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1.0 INTRODUCAO

Os compostos pirazolinicos, ou pirazois, sdo drogas de origem sintética que
possuem em sua estrutura um anel pirazolinico, que é um heterociclo de cinco
membros com dois atomos de nitrogénio adjacentes e trés de carbono. Seus
derivados podem apresentar atividade antiinflamatoria, analgésica, antipirética,
antiarritmica e tranquilizante (Borne, 1995; Gursoy et al., 2000). O composto LQFM
021 é um novo derivado pirazolico com potencial acdo vasodilatadora.

O maior foco no estudo em biologia vascular tem sido o papel do endotélio na
modulacdo do ténus do musculo liso vascular pela liberacdo de oxido nitrico (NO),
estimulacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs) e o subsequiente aumento no GMPc
intracelular (Lamping, 2001). Embora a maioria desses estudos sugira que o0
relaxamento do musculo liso por muitos agentes € mediado pela producédo e
aumento dos niveis de GMPc e AMPc, varios outros estudos tem sugerido que
algumas substancias dilatadoras podem relaxar a musculatura lisa por vias
diferentes da ativacdo de nucleotideos ciclicos (Wang et al., 1993; Cardillo et al.,
1997). Além disso, a ativagdo dos canais para K, levando a hiperpolarizacdo da
membrana e inibicdo do influxo de Ca?* é um importante alvo de acéo de drogas
vasodilatadoras (Miyoshi et al., 1994). Dessa forma, € fundamental a investigacao de
vias alternativas de relaxamento, dependentes e independentes dos nucleotideos

ciclicos.
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O relaxamento do mdusculo liso vascular € a base para o tratamento da
hipertensdo (Stokes, 2004). Varios agentes farmacoldgicos tém sido sintetizados,
mas nenhum deles teve uma acio especifica, livre de efeitos colaterais. E
importante encontrar vasodilatadores novos, com potencial para uso clinico e ndo
associado a efeitos colaterais.

Nesse estudo, foram investigados alguns mecanismos envolvidos no
relaxamento induzido por um novo composto derivado pirazdlico (LQFM 021),
focando principalmente seu efeito sobre os canais de K* e o envolvimento do

endotélio em aortas isoladas de ratos.

2.0 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-200g) proveniente do Biotério
Central da Universidade Federal de Goias (UFG). Estes protocolos foram
submetidos & analise pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFG. Os animais
foram mantidos no biotério da Faculdade de Farmacia da UFG, com livre acesso a
racao e agua, ciclo claro/escuro de 12 h e com temperatura controlada (23 + 2°C).
Os ratos foram anestesiados e mortos por sec¢cdo da aorta abdominal. A aorta
toracica foi isolada e teve removidos os tecidos conjuntivos e gordurosos. O tecido
foi cortado em anéis (3-4 mm), que foram montados entre dois ganchos de metal,
sendo um deles conectado a um transdutor de for¢ca para registro da tensao
isométrica e o outro fixo a cuba para 6érgéo isolado.

Os anéis foram colocados em camaras para Orgaos isolados contendo
solucéo de Krebs modificada com a seguinte composicdo (em mM): NaCl 118,0; KCI
4,7; KH,PO4 1,2; CaCl, 2,5; MgSO, 1,2; NaHCO3 15,0; glicose 5,5; em pH 7,4 sob
gaseificagdo com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), a 37°C. Em algumas
preparacdes o endotélio vascular foi removido mecanicamente e a efetividade da
remocao foi demonstrada pela auséncia de relaxamento a acetilcolina (1 uM) em
anéis de aorta pré-contraidas com a ECso da fenilefrina (0,1 uM ). Para estudos em
preparagdes com endotélio” os anéis foram descartados quando o relaxamento a
acetilcolina foi inferior a 80% (Hipdlito et al, 2009). Anéis de aorta isolados com (E+)
e sem (E-) endotélio foram pré contraidos com fenilefrina e expostos ao LQFM 021
(1 uM to 300 puM) ou solvente (DMSO). Em preparacdes E+ as vias do NO/GCs e
prostandides foram analisadas pelo uso de drogas como indometacina (inibidor nédo
seletivo de COX, 10 uM), L-NAME (inibidor da NOS, 100 yM) and ODQ (inibidor de



GCs, 1 uM) sobre o relaxamento induzido pelo LQFM 021. A influéncia dos canais
de potassio foram verificadas usando alguns bloqueadores de canais de K*, como
TEA (blogueador néo seletivo de canais de K*, 5 mM), 4-AP (bloqueador de canais
Ky, 1 mM), glibenclamida (bloqueador de canais Katp, 5 uM), BaCl, (bloqueador de
canais Kir, 30 uM) e clotrimazol (bloqueador de canais Kca, 10 gM).

