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EFEITO VASODILATADOR DE TRÊS NITROCOMPOSTOS 
AROMÁTICOS E ESTRUTURALMENTE RELACIONADOS EM AORTA 
ISOLADA DE RATO: INFLUÊNCIA DO GRUPO FUNCIONAL NO2 NO 
MECANISMO DE AÇÃO  

 
RESUMO 

 

 

Nitrocompostos podem revelar interessantes propriedades vasodilatadoras, 
recentemente estudos indicaram que os nitrocompostos aromáticos 1-nitro-2-
feniletano e 2-nitro-1-fenil-1-propanol apresentam efeitos vasodilatadores em ratos, 
tais efeitos envolveram a participação 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 órgãos isolados sob condições fisiológicas. Experimentos, in silico, 
de docking e dinâmica molecular foram realizados para simular a formação de 
complexos entre os nitrocompostos com a enzima guanilato ciclase (GC). Em 
preparações de aorta pré-contraídas com K+ ou fenilefrina (PHE), Npben e 
NPproprop induziram relaxamento total, enquanto NPeth relaxou as preparações 
apenas parcialmente, sendo menos eficaz. O NPproprop apresentou maior potência 
e seu efeito foi inibido pelo pré-tratamento com 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-one (ODQ), azul de metileno e MDL-12,330A. A retirada do endotélio 
ou pré-tratamento com indometacina, L-NAME não alterou o efeito relaxante do 
NPPROP em anéis de aorta. Em concentrações mais baixas, o NPB aumentou 
ligeiramente, mas de forma significativa, as contrações induzidas pela PHE, embora 
apenas nas preparações com endotélio intacto. Este efeito foi inibido pelo pré-
tratamento com L-NAME, indometacina, vermelho de rutênio e HC-030031, 
sugerindo que o efeito potencializador do NPB é dependente da integridade do 
endotélio e provavelmente envolve os canais endoteliais TRP (A1 e V4). Em 
experimentos realizados com a remoção do Ca2+, o NPPROP inibiu a contração 
mediante a entrada de Ca2+ preferencialmente em canais VOC, no entanto, o 
NPPROP também foi capaz de abolir as respostas nos canais ROC, adicionalmente, 
esse efeito inibitório do NPPROP foi revertido após tratamento com ODQ, o mesmo 
fato ocorreu na resposta mediada pela ativação do receptor de IP3. De modo 
dependente do ODQ, o NPPROP inibiu a contração induzida por dibutirato de forbol, 
ativador da proteína quinase C, ou ortovanadato de sódio, inibidor da tirosina 
fosfatase. Na simulação computacional o NPPROP foi o nitrocomposto que 
apresentou maior energia de ligação com a guanilato ciclase. Por fim, foi 
evidenciado que o NPPROP apresentou maior potência miorrelaxante no segundo 
ramo da artéria mesentérica em relação à aorta. O NPPROP destacou-se entre os 
demais pela provável estimulação da GC e ativação da cascata guanilato ciclase-
GMPc-PKG. Os substituintes seletivos da cadeia alifática interferiram na capacidade 
desses compostos em induzir efeitos relaxantes. 
 
Palavras-chave: Análogos estruturais. Músculo liso. Guanilato ciclase. Inibição. 
Canais para cálcio.  



VASODILATOR EFFECT OF THREE AROMATIC AND STRUCTURAL 
ANALOGUES NITRO COMPOUNDS IN ISOLATED RAT AORTA: 
INFLUENCE OF FUNCTIONAL GROUP NO2 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 (A1 and V4) endothelial channels. A set of experiments 
was conducted to removal of Ca2+ 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Nitrocompostos 

 

Conta a história que o primeiro explosivo desenvolvido pelo homem foi a 

pólvora, ainda no século I durante a dinastia Han na China (MARTINS, 2006). No 

início, a mistura entre nitrato de potássio, carbono e enxofre passou a ser usada 

como fogo de artifício, 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 evolução beligerante, adotou-se a capacidade propulsiva da explosão da 

pólvora que, após combustão, produziria gases cujas propriedades expansivas 

seriam suficientes para propulsão de armas e projéteis cujos receptáculos são 

confinados como um canhão. 

A invenção também foi adotada para diversas outras finalidades, bélicas 

ou não, por exemplo, na construção de estradas em que seria necessária a explosão 

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, Finlândia e Rússia, ainda no 

século XIX. Pelo amealhar de tantos recursos, foi possível a Alfred Nobel viajar por 

muitos lugares até conhecer em Paris, no laboratório do Professor Théophile-Jules 

Pelouze o italiano Ascanio Sobrero, inventor da nitroglicerina (Figura 1), substância 

altamente explosiva que recebeu o interesse de Nobel em dominá-la, 

transformando-a em produto explosivo tecnicamente manipulável com segurança, a 

dinamite (MAIDANA; CHAGAS; SILVEIRO, 2005). 

 

Figura 1 - Estrutura química 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 

quantidade de material foi detonada na presença da audiência. Além da contribuição 

química, Sobrero também descreveu que provou nitroglicerina relatando seu sabor 

adocicado e pungente. Entretanto, ao ser colocada sob a língua em pequenas 

quantidades, a nitroglicerina causava intensa dor de cabeça com horas de duração. 

Tal descrição chamou a atenção do médico alemão Constantin Hering, que 

administrou nitroglicerina a voluntários, publicando seus efeitos em 1849 (MARSH; 

MARSH, 2000). 

Quase simultaneamente (1844), ocorria na Inglaterra a síntese do nitrito 

de amila (Figura 2) pelo químico inglês Frederick Guthrie em parceria com o 

descobridor do elemento químico 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 inalação do vapor causa, em 

menos de um minuto, súbito pulsar das artérias do pescoço, imediatamente seguido 

pelo rubor de pescoço, têmporas e testa e uma aceleração do coração (MARSH; 

MARSH, 2000). 

 

Figura 2 - Estrutura química do nitrito de amila. 

Fonte: PubChem Compound CID 8053. 

 

Os relatos acima representam o início do uso de compostos contendo 

grupamentos nitro oxigenados em Farmacologia. Foram estudos com esses tipos de 

compostos que ajudaram a destacar a importância de Edimburgo (Escócia) no 

cenário farmacológico 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 atuação em menos de 60 segundos para sua eficácia antianginosa. 

Posteriormente, contou-se com a contribuição de William Murrell descrevendo a 

semelhança da eficácia 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, 

indicação amplamente aceita na medicina da época. 

Também são desses estudos no século XIX as observações dos 

primeiros fenômenos de tolerância ao uso da nitroglicerina. Se esse composto fosse 

usado por algum tempo, doses cada vez maiores seriam necessárias para alcançar 

novamente os efeitos terapêuticos. Apesar disso, apenas em 1903 é que os efeitos 

benéficos do nitrato de amila foram associados às suas propriedades 

vasodilatadoras coronarianas, e foram necessários cerca de 80 anos mais para que 

o mecanismo de ação fosse identificado através dos trabalhos de Ferid Murad, 

Robert Furchgott, John Zawadzki e Louis Ignarro, os quais permitiram a identificação 

do óxido nítrico (NO) como principal ligante, e a guanilato ciclase solúvel (sGC) 

como o receptor, dessa importante via de sinalização que resulta na produção de 

guanosina monofosfato cíclico (GMPc) como segundo mensageiro responsável 

pelos efeitos de vasodilatação (FURCHGOTT; ZAWADSKI, 1980; GRUETTER et al., 

1979; MURAD, 1988; FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). 

 

1.2 Participação do Endotélio e da sGC na Resposta Vasomotora 

 

Por causa dos estudos citados acima, hoje sabemos que o endotélio 

desempenha papel importante na manutenção das condições fisiológicas 

(homeostase, reações imunes e inflamatórias) da musculatura lisa vascular. 

Ademais, ele participa ativamente na manutenção do tônus vascular, através da 

produção de substâncias relaxantes (p. ex. óxido nítrico, prostaciclinas) ou 

contraturantes (p. ex prostaglandinas, tromboxanos, endotelina) (ELLINSWORTH et 

al., 2014). Em condições fisiológicas há um equilíbrio desses fatores, com 

predomínio das substâncias que induzem o relaxamento (BATLOUNI, 2001).  

É conhecido que a disfunção endotelial pode ser a causa originária de 

diversas doenças cardiovasculares (DCV), a saber, infarto, diabetes, hipertensão 

arterial e aterosclerose (GALLEY; WEBSTER 2004, FÉLÉTOU; VERBEUREN; 

VANHOUTTE, 2009; GIMBRONE; GARCÍA-CARDEÑA, 2016). 

Batlouni (2001) ressalta sobre a importância da integridade do endotélio 

para a regulação do tônus vascular, fluxo sanguíneo, perfusão tissular, proteção 

contra espasmo e trombose. Entre suas funções podemos destacar (BATLOUNI, 

2001; ELLINSWORTH et al., 2014): 
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 Síntese de substâncias vasodilatadoras e antiplaquetárias: fator de 

relaxamento derivado do endotélio, fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio, prostaciclina (PGI2), outras prostaglandinas e bradicinina; 

 Síntese de substâncias vasoconstritoras, ativadoras da agregação 

plaquetária ou fatores de contração derivados do endotélio: endotelinas, 

endoperóxidos (prostaglandina H2 e tromboxano A2), leucotrienos, 

angiotensina II e espécies reativas de oxigênio (ROS; do inglês, reactive 

oxygen species); 

 Receptor-modulador de substâncias vasoativas e envolvidas na 

agregação plaquetária e coagulação: acetilcolina, serotonina, trombina, 

nucleotídeos da adenosina, vasopressina e ácido araquidônico; 

 Metabolismo e inativação de catecolaminas e serotonina (via 

monoaminoxidase), outros produtos plaquetários e angiotensina II. 

 

O NO é uma molécula pequena, encontrada em várias células do corpo 

humano. Ele é formado após uma reação catalítica entre o oxigênio e a L-arginina, 

reação essa promovida pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), convertendo L-

arginina em NO e L-citrulina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; FÖRSTERMANN; 

SESSA, 2012). 

A NOS é dividida em 3 isoformas, a forma induzível (iNOS) produzida 

pelos macrófagos em resposta à estimulos patológicos; e duas formas constitutivas, 

presentes em condições fisiológicas no endotélio (eNOS) e nos neurônios (nNOS) 

(RANG; DALE; RITTER; FLOWER, 2007). Já está bem destacado que a regulação 

do tonus vascular é dependente primariamente da liberação do NO mediante a 

eNOS (MONCADA; HIGGS, 2006). Vários estímulos 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 cálcio-calmodulina (Ca2+-CaM) intracelular: 1. 

Ligação agonista-receptor aumentando a concentração de [Ca2+]i, ativa a eNOS ou 

nNOS e 2. A fosforilação de resíduos específicos na eNOS, pode tornar a enzima 

mais ou menos ativa em relação ao complexo Ca2+-CaM, sendo assim, mesmo na 

ausência de qualquer alteração do Ca2+ intracelular pode ocorrer a síntese de NO.  

O NO é o ativador endógeno da enzima sGC que catalisa a liberação de 

dois grupos fosfatos da guanosina trifosfato (GTP), convertendo-a em guanosina 
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monofosfato cíclico (GMPc, do inglês cyclic guanosine 3’,5’-monophosphate), 

segundo mensageiro que uma vez formado, atua diminuindo a concentração de Ca2+ 

citoplasmático, o que produz relaxamento através de várias maneiras: aumento do 

sequestro do Ca2+ para o retículo sarcoplasmático (ativação da SERCA - bomba 

Ca2+-ATPase), hiperpolarização da membrana pela via direta e/ou indireta pela 

ativação dos canais para K+, inibição direta da entrada de Ca2+ para a célula pelos 

canais para cálcio operados por voltagem (VOC), aumento do efluxo de Ca2+ (via 

estimulação da Ca2+-ATPase presente na membrana plasmática e do trocador 

Na+/Ca2+), inibição da liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático via receptor IP3 

e estimulação da fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP) (AKATA, 2007) 

(Figura 3).  

As enzimas fosfodiesterases (PDE), principalmente a 5, 6 e 9, são 

responsáveis por cessar os efeitos do GMPc (SAWA et al., 2013), sendo assim, um 

outro mecanismo responsável por promover relaxamento vascular pelo aumento dos 

níveis de GMPc, são os inibidores das fosfodiesterases, por exemplo, a inibição da 

fosfodiesterase tipo 5 pelo sildenafil (BOOLELL et al., 1996). 

O aumento dos níveis intracelulares de GMPc ocasiona a ativação da 

proteína quinase dependente de GMPc – proteína quinase G (PKG, do inglês, 

protein kinase G), que possui a função de diminuir a [Ca2+]i e alterar a sensibilidade 

do Ca2+ às proteínas contráteis, resultando assim, em uma diminuição do vigor das 

contrações e da pressão arterial, e consequentemente, atenuação da angina 

precordial em pacientes com DCV (AKATA, 2007).   

De forma interessante, o aumento dos níveis do nucleotídeo adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) (do inglês, cyclic adenosine 3’,5’-monophosphate), 

também exerce influência direta sobre a [Ca2+]i, e seus efeitos são mediados pela 

ativação da proteína quinase dependente de AMPc (PKA, do inglês, protein kinase 

A), com respostas similares à PKG (AKATA, 2007).  
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Figura 3 - Relaxamento do músculo liso vascular via ativação da guanilato 
ciclase. 
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Legenda: NO = óxido nítrico; sGC = enzima guanilato ciclase soúvel; GTP = guanosina trifosfato; 
GMPc = guanosina monofosfato cíclica; PKG = proteína quinase G; VOC = canais para cálcio 
operados por voltagem; PMCA = bomba Ca

2+
-ATPase presente na membrana; IP3R = receptor de IP3; 

SERCA = bomba Ca
2+

-ATPase presente no RS; RS = retículo sarcoplasmático; MLC = cadeia leve de 
miosina; FC = frequência cardíaca; PA = pressão arterial. 
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI) adaptado de Akata (2007). 
 

 

Em relação aos canais para K+ (Figura 4), quando ativados, assim como a 

guanilato ou adenilato ciclase, causam vasodilatação, e consequentemente, 

aumento do fluxo sanguíneo e diminuição da pressão arterial.  

Atualmente, foram identificados quatro classes de canais para potássio: 

dependentes de voltagem (KV), dependentes do Ca2+ (KCa), retificadores internos ou 

canais retificadores (KIR) e dependentes do ATP (KATP). Os canais para K+ estão 

envolvidos diretamente na regulação do potencial de membrana, assim como outros 

íons Na+, Cl-, Ca2+, e consequentemente, no tônus muscular, pois a abertura dos 

canais para K+ causa hiperpolarização, promovendo relaxamento vascular, mediante 

a saída (por difusão simples) dos íons K+ do meio intracelular (em maior quantidade) 
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para o extracelular (em menor quantidade), além de inibir a entrada de Ca2+, 

principalmente em vasos de resistência, por exemplo, ramos da artéria mesentérica 

(JACKSON, 2000; SOBEY, 2001; AKATA, 2007). Entretanto, o bloqueio dos canais 

para K+ causa vasoconstrição, resultando na despolarização da membrana, e 

aumento da [Ca2+]i pelo influxo de cálcio através dos canais VOC (AKATA, 2007). 

 
Figura 4 - Ilustração do relaxamento ou contração após abertura ou 

fechamento dos canais para potássio no músculo liso vascular. 

 
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI) adaptado de Jackson (2000). 

