVA e Holm-Sidak.
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Figura 15 - O tratamento com MDL néo foi capaz de abolir o efeito inibitério do
NPprop na contracdo induzida pelo recrutamento de Ca®* do meio extracelular.

A

150 1 ¥ Controle + MDL (n=7)
¥ NPprop 600 pM + MDL (n = 7)
=
£
o
© 100 -
i
¥
£
@
g 50 4 v
=)
3
v
04 v
0.1 1 10
ca?t (mm)

B

Contragao (% K+ 60 mM)

150 1

100

50 -

¥ Controle + MDL (n = 5)
7 NPprop 600 pM + MDL (n = 6)

0.1 1 10
caZ* (mM)

Gréaficos demonstrando os valores da forca contrétil induzida pela adicdo crescente e cumulativa de
ca’ (0,1 a 20 mM) antes e apds a adi¢cdo do NPprop (600 uM, tridngulo cinza invertido) em meio sem
ca* (A: contendo 200 uM de EGTA + 3 uM de MDL e B: contendo 200 uM de EGTA + 1 uM de
verapamil + 3 uM de MDL) e com alta concentracdo de K* (60 mM, em A) ou PHE (10 uM, em B).
Dados expressos como média £ E. P. M., n = nUmero de experimentos. # p < 0,01 (two-way ANOVA,
seguido do teste Holm-Sidak), em comparacdo com a curva controle de Ca”". Curvas construidas
respeitando intervalo de 3 min entre as concentragcfes de ca™.
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5.6 De forma dependente do ODQ, NPprop inibe as contracBes fasicas
induzidas pela fenilefrina, mas ndo aquela induzida por cafeina, em meio sem

ca®*

Com o0 objetivo de avaliar se o efeito dos nitrocompostos ocorre em
contracdes mediadas pela liberagdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico,
contragdes fasicas foram induzidas por 1 uM de fenilefrina (Figura 16) ou 20 mM de
cafeina em anéis da aorta mantidos em meio sem Ca*" contendo 1 mM de EGTA.
Tais contracdes corresponderam respectivamente a 36,1 + 2,0 (n = 7; Figura 16C) e
19,6 + 2,6% (n = 10, Figura 16D) em relacdo a contracdo de referéncia induzida por
60 mM KCI em meio contendo Ca®*. Na presenca de 600 uM NPprop (Figura 16A), a
contracdo induzida pela fenilefrina diminuiu significativamente para 1,6 + 0,3% (p <
0,001, one-way ANOVA, Holm-Sidak; Figura 16C), enquanto a contracao transitoria
induzida pela cafeina (20,0 + 1,2 %, n = 9; Figura 16D) ndo revelou diferenca
significativa em relagéo ao controle (p > 0,05, teste t de Student ndo pareado). Na
presenca de 1 yM ODQ (Figura 16B), a magnitude da contracao fasica induzida pela
fenilefrina (40,4 £ 4,3%, n = 8; Figura 16C) nao foi alterada significativamente (p >
0,05, one-way ANOVA, Holm-Sidak) pelo tratamento com 600 uM NPprop (42,6 +
6,0%; n = 8; Figura 16C).
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Figura 16 - Efeitos inibitérios do NPprop sobre as contragcdes transitorias
causadas pela fenilefrina em meio sem Ca*" s&o revertidos pelo ODQ.

Ca free : Ca’-free
NPprop
'/ / = A 5 min
KGO Phe Phe
. Ca”-free + _Ca"-free + ODQ i Ca”-free + ODQ
i NPprop
05g
L —f\ '/ / - —l\ 5 min
K60 Phe Phe

@
O

2+
50, Ca“ -free o
= [ s
o 401 E 40
& 2
X 30 ¥ ag Ca”*-free
< 2 B
5 20 g 20 =
5.1 8
5 10 B
§ . i é 10
0 0
+NPprop +NPprop +NPprop
Phe Phe + ODQ Caffeine

Os painéis A e B mostram tracados experimentais obtldos a partir de anéis aorticos inicialmente
estimulados com 60 mM KCI (K60) em meio contendo Ca . A contracdo resultante foi adotada como
referéncia. Posteriormente, foi adicionado meio sem Ca* (linha tracejada) e, na auséncia (A) ou na
presenca (B) de 1 yM ODQ, as preparagbes contralram transitoriamente em resposta a 10 yM
fenilefrina (Phe). Estimulo com Phe em meio sem ca”" foi repetido na presenca de NPprop (600 uM)
em aneéis aorticos tratados ou ndo com ODQ O simbolo - // - indica que os anéis aorticos foram
estimulados com K60 em meio contendo Ca** antes do segundo estimulo com Phe. Tal procedimento
serviu para reabastecer as reservas internas de Ca’*. Note que o tratamento com ODQ aboliu o efeito
inibitério do NPprop (painel C). Em D, um protocolo experimental semelhante em que a cafeina (20
mM) foi o estimulo contratil em vez de Phe. Observe que o NPprop foi inerte contra a contragéo fasica
induzida pela cafeina. Gréficos representados por média + erro padrdo da média (E.P.M.). * p < 0,05
Vs. 0 respectivo controle, one-way ANOVA, Holm-Sidak.
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5.7 NPprop inibiu, de maneira dependente de ODQ, as contragdes mediadas

por 12,13-dibutirato de forbol ou ortovanadato de sddio em meio sem ca®'

Para avaliar o efeito do NPprop em contracbes sob condi¢cdes
experimentais sem Ca*', os anéis aodrticos desnudados do endotélio foram
estimulados com 1 uyM 12,13-dibutirato de forbol (EF). Tal contracdo foi relaxada
pelo tratamento com NPprop (100 uM a 3 mM) para 3,2 + 2,5% (n = 8; Figura 17A)
da resposta maxima na presenca de 3 mM NPprop (p < 0,05, one-way ANOVA e
Holm-Sidak). Na presenga de 1 uM ODQ, o efeito relaxante de 3 mM NPprop foi
abolido e a contragdo permaneceu com uma magnitude de 91,1 + 9,1% (Fig. 17B).
Em meio sem Ca*", NPprop (100 uM a 3 mM) reverteu a contracdo induzida por 3
mM de ortovanadato de sédio (OS; Fig. 17C). O efeito relaxante foi significativo a
partir de 100 yM e a concentragcdo de 3 mM NPprop reduziu a contracdo induzida
por ortovanadato de sodio para 7,3 + 3,1% (n = 10) do seu valor controle (p < 0,05;
one-way ANOVA e Holm-Sidak; 17C). Em preparacfes tratadas com ODQ, o efeito
relaxante foi significativo apenas em 1 mM e em 3 mM NPprop, esta ultima
concentracéo relaxando a contracdo induzida por ortovanadato de sddio para 47,1 +
14,1% da resposta maxima (n = 10; p < 0,05; one-way ANOVA e Holm-Sidak; Fig.
17D).
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Figura 17 - Efeitos inibitérios do NPprop sobre as contracdes induzidas pelo
12,13-dibutirato de forbol ou ortovanadato de sédio foram reduzidos pelo ODQ.
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Em meio sem Ca*, 1 uM de 12,13-dibutirato de forbol (EF) induziu contracdo sustentada que foi
guase totalmente relaxada quando os anéis da aorta sem endotélio receberam concentragfes
crescentes de NPprop (100 uM a 3 mM; fainel A). Na presenca de 1 uM ODQ (B), o efeito relaxante
do NPprop foi abolido. Em meio sem Ca", a contrag&o induzida por 3 mM de ortovanadato de sodio
(OS) relaxou na presenca de NPprop (100 uM a 3 mM) com um primeiro efeito significativo a 100 uM
(painel C). Nos anéis adrticos tratados com 1 yM ODQ (D), o primeiro efeito significativo de NPPROP

ocorreu a 1 mM. * p < 0,05 vs. o respectivo controle; one-way ANOVA, teste de Holm-Sidak.
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5.8 Estudo in silico dos efeitos nitrocompostos sobre enzima guanilato ciclase

soluvel

5.8.1 Docking “a cego”

Inicialmente foi realizado um experimento de docking “a cego”, isto é, ndo
foi direcionado um possivel local de ligacdo para os nitrocompostos, apos isso, foi
possivel avaliar a densidade populacional dos clusters das conformacgfes, sendo
evidenciado que os clusters mais populosos, ou seja, 0S grupos com maior numero
de conformacgdes ficaram localizados em uma regido oposta a ARG116 ou ao grupo
HEME, o que provavelmente ndo afetaria essa regido. Mas, avaliando a energia de
ligacdo, percebe-se que a conformacdo de menor energia (ou seja, maior
estabilidade) é a que o ligante esta préximo ao grupamento HEME e ARG166,
apesar da pequena quantidade de conformacdes nessa regido. Esses resultados

sdo comuns a todos os trés ligantes pesquisados (Figura 18 e 19).

5.8.2 Docking restrito a ARG116

No docking especifico, os 3 ligantes apresentaram os radicais fenil
sobrepostos e localizados na mesma cavidade. O que muda sdo grupos quimicos
gue apontam para direces diferentes. No docking, o composto de maior energia foi
o NPprop, com energia de -3,86. Isso aparentemente foi um problema, ja que este
composto apresentou experimentalmente sua curva deslocada para a direita apos a
adicdo do ODQ. Os outros compostos NPeth e Npben apresentaram energia de -
4,47, e -4,9, respectivamente (Figura 18). Para solucionar esse questionamento, foi
realizado docking molecular combinado com simula¢cdes de dinamica molecular,
método capaz de descrever o comportamento da interagdo enzimatica dependente

do tempo.
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Figura 18 - Ligantes com suas respectivas energias e 0 posicionamento deles
em relagcdo a ARG116 e o HEME.

i —— 5 ARG116

NPE -4,47

NPP -3,86

A figura mostra a interagcdo dos nitrocompostos com a guanilato ciclase e suas respectivas energias
de ligag&o (Kcal/mol): NPETH = -4,47, cor marrom; NPBEN = - 4,9, cor azul, e NPPROP = -3,86, cor

cinza, com o a&tomo mais préximo.

Figura 19 - Cavidade na qual os ligantes interagem, percebe-se a proximidade
a ARG116 de ambos.

Representacéo estrutural da macromolécula de guanilato ciclase (cinza) mostrando a melhor posigédo

dos ligantes (NPBEN = azul; NPETH = vermelho e NPPROP = verde), obtidos a partir de
experimentos utilizando o docking, interagindo no sitio de ligacdo da guanilato ciclase (residuos

marcados) ao lado do grupo heme (amarelo).



58

5.8.3 Dindmica molecular

A Figura 20 representa o comportamento energético de cada um dos trés
ligantes, durante a simulacédo de 30 ns. A avaliacdo energética foi feita a cada 250
ps, ou seja, a cada snapshot. Note que a escala de energia de ligacdo (do inglés,
binding energy) calculada pelo software Yasara € bem diferente da calculado pelo
software Autodock, na dindmica molecular quanto maior a binding energy, mais

favoravel é a interacéo entre o ligante e a proteina.

Figura 20 - Energia de ligacéo para os nitrocompostos.
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As energias mais baixas de cada ligante foram utilizadas como ponto de partida para a simulagéo de
dindmica molecular. A figura 20 mostra o perfil energético de cada ligante durante a simulacdo de 30
ns. A energia de ligacao foi calculado nesta etapa pelo software YASARA, que utiliza uma convencgéo
diferente para expressar a energia de ligagdo em comparac¢do com o AutoDock. Neste caso, quando
a energia de ligacdo for mais positiva, ser& mais favordvel a interagdo entre o ligante e a
macromolécula guanilato ciclase. O NPPROP apresentou a maior energia de ligacdo (392,5 kJ/mol)
quando comparando com o NPETH (279,4 kJ/mol) e o NPBEN (252,1 kJ/mol) (p < 0,001; Teste t de
Student). Além disso, a mediana de valores de energia de ligagao durante a simulagdo de 30 ns para
NPPROP foi superior (294,3 kJ/mol) comparando com o NPETH (243,9 kJ/mol) e o NPBEN (200,6
kJd/mol).
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A Figura 21 representa a posicao de interacdo de cada um dos ligantes
com a guanilato ciclase. O painel A representa a superficie da enzima, mostrando as
20 poses de cada ligante no pocket. No painel B, a enzima esta representada na
forma de traco com todos seus posicionamentos adotados durante a simulacéo e
pode-se observar o grupamento heme (em amarelo) e o residuo HIS105 (em verde).
A proximidade e o posicionamento dos ligantes em relacdo ao grupamento heme
podem ser observados no painel C. O ligante NPprop, que apresentou uma
interacdo mais favoravel ao fim da simulacéo, teve seu posicionamento invertido
comparado ao momento antes de se iniciar a simulagédo, ou seja, em relacdo a
posicdo gerada pelo Autodock. No modelo gerado pelo docking, esse ligante
apresentava, assim como 0s outros 2 ligantes, o grupamento fenil dentro do pocket
da guanilato ciclase. Essa pose pode ser observada no painel C, no qual a Unica
representacdo na qual o grupo fenil aponta para o heme é a pose gerada pelo
docking. Ao iniciar a simulacdo essa conformacao € alterada e outra de energia mais
favoravel passa a prevalecer. Nessa, em vez do fenil, sdo os grupos polares que
apontam para o grupo heme. A Figura 22 mostra mais detalhadamente como ocorre

a interacao entre cada ligante e a enzima, ao fim da simulacao.
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Figura 21 - Interacdo dos nitrocompostos com a guanilato ciclase.

