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Compostos farmacolégicos que liberam oxido nitrico (NO) tém sido
utilizados para avaliar o amplo papel do NO na fisiopatologia e terapéutica de
diversas doencgas. Estudos demonstram que a deficiéncia de NO esta envolvida
com a génese e evolugao de diversos estagios de doengas como, por exemplo, a
hipertensdo. Deste modo, a adicdo de uma molécula de NO em drogas
previamente estudadas vem sendo praticada por diversos pesquisadores na ultima
década. Estes pesquisadores buscam associar as propriedades farmacologicas de
cada droga com as atividades proporcionadas pelo NO exdgeno. No presente
trabalho, comparamos a farmacocinética e a farmacodinamica do enalapril com as
de um nitro-derivado do enalaprii (NCX899), em Beagles machos nao
anestesiados. Os efeitos do enalaprii e NCX899 na hipertensdo arterial,
bradicardia e vasoconstrigdo periférica induzida pela inibicdo aguda da sintese de
NO em caes anestesiados também foram investigados.

Na avaliagdo farmacocinética, os caes receberam NCX899 (4 umol/Kg) ou
Enalapril (4 umol/Kg) pela via intravenosa. Em seguida, as concentragdes
plasmaticas dos analitos e metabdlitos foram quantificadas pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS-MS). No grupo NCX899, a area sob a curva (ASCo.24n) foi 29,18 + 4,72, 229,37
+ 51,32 e 5159,23 + 514,88 ugh/l para os analitos nitro-enalapril, enalapril e
enalaprilato, respectivamente. No grupo Enalapril, a ASCq.p4n foi de 704,53 +
158,86 e 4149,27 + 847,30 nugh/l para os analitos enalapril e enalaprilato,
respectivamente. As anadlises estatisticas entre os grupos demonstraram uma
diferenca significativa para o analito enalapril, mas n&o para o analito enalaprilato,
0 metabdlito ativo. Entretanto, o NCX899 e o Enalapril foram efetivos de maneira
semelhante na inibigdo da atividade da enzima conversora de angiotensina sérica.

Em caes anestesiados, a administracao intravenosa do inibidor da sintese
de NO, o N@“nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 0,1-10 mg/kg), elevou
significativamente a pressao arterial e causou bradicardia. O composto NCX899
atenuou significativamente a hipertensdo arterial, bradicardia e vasoconstrigao

periférica, enquanto o Enalapril ndo apresentou efeito significativo.
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Além disso, nossos estudos também demonstraram que o NCX899 pode
atuar ndo s6 como anti-hipertensivo, mas também auxiliar na inibicdo da
agregacao plaquetaria.

Assim, concluimos que o nitro-derivado do enalapril (NCX899) apresenta
uma relagdo farmacocinética/farmacodinamica similar ao composto enalapril. No
entanto, ao contrario do Enalapril, o NCX899 apresenta um efeito protetor nas
alteragdes cardiovasculares induzidas pela inibicdo aguda de NO.

Palavras-chave: enzima conversora de angiotensina (ECA), hipertensdo, 6xido

nitrico
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Pharmacological compounds that release nitric oxide (NO) have been useful
tools for evaluating the broad role of NO in physiopathology and therapeutics of
several diseases. Studies show that lack of NO can cause several diseases such
as hypertension. Thus, the addition of a NO molecule in drugs previously studied
has been reported by some researchers in the last decade. They look for the
combination of the pharmacologic properties of each drug, plus exogenous NO
properties. This work has compared the pharmacokinetics and pharmacodynamics
of enalapril and a NO-releasing enalapril molecule (NCX899) in conscious male
Beagles. The effects of both enalapril and NCX899 in the arterial hypertension,
bradycardia and peripheral vasoconstriction induced by acute NO inhibition in
anesthetized dogs have also been investigated.

In the pharmacokinetic evaluation, dogs received either NCX899 (4
umol/Kg) or Enalapril (4 umol/Kg) intravenously. Later, the plasma concentrations
of the analytes and metabolites were quantified by liquid chromatography coupled
to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS). In the NCX899 group, the area under
time-course curve (AUCp.4n) was 29.18 + 4.72, 229.37 + 51.32 and 5159.23 +
514.88 ughl/l for the nitro-enalapril, enalapril and enalaprilat analytes, respectively.
In the Enalapril group, the AUCy.24n was 704.53 + 158.86 and 4149.27 + 847.30
ugh/l for the enalapril and enalaprilat analytes, respectively. The statistical analysis
between both groups showed a significant difference for the enalapril analyte, but
not for enalaprilat, the active metabolite. Moreover, NCX899 and Enalapril were
equally effective on inhibiting the activity of serum angiotensin-converting enzyme.

In anesthetized dogs, intravenous administration of the NO synthase (NOS)
inhibitor N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 0.1-10 mg/kg) significantly
elevated arterial blood pressure with concomitant bradycardia. The compound
NCX899 significantly attenuated arterial hypertension, bradycardia and peripheral
vasoconstriction, whereas Enalapril had no significant effect.

In addition, our work showed that NCX899 also has properties of inhibiting
the activity of platelets aggregation.

In conclusion, our results showed that the NO-releasing derivative of

enalapril NCX899 presents a pharmacokinetic / pharmacodynamic relationship
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similar to the enalapril compound. Moreover, different from Enalapril, NCX899

presented protective effect in the cardiovascular alterations induced by acute NOS
inhibition.

Key words: angiotensin-converting enzyme (ACE), hypertension, nitric oxide
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1-INTRODUCAO



1.1 - Hipertensao Arterial

A hipertenséao arterial (HA) é caracterizada pelos niveis da pressao arterial
acima dos valores de referéncia. Segundo o VIl relatério do Joint National
Committee On Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood
Pressure (2003), a classificagdo da pressao arterial para adultos acima de 18 anos

pode ser definida conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificagéo da presséo arterial.

Pressao Arterial Pressao Sistolica Pressao Diastdlica
Classificacao (mmHg) (mmHg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenséo 120 - 139 80 - 89
Estagio 1 140 - 159 90 -99
Estagio 2 > 160 >100

A HA é um dos fatores de risco mais importantes no estabelecimento e
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Este disturbio cardiovascular afeta
aproximadamente 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo, e cerca de 7,1 milhdes
de pessoas morrem por ano pelas complicacbes causadas por esta doenca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). No Brasil, dados obtidos pela
Sociedade Brasileira de Hipertensao (SBH, 2005), revelam que 20% da populagéo
brasileira sdo hipertensas, ou seja, um em cada cinco habitantes € portador dessa
patologia.

A prevaléncia da HA aumenta progressivamente com a idade, em ambos os
sexos. A estimativa € que metade das pessoas que tém entre 60 e 69 anos e
cerca 3/4 da populacado acima de 70 anos sao afetadas pela doenca (SBH, 2005).

Apesar da ampla expansao no desenvolvimento de medicamentos anti-
hipertensivos, a HA ainda continua sendo a doenga cardiovascular mais comum a

levar a morbidade e a mortalidade.
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Embora nao exista cura para a HA, é possivel um controle eficaz, baseado
na reformulacédo de habitos de vida ou na utilizagdo de medicamentos, permitindo
ao paciente uma melhor qualidade de vida.

O tratamento medicamentoso da HA visa a prevencgéao primaria de doengas
cardiovasculares e renais, e ndo o controle de sintomas. Os farmacos
rotineiramente utilizados para controle anti-hipertensivo podem ser classificados
em diuréticos, antagonistas adrenérgicos, bloqueadores dos canais de calcio,
vasodilatadores e antagonistas do sistema renina-angiotensina. Atualmente, entre
os agentes anti-hipertensivos, nitratos, doadores de NO, e drogas que interferem
com o sistema renina-angiotensina-aldosterona demonstram oferecer uma grande
ferramenta no controle da pressao arterial (VAN BORTEL et al., 2001; RUILOPE e
SCHIFFRIN, 2001; TADDEI et al., 2002).

1.2 - Fisiopatologia da Hipertensao Arterial

O desenvolvimento de HA depende da interagdo entre predisposigao
genética e fatores ambientais, embora ainda nado seja completamente conhecido
como estas interagdes ocorrem. Sabe-se, no entanto, que a hipertensdo é
acompanhada por alteragdes funcionais do sistema nervoso autbnomo simpatico,
da atividade renal, do sistema renina-angiotensina, além de outros mecanismos
humorais e disfuncdo endotelial (BURKE et al., 1996; SALEH e JURJUS, 2001;
LECLERCQ et al.,, 2002). Assim, a hipertensdo resulta de varias alteragdes
funcionais e estruturais do sistema cardiovascular, que tanto amplificam o estimulo
hipertensivo como causam dano cardiovascular.

A rigidez arterial € uma das alteragbes que aumentam a pressao arterial,
sendo rapidamente seguida pela ativagdo do sistema nervoso autonémico.
Associado com este processo esta o aumento da liberagdo de catecolaminas e
alteragdes nas atividades dos baroreceptores (ESLER, 2002). Esta resposta é

caracterizada pela elevagao da pressao arterial, ocasionando perda da fungao
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endotelial responsavel pela determinacao da resisténcia periférica total (PLANTE,
2002).

A manutencdo, bem como a variacdo da pressao arterial, foram melhor
compreendidas apos estudos realizados na camada de células endoteliais que
revestem todo sistema vascular (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). O endotélio
vascular possui um papel fundamental na regulagcdo basal e dinamica da
circulacdo. Desta forma, esta monocamada celular pode estar envolvida na
patogenia da hipertensdo. O endotélio vascular ndo se comporta apenas como
uma barreira passiva que impede a livre saida das células sanguineas e proteinas
para os tecidos, mas também sintetiza e libera uma série de substancias que
controlam as células musculares lisas subjacentes, tais como as prostaglandinas,
o tromboxano, as endotelinas e o o6xido nitrico (MONCADA et al.,, 1987;
YANAGISAWA et al., 1998; STANKEVICIUS et al., 2003; COCKCROFT, 2005).

O 6xido nitrico (NO) € um mediador sintetizado e continuamente liberado
pelas células endoteliais, com importante papel na fisiologia da musculatura lisa
vascular. Esta substancia controla o tdbnus dos vasos sanguineos periféricos. A
inibicdo sistémica da sintese de NO ou o sequestro de NO causam um estresse
oxidativo, levando a um aumento da pressao arterial (SPIEKER et al., 2006).

Os rins também desempenham importante papel no controle da presséao
arterial. Mecanismos renais estao envolvidos na patogénese da hipertensao, tanto
através de uma natriurese alterada, levando a retengao de sddio e agua, quanto
através da liberagao alterada de fatores que aumentam a pressao arterial, como a
renina (MULLINS et al., 2006).

