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RESUMO

Os polimeros naturais de modo geral sdo de facil obtencdo, seguros, ndo-toxicos,
biocompativeis, biodegradaveis e sdo encontrados em abundancia na natureza. A quitosana é
um polissacarideo derivado N-desacetilado da quitina, encontrado em componentes de
exoesqueletos de crustaceos e insetos, bem como em algumas paredes celulares de bactérias e
fungos. A introdugdo de grupos sulfato (SO4%) na cadeia de quitosana pode reduzir a sua
propriedade trombogénica, uma vez que essa modificacdo a torna com carga superficial
negativa, 0 que causa a repulsao eletrostatica de proteinas do sangue carregadas negativamente.
A quitosana sulfatada é um tipo de polissacarideo semelhante a heparina e seu maior grau de
sulfatacdo comparado a outros polissacarideos sulfatados naturais promove um grande interesse
em seu estudo e aplicabilidade. O desenvolvimento de novos biomateriais utilizando a
quitosana como matéria prima impulsiona 0 campo de pesquisa e torna-o atraente para a
industria farmacéutica. O que tem sido corroborado pelo aumento de nimeros de estudos e
publicacBes cientificas nos ultimos anos tendo como base a interacdo da quitosana com o
sistema bioldgico. Entretanto, ainda ndo existem dados referentes aos efeitos cardiovasculares
da quitosana sulfatada administrada por via sisttmica. O projeto proposto tem como objetivo
geral estudar os efeitos cardiovasculares da quitosana sulfatada em ratos normotensos. No
presente estudo avaliou-se os efeitos cardiovasculares da quitosana sulfatada, utilizando
abordagens in vivo para avaliar a PAM e a FC em ratos normotensos e abordagem in vitro em
anéis de artéria aorta toracica de ratos. Como principais resultados foi observado que a
quitosana sulfatada induziu uma bradicardia e hipotensdo nas doses administradas em ratos
normotensos anestesiados. O efeito da quitosana foi apresentada em duas fases. A primeira fase,
denominada P1, corresponde a fase de resposta rapida. E a segunda fase, denominada aqui como
P2, é a fase de recuperacdo para o valor inicial, ou préximo, a injecdo de quitosana sulfatada.
As duas fases do efeito da quitosana foram vistas tanto com o nervo vago intacto como apos a
vagotomia bilateral. Com relagdo a frequéncia cardiaca, a quitosana induziu uma leve
taquicardia apos o tratamento com o L-NAME e na presséo arterial média a quitosana dobrou
sua resposta hipotensora, se comparados com ratos normotensos. E nos estudos in vitro a
quitosana induziu vasodilatacdo em anéis de aorta, ndo dependendo da integridade da camada
endotelial para induzir relaxamento. Em preparacfes teciduais mantidas sob o ténus basal a
quitosana sulfatada ndo apresenta resposta significativa, ou seja, ndo apresenta nenhum tipo de
efeito vascular.

Palavras-chave: Quitosana Sulfatada. Sistema Nervoso Auténomo. Efeitos Cardiovasculares.



ABSTRACT

STUDY OF CARDIOVASCULAR EFFECTS OF SULPHATED CHITOSAN IN
NORMOTENSE RATS

Natural polymers are generally easy to obtain, safe, non-toxic, biocompatible, biodegradable
and found in abundance in nature. Chitosan is an N-deacetylated polysaccharide derived from
chitin, found in exoskeleton components of crustaceans and insects, as well as in some cell
walls of bacteria and fungi. The introduction of sulfate groups (SO42-) in the chitosan chain
can reduce its thrombogenic property, since this modification makes it with a negative surface
charge, which causes the electrostatic repulsion of negatively charged blood proteins. Sulfated
chitosan is a kind of heparin-like polysaccharide and its higher degree of sulfated compared to
other natural sulfated polysaccharides promotes great interest in its study and applicability. The
development of new biomaterials using chitosan as a raw material boosts the research field and
makes it attractive to the pharmaceutical industry. This has been corroborated by the increase
in the number of studies and scientific publications in recent years based on the interaction of
chitosan with the biological system. However, there are still no data regarding the
cardiovascular effects of sulfated chitosan administered systemically. The proposed project
aims to study the cardiovascular effects of sulfated chitosan in normotensive rats. In the present
study, the cardiovascular effects of sulfated chitosan were evaluated, using in vivo approaches
to assess MAP and HR in normotensive rats and an in vitro approach in rats' thoracic aorta
artery rings. As main results, it was observed that sulfated chitosan induced bradycardia and
hypotension at the doses administered in anesthetized normotensive rats. The effect of chitosan
was presented in two phases. The first phase, called P1, corresponds to the rapid response phase.
And the second phase, named here as P2, is the recovery phase for the initial value, or close to
it, the injection of sulfated chitosan. The two phases of chitosan effect were seen both with the
vagus nerve intact and after bilateral vagotomy. With regard to heart rate, chitosan induced a
mild tachycardia after treatment with L-NAME and in mean arterial pressure chitosan doubled
its hypotensive response compared to normotensive rats. And in in vitro studies, chitosan
induced vasodilation in aortic rings, not depending on the integrity of the endothelial layer to
induce relaxation. In tissue preparations maintained under basal tonus, sulfated chitosan does

not show a significant response, that is, it does not show any type of vascular effect.

Keywords: Sulfated Chitosan. Autonomic Nervous System. Cardiovascular Effects.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quitosana

Os polissacarideos sdo polimeros de carboidratos que podem ser formados de um
tipo Unico ou de diferentes tipos de monossacarideos. Os polimeros naturais de modo geral séo
de facil obtencao, seguros, ndo-toxicos, biocompativeis, biodegradaveis e sdo encontrados em
abundancia na natureza. Como por exemplo as carapacas de crustaceos que sdo residuos
abundantes e rejeitados pela indUstria pesqueira e sua utilizacdo ou reutilizacdo reduz o seu
acumulo onde sdo descartados, reduzindo, assim, seu impacto ambiental (AZEVEDO et al.,
2007; VASCONCELOS; ARAUJO; SANTANA, 2010).

A quitosana € um polissacarideo derivado N-desacetilado da quitina, encontrado
em componentes de exoesqueletos de crustaceos e insetos, bem como em algumas paredes
celulares de bactérias e fungos (Figura 1). Este polimero, possui boas propriedades fisico-
quimicas, € linear e composto de unidades N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose ligados por uma ligacdo (1,4) -B-glicosidica. Possui em sua
cadeia grupos amino (NH-) e hidroxilas (OH) altamente reativos, o que facilita sua modificagédo
quimica para as mais diversas aplicacGes, sem alterar o seu esqueleto fundamental (CHEUNG
etal., 2015; LIMA; ABREU, 2020; MORAES et al., 2016; ZHAO et al., 2018).

Figura 1: Estrutura quimica da quitosana.

CHa
OH o=<
NH; NH
HO O O HO —~0
¢ HO O o)
NH:
OH OH

Fonte: Negm et al., 2020.

Essas funcionalidades quimicas ao longo das cadeias sdo de particular interesse,
principalmente porque podem ser usadas para dar a quitosana novas propriedades por meio de
modificagdes quimicas sem perturbar seu grau de polimerizagdo (CAMPELO et al., 2017,
LARANJEIRA; FAVERO, 2009; NEGM et al., 2020; PIRES et al., 2013).



14

Essas modificagbes quimicas podem melhorar sua solubilidade e produzem muitos
tipos de derivados de quitosana. A modificacdo quimica € uma técnica poderosa para controlar
a interacdo do polimero com outros componentes, como ions metalicos, compostos organicos,
dentre outros (NEGM et al., 2020; ZHAO et al., 2018).

Polissacarideos sulfatados (PS) sdo macromoléculas bioativas onde alguns dos
grupos hidroxila dos residuos de agucar sao substituidos por grupamentos sulfato. A sulfatacdo
¢ uma modificacdo utilizada que torna a estrutura dos polissacarideos com carga superficial
negativa, o que facilita sua acdo adsorvente através de mecanismo de complexacdo com ions
metélicos que possuem carga superficial positiva (LIMA; ABREU, 2020).

A introducdo de grupos sulfato (SO+%) na cadeia de quitosana pode reduzir a sua
propriedade trombogénica, uma vez que essa modificacdo a torna com carga superficial
negativa, o que causa a repulsdo eletrostatica de proteinas do sangue carregadas negativamente.
llustrando mecanismo biomolecular de atividade anticoagulante, antiviral e com baixa
toxicidade (MORAES et al., 2016; NEGM et al., 2020; VASCONCELOS; ARAUJO;
SANTANA, 2010).

A quitosana sulfatada € um tipo de polissacarideo semelhante a heparina e seu maior
grau de sulfatacdo comparado a outros polissacarideos sulfatados naturais promove um grande
interesse em seu estudo e aplicabilidade. E de baixa citotoxicidade e tem sido aplicada como
anticoagulante sanguineo eficaz (CAO et al., 2014; ZHAO et al., 2018). A atividade
anticoagulante da quitosana sulfatada é produzida pela interacdo de grupos sulfato e segmentos
peptidicos carregados positivamente. Estudos mostram que os grupos N -acetil melhoram a
atividade anticoagulante (NEGM et al., 2020; VASCONCELOS; ARAUJO; SANTANA,
2010).