A NPB

A figura 21 representa a posi¢do de interacdo de cada um dos ligantes com a guanilato ciclase. O
painel A representa a superficie da enzima, mostrando as 20 poses de cada ligante no pocket. No
painel B, a enzima esta representada na forma de traco com todos seus posicionamentos adotados
durante a simulagéo e pode-se observar o grupamento heme em amarelo e o residuo HIS105 em
verde. A proximidade e o posicionamento dos ligantes em relagdo ao grupamento heme podem ser
observados no painel C. O ligante NPprop, que apresentou uma interacdo mais favoravel ao fim da
simulacdo, teve seu posicionamento invertido comparado ao momento antes de se iniciar a
simulacdo, ou seja, em relacdo a posicdo gerada pelo Autodock. No modelo gerado pelo docking,
esse ligante apresentava, assim como os outros 2 ligantes, o grupamento fenil enterrado no pocket
da guanilato ciclase. Essa pose pode ser observada no painel C, no qual a Unica representacéo na
qual o grupo fenil aponta para o heme é a pose gerada pelo docking. Ao iniciar a simulagdo essa
conformacdo é alterada e outra de energia mais favoravel passa a governar. Nessa, em vez do fenil,
s&0 0s grupos polares que apontam para o grupo heme.
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Analisando a Figura 22, primeiramente pode-se observar uma das razoes
pela qual o NPPROP interage de forma mais favoravel com a enzima: os dois
grupamentos hidroxila desse ligante fazem ligacdes de hidrogénio com a enzima. O
segundo ligante de energia mais favoravel, por sua vez, faz apenas 1 ligacdo de
hidrogénio. Outro fato interessante de se notar é, conforme jA& mencionado, a
posicdo do grupamento fenil de cada ligante. Ambos os ligantes NPETH e NPBEN
possuem o grupo fenil voltado para os residuos hidrofébicos do pocket, como MET1,
TYR2, ALA42 e LEU115, enquanto que o grupamento fenil do NPPROP néo realiza
contato e esta exposto ao solvente.

Em relacdo ao grupamento nitro, no NPBEN apesar desse grupo estar
préximo a ARG166, sua maior parte esta exposta ao solvente. De forma semelhante,
no NPETH, parte desse grupo esta também exposta ao solvente, a despeito de sua
proximidade com a ARG116 e o THR137. Cada um dos grupos hidroxila fazem
ligagbes de hidrogénio com o ALA42 e ASP45, o que parece ancorar esse ligante
em uma posicao favoravel ao contato do grupo nitro com o heme (Figura 22). A
Figura 22 demonstra a frequéncia de contato entre o ligante NPPROP os residuos
da macromolécula guanilato ciclase. Durante todo o periodo de simulacdo, este

ligante manteve contato com os residuos: MET1, TYR43, ALA42, GLN114 e o grupo

heme.
Figura 22 - Residuos de contato dos nitrocompostos.
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A figura 22 refere-se aos residuos de contatos (residuos em uma distancia menor que 4A de qualquer
atomo do ligante) e os tipos de interacdo entre cada ligante e a guanilato ciclase. Os posicionamentos
dos ligantes sdo correspondentes ao final da simulacdo de 5 ns.
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A figura 23 representa as interagdes em um determinado momento da
simulagdo, mostrando também a possibilidade de ligacbes de hidrogénio. De fato, a
analise da frequéncia de formacéo de ligacbes de hidrogénio entre o ligante e a
macromolécula guanilato ciclase demonstra que, durante 77% da simulacdo, o
NPPROP interage com guanilato ciclase através de, pelo menos, uma ligacdo de
hidrogénio. A capacidade de formar ligacdes de hidrogénio com guanilato ciclase é
muito mais baixa para os outros dois ligantes e, por tanto, a ocorréncia de ligacbes
de hidrogénio durante a simulacdo ndo foram superiores a 6% com o0s outros dois

ligantes.

Figura 23 - Posicdo do NPPROP na macromolécula da guanilato ciclase e os
residuos mais proximos.
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Representacéo estrutural da posicdo mais favoravel energeticamente do NPPROP (verde) durante a
simulacdo. A superficie macromolécula guanilato ciclase esta representada e os residuos que fazem
contato com o ligante NPPROP estdo marcados de vermelho. As linhas tracejadas representam as
pontes de hidrogénio entre o ligante e a macromolécula e as distancias estéo indicadas na figura.
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5.9 Efeito do NPprop sobre a curva concentragéo-efeito induzida por fenilefrina

em anéis do segundo ramo da artéria mesentérica de ratos

AplOs as series de experimentos descritas acima, o NPprop foi o
nitrocomposto que apresentou melhores efeitos, assim como um potencial
envolvimento dos nucleotideos ciclicos em suas respostas, por isso, foi o escolhido
para 0s experimentos que envolveram vasos de resisténcia.

Sendo assim, as preparacdes de 2° ramo de artéria mesentérica foram
induzidas a contrair ap6s a adi¢do de fenilefrina (10 uM), em seguida, no platé da
contracao adicionamos o NPprop (1 a 600 uM) de forma crescente e cumulativa.

O NPprop foi capaz de relaxar totalmente a resposta contratil, e esse
efeito foi diferente significativamente (p < 0,001; two-way ANOVA, seguido do teste
Holm-Sidak) da resposta apresentada pelo veiculo DMSO (Figura 24).

O efeito relaxante do NPprop foi significativo (p < 0,001; one-way ANOVA,
seguido do teste Holm-Sidak) a partir da concentracdo de 30 puM, que relaxou a
contracdo para 64,71 + 5,76% do valor observado na auséncia do nitrocomposto e
apresentou CEsp = 46,35 [30,71 — 69,93] yM. Ressalta-se que a CEso do NPprop,
obtida no segundo ramo da artéria mesentérica, foi significativamente menor (p <
0,001; Teste de Mann—-Whitney) que aquela observada para relaxar contracdo de
fenilefrina em aorta (444,93 [318,79 — 621,01]; vide Tabela 3).
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Figura 24 - A resposta miorrelaxante do NPprop foi mais potente em anéis de

segundo ramo da artéria mesentérica do que em aorta de ratos.
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A: Tracado tipico do protocolo experimental demonstrando o efeito relaxante apés a adicdo de
NPprop. Note no final do tragado a recuperacéo da contracdo induzida por K™ ap6s o periodo de
exposicdo ao NPprop. Os circulos pretos simbolizam adicdo. L = lavagem; K* = contracdo induzida
por 60 mM K*; PHE = contrag&o induzida por 10 uM de PHE; ACh = 1 uM.

B: Efeito miorrelaxante do NPprop (1 - 600 uM; circulo preto) sobre a contracdo sustentada de PHE
(10 uM) em anéis de mesentérica isolada de ratos. Veiculo DMSO (circulo branco). Dados expressos
como média + E. P. M. n = ndmero de experimentos. A curva foi construida respeitando intervalo de 5
minutos entre as concentracdes. * p < 0,001; one-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak
correspondendo ao primeiro efeito significativo. “ p < 0,001; two-way ANOVA, seguido do teste Holm-
Sidak em comparacao com a curva do DMSO.
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5.10 Efeitos do Npben em preparacdes vasculares isoladas mantidas em
tensé&o basal

Conforme mostrado anteriormente na Figura 10D, na faixa de
concentracéo entre 30 e 600 uM de Npben, a magnitude da contracéo de fenilefrina
apresentou valores significativamente maiores nas preparagfes com endotélio em
relacdo as preparacdes sem endotélio (p < 0,05; two-way ANOVA e teste de Holm-
Sidak). Com o intuito de verificar se esse efeito revela acdo contratil do Npben,
concentracbes cumulativas de Npben (1 a 3000 uM) foram adicionadas a solucao
extracelular em preparacdes mantidas sob tébnus basal, (Figura 25). Nessas
condicbes, ndo detectamos efeitos contrateis significativos.

Ao final do experimento, foram realizadas lavagens sucessivas (durante
aproximadamente 30 min.) com solucédo fisiolégica para retirada do Npben e, em
seguida, a preparagdo foi novamente estimulada com K* (60 mM). Foi observado
que a contracdo mediada pela adicdo de K apos a exposicdo ao Npben ocorreu de
forma semelhante a do inicio dos experimentos indicando que o tecido ainda

permanecia responsivo.
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Figura 25 - O NPBEN néo altera o tbnus basal de artéria aorta de ratos.
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A: Tracado tipico do protocolo experimental demonstrando o efeito sutil sobre o tdnus basal apés a
adicdo de Npben. Note no final do tracado a recuperacdo da contracéo induzida por K™ apds o
periodo de exposicdo ao Npben. Os circulos pretos simbolizam adigéo. L = lavagem; K* = contracéo
induzida por 60 mM K*; PHE = contrag&o induzida por 0, 1 uM de PHE; ACh = 1 pM.

B: Grafico com valores do ténus basal na presenca de Npben (1 a 3000 uM; n = 5; circulo preto) em
anéis de aorta isolada de ratos. Dados expressos como média + E. P. M. A curva foi construida
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentragdes.
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5.11 Efeito do Npben em contracdes mediadas pela adicdo de diferentes
concentracgdes de K*

Na Figura 10C, mostramos que a potencializacdo da contracdo causada
pelo endotélio quando Npben (1 a 3000 uM) é adicionado ao platd da contragdo nao
ocorre quando as preparacdes sdo pré-contraidas com 60 mM de K* ao invés de
fenilefrina. Para verificar se o efeito depende do nivel de despolarizacéo tecidual,
foram realizados experimentos nos quais as preparacfes foram pré-contraidas na
concentracédo de 25 mM de K* que supostamente induz menor efeito despolarizante.
Em contracdo induzida por baixa concentracdo de K*, foi possivel observar a
ocorréncia de efeito potencializador uma vez que a magnitude das contracdes foi
estatisticamente maior nas preparacdes com endotélio intacto em relacdo aquelas
sem endotélio (p < 0,001; two-way ANOVA e teste Holm-Sidak) (Figura 26). Para o
efeito relaxante do Npben sobre essa contracédo induzida por 25 mM KCI, a CEsg
observada foi de: 724,86 [541,28 - 970,7] uM, ndo apresentando diferenca
significativa (p > 0,05; teste de Mann-Whitney) quando comparada com a CEs
encontrada nas preparagdes contraidas com adi¢cdo de K* 60 mM (CEsy = 573,38
[387,6 - 848,98] uM).
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Figura 26 - O efeito bifasico do Npben esta presente quando a preparacao é
pré-contraida com 25 mM de K",
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Efeito do Npben (1 a 3000 uM) sobre a contracdo sustentada de K* 25 mM (hexagono cinza) ou 60
mM (hexagono preto e cinza) em anéis de aorta isolada de ratos. Dados expressos como média + E.
P. M. n = nlmero de experimentos. A curva foi construida respeitando intervalo de 5 minutos entre as
concentracdes. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) nas concentracdes de
100 e 600 pM. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) K* 25 mM vs. 60 mM.
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5.12 Investigacdo da participacdo dos canais para calcio operados por
voltagem no efeito bifasico do Npben em preparacdes vasculares isoladas pré-

contraidas pela adicdo de PHE

Para saber se a abertura de canais para Ca®" operados por voltagem
estaria envolvida no efeito potencializador do endotélio, avaliamos como se
comporta a acao do Npben na contracao induzida pela adicdo de fenilefrina (1 uM)
em preparacfes pré-tratadas com verapamil (10 pM; por 15 minutos). Nas
concentracdes de 100 a 600 uM, observamos aumento significativo (p < 0,001; two-
way ANOVA e teste Holm-Sidak) na magnitude da contracdo em comparagéo com o
grupo controle (sem verapamil), efeito acompanhado com aumento significativo (p =
0,01; Teste Mann-Whitney) do valor da CEso = 1561,83 [1101,29 - 2214,62] uM
(Figura 27A). Sob tbnus basal e apds tratamento com verapamil (10 uM), ndo

observamos efeito contratil apds adi¢cdo de Npben (Figura 27B).
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Figura 27 - O tratamento com verapamil produziu efeito contraturante
exacerbado apo6s a adicdo de Npben em anéis de artéria aorta, mas ndo em
preparacdes mantidas em tonus basal.
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Em A, efeito bifasico do Npben (1 a 3000 uM) sobre a contracdo sustentada de fenilefrina (PHE, 1
MM) em anéis de aorta isolada de ratos antes (circulo preto) e apds o tratamento com verapamil (10
uM, hexagono cinza). Em B, grafico com valores do tdnus basal na presenga de Npben (1 a 3000 uM)
na auséncia (n = 5; circulo preto) ou na presenga de Verapamil (10 yM; n = 6; circulo branco) Dados
expressos como média + E. P. M. n = nimero de experimentos. Cada curva foi construida
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentracdes. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do
teste Holm-Sidak) quando comparado as concentragdes isoladas com o grupo controle. # p < 0,001
(two-way ANOVA e teste Holm-Sidak) quando comparado com a curva do grupo controle.
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5.13 Investigacao da participacdo muscarinica no efeito bifasico do Npben em
preparacdes vasculares isoladas pré-contraidas pela adicdo de PHE

Para avaliar se o efeito potencializador do endotélio na acdo contraturante
do Npben envolveria receptores muscarinicos, prepara¢fes foram tratadas com
atropina (10 pM) por 15 minutos anteriores a adicdo de fenilefrina (1 uM). Adicionado
no platd da contracdo resultante da adicdo de fenilefrina, observamos que o efeito
contraturante do Npben foi presente na concentracdo de 300 uM, cuja magnitude de
contracao foi maior nas preparacfes tratadas com atropina do que naquelas sem
atropina (p < 0,001; two-way ANOVA e teste Holm-Sidak) (Figura 28).