A renina é uma enzima que se encontra no sistema renina-angiotensina, e
esta envolvida na cascata do controle fisioldgico da pressao arterial € no controle
de sodio e agua. O sistema renina-angiotensina apresenta importantes
implicagdes no desenvolvimento da hipertenséo renal, e deve estar envolvido na
patogénese da hipertensdo arterial essencial. O papel do sistema renina-
angiotensina-aldosterona no coragao, vasos e rins, € mediado pela produgao ou
ativacao de diversas substancias vasoativas, como a angiotensina Il, que induz

vasoconstrigdo e hipertrofia celular (MULLINS et al., 2006).
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1.3 - Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha importante fungdo no
desenvolvimento de hipertensao arterial, aterosclerose, e de outras doencas
cardiovasculares (LEU et al., 2004).

Fatores que reduzem a pressao arterial, como a diminuicdo no volume
sanguineo ou da resisténcia periférica total, permitem a ativagao da liberagéo de
renina (PAUL et al., 2006). A renina é liberada das células justaglomerulares
renais e catalisa a formagdo de angiotensina | (Ang |) a partir da proteina
angiotensinogénio. A Ang | é rapidamente convertida em angiotensina Il (Ang Il)
através da enzima conversora de angiotensina (ECA), encontrada principalmente
nos vasos pulmonares (Figura 1; FISCHER et al., 2002; PAUL et al., 2006).

Angiotensinogénio

NH2-Asp-Arg-VaI-Tyr-IIe-His-Pro-Phe-His-Leu]VaI-IIe-His-Ser-R

Angiotensina |

NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-PhejHis-Leu-COOH
Endopeptidase

Angiotensina |l
NH2-AspjArg-Val-Tyr-lle-His-ProjPhe-COOH

Aminopeptidase

C ECAzZ v
Angiotensina 1-7

Figura 1: Formacgao dos peptideos de angiotensinas.

—»> Angiotensina IlI
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A Ang Il é um octapeptideo com papel central na homeostasia
cardiovascular. Atua sobre diversos tecidos como a glandula supra-renal, o rim,
cérebro, coragdo, células musculares lisas e sistema nervoso simpatico.
Classicamente, a Ang Il é conhecida como um hormdnio sistémico regulador da
pressao arterial, da liberacdo de aldosterona e da reabsorcdo de agua e sodio
pelos tubulos renais. A Ang Il exerce seus efeitos biologicos através da ligagéo a
dois subtipos principais de receptores de membrana: AT-1 e AT-2 (CAREY, 2005).
A Ang Il pode sofrer a agdo das aminopeptidases, formando a angiotensina lll, e
acao da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA;), produzindo a angiotensina
1-7 (Ang 1-7; Figura 1; FERRARIO et al., 2005; FLEMING, 2006).

Semelhante a ECA, a ECA, esta presente em uma variedade de células e
tecidos, como no rim e coragdo (FLEMING et al., 2005). A Ang 1-7 € um ativo
componente do SRA formado a partir da Ang Il pela agdo da ECA,. Estudos
relatam que este heptapeptideo ndo s6 se opde a atividade vasoconstritora da
Ang Il, como também é um agente anti-arritimico, e protege o miocardio das
lesdes cardiacas apos reperfusdo. Além disso, a Ang 1-7 pode inibir o estresse
oxidativo e agir como um agente anti-inflamatério (FERRARIO et al., 2005;
SIMOES e SILVA et al., 2006).

A descoberta de uma nova Ang Il gerada via quimase de mastdcitos tem
sugerido novas func¢des biologicas para a Ang Il (MIYAZAKI e TAKAI, 2006). A
quimase € uma proteina sérica sintetizada nos granulos de mastocitos, e liberada
principalmente apds a migracao dessas células para tecidos lesados (CAUGHEY
et al., 1990; URATA et al., 1990). Estudos em humanos e em animais demonstram
que a atividade da quimase é aumentada em caso de aneurisma na aorta, € seu
inibidor previne o desenvolvimento de aneurisma em caes. A quimase também é
ativada em caso de doencgas cardiacas. Em hamster, o inibidor da quimase reduz
a mortalidade apo6s infarto agudo do miocardio e fibrose cardiaca (MIYAZAKI et
al., 2006; KANEMITSU et al., 2006). Outros estudos demonstram que inibidores
da quimase sao efetivos na prevencéao local das desordens cardiovasculares, sem

afetar a pressao arterial sistémica (KIRIMURA et al., 2005).
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O SRA tornou-se um alvo freqlente e preferencial para intervengao
farmacologica, tanto para o tratamento da hipertensdo arterial, como da
insuficiéncia cardiaca (TIMMERMANS et al., 1991; SLEIGHT, 2001). Entre as
diversas drogas que intervém neste sistema, pode-se destacar os inibidores da
ECA (TREVETHAN CRAVIOTO, 2001).

1.3.1 - Inibidores da ECA

Os inibidores da ECA (iIECA) podem ser classificados em trés grupos: (1)
grupo formado pelo radical sulfidril, composto basicamente pelo captopril; (2)
grupo formado pelo radical carboxil, composto pela maioria das substancias: como
o enalapiril, lisinopril, benazepril, quinapril, ramipril, entre outros; (3) grupo formado
pelo radical fosforil, composto pelo fosinopril (HARDMAN e LIMBIRD, 2006).

A origem dos iECA vem dos estudos de FERREIRA em 1965 com o veneno
obtido da cobra Bothrops jararaca. Nesse veneno foi identificado um nonapeptideo
capaz de inibir a ECA. A partir do reconhecimento do potencial terapéutico da
inibicdo da ECA e da estrutura molecular dessa enzima, foi desenvolvido um
modelo zinco-metaloprotéico do seu sitio ativo. Uma série de iECA foram criados,
e vém sendo utilizados na pratica médica (SMITH e VANE, 2003).

Os IECA pertencem a uma classe de farmacos anti-hipertensivos que
atuam sobre o SRA, inibindo a enzima ECA e impedindo a conversao da Ang | em
Ang Il. Assim, como nao ha formacao de Ang Il, também ndo ha vasoconstricdo e
nem a retencdo de agua e sodio. Desta forma, os iECA controlam o aumento da
pressao arterial (RIBEIRO e MUSCARA, 2001).

1.3.1.1 - Maleato de enalapril
O maleato de enalapril foi o primeiro inibidor da ECA n&o-sulfidrilico

oralmente ativo. E uma pré-droga que, apds a acdo de esterases circulantes e

hepaticas, requer uma hidrélise para formar seu metabdlito di-acido ativo, o
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enalaprilato, o qual ndo é absorvido a partir do trato gastrointestinal (PATCHETT,
1984).

No homem, os parametros farmacocinéticos do enalaprilato sdo: a meia-
vida de eliminagéo inicial (Tip0) de aproximadamente 5 horas, a meia-vida
terminal (T42p) de cerca de 30 a 35 horas, e volume de distribuicdo de
aproximadamente 1,7 I/Kg. O enalaprilato é eliminado através da secregao tubular
e filtracdo glomerular. Assim, doses reduzidas sao indicadas para pacientes com
complicagcbes de origem renal. Estudos demonstram que a ECsy (concentragao
sérica que causa 50% da inibicado da ECA circulante) do enalaprilato em
voluntarios sadios, situa-se entre 5 e 20 ug/l, com maximos niveis de inibicao entre
3 e 5 horas ap6s a administragcdo de uma unica dose de 20 mg de maleato de
enalapril (RIBEIRO e MUSCARA, 2001).

O enalapril vem sendo utilizado no tratamento da hipertensao essencial, da
insuficiéncia cardiaca crénica estavel, do infarto do miocardio, da nefropatia
diabética e na reducdo dos niveis arteriais pressoricos (TABACOVA e KIMMEL,
2001; SONG e WHITE, 2002; BARNETT, 2006).

Recentes estudos demonstram que os iECA, como o enalapril, também
atuam como agonistas de receptores de bradicinina (B1) estimulando a produgao
de Oxido nitrico, o qual contribui com o efeito anti-hipertensivo dos iECA
(IGNJATOVIC et al., 2002; IGNJATOVIC et al., 2004; DE GENNARO COLONNA
et al., 2005; SKIDGEL et al., 2006).

1.4 - Oxido Nitrico

Outro importante componente no grande estudo da hipertensao arterial esta
a disfungdo endotelial. Um dos principais mediadores envolvidos com a
homeostasia vascular foi identificado em 1980 por FURCHGOT e ZAWADSKI, e
denominado de éxido nitrico (NO).

O NO ¢ sintetizado pelas enzimas NO sintase (NOS), que catalisam a

oxidagao do nitrogénio do grupamento guanidino da L-arginina. O NO e a L-
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citrulina sdo formados em duas etapas (Figura 2), sendo a primeira delas a
formacdo do intermediario N®-hidroxi-L-arginina (MARLETTA, 1988; MARLETTA,
1993; IGNARRO e MURAD, 1995; KERWIN et al., 1995). Trés isoformas de NOS
(NOS I, Il e lll) sdo codificadas por trés genes diferentes, e podem ser
classificadas em duas familias: NOS constitutivas (NOS | e NOS Ill) e NOS
induzivel (NOS II; BURCKDORFER, 2005).

HN HO —N O
>_NH2
HN NADPH HN 1/2 NADPH
HN j 5
COOCH COOH COOH
L-Arginina N®-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 2: Sintese enzimatica do NO a partir da L-arginina pela agdo da NOS.

Uma vez produzido, o NO difunde-se facilmente da célula geradora para a
célula alvo, onde interage rapidamente com moléculas especificas. Sua atuagéao é
principalmente local, devido ao fato de possuir uma meia-vida de curta duragao no
espaco extra-celular antes de ser convertido em nitrito e nitrato pelo oxigénio e a
agua. De modo geral, o NO reage com o ferro na sua forma reduzida (Fe*?), que é
encontrado em determinadas proteinas, como, por exemplo, a guanilato ciclase
soluvel (GCs, GERZER et al., 1982; IGNARRO et al.,, 1982; OHLSTEIN et al.,
1982). A ligagdo do NO ao grupamento heme da GCs causa grande aumento da
sua atividade catalitica, acelerando a velocidade de formagdo de monofosfato
3’,5’-ciclico de guanosina (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O
GMPc, um nucleotideo ciclico, modula a atividade de proteinas quinases

especificas, regulando diversos processos intracelulares que resultam no
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relaxamento do musculo liso vascular (RAPOPORT e MURAD, 1983;
BRUCKDORFER, 2005).

1.4.1 - Oxido nitrico e hipertensio arterial

O NO é conhecido como um potente vasodilatador (IGNARRO et al., 1981;
HUANG et al.,, 1995), além de inibir a adesdo (RADOMSKI et al., 1987) e
agregacdo (RADOMSKI et al., 1990) plaquetaria. O NO também otimiza a
regulacdo do fluxo sanguineo na microcirculagdo (MONCADA e HIGGS, 2006a).
No coracgdo, o NO derivado do endotélio modula o relaxamento do miocardio e a
funcéo diastdlica, reduzindo o consumo de oxigénio (JONAS e KACZMAREK,
1996; SHAH, 2000; LECLERCAQ et al., 2002). Diversos estudos tém demonstrado
que a disfuncéo endotelial na hipertensdo essencial esta associada com resposta
do efeito mediado pelo NO (NASEEM, 2005; SPIEKER et al., 2006). Por este
motivo, sua relagdo com a hipertensdo essencial tem sido alvo de intensas
investigacoes.