 

Por se tratar de via fisiológica importante, a patogênese de várias 

doenças cardiovasculares está diretamente associada a defeitos no recrutamento da 

via NO-sGC-cGMP (GALLEY; WEBSTER 2004, FÉLÉTOU; VERBEUREN; 

VANHOUTTE, 2009; GIMBRONE; GARCÍA-CARDEÑA, 2016). Em virtude disso, 

empresas farmacêuticas passaram a buscar compostos com a habilidade de 

estimular essa via. Foi o que ocorreu com a empresa alemã Bayer na década de 

1990 através de atividades de screening (em português, rastreamento) de 

substâncias que poderiam induzir aumento da síntese de NO e, portanto, aumentar 

a estimulação 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 níveis 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 plaquetária de um composto denominado YC-1 (3-(5'-

hidroximetil-2'-furil)-1-benzilindazol) mediante aumento dos níveis 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) (MITTENDORF et al., 2009). Aprovado pela 

agência americana Food and Drug Administration (FDA), o medicamento foi liberado 

para tratamento de Hipertensão Pulmonar, sendo o primeiro e único fármaco útil 

para tratar Hipertensão Pulmonar Tromboembólica Crônica (HPTEC) (HOEPER et 

al., 2013). Em 2015, o medicamento foi liberado no Brasil pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa). Entretanto, o alto preço para sua aquisição limita o 

acesso aos pacientes que necessitam do tratamento. Em pesquisa recente em 

páginas de drogarias disponíveis pela internet à 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 princípio ativo 

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

 

1.3 Nitrocompostos aromáticos  

 

Os nitratos são os medicamentos utilizados usualmente nos casos de 

DCV, principalmente no infarto do miocárdio. Seus efeitos promovem a diminuição 

da pré e pós-carga ventricular, do trabalho cardíaco e do consumo de oxigênio, 

todas essas funções ocorrem como consequência do aumento da [NO] – 

estimulação da guanilato ciclase – GMPc – diminuição da [Ca2+]i - vasodilatação, 

visando a redistribuição do fluxo sanguíneo (BETIM et al., 2012). Os nitrocompostos 

atuam como pró-fármacos para o óxido nítrico, seu uso em larga escala ocorre há 

décadas e não foram indicados em causar elevação de enzimas séricas ou lesão 

hepática (OLENDER; ŻWAWIAK; ZAPRUTKO, 2018). 

O grupo nitro é um grupo funcional químico que contém dois átomos de 

oxigênio ligados a um átomo de nitrogênio. Em relação à estrutura química, é 

importante destacar que o átomo de nitrogênio caracteriza-se por déficit de carga 

negativa, portanto em um anel aromático ele exerce forte efeito de atração de 

elétrons (OLENDER; ŻWAWIAK; ZAPRUTKO, 2018).   

Alguns fármacos antianginosos, em fase experimental, apresentam a 

capacidade de aumentar a liberação do NO juntamente com a abertura dos canais 
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para K+, ativando assim, outro mecanismo que produz vasodilatação, possibilitando 

respostas dilatadoras em veias e artérias de grande calibre, além de atuar nos vasos 

de resistência, 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 amazônica (BRITO et al., 2013). Tal qual 

o fenilpropano, 1-nitro-2-feniletano possui um grupo NO2 em cadeia alifática curta 

conectada a um anel aromático (Figura 5C), configuração provavelmente envolvida 

na suposta capacidade de produzir seus efeitos vasodilatadores pela estimulação da 

via sGC que aumenta os níveis 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 os níveis de 

GMPc em aorta de rato, efeitos que não foram observados na presença 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 pancreáticas 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 fisiológicos do que a 

musculatura lisa vascular (COSKER et al., 2014). 

Substituições na cadeia alifática têm um impacto direto nos efeitos desses 

compostos. O 1-nitro-2-feniletano (Figura 5C), por exemplo, relaxa preparações de 

aorta de rato, mas seu análogo β-feniletilamina (Figura 5A) causa constrição aórtica 

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 análogo fenilpropanolamina (Figura 5B), um princípio ativo de 

medicamentos descongestionantes nasais, revela propriedades vasoconstritoras 

(BRAVO, 1988). Quimicamente, a diferença entre 1-nitro-2-feniletano e β-

feniletilamina, bem como entre 2-nitro-1-fenil-1-propanol e fenilpropanolamina, é a 

presença do NO2 no primeiro composto em vez de um grupo amina, sugerindo o 

envolvimento do grupo NO2 nos efeitos vasodilatadores. 

A presença de carbonos insaturados na cadeia alifática também pode 

interferir com as propriedades farmacológicas dos nitrocompostos. Uma ligação 

dupla entre o carbono α e β na cadeia alifática tornou os efeitos relaxantes do 1-

nitro-2-fenileteno (ARRUDA-BARBOSA et al., 2014) e trans-4-metil-β-nitroestireno 
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(TEÓFILO et al., 2017) refratários ao tratamento com ODQ, achados sugestivos de 

que a liberdade conformacional na porção alcano é necessária 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 estimulação da sGC e a consequente 

produção GMPc (BRITO et al., 2013; 2016). A análise in silico previu que a presença 

do NO2 permitia a suposta interação do 1-nitro-2-feniletano com um sítio de ligação 

na subunidade reguladora da sGC (BRITO et al., 2013). 

Os resultados acima revelam que os substituintes químicos na cadeia 

alifática interferem com as ações vasorelaxantes desses compostos nitro. Assim, é 

razoável supor que a localização do grupo funcional NO2 na porção alcano 

determine o perfil vasodilatador para estes nitrocompostos. Com base nessa 

hipótese, avaliamos na aorta de rato os efeitos dos nitrocompostos 2-nitro-1-

feniletanona (C8H7NO3, Figura 1E; peso molecular de 165,15 g/mol), 1-nitro-2-

propilbenzeno (C9H11NO2, Figura 1G, peso molecular de 165,19 g/mol) e 2-nitro-2-

fenil-propano-1,3-diol (C9H11NO4, Figura 1F, peso molecular de 197,19 g/mol).  
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Figura 5 - Estrutura química dos nitrocompostos incluídos no presente estudo 

e outros análogos. 

 

 

 

Legenda: Estrutura química de compostos contendo NH2 (β-feniletilamina no painel A; 
fenilpropanolamina em B) ou NO2 (1-nitro-2-feniletano em C; 2-nitro-1-fenil-1-propanol em D) no 
carbono α da cadeia alifática. 2-Nitro-1-feniletanona em E, 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol em F, um 
composto contendo o grupo NO2 no carbono β. Em G, 1-nitro-2-propilbenzeno e seu grupo NO2 no 
anel aromático. Em H, anetol, um composto com propriedades contráteis dependentes do endotélio 
na aorta de ratos. Em I, eugenol, ativador de canais TRPV4 em células endoteliais. 

 

O presente estudo foi desenhado para avaliar se os substituintes da 

cadeia alifática estão envolvidos na suposta capacidade desses nitrocompostos em 

produzir efeitos vasodilatadores via sGC.  

 

Hipótese principal do estudo: moléculas análogas ao 1-nitro-2-feniletano e 2-nitro-1-

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

 

Nas últimas décadas, as doenças cardiovasculares (p. ex. doença 

cardíaca isquêmica e acidente vascular cerebral) permanecem em destaque como 

sendo as principais causas de mortes no mundo. Segundo a Organização Mundial 

de Saúde, mais de 17,7 milhões de pessoas morreram por doenças 

cardiovasculares em 2015, representando 31% de todas as mortes em nível 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 biológicas importantes no sistema cardiovascular, principalmente no 

tratamento da insuficiência cardíaca, doenças coronarianas, angina, infarto agudo do 

miocárdio, dentre outras disfunções (SAYED et al., 2008; RADDINO et al., 2010). É 

notória a ampla atividade terapêutica dos nitrocompostos, podendo ser utilizados 

como analgésicos (p. ex. clonitiazina), anti-hipertensivos (p. ex. nifedipina, 

nitredipina), anti-inflamatórios (p. ex. nimesulida), antibacterianos (p. ex. 

metronidazol, nitrofural, nifuroxazida), dentre outros (PAULAI; SERRANO; 

TAVARES, 2009).  

Particularmente, em relação 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 óleos essenciais ou produtos sintéticos, em músculo liso vascular 

de ratos, ressalta-se que o estudo de Brito et al. (2013), foi o pioneiro em destacar a 

ação miorrelaxante do nitrocomposto natural 1-nitro-2-feniletano em preparações 

vasculares de ratos, sendo evidenciado que estes efeitos foram mediados pela 

estimulação da enzima guanilato ciclase. Recentemente, a mesma autora também 

demonstrou que os efeitos vasodilatadores do nitrocomposto 2-nitro-1-fenil-1-

propanol (estruturalmente semelhante ao 1-nitro-2-feniletano) também envolveram a 

participação da via guanilato ciclase-GMPc em artéria aorta e vasos mesentéricos 

(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 revisão de Luna-Vázquez et al. (2013), na qual avaliou os 

efeitos vasodilatadores de 207 compostos derivados de plantas, os principais 

mecanismos de ação dos compostos pesquisados envolveram a ativação da via 

NO/GMPc, bloqueio dos canais para Ca2+ e ativação dos canais para K+. 

Desta forma, justifica-se o desenvolvimento do presente estudo que 

almeja realizar um screening farmacológico de três moléculas estruturalmente 

análogas ao 1-nitro-2-feniletano e 2-nitro-1-fenil-1-propanol, os nitrocompostos 

aromáticos: 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-propilbenzeno e 2-nitro-2-fenil-propano-

1,3-diol, em parâmetros contráteis do músculo liso vascular em diferentes condições, 

além de investigar a possível participação da estimulação da guanilato ciclase 

nestes efeitos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos de três nitrocompostos, 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-

propilbenzeno e 2-nitro-2-fenil-propano-1,3-diol na contratilidade de preparações 

isoladas de vasos arteriais de ratos.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Esclarecer eventual participação do endotélio vascular nos efeitos dos três 

compostos incluídos no estudo; 

 Avaliar a importância da via óxido nítrico - guanilato ciclase nos efeitos 

vasculares dos nitrocompostos; 

 Estudar os efeitos dos nitrocompostos nas vias de entrada de cálcio na célula 

muscular lisa; 

 Entender a influência dos grupamentos funcionais nos efeitos farmacológicos 

dos nitrocompostos em vasos isolados. 

 Avaliar a interação dos nitrocompostos com a enzima guanilato ciclase solúvel 

através da estimulação computacional (docking e dinâmica 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 Ceará (UFC) e mantidos no 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Os 

animais foram tratados com respeito às normas de cuidado e bem estar animal 

preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFC 

(CEUA protocolo nº: 85/2015).  

Os experimentos de contratilidade foram realizados no Laboratório de 

Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI) do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceará. 

Inicialmente os animais foram alojados no Biotério, durante o período que 

precedeu a pesquisa, em gaiolas plásticas, com medidas de 41 x 34 x 16 cm com 

capacidade para 6 ratos. Durante o alojamento, a manipulação dos animais consistiu 

apenas dos procedimentos necessários para troca de ração, água, limpeza e 

higienização das gaiolas. Sendo água e ração fornecidas ad libitum, ressalta-se que 

os animais foram mantidos em condições de temperatura constante (22 ± 2 °C), com 

um ciclo de 12 horas claro/escuro. Após a eutanásia (exsanguinação pela artéria 

carótida esquerda) e remoção dos tecidos para estudo, suas carcaças foram 

incineradas.  

 

4.2 Soluções e Drogas Utilizadas 

 

Nos experimentos com tecidos isolados, usamos Krebs-Henseleit como 

solução fisiológica. Esta teve a seguinte composição (em mM): NaCl = 118; K+ = 4,7; 

CaCl2 = 2,5; MgSO4  = 1,2; NaHCO3 = 25; KH2PO4 = 1,2 e glicose = 10. Os sais 

usados para preparação da solução foram de pureza analítica. Nos protocolos em 

meio sem Ca2+, o CaCl2 foi omitido da preparação da solução de Krebs-Henseleit 
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simultaneamente à adição de ácido etileno-bis (β-amino-etil-éter)-N,N,N',N'-

tetracético (EGTA). 

As soluções 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 soluções foram sonicadas imediatamente antes da 

utilização. As substâncias foram preparadas como soluções estoque e foram 

adicionadas ao volume com solução de Krebs, a fim de obter a concentração 

desejada na câmara de banho. 

Sais e drogas (todos de grau de pureza analítica) destacados abaixo 

foram adquiridos da Sigma Chemical (Saint Louis, MO, E.U.A.) e dissolvidos 

conforme indicação do fabricante: 

 1-Nitro-2-propilbenzeno; 

 2,2,2 - Tribromoetanol; 

 2-Nitro-1-feniletanona; 

 2-Nitro-2-fenil-propano-1,3-diol. 

 Atropina: antagonista 

muscarínico; 

 Azul de Metileno: inibidor da 

enzima guanilato ciclase; 

 Cloreto de Potássio; 

 Cloridrato de cloreto de 

acetilcolina: agonista 

muscarínico; 

 Éster de Forbol: ativador 

proteína quinase C; 

 Fenilefrina: agonista α1 

adrenérgico; 

 HC-030031: antagonista TRPA 

1; 

 Indometacina: inibidor não 

específico da enzima 

ciclooxigenase; 

 L-NAME: inibidor da enzima 

óxido nítrico sintase; 

 MDL-12,330A: inibidor da 

enzima adenilato ciclase;  

 ODQ: inibidor da enzima 

guanilato ciclase; 

 Ortovanadato de Sódio: inibidor 

da proteína tirosina fosfatase; 

 Seratrodast: antagonista do 

receptor de tromboxano A2; 

 Tapsigargina: inibidor da 

SERCA; 

 U-46619: agonista de 

tromboxano A2; 

 Verapamil: bloqueador de 

canais para cálcio dependentes 

de voltagem; 

 Vermelho de Rutênio: 

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 resistência responsável 

pela irrigação sanguínea de alguns órgãos como o pâncreas, parte do intestino 

delgado e grosso; e artéria aorta, vaso distensível que recebe o fluxo sanguíneo 

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

 

4.3.1 Experimentos com anéis de aorta de rato  

 

Para obtenção dos tecidos isolados, os animais foram anestesiados com 

2,2,2 - tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.), e posteriormente, foi realizada a eutanásia 

por exsanguinação (artéria carótida 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 incisão vertical, em seguida, os órgãos adjacentes foram afastados para melhor 

visualização 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 solução de Krebs-Henseleit, à temperatura ambiente, 

com objetivo de retirar o excesso de tecido adjacente e dividir a aorta em segmentos 

cilíndricos. A luz dos anéis aórticos foi atravessada paralelamente por duas peças 

metálicas confeccionadas em fino aço inoxidável, sem intercruzamentos (Figura 6). 

Em seguida, as preparações de músculo liso vascular foram colocadas em cubas 

para órgão isolado contendo 5 mL de solução fisiológica de Krebs-Henseleit, pH = 

7,4, continuamente aerada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e 

temperatura mantida constante a 37 C através da circulação externa de água 

proveniente de banho Maria com propulsão.  

Em seguida, as preparações de músculo liso foram atadas a dois pontos, 

um fixo na câmara e outro conectado por um fio de algodão à unidade transdutora 

de força (ML870B60/C-V, AD Instruments, Austrália) apropriada para o registro das 

contrações isométricas e conectado a um sistema de aquisição de dados 

(PowerLab™ 8/30, AD Instruments, Austrália) (Figura 7). A tensão inicial aplicada a 

cada segmento foi ajustada em 1 g, com período de equilíbrio de 1 hora e troca do 

líquido de incubação 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. 