Figura 28 - Tratamento com atropina acentuou o efeito contraturante do
NPBEN em anéis de artéria aorta.
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Efeito bifasico do Npben (1 a 3000 uM) sobre a contragdo sustentada de PHE (1 uM) em anéis de
aorta isolada de ratos antes (circulo preto) e apds o tratamento com Atropina (10 uM, quadrado
cinza). Dados expressos como média + E. P. M. n = nimero de experimentos. A curva foi construida
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentracfes. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do
teste Holm-Sidak) quando comparado as concentra¢cdes isoladas com o grupo controle.
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5.14 Comparacéao dos efeitos do Npben com a potencializagcdo dependente do
endotélio causada pela inibicdo da enzima 6xido nitrico sintetase com L-NAME

Estabelecemos uma série de experimentos usando o inibidor da enzima
oxido nitrico sintetase (L-NAME). Inicialmente, as preparacdes (com endotélio
intacto) foram pré-contraidas com a adicdo de fenilefrina (1 uM) e, em seguida,
adicionou-se L-NAME (1 - 300 pM; intervalo 5 min., Figura 29) de forma cumulativa.
A adicdo de L-NAME resultou em potencializacdo da contracdo induzida por
fenilefrina de forma dependente de concentracéo (Figura 29, quadrados pretos). Em
outros experimentos, executamos as curvas concentragao-efeito em resposta ao L-
NAME em preparacOes tratadas com Npben (100 yM), verapamil (Vera; 10 uM em
endotélio integro [quadrados brancos] ou ausente [quadrados com diagonal preta e
branca]) ou atropina (Atro; 10 uM) antes da adi¢cdo de L-NAME. A presenca prévia
de Npben reduziu o efeito potencializador no L-NAME (p < 0,05; two-way ANOVA,
Holm-Sidak), enquanto que o pré-tratamento com verapamil aumentou
significativamente a magnitude da resposta induzida por L-NAME (p < 0,05; two-way
ANOVA, Holm-Sidak). Observe que a resposta contratii do L-NAME (Figura 29)
apresentou um aumento de aproximadamente 100% na concentragédo de 300 uM
nas preparacoes tratadas previamente com verapamil quando comparado com a
resposta controle, tal efeito pos-tratamento com verapamil foi semelhante na CCE
para 0 Npben (aumento de aproximadamente 94% na concentragdao de 600 uM

guando comparado ao controle).
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Figura 29 - O tratamento com Verapamil exacerbou o efeito contraturante do L-
NAME em anéis de artéria aorta.
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Efeito contratil do L-NAME (1 a 300 uM) sobre a contracdo sustentada de PHE (1 uM) em anéis de
aorta isolada de ratos antes (quadrado preto) e apds o tratamento com Npben (100 uM, quadrado
xadrez), Verapamil (10 uyM, com endotélio = quadrado branco e sem endotélio = quadrado branco e
preto diagonal) e Atropina (10 uM, quadrado preto superior e branco inferior). Dados expressos como
média £ E. P. M. n = ndmero de experimentos. A curva foi construida respeitando intervalo de 5
minutos entre as concentragdes. # p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) quando
comparado com o grupo controle.
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5.15 Efeito potencializador do endotélio sobre a agcdo do Npben néo é revelado

em aorta pré-contraida com analogo de tromboxano A,

Preparacdes (com endotélio intacto) foram induzidas a contracdo
mediante a adicdo do U-46619 (0,3 uM), analogo de tromboxano A,. Em seguida, no
platd da contracdo, foram adicionadas concentragbes cumulativas de Npben (1 -
3000 upM, Figura 30A). Néao foi observada a potencializacdo da resposta como
ocorrido com a fenilefrina. A concentracdo de Npben capaz de induzir 50% da
resposta maxima (CEsp) foi de 643,27 [468,06 - 884,10] uM. Esse valor foi
significativamente diferente quando comparamos com a resposta mediada pela
adicdo de fenilefrina (p = 0,04; Mann-Whitney). Experimento similar foi realizado
substituindo o Npben pelo L-NAME (1 - 300 uM). No entanto, além de né&o
observamos efeito potencializador da contracédo de U-46619, o L-NAME néo induziu
efeito relaxante. Como apenas o Npben (e ndo o L-NAME) foi capaz de inibir
completamente o estimulo contratii do U-46619 (0,3 pM) (p < 0,001; two-way
ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) (Figura 30 A e B), concluimos que o Npben
pode atuar por outras vias que nao envolvem o éxido nitrico.

Para confirmar os resultados anteriores, executamos uma serie de
experimentos avaliando a participacdo do receptor TP na resposta contratil do
Npben. Para tanto, curvas concentracéo efeito foram confeccionadas pela exposicao
das preparacdes adrticas a concentragcdes cumulativas de seratrodast (0,01 - 3 uM),
um antagonista do receptor de tromboxano A, (receptor TP), com o objetivo de
identificar a concentracdo capaz de reverter a resposta do agonista. Por fim,
observou-se que a concentracdo de seratrodast 3 yM promoveu relaxamento total
da resposta contratil induzida pela adicdo de U-46619 (0,3 uM) (Figura 30C).
Posteriormente, pré-tratamos as preparagdes com seratrodast (Sera; 3 uM) e
adicionamos Npben (1 - 3000 uM) no platbé da resposta contratil de fenilefrina (1 uM).
A Figura 30D revela que o efeito potencializador do endotélio na acdo ao Npben
ainda esteve presente na presenca de seratrodast. Os valores de CEsp dos
experimentos na presenca de seratrodast foram: 889,93 [713,67 - 1109,94] uM e né&o
diferiram do grupo controle (p > 0,05; Mann-Whitney).
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Figura 30 — O bloqueio do tromboxano A, néo alterou o efeito bifasico do
NPBEN em anéis de artéria aorta de ratos.
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Os graficos mostram os efeitos do Npben adicionado no platd de contracdes sustentadas induzidas
por U-46619 (0,3 uM). A: Efeito vasorelaxante do Npben (1 - 3000 uM, circulo preto) nas contraces
induzidas por U-46619 (0,3 pyM). * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) quando
comparado as concentrac¢des isoladas com o grupo controle (DMSO, triangulo branco). # p < 0,001;
two-way ANOVA, seguido do teste de Holm-Sidak, comparado com a curva de controle (DMSO). B:
Curvas concentracdo efeito de L-NAME (1 - 300 uM, losango preto) em contracdes induzidas por U-
46619 (0,3 pM). C: Curvas concentracdo-efeito que determinaram a concentracdo de seratrodast
(quadrado branco) capaz de inibir a resposta contratil induzida pela adicdo do U-46619 (0,3 pM). @
Indica a menor concentracdo de seratrodast com efeito significativo (p < 0,001; one-way ANOVA,
seguido do teste de Holm-Sidak). D: O pré-tratamento com seratrodast (Sera; 3 pM, quagrado
branco) ndo alterou o efeito bifasico do Npben (1 - 3000 uM, circulo preto) em contra¢des induzidas
por fenilefrina (PHE; 1 pM). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. O numero de
experimentos (n) esta relatado nos gréficos.
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5.16 Avaliacdo do envolvimento dos receptores de potencial transitério
anquirina 1 (TRPA1) ou vaniléide 4 (TRPV4) no efeito contrétil do Npben em

aorta isaolada de rato

E sabido que os canais catidnicos TRPs presentes no endotélio vascular
podem ser uma via de entrada para o Ca®" em situacdes que envolvem a dor e o
estresse oxidativo, sendo assim, foi formulada uma serie de experimentos para
avaliar o envolvimento do receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA 1) ou
vanildide 4 (TRPV 4) no efeito contratil do Npben.

As preparacgOes isoladas de aorta foram tratadas com os antagonistas
vermelho de ruténio (RR; 20 uM, TRPA 1 e TRPV 4) ou HC-030031 (HC; 20 uM
TRPA 1), e induzidas a contracdo mediante a adicdo de fenilefrina (PHE, 1 uM),
posteriormente, no platd da contragdo foram adicionadas concentragdes crescentes
e cumulativas de Npben (1 - 3000 uM). Observou-se que o efeito contratil (em
concentracfes mais baixas) do Npben foi abolido significativamente (p < 0,05; one-
way ANOVA, em comparacdo com O grupo controle) por ambos os tratamentos,
apresentando diferenca significativa (p < 0,05; Mann-Whitney) nos valores de CEsg
para o efeito relaxante (RR = 2085,72 [1703,33 - 2554,46] uM e HC = 525,68 [387,61
- 712,85] uM) em relagcdo ao grupo controle. Ressalta-se que o tratamento com
vermelho de ruténio (20 yM) promoveu um desvio da curva para a direita -
confirmado por um aumento significativo nos valores CEsg (Figura 31A).

Além disso, quando adicionamos os bloqueadores (vermelho de ruténio
ou HC-030031) em preparacdes pre-tratadas com verapamil (Vera; 10 uM), o efeito
contratil foi alterado significativamente (p < 0,05; two-way ANOVA, Figura 31B).
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Figura 31 — O bloqueio do receptor de potencial transitorio anquirina 1 (TRPA
1) e vaniléide 4 (TRPV 4) alterou o efeito contrétil do NPBEN em aorta isalada

de rato.
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A: Preparacdes de aorta foram estimuladas a contrair em resposta a fenilefrina (PHE) 1 uM, e no
platd da contragdo, o Npben (1 - 3000 pM) foi adicionado na auséncia (cicurlo preto) ou presenca dos
antagonistas ruténio vermelho (RR; 20 pM, circulo branco) ou HC-030031 (HC; 20 uM, circulo
xadrez). B: O efeito contratil na presenca de verapamil (Vera; 10 uM, quadrado preto) foi reduzido
significativamente (p < 0,05; two-way ANOVA) apoés o tratamento com os antagonistas. Os simbolos #
e & indicam que os valores de anéis aorticos com endotélio intacto tratados com vermelho de ruténio
ou HC-030031, respectivamente, sdo significativamente diferentes em comparacdo com o0s
respectivos valores obtidos em prepara¢des adrticas mantidas na auséncia desses inibidores (p <
0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak). Os dados s&do expressos através de média + E.P.M.
Numero de experimentos (n) estdo relatados nos graficos.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi o precursor em demonstrar os efeitos
vasodilatadores de trés nitrocompostos arométicos: 2-nitro-1-feniletanona (NPeth),
1-nitro-2-propilbenzeno (Npben) e 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol (NPprop) em
artéria aorta de ratos. Ademais, foi investigado se o endotélio, oxido nitrico,
ciclooxigenase e nucleotideos ciclicos exerciam influéncia nesses efeitos inibitérios.
Evidenciamos que o0s trés nitrocompostos inibiram a resposta contratil causada pelo
recrutamento de canais para Ca®" dependentes de voltagem, mas ndo aquelas
resultantes de recrutamento de canais de Ca?* operados por estoque. Analisamos
também, através dos experimentos de simulacédo in silico, possiveis sitios de ligacdo
na enzima sGC para os nitrocompostos. O NPprop foi 0 que apresentou maior
poténcia e especificidade, fato este que resultou na sua escolha para a continuidade
do estudo relacionado a possivel participacdo da via guanilato ciclase-GMPc em
seus efeitos bem como comparar a vasodilatacdo em artérias de resisténcia (p. ex.
segundo ramo da artéria mesentérica). Para o NPprop, os efeitos sobre os
componentes de contracdo derivados do recrutamento de canais para Ca?* foi
dependente da participacdo da guanilato ciclase.

Ademais, o nitrocomposto Npben apresentou efeito bifasico (contracao
em baixas concentragdes e relaxamento em altas concentracdes) em aorta de ratos.
Este efeito contrati foi dependente do endotélio e parece ter relagdo com a
participacdo de canais catiénicos do tipo TRP (Al e V4).

Previamente, estudos realizados pelo nosso Grupo de Pesquisa
Farmacos e Musculo Liso (CNPqQ), ja demonstraram o efeito vasodilatador de alguns
nitrocompostos aromaticos com estruturas semelhantes aos abordados no presente
estudo, dentre eles, o estudo de Brito et al. (2013), foi o pioneiro em demonstrar, in
vitro, 0 mecanismo de acéo do nitrocomposto de origem natural 1-nitro-2-feniletano,
sendo evidenciado que seu efeito vasodilatador estava relacionado a estimulacdo da
via guanilato ciclase-GMPc, corroborando com estudos anteriores nos quais o 1-
nitro-2-feniletano foi capaz de promover hipotensdo e bradicardia, em ratos
normotensos (DE SIQUEIRA et al., 2010) ou hipertensos (INTERAMINENSE et al.,
2011). Em seguida, Arruda-Barbosa et al. (2014) propuseram avaliar o

nitrocomposto sintético 1-nitro-2-fenileteno, formado a partir da modificacdo quimica
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do 1-nitro-2-feniletano, no qual foi substituido a simples ligacdo entre os carbonos
(alcano) pela dupla ligacdo (alceno), tal restricdo conformacional promoveu melhor
interacdo com o0 receptor promovendo aumento da poténcia farmacolégica em 3,5
vezes do efeito miorrelaxante em artéria aorta de ratos. Entretanto, o efeito
vasodilatador relacionado a estimulacdo da via guanilato ciclase-GMPc néo foi
mantido apos a modificacdo da estrutura.