Nas investigacbes dos mecanismos envolvendo o NO, foram realizados
estudos com compostos estruturalmente analogos a L-arginina, que produz efeito
competitivo para inibir a NOS. Inicialmente, foi observado que a N”-monometil L-
arginina (L-NMMA) era capaz de inibir a sintese de NO, e que este efeito era
caracterizado pelo fato de ser dependente da dose e de ser especifico para a
forma levogera (PALMER et al., 1988; REES et al., 1989).

Em 1989, Vallance e colaboradores realizaram a infusdo intra-arterial do
inibidor da NOS, a L-NMMA, demonstrando que o NO enddgeno contribuiu para o
restabelecimento do ténus arteriolar e mediou a vasodilatagdo induzida pela
acetilcolina em humanos. A reducéo do fluxo sanguineo também foi observada em
resposta ao mesmo inibidor da sintese de NO (L-NMMA) em pacientes
hipertensos, quando comparada a individuos normotensos (CALVER et al., 1992).
Este trabalho sugere que o estado de vasodilatagdo ativa, mediada pela continua

liberagao de NO, estaria reduzido na hipertensao arterial essencial.
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Outros trabalhos também demonstraram que a produgao continua de NO é
essencial para a manutengdo do ténus basal de diversos leitos vasculares
(HUSSAIN, 1998; HIGASHI e CHAYAMA, 2002), estabelecendo uma homeostase
vascular através da atividade constante de vasodilatagcdo da célula muscular lisa
(MONCADA e HIGGS, 1993).

Posteriormente, outros compostos inibidores da NOS foram sintetizados
para aumentar as ferramentas farmacologicas utilizadas nos estudos com o 6xido
nitrico, e dentre eles destacam-se: N“-nitro-L-arginina (L-NNA, WANG e PANG,
1990), a sua forma metilada N“-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, MOORE et
al., 1990), e N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO, MULSCH e BUSSE, 1990).

A inibicao da sintese de NO pode levar a alteracées hemodinamicas, como
hipertensao arterial acompanhada de lesdes isquémicas cardiacas (MORENO et
al., 1996) e renais (RIBEIRO et al., 1992; BAYLIS et al., 1992). In vivo, como
demonstrado por ZAPPELLINI e colaboradores (1996), a inibigdo aguda da
sintese de NO utilizando N“-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) induz
hipertensado arterial em cées anestesiados. A hipertensao arterial decorrente do
aumento da resisténcia vascular sistémica também é observada em outras
espécies animais, tais como: ratos (GARDINER et al., 1990), coelhos (KLABUNDE
et al.,, 1991), gatos (BOWER e LAW, 1993) e humanos (STAMLER et al., 1994).
Por outro lado, a inibicdo da sintese de NO resulta na queda do débito cardiaco
(GARDINER et al., 1990).

Atualmente, drogas que modulam a via do NO sao grandes ferramentas no
controle da pressado arterial e de doencas cardiovasculares. Como exemplos,
pode-se citar os nitratos organicos que liberam apds acdo enzimatica o NO
diretamente na parede vascular (BODE-BOGER e KOJDA, 2005); a L-arginina,
substrato da NOS que promove a formacdo de NO e L-citrulina (MONCADA e
HIGGS, 2006b); os ativadores diretos de GCs, como o YC-1, que potencializa a
estimulacdo induzida pelo NO (KO et al., 1994); e o beta-bloqueador, nebivolol,
que além de atuar farmacologicamente nos beta-receptores 1, promove a
vasodilatagdo mediada pelo éxido nitrico (SULE e FRISHMAN, 2006).
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1.5 - Novos Farmacos

O desenvolvimento de novos farmacos, derivados de um protétipo ou
pertencentes a uma determinada classe, aponta para a obtencdo de moléculas
com melhor perfil farmacocinético, ou melhor relagdo estrutura-atividade
(BELLISSANT et al., 1996).

Atualmente, pesquisadores investem em diferentes métodos para buscar
um farmaco ideal no tratamento de doengas, ou para minimizar os efeitos
colaterais de drogas ja existentes. Para isto, novos compostos e estudos para
modificagdo de drogas através da unido de dois compostos, ou a implantacado de
moléculas em farmacos de referéncia, vém sendo realizados.

Os compostos farmacoldgicos que promovem a liberacdo de NO tém sido
cada vez mais estudados, devido ao amplo papel do NO na fisiologia e terapéutica
de diversas doencgas. Assim, a adicdo de uma molécula de NO em drogas
previamente estudadas, vem sendo relatada por diversos pesquisadores na ultima
década, que buscam associar as propriedades farmacoldgicas de cada droga com
as atividades proporcionadas pelo NO exdégeno (WALLACE et al, 1994;
BURGAUD et al., 2002; NAPOLI e IGNARRO, 2003; MARTELLI et al., 2006).

WALLACE e colaboradores (1994) demonstraram que a adi¢do da molécula
de nitroxibutil em flurbiprofeno e ketoprofeno reduziu os danos nas injurias
gastricas ocasionadas pelos antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES), sem
interferir nas propriedades de inibir o processo inflamatério e agregacéao
plaquetaria.

O nitro-derivado do acido acetilsalicilico (NCX-4016) foi mais eficiente que a
aspirina na inibicdo da ativacdo plaquetaria, e também apresentou efeito
cardioprotetor em ratos (LECHI et al., 1996; MUSCARA et al., 2001; WALLACE et
al., 2002).

AL-SWAYEH e colaboradores (2000) demonstraram que o nitroparacetamol
aumenta a atividade antinociceptiva em ratos e camundongos.

E o nitro-derivado do naproxen, HCT-3012, reduziu a pressao arterial em
ratos hipertensos (MUSCARA et al., 2000).
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Outros estudos também vém demonstrando as atividades do NO em
associacao com outra classe de medicamentos, como os anti-hipertensivos,
buscando melhorar as propriedades farmacoldgicas de farmacos de referéncia
(MARTELLI et al., 2006).

1.5.1 - Novos farmacos anti-hipertensivos

De forma comum a todos os farmacos, aqueles empregados no tratamento
da hipertensédo arterial possuem vantagens terapéuticas inerentes, bem como
desvantagens. A busca por novos farmacos anti-hipertensivos que apresentam
uma melhor especificidade, aliada a uma diminuicdo dos efeitos colaterais, é alvo
de constantes pesquisas. Contudo, € plausivel considerar que, quando um
farmaco efetivo € utilizado, medidas adequadas devem ser empregadas para
aumentar suas vantagens terapéuticas e minimizar as desvantagens.

Atualmente, os agentes anti-hipertensivos tais como nitratos, doadores de
NO, e drogas que interferem no sistema renina-angiotensina-aldosterona,
apresentam grande importancia no controle da pressao arterial (VAN BORTEL et
al., 2001; RUILOPE e SCHIFFRIN, 2001; TADDEI et al., 2002).

Estudos demonstram a existéncia de outros diferentes agentes doadores de
NO, os S-nitrosotiois. Esses trabalhos relatam a investigagcdo da unido de um anti-
hipertensivo, o captopril (inibidor da ECA), com uma estrutura de S-nitrosotiois,
formando o S-nitrosocaptopril. Pesquisadores demonstram que este composto
consegue inibir a ECA (PARK, 1992), promove a redugdo da presséo arterial
(SHAFFER et al., 1991), e pode atuar no tratamento de hipertensdo pulmonar
(TSUI et al., 2003).

Finalmente, em 2004, IWANAGA e colaboradores demonstraram uma nova
associagdo entre um inibidor da ECA, o enalapril, e uma molécula de NO,
formando o nitro-derivado do enalapril (NCX899). Este novo composto previne a
disfungao e remodelamento cardiaco em hamsters com insuficiéncia cardiaca.

Deste modo, nosso grupo, em parceria com o laboratério NicOx (NicOx

Research Institute - Mildo - Italia), teve como objetivo analisar outras
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caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas desse novo composto, o
nitro-derivado do enalapril (NCX899), visando desta forma ampliar o arsenal

terapéutico no tratamento anti-hipertensivo.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as propriedades farmacologicas do NCX899 (nitro-enalapril), que é

uma combinagédo entre inibidor da ECA (enalapril) e uma molécula de NO, e

compara-las com as propriedades farmacolégicas do maleato de enalapril.

Objetivos Especificos

a) Avaliacao farmacocinética do NCX899

- Analisar as caracteristicas farmacocinéticas do maleato de enalapril e do

NCX899 por meio do método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada a Espectrometria de Massa.

b) Avaliacdo farmacodinamica do NCX899

- Verificar o efeito do maleato de enalapril e do NCX899 na atividade da enzima

conversora de angiotensina.
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- Comparar os efeitos hemodinamicos do maleato de enalapril e do NCX899 no
modelo de hipertenséo arterial induzida pela inibigdo aguda de NO, em céaes

anestesiados.

- Analisar a atividade in vitro do maleato de enalapril e do NCX899 na agregacgéao

plaquetaria em amostras de sangue humano.
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2 - MATERIAIS E METODOS



2.1 — Animais

Foram utilizados cdes machos da raga Beagle provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP). Os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura e luminosidade
controladas e alimentados com racdo padrdao. O protocolo experimental foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da
UNICAMP (n° 318-1, 08/11/2001).

2.2 - Avaliacao Farmacocinética

O método analitico aplicado na avaliagao dos parametros farmacocinéticos
e na mensuracao da concentracao de diferentes farmacos em matrizes biolégicas
deve ser exato, preciso e especifico. Nao ha um consenso quanto ao melhor
método, porém a combinagao da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC -
High Performance Liquid Chromatography) acoplada a espectrometria de massa
(MS - Mass Spectrometry) mostra-se de grande valor na andlise de farmacos e

seus metabdlitos, substéncias endogenas polares e macromoleculares.

2.2.1 - Protocolo experimental

Para analise das caracteristicas farmacocinéticas, os animais foram
separados em dois grupos: grupo Enalapril (animais que receberam maleato de
enalapril) e grupo NCX899 (animais que receberam nitro-enalapril).