 
Alterações no diâmetro da luz aórtica promovem contração (estreitamento da luz - deflexão positiva) 
ou relaxamento (aumento da luz - deflexão negativa).  
1: Circulação de água destilada (37ºC); 2: Fio de algodão; 3: Transdutor de força; 4: Aeração com 
mistura carbogênica; 5: Descarte e 6: Anel de aorta preso em peças triangulares de aço inoxidável.  
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI). 
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Figura 7 - Sistema utilizado nos experimentos de contratilidade in vitro em 
aorta de rato. 

 
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo 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 

incisão vertical. O leito mesentérico e intestino foram retirados de forma cuidadosa, 

em seguida, colocados em placas de Petri contendo solução fisiológica (Krebs-

Henseleit) oxigenada, e dissecados para retirada dos tecidos aderentes através de 

uma Lupa Estereoscópica Binocular com Zoom (Leica EZ4, Leica Microsystems, 

Alemanha). Após a identificação dos vasos correspondentes ao segundo ramo da 

artéria mesentérica superior, os anéis foram montados horizontalmente no sistema 

Miógrafo de Agulha 610M-DMT (DMT, Aahus, Dinamarca, Figura 8). Dois fios de 

tungstênio de 40 µm atravessaram a luz dos anéis: um dos fios foi fixado a um 

micrômetro para ajustes de tensão, e o outro foi conectado a um transdutor de força 

para medida de força 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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solução fisiológica de Krebs-Henseleit (37 °C, oxigenação de 95% de O2 e 5% de 

CO2 com pH 7,4) e equilibrados por 1:50 h sob uma tensão de repouso (calculada de 

acordo com cada preparação), após a normalização da preparação (Figura 8).  

 
Figura 8 - Sistema utilizado nos experimentos de contratilidade in vitro em 

artéria mesentérica de rato. 

  
Fonte: Laboratório Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI). 

 

4.4 Protocolos Experimentais 

 

4.4.1 Curvas Concentração-Efeito 

 

Para avaliar a viabilidade do tecido no início dos experimentos, as 

preparações isoladas foram expostas a soluções despolarizantes com 60 mM de K+ 

até que fossem obtidas duas respostas de mesma amplitude (esse período foi de 

aproximadamente 30 a 60 minutos além do tempo necessário para o equilíbrio da 

preparação). Após a confirmação da integralidade do tecido, os mesmos foram 

expostos a diferentes estímulos contraturantes submáximos (~ 75%) que serviram 

de referência para expressar os resultados, sendo medidos pela diferença entre o 

pico da deflexão positiva (contração) e o valor registrado no traçado de tensão basal 

(antes da adição do agente contrátil).  

Em algumas preparações o endotélio foi removido mecanicamente 

através de esfregaços suaves na luz vascular com fio metálico. É sabido que após a 



35  

 

adição dos agentes contráteis - Fenilefrina (0,1 µM) ou K+ (60 mM) a adição de ACh 

(1 µM) promove relaxamento, consequentemente, para confirmar a remoção do 

endotélio, em preparações pré-contraídas a adição de ACh (1 µM) não foi capaz de 

produzir relaxamento. 

As curvas concentração-efeito (CCE) para determinar o possível efeito 

miorrelaxante dos nitrocompostos 2-nitro-1-feniletanona, 1-nitro-2-propilbenzeno e 2-

nitro-2-fenil-propano-1,3-diol foram obtidas pela exposição da preparação a 

concentrações aumentadas destes, após o estimulo contrátil, de forma cumulativa 

no banho, com intervalos sequenciais de 5 minutos para observar a resposta platô. 

Vale salientar que a escolha do tempo de 5 minutos entre as concentrações ocorreu 

após a realização de experimentos preliminares para este fim. 

Demais detalhes dos protocolos experimentais serão fornecidos 

juntamente com a descrição dos resultados. 

 

4.4.2 Experimentos in silico 

 

Os experimentos a seguir foram realizados no Laboratório Nacional de 

Biociências (LNBio) em Campinas-SP. 

 

4.4.2.1 Docking Molecular 

 

Para predizer o sítio de interação 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 construídas e otimizadas utilizando o software 

Avogadro 1.1.0 (HANWELL et al., 2012). A estrutura cristalográfica da guanilato 

ciclase, por sua vez, foi obtida a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB: 

2O09). Para os ligantes, foi permitido um número máximo de torções, enquanto a 

macromolécula foi considerada rígida. Através do pacote AutoDockTools-1.5.6 (ADT) 

foram adicionados hidrogênios e atribuidas cargas parciais de Gasteiger. Para todos 

os 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 número de avaliações 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 sítios onde ocorreram os 

melhores escores de interação com o ligante, obtidos na primeira etapa. Nessa 

etapa, o número de avaliações de energia e as séries de docking foram definidos 

para 25.000.000 e 50, respectivamente. 

 

4.4.2.2 Simulações de dinâmica molecular 

 

O complexo formado entre a guanilato ciclase e a pose de maior escore 

de cada ligante foi submetido a uma minimização de energia e, em seguida, a uma 

dinâmica molecular em solvente explícito utilizado o software Yasara (Yasara 

Biosciences GmbH, Viena, Áustria) e o campo de força YAMBER3 (KRIEGER; 

VRIEND, 2014). Uma célula de simulação foi definida a uma distância de 5 Å em 

torno de todos os resíduos da guanilato ciclase e foi preenchida com moléculas de 

água e íons Na/Cl para atingir a neutralização. Para cada complexo proteína-ligante, 

foram realizadas simulações de 50 ns à 298 K com registros obtidos a cada 100 ps. 

Em cada registro, foi calculada, através do software YASARA, a energia de ligação 

do ligante em relação à proteína. Além disso, foi analisada a frequência de contatos 

entre o ligante e resíduos da guanilato ciclase a uma distância menor que 5 Å do 

ligante.     

 

4.5 Análise dos dados 

 

As respostas experimentalmente observadas foram consideradas através 

das deflexões dos traçados originais obtidos pelo sistema de aquisição de dados e 

foram analisadas conforme cada situação apropriada. Elas foram expressas em 

percentual (%) da resposta média das contrações de referência induzidas por K+ (60 

mM) ou fenilefrina (1 µM), conforme apropriado. Alguns dados foram expressos com 

o percentual (%) da contração do agonista na ausência das moléculas estudadas. 

Utilizou-se as médias aritméticas ± erro padrão da média (E. P. M.) para demonstrar 

os valores observados, com a representação do número de observações 

experimentais (n). Alguns parâmetros, como os valores médios de concentração 

efetiva (CE50), calculados por interpolação semi-logarítmica, foram expressos como 

a média geométrica e o intervalo de confiança de 95%. A significância estatística foi 

considerada quando a probabilidade de ocorrência da hipótese de nulidade foi 
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menor que 5% (p < 0,05), sendo avaliado através do teste Mann-Whitney ou da 

análise de variância (ANOVA) seguida de um teste de múltipla comparação (Holm-

Sidak), conforme apropriado. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos relaxantes dos nitrocompostos aromáticos sobre a contração 

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

 

A Figura 9 mostra traçados experimentais típicos para avaliar os efeitos 

relaxantes dos nitrocompostos estudados. Os nitrocompostos aromáticos foram 

adicionados em concentrações crescentes (1 a 3000 μM) no platô de uma contração 

resultante da adição de 60 mM K+ (Figura 9-1) ou 1 µM fenilefrina (PHE, Figura 9-2), 

ambos estímulos submáximos (~75% do efeito máximo em aorta). Vê-se que a 

adição cumulativa dos nitrocompostos Npben ou NPprop pode induzir relaxamento 

total da preparação e que os tecidos isolados, após lavagem (L) com solução 

fisiológica, continuam responsivos a novo estímulo contrátil feito com 60 mM KCl (K+, 

ao final do traçado). 

A Figura 10 revela os valores médios 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 contrátil induzida 

por 60 mM KCl (Figura 10C, E) ou 1 μM fenilefrina (Figura 10D, F) de maneira 

dependente de concentração (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 preparações tratadas apenas com o veículo 

(DMSO). NPeth (Figura 10A, B) induziu efeito relaxante significativo, mas a reversão 

da contração induzida por KCl (Figura 10A) ou fenilefrina (Figura 10B) foi apenas 

parcial (Emax. = 46,79 ± 8,86% e 40,04 ± 8,55%, respectivamente) mesmo na maior 

concentração usada (3000 μM).  

Para as contrações induzidas por KCl (Figura 10A, C, E), as 

concentrações capazes de produzir 50% de reversão da resposta contrátil (CE50) 

foram: Npben = 573,38 [387,6 - 848,98] μM e NPprop = 412,72 [283,92 - 600,06] μM. 

Não foi possível estimar esse parâmetro para NPeth.  

Para as contrações induzidas por fenilefrina, os valores de CE50 estão na 

tabela 1, e os dados do nitro-feniletano foram obtidos por Brito (2012) e colocados 

apenas para referência. Para o Npben, os valores de CE50 foram significativamente 

menores para relaxar preparações contraídas com K+ do que aquelas contraídas 
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com fenilefrina (p < 0,05; teste de Mann–Whitney). A tabela 1 mostra também que a 

remoção do endotélio não interferiu nos valores de CE50 para cada efeito relaxante 

dos nitrocompostos uma vez que os valores de CE50 não diferiram daqueles obtidos 

em preparações com endotélio.  

 

Tabela 1 - Valores da concentração efetiva de 1-nitro-2-feniletano (Brito, 2012), 

Npben ou NPprop capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta contrátil 

(CE50) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com ou sem endotélio. 

Tratamento 

CE50 (µM) 

1-Nitro-2-feniletano 
(BRITO, 2012) 

Npben NPprop 

PHE (endotélio intacto) 231,5  
(154,1 – 348,0) 

928,64  
(730,63- 1180,05) 

444,93  
(318,79 – 621,01) 

PHE (sem endotélio) 172,0  
(53,6 – 544,4) 

692,67  
(438,63 – 1093,70) 

584,71  
(514,04 – 664,97) 

CE50 representa média geométrica (intervalo de confiança de 95%). PHE = fenilefrina. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Na figura 10D, na faixa de concentração entre 30 e 600 μM de Npben, a 

magnitude da contração de PHE teve valores significativamente maiores nas 

preparações com endotélio em relação às preparações sem endotélio (p < 0,05; two-

way ANOVA e teste de Holm-Sidak). Esse efeito será tratado neste trabalho em 

abordagem específica que será descrita mais à frente.  
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Figura 9 – Traçados experimentais típicos para caracterização dos efeitos 
vasodilatadores dos nitrocomposto NPprop.  

 

(1) 

 
 
 

 

(2) 

 
 
Traçado típico dos protocolos de reversão das contrações sustentadas induzidas pela adição de 60 
mM de K

+
 (painel 1) ou 1 µM de PHE (painel 2). Descrição: Inicialmente as preparações foram 

expostas a soluções 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 contrátil (PHE 0,1 µM) após a adição de 1 µM de ACh. Curvas concentração-efeito foram 
construídas pela adição crescente e cumulativa do NPprop (1 - 3000 µM) no platô da contração 
mediada pela adição de K

+
 (60 mM, (1)) ou PHE (1 µM, (2)). Alguns protocolos foram realizados em 

preparações ausentes de endotélio ou com a adição da substância controle (DMSO). Os círculos 
pretos simbolizam adição. K

+
 = contração induzida por 60 mM K

+
; L = lavagem; PHE = contração 

induzida por 0,1 µM de PHE; ACh = 1 µM. 
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Figura 10 - NPETH, NPBEN e NPPROP promovem vasodilatação em artéria 
aorta de ratos pré-contraídas com K+ ou PHE. 

 
Valores médios da contração sustentada de K

+
 (60 mM; A, C, E) ou PHE (1 µM; B, D, F) após a 

adição dos nitrocompostos (1 a 3000 µM; círculo preto). Dados expressos como média ± E. P. M., n = 
número de experimentos, (-) Endotélio = sem endotélio (losango cinza). 

@ 
p < 0,001 (one-way 

ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) primeiro efeito significativo no grupo DMSO (círculo 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 comparação com 

a curva de DMSO. Curvas construídas respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentrações.  
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5.2 Efeitos dos nitrocompostos sobre a contração de fenilefrina em aorta 

isolada de ratos mantida na presença de L-NAME ou indometacina  

 

Nestes experimentos, após o período de estabilização da preparação e 

confirmação da integridade do endotélio, os anéis de aorta foram mantidos por 15 

minutos na presença de indometacina (10 µM) ou L-NAME (100 µM). Ainda na 

presença dos inibidores, os tecidos foram estimulados a contrair através da adição 

de fenilefrina (PHE, 1 µM). Ao atingir o platô da contração, NPeth, Npben ou NPprop 

(1 a 3000 µM) foram adicionados (Figura 11-1).  

A presença dos inibidores indometacina ou L-NAME não interferiu na 

habilidade dos nitrocompostos Npben e NPprop em reverter totalmente a contração 

induzida por fenilefrina (Figura 11, painéis B, C), enquanto que o NPeth apresentou 

efeito relaxante parcial com perfil similar ao das preparações não 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 contrátil do Npben. As 

concentrações de Npben e NPprop capazes de produzir 50% do efeito relaxante 

máximo (CE50) estão destacadas na Tabela 2. Para o NPeth, esse parâmetro não foi 

calculado. 

 

Tabela 2 - Valores da concentração efetiva de 1-nitro-2-feniletano (BRITO, 

2012), Npben ou NPprop capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta 

contrátil (CE50) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com endotélio na 

ausência ou na presença de indometacina ou L-NAME. 

Tratamento 

CE50 (µM) 

1-Nitro-2-feniletano 
(BRITO, 2012) 

Npben NPprop 

PHE (endotélio 
intacto) 

231,5  
(154,1 – 348,0) 

928,64  
(730,63- 1180,05) 

444,93  
(318,79 – 621,01) 

PHE (endotélio 
intacto) + INDO 

299,7  
(136,3 – 658,9) 

686,74  
(586,00 - 804,82) 

451,44  
(249,17 – 817,90) 

PHE (endotélio 
intacto) + L-NAME 

285,1  
(168,0 – 483,6) 

713,13  
(664,35 - 765,60) 

611,73  
(153,67 – 702,42) 

CE50 representa média geométrica (intervalo de confiança de 95%). PHE = fenilefrina; INDO = 
Indometacina. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 – Avaliação da resposta relaxante dos nitrocompostos após a 
inibição das enzimas ciclooxigenase ou óxido nítrico sintase. 

(1)  

 

 
Efeito relaxante do nitrocompostos em protocolos com bloqueadores farmacológicos ou inibidores 
enzimáticos. Em (1), traçado típico de um experimento realizado com NPPROP. Os círculos pretos 
simbolizam adição. K

+
 = contração induzida por 60 mM K

+
; L = lavagem; PHE = contração induzida 

por 0,1 µM de PHE; ACh = 1 µM; T = tratamento com bloqueadores farmacológicos ou inibidores 
enzimáticos. A adição das concentrações de cada nitrocomposto respeitou intervalo de 5 minutos. 
Painéis A, B e C: gráficos com as curvas concentração-efeito para a reversão da contração induzida 
por PHE (1 µM) após a adição dos nitrocompostos (1 a 3000 µM) na ausência (círculo preto) ou na 
presença de Indometacina (INDO, 10 µM; triângulo cinza) ou L-NAME (100 µM; triângulo branco). 
Dados expressos como média ± E. P. M., n = número de experimentos. 