A quitosana surge como uma candidata altamente promissora devido a sua
versatilidade e utilizacdo, conferindo excelentes condicdes de aplicabilidade variada na
industria de tecidos, industria de alimentos, biotecnologia, agricultura e liberagcdo de farmacos
e biossensores para diagnosticos clinicos (AZEVEDO et al., 2007; CAMPELO et al., 2017;
LARANJEIRA; FAVERO, 2009; VASCONCELOS; ARAUJO; SANTANA, 2010).

Nos ultimos anos houve um aumento do numero de estudos e publicagdes
cientificas utilizando a quitosana, com énfase em suas possiveis modificacbes estruturais,
abrindo uma gama discussao sobre varios aspectos das aplica¢fes biologicas e biomedicas deste
biopolimero (CHEUNG et al., 2015; LARANJEIRA; FAVERO, 2009).

A quitosana tem sido investigada para sistemas de liberacdo de drogas devido a sua

biodegradabilidade, biocompatibilidade, boa solubilidade em um valor de pH proximo da faixa
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fisiolOgica e a presenca de grupos amino ao longo da cadeia de quitosana que podem ser usados
para posterior funcionalizacdo (KANG et al., 2014).

Uma das caracteristicas principais da quitosana é que ela ndo induz inflamacéo nem
provoca a resposta imune do organismo e suas solucGes possuem propriedades bactericidas e
bacterioldgicas. A carga positiva na cadeia polimérica ira aderir as superficies bacterianas,
promovendo mudangas na permeabilidade da parede da membrana que bloqueia o crescimento
microbiano (ZHAO et al., 2018).

Estudos mostram que a quitosana pode acelerar a taxa de cicatrizacdo de feridas
através de interacGes entre plaquetas e grupos amino na quitosana. Possui varias caracteristicas,
como quimioatracao, ativacdo de macrofagos e neutréfilos, aceleracdo do tecido de granulagéo
e reepitelizacdo. E suas propriedades hemostaticas tém sido utilizadas na cicatrizacéo de feridas
(ZHAO et al., 2018).

A quitosana confere também uma outra caracteristica interessante como a baixa
alergenicidade, permitindo que ela seja utilizada em diversas aplicagdes. Além disso, a
quitosana é relatada como tendo outras propriedades biologicas, como antitumoral, atividade
antimicrobiana, antiviral e antioxidante (CHEUNG et al., 2015; NEGM et al., 2020; PIRES et
al., 2013).

1.2 Quitosana Sulfatada e estudos promissores

No estudo de Kobata et al. (2020) demonstrou que a quitosana, polimero
bioabsorvivel, impregnado com ciprofloxacina é eficaz na prevencéo da infeccdo em ratos com
fratura exposta apds contaminacdo com Staphylococcus aureus, quando a concentracdo de
ciprofloxacina € superior a 25%.

Em seus estudos Piasecka-Zelga et al. (2018) mostraram que a menor resposta
imune e o maior grau de fibroplasia foram observados para a tela de celulose bacteriana
modificada com quitosana apds um e trés meses apos o implante. Os estudos toxicoldgicos
classificaram a tela celulose bacteriana modificada com quitosana testada como pouco irritante,
sem sinais de sensibilizagdo ou reacGes alérgicas observadas durante os estudos. Indicando que
a tela de celulose bacteriana modificada com quitosana néo irrita, ndo sensibiliza e ndo causa
hipersensibilidade no local do implante e, portanto, apresenta baixo risco de provocar tais
reacOes em humanos.

Santos et al. (2022) avaliaram experimentalmente os efeitos hemostaticos de duas

substancias organicas, uma membrana de quitosana e uma esponja de colageno revestida com
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trombina e fibrinogénio humano, no selamento de orificios de agulhas 7-0 nas artérias femorais
de ratos. E como resultados obtiveram reac¢@es inflamatorias menos exacerbadas nos animais
que receberam membranas de quitosana ou esponja de colageno. A membrana de quitosana
apresentou capacidade hemostatica semelhante a esponja de coldgeno. E como a quitosana é
facil de encontrar na natureza, tem efeito positivo na promocao da hemostasia e ndo traz reaces
locais consideraveis, pode ser utilizada como selante em cirurgia cardiovascular.

Estudo sugere que a adicdo de coxins a base de quitosana no topo de dispositivos
de compresséo rotatério pode ser uma estratégia eficaz e segura para a hemostasia do local de
puncdo apos o acesso da artéria radial (KANG et al., 2017).

Minto et al. (2020) analisaram a regeneracgdo 6ssea obtida da aplicacdo do hidrogel
de quitosana associado ao glicerol fosfato em falha 6ssea experimentalmente induzida no radio
de coelhos. E apos analisar a densidade mineral dssea, a radiopacidade e as caracteristicas
histopatoldgicas de animais tratados com gel a base de quitosana associado ao glicerol fosfato,
puderam ser observados maior resposta e reparo 6sseo, comprovando sua eficécia e utilidade
na consolidacdo de defeitos 6sseos criticos. Assim, é possivel afirmar que o hidrogel de
quitosana constitui biomaterial de caracteristicas desejaveis, promovendo consolidacdo dssea
mais rapida e eficiente, sem causar reacdes adversas.

Em avaliacdo do processo de cicatrizacdo do tenddo calcaneo utilizando-se a
quitosana, em dois momentos, 60 e 90 dias, por meio de analises clinico-cirargica e histoldgica,
pode-se concluir que a quitosana é um biopolimero com potencial para utilizacdo em reparos
tendineos, por favorecer o processo de cicatrizacdo tecidual sem complicacdes para o paciente
(SANTANA et al., 2014).

Estudo mostrou que o curativo de fibra de quitosana apresentou propriedades
hemostaticas superiores ao curativo cirdrgico regular tipo gaze. O curativo de fibra de quitosana
reduziu o tempo de hemostasia e efetivamente mitigou a perda e a absorcdo de sangue em um
modelo animal de hemorragia da artéria femoral e em pacientes com feridas cirurgicas (WANG
etal., 2019).

Wang et al. (2021) em seus estudos revelaram propriedades pré-coagulantes e
antimicrobianas superiores do curativo de quitosana em comparagdo com o curativo cirurgico
regular do tipo gaze em pacientes com feridas cirdrgicas. Sugerindo que o curativo de quitosana
ndo apenas atua como um antimicrobiano e pro-coagulante eficaz, mas também promove o
reparo da ferida, fornecendo microbiota benéfica.

A quitosana tem um efeito hemostatico e uma atividade antibidtica. No estudo de

Chong et al. (2020) identificaram que uso de tamp®es de quitosana pode reduzir hemorragia,
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corrimento vaginal, dor abdominal e comprometimento da vida diaria apos excisdo eletro
cirargica. Além disso, o tampéo de quitosana pode ajudar a melhorar a cicatrizagdo de feridas.

A relevancia e a aplicacdo da quitosana no campo da cirurgia de nervos periféricos
sdo enormes e podem ser separadas principalmente entre o suporte da regeneracao axonal dando
orientagdo mecanica e estabilidade (como tubo de quitosana, enchimento interno ou protetor de
sutura epineural) ou sendo usado como sistema de liberagdo de drogas (BOECKER et al.,
2019).

A entrega eficaz de nanoparticulas de quitosana modificadas com acido valproico
a medula espinhal lesionada diminuiu o volume da cavidade da lesdo e melhorou a recuperacao
da funcdo. A administracdo de nanoparticulas de quitosana modificadas com acido valproico
pode melhorar a recuperacdo da lesdo neuronal, suprimir os astrocitos reativos e a inflamacao
e melhorar a ruptura da barreira da medula espinhal sanguinea apos a lesdo medular em ratos
(WANG et al., 2020).

Huang et al. (2021) projetaram nanoparticulas de conjugado de quitosana-
bilirrubina e avaliaram as habilidades anti-inflamatdrias e antioxidantes em células epiteliais
gastricas. Nos dados in vitro mostraram que as nanoparticulas desse conjugado protegem as
células epiteliais géastricas contra lesdes oxidativas/inflamatorias. E nos estudo in vivo
demonstraram que as nanoparticulas desse conjugado se acumularam permanentemente no
estdbmago e exerceram poderosos efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios contra a Ulcera
gastrica.

No estudo de Mohammadi, Alihosseini, Hosseini (2020), um monofilamento de
nailon foi revestido pelo &cido hialurénico e quitosana com diferentes concentragdes usando
técnica de revestimento em bicamada. A atividade antibacteriana e a liberacdo controlada do
nailon revestido indicaram como um nailon revestido por quitosana e acido hialurdnico € um
material promissor para uso como sutura.

O desenvolvimento de novos biomateriais utilizando a quitosana como matéria
prima impulsiona 0 campo de pesquisa e torna-o atraente para a industria farmacéutica. O que
tem sido corroborado pelo aumento de nimeros de estudos e publicacGes cientificas nos tltimos
anos tendo como base a interacdo da quitosana com o sistema bioldgico. Entretanto, ainda ndo
existem dados referentes aos efeitos cardiovasculares da quitosana sulfatada administrada por

via sistémica.
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1.3 Sistema Nervoso Auténomo

O sistema nervoso central (SNC) é composto pelo encéfalo e pela medula espinal.
E o sistema nervoso periférico entdo € composto de neurdnios que estdo fora do cérebro e da
medula espinal. O sistema nervoso periférico dividido em vias eferentes e vias aferentes. A
divisdo eferente é subdividida em sistema autbnomo e sistema somatico. A via eferente envia
informacdes do SNC para o sistema nervoso periférico e a via aferente envia informacdes do
sistema nervoso periférico para 0 SNC (WHALEN, 2016).