A partir dos estudos citados anteriormente, evidenciamos que o
acréscimo de uma ligacéo na cadeia alifatica (alcano = 1-nitro-2-feniletano — alceno
= 1-nitro-2-fenileteno) proporcionou um aumento na poténcia vasodilatadora, no
etanto, essa maior “rigidez” estrutural parece ter alterado sua capacidade de
estimular a sGC.

Sendo assim, recentemente, Brito et al. (2016) propuseram estudar, in
vitro, 0 mecanismo de acdo do nitrocomposto sintético 2-nitro-1-fenil-1-propanol em
artéria aorta de ratos, sendo evidenciado que a resposta miorrelaxante foi 7,7 mais
potente quando comparado com o 1-nitro-2-feniletano (BRITO et al., 2013): CEsp =
30,2 [25,5-35,7] UM vs. 231,5 [154,1-348,0] uM, respectivamente. Os mesmos
também comprovaram o envolvimento dos nucleotideos ciclicos nesse efeito
vasodilatador. Este achado possibilita discorrermos que o acréscimo do grupo
hidroxila (OH) e metil (CH3), além da manutencéo da simples ligacdo do grupo nitro
no segundo carbono da cadeia alifatica promoveu uma potencializacdo do efeito
relaxante e manutencao da participacdo da estimulacdo da sGC nestes efeitos, ou
seja, 0 acréscimo de estruturas apolares e a menor rigidez de ligagdo do grupo nitro
facilitam as mudancas conformacionais do nitrocomposto e isto parece ter relacéo
com a capacidade de estimular a sGC.

Neste contexto, Paulai; Serrano; Tavares (2009) acrescentam que a
modificacdo estrutural dos nitrocompostos, embasada em estruturas biologicamente
ativas, pode aprimorar suas atividades bioldgicas, essa afirmagé&o vai ao encontro da
hipétese que originou o presente estudo.

Destarte, inicialmente foi proposto avaliar quais o0s efeitos dos
nitrocompostos NPeth, Npben e NPprop em preparacdes submetidas a estimulos
eletromecanicos ou farmacomecanicos, sendo evidenciado com a adicdo dos
nitrocompostos  produziu vasorrelaxamento de maneira dependente de
concentracdo. No entanto, foram observadas diferencas em relagdo a poténcia e a

eficacia, uma vez que somente o0s nitrocompostos Npben e NPprop induziram
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relaxamento maximo. Além disso, foi observado que o Npben possui efeito bifasico.
Nas preparacbes contraidas com fenilefrina, o Npben induz inicialmente efeito
potencializador da contracédo, o qual é seguido de efeito relaxante nas mais altas
concentracfes. Esse efeito foi dependente do endotélio, uma vez que a retirada da
camada endotelial aboliu 0 mesmo. Para os outros nitrocompostos, a retirada do
endotélio ndo exerceu influéncia em suas respostas relaxantes. Além do mais,
observou-se que todos os nitrocompostos diferiram da resposta apresentada pelo
veiculo (DMSO) tanto para os estimulos contrateis mediante a adigdo de K* (60 mM)
quanto a PHE (1 uM), descartando assim, qualquer influéncia do veiculo nos efeitos
aqgui relatados.

Somlyo; Somlyo (1968) ressaltam a importancia de investigar efeitos
farmacoldgicos em preparagfes pré-contraidas com estimulos eletromecéanicos ou
farmacomecéanicos, ja que os mesmos exercem influéncia direta nas respostas
contrateis, atuando como vias importantes para o influxo de Ca* através da
membrana (WEBB, 2003). O acoplamento eletromecanico origina-se pelo aumento
nos niveis extracelulares de K', o que ocasiona uma menor diferenca de
concentragdo entre 0s meios externo (menos concentrado) e interno (mais
concentrado), ou seja, 0 potencial de membrana atinge valores menos negativos,
fato que promove a despolarizacdo da membrana (RIBEIRO-FILHO et al., 2012) e
abertura dos canais para Ca®** dependentes de voltagem. Em relacdo ao
acoplamento farmacomecanico, ele ocorre apds a adicdo de PHE (agonista oy-
adrenérgico) que se liga ao receptor adrenérgico localizado nha membrana celular, o
mesmo é acoplado a proteina Gag11, que, por conseguinte, estimula a fosfolipase C,
esta enzima cataliza o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em 2 segundos mensageiros:
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) - atua liberando o Ca®" do reticulo sarcoplasmatico, e o
diacilglicerol (DAG) - ativa a proteina quinase C, que fosforila proteinas alvo
especificas (SOMLYO; SOMLYO, 1998; WEBB, 2003).

Karaki et al. (1997) acrescentam que estes estimulos apresentam
contragcbes sustentadas, mas com caracteristicas diferentes. O estimulo
eletromecanico é abolido apds a retirada do Ca®* do meio extracelular ou através da
utilizacéo de bloqueadores de canais para Ca®" (p. ex. verapamil) (MCDONALD:;
PELZER; TRAUTWEIN, 1980), no entanto, o estimulo farmacomecéanico mantém

uma contracdo transiente mesmo apds a remocdo do Ca?* ou adicdo de
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bloqueadores de canais para Ca®’, mediante a liberacdo do Ca*' presente no
reticulo sarcoplasmético (WEBB, 2003).

A possivel participacdo do oxido nitrico e das prostaglandinas no efeito
vasodilatador dos nitrocompostos foi avaliada mediante uso de L-NAME, inibidor da
enzima oxido nitrico sintase (REES et al., 1990), ou indometacina, inibidor nao
especifico da enzima ciclooxigenase (LEVINE et al., 1972). Observou-se que, 0 pré-
tratamento com L-NAME ou indometacina ndo alterarou o efeito miorrelaxante dos
nitrocompostos NPeth e NPprop. No entanto, o efeito contraturante do Npben foi
inibido, tal achado sera abordado com mais propriedade posteriormente.

Corroborando com o presente estudo, Morgado et al. (2012) destacam
gue a estimulacdo da sGC provoca uma cascata intracelular com diferentes alvos
diretos e indiretos da PKG, que culminam com reducdo das concentracfes
intracelulares de Ca®" Nesse sentido, foi proposto investigar a participacdo dos
nucleotideos ciclicos nos efeitos dos nitrocompostos aromaticos, sendo observado
gue o pré-tratamento com inibidores da guanilato ciclase (ODQ ou Azul de Metileno)
ou adenilato ciclase (MDL-12,330A) inibiu significativamente o efeito vasorrelaxante
do NPprop, com deslocamento da CCE para a direita e aumento da CEso, sugerindo
assim, que a resposta vasodilatadora do NPprop parece envolver a ativacdo dos
nucleotideos ciclicos, e consequentemente, aumento da formacdo de GMPc e
AMPc. Adicionalmente, observou-se que o efeito contratii do Npben também foi
abolido ap6és o tratamento com os inibidores da guanilato ciclase ou adenilato ciclase
assim como o tratamento com TEA (dados ndo mostrados).

Os nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc, produzem relaxamento em varios
mausculos lisos (p. ex. traqueal, vascular, gastrointestinal) (MURAD, 1988). Tais
efeitos sdo equivalentes e estdo associados a formacdo da proteina quinase
dependente de GMPc (PKG) e proteina quinase dependente de AMPc (PKA), estas
proteinas quinases promovem alteracdo na sensibilidade da MLC, diminuindo a
fosforilagdo (MLCK) e/ou aumentando a desfosforilacdo (MLCP) das proteinas
contrateis, diminuindo a concentracdo intracelular de Ca** - promovendo
relaxamento (AKATA, 2007).

Morgado et al. (2012) coadunam quando afirmam que os nucleotideos
ciclicos sdo os principais segundos mensageiros relacionados a vasodilatagcéo, e
acrescentam que a elevacdo dos niveis intracelulares de GMPc ou AMPc
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representam uma estratégia efetiva em varios farmacos utilizados no tratamento de
doencas cardiovasculares.

Por conseguinte, foi avaliado se 0s nitrocompostos aromaticos exerciam
influéncia nos mecanismos contrateis que recrutam canais para Ca®* presentes na
membrana celular. Observamos que a adicdo dos nitrocompostos NPeth ou Npben
promove inibicdo da resposta contratil em resposta ao influxo de Ca®* pelos canais
VOC em anéis de artéria aorta (dados ndo mostrados), entretanto, sem alteracdo na
resposta contratii mediada pelos canais ROC (dados ndo mostrados). Apenas o
NPprop foi capaz de inibir a resposta mediada pelos canais VOC e abolir a resposta
contratil evocada pela via ROC. Também foi evidenciado que os nitrocompostos
estudados ndo exercem influéncia nas contracées mediadas pela adicdo de Ca®'
apos a deplecao dos estoques intracelulares - SOC.

Ressalta-se que o fon Ca®" é o principal estimulo contratil do musculo liso,
no masculo liso vascular existem dois tipos de estimulantes amplamente utilizados
para verificar as alteracdes na [Ca®];; os canais para Ca*" operados por voltagem
(tipo L) — ativados ap0s a despolarizacdo da membrana induzida pela adicdo de alta
concentracdo de K* e os canais para Ca** operados por receptor — ativados apds a
ligacéo do agonista (p. ex. norepinefrina ou fenilefrina) com o receptor a-adrenérgico
(BOLTON et al., 1988; KARAKI et al., 1997; WEBB, 2003). Outra via importante para
o influxo de Ca®" do meio extracelular sdo os canais para Ca®?" operados por
estoque, 0s mesmos s&o ativados apés a reducdo do Ca®" armazenado no reticulo
sarcoplasmatico, mecanismo denominado de entrada capacitativa de Ca*
(PUTNEY, 1990).

Karaki et al. (1997) destacam que a diminuicdo da [Ca®];

€ mediada pelo
retorno do Ca®" para o reticulo sarcoplasmatico e expulsdo para o meio externo
através das bombas presentes na membrana celular ou pelo trocador de Na*/Ca?".
Acrescenta-se que os segundos mensageiros IP3, DAG, AMPc e GMPc alteraram
estes mecanismos que participam da [Ca*']..

Como relatado anteriormente, a producdo dos nucleotideos ciclicos
promove diversos efeitos intracelulares que culminam com a diminuicdo da [Ca®"];
causando vasodilatacdo, dentre eles, podemos citar: inibicdo da ligacdo do IP3 com
seu receptor no reticulo sarcoplasmatico, hiperpolarizacdo através da abertura de
canais para K*, ativacdo da Ca**-ATPase, diminuicdo da sensibilidade das proteinas

contrateis e inibicdo dos canais VOC (LINCOLN; KOMALAVILAS; CORNWELL,
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1994). Sendo assim, objetivando avaliar como se comportava a resposta inibitoria do
NPprop no influxo de Ca®" frente & inibidores da guanilato ciclase ou adenilato
ciclase, as preparacoes foram tratadas com ODQ ou MDL-12,330A,
respectivamente, sendo evidenciado que o efeito inibitério do NPprop sobre os
canais VOC ou ROC foi revertido totalmente ap0s o tratamento com ODQ e
parcialmente com o MDL-12,330A.

De forma interessante, esta diminuicdo do efeito inibitério do NPprop foi
confirmada nos experimentos mediados pela liberacdo do Ca®" proveniente do
reticulo sarcoplasmaético (receptor de IP3), pois o tratamento com ODQ foi capaz de
reverter totalmente o efeito inibitério do NPprop, diferentemente das preparacfes
tratadas com MDL-12,330A, sugerindo maior participacdo da via guanilato ciclase-
GMPc-PKG nos efeitos do NPprop.

O estudo de Brito (2015) suporta esses achados, pois a atividade do
nitrocomposto  2-nitro-1-fenil-1-propanol estruturalmente analogo ao NPprop,
também envolveu a participacdo dos nucleotideos ciclicos, regulacdo da
sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®" e o influxo de Ca*" intracelular em
artéria aorta de ratos, sendo que, o tratamento com ODQ foi capaz de reverter seus
efeitos miorrelaxantes.

A guanilato ciclase destaca-se como principal enzima responsavel pela
conversdo de GTP em GMPc. Ishikawa et al. (1969) foram os pioneiros em destacar
seus efeitos em intestino de ratos, posteriormente, em 1977 Murad foi capaz de
demonstrar a ativacdo da guanilato ciclase através da adicdo de doadores de NO (p.
ex. nitroglicerina e nitroprussiato de sédio) (ARNOLD et al., 1977). A partir destes
achados, a comunidade cientifica tem intensificado a descoberta de novos farmacos
gue atuem na guanilato ciclase para o tratamento de doencas vasculares (COSTA,
2012). Existem dois tipos de guanilato ciclase: a particulada (ligada a membrana
plasmatica, insensivel ao NO) — ativada por peptideos natriuréticos, e a soluvel
(citosdlica, sensivel ao NO) — ativada pelo NO (ZHAO et al., 2000).