# 
p < 0,001 (one-way ANOVA, 

seguido do teste Holm-Sidak), em comparação com a curva controle. 
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5.3 Efeitos dos nitrocompostos sobre a contração de fenilefrina em aorta 

isolada de ratos mantida na presença de inibidores da síntese de nucleotídeos 

cíclicos 

 

Avaliamos se a inibição da guanilato ciclase (com 10 μM de azul de 

metileno ou 10 μM de ODQ) ou da adenilato ciclase (com 3 μM de MDL-12,330A) 

alteraria a resposta vasodilatadora dos nitrocompostos. Para tanto, após tratamento 

de anéis de aorta de rato por 15 minutos com um dos inibidores acima, a preparação 

foi estimulada a contrair com fenilefrina (1 μM) e, no platô da contração, os 

nitrocompostos (1 a 3000 μM) 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 o Emax foi reduzido de 40,04 ± 8,55% no controle, para 69,47 ± 6,34% na 

presença do MDL-12,330A (Figura 12, A). Por outro lado, o efeito vasodilatador 

induzido por Npben ou NPprop na presença do MDL-12,330A não foi alterado uma 

vez que os mesmos induziram relaxamento máximo da preparação na presença do 

inibidor (Figura 12, B, C). Entretanto, a Tabela 3 mostra que os valores de CE50 para 

o NPprop induzir relaxamento foram significativamente (Teste de Mann-Whitney) 

maiores na presença dos inibidores (ODQ, azul de metileno ou MDL-12,330A). Ao 

contrário, a CE50 do Npben para relaxar a contração de PHE foi significativamente 

reduzida na presença de MDL-12,330A (Teste de Mann-Whitney). 
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Tabela 3 - Valores da concentração efetiva de 1-nitro-2-feniletano (Brito, 2012), 

NPBEN ou NPPROP capaz de produzir 50% de relaxamento na resposta 

contrátil (CE50) induzida por fenilefrina em anéis de aorta com endotélio na 

ausência ou na presença de ODQ, azul de metileno ou MDL-12,330A. 

Tratamento 

CE50 (µM) 

1-Nitro-2-feniletano 
(BRITO, 2012) 

Npben NPprop 

PHE (endotélio 
intacto) 

231,5  
(154,1 – 348,0) 

928,64  
(730,63- 1180,05) 

444,93  
(318,79 – 621,01) 

PHE (endotélio 
intacto) + ODQ 

> 2000* 602,65 
(456,24 - 796,16)* 

1697,09  
(1334,75 – 2157,74)* 

PHE (endotélio 
intacto) + Azul de 

metileno 

705,9  
(498,8 – 998,3)* 

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

1260,73  
(1072,75 – 1481,49)* 

PHE (endotélio 
intacto) + MDL-

12,330A 

219,0  
(109,8 – 438,6) 

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

907,31  
(587,08 – 1402,49)* 

CE50 representa média geométrica (intervalo de confiança de 95%). ODQ = 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-ona; MDL-12,330A = hidrocloreto de cis-N-(2-phenilciclopentil)-azaciclotridec-1-en-2-
amina. * p < 0,05 (Teste de Mann-Whitney) em relação à 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. 

 
Gráfico com as curvas concentração-efeito para a reversão da contração sustentada induzida por 
PHE (1 µM) após a adição crescente e cumulativa dos nitrocompostos (1 a 3000 µM) na ausência 
(círculo preto) ou na presença de ODQ (10 µM; losango cinza), Azul de Metileno (AM, 10 μM; losango 
branco) ou MDL-12,330A (MDL, 3 μM; losango preto). Dados expressos como média ± E. P. M., n = 
número 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 comparação com a curva 

controle. As curvas foram construídas respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentrações dos 
nitrocompostos.  
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5.4 Nitrocompostos não interferem com a contração induzida pela adição de 

Ca2+ após a depleção dos estoques intracelulares em preparações isoladas de 

aorta mantidas em meio sem Ca2+ estimuladas com fenilefrina 

 

Com o intuito de avaliar se o efeito dos nitrocompostos ocorre em 

contrações mediadas pela entrada de Ca2+ via canais para Ca2+ operados por 

estoque, anéis de aorta foram mantidos em solução de Krebs-Henseleit modificada 

(sem Ca2+ contendo 1 mM de EGTA e 1 µM de tapsigargina). Após intervalo de 5 

minutos, fenilefrina (10 µM) foi adicionada, condição que produz contração 

transitória, cuja amplitude diminui até não ser mais detectada, à medida que esse 

procedimento foi repetido várias vezes (entre 3 e 4 vezes), momento em que se 

considerou alcançado o esgotamento dos estoques intracelulares de Ca2+. A partir 

disso, foi realizada uma nova lavagem da preparação com solução de Krebs-

Henseleit modificada (sem Ca2+ contendo 200 µM de EGTA, 1 µM de verapamil e 1 

µM de tapsigargina) com intuito de retirar a fenilefrina da preparação, em seguida, foi 

adicionado ao meio extracelular 2,5 mM de Ca2+ para que a célula restaurasse os 

níveis intracelulares, o que produziu um efeito contrátil que atingiu 50,06 ± 5,63% da 

contração de referência induzida no início dos experimentos (K+ 60 mM). A adição 

dos nitrocompostos (600 µM, que corresponde à aproximadamente 50-75% do efeito 

máximo) por 5 minutos previamente à adição de Ca2+ (2,5 mM), não alterou a 

resposta contrátil (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 contração de referência (Figura 13). 
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Figura 13 - Os nitrocompostos não exercem influência inibitória no influxo de 
Ca2+ através dos canais para Ca2+ operados por estoque. 

 
Gráfico demonstrando os valores da força contrátil induzida pela adição de Ca

2+ 
(2,5 mM) antes 

(coluna cinza claro) e após a adição dos nitrocompostos (NPeth = coluna branca, Npben = coluna 
cinza e NPprop = coluna preta; 600 µM) em meio sem Ca

2+
 (contendo 200 µM de EGTA + 1 µM de 

verapamil + 1 µM de tapsigargina) após o esgotamento dos estoques intracelulares de Ca
2+

. Dados 
expressos como média ± E. P. M. n = 5 - 7 experimentos por grupo. 
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5.5 Reversão por ODQ dos efeitos inibitórios do NPprop nas contrações 

mediadas pelo recrutamento de Ca2+ do meio extracelular 

 

Uma vez que os experimentos com NPprop foram alterados pelo 

pretratamento com ODQ, experimentos adicionais foram realizados com intuito de 

ratificar a participação da sGC nos seus efeitos inibitórios. Em meio sem Ca2+, anéis 

aórticos foram estimulados com 60 mM K+ (K60, Fig. 14A e 14B) ou 10 μM fenilefrina 

(Phe, Figura 14C e 14D) e nenhuma contração sustentada foi observada até a 

adição de concentrações crescentes de CaCl2 (0,1 a 20 mM). Na concentração de 

20 mM Ca2+, as contrações máximas corresponderam respectivamente a 129,0 ± 

4,9% (n = 16; Fig. 14E) e 68,6 ± 6,7% (n = 20; Fig. 14G) em relação a uma 

contração de referência induzida por 60 mM KCl em meio contendo Ca2+. Em 

preparações tratadas com 1 μM ODQ (Fig. 14B e 14D), a contração máxima 

induzida por Ca2+ foi 114,2 ± 6,4 (n = 8; Fig. 14F) e 118,4 ± 12,7% (n = 14; Fig. 14H) 

em anéis aórticos estimulados com K+ ou fenilefrina, respectivamente. Na ausência 

de ODQ, NPprop (600 μM) diminuiu significativamente as contrações induzidas por 

Ca2+ para 34,0 ± 9,9% (n = 7) nos anéis aórticos estimulados com KCl (Fig. 14E) e 

3,6 ± 3,3% (n = 7) nas preparações estimuladas com fenilefrina (p <0,05, two-way 

ANOVA e Holm-Sidak; Fig. 14G). Por outro lado, nos anéis aórticos tratados 

simultaneamente com 1 μM ODQ e 600 μM NPprop, as contrações máximas a 20 

mM Ca2+ corresponderam a 87,4 ± 5,6 (n = 8; Fig. 14F) e 90,5 ± 14,8 (n = 8; Fig. 

14H) para estímulo com KCl ou fenilefrina, respectivamente. Esses valores não 

diferiram da resposta contrátil a 20 mM Ca2+ em preparações não tratadas com 

NPprop na ausência de ODQ (p > 0,05, two-way ANOVA e Holm-Sidak). A Figura 15 

mostra que na presença de MDL-12,330A, a adição de NPprop (600 μM) diminuiu 

significativamente as contrações induzidas por Ca2+ (p < 0,05; two-way ANOVA e 

Holm-Sidak). 
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Figura 14 - Efeitos inibitórios do NPprop sobre as contrações causadas pela 
adição de Ca2+ na presença de KCl ou fenilefrina são revertidos pelo 

tratamento com ODQ. 

 
Os painéis A a D mostram traços experimentais obtidos a partir de anéis aórticos inicialmente 
estimulados com 60 mM de KCl (K60) em meio contendo Ca

2+
. Em seguida, foi adicionado meio sem 

Ca
2+

 (L = lavagem) e as preparações foram estimuladas com KCl 60 mM (painéis A e B) ou 10 μM 
fenilefrina (PHE; painéis C e D) na ausência (painéis A e C) ou na presença (painéis B e D) de 1 μM 
ODQ. Concentraïções crescentes de CaCl2 (0,1 a 20 mM) foram cumulativamente adicionadas para 
produzir as curvas concentração-efeito representadas nos painéis E a H. Cada procedimento foi 
repetido na presença de 600 μM NPproprop. Gráficos representados por média ± erro padrão da 
média (E.P.M.), n = número de experimentos. Os valores de contração 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 não foi capaz de abolir o efeito inibitório do 
NPprop na contração induzida pelo recrutamento de Ca2+ do meio extracelular. 

 
Gráficos demonstrando os valores da força contrátil induzida pela adição crescente e cumulativa de 
Ca

2+ 
(0,1 a 20 mM) antes e após a adição do NPprop (600 µM, triângulo cinza invertido) em meio sem 

Ca
2+

 (A: contendo 200 µM de EGTA + 3 µM de MDL e B: contendo 200 µM de EGTA + 1 µM de 
verapamil + 3 µM de MDL) e com alta concentração de K

+ 
(60 mM, em A) ou PHE (10 µM, em B). 

Dados expressos como média ± E. P. M., n = número de experimentos. #
 
p < 0,01 (two-way ANOVA, 

seguido do teste Holm-Sidak), em comparação com a curva controle de Ca
2+

. Curvas construídas 
respeitando intervalo de 3 min entre as concentrações de Ca

2+
.  
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5.6 De forma dependente do ODQ, NPprop inibe as contrações fásicas 

induzidas pela fenilefrina, mas não aquela induzida por cafeína, em meio sem 

Ca2+ 

 

Com o objetivo de avaliar se o efeito dos nitrocompostos ocorre em 

contrações mediadas pela liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático, 

contrações fásicas foram induzidas por 1 μM de fenilefrina (Figura 16) ou 20 mM de 

cafeína em anéis da aorta mantidos em meio sem Ca2+ contendo 1 mM de EGTA. 

Tais contrações corresponderam respectivamente a 36,1 ± 2,0 (n = 7; Figura 16C) e 

19,6 ± 2,6% (n = 10, Figura 16D) em relação à contração de referência induzida por 

60 mM KCl em meio contendo Ca2+. Na presença de 600 μM NPprop (Figura 16A), a 

contração induzida pela fenilefrina diminuiu significativamente para 1,6 ± 0,3% (p < 

0,001, one-way ANOVA, Holm-Sidak; Figura 16C), enquanto a contração transitória 

induzida pela cafeína (20,0 ± 1,2 %, n = 9; Figura 16D) não revelou diferença 

significativa em relação ao controle (p > 0,05, teste t de Student não pareado). Na 

presença de 1 μM ODQ (Figura 16B), a magnitude da contração fásica induzida pela 

fenilefrina (40,4 ± 4,3%, n = 8; Figura 16C) não foi alterada significativamente (p > 

0,05, one-way ANOVA, Holm-Sidak) pelo tratamento com 600 μM NPprop (42,6 ± 

6,0%; n = 8; Figura 16C). 
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Figura 16 - Efeitos inibitórios do NPprop sobre as contrações transitórias 
causadas pela fenilefrina em meio sem Ca2+ são revertidos pelo ODQ. 

 

 
Os painéis A e B mostram traçados experimentais obtidos a partir de anéis aórticos inicialmente 
estimulados com 60 mM KCl (K60) em meio contendo Ca

2+
. A contração resultante foi adotada como 

referência. Posteriormente, foi adicionado meio sem Ca
2+

 (linha tracejada) e, na ausência (A) ou na 
presença (B) de 1 μM ODQ, as preparações contraíram transitoriamente em resposta a 10 μM 
fenilefrina (Phe). Estímulo com Phe em meio sem Ca

2+
 foi repetido na presença de NPprop (600 μM) 

em anéis aórticos tratados ou não com ODQ. O símbolo - // - indica que os anéis aórticos foram 
estimulados com K60 em meio contendo Ca

2+
 antes do segundo estímulo com Phe. Tal procedimento 

serviu para reabastecer as reservas internas de Ca
2+

. Note que o tratamento com ODQ aboliu o efeito 
inibitório do NPprop (painel C). Em D, um protocolo experimental semelhante em que a cafeína (20 
mM) foi o estímulo contrátil em vez de Phe. Observe que o NPprop foi inerte contra a contração fásica 
induzida pela cafeína. Gráficos representados por média ± erro padrão da média (E.P.M.). * p < 0,05 
vs. o respectivo controle, one-way ANOVA, Holm-Sidak. 
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5.7 NPprop inibiu, de maneira dependente de ODQ, as contrações mediadas 

por 12,13-dibutirato de forbol ou ortovanadato de sódio em meio sem Ca
2+

 

 

Para avaliar o efeito do NPprop em contrações sob condições 

experimentais sem Ca2+, os anéis aórticos desnudados do endotélio foram 

estimulados com 1 μM 12,13-dibutirato de forbol (EF). Tal contração foi relaxada 

pelo tratamento com NPprop (100 μM a 3 mM) para 3,2 ± 2,5% (n = 8; Figura 17A) 

da resposta máxima na presença de 3 mM NPprop (p < 0,05, one-way ANOVA e 

Holm-Sidak). Na presença de 1 μM ODQ, o efeito relaxante de 3 mM NPprop foi 

abolido e a contração permaneceu com uma magnitude de 91,1 ± 9,1% (Fig. 17B). 

Em meio sem Ca2+, NPprop (100 μM a 3 mM) reverteu a contração induzida por 3 

mM de ortovanadato de sódio (OS; Fig. 17C). O efeito relaxante foi significativo a 

partir de 100 μM e a concentração de 3 mM NPprop reduziu a contração induzida 

por ortovanadato de sódio para 7,3 ± 3,1% (n = 10) do seu valor controle (p < 0,05; 

one-way ANOVA e Holm-Sidak; 17C). Em preparações tratadas com ODQ, o efeito 

relaxante foi significativo apenas em 1 mM e em 3 mM NPprop, esta última 

concentração relaxando a contração induzida por ortovanadato de sódio para 47,1 ± 

14,1% da  resposta máxima (n = 10; p < 0,05; one-way ANOVA e Holm-Sidak; Fig. 