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) fornece influéncia modulatéria em vérios
sistemas organicos. Regula as fun¢es corporais para manter a homeostase e coordena a
resposta aguda a ameaca ou perigo (KHEMANI; MEHDIRAD, 2020). Ele integra as atividades
fisioldgicas involuntarias dos Orgdos viscerais que sdo vitais para a sobrevivéncia. Em
particular, o SNA controla a frequéncia cardiaca (FC), pressdo arterial (PA), respiracdo,
contracdo e secrecdo gastrointestinal e homeostase de eletrélitos e fluidos (CHENG; WANG;
CHEN, 2019). Desempenha um papel critico na regulacdo da funcdo cardiovascular,
fornecendo feedback instantaneo para a homeostase (BIAGGIONI, 2017).

O SNA é composto de trés divisbes anatdbmicas principais: a simpética, a
parassimpatica e o sistema nervoso entérico (SNE). O sistema nervoso simpatico (SNS) e o
sistema nervoso parassimpatico (SNP) estabelecem um vinculo entre 0 SNC e 0s 6rgaos
periféricos. Juntamente com os sistemas enddcrino e imunoldgico, ajusta 0 ambiente interno do
organismo para responder as mudancas no ambiente externo (WU et al., 2019).

O SNE compreende os plexos nervosos intrinsecos do trato gastrointestinal, que
estdo intimamente interconectados com o0s sistemas simpatico e parassimpatico (RANG,;
DALE; RITTER, 2016). O SNS e o SNP sdo anatomicamente e funcionalmente distintos e
utilizam diferentes conjuntos de sistemas de neurotransmissores (KHEMANI; MEHDIRAD,
2020).

A via eferente autbnoma consiste em dois neurdnios dispostos em série, enquanto,
no sistema motor somatico, um Gnico neurénio motor conecta o sistema nervoso central a fibra
muscular esquelética. Os dois neurbnios da via autdbnoma sdo os pré-ganglionar e pds-
ganglionar. No SNS, as sinapses estdo localizadas em ganglios autbnomos, que se localizam
fora do sistema nervoso central e contém as terminagOes nervosas das fibras pré-ganglionares
e 0s corpos celulares dos neurbnios pos-ganglionares. Nas vias parassimpaticas, as células pos-
ganglionares sdo encontradas principalmente nos oOrgaos-alvo, e ganglios parassimpaticos

isolados séo encontrados apenas na cabeca e no pesco¢o (RANG; DALE; RITTER, 2016).
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A sinalizacdo quimica entre as células pode ocorrer através de hormonios,
produzidos pelas células enddcrinas e secretados na corrente sanguinea. Sendo distribuida pelo
organismo exercendo efeitos em células alvo. A sinalizacdo quimica também pode ocorrer
através de mediadores locais, que sdo substancias quimicas secretadas pelas celulas e agem
localmente. S&o destruidas ou removidas rapidamente e ndo entram na corrente sanguinea
(WHALEN, 2016)

A transmissdo é iniciada pelo potencial de acdo, no terminal nervoso, ocorrendo
uma despolarizacao, aumento de entrada de calcio no meio intracelular. Esse influxo de calcio
intracelular promove a fusdo das vesiculas sindpticas com a membrana pré-sinéptica ocorrendo
a liberacdo de neurotransmissores difundindo-se pela fenda sinaptica entre os neurdnios,
combinando-se com receptores especificos na célula pos-sinaptica, na célula alvo (WHALEN,
2016).

Os principais sinalizadores quimicos do SNA sdo acetilcolina e a norepinefrina e
epinefrina. Quando a transmissdo é mediada pelo neurénio colinérgico o sinalizador ativado é
acetilcolina. Quando a transmissdo € mediada pelo neurbnio adrenérgico os sinalizadores
ativados sdo norepinefrina e a epinefrina (WHALEN, 2016).

O SNS tem um papel primério na regulacdo autondmica da vasculatura, inervando
artérias, veias e micro vasos (CHENG; WANG; CHEN, 2019). A ativacdo das fibras nervosas
simpaticas desencadeia a liberacdo de 3 neurotransmissores principais — norepinefrina,
adenosina trifosfato (ATP) e neuropeptideo Y — todos os quais tém um papel na mediacdo da
vasoconstricdo. Norepinefrina e ATP sdo liberados juntos para produzir vasoconstricdo
adrenérgica e purinérgica rapida como resultado da contracdo das células do masculo liso
vascular. O neuropeptideo Y ¢é liberado juntamente com norepinefrina e ATP em resposta a
ativacdo simpatica moderada a intensa, produzindo vasoconstricdo lenta e sustentada. O
neuropeptideo Y também pode potencializar a vasoconstricdo em resposta a norepinefrina
(KHEMANI; MEHDIRAD, 2020).

Ap0s a ativacdo, os eferentes pré-ganglionares liberam acetilcolina que se liga aos
receptores nicotinicos nos eferentes pos-ganglionares; por sua vez, os eferentes pos-
ganglionares, que sdo adrenérgicos, liberam norepinefrina nas sinapses que possuem receptores
[B-adrenérgicos. Os resultados sdo aumentos da FC, forca de contragcdo ventricular, taxa de
relaxamento e velocidade de conducdo dos nodulos sinoatrial e atrioventricular, todos
fundamentais para a resposta de luta ou fuga (KHEMANI; MEHDIRAD, 2020).

O controle parassimpatico do coracdo ¢ mediado por longas fibras nervosas

eferentes pré-ganglionares que se originam do nervo vago e fazem sinapse perto dos nodulos
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sinoatrial e atrioventricular. As fibras nervosas cardiacas simpaticas originam-se da regido
torécica superior da medula espinhal. S&o fibras nervosas eferentes pré-ganglionares curtas que
entram nas cadeias paravertebrais dos ganglios e fazem sinapse com eferentes simpaticos pés-
ganglionares mais longos que se estendem aos nodulos sinoatrial e atrioventricular no coracao
(KHEMANI; MEHDIRAD, 2020).

A ativacdo das fibras nervosas parassimpaticas libera acetilcolina, que, por sua vez,
ativa 0s receptores muscarinicos nos nodulos sinoatrial e atrioventricular. Os resultados sdo
diminuicdes na FC, forca de contracdo ventricular, taxa de relaxamento e velocidade de
conducdo dos nddulos sinoatrial e atrioventricular, que sdo todos caracteristicos da resposta de
repouso e digestdo (KHEMANI; MEHDIRAD, 2020).

As fibras eferentes pds-ganglionares inervam o0s nddulos sinoatrial e
atrioventricular, bem como o miocérdio atrial e ventricular. As fibras aferentes fazem sinapse
centralmente ou nos barorreceptores, modulando a atividade do SNP e do SNS. O aumento da
atividade do nervo vago esta associado a uma frequéncia cardiaca mais baixa e um periodo
refratario diminuido nos atrios e um periodo refratario aumentado no ventriculo esquerdo (VE)
(BILSEN et al., 2017; GARAMENDIA et al., 2017).

1.4 Mdsculo Liso

A resposta do musculo liso a estimulacdo do nervo simpatico/parassimpatico € um
dos principais contribuintes para a manutencéo do ténus cardiovascular. As células musculares
lisas se contraem em resposta a sinais elétricos, hormonais ou por sinais quimicos locais e
exibem a capacidade de permanecerem contraidas por periodos extensos, em niveis baixos de
consumo de energia, 0 que é importante para funcdes como a manutencdo do ténus vascular
(CAHILL; REDMOND, 2016).

O processo de contracdo das células musculares lisas é regulado principalmente
pelo receptor alfa e beta adrenérgico e pela ativacdo mecanica (estiramento) das proteinas
contrateis miosina e actina. Uma mudanca no potencial de membrana, provocada pelo disparo
de potenciais de acdo ou pela ativacdo de canais iGnicos dependentes de estiramento na
membrana plasmatica, também pode desencadear a contracdo (PUETZ; LUBOMIROV;
PFITZER, 2009).

Agonistas ligam-se a receptores especificos para ativar a contragdo no musculo
liso. Subsequente a esta ligagdo, a resposta prototipica da célula é aumentar a atividade da

fosfolipase C via acoplamento através de uma proteina G. A fosfolipase C produz dois potentes
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segundos mensageiros da membrana lipidica fosfatidilinositol 4,5-bifosfato: diacilglicerol
(DG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O 1Pz liga-se a receptores especificos no reticulo
sarcoplasmatico, causando liberacdo de calcio ativador (Ca?*). DG juntamente com Ca?" ativa
a proteina quinase, que fosforila proteinas alvo especificas. Na maioria dos musculos lisos, a
proteina quinase tem efeitos promotores de contragéo, como a fosforilacéo de canais de Ca®* ou
outras proteinas que regulam o ciclo das pontes cruzadas (SOMLYO et al., 1999).