A guanilato ciclase é uma proteina heterodimera composta por 2
subunidades a e B que possuem quatro isoformas (ai, ay, B1, B2) (KOESLING et al.,
2004). Estruturalmente a guanilato ciclase € composta por um dominio catalitico
(porcéo C-terminal), uma regido de dimerizacao central e um segmento N-terminal
(local de ligagéo do grupamento heme composto por quatro nitrogénios que formam

uma estrutura em anel com o ferro e histidina-105, chamado de complexo
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pentacoordenado histidina-heme). Por sua vez, a ligacdo do NO com o grupo heme
forma o complexo hexa-coordenado histidina-heme-NO intermediario, que
rapidamente é clivado para o complexo nitrosil-heme pentacoordenado, promovendo
uma abertura entre o heme e a histidina gerando uma mudanca conformacional que
aumenta em aproximadamente 200 vezes a ativacdo da guanilato ciclase
(EVGENOQV et al., 2006).

Neste contexto, diversos estudos utilizam o inibidor ODQ para investigar a
participacdo da via NO/GMPc por conta da sua especificidade para a guanilato
ciclase (HWANG; WU; TENG, 1998; ZHAO et al., 2000), sendo capaz de se ligar ao
grupo heme e promover oxidacao, alterando assim o local de ligagdo do NO (ZHAO
et al., 2000). Os efeitos vasodilatadores e a suposta estimulacdo da guanilato ciclase
pelo NPprop recebem suporte nos experimentos in silico, nos quais o0s
nitrocompostos apresentaram locais de ligacdo proximos ao heme da guanilato
ciclase (obtida da cianobactéria Nostoc sp., que apresenta aproximadamente 35%
de semelhanca com a encontrada nos mamiferos) (TSAI et al., 2010), este dado
também foi confirmado quando utilizamos a estrutura da guanilato ciclase humana
(VASCONCELOS et al. 2018). Alem do mais, foi observado nos experimentos de
dindmica molecular que o NPPROP foi o nitrocomposto que apresentou maior
energia de ligacdo com a macromolécula de guanilato ciclase (NPprop = 392,5
kJ/mol; NPeth = 279,4 kJ/mol e Npben = 252,1 kJ/moINPPROP. O estudo de Brito et
al. (2013), também evidenciou que o nitrocomposto 1-nitro-2-feniletano tem seu sitio
de ligagdo préximo ao aminoacido ARG116, e seus efeitos estimulantes da guanilato
ciclase sdo heme-dependentes.

Corroborando com o presente estudo, Carvajal et al. (2000) ressaltam que
o IP3 é um dos alvos mais conhecidos da PKG, pois ele destaca-se como principal
responsavel pela liberagéo do Ca* armazenado nos estoques intracelulares, a PKG
inibe tanto sua ligagdo com o receptor localizado no reticulo sarcoplasmatico
(através da fosforilagdo da serina na posi¢cdo 1755 do receptor de IP3) quanto a sua
formacao pela fosfolipase C, proporcionando assim, a diminuicdo da [Ca®'], e
consequentemente, o relaxamento do muasculo liso vascular (KOMALAVILAS;
LINCOLN, 1994; CARVAJAL et al., 2000).

Como relatado anteriormente, no meio intracelular, o Ca** pode ser
liberado através dos receptores de IP3 (estimulados pela adicdo de PHE) ou de

ryanodina (estimulados pela adicdo de cafeina) presentes no reticulo
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sarcoplasmatico (BOLTON et al.,, 1988; KARAKI et al. 1997). Assim sendo, foi
avaliado se o NPprop também exerceria efeito nas respostas mediadas pela
ativacdo do receptor de ryanodina, fato este que ndo ocorreu, ja que a adicdo de
NPprop nédo alterou a resposta contratil quando comparado com o grupo controle,
diferentemente da resposta mediada pelo IP;. Nessa mesma direcdo, apenas
contracdes provocadas pela liberacdo de Ca®" intracelular (IPsR) induzidas pela
fenilefrina, mas ndo pela cafeina, foram seletivamente inibidas pelos doadores de
oxido nitrico ou Oxido nitrico (JI; BENISHIN; PANG, 1998). Como um todo, essas
conclusBes sdo consistentes com a hipotese de que a guanilato ciclase esta
envolvida com os efeitos vasorelaxantes do NPprop.

A liberacdo de Ca** pelo IPsR exerce influéncia em varias funcées do
musculo liso, incluindo contracdo, expressao génica, migracdo e proliferacéo,
adicionalmente, alteracfes patoldgicas na sinalizagdo do IP3R podem contribuir para
0 risco de desenvolvimento de algumas doencas (p. ex. asma, aterosclerose e
hipertensao) (ADEBIYI et al., 2010; NARAYANAN; ADEBIYI; JAGGAR, 2012).

E importante destacar que o estado contratii do musculo liso é
dependente da fosforilagdo da MLC, que é regulada pelo equilibrio entre a MLCK e
MLCP (CARVAJAL et al., 2000; WEBB, 2003). Nesse contexto, a PKG promove
relaxamento do musculo liso através da diminuicdo da sensibilidade das proteinas
contrateis, seja pelo aumento da atividade da MLCP, isto €, aumento da
desfosforilacdo da MLC, ou pela inibicdo da atividade da PKC (AKATA, 2007).
Sendo assim, foi avaliado se o NPprop poderia influenciar a resposta contratil apds o
tratamento com Ester de Forbol (ativador da PKC) ou Ortovanadato de Soédio
(inibidor da MLCP), NPpropsendo evidenciado que o NPprop foi capaz de inibir de
maneira dependente de concentracdo as respostas contrateis tanto para o DBF
guanto OS, em sequéncia, o tratamento com ODQ foi capaz de reverter a resposta
inibitoria do NPprop.

O EF e o OS atuam de forma sinérgica nos mecanismos que participam
maquinaria contratil intracelular, o primeiro ativa a PKC, proporcionando um
aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®", o segundo inibe a MLCP,
proteina responsavel por desfosforilar a cadeia leve de miosina (YU et al., 2004;
VASCONCELOS, 2013), portanto, ambos promovem contragdo muscular.

O 8-Br-GMPc (do inglés, 8-Bromoguanosine 3'5-cyclic monophosphate),
€ um analogo do GMPc capaz de ativar PKG (FRANCIS et al., 1988), relaxou a
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contracdo das células musculares lisas mediada pela proteina quinase C
(BONNEVIER; ARNER, 2004). O ortovanadato de sédio € um inibidor da tirosina
fosfatase e a fosforilagéo da tirosina aumenta a sensibilidade do Ca®* & contrag&o do
musculo liso vascular (MASUI; WAKABAYASHI, 2000). H& evidéncias de que o
GMPc ative as proteinas tirosina fosfatases nas células musculares lisas da aorta
(ZHUANG et al., 2011). Nossas descobertas atuais de que NPprop foi capaz de
relaxar as contracfes evocadas pelo ortovanadato de sédio de maneira dependente
do ODQ constituem uma evidéncia adicional para reforcar o envolvimento de
guanilato ciclase no componente de sensibilizacéo ao Ca?" na contracéo de aorta de
ratos.

O presente estudo também investigou os efeitos do NPprop em vasos de
resisténcia, experimentos  preliminares destacaram a  potencializacédo
(aproximadamente 10 vezes) dos efeitos vasorrelaxantes do NPprop no segundo
ramo da artéria mesentérica de ratos (artéria aorta CEsp = 444,93 [318,79 — 621,01]
MM vs. artéria mesentérica CEsp = 46,35 [30,71 — 69,93] uM), tais efeitos sao
interessantes clinicamente, pois as artérias de resisténcia estdo intimamente
relacionadas a manutencdo da pressédo arterial (CHRISTENSE; MULVANY, 2001).
Ressalta-se que a potencializacdo do efeito miorrelaxante em artérias mesentéricas
também foi encontrado nos estudos de Brito (2012) e Brito (2015), apresentando
CEso de: 43 [18,5 - 98,6] uM e 0,41 [0,31 - 0,55] uM, respectivamente, corroborando
com o presente estudo.

E notdrio que o aumento do conhecimento da relacio estrutura-atividade
de novos compostos que podem atuar na via guanilato ciclase/GMPc/PKG é
importante, principalmente, na busca de otimizacdo da poténcia, propriedades
farmacocinéticas e especificidade, além de possuirem amplo espectro de atuacdo
em DCV, tais como angina e hipertensdo (MORGADO et al., 2012; FOLLMANN et
al., 2013; DASGUPTA et al., 2015).

Paralelamente, despertou-nos o interesse por investigar o mecanismo de
acdo presente no efeito bifasico (1°: contracdo nas concentragdes iniciais e 2°:
relaxamento nas concentracdes mais elevadas) do Npben. Foi evidenciado nos
resultados iniciais que a retirada do endotélio e os tratamentos com L-NAME,
Indometacina, TEA (dados ndo mostrados), ODQ, AM e MDL, foram capazes de
reverter o efeito contratil inicial do NPBEN, a partir disso, foram formulados as

seguintes hipodteses: 1. O efeito bifasico estaria presente em preparagdes mantidas
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sob ténus basal?, 2. Se a concentracdo de K" for diminuida para 25 mM, sera
observado algum efeito contraturante?, 3. O tratamento com verapamil ou atropina
podera abolir o efeito contratil?

Sendo assim, primeiramente foi evidenciado que a adicdo de Npben nao
promove alteragdo no tonus basal de artéria aorta de ratos, entretanto, quando as
preparacées vasculares foram estimuladas com uma menor concentragdo de K* (25
mM) foi observado o efeito bifasico, fato este que nédo esteve presente quando as
preparacdes foram estimuladas com 60 mM de K. E provavel que esse efeito
diferente em condicBes contrateis estimuladas por alta ou baixa concentragéo de K*
podem estar relacionadas com a diferenca no potencial de equilibrio da membrana
(SOARES et al., 2007; RIBEIRO-FILHO et al., 2016). Também foi evidenciando que
o efeito contratil do Npben ocorre somente em preparacdes pré-contraidas.

De forma interessante, o estudo de Soares et al. (2007), no qual avaliou a
atividade relaxante de 3 estruturas analogas (estragol, eugenol [Figura 5I] e
isoeugenol) ao anetol (1-metoxi-4-(1-propenil)-benzeno; Figura 5H) em artéria aorta
de ratos, também evidenciou um efeito bifasico (contracdo em pequenas
concentracbes e relaxamento em altas concentracdes) ap6s a adicdo de
concentracdes crescentes e cumulativas do anetol (0,1 a 10* pM) em preparacées
estimuladas a contrair com 25 mM de K" ou 1 pM de PHE. Os mesmos autores,
destacaram que o efeito contratil foi mantido nas preparacfes mantidas sob ténus
basal e ap6s o tratamento com L-NAME (10 uM) e indometacina (10 uM), em
contrapartida foi abolido nas preparagfes tratadas com TEA, nifedipina (classe:
diidropiridina, bloqueador VOC) e diltiazem (classe: benzotiazepina, bloqueador
VOC) (SASEEN et al., 1996). Por fim, os autores concluiram que o efeito contratil do
anetol estava relacionado ao bloqueio dos canais para K* e a abertura dos canais
VOC causada pela despolarizacao.

A partir do estudo mencionado anteriormente, foi formulada a hipoétese
gue o efeito contratil inicial do Npben poderia esta relacionado a abertura dos canais
VOC, nesse sentido, as preparacbes vasculares foram submetidas ao tratamento
com verapamil (classe: fenilalquilamina, bloqueador VOC) (SASEEN et al., 1996),
sendo observado que ap6s a adicéo do bloqueador para canais de Ca®* a resposta
contratil inicial foi exacerbada (aumento de aproximadamente 100%) indo de
encontro ao efeito encontrado por Soares et al. (2007). O tratamento com atropina

também foi capaz de aumentar o efeito contratil do Npben, confirmando que este
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efeito contratil dependente do endotélio ndo envolve a estimulagdo dos receptores
muscarinicos (NISHIMURA et al., 1995) e o tratamento com verapamil e Npben
parece ter provocado uma alteracdo no equilibrio endotelial — proporcionando
aumento da resposta contratil. A partir desses resultados, foi formulada uma nova
hip6tese: o Npben poderia estar impedindo a liberagdo de NO endotelial, fato que
justificaria seu efeito contratil em baixas concentragfes?

Curiosamente, esta exacerbacdo do efeito contratil também ocorreu na
curva concentracao-efeito para o L-NAME (1-300 uM) em preparagdes pré-tratadas
pelo verapamil — demonstrando que o efeito contréatil ndo envolve o influxo de Ca?*
através do canal operado por voltagem tipo-L (VASCONCELOS et al.,, 2016),
provavelmente este efeito pode estar relacionado a capacidade do Npben esta
“sequestrando” NO.

Furchgott; Vanhoutte (1989) destacam a importancia do endotélio na
modulagdo do tonus vascular, podendo atuar liberando fatores relaxantes (p. ex. NO,
fator hiperpolarizante dependente do endotélio, prostaciclina) ou contraturantes (p.
ex. fator contratil derivado do endotélio - endotelina, tromboxano A;). Fatores de
contracdo dependentes do endotélio (EDCF, do inglés endothelium-derived
contracting factor) podem causar vasoconstricdo por ativacdo de receptores TP nas
células musculares lisas vasculares, antagonistas seletivos destes receptores
previnem contracdes dependentes do endotélio (VANHOUTTE; FELETOU; TADDEI,
2005), sendo assim, realizamos uma serie de experimentos com o U-46619 (analogo
de tromboxano A;) para verificar se a resposta contratil do Npben tinha relacdo com
fatores contraturantes dependentes do endotélio, para nossa surpresa o Npben foi
capaz de promover o relaxamento completo nas prepara¢des contraidas pelo U-
46619 (0,3 pM) sem demonstrar o efeito bifasico, no entanto, este resutado n&o
ocorreu quando substituimos o Npben pelo L-NAME, sugerindo que o Npben pode
estar atuando em outras vias no endotélio.