17D). 
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Figura 17 - Efeitos inibitórios do NPprop sobre as contrações induzidas pelo 
12,13-dibutirato de forbol ou ortovanadato de sódio foram reduzidos pelo ODQ. 

 
 
Em meio sem Ca

2+
, 1 μM de 12,13-dibutirato de forbol (EF) induziu contração sustentada que foi 

quase totalmente relaxada quando os anéis da aorta sem endotélio receberam concentrações 
crescentes de NPprop (100 μM a 3 mM; painel A). Na presença de 1 μM ODQ (B), o efeito relaxante 
do NPprop foi abolido. Em meio sem Ca

2+
, a contração induzida por 3 mM de ortovanadato de sódio 

(OS) relaxou na presença de NPprop (100 μM a 3 mM) com um primeiro efeito significativo a 100 μM 
(painel C). Nos anéis aórticos tratados com 1 μM 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 

solúvel 

 

5.8.1 Docking “a cego” 

 

Inicialmente foi realizado um experimento de docking “a cego”, isto é, não 

foi direcionado um possível local de ligação para os nitrocompostos, após isso, foi 

possível avaliar a densidade populacional dos clusters das conformações, sendo 

evidenciado que os clusters mais populosos, ou seja, os grupos com maior número 

de conformações ficaram localizados em uma região oposta a ARG116 ou ao grupo 

HEME, o que provavelmente não afetaria essa região. Mas, avaliando a energia de 

ligação, percebe-se que a conformação de menor energia (ou seja, maior 

estabilidade) é a que o ligante está próximo ao grupamento HEME e ARG166, 

apesar da pequena quantidade de conformações nessa região. Esses resultados 

são comuns a todos os três ligantes pesquisados (Figura 18 e 19).  

 

5.8.2 Docking restrito à ARG116 

 

No docking específico, os 3 ligantes apresentaram os radicais fenil 

sobrepostos e localizados na mesma cavidade. O que muda são grupos químicos 

que apontam para direções diferentes. No docking, o composto de maior energia foi 

o NPprop, com energia de -3,86. Isso aparentemente foi um problema, já que este 

composto apresentou experimentalmente sua curva deslocada para a direita após a 

adição 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 simulações de dinâmica molecular, 

método capaz de descrever o comportamento da interação enzimática dependente 

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

 
A figura mostra a interação dos nitrocompostos com a guanilato ciclase e suas respectivas energias 
de ligação (Kcal/mol): NPETH = -4,47, cor marrom; NPBEN = - 4,9, cor azul, e NPPROP = -3,86, cor 
cinza, com o átomo mais próximo. 

 
 

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

 
Representação estrutural da macromolécula de guanilato ciclase (cinza) mostrando a melhor posição 
dos ligantes (NPBEN = azul; NPETH = vermelho e NPPROP = verde), obtidos a partir de 
experimentos utilizando o docking, interagindo no sitio de ligação da guanilato ciclase (resíduos 
marcados) ao lado do grupo heme (amarelo). 

  



58  

 

5.8.3 Dinâmica molecular 

 

A Figura 20 representa o comportamento energético de cada um dos três 

ligantes, durante a simulação de 30 ns. A avaliação energética foi feita a cada 250 

ps, ou seja, a cada snapshot. Note que a escala de energia de ligação (do inglês, 

binding energy) calculada pelo software Yasara é bem diferente da calculado pelo 

software Autodock, na dinâmica molecular quanto maior a binding energy, mais 

favorável é a interação entre o ligante e a proteína. 

 
 

Figura 20 - Energia de ligação para os nitrocompostos. 

 

As energias mais baixas de cada ligante foram utilizadas como ponto de partida para a simulação de 
dinâmica molecular. A figura 20 mostra o perfil energético de cada ligante durante a simulação de 30 
ns. A energia de ligação foi calculado nesta etapa pelo software YASARA, que utiliza uma convenção 
diferente para expressar a energia de ligação em comparação com o AutoDock. Neste caso, quando 
a energia de ligação for mais positiva, será mais favorável a interação entre o ligante e a 
macromolécula guanilato ciclase. O NPPROP apresentou a maior energia de ligação (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 ligação durante a simulação de 30 ns para 
NPPROP foi superior (294,3 kJ/mol) comparando com o NPETH (243,9 kJ/mol) e o NPBEN (200,6 
kJ/mol).  
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A Figura 21 representa a posição de interação de cada um dos ligantes 

com a guanilato ciclase. O painel A representa a superfície da enzima, mostrando as 

20 poses de cada ligante no pocket. No painel B, a enzima está representada na 

forma de traço com todos seus posicionamentos adotados durante a simulação e 

pode-se observar o grupamento heme (em amarelo) e o resíduo HIS105 (em verde). 

A proximidade e o posicionamento dos ligantes em relação ao grupamento heme 

podem ser observados no painel C. O ligante NPprop, que apresentou uma 

interação mais favorável ao fim da simulação, teve seu posicionamento invertido 

comparado ao momento antes de se iniciar a simulação, ou seja, em relação a 

posição gerada pelo Autodock. No modelo gerado pelo docking, esse ligante 

apresentava, assim como os outros 2 ligantes, o grupamento fenil dentro do pocket 

da guanilato ciclase. Essa pose pode ser observada no painel C, no qual a única 

representação na qual o grupo fenil aponta para o heme é a pose gerada pelo 

docking. Ao iniciar a simulação essa conformação é alterada e outra de energia mais 

favorável passa a prevalecer. Nessa, em vez do fenil, são os grupos polares que 

apontam para o grupo heme. A Figura 22 mostra mais detalhadamente como ocorre 

a interação entre cada ligante e a enzima, ao fim da simulação. 
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Figura 21 - Interação dos nitrocompostos com a guanilato ciclase. 

 

A figura 21 representa a posição de interação de cada um dos ligantes com a guanilato ciclase. O 
painel A representa a superfície da enzima, mostrando as 20 poses de cada ligante no pocket. No 
painel B, a enzima está representada na forma de traço com todos seus posicionamentos adotados 
durante a simulação e pode-se observar o grupamento heme em amarelo e o resíduo HIS105 em 
verde. A proximidade e o posicionamento dos ligantes em relação ao grupamento heme podem ser 
observados no painel C. O ligante NPprop, que apresentou uma interação mais favorável ao fim da 
simulação, teve seu posicionamento invertido comparado ao momento antes de se iniciar a 
simulação, ou seja, em relação a posição 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 única representação na 
qual o grupo fenil aponta para o heme é a pose gerada pelo docking. Ao iniciar a simulação essa 
conformação é alterada e outra de energia mais favorável passa a governar. Nessa, em vez do fenil, 
são os grupos polares que apontam para o grupo heme. 
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Analisando a Figura 22, primeiramente pode-se observar uma das razões 

pela qual o NPPROP interage de forma mais favorável com a enzima: os dois 

grupamentos hidroxila desse ligante fazem ligações de hidrogênio com a enzima. O 

segundo ligante de energia mais favorável, por sua vez, faz apenas 1 ligação de 

hidrogênio. Outro fato interessante de se notar é, conforme já mencionado, a 

posição do grupamento fenil de cada ligante. Ambos os ligantes NPETH e NPBEN 

possuem o grupo fenil voltado para os resíduos hidrofóbicos do pocket, como MET1, 

TYR2, ALA42 e LEU115, enquanto que o grupamento fenil do NPPROP não realiza 

contato e está exposto ao solvente.  

Em relação ao grupamento nitro, no NPBEN apesar desse grupo estar 

próximo a ARG166, sua maior parte está exposta ao solvente. De forma semelhante, 

no NPETH, parte desse grupo está também exposta ao solvente, a despeito de sua 

proximidade com a ARG116 e o THR137. Cada um dos grupos hidroxila fazem 

ligações de hidrogênio com o ALA42 e ASP45, o que parece ancorar esse ligante 

em uma posição favorável ao contato do grupo nitro com o heme (Figura 22). A 

Figura 22 demonstra a frequência de contato entre o ligante NPPROP os resíduos 

da macromolécula guanilato ciclase. Durante todo o período de simulação, este 

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

heme. 

 
Figura 22 - Resíduos de contato dos nitrocompostos. 

 

A figura 22 refere-se aos resíduos de contatos (resíduos em uma distância menor que 4Å de qualquer 
átomo do ligante) e os tipos de interação entre cada ligante e a guanilato ciclase. Os posicionamentos 
dos ligantes são correspondentes ao final da simulação de 5 ns.  
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A figura 23 representa as interações em um determinado momento da 

simulação, mostrando também a possibilidade de ligações de hidrogênio. De fato, a 

análise da frequência de formação de ligações de hidrogênio entre o ligante e a 

macromolécula guanilato ciclase demonstra que, durante 77% da simulação, o 

NPPROP interage com guanilato ciclase através de, pelo menos, uma ligação de 

hidrogênio. A capacidade de formar ligações de hidrogênio com guanilato ciclase é 

muito mais baixa para os outros dois ligantes e, por tanto, a ocorrência de ligações 

de hidrogênio durante a simulação não foram superiores a 6% com os outros dois 

ligantes. 

 
Figura 23 - Posição do NPPROP na macromolécula da guanilato ciclase e os 

resíduos mais próximos. 

 

Representação estrutural da posição mais favorável energeticamente do NPPROP (verde) durante a 
simulação. A superfície macromolécula guanilato ciclase está representada e os resíduos que fazem 
contato com o ligante NPPROP estão marcados de vermelho. As linhas tracejadas representam as 
pontes de hidrogênio entre o ligante e a macromolécula e as distâncias estão indicadas na figura. 
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5.9 Efeito do NPprop sobre a curva concentração-efeito induzida por fenilefrina 

em anéis do segundo ramo da artéria mesentérica de ratos 

 

Após as series de experimentos descritas acima, o NPprop foi o 

nitrocomposto que apresentou melhores efeitos, assim como um potencial 

envolvimento dos nucleotídeos cíclicos em suas respostas, por isso, foi o escolhido 

para os experimentos que envolveram vasos de resistência.  

Sendo assim, as preparações de 2º ramo de artéria mesentérica foram 

induzidas à contrair após a adição de fenilefrina (10 µM), em seguida, no platô da 

contração adicionamos o NPprop (1 a 600 µM) de forma crescente e cumulativa.  

O NPprop foi capaz de relaxar totalmente a resposta contrátil, e esse 

efeito foi diferente significativamente (p < 0,001; two-way ANOVA, seguido do teste 

Holm-Sidak) da resposta apresentada pelo veículo DMSO (Figura 24).  

O efeito relaxante do NPprop foi significativo (p < 0,001; one-way ANOVA, 

seguido do teste Holm-Sidak) a partir da concentração de 30 µM, que relaxou a 

contração para 64,71 ± 5,76% do valor observado na ausência do nitrocomposto e 

apresentou CE50 = 46,35 [30,71 – 69,93] μM. Ressalta-se que a CE50 do NPprop, 

obtida no segundo ramo da artéria mesentérica, foi significativamente menor (p < 

0,001; Teste de Mann–Whitney) que aquela observada para relaxar contração 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. 

 

A 

 

B 

 

A: Traçado típico do protocolo experimental demonstrando o efeito relaxante após a adição de 
NPprop. Note no final do traçado a recuperação da contração induzida por K

+
 após o período de 

exposição ao NPprop. Os círculos pretos simbolizam adição. L = lavagem; K
+

 = contração induzida 
por 60 mM K

+
; PHE = contração induzida por 10 µM de PHE; ACh = 1 µM.  

B: Efeito miorrelaxante do NPprop (1 - 600 μM; círculo preto) sobre a contração sustentada de PHE 
(10 μM) em anéis de mesentérica isolada de ratos. Veículo DMSO (círculo branco). Dados expressos 
como média ± E. P. M. n = número de experimentos. A curva foi construída respeitando intervalo de 5 
minutos entre as concentrações. * 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 comparação com a curva do DMSO. 
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5.10 Efeitos do Npben em preparações vasculares isoladas mantidas em 

tensão basal 

 

Conforme mostrado anteriormente na Figura 10D, na faixa de 

concentração entre 30 e 600 μM de Npben, a magnitude da contração de fenilefrina 

apresentou valores significativamente maiores nas preparações com endotélio em 

relação às preparações sem endotélio (p < 0,05; two-way ANOVA e teste de Holm-

Sidak). Com o intuito de verificar se esse efeito revela ação contrátil do Npben, 

concentrações cumulativas de Npben (1 a 3000 µM) foram adicionadas à solução 

extracelular em preparações mantidas sob tônus basal, (Figura 25). Nessas 

condições, não detectamos efeitos contráteis significativos. 

Ao final do experimento, foram realizadas lavagens sucessivas (durante 

aproximadamente 30 min.) com solução fisiológica para retirada do Npben e, em 

seguida, a preparação foi novamente estimulada com K+ (60 mM). Foi observado 

que a contração mediada pela adição de K+ após a exposição ao Npben ocorreu de 

forma semelhante à do início dos experimentos indicando que o tecido ainda 

permanecia responsivo. 
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Figura 25 - O NPBEN não altera o tônus basal de artéria aorta de ratos. 
 

A 
 

 
 

B 

 
 

A: Traçado típico do protocolo experimental demonstrando o efeito sutil sobre o tônus basal após a 
adição de Npben. Note no final do traçado a recuperação da contração induzida por K

+
 após o 

período de exposição ao Npben. Os círculos pretos simbolizam adição. L = lavagem; K
+

 = contração 
induzida por 60 mM K

+
; PHE = contração induzida por 0, 1 µM de PHE; ACh = 1 µM.  

B: Gráfico com valores do tônus basal na presença de Npben (1 a 3000 μM; n = 5; círculo preto) em 
anéis de aorta isolada de ratos. Dados expressos como média ± E. P. M. A curva foi construída 
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentrações. 
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5.11 Efeito do Npben em contrações mediadas pela adição de diferentes 

concentrações de K+ 

 

Na Figura 10C, mostramos que a potencialização da contração causada 

pelo endotélio quando Npben (1 a 3000 µM) é adicionado ao platô da contração não 

ocorre quando as preparações são pré-contraídas com 60 mM de K+ ao invés de 

fenilefrina. Para verificar se o efeito depende do nível de despolarização tecidual, 

foram realizados experimentos nos quais as preparações foram pré-contraídas na 

concentração de 25 mM de K+ que supostamente induz menor efeito despolarizante. 

Em contração induzida por baixa concentração de K+, foi possível observar a 

ocorrência de efeito potencializador uma vez que a magnitude das contrações foi 

estatisticamente maior nas preparações com endotélio intacto em relação àquelas 

sem endotélio (p < 0,001; two-way ANOVA e teste Holm-Sidak) (Figura 26). Para o 

efeito relaxante do Npben sobre essa contração induzida por 25 mM KCl, a CE50 

observada foi de: 724,86 [541,28 - 970,7] μM, não apresentando diferença 

significativa (p > 0,05; teste de Mann-Whitney) quando comparada com a CE50 

encontrada nas preparações contraídas com adição de K+ 60 mM (CE50 = 573,38 

[387,6 - 848,98] μM).    
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Figura 26 - O efeito bifásico do Npben está presente quando a preparação é 
pré-contraída com 25 mM de K+. 