O ativador Ca?* liga-se a calmodulina, levando a ativagio da quinase da cadeia leve
da miosina (MLC quinase). Essa quinase fosforila a cadeia leve da miosina e, em conjunto com
a actina, ocorre a ciclagem de pontes cruzadas, iniciando o encurtamento da célula muscular
lisa. No entanto, a elevacio da concentracdo de Ca?* dentro da célula é transitoria, e a resposta
contratil é mantida por um mecanismo de sensibilizacio ao Ca?* provocado pela inibicio da
atividade da miosina fosfatase pela Rho quinase. O mecanismo de sensibilizacéo € iniciado ao
mesmo tempo em que a fosfolipase C é ativada e envolve a ativacdo da pequena proteina de
ligacdo ao GTP RhoA. Apos a ativacdo, a RhoA aumenta a atividade da Rho quinase, levando
a inibicdo da miosina fosfatase. 1sso promove o estado contratil, pois a cadeia leve da miosina
ndo pode ser desfosforilada (WEBB, 2003).

O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remocao do estimulo
contratil ou pela acdo direta de uma substdncia que estimula a inibicdo do mecanismo
contrétil. Independentemente disso, 0 processo de relaxamento requer uma concentracdo
intracelular de Ca?* diminuida e uma atividade de fosfatase MLC aumentada. O reticulo
sarcoplasmatico e a membrana plasmatica contém Ca,Mg-ATPase que removem Ca?* do
citosol. Os trocadores de Na'/Ca?" também estdo localizados na membrana plasmatica e
auxiliam na diminuicdo do Ca®'intracelular. Durante o relaxamento, os canais de
Ca?* operados por receptor e voltagem na membrana plasmatica se fecham, resultando em uma
reducio de Ca ?*entrada na célula (WEBB, 2003).

Canais de Ca®" operados por receptor e operados por voltagem localizados na
membrana plasmatica sdo importantes no influxo de Ca * e na contragdo do musculo liso. A
inibicdo desses canais pode provocar relaxamento. Antagonistas de canal, como diidropiridina,
fenilalquilaminas e benzotiazepinas, ligam-se a receptores distintos na proteina do canal e
inibem a entrada de Ca 2* no masculo (WEBB, 2003).

O endotélio contribui de varias maneiras para a homeostase vascular. o endotélio,
seja por meio de mediadores quimicos transferidos, como NO e PGly, e (ou) acoplamento

elétrico de baixa resisténcia através de jungbes comunicantes mioendoteliais, modula a
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vasodilatacdo mediada por fluxo, bem como influenciando a atividade mitogénica, agregagéo
plaquetéria e adesdo de neutréfilos (TRIGGLE et al., 2012).

O endotélio pode evocar relaxamentos do mdsculo liso vascular subjacente,
liberando substincias vasodilatadoras. O fator relaxante derivado do endotélio mais bem
caracterizado € o 6xido nitrico (NO) que ativa a guanilil ciclase soltvel nas células do musculo
liso vascular, com a producdo de monofosfato ciclico de guanosina (¢cGMP) iniciando o
relaxamento. As células endoteliais também evocam a hiperpolarizacdo da membrana celular
do masculo liso vascular, hiperpolarizacdes dependentes do endotélio (VANHOUTTE et al.,
2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A quitosana € um polimero que tem grande potencial de aplicacdo na area médica,
especialmente em virtude de sua caracteristica de biocompatibilidade. Nesse contexto, a
quitosana sulfatada com caracteristica hidrossolivel apresenta grande potencial para
revestimento de biofilme de dispositivos médicos como os stents intracoronarios, por sua a¢éo
anticoagulante. Entretanto, ainda ndo existem dados referentes aos efeitos cardiovasculares da

quitosana sulfatada administrada por via sistémica.



24

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O projeto proposto tem como objetivo geral estudar os efeitos cardiovasculares da

quitosana sulfatada (QS) em ratos normotensos.
3.2 Objetivos especificos

e Estudar os efeitos da administracdo intravenosa (i.v.) da QS sobre a PAM e a FC em
ratos anestesiados intactos.

e Estudar os efeitos da administracdo intravenosa (i.v.) da QS sobre a PAM e a FC em
ratos bivagotomizados.

e Estudar os efeitos da QS em preparacGes vasculares isoladas de aorta de ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos normativos éticos

Todos os protocolos experimentais realizados no presente estudo com utilizagdo de
animais de laboratorio foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara sob nimero 6074050421 e seguiram as

recomendacdes do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos normotensos Wistar (com peso entre 300 e 400g e idade
entre 12 e 20 semanas), provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal do Ceara.
Os animais foram divididos em grupos de 6 por gaiola, e mantidos durante uma semana no
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia em periodos de claro/escuro de 12
horas para ambientacdo e aclimatacdo. Aos animais foram fornecidas agua e racéo ad libitum.
Cada serie de experimentos foi realizada em 4 a 6 animais por grupo, e em 5 a 6 segmentos de
tecidos isolados.

4.3 Procedimento de sulfatacdo da quitosana

Foi preparada uma solucao de 2% (p/v) de quitosana em uma solucéo de 10% (v/v)
de &cido acético. Inicialmente, 2 g de quitosana foram dispersas em 90 mL de dgua MiliQ sob
agitacdo mecanica por 2 horas. Apds a hidratacdo da quitosana, 10 mL de acido acético foram
adicionados e mantidos sob agitacao por 24h a fim de se obter um polimero solubilizado. Logo
em seguida, NaOH 2M foi utilizado para precipitar a quitosana e obter um gel de quitosana.
Utilizando um papel de filtro, o gel foi lavado com agua MilliQ para atingir o pH neutro. O gel
de quitosana foi entdo submetido a trocas de solventes. Foram preparadas misturas de 20, 40,
60, 80 e 100% de metanol e N.N-Dimetilformamida (DMF). Finalizando com uma solucéo de
100% de DMF.

Em um banho de gelo, foi colocado um bal&o de 3 bocas. No baldo, foi adicionado
DMF previamente resfriado (0-4 °C). Em seguida, foram gotejados 6 mL de é&cido
clorossulfénico sob leve agitagdo. Seguindo com agitacdo até o complexo sulfatante atingir a

temperatura de 35-40 °C. O gel de quitosana (previamente impregnado com DMF e triturado)
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foi adicionado ao baldo. A agitagdo permaneceu durante as 5 horas de reacdo. A solugéo
amarelo-clara obtida foi reagida com NaOH 10 M até atingir o pH 12 e formar sélidos em
suspensdo. Os solidos foram filtrados e lavados com metanol 6 vezes e secos a temperatura
ambiente.

O sdlido obtido foi disperso em 100 mL de &gua destilada para uma diélise em
membranas (12000-16000g/mol) contra agua destilada por 48h com duas trocas de agua por
dia. Apds a dialise, a solucdo foi transferida para tubos falcon e congelada com nitrogénio
liquido. Entdo foi realizada uma liofilizacdo para a obtencdo da quitosana sulfatada
(CARREON et al., 2010; MORAES et al., 2019).

A substancia Quitosana Sulfata foi fornecida pelo Professor Rodrigo Silveira Vieira
e sua aluna Sandy Danielle Lucindo Gomes através do Departamento de Engenharia Quimica

da Universidade Federal do Ceara.

4.4 Procedimentos experimentais “in vivo”

4.4.1 Instrumentacao para o registro da pressao arterial sistémica e da frequéncia cardiaca

Animais foram anestesiados com quetamina/xilazina (90/10 mg/kg, i.p.) para
permitir o implante cirargico de cateteres de polietileno (PE-10 conectado a PE-50) na artéria
e na veia femoral. O cateter aortico foi conectado a um transdutor de pressao (Statham P23 DI),
previamente calibrado em mmHg, acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados Power Lab -
ADinstruments™ para a medida das pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastolica (PAD). A
PAM de base foi calculada através da formula: PAD + [(PAS - PAD) /3] (em mmHg)

diretamente pelo software Labchart.

4.4.2 Procedimentos experimentais em ratos anestesiados

Animais previamente instrumentados com cateteres, foram novamente anestesiados
com quetamina/xilazina (90/10 mg/kg, i.p.) e foi realizada uma traqueostomia que permitiu a
conexd@o dos animais a uma bomba ventilatoria para adequar as demandas respiratorias. Em
sequida, foram isolados os nervos vagos bilateralmente em nivel cervical. Nessas condicdes

experimentais foram realizadas trés séries de experimentos:
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Série 1. Relacdo dose-efeito apds administracéo intravenosa da QS em animais anestesiados
intactos (n=7). Ap6s um periodo de estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares na vigéncia
da anestesia, a QS foi administrada por via endovenosa para constru¢do de uma curva dose-
efeito (1, 5, 10 e 20 mg/kg).

Série 2. Relacdo dose-efeito ap6s administracdo intravenosa de quitosana sulfatada em
animais anestesiados intactos antes e apds tratamento prévio com L-NAME (n=5). Apds um
periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares na vigéncia da anestesia, a quitosana
sulfatada foi administrada na dose de 20 mg/kg e ap6s o periodo de recuperacdo o animal foi
tratado com L-NAME, na dose de 20 mg/kg. Apds vinte minutos de acdo do L-NAME a

quitosana foi novamente administrada na dose de 20 mg/kg.