A analise estatistica utilizada foi a analise de variancia variada (ANOVA) one-
way, seguido do pés-teste de Newman-Keuls pelo programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Corporation, versao 3.02, 2001). Um valor de p menor que 0,05

foi considerado estatisticamente significantes.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1980, Furchgott & Zawadzki descreveram a fungao das células endoteliais
no relaxamento vascular. O endotélio é importante regulador do tbnus vascular
devido a sintese e liberacdo de substancias vasodilatadoras e vasocontrictoras.
Além do NO (Palmer et al., 1987), outros fatores relaxantes sé&o liberados de células
endoteliais, como as prostaciclinas (Moncada & Vane, 1979).

Em nossos experimentos, o relaxamento induzido pelo LQFMO021 foi maior em
preparacbes E* (Emac 88.1+2.1%, n=5) do que em E (55.0+6.0%, n=5) (Fig. 1A).
Estes resultados sugerem que o endotélio, através dos seus subprodutos participa

do relaxamento estimulado pelo LQFMO021.
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Figura 1: A) Curvas concentragcdo-efeito cumulativas para LQFM 021 ou veiculo (DMSO) em aortas
com (E+) ou sem endotélio (E-). B) Curvas concentracdo-efeito cumulativas para LQFM 021 na
ausencia ou na presenca (20 min) dos inibidores: ODQ, Indometacina e L-NAME. Os pontos
representam médias + E.P.M. * Diferenca significante (p<0,05)



Além disso, indometacina, L-NAME e ODQ (Fig. 1B) reduziram
significativamente (p<0,05) o efeito relaxante do LQFMO021 para 61.4+4.9% (n=5),
21.3£2.9% (n=4) e 13.1+2.9% (n=5), respectivamente. Estes resultados mostram
que a via do NO/GCs/PKG além dos prostandides estdo participando do
relaxamento induzido pelo composto.

A abertura de canais K* na membrana das células do musculo liso vascular
aumenta o efluxo de K* causando hiperpolarizagdo do potencial de membrana, o
qgue leva a vasodilatacdo (Nelson & Quayle, 1995). O pré-tratamento com TEA
(Figura 2) praticamente aboliu o relaxamento induzido pelo LQFMO021 (de 55.0+6.0%
para 5.0+1.2%, n=6). A eficacia (Emax, figura 3) do LQFM021 também foi prejudicada
pelo pré tratamento com 4-AP (20.4+5.4%, n=5), glibenclamida (18.8+4.7%, n=4),
BaCl, (13.7+1.8%, n=6) e clotrimazol (24.0+2.2%, n=5). Estes resultados

demonstram a importancia dos canais de K’ para o relaxamento induzido pelo

composto.
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Figura 2: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o composto LQFM 21 em aortas sem
endotélio e na presenca dos inibidores 4-AP, TEA, glibenclamida, cloreto de bério ou clotrimazol.
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Figura 3: Efeito maximo de relaxamento para LQFM 21 em aortas sem endotélio e na presenca (20
min) dos inibidores cloreto de bério, TEA, glibenclamida, 4-AP ou clotrimazol. Barras verticais
representam a média + E.P.M dos valores obtidos no efeito méaximo (Emax) nas curvas concentracao-
efeito para o composto. Diferenca estatistica * p<0,05.



4.0 CONCLUSAO

Com esses resultados é possivel concluir que o LQFM 021 induz relaxamento
em aortas de ratos. O relaxamento é potencializado pela presenca do endotélio e
envolve a participacdo da via NO/GCs e estimulacdo da sintese de prostandides.
Além disso, o relaxamento induzido pelo LQFM 021 parece ser dependente do fluxo

de K" através da membrana.

5.0 FONTE DE APOIO A PESQUISA: CAPES/CNPq
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