 
  

Efeito do Npben (1 a 3000 μM) sobre a contração sustentada de K
+
 25 mM (hexágono cinza) ou 60 

mM (hexágono preto e cinza) em anéis de aorta isolada de ratos. Dados expressos como média ± E. 
P. M. n = número de experimentos. A curva foi construída respeitando intervalo de 5 minutos entre as 
concentrações. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) nas concentrações de 
100 e 600 μM. 

#
 p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) K

+
 25 mM vs. 60 mM.  
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5.12 Investigação da participação dos canais para cálcio operados por 

voltagem no efeito bifásico do Npben em preparações vasculares isoladas pré-

contraídas pela adição de PHE 

 

Para saber se a abertura de canais para Ca2+ operados por voltagem 

estaria envolvida no efeito potencializador do endotélio, avaliamos como se 

comporta a ação do Npben na contração induzida pela adição de fenilefrina (1 µM) 

em preparações pré-tratadas com verapamil (10 µM; por 15 minutos). Nas 

concentrações de 100 à 600 µM, observamos aumento significativo (p < 0,001; two-

way ANOVA e teste Holm-Sidak) na magnitude da contração em comparação com o 

grupo controle (sem verapamil), efeito acompanhado com aumento significativo (p = 

0,01; Teste Mann-Whitney) do valor da CE50 = 1561,83 [1101,29 - 2214,62] μM 

(Figura 27A). Sob tônus basal e após tratamento com verapamil (10 µM), não 

observamos efeito contrátil após adição de Npben (Figura 27B).  
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Figura 27 - O tratamento com verapamil produziu efeito contraturante 
exacerbado após a adição de Npben em anéis de artéria aorta, mas não em 

preparações mantidas em tônus basal. 
 

 

 

Em A, efeito bifásico do Npben (1 a 3000 μM) sobre a contração sustentada de fenilefrina (PHE, 1 
μM) em anéis de aorta isolada de ratos antes (círculo preto) e após o tratamento com verapamil (10 
μM, hexágono cinza). Em B, gráfico com valores do tônus basal na presença de Npben (1 a 3000 μM) 
na ausência (n = 5; círculo preto) ou na presença de Verapamil (10 μM; n = 6; círculo branco) Dados 
expressos como média ± E. P. M. n = número de experimentos. Cada curva foi construída 
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentrações. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do 
teste Holm-Sidak) quando comparado às concentrações 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 Investigação da participação muscarínica no efeito bifásico do Npben em 

preparações vasculares isoladas pré-contraídas pela adição de PHE 

 

Para avaliar se o efeito potencializador do endotélio na ação contraturante 

do Npben envolveria receptores muscarínicos, preparações foram tratadas com 

atropina (10 µM) por 15 minutos anteriores à adição de fenilefrina (1 µM). Adicionado 

no platô da contração resultante da adição de fenilefrina, observamos que o efeito 

contraturante do Npben foi presente na concentração de 300 µM, cuja magnitude de 

contração foi maior nas preparações 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. 

 

 
 

Efeito bifásico do Npben (1 a 3000 μM) sobre a contração sustentada de PHE (1 μM) em anéis de 
aorta isolada de ratos antes (círculo preto) e após o tratamento com Atropina (10 μM, quadrado 
cinza). Dados expressos como média ± E. P. M. n = número de experimentos. A curva foi construída 
respeitando intervalo de 5 minutos entre as concentrações. * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do 
teste Holm-Sidak) quando comparado às concentrações isoladas com o grupo controle. 
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5.14 Comparação dos efeitos do Npben com a potencialização dependente do 

endotélio causada pela inibição da enzima óxido nítrico sintetase com L-NAME  

 

Estabelecemos uma série de experimentos usando o inibidor da enzima 

óxido nítrico sintetase (L-NAME). Inicialmente, as preparações (com endotélio 

intacto) foram pré-contraídas com a adição de fenilefrina (1 µM) e, em seguida, 

adicionou-se L-NAME (1 - 300 μM; intervalo 5 min., Figura 29) de forma cumulativa. 

A adição de L-NAME resultou em potencialização da contração induzida por 

fenilefrina de forma dependente de concentração (Figura 29, quadrados pretos). Em 

outros experimentos, executamos as curvas concentração-efeito em resposta ao L-

NAME em preparações tratadas com Npben (100 μM), verapamil (Vera; 10 μM em 

endotélio íntegro [quadrados brancos] ou ausente [quadrados com diagonal preta e 

branca]) ou atropina (Atro; 10 μM) antes da adição de L-NAME. A presença 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 contrátil do L-NAME (Figura 29) 

apresentou um aumento de aproximadamente 100% na concentração de 300 μM 

nas preparações tratadas previamente com verapamil quando comparado com a 

resposta controle, tal efeito pós-tratamento com verapamil foi semelhante na CCE 

para o Npben (aumento de aproximadamente 94% na concentração de 600 μM 

quando comparado ao controle).  

 

  



73  

 

Figura 29 - O tratamento com Verapamil exacerbou o efeito contraturante do L-
NAME em anéis de artéria aorta. 

 

 

Efeito contrátil do L-NAME (1 a 300 μM) sobre a contração sustentada de PHE (1 μM) em anéis de 
aorta isolada de ratos antes (quadrado preto) e após o tratamento com Npben (100 μM, quadrado 
xadrez), Verapamil (10 μM, com endotélio = quadrado branco e sem endotélio = quadrado branco e 
preto diagonal) e Atropina (10 μM, quadrado preto superior e branco inferior). Dados expressos como 
média ± E. P. M. n = número de experimentos. A curva foi construída respeitando intervalo de 5 
minutos entre as concentrações. 

#
 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 ação do Npben não é revelado 

em aorta pré-contraída com análogo de tromboxano A2 

 

Preparações (com endotélio intácto) foram induzidas à contração 

mediante a adição do U-46619 (0,3 μM), análogo de tromboxano A2. Em seguida, no 

platô da contração, foram adicionadas concentrações cumulativas de Npben (1 - 

3000 μM, Figura 30A). Não foi observada a potencialização da resposta como 

ocorrido com a fenilefrina. A concentração de Npben capaz de induzir 50% da 

resposta máxima (CE50) foi de 643,27 [468,06 - 884,10] μM. Esse valor foi 

significativamente diferente quando comparamos com a resposta mediada pela 

adição de fenilefrina (p = 0,04; Mann-Whitney). Experimento similar foi realizado 

substituindo o Npben pelo L-NAME (1 - 300 μM). No entanto, além de não 

observamos efeito potencializador da contração de U-46619, o L-NAME não induziu 

efeito relaxante. Como apenas o Npben (e não o L-NAME) foi capaz de inibir 

completamente o estimulo contrátil do U-46619 (0,3 μM) (p < 0,001; two-way 

ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) (Figura 30 A e B), concluímos que o Npben 

pode atuar por outras vias que não envolvem o óxido nítrico. 

Para confirmar os resultados anteriores, executamos uma serie de 

experimentos avaliando a participação do receptor TP na resposta contrátil do 

Npben. Para tanto, curvas concentração efeito foram confeccionadas pela exposição 

das preparações aórticas a concentrações cumulativas de seratrodast (0,01 - 3 μM), 

um antagonista do receptor de tromboxano A2 (receptor TP), com o objetivo de 

identificar a concentração capaz de reverter a resposta do agonista. Por fim, 

observou-se que a concentração de seratrodast 3 μM promoveu relaxamento total 

da resposta contrátil induzida pela adição de U-46619 (0,3 μM) (Figura 30C). 

Posteriormente, pré-tratamos as preparações com seratrodast (Sera; 3 μM) e 

adicionamos Npben (1 - 3000 μM) no platô da resposta contrátil de fenilefrina (1 μM). 

A Figura 30D revela que o efeito potencializador do endotélio na ação ao Npben 

ainda esteve presente na presença de seratrodast. Os valores de CE50 dos 

experimentos na presença de seratrodast foram: 889,93 [713,67 - 1109,94] μM e não 

diferiram do grupo controle (p > 0,05; Mann-Whitney). 
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Figura 30 – O bloqueio do tromboxano A2 não alterou o efeito bifásico do 
NPBEN em anéis de artéria aorta de ratos. 

 

 

Os gráficos mostram os efeitos do Npben adicionado no platô de contrações sustentadas induzidas 
por U-46619 (0,3 μM). A: Efeito vasorelaxante do Npben (1 - 3000 μM, círculo preto) nas contrações 
induzidas por U-46619 (0,3 μM). * p < 0,001 (two-way ANOVA, seguido do teste Holm-Sidak) quando 
comparado às concentrações isoladas com o grupo controle (DMSO, triângulo branco). 

#
 p < 0,001; 

two-way ANOVA, seguido do teste de Holm-Sidak, comparado com a curva de controle (DMSO). B: 
Curvas concentração efeito de L-NAME (1 - 300 μM, losango preto) em contrações induzidas por U-
46619 (0,3 μM). C: Curvas concentração-efeito que determinaram a concentração de seratrodast 
(quadrado branco) capaz de inibir a resposta contrátil induzida pela adição do U-46619 (0,3 μM). 

@
 

Indica a menor concentração 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 μM, quagrado 
branco) não alterou o efeito bifásico do Npben (1 - 3000 μM, círculo preto) em contrações induzidas 
por fenilefrina (PHE; 1 μM). Os dados estão expressos como média ± E.P.M. O número de 
experimentos (n) está relatado nos gráficos. 
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5.16 Avaliação do envolvimento dos receptores de potencial transitório 

anquirina 1 (TRPA1) ou vanilóide 4 (TRPV4) no efeito contrátil do Npben em 

aorta isaolada de rato 

 

É sabido que os canais catiônicos TRPs presentes no endotélio vascular 

podem ser uma via de entrada para o Ca2+ em situações que envolvem a dor e o 

estresse oxidativo, sendo assim, foi formulada uma serie de experimentos para 

avaliar o envolvimento do receptor de potencial transitório anquirina 1 (TRPA 1) ou 

vanilóide 4 (TRPV 4) no efeito contrátil do Npben.  

As preparações isoladas de aorta foram tratadas com os antagonistas 

vermelho de rutênio (RR; 20 μM, TRPA 1 e TRPV 4) ou HC-030031 (HC; 20 μM 

TRPA 1), e induzidas à contração mediante a adição de fenilefrina (PHE, 1 μM), 

posteriormente, no platô da contração foram adicionadas concentrações crescentes 

e cumulativas de Npben (1 - 3000 μM). Observou-se que o efeito contrátil (em 

concentrações mais baixas) do Npben foi abolido significativamente (p < 0,05; one-

way ANOVA, em comparação com o grupo controle) por ambos os tratamentos, 

apresentando diferença significativa (p < 0,05; Mann-Whitney) nos valores de CE50 

para o efeito relaxante (RR = 2085,72 [1703,33 - 2554,46] μM e HC = 525,68 [387,61 

- 712,85] μM) em relação ao grupo controle. Ressalta-se que o tratamento com 

vermelho de rutênio (20 μM) promoveu um desvio da curva para a direita - 

confirmado por um aumento significativo nos valores CE50 (Figura 31A). 

Além disso, quando adicionamos os bloqueadores (vermelho de rutênio 

ou HC-030031) em preparações pré-tratadas com verapamil (Vera; 10 μM), o efeito 

contrátil foi alterado significativamente (p < 0,05; two-way ANOVA, Figura 31B).  
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Figura 31 – O bloqueio do receptor de potencial transitório anquirina 1 (TRPA 
1) e vanilóide 4 (TRPV 4) alterou o efeito contrátil do NPBEN em aorta isalada 

de rato. 
 

A: Preparações de aorta foram estimuladas a contrair em resposta a fenilefrina (PHE) 1 μM, e no 
platô da contração, o Npben (1 - 3000 μM) foi adicionado na ausência (cícurlo preto) ou presença dos 
antagonistas rutênio vermelho (RR; 20 μM, círculo branco) ou HC-030031 (HC; 20 μM, círculo 
xadrez). B: O efeito contrátil na presença de verapamil (Vera; 10 μM, quadrado preto) foi reduzido 
significativamente (p < 0,05; two-way ANOVA) após o tratamento com os antagonistas. Os símbolos # 
e & indicam que os valores de anéis aórticos com endotélio intacto tratados com vermelho de rutênio 
ou HC-030031, respectivamente, são significativamente diferentes em comparação com os 
respectivos valores obtidos em preparações aórticas mantidas na ausência desses inibidores (p < 
0,05, two-way ANOVA, teste de Holm-Sidak). Os dados são expressos através de média ± E.P.M. 
Número de experimentos (n) estão relatados nos gráficos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo foi o precursor em demonstrar os efeitos 

vasodilatadores de três nitrocompostos aromáticos: 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 nítrico, 

ciclooxigenase e nucleotídeos cíclicos exerciam influência nesses efeitos inibitórios. 

Evidenciamos que os três nitrocompostos inibiram a resposta contrátil causada pelo 

recrutamento de canais para Ca2+ dependentes de voltagem, mas não aquelas 

resultantes de recrutamento de canais de Ca2+ operados por estoque. Analisamos 

também, através dos experimentos de simulação in silico, possíveis sítios de ligação 

na enzima sGC para os nitrocompostos. O NPprop foi o que apresentou maior 

potência e especificidade, fato este que resultou na sua escolha para a continuidade 

do estudo relacionado à possivel participação da via guanilato ciclase-GMPc em 

seus efeitos bem como comparar a vasodilatação em artérias de resistência (p. ex. 

segundo ramo da artéria mesentérica). Para o NPprop, os efeitos sobre os 

componentes de contração derivados do recrutamento de canais para Ca2+ foi 

dependente da participação da guanilato ciclase. 

Ademais, o nitrocomposto Npben apresentou efeito bifásico (contração 

em baixas concentrações e relaxamento em altas concentrações) em aorta de ratos. 

Este efeito contráti foi dependente do endotélio e parece ter relação com a 

participação de canais catiônicos do tipo TRP (A1 e V4).  

Previamente, estudos realizados pelo nosso Grupo de Pesquisa 

Fármacos e Músculo Liso (CNPq), já demonstraram o efeito vasodilatador de alguns 

nitrocompostos aromáticos com estruturas semelhantes aos abordados no presente 

estudo, dentre eles, o estudo de Brito et al. (2013), foi o pioneiro em demonstrar, in 

vitro, o mecanismo de ação do nitrocomposto de origem natural 1-nitro-2-feniletano, 

sendo evidenciado que seu efeito vasodilatador estava relacionado à estimulação da 

via guanilato ciclase-GMPc, corroborando com estudos anteriores nos quais o 1-

nitro-2-feniletano foi capaz de promover hipotensão 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 modificação química 
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do 1-nitro-2-feniletano, no qual foi substituído a simples ligação entre os carbonos 

(alcano) pela dupla ligação (alceno), tal restrição conformacional promoveu melhor 

interação com o receptor promovendo aumento da potência farmacológica em 3,5 

vezes do efeito miorrelaxante em artéria aorta de ratos. Entretanto, o efeito 

vasodilatador relacionado à estimulação da via guanilato ciclase-GMPc não foi 

mantido após a modificação da estrutura.  