O Tromboxano A2 (TxA,) — um fator de contragédo derivado do endotélio -,
€ capaz de interagir com vias de sinalizacdo tipicamente associadas ao fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e modular a hiperpolarizacdo das
células do musculo liso vascular e/ou musculares lisas mediada pela abertura de
canais de K* ativados por Ca** (KCa?") , bem como a subsequente conducéo de
hiperpolarizacdo através de jungcbes comunicantes (FELETOU; HUANG;

VANHOUTTE, 2011). Isto explica, em parte, a influéncia do TEA na resposta
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contratil do Npben, sendo assim, propusemos avaliar os canais de K de baixa
condutancia ativados por Ca®*, para tanto, tratamos as preparacdes com apamina
(0,5 yM, dados ndo mostrados) antes da adicdo de Npben. Nestas condicbes, o
efeito contratil do Npben né&o foi aterado, fato que se manteve quando utilizamos o
antagonista seratrodast (receptor TP).

Peach et al. (1987) destaca o papel do Ca** no fator de relaxamento
derivado do endotélio (NO), atuando como um sinalizador celular, e que ha um
equilibrio entre os efeitos de contracdo e relaxamento dependentes do endotélio.
Isto reforca nossos resultados, pois quando bloqueamos o canal de calcio com
verapamil interferimos na homeostase endotelial, podendo estar ocasionando um
estresse oxidativo (PECHANOVA; SIMKO, 2007).

Earley (2012) destaca que ha ativacdo dos canais TRP no processo de
estresse oxidativo. A superfamilia do receptor de potencial transitério (TRP, do
inglés transient receptor potential cation channel) dos canais de cations compreende
28 membros designados para seis subfamilias (TRPA, TRPC, TRPM, TRPN, TRPP
e TRPV). A subfamilia anquirina (A) é a menor e é composta apenas por um unico
membro - TRPAL. Os ativadores do TRPAL1 estdo sendo investigados pela influéncia
do influxo de Ca®" e controle vascular (EARLEY, 2012). Sendo assim, o presente
estudo avaliou a participacdo dos canais TRP nos efeitos contrateis da Npben.

O canal TRPV (vaniléide) é dividido em seis tipos: TRPV1 até TRPV6, e
pode ser subdividido em dois grupos: TRPV1 a 4 (canais sensiveis a temperatura) e
TRPV5 a 6 (insensiveis as variacfes de temperatura). O canal TRPV4 possui uma
ampla distribuicdo tecidual, sendo detectado no rim, musculo liso das vias aéreas,
cérebro, pele, endotélio vascular, coracdo, dentre outros (LIEDTKE et al., 2000;
WATANABE et al., 2002; VINCENT; DUNCTON, 2011), sendo fosforilado pela Src
(proteina tirosina quinase nao receptora), PKC, PKA e lipidios enddgenos (XU et al.,
2003; FAN; ZHANG; MCNAUGHTON, 2009).

No presente estudo, foi demonstrado que o pré-tratamento das
preparacdes com os bloqueadores vermelho de ruténio (RR; NAGATA et al., 2005;
TRPA1 e TRPV4) ou HC-030031 (HC; EID et al., 2008; TRPA1) inibiu o efeito
contratril do Npben, além do mais a resposta do vermelho de ruténio promoveu um
desvio da curva para a direita, sendo confirmado por um aumento significativo nos
valores de CEs5p (RR = 2085,72 [1703,33 - 2554,46] uM vs. HC = 525,68 [387,61 -
712,85] uM). Quando pré-tratamos as preparagées com verapamil (10 yM), o RR
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aboliu o efeito contrétil, e esses efeitos ocorreram parcialmente nas preparacdes
tratadas com HC-030031.

Vincent; Duncton (2011) destacam que o RR também possui a
capacidade de bloguear o TRPV4, sendo este canal responsavel pela
mecanossensibilizacdo do endotélio vascular. A literatura aponta a importancia da
integridade dos canais TRPV4 para o correto funcionamento do EDHF (GOTO;
OHTSUBO; KITAZONO, 2018), e que a diminuicdo de sua expressao endotelial
juntamente com um comprometimento do EDRF estdo presentes em animais
hipertensos (SEKI et al., 2017). Tal achado pode explicar a resposta divergente
entre os antagonistas RR e HC, pois o0 RR apresentou maior espectro de acédo do
que o HC. Por fim, nossos resultados mostraram que o Npben promoveu
vasodilatacdo completa no musculo liso arterial e o efeito contratil do Npben (em
concentracbes mais baixas) € dependente do endotélio e foi parcialmente
evidenciado pela capacidade de estimular canais TRP (Al e V4).

Estudos de rastreamento farmacologico, como o ora apresentado, podem
ser realizados em varios ensaios (p. ex. nivel molecular, celular, em animais,
simulacdo computacional) com o intuito definir a atividade e seletividade do farmaco.
Inicialmente devem ser avaliadas as respostas em animais normais, além da andlise
computacional para melhor compreensédo da interacao entre o farmaco e o receptor.
A partir destes achados, podem ser realizadas modificacdes quimicas para atingir
propriedades farmacodindmicas ou farmacocinéticas mais favoraveis. O resultado
deste procedimento de triagem (pode ser repetido com analogos ou congéneres da
molécula original) € chamado composto lider (KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014).

O presente estudo demonstrou que 0s nitrocompostos apresentaram
propriedades vasodilatadoras. Contudo, apenas as acgfes relaxantes do NPprop
parecem ser mediadas pela ativacdo da via sGC, achados suportados pelos
experimentos de simulagdo computacional.

A presenca de substituintes na cadeia alifatica interferiu diretamente nas
propriedades farmacologicas desses nitrocompostos com comprometimento no
efeito relaxante em aorta de ratos.

Novas abordagens direcionadas para compreensdo dos seus efeitos in
vivo, assim como, suas implicacbes em modelos experimentais de DCV ou o

desenvolvimento de novas estruturas podem ser realizados.
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7 CONCLUSOES

Os nitrocompostos NPeth, Npben e NPprop possuem efeito vasodilatador
em aorta de ratos, mas apenas as acdes relaxantes do NPprop parecem ser
mediadas pela via guanilato ciclase.

O efeito vasodilatador do Npeth e NPprop nédo envolveu a participacao do
endotélio, oxido nitrico sintase e ciclooxigenase.

O Npben apresenta efeito bifasico, contratil em concentragbes baixas e
vasodilatador em altas concentracdes. Evidenciou-se que o efeito contratil do Npben
€ dependente do endotélio e foi parcialmente evidenciado pela capacidade de
estimular canais TRP (Al e V4).

O NPprop foi capaz de abolir a resposta contratil mediada pelo influxo de
calcio do meio extracelular (canais para calcio operados por voltagem e por
receptor), além de inibir a resposta mediada pela liberacdo do célcio intracelular
através dos receptores de IP3, assim como, inibiu a resposta contratil mediada pelo
aumento da sensibilidade dos filamentos contrateis ao Ca®".

O pré-tratamento com o inibidor da guanilato ciclase (ODQ) aboliou os
efeitos inibitérios do NPprop, tal achado foi suportado pela interacdo com a enzima

guanilato ciclase soluvel nos experimentos in silico.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Feywards: Compounds containing a nitro group may reveal vasodilator properties. Several nitro compounds have a NO,
Isclated aotta group in a short aliphatic chain connected to an aromatic group. In this study, we evaluated in rat acrta the
Nitro compounds effects of two nitro compotmds, with emphasis on a putatve recruitment of the soluble guanylate cyclase (sGC)
Soluble guanylate cyclase

pathway to induce vasodilation. Isolated aortic rings were obtained from male Wistar rats to compare the effects
induced by 2nitro-1-phenylethanone (NPeth) or 2-nitro-2-phenyl-propane-1,3-diol (NPprop). In aortic pre-
parations contracted with phenylephrine or KQ, NPeth and NPprop induced vasorelaxant effects that did not
depend on the ntegr ity of vascular endothelium. NPeth had alesser vasorelaxant efficacy than NPprop and only
the NPprop effects were inhibited by pretreatment with the sGC inhibitors, 1H-[1,2.4]oxadiaz olo[4,3-alqui-
noxalin-1-one (0DQ) or methylene blue. In an ODQ-preventable manner, NPprop inhibited the contractle
component of the phenylephrine nduced response mediated by Intracellular Ca®* release or by extracellular
Ca®™" recruitment through receptor- or voltage-operated Ca®* channels. In contrast, NPprop was inert against
the transient contraction induced by caffeine in Ca®*-free medium. In an ODQ-dependent manner, NPprop
inhibited the contraction induced by the protein kinase C activator phorbol 12,13-dibutyrate or by the tyrosine
phosphatase nhibitor sodium orthovanadate. In silico docking analysis of a sGC homologous protein revealed
preferential site for NFprop. In conclusion, the nitro compounds NPe th and NPprop induced vasorelaxation in rat
aortic rings. Aliphatic chain substituents selectively interfered in the ability of these compounds to induce va-
sorelaxant effects, and only NPprop relaxed aortic rings via a sGC pathway.

Vasorelaxant effects

1. Introduction 2.phenylethane also exerted sGC-dependent cytoprotective effects in

mice pancreatic acinar cells subjected to an experimental model of

Nitro compounds may have vasodilator effects in isolated vessels.
Some of these compounds share a common property of possesing a
NO9 group in a short aliphatic chain connected to an aromatic ring
(Fig. 1). Surch a configuration is probably involved in the alleged ability
to produce their vasodilator effects by stimulating a soluble guanylate
cyclase (sGC) pathway that increases the levels of cyclic guanosine 3,5
monophosphate (cGMP), a second messenger with relaxant properties
on smooth muscle cells (Ignarro et al., 1987). In fact, the nitro com-
pound 1-nitro-2-phenylethane (Fig. 14) potently relaxed rat aortic rings
and augmented the levels of cGMP in rat aorta homogenates, effects
that were not observed in the presence of the sGC inhibitor 1H-[1,2,4]
oxadiazolo[4,3-¢] quinoxalin-1-one {ODQ) (Brito et al, 2013). 1-Nitro-

taurocholate-induced pancreatitis, revealing that its ability to stimulate
sGC may be of interest in other physiological systems than the vascular
smooth muscle (Cosker et al., 2014).

The presence of unsaturated carbons in the aliphatic chain may
interfere with the pharmacological properties of nitro compounds. A
double bond between carbon a and f in the aliphatic chain tumed the
relaxant effects of 1-nitro-2-phenylethene (Amuda-Barbosa etal., 2014)
and trans-4-methyl-B-nitrostyrens (Tedfilo et al., 2017) refractory to
treatment with ODQ, findings sug gestive that a confonmational freedom
in the alkane moiety is necessary to sGC recruitment. Other mnitro
compound with vasodilator properties, 2-nitro-1-phenyl-1-propanol
relaxed rat aocrta with a mechanism partially attributable to cGMP
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Fig. 1. Chemical structure of the niiro compounds 1-nitro-2-phenylethane (A),
Zaitro-1-phenylethanone (NPeth; B) and 2-nitro-2-phenyl-propane-1,3-diol
(NPprop; C).

production (Brito et al, 2016, 2017).

The present study was designed to evaluate whether aliphatic chain
substituents are involved in the putative ability of two nitro compounds
to produce vasodilator effects via sGC For this purpose, the effects of 2-
nitro-1-phenylethanone (NPeth, Fig. 1B) and 2-nitro-2-phenyl-propane-
1,3-.diol (NPprop, Fig. 1C) were tested on the contractility of rat aorta.
As the other nitro compounds previously studied by our research group,
we hypothesized that NPeth and NPprop exert myorelaxant effacts.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (240-280 g) were obtained from the institutional
vivarium of the Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Ceard (Fortaleza, Brazil). Animals were kept under con-
ditions of constant temperature (22 + 2°C) with a 12h light/12 h dark
cycle and free access to food and water, Our institutional Animal Ethics
Committee approved this study (CEUA #85/15) in accordance with the
Ethical Principles for Care and Use of Laboratory Animals of the
Brazilian National Council for Animal Experimentation (RN12/2013).

2.2, Experiments with aortic rings

Aortic rings were obtained from rats previously anesthetized with
tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.; Sigma-Aldrich, Milwankee, W1, USA)
and euthanized by exsanguination. The thoradc aorta was quickly re-
moved and immersed in Krebs-Henseleit sclution at room temperature
to be cut in ring-like segments (1 » Smm). Each aortic ring was
maintained in a Sml glass bath chamber filled with Krebs-Henseleit
solution at 37 *C under continuous bubbling with carbogen mixture (5%
€04 in O, pH 7.4). Two parallel stainless-steel rods passed through the
Tumen of each ring preparation suspended the isolated tissues into the
bath in order to allow applying a hasal tension of 1 g. For this purpose,
ane stainless-steel rod was attached to a fixed pin in the bath chamber
and the other to a force transducer connected to a data acquisition
system (Powerlab 8/30, AD Instruments, Australia). If necessary, ad-
justments in the basal tension occumed 2 or 3 tmes during an
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equilibrium time of 1 h.