Série 3. Relacdo dose-efeito apds administracéo intravenosa da QS em animais anestesiados
bivagotomizados (n=5). Com o objetivo de estudar o papel do nervo vago na mediacéo dos
efeitos cardiovasculares da QS, apds um periodo de estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares em animais anestesiados. Os nervos vagos foram seccionados bilateralmente
e foi registrado um novo periodo de estabilizagdo dos parametros cardiovasculares de 20
minutos, posteriormente a quitosana foi administrada na dose de 20 mg/kg.

4.5 Procedimentos experimentais "'in vitro™

4.5.1 Preparac0es isoladas de vasos sanguineos para estudo de contratilidade

Apbs a realizacdo dos experimentos in vivo de registro dos parametros
cardiovasculares, os animais foram anestesiados (quetamina/xilazina, 90/10 mg/kg, i.p.
respectivamente) e a artéria aorta toracica foi cuidadosamente dissecada e imergida em meio
contendo solucdo Krebs-Henseleit normal modificada (NaCl 136mM, KCI 5mM, MgCl,
0,98mM, NaH2PO4 0,36mM, NaHCO3 11,9mM, CaCl,2mM e Glicose 5,5mM). A artéria aorta
torécica foi cuidadosamente dissecada e cortada em segmentos no formato de anéis. Seguindo
a apropriada dissecacdo, os segmentos da artéria aorta foi seccionados em formato de anéis
cilindricos dispostos horizontalmente em um miografo (610M-DMT, Aahus, Dinamarca). Dois
fios de tungsténio (40 um) cuidadosamente inseridos na luz dos segmentos arteriais: um dos
fios foi fixado ao micrémetro para o ajuste de tensdo através do processo de normalizacéo, e 0

outro conectado ao transdutor de forga para mensuragdo isométrica de forga (em mN). As
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preparacdes isoladas de anéis de artéria aorta foram incubados com solucdo nutridora de Krebs-
Henseleit (37°C; pH 7,4; aerada com 95% O2/5% CO3) por um periodo de 30 minutos. Apds o
periodo de estabilizacdo a tensdo passiva dos anéis de aorta foi ajustada em 1gF, ao passo que
cada anel isolado da artéria foi submetido ao procedimento de normalizacdo para
estabelecimento da tensdo passiva ideal (MULVANY; HALPERN, 1977) e ap0s esse
procedimento foi respeitada mais uma etapa de estabilizacdo de 30 minutos.

A integridade do endotélio das preparacdes vasculares (aorta) foi avaliada apos a
adicao de acetilcolina (ACh; 1 uM) em anéis previamente contraidos com fenilefrina (FEN; 0,1
uM). Um efeito relaxante induzido pela ACh igual ou superior a 80% foi admitido como
indicativo de integridade do endotélio.

4.5.2 Protocolos experimentais em preparacdes vasculares isoladas

Série 1. Curva concentracdo-efeito para a QS em preparacdes isoladas de aorta pré-contraidas
com KCI pelo mecanismo eletromecanico. (n=3; 3 anéis vasculares por animal). Essa série
experimental foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora apds exposicdo aguda de
preparacdes vasculares de artéria aorta a concentragdes crescentes (1 a 1000 uM) da QS.
Preparacdes vasculares isoladas de aorta foram expostas ao KCI (60 mM) para induzir uma
contracdo sustentada através do mecanismo eletromecanico (SOMLYO; SOMLYO, 1994).
Apbs o estabelecimento de uma fase estavel (componente tonico) na pré-contracdo induzida

por KCI, a QS foi adicionada de maneira cumulativa.

Série 2. Curva concentracdo-efeito para a QS em preparac@es isoladas de aorta pré-contraidas
com FEN pelo mecanismo farmacomecanico. (n=3; 3 anéis vasculares por animal). Essa série
experimental foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora apds exposicdo aguda de
preparacOes vasculares de artéria aorta a concentragdes crescentes (1 a 1000 uM) da QS.
Preparagdes vasculares isoladas de aorta foram expostas a fenilefrina (FEN; 1 uM) para induzir
uma contragdo sustentada através do mecanismo farmacomecénico (Somlyo; Somlyo, 1994).
Apos o estabelecimento de uma fase estavel (componente ténico) na pré-contracdo induzida

por FEN (1 uM), a QS foi adicionada de maneira cumulativa.

Série 3. Curva concentracdo-efeito para a QS em preparacdes isoladas de aorta sem o
endotélio pré-contraidas com FEN. (n=3; 3 anéis vasculares por animal). Essa série

experimental foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora apds exposi¢do aguda de
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preparacdes vasculares de aorta sem endotélio a concentragdes crescentes (1 a 1000 pM) da
QS. Preparac6es vasculares isoladas de aorta sem endotélio foram expostas FEN (1 uM), para
induzir uma contracdo sustentada. Apos o estabelecimento de uma fase estavel (componente
ténico) na pré-contracao induzida por FEN (1 uM), a QS foi adicionada de maneira cumulativa.
Série 4. Curva concentracdo-efeito para a QS em preparacgdes isoladas de aorta sem o
endotélio pré-contraidas com KCI. (n=3; 3 anéis vasculares por animal). Essa série
experimental foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora apds exposicdo aguda de
preparacdes vasculares de aorta sem endotélio a concentragdes crescentes (1 a 1000 uM) da
QS. Preparagdes vasculares isoladas de aorta sem endotélio foram expostas KCI (60 mM), para
induzir uma contracdo sustentada. Apos o estabelecimento de uma fase estavel (componente
tébnico) na pré-contracdo induzida por KCI (60 mM), a QS foi adicionada de maneira

cumulativa.

4.6 Solucdes e Drogas

Foram utilizados reagentes de grau analitico para preparar as solucdes estoques e a
solucéo para os experimentos. Todas as drogas utilizadas neste estudo foram adquiridas dos
laboratdrios Sigma-Aldrich e Tocris Bioscience. Tais drogas foram preparadas em solucdes
estoques concentradas seguindo as recomendacdes de diluicdo do laboratério fornecedor, e

adicionalmente diluidas para a concentragdo necessaria para o protocolo experimental.

4.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM, n
= numero de experimentos). Foi realizado primeiramente um teste de normalidade, Shapiro-
Wilk normality test. Posteriormente foi realizado analise de variancia a uma via (ANOVA, p <
0,05). Para os resultados pareados ou ndo-pareados foi utilizado o teste t de Student, e para os
dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney. Seguido de pos-testes Holm-
Sidak ou Dunnet (quando os dados ndo passavam no teste de normalidade).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos cardiovasculares resultantes da administracédo de quitosana sulfatada em ratos
anestesiados

Em ratos anestesiados com quetamina e xilazina, 90 e 10 mg/kg respectivamente,
os valores médios de FC e PAM foram de 235,77 *+ 27,41 batimentos por minutos e 187,42 +
9,30 mmHg, dados referentes a 7 animais, n = 7. A quitosana sulfatada apresentou uma resposta
bifasica (Figura 2), uma primeira fase, denominada P1, correspondente a uma queda rapida,
resposta direta do efeito cardiaco. Seguida por uma segunda fase, denominada P2, que
corresponde a fase de recuperacao da queda, que representa o efeito vascular, voltando a valores
iguais ou proximos do valor basal.

Na dose de 1 mg/kg e 5 mg/kg a quitosana sulfatada provocou uma queda na
frequéncia cardiaca, 1,51 + 0,25% em P1e 1,17 + 0,33 em P2 na dose de 1 mg/kg e na dose de
5 mg/kg a resposta foi de 1,86 + 0,16% em P1 e em P2 de 2,53 £ 0,83%. Na dose de 10 mg/kg
a resposta em P1 foi de 3,49 £ 0,90% e em P2 foi de 4,62 + 1,20% na FC. E na dose de 20
mg/kg a FC diminuiu em P1 6,09 £ 0,95% e em P2 a resposta foi de 3,87 + 0,68% (p < 0,05,

ANOVA e Dunn's multiple comparisons test), conforme Figura 3.

Figura 2: Efeito bifasico da quitosana sulfatada na frequéncia cardiaca.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.
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Figura 3: Grafico referente a resposta da quitosana sulfatada na frequéncia cardiaca em ratos
anestesiados.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

O gréafico mostra os efeitos da quitosana sulfatada (1, 5, 10 e 20 mg/kg) sobre a frequéncia
cardiaca em ratos anestesiados. As barras verticais indicam erro padrao da média (E.P.M.). P1,
resposta referente a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda fase em cada
dose. *, indicam que as respostas atingiram valores significativos em relacdo aos valores basais
de FC registrados antes da administracdo de quitosana sulfatada.