A partir dos estudos citados anteriormente, evidenciamos que o 

acréscimo de uma ligação na cadeia alifática (alcano = 1-nitro-2-feniletano → alceno 

= 1-nitro-2-fenileteno) proporcionou um aumento na potência 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, o mecanismo de ação 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): CE50 = 

30,2 [25,5-35,7] µM vs. 231,5 [154,1–348,0] µM, respectivamente. Os mesmos 

também comprovaram o envolvimento dos nucleotídeos cíclicos nesse efeito 

vasodilatador. Este achado possibilita discorrermos que o acréscimo do grupo 

hidroxila (OH) e metil (CH3), além da manutenção da simples ligação do grupo nitro 

no segundo carbono da cadeia alifática promoveu uma potencialização do efeito 

relaxante e manutenção da participação da estimulação da sGC nestes efeitos, ou 

seja, o acréscimo de estruturas apolares e a menor rigidez de ligação do grupo nitro 

facilitam as mudanças conformacionais do nitrocomposto e isto parece ter relação 

com a capacidade de estimular a sGC. 

Neste contexto, Paulai; Serrano; Tavares (2009) acrescentam que a 

modificação estrutural dos nitrocompostos, embasada em estruturas biologicamente 

ativas, pode aprimorar suas atividades biológicas, essa afirmação vai ao encontro da 

hipótese que originou o presente estudo. 

Destarte, inicialmente foi proposto avaliar quais os efeitos dos 

nitrocompostos NPeth, Npben e NPprop em preparações submetidas a estímulos 

eletromecânicos ou farmacomecânicos, sendo evidenciado com a adição dos 

nitrocompostos produziu vasorrelaxamento de maneira dependente de 

concentração. No entanto, foram observadas diferenças em relação à potência e à 

eficácia, uma vez que somente os nitrocompostos Npben e NPprop induziram 



80  

 

relaxamento máximo. Além disso, foi observado que o Npben possui efeito bifásico. 

Nas preparações contraídas com fenilefrina, o Npben induz inicialmente efeito 

potencializador da contração, o qual é seguido de efeito relaxante nas mais altas 

concentrações. Esse efeito foi dependente do endotélio, uma vez que a retirada da 

camada endotelial aboliu o mesmo. Para os outros nitrocompostos, a retirada do 

endotélio não exerceu influência em suas respostas relaxantes. Além do mais, 

observou-se que todos os nitrocompostos diferiram da resposta apresentada pelo 

veículo (DMSO) tanto para os estímulos contráteis mediante a adição de K+ (60 mM) 

quanto à PHE (1 µM), descartando assim, qualquer influência do veículo nos efeitos 

aqui relatados. 

Somlyo; Somlyo (1968) ressaltam a importância de investigar efeitos 

farmacológicos em preparações pré-contraídas com estímulos eletromecânicos ou 

farmacomecânicos, já que os mesmos exercem influência direta nas respostas 

contráteis, atuando como vias importantes para o influxo de Ca2+ através da 

membrana (WEBB, 2003). O acoplamento eletromecânico origina-se pelo aumento 

nos níveis extracelulares de K+, o que ocasiona uma menor diferença de 

concentração entre os meios externo (menos concentrado) e interno (mais 

concentrado), ou seja, o potencial de membrana atinge valores menos negativos, 

fato que promove a despolarização da membrana (RIBEIRO-FILHO et al., 2012) e 

abertura dos canais para Ca2+ dependentes de voltagem. Em relação ao 

acoplamento farmacomecânico, ele ocorre após a adição de PHE (agonista 1-

adrenérgico) que se liga ao receptor adrenérgico localizado na membrana celular, o 

mesmo é acoplado à proteína Gq/11, 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 Ca2+ do retículo sarcoplasmático, e o 

diacilglicerol (DAG) - ativa a proteína quinase C, que fosforila proteínas alvo 

específicas (SOMLYO; SOMLYO, 1998; WEBB, 2003).   

Karaki et al. (1997) acrescentam que estes estímulos apresentam 

contrações sustentadas, mas com características diferentes. O estímulo 

eletromecânico é abolido após a retirada do Ca2+ do meio extracelular ou através da 

utilização de bloqueadores de canais para Ca2+ (p. ex. verapamil) (MCDONALD; 

PELZER; TRAUTWEIN, 1980), no entanto, o estímulo farmacomecânico mantém 

uma contração transiente mesmo após a remoção do Ca2+ ou adição de 
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bloqueadores de canais para Ca2+, mediante a liberação do Ca2+ presente no 

retículo sarcoplasmático (WEBB, 2003). 

A possível participação do oxido nítrico e das prostaglandinas no efeito 

vasodilatador dos nitrocompostos foi avaliada mediante uso de L-NAME, inibidor da 

enzima oxido nítrico sintase (REES et al., 1990), ou indometacina, inibidor não 

específico da enzima ciclooxigenase (LEVINE et al., 1972). Observou-se que, o pré-

tratamento com L-NAME ou indometacina não alterarou o efeito miorrelaxante dos 

nitrocompostos NPeth e NPprop. No entanto, o efeito contraturante do Npben foi 

inibido, tal achado será abordado com mais propriedade posteriormente.  

Corroborando com o presente estudo, Morgado et al. (2012) destacam 

que a estimulação da sGC provoca uma cascata intracelular com diferentes alvos 

diretos e indiretos da PKG, que culminam com redução das concentrações 

intracelulares de Ca2+. Nesse sentido, foi proposto investigar a participação dos 

nucleotídeos cíclicos nos efeitos dos nitrocompostos aromáticos, sendo observado 

que 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 CE50, sugerindo 

assim, que a resposta vasodilatadora do NPprop parece envolver a ativação dos 

nucleotídeos cíclicos, e consequentemente, aumento da formação de GMPc e 

AMPc. Adicionalmente, observou-se que o efeito contrátil do Npben também foi 

abolido após o tratamento com os inibidores da guanilato ciclase ou adenilato ciclase 

assim como o tratamento com TEA (dados não mostrados). 

Os nucleotídeos cíclicos GMPc e AMPc, produzem relaxamento em vários 

músculos lisos (p. ex. traqueal, vascular, gastrointestinal) (MURAD, 1988). Tais 

efeitos são equivalentes e estão associados à formação da proteína quinase 

dependente de GMPc (PKG) e proteína quinase dependente de AMPc (PKA), estas 

proteínas quinases promovem alteração na sensibilidade da MLC, diminuindo a 

fosforilação (MLCK) e/ou aumentando a desfosforilação (MLCP) das proteínas 

contráteis, diminuindo a concentração intracelular de Ca2+ - promovendo 

relaxamento (AKATA, 2007).  

Morgado et al. (2012) coadunam quando afirmam que os nucleotídeos 

cíclicos são os principais segundos mensageiros relacionados à vasodilatação, e 

acrescentam que a elevação dos níveis intracelulares de GMPc ou AMPc 
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representam uma estratégia efetiva em vários fármacos utilizados no tratamento de 

doenças cardiovasculares. 

Por conseguinte, foi avaliado se os nitrocompostos aromáticos exerciam 

influência nos mecanismos contráteis que recrutam canais para Ca2+ presentes na 

membrana celular. Observamos que a adição dos nitrocompostos NPeth ou Npben 

promove inibição da resposta contrátil em resposta ao influxo de Ca2+ pelos canais 

VOC em anéis de artéria aorta (dados não mostrados), entretanto, sem alteração na 

resposta contrátil mediada pelos canais ROC (dados não mostrados). Apenas o 

NPprop foi capaz de inibir a resposta mediada pelos canais VOC e abolir a resposta 

contrátil evocada pela via ROC. Também foi evidenciado que os nitrocompostos 

estudados não exercem influência nas contrações mediadas pela adição de Ca2+ 

após a depleção dos estoques intracelulares - SOC. 

Ressalta-se que o íon Ca2+ é o principal estímulo contrátil do músculo liso, 

no músculo liso vascular existem dois tipos de estimulantes amplamente utilizados 

para verificar as alterações na [Ca2+]i: os canais para Ca2+ operados por voltagem 

(tipo L) – ativados após a despolarização da membrana induzida pela adição de alta 

concentração de K+ e os canais para Ca2+ operados por receptor – ativados após a 

ligação do agonista (p. ex. norepinefrina ou fenilefrina) com o receptor -adrenérgico 

(BOLTON et al., 1988; KARAKI et al., 1997; WEBB, 2003). Outra via importante para 

o influxo de Ca2+ do meio extracelular são os canais para Ca2+ operados por 

estoque, os mesmos são ativados após a redução do Ca2+ armazenado no reticulo 

sarcoplasmático, mecanismo denominado de entrada capacitativa de Ca2+ 

(PUTNEY, 1990).  

Karaki et al. (1997) destacam que a diminuição da [Ca2+]i é mediada pelo 

retorno do Ca2+ para o retículo sarcoplasmático e expulsão para o meio externo 

através das bombas presentes na membrana celular ou pelo trocador de Na+/Ca2+. 

Acrescenta-se que os segundos mensageiros IP3, DAG, AMPc e GMPc alteraram 

estes mecanismos que participam da [Ca2+]i. 

Como relatado anteriormente, a produção dos nucleotídeos cíclicos 

promove diversos efeitos intracelulares que culminam com a diminuição da [Ca2+]i 

causando vasodilatação, dentre eles, podemos citar: inibição da ligação do IP3 com 

seu receptor no retículo sarcoplasmático, hiperpolarização através da abertura de 

canais para K+, ativação da Ca2+-ATPase, diminuição da sensibilidade das proteínas 

contráteis e inibição dos canais VOC (LINCOLN; KOMALAVILAS; CORNWELL, 
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1994). Sendo assim, objetivando avaliar como se comportava a resposta inibitória do 

NPprop no influxo de Ca2+ frente à inibidores da guanilato ciclase ou adenilato 

ciclase, as preparações foram tratadas com ODQ ou MDL-12,330A, 

respectivamente, sendo evidenciado que o efeito inibitório do NPprop sobre os 

canais VOC ou ROC foi revertido totalmente após o tratamento com ODQ e 

parcialmente com o MDL-12,330A.  

De forma interessante, esta diminuição do efeito inibitório do NPprop foi 

confirmada nos experimentos mediados pela liberação do Ca2+ proveniente do 

reticulo sarcoplasmático (receptor de IP3), pois o tratamento com ODQ foi capaz de 

reverter totalmente o efeito inibitório do NPprop, diferentemente das preparações 

tratadas com MDL-12,330A, sugerindo maior participação 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 análogo ao NPprop, 

também envolveu a participação dos nucleotídeos cíclicos, regulação da 

sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+ e o influxo de Ca2+ 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 responsável pela 

conversão 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 ativação da guanilato ciclase através da adição de doadores de NO (p. 

ex. nitroglicerina e nitroprussiato de sódio) (ARNOLD et al., 1977). A partir destes 

achados, a comunidade científica tem intensificado a descoberta de novos fármacos 

que atuem na guanilato ciclase para o tratamento de doenças vasculares (COSTA, 

2012). Existem dois tipos de guanilato ciclase: a particulada (ligada à membrana 

plasmática, insensível ao NO) – ativada por peptídeos natriuréticos, e a solúvel 

(citosólica, sensível ao NO) – ativada pelo NO (ZHAO et al., 2000).  

A guanilato ciclase é uma proteína heterodímera composta por 2 

subunidades α e β que possuem quatro isoformas (α1, α2, β1, β2) (KOESLING et al., 

2004). Estruturalmente a guanilato ciclase é composta por um domínio catalítico 

(porção C-terminal), uma região de dimerização central e um segmento N-terminal 

(local de ligação do grupamento heme composto por quatro nitrogênios 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 ligação do NO com o grupo heme 

forma o complexo hexa-coordenado histidina-heme-NO intermediário, que 

rapidamente é clivado para o complexo nitrosil-heme pentacoordenado, promovendo 

uma abertura entre o heme e a histidina gerando uma mudança conformacional que 

aumenta em aproximadamente 200 vezes a ativação da guanilato ciclase 

(EVGENOV et al., 2006).  

Neste contexto, diversos estudos utilizam o inibidor ODQ para investigar a 

participação 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 oxidação, alterando assim o local de ligação do NO (ZHAO 

et al., 2000). Os efeitos vasodilatadores e a suposta estimulação da guanilato ciclase 

pelo NPprop recebem suporte nos experimentos in silico, nos quais os 

nitrocompostos apresentaram locais de ligação próximos ao heme da guanilato 

ciclase (obtida da cianobactéria Nostoc sp., que apresenta aproximadamente 35% 

de semelhança com a encontrada nos mamíferos) (TSAI et al., 2010), este dado 

também foi confirmado quando utilizamos a estrutura da guanilato ciclase humana 

(VASCONCELOS et al. 2018). Além do mais, foi observado nos experimentos de 

dinâmica molecular que o NPPROP foi o nitrocomposto que apresentou maior 

energia de ligação com a macromolécula de guanilato ciclase (NPprop = 392,5 

kJ/mol; NPeth = 279,4 kJ/mol e Npben = 252,1 kJ/molNPPROP. O estudo de Brito et 

al. (2013), também evidenciou que o nitrocomposto 1-nitro-2-feniletano tem seu sitio 

de ligação próximo ao aminoácido ARG116, e seus efeitos estimulantes da guanilato 

ciclase são 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 

responsável pela liberação do Ca2+ armazenado nos estoques intracelulares, a PKG 

inibe tanto sua ligação com o receptor localizado no retículo sarcoplasmático 

(através da fosforilação da serina na posição 1755 do receptor de IP3) quanto a sua 

formação pela fosfolipase C, proporcionando assim, a diminuição da [Ca2+]i, e 

consequentemente, o relaxamento do músculo liso vascular (KOMALAVILAS; 

LINCOLN, 1994; CARVAJAL et al., 2000). 

Como relatado anteriormente, no meio intracelular, o Ca2+ pode ser 

liberado através dos receptores de IP3 (estimulados pela adição de PHE) ou de 

ryanodina (estimulados pela adição de cafeína) presentes no retículo 
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sarcoplasmático (BOLTON et al., 1988; KARAKI et al. 1997). Assim sendo, foi 

avaliado se o NPprop também exerceria efeito nas respostas mediadas pela 

ativação do receptor de ryanodina, fato este que não ocorreu, já que a adição de 

NPprop não alterou a resposta contrátil quando comparado com o grupo controle, 

diferentemente da resposta mediada pelo IP3. Nessa mesma direção, apenas 

contrações provocadas pela liberação de Ca2+ intracelular (IP3R) induzidas pela 

fenilefrina, mas não pela cafeína, foram seletivamente inibidas pelos doadores de 

óxido nítrico ou óxido nítrico (JI; BENISHIN; PANG, 1998). Como um todo, essas 

conclusões são consistentes com a hipótese de que a guanilato ciclase está 

envolvida com os efeitos vasorelaxantes do NPprop. 

A liberação de Ca2+ pelo IP3R exerce influência em várias funções do 

músculo liso, incluindo contração, expressão gênica, migração e proliferação, 

adicionalmente, alterações patológicas na sinalização do IP3R podem contribuir para 

o risco de desenvolvimento de algumas doenças (p. ex. asma, aterosclerose e 

hipertensão) (ADEBIYI et al., 2010; NARAYANAN; ADEBIYI; JAGGAR, 2012).  

É importante destacar que o estado contrátil do músculo liso é 

dependente da fosforilação da MLC, que é regulada pelo equilíbrio entre a MLCK e 

MLCP (CARVAJAL et al., 2000; WEBB, 2003). Nesse contexto, a PKG promove 

relaxamento do músculo liso através da diminuição da sensibilidade das proteínas 

contráteis, seja pelo aumento da atividade da MLCP, isto é, aumento da 

desfosforilação da MLC, ou pela inibição da atividade da PKC (AKATA, 2007). 