Apds a administracdo pela via endovenosa de enalapril (4 umol/Kg) ou
NCX899 (4 umol/Kg), foram coletadas amostras de sangue venoso (2 ml) em
tubos heparinizados, nos seguintes tempos: 0:00, 0:05, 0:15, 0:30, 1:00, 1:30,
2:00, 2:30, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00 e 24:00 h. Ao final de cada coleta, o sangue foi
centrifugado em 1000 g durante 10 min para obtengdo do plasma. O plasma

obtido foi congelado e armazenado a —20°C até o momento da dosagem.
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2.2.2 - Procedimento experimental

2.2.2.1 - Extragcdo das amostras

Para cada 500 pl de plasma, foram adicionados os padrdes internos (50 pl
da mistura de uma solucdo de enalapril-fenil-Ds e enalaprilato-fenil-Ds 0,20 pg/ml),
sendo as amostras agitadas por aproximadamente 10 segundos. Também foram
adicionados 400 pl de uma solugdo de HCI 0,1% em H,O, e as amostras foram
agitadas por mais 10 segundos. Em seguida, as amostras foram transferidas para
colunas Oasis® HLB 1cc previamente ativadas com metanol e equilibradas com
H,O. Apds a lavagem das colunas por cinco vezes com HCI 0,1% em Hy0O, a
amostra foi eluida da coluna com 500 pul de metanol 100%. O eluato foi recolhido e
secado sob atmosfera de nitrogénio. O residuo foi ressuspenso com 200 nul de
agua deionizada pura e agitada por 15 segundos. A solugao foi transferida para
uma placa de 96 pogos e colocada no auto-injetor acoplado a um cromatégrafo
liquido de alta pressdo, com uma coluna analitica de fase reversa do tipo Cg. A
deteccado das massas foi realizada monitorando-se os ions resultantes no modo
MRM (Monitoramento de Reagdes Multiplas).

Os procedimentos apresentados foram aplicados ndo sé na avaliagao das
amostras, mas também para a extracdo da curva padrdo e nas amostras do

controle de qualidade, analises realizadas para validagao do método.

2.2.2.2 - Analise das drogas

As moléculas de nitro-enalapril (NCX899, N-[(1S)-1-(etoxicarbonil) -3-
fenilpropil] -L-alanil-L-prolina maleato de 3-nitrooxipropil éster, NicOx Research
Institute (Mildo - Italia)), enalapril (Impex Quimica S.A., Barcelona - Espanha), seu
metabolito ativo enalaprilato (Sigma, Sant Louis - EUA), e os padrdes internos
deuterados (enalapril-fenil-Ds e enalaprilato-fenil-Ds (CDN Isotopes, Quebec -

Canada) Figura 3), foram analisadas e quantificadas através do método analitico
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de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de massa
(LC-MS/MS).

O\
NO,
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Figura 3: Estrutura quimica dos analitos e padrdes internos. (A) nitro-enalapril; (B)

enalapril; (C) enalaprilato; (D) enalapril-fenil-D5 e (E) enalaprilato-fenil-D5.

2.2.3 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massa

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € um método de
separacao quimica, normalmente utilizada para a analise de farmacos em fluidos
biolégicos. Este método € usado para purificacdo inicial do fluido biolégico
avaliado, e como introdutor das diferentes substancias separadas para o
dispositivo de analise, que neste caso &€ o espectrdmetro de massa (MS). A
analise do HPLC acoplada a espectrometria de massa alia o poder de separagao
do HPLC a especificidade do espectrometro de massa como detector (FOUNTAIN,
2002; LEE, 2005).
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As amostras biologicas sao previamente tratadas antes de serem injetadas
no HPLC, por precipitacdo de proteinas do soro ou plasma, extragcao liquido-
liquido ou liquido-sélido. O método extrativo do analisado pode ter importante
impacto sobre a exatiddao, precisdo e seletividade do processo.
Consequentemente um padrao interno é adicionado a amostra, no inicio do
processo, para compensar perdas por transferéncia e variagdes de volume nas
diferentes etapas (FOUNTAIN, 2002; LEE, 2005).

Um dos métodos atualmente utilizados para o acoplamento entre a
cromatografia liquida e a espectrometria de massa, € o “eletrospray”, que permite
a ionizacdo de compostos nao volateis normalmente analisados por HPLC
(FOUNTAIN, 2002).

Os analisadores dos espectrometros de massa separam as espécies
carregadas eletricamente, de acordo com a relagdo massa/carga de cada uma, a
partir da qual se determinara a abundancia e massa de cada espécie idnica. Um
dos quatro tipos mais comuns de analisadores é o quadrupolo. Os ions formados
no "eletrospray" entram no primeiro quadrupolo do espectrébmetro, onde sera
separada, por potencial elétrico e radio freqliéncia, apenas a molécula com a
relagdo massa/carga desejada. No quadrupolo seguinte do espectrébmetro, o ion
colide com um gas inerte (argbnio) e produz fragmentos também carregados.
Estes sdo denominados ions filhos e sao caracteristicos para cada substancia. Os
ions filhos s&o separados no terceiro quadrupolo do espectrémetro, para serem
analisados e quantificados no detector. Para cada potencial elétrico, ions de
determinada relagdo massa/carga sao selecionados, pois soO eles atravessaréo o
quadrupolo, atingindo o detector eletrdbnico no final do aparelho, que podera
distinguir ions cuja massa difere em menos de um dalton. E todos os demais ions
sao refletidos e perdidos nas laterais do aparelho (FOUNTAIN, 2002; LEE, 2005).

Este método analitico é altamente seletivo. Quando se tem uma mistura de
substancias eluidas e advindas do cromatografo, o primeiro quadrupolo ird separar
somente a de massa/carga desejada. Porém, caso haja mais de uma com a

mesma relagcado, a colisdo que se da no segundo quadrupolo ira formar novas
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espécies, que serao definitivamente separadas no terceiro, restando somente o

ion desejado para o analisador.

2.2.3.1 - Condigbes cromatograficas e espectrometria de massa

Foi utilizado um sistema de HPLC modelo LC-10AVP (Shimadzu - Japao),
que é composto de uma bomba binaria, degasificador, auto-injetor, componente
de coluna com termostato e coluna analitica (Jones Cromatography Cg, 4 um,
100x2,1mm, i.d.).

A fase movel consistiu de metanol/agua (55/45; v/v), 5 mM de acetato de
amonio e 13 mM de acido trifluoracético. O eluente do HPLC foi monitorado pelo
espectrdmetro de massa. A coluna foi operada em temperatura ambiente. A
temperatura do auto-injetor foi mantida em 13°C e o volume de inje¢ao foi de 10
ul. Um frasco contendo 50% de acetonitrila em agua foi previamente preparado e

utilizado para lavar o auto-injetor quando necessario.

A espectrometria de massa foi realizada utilizando o Quatro Micro
(Micromass, Manchester, Reino Unido) operando em modo de ionizagdo com

"eletrospray" positivo (ES+, Micromass, Manchester, Reino Unido).

2.2.4 - Obtencao dos parametros farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos avaliam a biodisponibilidade de um
farmaco analisado, e sdo obtidos através das curvas de concentragcdo plasmatica
do farmaco em relagéao ao tempo.

Apos a verificagdo preliminar dos resultados, ficou estabelecido que o
melhor modelo para avaliagao farmacocinética da droga em questao foi o modelo
de dois compartimentos, representados pelas fases a e B.

A equacao para a determinacgao dos valores desses compartimentos é:

Ln(C) = In(A)-at + In(B)-pt
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O valor de B, inclinagdo da reta, é obtido da porg¢ao linear terminal da
concentracao logaritmica natural versus o tempo da curva, e a interceptagcéo desta
porcao linear extrapolada para o tempo zero € a concentragao representada por B.
O coeficiente B também pode ser denominado de constante de eliminagao (Ke) da
fase terminal. Os valores de A (concentragdo obtida pela extrapolagdo da reta
para o tempo zero) e a (inclinagdo da reta) sdo obtidos pelo método de residuos
da fase de distribuicdo da droga (WELLING, 1986).

Desta forma, podemos calcular o Cy, que é a concentracao plasmatica
inicial total obtida pela extrapolagdo da concentracao para o tempo zero. Assim,
Co pode ser obtido somando-se os valores das concentracbes A e B, as quais
foram analisadas na equacgao anterior.

A equacao para a aquisi¢ao de Cy é:

Co=A+B

Outro parametro que pode ser analisado é o volume de distribuigao (Vd). O
volume de distribuicdo € o volume aparente de distribuicdo, e nédo se refere
necessariamente a nenhum compartimento identificavel do corpo, e sim ao
tamanho de um compartimento necessario para conter a quantidade total de
farmaco no corpo, supondo que o farmaco estivesse presente em todo sistema na
mesma concentragdo em que se encontra no plasma. Assim, para estimar o
volume de distribuicdo apdés administragcdo endovenosa, € necessario fazer a
raz&o entre a dose e a concentrag&o plasmatica inicial (Co).

A equacgéo para a obtencdo do volume de distribui¢ao (Vd) é:

Vd = dose
Co

A concentracdo plasmatica maxima, Cnax, corresponde ao pico da

concentracado plasmatica apds a administragdo de um farmaco, sendo importante
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ressaltar que em caso de administracdo endovenosa, o farmaco nao necessita da
absorgao para atingir a concentragao plasmatica maxima.

O tempo de meia-vida (T42) € 0 tempo necessario para que a concentragao
plasmatica ou a concentragdo do farmaco no organismo se reduza a metade (Co
passa para 1/2 Cy).

Assim, o T4, de uma droga pode ser obtido através da seguinte relagéo:

T4 = 0,693 ou T4 =0,693 x Vd
Ke Cl

O clearence (Cl), ou depuragao corporea total, é o fator que reflete a razéo
de eliminagcdo em relagéo a concentragao da droga.

O ClI pode ser obtido através da seguinte equacgao:

Cl = dose
ASC

A area sob a curva (ASCo.24n), Util na mensuragao da quantidade total do
principio ativo inalterado que atinge a circulagdo sistémica, € proporcional a
quantidade de farmaco administrado. A ASCy.24n € calculada pela integragao das
médias de area sob a curva da concentracdo plasmatica em relagdo ao tempo,
desde a administragdo até a ultima amostra coletada, aplicando-se a regra

trapezoidal.

2.3 - Determinacao da Atividade da Enzima Conversora de Angiotensina

(ECA)

2.3.1 - Protocolo experimental
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Para a determinacao da atividade da ECA, os animais foram separados em
dois grupos: grupo Enalapril (animais que receberam maleato de enalapril) e grupo
NCX899 (animais que receberam nitro-enalapril).

As amostras de sangue venoso (2 ml) foram coletadas em tubos de ensaio
antes e apds a administracdo pela via endovenosa de enalapril (4 umol/Kg) ou
NCX899 (4 umol/Kg). As coletas foram feitas nos seguintes tempos: 0:30, 1:00,
2:00, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00 e 24:00 h. Apdés 10 minutos, o sangue foi centrifugado
em 1000 g durante 10 min para obtencédo do soro. O soro obtido foi congelado e

armazenado a —20°C até o momento da dosagem.