Before each experiment, reference contractions were evoked with
&0mM K added directly into the bath. This procedure was repeated
until two consistent reproducible contractions were recorded in each
preparation. Such contractions served as reference to express the sub-
sequent contractile/relaxing responses in the acrtic rings. Endothelium
removal was pharmacologically confirmed in some aortic rings con-
tracted with phenylephrine (0.1 pM) that did not relax after the addi-
tion of acetylcholine (1 pM).

2.3. Experimentnl protocols

Concentration-effect curves were obtained by exposing aortic pre-
parations to increasing concentrations of NPeth or NPprop, which were
cumulatively added on the steady state of contractions indoced by
60mM KCl1 or 1pM phenylephrine. Similar experiments were con-
ducted with the vehicle. Mechanical removal of the endothelium
evaluated the involvement of the endothelial layer in the effects of
NPeth and NPprop.

A separate set of aortic rings was maintained under Ca®*-free
conditions (physiclogical sohition without CaCly containing 0.2mM
ethylene  glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N*N"tetraacetic  acid
(EGTA). In Ca**-free medium, such preparations were stimulated to
contract with the addition of increasing concentrations of CaCly
(0.1-20mM), a procedure performed in the presence of 60mM KO or
10pM phenylephrine (in the presence of 1 pM verapamil) to activate a
contractile response induced by voltage- or receptor-operated pathway,
respectively. The recmitment of these contractile pathways were
evoked in the absence or in the presence of NPprop.

The effects of NPprop were tested on phasic contractions elicited by
1uM phenylephrine or 20mM caffeine under Ca®*.free conditicns.
Additional experiments in Ca®* -free medium evaluated the effects of
NPeth and NPprop on contractile responses induced by activating
protein kinase C or inhibiting tyrosine phosphatase with 1 pM phorbol
12,13-dybutyrate or 3mM sodium orthovanadate, respectively, with
emphasis in the role of sGC in the relaxant e ffects of NPeth and NPprop.

2.4. Drugs

NPeth (CAS 614-21-1), NPprop (CAS 5428-02-4), dimethyl sulf-
oxide (DMSO; CAS 67-68-5), acetylcholine chloride {(CAS 60-31-1),
phenylephrine hydrochloride (CAS 61-76-7), ODQ (CAS 41443-28-1),
methylene blue (CAS 122965-43-9), EGTA (CAS 67-42-5), verapamil
hydrochloride (CAS 152-11-4), caffeine (CAS 58-08-2), phorbal 12,13-
dybutyrate (CAS 37558-16-0), sodium orthovanadate (CAS 13721-39.
&) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Lovis, MO, USA). NPeth and
NPprop were dissolved at a high concentration in the physiological
solution with 5% DMSO. Solution was sonicated immediately before the
use, The maximum concentration of the vehicle in organ bath was
0.02% (v/v).

2.5. Moleculor docking and dynamic simulations

Molecular docking experiments were performed using the software
SurFlex (Jain, 2003) to predict the binding site of the NPeth and
NPprop in the human regulatory subunit of the sGC. Human sGC
structure was modelled by homology using the software Yasara (Krieger
and Vriend, 2014) and the crystal strocture of the H-NOX sGC domain
from Nostoc sp. (PDB 3TF8) as template. Before docking experiments,
the modelled structure was submitted to a dynamic simulation using
the software Yasara with the YAMBER3 force field. A simulation cell
was defined at 5 A around all residues of the sGC structure and filled
with water molecules and Na/Cl counterions to reach the neutraliza-
tion. Simulation of 50ns at 298 K was performed and states were col-
lected each 100ps. The Gromacs package through the linkage method
(g cluster module) was used to clusterize the states obtained from the
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trajectory simulation. After that, putative cavities for ligand binding
were identified for each middle structure of each cluster using the
PyMOL plugin KVFinder (Oliveira et al, 2014). KVFinder parameters
was set up as follows: probe in = 1.4 A; probe out = 15 &; and grid
=0.5A. Finally, the residues bordering putative ligand binding sites
were used as input to SurFlex program, and docking experiments were
performed for each cavity using accurate pose predictions parameters
set (pgeom). The bast scored docking complex of each ligand in the sGC
structure was subjected to a brief dynamic simulation of 30ns and the
binding energy of the ligands during the simulation was determined
using Yasara, When more positive is the binding energy, more favorable
is the interaction between the ligand and the sGC macromolecule.

2.6. Free energy colcrdation

Free energy of binding for each ligand-protein complex was com-
puted using the GPU-accelerated open source code YANK which per-
forms alchemical binding free energy calculations (Wang et al.,, 2013).
Previously to YANK simulation runs, Antechamber package was used to
parametrizing ligand atoms and missing force field parameters were
estimated by PARMCHK module according to the General AMBER force
field (GAFF) (Case et al., 2005; Wang et al, 2013). Additionally,
parameter s=t for the heme group of sGC protein was obtained from
Amber parameter database (Bryce group, University of Manchester,
http://research.bmh.manchester.ac.uk/bryce/amber/). The tLEaP pro-
gram from AMBER, generated topology and coordinate parameter files
for the system. For this, protein and its complex with ligands were
previously neuntralized with counterions and then solvated with a sol-
vent box (12 A) using TIP3P water models. Alchemical free energy
calculation muns and analysis were performed using YANK.

2.7, Statistical analysis

All data were expressed as means + the standard emror of the mean
(S.E.M.) followed by the number of experiments (n). The ECgy values
were caloulated by interpolation from semi-logarithmic plots and were
reported as geometric means [95% confidence interval]. They were
compared using the Mann-Whitney U-test. Contractile responses of the
aortic tissues were quantified and normalized as a percentage of the last
contractile response to KC1 (60 mM) or phenylephrine (1 pM) obtained
after the equilibration period. Significance of the results was de-
termined vsing one- or two-way analysis of variance (ANOVA) and
followed by a multiple comparison test as appropriate. Statistical sig-
nificance was accepted when P < 0.05.

3. Results

3.1. Reloxant effects of NPeth and NPprop on aortic rings contracted with
K or phenylephrine

At the concentration range used (1 pM to 3 mM), NPeth relaxed rat
aortic rings previously contracted with 60mM K* (Fig. 2A and B) or
1 pM phenylephrine (Fig. 2C). At 3 mM, it maximally relaxed KCl- or
phenylephrine-induced contractions in endothelinm-intact preparations
to 369 + 12.8% (n =8) and 40.0 + 8.5% (n= 12), respectively,
values not significantly different when compared one ancther
(P > 0.05, two way ANOVA and Holm-Sidak). In endothelium-de-
nuded aortic rings, maximal relaxant effects induced by NPeth were
55.3 *+ 24 (n=6; Fig. 2B) and 27.3 =+ 6.6% (n = 6; Fig. 2C) for
contractions induced by 60mMK™ or 1 pM phenylephrine, respec-
tively. Such values did not differ in the comparison with the respective
values recorded on endothelium-intact preparations (P > 0.05, two
way ANOVA). In contrast, NPprop (1 pM to 3mM) produced full re-
laxation on endothelium-intact aortic rings contracted by KCI (Fig. 2D
and E) or phenylephrine (Fig. 2F) with CEsp of 4127 [283.9 — 600.1]
(m =8) and 444.9 [318.8 — 621.0] pM (n = 16), respectively, vales

107

Eurgpean Journal of Pharmacology 830 (2018) 105-114

without significant difference compared one another (P > 0.05, Mann-
‘Whitney). In endothelium-denuded preparations, the values of CEsy for
NPprop were 575.0 [387.5 - 853.3] (n = 6) and 584.7 [514.0 - 664.9]
{n = 11), respectively, which did not differ when compared with the
respective values on endothelium-intact aorta (P > 0.05, Mann-
Whitney).

3.2, Evaluntion of the sGC involvernent in the relaxant effects of NPeth and
NPprop on phenylephrine-stimulated aortic rings

In the presence of 10pM ODQ or 10pM methylene blue, two sGC
inhibitors, the maximal relaxing effects of NPeth (1 pM to 3 mM) on
phenylephrine-induced contractions was 467 * 5.9% (n=8) and
482 + 6.9% (n = &), respectively (Fig. 34). Such values did not differ
from the aortic preparations relaxed by NPeth alone (40.0 + B.5%;
n=12; P > 0.05, two way ANOVA). In the presence of 10pM ODQ or
10pM methylene blue, NPprop (1pM to 3 mM) induced full relaxant
effects (Fig. 3B), but with CEsp of 1.7 [1.3 =211 (n = 6) and 1.3 [1.1 -
1.5]1 mM (n = 7), respectively, values significantly higher than the CEg,
recorded in the absence of the sGC inhibitors (P = 0.05, Mann-
‘Whitney).

3.3. Insilico evaluation of the putative interaction of NPeth and NPprop
with the sGC

Molecular dynamics simulation (50 ns at 293K) of the modelled
human sGC collected 500 states that were clusterized in 36 structures
with root-mean.square deviation (RMSD) mnging from 0.583 to 1.443
A. For each sGC structure, KVFinder identified 12-21 cavities. The best-
scored binding site predicted by Surflex for NPeth was located in a
cavity that included the heme group of the sGC, as showed in Fig. 4A.
Although dose to the heme group, NPprop presented its most favorable
docking site in a different cavity located in a region next to the fsheets
of the sGC regulatory subunit (Fig. 4A), which is related to the heme
binding maotif (Evgenov et al., 2006). From the best scored protein-li-
gand docked complex, Fig. 4B shows a 30 ns simulation binding energy
profile for each ligand to sGC. NPprop presented a wider range of states
with high binding energy values in comparison to NPeth. The most
energetically favorable state was detected for NPprop with maximal
binding energy of 386.2 kJ/maol, although the median binding energy
appeared quite similar for both ligands (296.2kJ/mol for NPprop and
298.9 kJ/maol for NPeth; Fig. 4B).

From the highest binding energy state, we evaluated the closest sGC
Tesidues (up to 5 &) selected in the predicted binding site for NPprop or
NPeth (Fig. 4C). The interaction of NPeth with the pocket close to heme
of the sGC was mostly driven by hydrophobic motifs of isoleucine,
leucine, valine and phenylalanine. Its ketone group was in close contact
with the iron-photoporphyrin of sGC while the NO; group pointed to
C78. In contrast, NPprop putatively established polar contacts in its
binding site. Hydrogen bonds were observed between both hydmoxyl
groups of NPprop and the residues R139 and 5137 of sGC The NOa
group of NPprop revealed a polar contact with T177 residue, while the
phenyl group was directed to V146. Based on the YANK alchemical
calenlations, free energy of binding for NPprop was lower (AG of
—22.566 * 0.552kcal/mal) than to NpPeth  (AG of
—12.138 * 0.254kcal/mal).

3.4. Reversal by ODQ of the inhibitory effects of NPprop on the contractions
mediated by recruitment of Ca®* from the extracellular medium

In Ca®* -free madium, aortic rings were stimulated with 60 mMK*
(Fig. 5A and B) or 10pM phenylephrine (in 1 pM verapamil-containing
medium; Fig. 5C and D) and no sustained contraction was observable
until the addition of increasing concentrations of CaCl; (0.1-20 mM).
At 20 mM Ca®*, maximal contractions comesponded respectively to
129.0 + 4.%% (n = 16; Fig. SE) and 68.6 + 6.7%(n = 20; Fig. 5G) of
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Fig. 2. Relaxant effects of NPeth and NPprop on aortie rings contracted with KCI or phenylephrine. Panel A and D show typleal experimental traces with the relaxing
effects catised by the cumulative addidon of NPeth (A) or NPprop (B) (both in the concentration range of 1M to 3 mM) on the steady state of a contraction nduced
by 60 mM KCI (K™, A). Experiments were condiseted in endothelivim-intact [(+) Endothelium] or endothelium-denuded [(-) Endothelium] aortic rings (panels B-C
and E-F) and panels B and E show the respective mean values of the relaxant effects. In C and F, graphs with the relaxant effects induced by NPeth or NP prop,
respectively, In aortie fings previously contracted with 1 pM phenylephrine (PHE). Graphs are means + standard error of mean (S.EM),n = number of exper iments.

areference contraction induced by 60mM KCl and 1 pM phenylephrine
in Ca®*-containing medium. In preparations treated with 1pM ODQ
(Fig. 5B and D), maximal Ca® *-induced contractions were 114.2 + 6.4
(n = §; Fig. 5F) and 1184 =+ 12,7% (n = 14; Fig. 5H) for aortic rings
stimulated with K* or phenylephrine, respectively. In the absence of
0ODQ, 600 pM NPprop significantly decreased the Ca**-induced con-
tractions to 34.0 * 9.9 (n = 7) in aortic rings stimulated with KCI
(Fig. 5E) and 3.6 = 3.3% (n=7) in preparations stimulated with
phenylephrine (P < 0.05, two-way ANOVA and Holm-Sidak; Fig. 5G).
In contrast, in aortic rings simultaneously treated with 1 pM ODQ and
600 puM NPprop, maximal contractions at 20 mM Ca®* corresponded to
874 + 5.6 (n = 8; Fig. 5F) and 90.5 = 14.8 (n = §; Fig. 5H) for sti-
mulus with KCl or phenylephrine, respectively. Such values did not
differ from the contractile response to 20mM Ca®* in preparations not
treated with NPprop in the absence of ODQ (P > 0.05, two-way
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ANOVA and Dunn).