Sendo assim, foi avaliado se o NPprop poderia influenciar a resposta contrátil após o 

tratamento com Éster de Forbol (ativador da PKC) ou Ortovanadato de Sódio 

(inibidor da MLCP), NPpropsendo evidenciado que o NPprop foi capaz de inibir de 

maneira dependente de concentração as respostas contráteis tanto para o DBF 

quanto OS, em sequência, o tratamento com ODQ foi capaz de reverter a resposta 

inibitória do NPprop.  

O EF e o OS atuam de forma sinérgica nos mecanismos que participam 

maquinaria contrátil intracelular, o primeiro ativa a PKC, proporcionando um 

aumento da sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+, o segundo inibe a MLCP, 

proteína responsável por desfosforilar a cadeia leve de miosina (YU et al., 2004; 

VASCONCELOS, 2013), portanto, ambos promovem contração muscular.  

O 8-Br-GMPc (do inglês, 8-Bromoguanosine 3′,5′-cyclic monophosphate), 

é um análogo do GMPc capaz de ativar PKG (FRANCIS et al., 1988), relaxou a 
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contração das células musculares lisas mediada pela proteína quinase C 

(BONNEVIER; ARNER, 2004). O ortovanadato de sódio é um inibidor da tirosina 

fosfatase e a fosforilação da tirosina aumenta a sensibilidade do Ca2+ à contração do 

músculo liso vascular (MASUI; WAKABAYASHI, 2000). Há evidências de que o 

GMPc ative as proteínas tirosina fosfatases nas células musculares lisas da aorta 

(ZHUANG et al., 2011). Nossas descobertas atuais de que NPprop foi capaz de 

relaxar as contrações evocadas pelo ortovanadato de sódio de maneira dependente 

do ODQ constituem uma evidência adicional para reforçar o envolvimento de 

guanilato ciclase no componente de sensibilização ao Ca2+ na contração de aorta de 

ratos. 

O presente estudo também investigou os efeitos do NPprop em vasos de 

resistência, experimentos preliminares destacaram a potencialização 

(aproximadamente 10 vezes) dos efeitos vasorrelaxantes do NPprop no segundo 

ramo da artéria mesentérica de ratos (artéria aorta CE50 = 444,93 [318,79 – 621,01] 

μM vs. artéria mesentérica CE50 = 46,35 [30,71 – 69,93] μM), tais efeitos são 

interessantes clinicamente, pois as artérias de resistência estão intimamente 

relacionadas à manutenção da pressão arterial (CHRISTENSE; MULVANY, 2001). 

Ressalta-se que a potencialização do efeito miorrelaxante em artérias mesentéricas 

também foi encontrado nos estudos de Brito (2012) e Brito (2015), apresentando 

CE50 de: 43 [18,5 - 98,6] µM e 0,41 [0,31 - 0,55] µM, respectivamente, corroborando 

com o presente estudo. 

É notório que o aumento do conhecimento da relação estrutura-atividade 

de novos compostos que podem atuar na via guanilato ciclase/GMPc/PKG é 

importante, principalmente, na busca de otimização da potência, propriedades 

farmacocinéticas e especificidade, além de possuírem amplo espectro de atuação 

em DCV, tais como angina e hipertensão (MORGADO et al., 2012; FOLLMANN et 

al., 2013; DASGUPTA et al., 2015).  

Paralelamente, despertou-nos o interesse por investigar o mecanismo de 

ação presente no efeito bifásico (1º: contração nas concentrações iniciais e 2º: 

relaxamento nas concentrações mais elevadas) do Npben. Foi evidenciado nos 

resultados iniciais que a retirada do endotélio e os tratamentos com L-NAME, 

Indometacina, TEA (dados não mostrados), ODQ, AM e MDL, foram capazes de 

reverter o efeito contrátil inicial do NPBEN, a partir disso, foram formulados as 

seguintes hipóteses: 1. O efeito bifásico estaria presente em preparações mantidas 
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sob tônus basal?, 2. Se a concentração de K+ for diminuída para 25 mM, será 

observado algum efeito contraturante?, 3. O tratamento com verapamil ou atropina 

poderá abolir o efeito contrátil?  

Sendo assim, primeiramente foi evidenciado que a adição de Npben não 

promove alteração no tônus basal de artéria aorta de ratos, entretanto, quando as 

preparações vasculares foram estimuladas com uma menor concentração de K+ (25 

mM) foi observado o efeito bifásico, fato este que não esteve presente quando as 

preparações foram estimuladas com 60 mM de K+. É provável que esse efeito 

diferente em condições contráteis estimuladas por alta ou baixa concentração de K+ 

podem estar relacionadas com a diferença no potencial de equilíbrio da membrana 

(SOARES et al., 2007; RIBEIRO-FILHO et al., 2016). Também foi evidenciando que 

o efeito contrátil do Npben ocorre somente em preparações pré-contraídas. 

De forma interessante, o estudo de Soares et al. (2007), no qual avaliou a 

atividade relaxante de 3 estruturas análogas (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 bifásico (contração em pequenas 

concentrações e relaxamento em altas concentrações) após a adição de 

concentrações crescentes e cumulativas do anetol (0,1 a 104 µM) em preparações 

estimuladas à contrair com 25 mM de K+ ou 1 µM de PHE. Os mesmos autores, 

destacaram que o efeito contrátil foi mantido nas preparações mantidas sob tônus 

basal e após o tratamento com L-NAME (10 µM) e indometacina (10 µM), em 

contrapartida foi abolido nas preparações tratadas com TEA, nifedipina (classe: 

diidropiridina, bloqueador VOC) e diltiazem (classe: benzotiazepina, bloqueador 

VOC) (SASEEN et al., 1996). Por fim, os autores concluíram que o efeito contrátil do 

anetol estava relacionado ao bloqueio dos canais para K+ e a abertura dos canais 

VOC causada pela despolarização.  

A partir do estudo mencionado anteriormente, foi formulada a hipótese 

que o efeito contrátil inicial do Npben poderia está relacionado à abertura dos canais 

VOC, nesse sentido, as preparações vasculares foram submetidas ao tratamento 

com verapamil (classe: fenilalquilamina, bloqueador VOC) (SASEEN et al., 1996), 

sendo observado que após a adição do bloqueador para canais de Ca2+ a resposta 

contrátil 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 contrátil do Npben, confirmando que este 
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efeito contrátil dependente do endotélio não envolve a estimulação dos receptores 

muscarínicos (NISHIMURA et al., 1995) e o tratamento com verapamil e Npben 

parece ter provocado uma alteração no equilíbrio endotelial – proporcionando 

aumento da resposta contrátil. A partir desses resultados, foi formulada uma nova 

hipótese: o Npben poderia estar impedindo a liberação de NO endotelial, fato que 

justificaria seu efeito contrátil em baixas concentrações?  

Curiosamente, esta exacerbação do efeito contrátil também ocorreu na 

curva concentração-efeito para o L-NAME (1-300 μM) em preparações pré-tratadas 

pelo verapamil – demonstrando que o efeito contrátil não envolve o influxo de Ca2+ 

através do canal operado por voltagem tipo-L (VASCONCELOS et al., 2016), 

provavelmente este efeito pode estar relacionado à capacidade do Npben está 

“sequestrando” NO. 

Furchgott; Vanhoutte (1989) destacam a importância do endotélio na 

modulação do tônus vascular, podendo atuar liberando fatores relaxantes (p. ex. NO, 

fator hiperpolarizante dependente do endotélio, prostaciclina) ou contraturantes (p. 

ex. fator contrátil derivado do endotélio - endotelina, tromboxano A2). Fatores de 

contração dependentes do endotélio (EDCF, do inglês endothelium-derived 

contracting factor) podem causar vasoconstrição por ativação de receptores TP nas 

células musculares lisas vasculares, antagonistas seletivos destes receptores 

previnem contrações dependentes do endotélio (VANHOUTTE; FELETOU; TADDEI, 

2005), sendo assim, realizamos uma serie de experimentos com o U-46619 (análogo 

de tromboxano A2) para verificar se a resposta contrátil do Npben tinha relação com 

fatores contraturantes dependentes do endotélio, para nossa surpresa o Npben foi 

capaz de promover o relaxamento completo nas preparações contraídas pelo U-

46619 (0,3 μM) sem demonstrar o efeito bifásico, no entanto, este resutado não 

ocorreu quando substituímos o Npben pelo L-NAME, sugerindo que o Npben pode 

estar atuando em outras vias no endotélio.  

O Tromboxano A2 (TxA2) – um fator de contração derivado do endotélio -, 

é capaz de interagir com vias de sinalização tipicamente associadas ao fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e modular a hiperpolarização das 

células do músculo liso vascular e/ou musculares lisas mediada pela abertura de 

canais de K+ ativados por Ca2+ (KCa2+) , bem como a subsequente condução de 

hiperpolarização através de junções comunicantes (FELETOU; HUANG; 

VANHOUTTE, 2011). Isto explica, em parte, a influência do TEA na resposta 
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contrátil do Npben, sendo assim, propusemos avaliar os canais de K+ de baixa 

condutância ativados por Ca2+, para tanto, tratamos as preparações com apamina 

(0,5 μM, dados não mostrados) antes da adição de Npben. Nestas condições, o 

efeito contrátil do Npben não foi aterado, fato que se manteve quando utilizamos o 

antagonista seratrodast (receptor TP). 

Peach et al. (1987) destaca o papel do Ca2+ no fator de relaxamento 

derivado do endotélio (NO), atuando como um sinalizador celular, e que há um 

equilíbrio entre os efeitos de contração e relaxamento dependentes do endotélio. 

Isto reforça nossos resultados, pois quando bloqueamos o canal de cálcio com 

verapamil interferimos na homeostase endotelial, podendo estar ocasionando um 

estresse oxidativo (PECHÁNOVÁ; SIMKO, 2007).  

Earley (2012) destaca que há ativação dos canais TRP no processo de 

estresse oxidativo. A superfamília do receptor de potencial transitório (TRP, do 

inglês transient receptor potential cation channel) dos canais de cátions compreende 

28 membros designados para seis subfamílias (TRPA, TRPC, TRPM, TRPN, TRPP 

e TRPV). A subfamília anquirina (A) é a menor e é composta apenas por um único 

membro - TRPA1. Os ativadores do TRPA1 estão sendo investigados pela influência 

do influxo de Ca2+ e controle vascular (EARLEY, 2012). Sendo assim, o presente 

estudo avaliou a participação dos canais TRP nos efeitos contráteis da Npben.  

O canal TRPV (vanilóide) é dividido em seis tipos: TRPV1 até TRPV6, e 

pode ser subdividido em dois grupos: TRPV1 à 4 (canais sensíveis à temperatura) e 

TRPV5 à 6 (insensíveis às variações de temperatura). O canal TRPV4 possui uma 

ampla distribuição tecidual, sendo detectado no rim, músculo liso das vias aéreas, 

cérebro, pele, endotélio vascular, coração, dentre outros (LIEDTKE et al., 2000; 

WATANABE et al., 2002; VINCENT; DUNCTON, 2011), sendo fosforilado pela Src 

(proteína tirosina quinase não receptora), PKC, PKA e lipídios endógenos (XU et al., 

2003; FAN; ZHANG; MCNAUGHTON, 2009). 

No presente estudo, foi demonstrado que o pré-tratamento das 

preparações com os bloqueadores vermelho de rutênio (RR; NAGATA et al., 2005; 

TRPA1 e TRPV4) ou HC-030031 (HC; EID et al., 2008; TRPA1) inibiu o efeito 

contrátril do Npben, além do mais a resposta do vermelho de rutênio promoveu um 

desvio da curva para a direita, sendo confirmado por um aumento significativo nos 

valores de CE50 (RR = 2085,72 [1703,33 - 2554,46] μM vs. HC = 525,68 [387,61 - 

712,85] μM). Quando pré-tratamos as preparações com verapamil (10 μM), o RR 
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aboliu o efeito contrátil, e esses efeitos ocorreram parcialmente nas preparações 

tratadas com HC-030031. 

Vincent; Duncton (2011) destacam que o RR também possui a 

capacidade de bloquear o TRPV4, sendo este canal responsável pela 

mecanossensibilização do endotélio vascular. A literatura aponta a importância da 

integridade dos canais TRPV4 para o correto funcionamento do EDHF (GOTO; 

OHTSUBO; KITAZONO, 2018), e que a diminuição de sua expressão endotelial 

juntamente com um comprometimento do EDRF estão presentes em animais 

hipertensos (SEKI et al., 2017). Tal achado pode explicar a resposta divergente 

entre os antagonistas RR e HC, pois o RR apresentou maior espectro de ação do 

que o HC. Por fim, nossos resultados mostraram que o Npben promoveu 

vasodilatação completa no músculo liso arterial e o efeito contrátil do Npben (em 

concentrações mais baixas) é dependente do endotélio e foi parcialmente 

evidenciado pela capacidade de estimular canais TRP (A1 e V4). 

Estudos de rastreamento farmacológico, como o ora apresentado, podem 

ser realizados em vários ensaios (p. ex. nível molecular, celular, em animais, 

simulação computacional) com o intuito definir a atividade e seletividade do fármaco. 

Inicialmente devem ser avaliadas as respostas em animais normais, além da análise 

computacional para melhor compreensão da interação entre o fármaco e o receptor. 

A partir destes achados, podem ser realizadas modificações químicas para atingir 

propriedades farmacodinâmicas ou farmacocinéticas mais favoráveis. O resultado 

deste procedimento de triagem (pode ser repetido com análogos ou congêneres da 

molécula original) é chamado composto líder (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 

2014).  

O presente estudo demonstrou que os nitrocompostos apresentaram 

propriedades vasodilatadoras. Contudo, apenas as ações relaxantes do NPprop 

parecem ser mediadas pela ativação da via sGC, achados suportados pelos 

experimentos de simulação computacional. 

A presença de substituintes na cadeia alifática interferiu diretamente nas 

propriedades farmacológicas desses nitrocompostos com comprometimento no 

efeito relaxante em aorta de ratos. 

Novas abordagens direcionadas para compreensão dos seus efeitos in 

vivo, assim como, suas implicações em modelos experimentais de DCV ou o 

desenvolvimento de novas estruturas podem ser realizados. 
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7 CONCLUSÕES 
 

 
Os nitrocompostos NPeth, Npben e NPprop possuem efeito vasodilatador 

em aorta de ratos, mas apenas as ações relaxantes do NPprop parecem ser 

mediadas pela via guanilato ciclase.  

O efeito vasodilatador do Npeth e NPprop não envolveu a participação do 

endotélio, oxido nítrico sintase e ciclooxigenase. 

O Npben apresenta efeito bifásico, contrátil em concentrações baixas e 

vasodilatador em altas concentrações. Evidenciou-se que o efeito contrátil do Npben 

é dependente do endotélio e foi parcialmente evidenciado pela capacidade de 

estimular canais TRP (A1 e V4). 

O NPprop foi capaz de abolir a resposta contrátil mediada pelo influxo de 

cálcio do meio extracelular (canais para cálcio operados por voltagem e por 

receptor), além de inibir a resposta mediada pela liberação do cálcio intracelular 

através dos receptores de IP3, assim como, inibiu a resposta contrátil mediada pelo 

aumento da sensibilidade dos filamentos contráteis ao Ca2+. 

O pré-tratamento com o inibidor da guanilato ciclase (ODQ) aboliou os 

efeitos inibitórios do NPprop, tal achado foi suportado pela interação com a enzima 

guanilato ciclase solúvel nos experimentos in silico. 
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