2.3.2 - Analise da atividade da ECA em soro por fluorimetria

A determinacdo da atividade da ECA foi realizada através de reacéao
fluorimétrica decorrente da clivagem do substrato Abz-YRK(Dnp)P (acido o-
aminobenzdico - peptidil - [N-(2,4-dinitrofenil) etilenodiamina]P) pela atividade da
ECA (ARAUJO et al., 2000). Assim, para a avaliagdo da reagao, foram colocados
na cubeta 20 pl de amostra (soro de animais obtido antes e depois da
administragao de enalapril e/ou NCX899) e 20 ul do substrato em solugao tampao
0,1 M de Tris-HCI, pH 7,0, monitorado em 37°C, contendo 0,05 M de NaCl e 10
uM de ZnCl; (0,35 - 2,0 ml de volume final). As atividades enzimaticas de todas as
amostras testadas foram analisadas pela medida de fluorescéncia em Aem = 420

nm e Aex = 320 nm utilizando o fluorimetro Hitachi F-2000.
2.4 - Avaliacao Hemodinamica

O controle hemodinamico inclui parametros determinados diretamente, tais
como as pressdes intravasculares e o débito cardiaco. Outros parametros foram

calculados indiretamente por meio de férmulas aplicativas, tais como a resisténcia

vascular sistémica e o trabalho de ejeg¢ao do ventriculo esquerdo.
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O cateter intravascular permite a mensuragcdo das pressdes através de
transdutores eletrénicos de pressao. Esse cateter € preenchido com liquido
(solugdo salina fisioldgica heparinizada) e conectado a um eletromandémetro. A
onda de pressao intravascular é transmitida ao diafragma do transdutor. O
transdutor, em geral, consiste de uma membrana metdlica deformavel, que
transforma o impulso mecanico em elétrico, o qual, por sua vez, € amplificado por
um monitor eletrénico, podendo ser registrado em tela ou papel. Tais transdutores
e monitores sao previamente calibrados e a pressao € dada em milimetros de
mercurio. A precisdo do método vai depender ndo s6 da adequada calibragcéo do

aparelho, como também do emprego do ponto de referéncia zero apropriado.

Outro cateter empregado em avaliagdo hemodinamica € o cateter de Swan-
Ganz. Este cateter intravascular pode conter 3 lumens com termistor incorporado,
que permite monitorar a presséo arterial pulmonar, a pressao venosa central ou
atrial e verificar o débito cardiaco pelo método de termodiluicdo (GANZ et al,
1971).

2.4.1 - Procedimento experimental

Os céaes (13 — 18 Kg, n=12) foram anestesiados com pentobarbital sédico
(Hypnol®, 30 mg/Kg, i.v.). Apos instalacdo da anestesia, os animais foram
entubados com céanula endotraqueal (7,5 ou 8,0, RuUsch, Alemanha) e
artificialmente ventilados através de respirador Takaoka, ciclado a pressdo. A
anestesia foi mantida com uma combinacgéo de citrato de fentanila (Fentanil®, 0,01
mg/Kg/h) e diazepam (Dienpax®, 0,25 mg/Kg/h).

A artéria femoral esquerda foi canulada a fim de se registrar a presséo
arterial sistémica através do transdutor de pressdao (MX-860, Mendex, EUA). A
veia femoral esquerda foi canulada para a administragdo de drogas. Através da
veia femoral direita, foi introduzido o cateter de Swan-Ganz 7F (Edwards, EUA), o
qual foi locado na artéria pulmonar e conectado a dois outros transdutores de
pressdao (MX-860, Medex, EUA). Todos os cateteres foram preenchidos com

salina heparinizada (10 Ul/ml) a fim de evitar a formacdo de coagulos. Os
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parametros hemodindmicos foram visualizados continuamente em uma tela,
utilizando-se monitor multiprogramavel (SDM 2000, Dixtal, Brasil) acoplado a

impressora, que permitiu o registro dos mesmos.

2.4.2 - Protocolo experimental

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo Enalapril (caes que
receberam maleato de enalapril, 20 pg/kg/min), grupo NCX899 (cédes que
receberam nitro-enalapril, 20 pug/kg/min), e grupo Veiculo (cdes que receberam
solucao fisioldgica).

Apds os animais terem sido anestesiados e a medida do basal coletada, a
droga foi infundida a um fluxo de 0,5 ml/min durante 15 minutos. No final deste
tempo, foi obtida uma nova medida dos parametros, e doses cumulativas de L-
NAME (0,1-10 mg/kg) foram infundidas a um fluxo de 0,5 ml/min durante 15
minutos (para cada dose) na presenca da infusdo da droga em estudo.
Subsequentemente, apds a infusdo de cada dose do inibidor da NOS (L-NAME),
foram realizadas coletas das variaveis hemodinamicas para verificar a eficacia da
droga. As doses de enalapril e L-NAME foram escolhidas através de experiéncias
anteriores com caes anestesiados (ZAPPELLINI et al., 1996; ZAPPELLINI et al.,
1997; FARO et al., 1999).

2.4.3 - Obtencao dos parametros hemodinamicos

Os parametros hemodinamicos medidos diretamente foram: presséao arterial
média (PAM), pressao do atrio direito (PAD), frequéncia cardiaca (FC) e débito
cardiaco (DC).

A PAM foi monitorada através dos transdutores eletrénicos de pressao. A
PAD foi obtida através do cateter de Swan-Ganz, e a verificagcdo da FC foi
realizada através do eletrocardiograma de superficie (de derivacéao |).

Para a determinagdo do DC, foi utilizada a técnica de termodiluigdo.

Inicialmente descrita por Ganz e colaboradores (1971), esta técnica consiste na
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injecao rapida de 10 ml de soro fisiologico frio (entre 0 e 5°C) através do lumen
proximal do cateter de Swan-Ganz. A determinacdo do DC €& tdo mais precisa
quanto mais baixa for a temperatura do injetado (soro fisiologico). A fim de calcular
0 débito cardiaco, o método mede a mudanga da temperatura do injetado a
medida que esta coluna de liquido se desloca pelo sangue, fornecendo em
instantes o débito cardiaco do animal em litros/minuto.

A partir dos valores diretos dos parametros hemodinamicos, foi calculada a
resisténcia vascular sistémica.

A resisténcia vascular sistémica (RVS) é um parametro deduzido pela
simples relagao entre a PAM subtraida da PAD, e depois dividida pelo DC.

A equacao para se obter a resisténcia vascular sistémica é:

RVS = PAM - PAD x 80
DC

Para o calculo da resisténcia vascular, 80 é o fator que transforma a unidade de

resisténcia de mm/Hg/l/min para dina.s/cm”.
Os resultados de DC e RVS foram expressos sob a forma de indice, no qual

os valores foram corrigidos em funcdo da area de superficie corporal (ASC),
através da equacgao de DU BOIS (1916).

ASC=0,0772 x altura (cm)®"® x peso (Kg)**

Assim, o indice cardiaco (IC) corresponde ao DC por unidade de superficie

corporea. O indice cardiaco pode ser obtido pela seguinte equagéo:

IC= DC
ASC
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A RVS também foi expressa em forma de indice: o indice de resisténcia

vascular sistémica (IRVS), que é obtido pela seguinte equacao:

IRVS = RVS X ASC

2.5 - Agregacao Plaquetaria

2.5.1 - Agregacao plaquetaria com plasma rico em plaquetas (PRP)

2.5.1.1 - Procedimento experimental

Sangue humano de voluntarios sadios, que nao receberam qualquer
medicamento durante os 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos
de plastico contendo citrato tri-sédico 3,8% (9 partes de sangue para 1 parte de
citrato). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido coletando-se o sobrenadante
da centrifugagdo do sangue total a 200 g, a 22°C por 15 min. O sangue
remanescente foi novamente centrifugado a 2000g, em 22°C por 15min, para
obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). O sangue do mesmo individuo

nunca foi utilizado mais de uma vez para 0 mesmo protocolo experimental.

2.5.1.2 - Protocolo experimental

A agregacgao foi monitorada utilizando-se um agregbmetro de dois canais
(Chrono-Log Corporation) calibrado para 0% com plasma rico em plaquetas (PRP)
e 100% utilizando-se plasma pobre em plaquetas (PPP).

Em cada ensaio, foi utilizada uma amostra de 400 pl de PRP adicionada em
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitacdo constante a 37°C no agregémetro.
As amostras foram mantidas nestas condicbées por 1 min antes da adicdo do

agonista ou inibidor. A agregacao foi registrada por 8 a 10 min.
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Em PRP foi utilizado ADP (adenosina difosfato) como agonista. Uma curva
concentragcédo-resposta de ADP (1 a 10 uM) foi realizada para determinar a
concentragdo que causa a resposta sub-maxima. O efeito inibitério de NCX899
(0,1 a 100 uM), SNP (0,1 a 100 uM) ou enalapril (10 e 100 uM) foi observado na
agregacao induzida pela concentracdo de ADP pré-determinada. A droga foi
adicionada na cuveta 2 minutos antes da adigdo do ADP.

A resposta do agente agregante (ADP) foi definida como a diferenga na
transmissao da luz através da amostra de PRP antes e apds a adicao de ADP, e
expressada como porcentagem da maxima transmissao de luz (porcentagem de
transmissao de luz (PPP) — transmissao de luz (PRP)). A resposta inibitoria para

NCX899, SNP e enalapril foi calculada da seguinte forma:

ADP (presenca de veiculo) — ADP (presenca da droga) x 100%

ADP (presenca de veiculo)

2.5.2 - Agregacao plaquetaria com plaquetas lavadas (PL)

2.5.2.1 - Procedimento experimental

Sangue de voluntarios sadios que nao receberam qualquer medicamento
durante os 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos de plastico
contendo 9 partes de sangue para 1 parte de citrato tri-sédico 125 mM, acido
citrico 130 mM e glicose 111 mM (ACD-C). O sangue foi centrifugado a 200 g, a
22°C, por 15 min, e o sobrenadante coletado (PRP-ACD-C). Foi adicionado ao
PRP-ACD-C, tampao de lavagem com pH de 6 (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, citrato
de sodio 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12,5 mM), e o mesmo foi centrifugado
a 800 g, a 20°C, durante 12 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as
plaquetas foram ressuspendidas em tampao de lavagem até o volume inicial de

PRP, e centrifugadas novamente a 800 g, a 20°C, durante 12 min. Depois, o
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sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de plaquetas foi ressuspendido em
solucdo de Krebs-Ringer desprovida de Ca®" (NaCl 118 mM, NaHCO; 25 mM,
glicose 5,6 mM, KH,PO4 1,2 mM e MgSO4.7H,O 1,7 mM) aproximadamente a
metade do volume inicial de PRP (RADOMSKI e MONCADA, 1983). Apods

contagem manual das plaquetas em camara de Newbauer, adicionou-se solugao

de Krebs-Ringer a fim de se obter uma suspensao com 2,0x108 plaquetas/ml.
Antes de iniciar o protocolo experimental de agregacao plaquetaria, foi adicionado

CaCl; no volume necessario para se obter uma concentracéo final de 1 mM.
2.5.2.2 - Protocolo experimental

A agregacgao foi monitorada utilizando-se um agregbmetro de dois canais
(Chrono-Log Corporation) calibrado para 0% com suspensao de plaquetas lavadas
e 100% utilizando-se solucéo de Krebs.

Em cada ensaio, utilizamos uma amostra de 400 pl de PL adicionada em
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitacdo constante a 37°C no agregdmetro.
As amostras foram mantidas nestas condicbes por 1 min antes da adi¢do do
agonista ou inibidor. A agregacéo foi registrada por 8 a 10 min.