Com relacdo a PAM a quitosana sulfatada apresentou uma resposta bifasica,
conforme Figura 4, e crescente de acordo com o aumento das doses. Na dose de 1 mg/kg a
quitosana sulfatada provocou uma queda na PAM, 1,78 £ 0,37% em P1 e 1,86 + 0,83% em P2.
Com relagéo a dose de 5 mg/kg a resposta foi de 5,96 + 0,72% em P1 e em P2 de 4,28 £ 0,64%,
na dose de 10 mg/kg onde a resposta em P1 foi de 6,89 + 0,50% e em P2 foi de 4,46 + 0,61%.
E onde a magnitude da resposta da quitosana sulfatada provocou uma diminui¢do mais evidente
foi na dose de 20 mg/kg, onde a resposta foi em P1 de 10,45 + 0,96% e em P2 9,45 + 1,01% (p
< 0,05, ANOVA e Holm-Sidak's multiple comparisons test), conforme Figura 5.
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Figura 4: Efeito bifasico da quitosana sulfatada na PAM.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Figura 5: Grafico referente a resposta da quitosana sulfatada na pressédo arterial média em ratos
anestesiados.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

O grafico mostra os efeitos da quitosana sulfatada (1, 5, 10 e 20 mg/kg) sobre PAM em ratos
anestesiados. As barras verticais indicam erro padréo da média (E.P.M.). P1, resposta referente
a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda fase em cada dose. *, indicam
que os valores atingiram respostas significativas em relacdo aos valores basais de PAM

registrados antes da administracéo de quitosana sulfatada.
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O tempo de atuacdo da quitosana sobre a frequéncia cardiaca e a pressdo arterial
média esta representado na Tabela 1.

Tabela 1: Tempo de atuacdo da quitosana sulfatada em segundos.

P1 P2
1 mg/kg 8,14 + 2,09 11,31 + 3,87
5 mg/kg 11,44 + 1,23 14,56 + 1,45
10 mg/kg 11,43 £ 0,67 13,11 + 1,36
20 mg/kg 132+1,1 19,34 + 2,18
Fonte: elaborada pela autora, 2022.

A tabela mostra o tempo em segundos de atuacdo da quitosana sulfatada (p < 0,05, ANOVA e
Holm-Sidak's multiple comparisons test).

5.2 Efeitos cardiovasculares resultantes da administracdo de quitosana sulfatada em ratos
bivagotomizados

Ratos submetidos a vagotomia bilateral com valores basais médios de 160,8 +
31,97 batimentos por minuto e 98,46 + 20,41 mmHg, dados coletados de 5 animais, n =5. A
resposta tanto da frequéncia cardiaca quanto da pressao arterial média apresentaram uma
resposta bifésica (Figura 6) apos aplicacdo da quitosana sulfatada na dose de 20 mg/kg.

Na frequéncia cardiaca a resposta em P1 antes da bivagotomia foi uma diminuicéo
de 11,47 £+ 0,61% e apds realizar a vagotomia bilateral a resposta foi diminuicdo de 38,93 +
10,61% (p < 0,05, ANOVA e Dunn's multiple comparisons test). E conforme Unpaired t test a
diferenca entre as médias foi de 27,46 + 10,63. Com a relacdo a resposta de P2, antes da
bivagotomia a diminuicdo foi de 4,64 + 0,59% e apds a diminuicdo foi de 13,82 + 12,32% (p <
0,05, Mann Whitney test). Conforme mostrado na Figura 7.



34

Figura 6: Comparacdo da resposta bifasica da frequéncia cardiaca antes e ap0s vagotomia

bilateral.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Figura 7: Efeito da quitosana sulfatada na frequéncia cardiaca antes e ap6s a realizacdo

vagotomia bilateral.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

O gréafico mostra os efeitos da quitosana sulfatada, 20 mg/kg, sobre a frequéncia cardiaca em
ratos anestesiados antes e ap0s bivagotomia. As barras verticais indicam erro padrdo da média
(E.P.M.). P1, resposta referente a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda
fase em cada dose. *, indicam que as respostas atingiram valores significativos em relacao aos
valores basais de FC registrados antes da administracdo de quitosana sulfatada.
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Na presséo arterial média a resposta bifasica € mostrada na Figura 8. A magnitude
do efeito da quitosana sulfatada em P1 antes da bivagotomia foi diminuicéo de 15,12 + 1,05%
e apos realizar a vagotomia bilateral a resposta foi diminuicao de 10,65 £ 1,71% (p < 0,05,
ANOVA e Holm-Sidak's multiple comparisons test). Posteriormente foi realizado o Unpaired
t test onde mostrou uma diferenca entre as médias de 4,47 + 2,01. E na resposta de P2, antes da
bivagotomia a magnitude foi diminuicdo de 13,61 £ 0,87% e ap6s foi diminuigdo de 7,09 +
1,4% e o0 Unpaired t test mostrou uma diferenca entre as médias de 6,52 + 1,64. Como ilustrado

na Figura 9.

Figura 8: Comparacdo da resposta bifasica da pressao arterial média antes e apos vagotomia

bilateral.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Figura 9: Efeito da quitosana sulfatada na pressdo arterial média antes e ap0s a realizacdo

vagotomia bilateral.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.
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O gréfico mostra os efeitos da quitosana sulfatada, 20 mg/kg, sobre a PAM em ratos
anestesiados antes e apds bivagotomia. As barras verticais indicam erro padrdo da média
(E.P.M.). P1, resposta referente a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda
fase em cada dose. *, indicam que as respostas atingiram valores significativos em relacdo aos
valores basais da PAM registrados antes da administracdo de quitosana sulfatada.

Com relacdo ao tempo em segundos de atuacdo da quitosana sulfatada, P1, e de
recuperacdo, P2, é mostrado na tabela 2, onde é possivel perceber que o tempo de recuperacdo
é significantemente superior apos a vagotomia bilateral.

Tabela 2: Tempo de atuacao da quitosana sulfatada em segundos antes e apds bivagotomia.

P1 P2
Pré - Bivagotomia 8,9+1,32 17,9 £ 3,67
Po6s - Bivagotomia 119+1,64 175,8 £ 90,84

Fonte: elaborada pela autora, 2022.

A tabela mostra o tempo em segundos de atuacgdo da quitosana sulfatada (p < 0,05, ANOVA e
Dunn's multiple comparisons test).

5.3 Efeitos cardiovasculares resultantes da administracdo de quitosana sulfatada em ratos

apos tratamento com L-NAME

Ratos submetidos a tratamento com L-NAME na dose de 20 mg/kg com valores
basais médios de 244,2 + 29,65 batimentos por minuto e 94,48 + 8,06 mmHg, dados coletados
de 5 animais, n = 5. A resposta tanto da frequéncia cardiaca quanto da pressao arterial média
apresentaram uma resposta bifasica (figura 10) apds aplicacdo da quitosana sulfatada na dose
de 20 mg/kg.

Na frequéncia cardiaca a resposta da quitosana sulfatada em P1 antes do tratamento
com L-NAME foi uma diminuicdo de 4,85 + 1,95% em relacdo ao valor basal e apds o
tratamento com L-NAME a resposta da quitosana sulfatada foi de um aumento de 7,96 £ 1,51%
(p < 0,05, ANOVA e Holm-Sidak's multiple comparisons test). Conforme Unpaired t test a
diferenca entre as médias foi de 12,82 + 2,47. Com a relacdo a resposta de P2, antes do
tratamento a diminuig&o foi de 4,11 + 1,38% e ap0s o tratamento com L-NAME o aumento foi

de 11,51 + 3,71%. Posteriormente foi realizado Unpaired t test que mostrou uma diferenca entre
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as médias de 15,62 + 3,95 (p < 0,05, Holm-Sidak's multiple comparisons test). Conforme
mostrado na Figura 11.

Figura 10: Comparacdo entre o efeito da quitosana sulfatada sobre a frequéncia cardiaca antes

e apos o tratamento com L_NAME.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Figura 11: Efeito da quitosana sulfatada sobre a frequéncia cardiaca antes e ap0s o tratamento
com L_NAME.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

O grafico mostra os efeitos da quitosana sulfatada, 20 mg/kg, sobre a FC em ratos anestesiados
antes e apds tratamento com L-NAME. As barras verticais indicam erro padrdo da média
(E.P.M.). P1, resposta referente a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda
fase em cada dose. *, indicam que as respostas atingiram valores significativos em relacdo aos
valores basais da FC registrados antes da administracdo de quitosana sulfatada.
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A resposta bifasica na pressdo arterial média estd representada na figura 12. Na
PAM a resposta da quitosana sulfatada em P1 antes do tratamento com L-NAME foi uma
diminuicdo de 13,08 + 1,62% em relacdo ao valor basal e apds o tratamento com L-NAME a
resposta da quitosana sulfatada foi uma diminuicéo de 27,09 + 10,34% (p < 0,05, ANOVA e
Dunn's multiple comparisons test). Conforme Unpaired t test a diferenca entre as médias foi de
14,02 + 10,47. Com a relagdo a resposta de P2, antes do tratamento com L-NAME a diminuicéo
foi de 7,69 + 4,01% e apds o tratamento com L-NAME a diminuicdo foi de 26,41 + 9,30%,
confirmado com Mann Whitney test (p < 0,05, ANOVA e Dunn's multiple comparisons test).

Conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 12: Comparacdo entre o efeito da quitosana sulfatada sobre a pressdo arterial média

antes e ap6s o tratamento com L_NAME.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.
Figura 13: Efeito da quitosana sulfatada sobre a pressdo arterial média antes e apds o

tratamento com L_NAME.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.
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O gréfico mostra os efeitos da quitosana sulfatada, 20 mg/kg, sobre a PAM em ratos
anestesiados antes e apos tratamento com L-NAME. As barras verticais indicam erro padréo da
média (E.P.M.). P1, resposta referente a primeira fase em cada dose. P2, resposta referente a
segunda fase em cada dose. *, indicam que as respostas atingiram valores significativos em
relagdo aos valores basais da PAM registrados antes da administracdo de quitosana sulfatada.