3.5, Inan ODQ-preventable manner, NPprop inhibited the phasic
contractions induced by phenylephrine in Ca” ¥ -free medium

Phasic contractions were induced by 1 pM phenylephrine (Fig. 6) or
20mM caffeine in aortic rings maintained in Ca®*-free medium with
1mM EGTA. Such contractions corresponded respectively to
361 = 2.0 (n=7; Fig. 6C) and 19.6 * 2.6% (n = 10, Fig. 6D) of a
reference contraction indoced by 60mM KCl in ca? *.containing
medium. In the presence of 600 pM NPprop (Fig. 6A), the contraction
induced by phenylephrine significantly decreased to 1.6 + 0.3%
(P = 0.001, unpaired t-test; Fig. 6C), whereas the transient contraction
induced by caffeine (200 + 1.2%, n=9; Fig. 6D) remained sig-
nificantly unaffected (P > 0.05, unpaired ttest). In the presence of
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Fig. 3. Evaluation of the sGC involvement in the relaxant effects caused by
NPeth and NPprop on phenylephrine-stimulated aortic rings. Graphs showing
the relaxing effects caused by the cumuladve addition of NPeth (1 M to 3mM,
panel A) or NPprop (1 pM to 3 mM; panel B) on the steady state of a contraction
induced by 1pM phenylephrine (PHE) in endothelium-intact aortic rings.
Experiments were conducted In the absence or In the presence of 10 pM ODQ or
10pyM methylene blue (ME). Graphs are means + standard error of mean
(8.EM.), n = numnber of experiments.

1puM ODQ (Fig. 6B), magnitude of phasic contraction induced by
phenylephrine (40.4 + 4.3%, n = 8; Fig. 6C) remained significantly
(P > 0.05, unpaired ttest) unaltered by treatment with 600pM
NPprop (426 * 6.0%; n = § Fig. 6C).

3.6. NPprop inhibited, in an ODQ-preventable manner, the contractions
mediated by phorbol 12, 13-dybutyrate or sodium orthovanadate in Ca®* -
Sfree medium

Under Ca®*-free conditions, endothelium-denuded acrtic rings
contracted tonically in response to 1pM phorbol 12,13-dybutyrate.
Soch contraction relaxed by treatment with NPprop (100pM to 3mM)
to achieve a value of 3.2 + 2.5% (n = 8; Fig. 7A) of its control value
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when NPprop was at 3mM (P < 0.05, one-way ANOVA and Holm-
Sidak). In the presence of 10 pM ODQ, the relaxant effect of 3mM
NPprop was abolished and the contraction remained with a magnituda
of 91.1 + 9.1% (n = 7; Fig. 7B). In Ca®*-free medium, NPprop
(100 pM to 3mM) reversed the contraction induced by 3 mM sodium
orthovanadate (Fig. 7C). The relaxing effect was significant from
100pM and at 3mM NPprop reduced the sodium orthovanadate-in
duced contraction to 7.3 * 3.1% (n=10) of its control value
(P = 0.05, one-way ANOVA and Holm-Sidak; Fig. 7C). In ODQ-treated
preparations, the relaxing effect was significant only from 1 mM and at
3mM NPprop relaxed the sodium orthovanadate-induced contraction
to47.1 = 14,1% (n = 7 P = 0.05, one-way ANOVA and Holm-Sidak;
Fig. 7D).

4. Discussion

This study revealed the vasorelaxant properties of the nitro com-
pounds NPeth and PNprop on isolated rat aorta. The effects did not
depend on the integrity of the endothelial layer and, particularly, the
relaxant actions caused by NPprop decreased in the presence of ODQ.
Such findings suggest that the effects of NPprop involved participation
of a sGC pathway on vascular smooth muscle cells, a mechanism not
recruited by NPeth to induce vasodilatation. Our findings also reinforce
the hypothesis that the aliphatic chain directly interferes with the
ability that nitro compounds possess to recruit sGC in order to induce
vasodilatation. This paper has limitations in that it has only focused on
the putative pharmacological properties of NPprop and NPeth. It has
not considering the putative toxicity of the studied compounds.

The myorelaxant effects of NPeth occurred with a lesser potency
compared with the relaxation induced by NPprop. At the highest con-
centration, NPeth relaxed only partially aortic rings previously con-
tracted by KCl or phenylephrine, whereas a full relaxant response oc-
curred with NPprop. Vahes of CEgy to relax KCI or phenylephrine-
induced contractions did not differ for NPprop. Maximal relaxant ef-
fects achieved by NPeth were also not significantly different for KCI1- or
phenylephrine-induced contractions. For that reason, the vascular ef-
fects of these nitro compounds could not be attributable to a selective
antagonism on adrenergic receptors. In fact, KCl-elicited contractions in
rat mesenteric vessels did not relax when tested in the presence of an
antagonist of a-adrenergic receptors such as prazosin at concentrations
able to induce full relaxation on phenylephrine-induced contractions
(Fonseca-Magalhies et al., 2011).

1-Nitro-2-phenylethane is the meference molecule for NPeth and
NPprop. Rat acrtic rings contracted by phenylephrine fully relaxed in
the presence of l.nitro.2.phenylethane with CEgp of ~230pM (Brito
et al,, 2013). Bacause 1-nitro-2-phenylethane has no substituent in the
aliphatic chain (Fig. 1A), it is reasonable to condude that the presence
of a ketone group in the carbon f imposed to NPeth a weak vasor-
elaxant effect. Similarly, this ketone group probably prejudiced the
putative stimulant ability of NPeth to evoke a sGC-mediated relaxation.
In contrast, the presence of two hydroxyls groups allow a better inter-
action with the putative target related to sGC. In fact, ODQ inhibited
the relaxant effects and impaired the augment in the cGMP levels
caused by 1-nitro-2-phenylethane on rat aorta (Brito et al, 2013), but
treatment of aortic rings with methylene blue or ODQ, two well-known
sGC inhibitors (Hwang et al., 1998), was inert against the present re-
laxant actions of NPeth.

As NPeth, the effects induced by NPprop were unchanged in aortic
preparations without endothelium, suggesting that they did not release
vasoactive factors of endothelial origin. Other nitro compounds induced
vasorelaxation that did not depend on the integrity of the endothelial
layer (Govantes et al., 1996; Brito et al., 2013; Armuda-Barbosa et al.,
2014; Tedfilo et al, 2017). However, the relaxant effacts elicitad by
NPprop on phenylephrinecontracted aortic rings decreased in the
presence the sGC inhibitors. Treatment of isolated aorta with methylene
blue or ODQ significantly shifted to the right the concentration-effect
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curve, increasing the CEs, values for its relaxant effect, findings that
suggest a role for sGC in the inhibitory effects of NPprop.

To induce contractions in the aortic rings, phenylephrine stimulates
various pathways by which extracellular Ca®* can enter the smooth
muscle cells, for instance by stimulating L-type voltage-operated ca?t.
channels and receptor-operated Ca®* channels {Barritt, 1999; Wier and
Morgan, 2003). In Ca®*.free medium, aortic rings stimulatad by phe-
nylephrine contracted just after the addition of Ca2*, a phenomencn
mediated by a receptor-operated pathway because the contraction oc-

curred in aortic preparations treated with verapamil, a Jmown L-type
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Ca** channel blocker (Namba and Tsuchida, 1996). Verapamil was
used at a concentration that fully relaxed a contraction induced by
&0 mM KCl in rat aorta (data not shown), suggesting that the contractile
response stimulated by phenylephrine did not involve L-type ca®t
channels. Because NPprop inhibited this Ca®*.induced contraction in
an ODQ-preventable manner, it is reasonable to conclude that a re-
ceptor-operated contractile response activated by phenylephrine may
be a target for the inhibitory influence derived from the NPprop-elicited
sGC stimulation,

This study provided additional evidence that sGC-dependent effects
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Fig. 5. The inhibitory effects of NPprop on the contractions caused by Ca®™ In the presence of KCl or phenylephrine are reversed by treatment with ODQ. Panels A to
D show experimental traces obtained from aortic rfngs initially stimulated with 60 mM KCl (K&0) In Ca® *-containing medium, Afterwards, a Ca® *-free medium was
added and preparadons were stimulated with 60 mM KCl (panels A and B) or 10 uM phenylephrine (Fhe, In 1 pM verapamil-containing medium; panels Cand D) in
the absence {panels A and C) or in the presence (panels Band D) of 1 pM ODQ. Increasing concentrations of CaCl; (0.1-20 mM) were cumulatively added to produce
the concentration-effect curves depicted in the panels E to H. Each proced ure was repeated in the presence of 600 pM NPprop. Graphs are means + standard error of
mean (5.EM),n = number of experiments. The values of contracion were expressed as % of K60, # P < 0.05 vs. the respective Control curve, two-way ANOVA and
Holm-Sidale.
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of NPprop also involved inhibitory actions on contractions mediated by sensitive to the elevation in cytosolic concentration of IPa, a second
the recruitment of L-type Ca®* channels. Under Ca®* -free conditions, a messenger produced by oy -adrenergic receptor signalling. In Ca®*.free
high extracellular concentration of KCI depolarizes smooth musce cells medium, the influence of phenylephrine resulted in transient contrac-
and recruits L-type voltage-gated Ca®*.permeable channels (Bodin tions that were inhibited by NPprop in an ODQ-preventable manner,
et al,, 1991). Once Ca®* is available, Ca®* influx occurs based on the findings that revealed a sGC involvement in the underlying mechanism
driving force resulting mainly from the magnitude of the Ca®* gradient of NPprop against aortic responsiveness to phenylephrine. In contrast,
acmoss the plasma membrane. As result of this Ca®* entry, the smooth NPprop did not interfere with the transient contraction induced by
muscle cells contract, a phenomenon inhibited by NPprop. The in- caffeine, a compound able to induce Ca** release by activating rya-
hibitory effect of NPprop disappeared in aortic rings treated with ODQ, nodine receptors on sarcoplasmic reticulum membrane (Noguera and
findings that reinforce the hypothesis of a NPprop-elicited sGC parti- D'Ocon, 1992). In this direction, only contractions elicited by pheny-
dpation in this relaxant mechanism. The contraction resulting from the lephrine through IPy-induced intracellular Ca®* release, but not those
increase in the intracellular levels of Ca®* mediated by L-type Ca®* evoked by caffeine, were selectively inhibited by nitric cxide or nitric
channels is susceptible to cGMP. According to Ohshima et al. (1994), 8- oxide donors (Ji et al., 1998). As a whale, these findings are consistent
Br-cGMP significantly inhibited a dihydropyridine-sensitive Ca® + influx with the hypothesis that sGC mediated the vasorelaxant effects of
in rat aortic smooth muscle cells in primary culture. NPprop.

Phenylephrine is also able to increase the intracellilar concentra- Activation of o-adrenergic receptors stimulates protein kinase C as
tion of Ca®* from the release of Ca®* stores through channels in the part of the contractile mechanism of adrenergic agonists (Wier and
sarcoplasmic reticulum membrane (Leloup et al.,, 2015). Phenylephrine Margan, 2003). In Ca®* free medium, activation of protein kinase €
induces incsitol triphosphate (IPs) receptor activation, a Ca®* channel with a phorbol ester produced a Ca®*-sensitization phenomenon
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translated as a Ca®*-independent sustained contraction. The latter re-
sponse was almost fully relaxed by NPprop, an effect that was pre-
vented in the presence of ODQ, comobarating therefore our hypothesis
of the involvement of sGC stimulation. In fact, 8-Br-cGMP relaxed
protein kinase C-mediated Ca®*-sensitized contraction of smooth
muscle cells (Bonnevier and Arner, 2004). Sodium orthovanadate is a
tyrosine phosphatase inhibitor and tyrosine phosphorylation increases
Ca®* sensitivity of vascular smooth muscle contraction (Masui and
Wakabayashi, 2000). There is evidence that cGMP activates protein
tyrosine phosphatases in aortic smooth muscle cells (Zhuang et al,
2011). Our present findings that NPprop was able to relax the con-
tractions evoked by sodinm orthovanadate in a ODQ-dependent manner
constitutas a further evidence to reinforce the involvement of sGC in the
Ca®*-sensitization component of a contraction in rat aorta.

The potential interaction of NPeth and NPprop with sGC was in-
vestigated using in silico simulations with the regulatory subunit of the
sGC. A major site of interaction between the macromolecule and the
molecule of NPeth was identified near the heme group of the sGC. For
the molecule of NPprop, a different interaction site close to the f-sheets
of the sGC was identified. The interaction of NPprop in this site is es-
timated quite favorable in comparison to NPeth, as evidenced by the
low value of free energy of binding and by the presence of energetically
more favorable states during the molecular dynamic simulation.
Interestingly, NPprop interacted through hydrmogen bonds and polar
contacts with the residues tyrosine-135, serine-137 and arginine-139, a
well described heme-binding motif (Evgenov et al, 2006). These re-
sidues were also reported as pharmacological targets for the compound
BAY 58-2667, a sGC stimulator (Schmidt et al., 2004). Such findings
reveal a probable mechanism of sGC stimulation by NPprop to offer
further support for the functional experiments with ODQ that reversed
the inhibitory effects of NPprop, whereas it was inert against the effects
of NPeth.

In conclusion, the nitro compounds NPeth and NPprop posess va-
sodilator effects on rat aorta, but only the relaxant actions of NPprop
appeared mediated by a sGC pathway. The presence of substituents in
the aliphatic chain directly interfered with the pharmacological
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properties of these nitro compounds to induce vasorelaxant actions on
rat acrta.
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