Nos experimentos com PL, foi utilizada trombina humana (Tromb) como
agonista. Uma curva concentragao-resposta de trombina (10 a 100 mU/ml) foi
realizada para determinar a concentracdo que causa a resposta sub-maxima. O
efeito inibitério de NCX899 (0,1 a 100 uM), SNP (0,1 a 100 uM) ou enalapril (10 e
100 uM) foi observado na agregacgao induzida pela concentragao de trombina pré-
determinada. A droga foi adicionada na cuveta 2 minutos antes da adicao da
trombina.

A resposta do agente agregante (trombina) foi definida como a diferenga na
transmissao da luz através da amostra de PL antes e apds a adi¢ao de trombina, e
expressada como porcentagem da maxima transmissao de luz (porcentagem de
transmissao de luz (solugcdo de Krebs) — transmissdo de luz (PL)). A resposta

inibitoria para NCX899, SNP e enalapril foi calculada da seguinte forma:
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Tromb (presenca de veiculo) — Tromb (presenga da droga) x 100%

Tromb (presencga de veiculo)

2.6 - Analise Estatistica

Os resultados da avaliacdo farmacocinética foram analisados utilizando
testes paramétricos (ANOVA), com o auxilio dos softwares WinNolin Professional
Network Edition, version 1.5m, GraphPad Prism version 3.0 e WinStat version 3.1.
Os resultados s&o expressos como média + desvio padréo (DP), e a analise
estatistica foi realizada através do teste t de Student, onde valores de *P < 0,05
foram considerados significantes quando comparado entre grupos.

Para a analise dos resultados (expressos como média + erro padrdo da
média) de atividade da enzima conversora de angiotensina utilizamos o teste t de
Student, onde valores de *P < 0,05 foram considerados significantes quando
comparado ao basal e valores de *P < 0,05 foram considerados significantes na
comparagao entre grupos.

Os resultados de parédmetros hemodinamicos (expressos como média +
erro padrdo da média) foram analisados por one-way analise de variancia seguida
pelo teste de multipla comparagcdo Bonferroni. Valores de *P < 0,05 foram
considerados significantes quando comparado ao basal e valores de *P < 0,05
foram considerados significantes na comparag&o entre grupos.

Os resultados de agregacao plaquetaria também foram expressos como
média + erro padréo da média, e a analise estatistica foi realizada através do teste
t de Student. Valores de *P < 0,01 foram considerados significantes na
comparacgao do grupo NCX899 em relagcédo ao grupo SNP e valores de *P<0,05e
#p < 0,01 foram considerados significantes na comparac&o entre o grupo NCX899

e Enalapril.
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3 - RESULTADOS



3.1 - Avaliacao da Espectrometria de Massa Quatro Micro
3.1.1 - Espectro de massa
Os resultados ilustrados na Figura 4 mostram os espectros de massa

obtidos das moléculas de nitro-enalapril, enalapril, enalaprilato, dos padrdes

internos (enalapril-fenil-Ds e enalaprilato-fenil-Ds) e seus fragmentos.
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Figura 4: Espectro de massa dos principais fragmentos obtidos por MRM das
moléculas de (A) nitro-enalapril m/z 480 (fragmento m/z 125); (B) enalapril m/z
377,2 (fragmento m/z 303,1); (C) enalaprilato m/z 349 (fragmento m/z 206); (D)
enalapril-fenil-D5 m/z 382 (fragmento m/z 239); (E) enalaprilato m/z 354

(fragmento m/z 211).
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3.1.2 - Cromatogramas

As Figuras 5 e 6 demonstram tipicos cromatogramas LC-MS/MS de massas
obtidos pelo MRM em massa/carga de nitro-enalapril, enalapril-fenil-Ds (padrao
interno), enalapril, enalaprilato-fenil-Ds (padrao interno) e enalaprilato. O tempo de

retencdo foi de 4,6, 2,8, 2,6, 2,1 e 2,1 min, respectivamente, em relagdo aos

analitos citados anteriormente (Tabela 2).

Tabela 2: Valores da massa de cada analito e de seu ion filho.

Analitos

MS-MS transicao Tempo de retencao (min)

Nitro-enalapril
Enalapril
Enalaprilato
Enalapril-fenil-Ds

Enalaprilato-fenil-Ds

480 > 125
377 > 303
349 > 206
382 > 239
354 > 211

46+0,3
26+0,3
21+0,3
28+0,3
2,1+0,3
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Figura 5: Cromatograma HPLC-MS/MS obtido em MRM através de massa/carga
e o tempo de retencdo, representando a avaliagdo das amostras extraidas do
plasma branco normal. (A) nitro-enalapril, (B) enalapril-fenil-D5 (padr&o interno),

(C) enalapril, (D) enalaprilato-fenil-D5 (padrao interno) e (E) enalaprilato.
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Figura 6: Cromatograma HPLC-MS/MS obtido em MRM através de massa/carga
e o tempo de retengao, representando a avaliagcdo das amostras de plasma do
limite inferior de quantificagdo (LIQ). (A) nitro-enalapril, (B) enalapril-fenil-D5
(padréo interno), (C) enalapril, (D) enalaprilato-fenil-D5 (padrdo interno) e (E)

enalaprilato.

3.1.3 - Curvas de calibracao
Foram obtidas curvas de calibracdo lineares e com coeficiente de

correlacdo de 0,995, 0,999 e 0,999, para nitro-enalapril, enalapril e enalaprilato,

respectivamente, como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7: Curvas de calibragdo do (A) nitro-enalapril, (B) enalapril e (C)
enalaprilato obtidas pela areas dos picos cromatograficos LC-MS/MS, pela

concentrag&o conhecida de padré&o interno (0,5 - 200 ng/ml).
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3.1.4 - Demonstracao do limite inferior de quantificacao (LIQ)

A padronizagdo da metodologia empregada demonstrou um limite inferior
de quantificacdo dos analitos nas amostras plasmaticas de 0,5 ng/ml. O LIQ foi
definido como a mais baixa concentragcdo na curva de calibragdo, o qual foi
estabelecido apds analise de 6 preparagbes de amostras plasmaticas. O que
valida o valor do LIQ é a obtenc&o de valores de coeficiente de variagéo (CV) e de
acuracia, abaixo de 15% e entre 85-115%, respectivamente (Guia da FDA). Na

Tabela 3 estao os valores do LIQ observados em cada analito.

Tabela 3: Valores de limite inferior de quantificacao (LIQ) dos analitos.

0,5 ng/ml  Nitro-enalapril Enalapril Enalaprilato

Média 0,49 0,50 0,51

DP 0,03 0,02 0,02

CV (%) 6,65 3,81 3,54
Acuracia (%) 98,91 99,50 101,55

3.2 - Avaliacao dos Parametros Farmacocinéticos

3.2.1 - Analise dos parametros farmacocinéticos do analito nitro-enalapril

O tracado da curva concentracdo-tempo do plasma e os parametros
farmacocinéticos do analito nitro-enalapril no grupo NCX899 (4 umol/Kg, i.v.) estao
representados na Figura 8 e na Tabela 4. Os valores de nitro-enalapril no grupo
Enalapril ndo foram demonstrados, visto que todos os valores foram encontrados

abaixo do limite minimo de quantificagdo, conforme o esperado.
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Figura 8: Curva concentragao-tempo da média da concentragao do analito nitro-
enalapril (O) em plasma de cdo do grupo NCX899 (4 umol/Kg, i.v., n=5). Os

valores sdo expressos em média + DP.

Tabela 4: Valores dos parametros farmacocinéticos do analito nitro-enalapril
analisadas em plasma de cédo do grupo que recebeu NCX899 (4 umol/Kg, i.v.,

n=5). Os valores sdo expressos como média + DP.

Analito Nitro-enalapril
Parametros NCX899

Co (ngl) 173,54 £ 29,13
Crnax (ng/l) 82,81+ 18,15

ASCo.an (ugh/l) 29,18 +4,72

Tii2 () 0,12+ 0,02

Vd (I/kg) 11,82 + 2,32
Cl (I/h/kg) 69,92 + 11,32
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3.2.2 - Analise dos parametros farmacocinéticos do analito enalapril

O tracado da curva concentracdo-tempo do plasma e os parametros
farmacocinéticos do analito enalapril provenientes dos grupos Enalapril (cdes que
receberam 4 umol/Kg de maleato de enalapril, i.v., n=5) e NCX899 (caes que
receberam 4 umol/Kg de nitro-enalapril, i.v., n=5) sdo demonstrados na Figura 9 e
Tabela 5. Os valores de ASCp.4n, Co € Chax para o analito enalapril foi
significativamente menor (P < 0,05) no grupo NCX899 quando comparado ao
grupo Enalapril. Entretanto, os parametros de Ke e T2 ndo apresentaram

diferenca entre os grupos.
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Figura 9: Curva concentragdo-tempo da meédia da concentragdo do analito
enalapril nos grupos Enalapril (®, 4 umol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (O, 4 umol/Kg,

i.v., n=5) em plasma de cao. Os valores sao expressos em média + DP.
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Tabela 5: Valores dos parametros farmacocinéticos do analito enalapril analisados
nos grupos Enalapril (4 umol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (4 umol/Kg, i.v., n=5) em

plasma de cdo. Os valores sdo expressos como média + DP.

Analito Enalapril
Parametros Enalapril NCX899
Co (ug/l) 2897,87 + 679,02 742,62 + 148,88*
Crax (ng/l) 2110,00 + 465,73 522,40 + 131,76*
ASCoo4n (ugh/l) 704,53 + 158,86 229,37 + 51,32*

Ke (1/h) 0,70 + 0,15 0,91+0,19
T12 (h) 0,17 + 0,02 0,22 + 0,05
Vd (I/kg) 0,72+ 0,14 2,82 + 0,76
Cl (I/h/kg) 2,95 + 0,64 9,05 + 1,87*

*P < 0,05 comparado com o grupo Enalapril.

3.2.3 - Analise dos parametros farmacocinéticos do analito enalaprilato

O tracado da curva concentracdo-tempo do plasma e os parametros
farmacocinéticos do analito enalaprilato dos grupos Enalapril (4 umol/Kg, i.v., n=5)
e NCX899 (4 umol/Kg, i.v., n=5) estdo demonstrados na Figura 10 e Tabela 6. Os
valores de ASCy.o4, Co € Chax do analito enalaprilato ndo foram diferentes
estatisticamente entre o grupo NCX899 quando comparado ao grupo Enalapril. Os

demais parametros também nao apresentaram diferencas estatisticas.
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Figura 10: Curva concentragdo-tempo da média da concentragdo do analito
enalaprilato dos grupos Enalapril (®, 4 pmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (O, 4
umol/Kg, i.v., n=5) em plasma de cédo. Os valores sdo expressos como média +
DP.

Tabela 6: Valores dos parametros farmacocinéticos do analito enalaprilato
analisados nos grupos Enalapril (4 umol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (4 umol/Kg, i.v.,

n=5) em plasma de cado. Os valores sao expressos como média + DP.