Com relacdo ao tempo em segundos de atuacdo da quitosana sulfatada, P1, e de
recuperacdo, P2, é mostrado na tabela 3, onde é possivel perceber que ndo existe grande
diferenca antes e apds o tratamento com L_NAME.

Tabela 3: Tempo de atuacdo da quitosana sulfatada em segundos antes e apds tratamento com
L-NAME.

P1 P2
Pré — L-NAME 12,4 +1,16 22,3 +6,83
Pos — L-NAME 13,5+ 2,28 20,45+ 1,23

Fonte: elaborada pela autora, 2022.

A tabela mostra o tempo em segundos de atuacao da quitosana sulfatada (p < 0,05, Holm-Sidak's
multiple comparisons test).

5.4 Efeitos vasculares da quitosana sulfatada no tonus basal de aorta isolada de rato

A quitosana sulfatada ndo apresentou efeitos vasculares significativos com relacao
ao ténus basal de tecidos de aortas isoladas de ratos. Apds a adicdo de concentracBes crescentes
(1 - 1000 pg/mL) de quitosana sulfatada ndo foram observadas respostas ao tecido (figura 14),
ou seja, a substancia ndo possui atividade sobre o ténus basal do musculo liso vascular. E a
CES50 do grupo, endotélio intacto, corresponde a 237,2, (99,35 — 99,8) ug/mL; n=8.
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Figura 14: Avaliacdo dos efeitos da quitosana sulfatada (1 — 1000 pg/mL) sobre o tonus basal
de aorta de ratos.
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

O grafico mostra os efeitos da quitosana sulfatada (1 - 1000 pg/mL) sobre o tonus basal de aorta
isolada de ratos. n= nimero de experimentos. As barras verticais indicam E.P.M.

5.5 Efeitos vasculares da quitosana sulfatada em contrac¢des induzidas por KCI (60 mM)
em aorta isolada de rato

As concentragdes de quitosana sulfatada (1 — 1000 pg/ml) relaxaram a contracao
sustentada induzida por KCI (60 mM). O efeito da quitosana sulfatada tornou-se significativo
(p < 0,05, ANOVA) na concentracdo de 1000 pug/ml para a preparagdo com o endotélio integro
e nas preparagdes com o endotélio desnudo a resposta significativa se deu a partir da dose de
100 pg/ml. O valor de CE50 para o relaxamento dos anéis com endoteélio integro foi de 520,2
[92,25 - 107,8] pg/ml (n = 6) e de 93,11 [54,69 — 88,91] ug/ml (n = 5) para anéis sem endotélio
(p < 0,05, Holm- Sidak’s). Representado pela Figura 15 a comparacdo entre as respostas da
quitosana sulfatada com endotélio integro e endotélio desnudo.
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Figura 15: Efeito vasculares da quitosana sulfatada (1 — 1000 ug/mL) em aorta isolada de rato
pré-contraida com KCI (60 mM)
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Fonte: elaborada pela autora, 2022.

Gréafico com os valores médios da concentracdo de KCI (60 mM) ap6s a adicdo de
concentragdes crescentes de quitosana sulfatada (1 — 1000 ug/mL). [E+]: endotélio integro; [E-
]: endotélio desnudo. n = numero de experimentos. As barras verticais indicam E.P.M. *, indica
resposta significativa.

5.6 Efeitos vasculares da quitosana sulfatada em contragdes induzidas por Fen (1 pM) em

aorta isolada de rato

As concentragdes de quitosana sulfatada (1 — 1000 pg/ml) relaxaram a contragao
sustentada induzida por Fen (1 uM). O efeito da quitosana sulfatada tornou-se significativo (p
< 0,05, ANOVA) nas concentracdes de 300 e de 1000 pg/ml para a preparacao com o endotélio
integro e nas preparacbes com o endotélio desnudo a resposta significativa se deu na
concentracdo de 1000 pg/ml. O valor de CE50 para o relaxamento dos aneis com endotélio
integro foi de 99,99 [66,43 — 84,43] pug/ml (n = 6) e de 99,82 [84,73 — 101,9] ug/ml (n = 5) para
anéis sem endoteélio (p < 0,05, Holm- Sidak’s). Representado pela Figura 16 a comparacao entre

as respostas da quitosana sulfatada com endotélio integro e endotélio desnudo.
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Figura 16: Curvas concentragdo-efeito para quitosana sulfatada (1 — 1000 ug/mL) na reversao
da contragéo induzida pela Fen (1 uM) em anéis de aorta isolada de rato
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Gréafico com os valores médios da contracdo de Fen (1 uM) apods a adi¢do de concentragdes
crescentes de quitosana sulfatada (1 — 1000 pg/mL). [E+]: endotélio integro; [E-]: endotélio
desnudo. As barras verticais indicam E.P.M. *, indica resposta significativa.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se os efeitos cardiovasculares da quitosana sulfatada,
utilizando abordagens in vivo para avaliar a PAM e a FC em ratos normotensos e abordagem in
vitro em anéis de artéria aorta toracica de ratos. Como principais resultados foi observado que
a quitosana sulfatada induziu uma bradicardia e hipotensdo nas doses administradas em ratos
normotensos anestesiados. E nos estudos in vitro a quitosana induziu vasodilatacdo em anéis de
aorta, ndo dependendo da integridade da camada endotelial para induzir relaxamento.

A manutenc&o dos niveis pressoricos dentro de uma faixa de normalidade depende
de varios fatores, como débito cardiaco, resisténcia periférica. Diferentes mecanismos de
controle estdo envolvidos ndo s6 na manutencdo como na variacdo da pressdo arterial,
regulando o calibre e a reatividade vascular, a distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos e 0
débito cardiaco (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001).

O presente estudo mostrou que injeces intravenosas de quitosana sulfatada
induziram bradicardia e hipotensdo. Para uma melhor avaliacdo, o efeito da quitosana foi
apresentada em duas fases. A primeira fase, denominada P1, corresponde a fase de resposta
rapida da quitosana que representa a resposta da quitosana sulfatada em nivel cardiaco. E a
segunda fase, denominada aqui como P2, é a fase de recuperacdo para o valor inicial, ou
préximo, a injecdo de quitosana sulfatada, que representa a resposta da quitosana sulfatada em
nivel vascular. Apesar de ndo ter encontrado na literatura uma justificativa para a divisdo (P1
P2), da resposta da quitosana, justificou-se essa divisdo pela diferenca da resposta quando
analisada em outros momentos, principalmente quando analisada o tempo de recuperagéo.

Genericamente farmacos vasodilatadores atuam na manutencéo da concentracao de
calcio (Ca?"), ou na alteracdo da sensibilidade a esses fons na musculatura lisa vascular. Dessa
forma, aumentam o fluxo de sangue para os tecidos, diminuem a PA e a pressao venosa central.
Os vasodilatadores de acdo direta sdo potentes hipotensores, que atuam diretamente na
musculatura lisa vascular, aumentando o calibre arterial, e consequentemente reduzindo a
resisténcia vascular periférica, diminuindo a pressao arterial. Substancias vasodilatadoras tém
como alvo os canais de Ca®" da membrana plasmatica celular e do reticulo sarcoplasmatico,
bem como algumas enzimas especificas. As substancias que compde os vasodilatadores de acéo
indireta atuam principalmente pela inibicdo da vasoconstricdo simpatica e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (KUBOTANI; FERNANDES, 2019).
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Os componentes simpaticos e parassimpaticos do sistema nervoso autdbnomo
controlam e regulam a funcéo de varios 6rgaos, bem como um dos principais componentes do
neuro eixo cardiaco (OTTAVIANI et al., 2022). O nervo vago é um componente importante do
sistema nervoso autbnomo e tem um papel importante na regulacdo da homeostase. Com 80%
de suas fibras nervosas aferentes, transporta informacGes do corpo para o cérebro, e 20%
eferentes, transporta sinais do cérebro para o corpo, tem como fungdo primordial transmitir
informacdes do corpo para o cérebro, bem como atuar na regulacéo de 6rgaos e manutencéo da
homeostase (HOWLAND, 2014).

Ao analisarmos a resposta da quitosana sulfatada por meio da inervacao
parassimpatica via nervo vago, pode-se observar que as duas fases do efeito da quitosana foram
vistas tanto com o nervo vago intacto como apés a vagotomia bilateral. Com a bivagotomia o
efeito da bradicardia aumentou consideravelmente, se comparado com 0s nervos intactos. E o
efeito hipotensor foi levemente menor. E com relagdo ao tempo de duragdo do efeito da
quitosana sulfatada, antes da bivagotomia a duracdo ocorreu em 17,9 segundo e apds a
bivagotomia o tempo de recuperacédo foi aproximadamente de 175,8 segundos. A duracdo dos
efeitos farmacoldgicos e metabdlicos da quitosana ndo foram avaliadas no presente estudo.

A liberagdo basal de NO pelas células endoteliais vasculares controla a presséo
arterial no estado basal. O NO ¢ sintetizado enzimaticamente a partir da L - arginina, processo
que pode ser antagonizado por compostos de L -arginina substituidos, como o éster metilico
daN-nitro -L -ARGININA (L-NAME), que competem pela NO sintase (SHARIFI;
AKBARLOO; DARABI, 2005).