Analito Enalaprilato
Parametros Enalapril NCX899
Co (ug/l) 883,32+ 172,25  1025,74 + 91,34
Crax (ng/l) 694,20 + 130,56 903,20 £ 97,18
ASCo.24n (ugh/l) 4149,27 + 847,30 5159,23 + 514,88
Ke (1/h) 0,21 £ 0,01 0,21 £ 0,04
Ta2 (h) 3,26 + 0,13 3,69 +£ 0,31
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3.3 - Avaliacao da Atividade da ECA

Os grupos NCX899 e Enalapril mostraram que a atividade da enzima
conversora de angiotensina foi abolida durante as 4 horas ap6s administragao das
drogas (Figura 11). Eles mantiveram similar atividade de inibicdo enzimatica,
exceto no tempo 24 h quando os animais tratados com NCX899 apresentaram
uma significativa inibicdo (32,80 = 0,81%) quando comparado com 0O grupo
Enalapril (18,19 + 5,82%; P < 0,05).
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Figura 11: Efeito do grupo NCX899 (o, 4 umol/Kg, i.v., n=5) e Enalapril (m, 4
umol/Kg, i.v., n=5) na atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) em
soro de caes. Os dados sao apresentados como porcentagem de variagao aos
valores basais (média + E.P.M.). *P < 0,05 foram considerados significantes
quando comparados ao basal. #*P < 0,05 foram considerados significantes quando

comparados entre grupos.
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3.4 - Relacao Farmacocinética e Farmacodinamica

A Figura 12 representa a porcentagem de inibicdo da ECA no soro em
funcdo da média das concentracdes plasmaticas de enalaprilato. A relacdo entre
as concentragcdes no soro de enalaprilato e a porcentagem de inibicao da ECA foi
descrita com base no modelo de Michaelis-Menten. A equacéao € representada por
Y = Ymax[X)/(I50+[X]), onde Y representa a % de inibigdo da ECA, [X] a
concentracédo de enalaprilato (ug/l), Isp a concentragdo de enalaprilato que causa
50% de inibicdo da ECA e Yhax @ maxima inibicao da ECA correlacionada com os
valores basais. Os valores de Isy obtidos da curva por regressao linear para os
grupos NCX899 e Enalapril foram 29,1 + 2,7 ug/l e 31,9 + 3,7 ug/l, enquanto os

valores de Ymax foram 100,8 + 1,1% e 100,9 + 1,3%, respectivamente.
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Figura 12: Relagao entre os valores médios da % de inibicdo da ECA no soro e a
concentracdo media plasmatica de enalaprilato obtida apos a administracéo de
Enalapril (®, 4 umol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (O, 4 umol/Kg, i.v., n=5).
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3.5 - Parametros Hemodinamicos

Foram observados os efeitos do Veiculo, NCX899 e Enalapril na pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), indice cardiaco (IC) e indice de
resisténcia vascular sistémica (IRVS), em caes anestesiados.

A infusdo de Enalapril (20 pg/Kg/min), NCX899 (20 ug/Kg/min) e Veiculo
(solugéo fisiolégica 0,9%) nao afetaram significativamente os valores basais de
PAM, FC, IC e IRVS.

No entanto, o aumento na PAM induzida pela infusdo aguda de L-NAME
(0,1 - 10 mg/Kg) foi atenuado (mas nao abolido) nos cdes que receberam
NCX899, particularmente nas doses de 3 e 10 mg/Kg de L-NAME (Figura 13),
quando comparado com os grupos Veiculo e Enalapril (P < 0,05). Ja entre os
grupos tratados com Enalapril e Veiculo, nenhuma mudanga significativa pode ser

observada.
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Figura 13: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) na pressao arterial média (PAM)
nos animais pré-infundidos com NCX899 (o, 20 ug/Kg/min, n=4), Enalapril (e, 20
ug/Kg/min, n=4), ou Veiculo (m, solugéo fisiologica 0,9%, n=4). Os valores foram
expressos como media + EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos
quando comparados com o respectivo basal. #P < 0,05 foram considerados

significativos quando comparados entre grupos.
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Nos grupos Enalapril e NCX899, a FC foi diminuida em 35,1% (de 167 + 4
para 108,3 + 5,9 bpm, P < 0,05) e 19,1% (de 162 + 8 para 131 £ 7,1 bpm, P <
0,05) quando comparado com valores basais, respectivamente (Figura 14). Nao foi
observada nenhuma diferenca entre os grupos Veiculo e Enalapril. Para as doses
de 3 e 10 mg/Kg de L-NAME, a frequéncia cardiaca observada no grupo NCX899
foi significativamente diferente dos valores observados nos grupos Veiculo e

Enalapril (P < 0,05).
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Figura 14: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) na freqiéncia cardiaca (FC) nos
animais pré-infundidos com NCX899 (o, 20 ng/Kg/min, n=4), Enalapril (e, 20
ug/Kg/min, n=4), ou Veiculo (m, solugéo fisiolégica 0,9%, n=4). Os valores foram
expressos como média + EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos
quando comparados com o respectivo basal. *P < 0,05 foram considerados

significativos quando comparados entre grupos.
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Os dados apresentados na Figura 15, demonstram que o IC apresentou
queda nos grupos Veiculo, Enalapril e NCX899 de 40,9% (de 4,11 + 0,45 para
2,43 + 0,25 I/min/m?), 36,2% (de 4,11 + 0,45 para 2,62 + 0,27 I/min/m?) e 30,9%
(de 3,91 + 0,30 para 2,70 + 0,10 I/min/m?), respectivamente, durante a realizacdo
da curva de L-NAME (0,1 - 10 mg/Kg).
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Figura 15: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) no indice cardiaco (IC) nos animais
pré-infundidos com NCX899 (o, 20 ug/Kg/min, n=4), Enalapril (e, 20 ug/Kg/min,
n=4), ou Veiculo (m, solugao fisiolégica 0,9%, n=4). Os valores foram expressos
como média + EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos quando

comparados com o respectivo basal.

72



A infusdo de L-NAME (0,1 - 10 mg/Kg) produziu aumento do IRVS nos
grupos de céaes pre-tratados com Enalapril, NCX899 e Veiculo. Este aumento foi
de 125,3% (1,54 + 0,45 para 3,47 + 0,33 dyna.s/cm°/m?), 81,8% (1,60 + 0,30 para
2,91 + 0,28 dyna.s/cm®m?) e de 119% (1,63 + 0,45 para 3,57 + 0,30
dyna.s/cm®/m?), para os grupos Enalapril, NCX899 e Veiculo, respectivamente.

Estes dados estdo representados na Figura 16.
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Figura 16: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) no indice de resisténcia vascular
sistémica (IRVS) nos animais pré-infundidos com NCX899 (o, 20 ng/Kg/min, n=4),
Enalapril (e, 20 ng/Kg/min, n=4), ou Veiculo (m, solugao fisiolégica 0,9%, n=4). Os
valores foram expressos como média + EPM. *P < 0,05 foram considerados

significativos quando comparados com o respectivo basal.
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3.6 - Agregacao Plaquetaria

3.6.1 - Amostras de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Na Figura 17, podemos observar o efeito do SNP, NCX899 e Enalapril na
agregacado plaquetaria induzida pelo ADP (1 a 10 uM) em plasma rico em
plaquetas. O SNP (0,1 a 100 uM) inibiu a agregagdo plaquetaria em
aproximadamente 85%, sendo que na menor concentracdo 0,1 uM, o SNP
apresentou uma inibicdo de 11,1%. Enquanto o NCX899 (0,1 a 100 uyM) inibiu
27,4% a agregagado plaquetaria na sua maior concentracdo. O NCX899 foi
considerado significativamente diferente quando comparado ao veiculo e ao SNP.
Quando comparado ao Enalapril, o NCX899 foi significativamente diferente

apenas na maior concentragao avaliada (100 uM).
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Figura 17: Efeito da incubacédo (2 min) do SNP (#; 0,1 a 100 uM, n=4), NCX899
(z; 0,1 a 100 uM, n=4) ou Enalapril (m; 10 e 100 yM, n=4) na agregacgao induzida
por (1 a 10 uM) de ADP em amostras de PRP. Os dados sdo expressos em
média + EPM. *P < 0,01 foram considerados significantes, na comparagao entre o
grupo NCX899 e SNP. #P < 0,01 foram considerados significantes entre os

grupos NCX899 e Enalapril.
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3.6.2 - Amostras de Plaquetas Lavadas (PL)

Na Figura 18, podemos observar o efeito do SNP, NCX899 e Enalapril na
agregacao plaquetaria induzida pela trombina (10 a 100 mU/ml) em amostra de
plaquetas lavadas. O SNP (0,1 a 100 uM) inibiu aproximadamente 100% a
agregacao plaquetaria induzida pela trombina. O NCX899 (0,1 a 100 uM) inibiu
40,7% a agregacédo plaquetaria na sua maior concentragcdo. O NCX899 foi
considerado significativamente diferente quando comparado ao veiculo, ao SNP e

ao Enalapril.
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Figura 18: Efeito da incubagado (2 min) do SNP (#; 0,1 a 100 uM, n=4), NCX899
(o; 0,1 a 100 pM, n=4) e Enalapril (m; 10 e 100 uM, n=4) na agregacgao induzida
por (10 a 100 mU/ml) de trombina em amostras de PL. Os dados sdo expressos
em média + EPM. *P < 0,01 foram considerados significantes, na comparagao
entre o grupo NCX899 e SNP. *P < 0,05 ou *P < 0,01 entre os grupos NCX899 e

Enalapril.
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O arsenal de medicamentos disponiveis para o tratamento da hipertensao
arterial permite intervengbes em varios sistemas e mecanismos envolvidos na
génese e na patologia ja instalada. Alguns parametros, entretanto, representam
desafios no tratamento anti-hipertensivo, tais como a manutencéo do tratamento e
0 permanente controle da presséao arterial ao longo do tratamento. Estes fatores
s&o certamente os maiores determinantes do sucesso que se imagina ter com as
intervengdes medicamentosas.

Para caracterizar estudos com um novo farmaco, se faz necessaria a
compreensao do mecanismo de acdo, de seus efeitos e de suas propriedades
farmacocinéticas. Atualmente, varios estudos tém demonstrado que a associagao
de drogas com atividades farmacologicas pré-estabelecidas pode melhorar a
terapéutica anti-hipertensiva (MARTELLI et al., 2006). Uma delas esta relacionada
com a adicdo de uma molécula de NO em farmacos de referéncia (NAPOLI e
IGNARRO, 2003), ja que o NO é um dos mediadores que controla a homeostasia
vascular.

No presente trabalho, a farmacocinética do NCX899 (nitro-derivado do
enalapril) foi avaliada em caes sadios, em comparagao ao maleato de enalapril
(inibidor da ECA de referéncia). Nesta analise, realizamos a determinagcdo dos
analitos nitro-enalapril, enalapril e enalaprilato pelo método LC-MS/MS, através do
qual diferentes parametros analiticos foram desenvolvidos, possibilitando que se
conseguisse determinar um limite inferior de quantificagao (LIQ) de 0,5 ng/ml. Isso
caracteriza que o método, além de ser exato e preciso, apresenta grande
sensibilidade, podendo ser comparado com outros estudos que também
realizaram a quantificagdo dos analitos enalapril e enalaprilato através de um
sistema semelhante ao utilizado (YOON et al., 2004; GU et al., 2004).

Os valores dos analitos enalapril, enalaprilato e nitro-enalapril foram
avaliados em ambos os grupos (Enalapril e NCX899) apds a administracdo de
uma simples dose. Os valores de Cy, Chax € ASCo.24n plasmaticos do analito
enalapril quantificados no grupo NCX899 foi significativamente menor (P < 0,05)
em relagao ao grupo Enalapril. Isso demonstrou uma diferengca na quantidade total

do analito enalapril na circulagao sistémica. Estes baixos valores de quantidades
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plasmaticas do analito enalapril no grupo NCX899, ndo sao consideragdes tao
relevantes, ja que nao houve diferenga significativa na quantificagcdo do metabdlito
ativo do enalapril, o enalaprilato, entre ambos os grupos. Esses dados
caracterizam semelhante perfil metabdlico (concentragcdo de enalaprilato) da
molécula de nitro-enalapril quando comparado a molécula enalapril, ja que o nitro-
enalapril, apos sofrer algumas reagdes, produz o enalaprilato. Uma das hipdteses
quanto a diferenga significativa da concentragao do analito enalapril em ambos os
grupos, mas similar concentracdo de enalaprilato, € que parte da molécula do
nitro-enalapril esteja sendo metabolizado em nitro-enalaprilato e em seguida em
enalaprilato.

Todavia, o grupo NCX899 inibiu a atividade enzimatica da ECA de modo
tempo-dependente, e essa inibigao persistiu até 24 horas apds sua administracao.
O mesmo pdde ser observado em nossos resultados com o grupo Enalapril, o que
ja é bem fundamentado em trabalhos previamente publicados com inibidores da
ECA (TAKADA et al., 1982; MENG et al., 1995). Com isso, podemos sugerir que a
inibicdo da ECA deve estar relacionada com a presenga, em ambos os grupos, de
enalaprilato, o metabdlito ativo do enalapril.

Os dados da inibicao da ECA podem ser utilizados como apropriada
medida farmacodinamica aguda. A Figura 11 demonstra que as curvas de inibicdo
da ECA no soro, versus tempo, foram semelhantes para as duas drogas. A
inibicdo maxima da ECA (aproximadamente 100% em relagdo aos valores basais)
foi observada por 4 horas apds a administracdo do Enalapril ou NCX899. Apds
esse instante, foi observada inibicdo menor que 50% ao longo das 4 horas
seguintes.

Com base na relagéo entre as concentragdes de enalaprilato circulante e o
grau de inibicdo da ECA sérica (Figura 12), observamos que o grau de inibicdo da
enzima nao € diretamente proporcional as concentragdes de enalaprilato
circulantes (salvo na regido das concentragcdes de enalaprilato mais baixas). Deste
modo, concentragdes maiores de enalaprilato promovem inibigdo quase total da

atividade da ECA, e assim, a medida da atividade da ECA nao parece ser um
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modelo farmacodinamico apropriado para avaliar biodisponibilidade desta classe
de hipotensores.

Além disso, o resultado da atividade enzimatica mostra que o NCX899
possui um melhor perfil de inibigdo da ECA, embora ndo significativo, quando
comparado ao maleato de enalapril. Este efeito talvez esteja relacionado a
associagado da molécula de NO com o inibidor da ECA, ja que estudos relatam que
o NO endogeno e exdgeno podem modular diretamente a enzima conversora de
angiotensina (HIGASHI et al., 1995; ACKERMANN et al., 1998; PERSSON et al.,
2000).

Uma das possiveis explicacdes para atuagao do 6xido nitrico na ECA esta
relacionada ao sitio ativo desta enzima. A enzima, que € uma carboxipeptidase,
separa pares de aminoacidos basicos, e seu sitio ativo € composto por um atomo
de zinco (WEI et al., 1991). Como o NO consegue se ligar ao Fe?* da guanilato
ciclase (DEINUM et al., 1996) e da hemoglobina (SAMPATH et al., 1994), sugere-
se que este se ligue ao Zn** encontrado na ECA (PERSSON et al., 2000), ja que
os inibidores da ECA atuam neste mesmo sitio ativo. Outros trabalhos também
demonstraram que o NO modula a inibigdo da ECA em ratos (ACKERMANN et al.,
1998) e porcos (PERSSON e ANDERSSON, 1999).

Todavia, ja é bem estabelecido que o Oxido nitrico possui um papel
fundamental no controle da pressao arterial, através da manutencao de um estado
ativo de vasodilatacdo (MONCADA e HIGGS, 1993). A administragdo aguda do
inibidor nao-seletivo da NO sintase, L-NAME, aumenta a resisténcia vascular
sistémica e a presséao arterial, as quais podem estar associadas com a diminui¢cao
do débito cardiaco e frequéncia cardiaca (GARDINER et al., 1990; VAN
GELDEREN et al., 1993; STAMLER et al., 1994).

Consequentemente, em nossos estudos, a administracdo aguda de L-
NAME em caes anestesiados elevou de maneira dose-dependente a pressao
arterial, que foi acompanhada pela bradicardia. Simultaneamente, a infusao de
enalapril nestes animais nédo afetou a pressao sanguinea nem a frequéncia
cardiaca. Assim, de maneira semelhante ao encontrado em estudos prévios em

cdes, nossos resultados mostraram que as alteragdes cardiovasculares
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provocadas pelo L-NAME nao sédo dependentes da ativagao da ECA (ZAPPELLINI
et al., 1996).

Inibidores da ECA séo frequentemente efetivos no tratamento de alteracdes
cardiovasculares produzidas pela inibicdo prolongada da sintese de NO. Nessa
condicdo, a hipertensdo arterial é geralmente acompanhada por alteragcdes
estruturais no coracgdo, tais como fibroses do miocardio, necroses, hipertrofia
ventricular e alteragdes estruturais das artérias coronarias (MORENO et al., 1995;
ZATZ e BAYLIS, 1998).

Diante do exposto acima, fica claro que a participagdo do sistema renina-
angiotensina desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da
hipertensdo decorrente da inibigdo crénica, mas ndo aguda, da sintese de NO
(GRACIANO et al., 2004).

Em nossos estudos, a infusdo do NCX899 nos animais atenuou a
hipertensao, bradicardia e vasoconstricao periférica induzidas pelo L-NAME. Estes
parametros hemodindmicos observados s&o interessantes, pois sugerem que ha
liberagdo endovenosa do NO exdégeno do analito nitro-enalapril, e que este
mediador atua diretamente impedindo a vasoconstrigdo provocada pela deficiéncia
aguda de NO em caes tratados com L-NAME.

Além disso, é sabido que o NO atua na manutengdo das atividades
antitrombadticas do endotélio. E um mediador cujo radical livre é altamente instavel,
e que potencializa a inibicdo da adesdo (RADOMSKI et al., 1987) e agregacgao
plaquetarias (RADOMSKI et al., 1990). O NO ¢ sintetizado pela NOS constitutiva
das células endoteliais (PALMER et al., 1987), e pelas proprias plaquetas
(RADOMSKI et al., 1990). Como as plaquetas séo elementos que tendem a aderir
a parede dos vasos, e se agregarem formando trombos, o NO liberado pela célula
endotelial difunde-se rapidamente para o interior das plaquetas, descolando-as da

parede dos vasos.

O NO liberado pelo endotélio atravessa as membranas plaquetarias e liga-
se ao grupo heme da GCs. A ligacdo heme ativa a GCs e aumenta a producéo de
GMPc. Nitrovasodilatadores, como gliceril trinitrato (GTN) e nitroprussiato de sédio

(SNP), sédo amplamente empregados na terapia de doengas cardiovasculares
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devido a capacidade de liberar 6xido nitrico. Assim, tanto GTN quanto SNP,
através do aumento da disponibilidade do NO, exibem suas propriedades
antitrombdticas influenciando a resposta das plaquetas circulantes (IGNARRO e
KADOWITZ, 1985).

Nossos resultados demonstraram diferengas na intensidade das respostas
do NCX899, enalapril e SNP na agregacédo plaquetaria, entre as amostras de
plasma rico em plaquetas (PRP) e plaquetas lavadas. Este aumento da
intensidade das respostas das plaquetas lavadas pode ser decorrente da
sensibilidade dessas plaquetas, pois sao plaquetas que foram isoladas do plasma
rico em componentes tais como as enzimas superoxido dismutase (SCHETTLER
et al., 1998), que sequestram substancias como o éxido nitrico.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o NCX899 inibe a
agregacao plaquetaria quando induzida pelo ADP em PRP, ou pela trombina em
plaquetas lavadas.

Estudos in vitro demonstram que o enalapril ndo afeta o mecanismo
antiplaquetario (MOSER et al., 1997), embora in vivo 0 mesmo nao foi observado
(SHANKAR et al., 2001). Inibidores da ECA juntamente com drogas doadoras de
NO podem aumentar a resposta na inibicdo da agregacao plaquetaria (PERSSON
et al., 2000). TSUI e colaboradores (2003) demonstraram que S-nitrosocaptopril,
um derivado do inibidor de ECA nitrosilado (captopril), € um potente inibidor
plaquetario em ratos. No entanto, PERSSON e colaboradores (2000)
demonstraram que o captopril ndo afetou a agregacao plaquetaria, mas o
enalaprilato (metabdlito ativo do enalapril), em altas concentragdes, reduziu a
agregacao. Este efeito foi mais evidente com a atuagdo conjunta com um doador
de NO.

Sendo assim, nossos resultados sugerem que o NCX899 esteja liberando
sua molécula de NO, ja que seu efeito foi significativamente diferente do enalapril
sozinho. Contudo, como demonstrado anteriormente, estudos in vitro com
enalaprilato e in vivo com enalapril mostram que o enalapril tem efeito na atividade
plaquetaria. Estes resultados reforcam que a acao conjunta do inibidor da ECA

com o NO exdgeno pode ter grande papel na modulagao plaquetaria in vivo.
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5- CONCLUSAO



Embora existam algumas diferencas nas caracteristicas farmacocinéticas
entre as moléculas de nitro-enalapril e enalapril, nossos resultados sugerem que o
perfil metabdlico (concentragcdo de enalaprilato) entre o NCX899 e o maleato de
enalapril € semelhante.

Na avaliacdo farmacodinamica, através da atividade da ECA, o NCX899
inibe a atividade da enzima conversora de angiotensina in vivo e inibe a
agregagao plaquetaria in vitro.

Além disso, a atuacdo conjunta do NO exdégeno e do inibidor da ECA
(enalapril) pode modular processos cardiovasculares, atenuando a hipertensao
arterial, bradicardia e vasoconstricao periférica induzida pela administragdao aguda
do inibidor da NOS, o L-NAME.

Como conclusao, verificamos com este estudo que o NCX899, em
comparagao ao maleato de enalapril, representa uma nova perspectiva terapéutica

no controle de disturbios cardiovasculares.
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