A administracdo crénica de L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS),
a animais é capaz de inibir a producdo endogena de NO e elevar a pressao arterial de maneira
persistente, caracterizando um modelo de hipertensdo (KANG et al., 2004; RIBEIRO et al.,
1992). Um dos mecanismos responsaveis pelo aumento da pressdo arterial durante o tratamento
com L-NAME esta associado com a deficiéncia de NO e alteracbes em varios sistemas
reguladores da pressdo arterial (BERNATOVA et al., 2007).

Para investigar a resposta vasodilatadora da quitosana sulfatada associado ao NO,
um grupo de ratos foram submetidos a dose de quitosana antes e ap0s pré-tratamento com L-
NAME. Com relacdo a frequéncia cardiaca, a quitosana induziu uma leve taquicardia apés o
tratamento com o L-NAME e na pressdao arterial média a quitosana aumentou
consideravelmente sua resposta hipotensora, se comparados com ratos normotensos. E o tempo
de duragdo do efeito da quitosana sulfatada foi maior ap6s o tratamento com L-NAME, tanto

na resposta imediata quanto no tempo de recuperagdo. Com isso é possivel deduzir que o efeito
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vasorrelaxante ndo advém da acéo do dxido nitrico. Uma possivel hipdtese para essa resposta
vasodilatadora seria o bloqueio na entrada de Ca?*, o que sugere novos estudos.

Uma das limitagdes do estudo foi a impossibilidade, nesse primeiro momento, de
estudar os efeitos da quitosana sulfatada em ratos ndo anestesiados, ja que seus efeitos por via
sistémica ainda serem desconhecido. E para evitar possiveis irritacdes e até mesmo estimulos
dolorosos, optou-se por realizar em ratos anestesiados. Novos estudos s&o necessarios para uma
melhor avaliacdo dos efeitos da quitosana em ratos ndo anestesiados.

Os efeitos de diferentes substancias sobre o mecanismo contratil do musculo liso
formam a base de muitas aplicagdes farmacoldgicas, pois 0 musculo liso € um componente
importante da maioria dos sistemas fisioldgicos, incluindo os vasos sanguineos que possuem
uma camada de células musculares lisas em sua composicédo anatdmica (RANG; DALE, 2016;
WEBB, 2003).

A estrutura dos vasos em forma de tubo e a disposicao das células em circunferéncia
permite que a luz do vaso reduza no momento da contracdo muscular. Esta musculatura é capaz
de se manter contraida por longos periodos com um baixo consumo energético, o que é
fundamental para funcdes vasculares basicas como o tdnus, permitindo assim o controle da
pressdo arterial (SHIMOKAWA; SATOH, 2014).

O musculo liso contém filamentos de actina e de miosina. O processo contrétil é
ativado por ions de célcio, e o trifosfato de adenosina (ATP) é degradado em difosfato de
adenosina (ADP) para fornecer energia para a contracdao (GUYTON; HALL, 2011).

Certas substancias enddgenas e exdgenas sao capazes de se ligar ao receptor da
célula muscular lisa sem gerar variagdes no potencial de membrana, nesse caso ha aumento nos
niveis de um segundo mensageiro intracelular como o monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) ou o monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) que irdo posteriormente alterar o0s
niveis intracelulares de calcio (WALSH, 2011). A concentracéo intracelular de jon célcio [Ca?*]
aumenta quando o Ca?* entra na célula pelos canais de calcio da membrana celular ou do
reticulo sarcoplasmatico (RS). O Ca?* se liga a calmodulina para formar o complexo célcio —
calmodulina que em seguida ativa a cinase das cadeias leves de miosina do musculo. Quando a
concentragdo de Ca®* diminui, devido ao bombeamento para fora de calcio, o processo é
revertido e a miosina fosfatase remove o fosfato de MLC (MLC, do inglés miosin light chain),
causando relaxamento (GUYTON; HALL, 2011; RANG; DALE, 2016).

Substéancias que atuam diminuindo as concentrac@es intracelulares de célcio atuardo
no relaxamento do masculo liso, como por exemplo os bloqueadores de canais de célcio que

diminuem influxo de calcio na célula através dos canais de célcio tipo L, dependentes de
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voltagem na membrana celular, causando vasodilatagdo. Assim como substancias que abrem os
canais de potassio, causando hiperpolarizacdo celular e diminuicdo do influxo de célcio na
celula (WEBB, 2003).

Outro possivel mecanismo de vasodilatacdo seria pelo aumento nos niveis de
GMPc, por exemplo através da liberacao de acetilcolina pelas fibras parassimpaticas, que induz
na produgdo de Oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais vasculares. Substancias que
estimulam os receptores adrenérgicos p e aumentam a concentragdo de AMPc também causam
relaxamento do masculo liso vascular por reduzir a atividade da cinase da cadeia leve da
miosina e a concentracao de calcio intracelular (SHIMOKAWA,; SATOH, 2014). O que se pode
analisar que o controle vasomotor esti associado a uma série de mecanismos e estruturas,
relacionados ao sistema nervoso autdbnomo, horménios enddgenos, neurotransmissores,
farmacos e células endoteliais vizinhas (XUE; SHI; BIAN, 2011).

A participacdo do endotélio no processo de contragdo e relaxamento do vaso
produzindo uma gama de substancias vasoativas como os prostandides, NO, peptideos, fatores
de hiperpolarizacdo derivados do endotélio, entre outros (CUNHA et al. 2013). O fator
hiperpolarizante derivado do endotélio produz vasodilatacdo em resposta a uma série de
mediadores quimicos como a acetilcolina e a bradicinina (RANG; DALE, 2016).

Uma vasodilatagcdo mais relevante é mediada por um componente do fator relaxante
derivado do endotélio, sintetizado a partir da L-arginina, o NO, que ativa a enzima guanilato
cliclase soluvel (GCs) aumentando a sintese de GMPc, que diminui a afinidade do miofilamento
de miosina ao célcio. A producdo de NO é estimulada pelo atrito do fluxo sanguineo nas células
endoteliais ou pelo estimulo de algum agente vasodilatador como a acetilcolina, ATP,
bradicinina, serotonina e histamina (TOUSOULIS et al., 2012).

A enzima responsavel pela producdo do NO € a 6xido nitrico sintase (NOS) que
pode ser subdividida em trés subtipos: induzivel, neuronal e endotelial. A endotelial e a neural
sdo ativadas pelo aumento da concentracdo de calcio dentro da célula através do complexo
calcio-calmodulina, entdo o NO estimula a GCs a produzir GMPc que por sua vez ativa a
proteinocinase G (PKG) que fosforila proteinas reduzindo a concentracdo de calcio dentro da
célula causando relaxamento muscular (GARCIA; SESSA, 2019).

O estudo mostrou que a quitosana sulfatada induzem a vasodilatacdo em anéis de
aorta de ratos. Em preparacdes teciduais mantidas sob o ténus basal a quitosana sulfatada néo
apresenta resposta significativa, ou seja, ndo apresenta nenhum tipo de efeito vascular.

A quitosana sulfatada foi capaz de relaxar anéis de aorta pré-contraidas com KCI.

Quando comparada preparacgdes teciduais com e sem endotélio a quitosana sulfatada mostrou
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respostas significantemente diferentes. Em preparacdes teciduais com endotélio intacto o efeito
relaxante da quitosana foi praticamente nulo, se comparado com preparagdes teciduais com
endotélio desnudo onde o efeito relaxante chegou a 45,31% na dose de 1000 microgramas/ml.
O que mostra que a resposta relaxante da quitosana se deu independente da integridade
endotelial.

Quando mensurado em preparagOes teciduais pré-contraidas com fenilefrina e
resposta da quitosana sulfatada foi diferente. Em preparacGes com endotélio intacto a quitosana
sulfatada relaxou em 37,43% microgramas/ml, ja em preparacGes com endotélio desnudo a
magnitude do relaxamento chegou em 19,12%.

Nesta pesquisa foi possivel identificar uma reducdo significativa do efeito
vasodilatador da quitosana sulfatada quando pré-contraidos com fenilefrina em comparacgéo
com a pré-contracdo com KCL. A fenilefrina € um vasoconstrictor que atua nos receptores
adrenérgicos o ativando a mobilizagdo de calcio intra e extracelular, ja 0 KCI induz a contragdo
vascular através do influxo de célcio extracelular, porém bloqueia os canais de potéssio, o que
pode influenciar no relaxamento da musculatura lisa vascular induzida pelo NO (FEREZIN, et
al., 2005). Foi possivel observar que o efeito relaxante da quitosana sulfatada ndo se deu por
meio do NO, ja que seu efeito foi independente da integridade do endotélio. Sugerindo que esse
efeito relaxante se deu por meio da diminuicao da [Ca?*], mecanismo esse que n&o foi analisado
no presente estudo. Novos estudos sdo necessarios para demonstrar 0 mecanismo

vasorrelaxante da quitosana sulfatada.
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7 CONCLUSAO

e A quitosana sulfata induziu bradicardia e hipotensao.

e O efeito hipotensor independe da inervacao parassimpatica via nervo vago.

e O efeito hipotensor independe da presenca de NO.

e A quitosana sulfata possui atividade vasodilatadora em mdsculo liso vascular.

e E aacdo vasodilatadora independe da integridade endotelial.
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