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RESUMO 

ROCHA, Bruna de Souza. Avaliação farmacológica de novos derivados N-

acilidrazônicos em modelo animal de hipertensão arterial. Rio de Janeiro, 2023. 

Dissertação de Mestrado. (Mestre em Ciências – área de concentração – Ciências 

Cardiovasculares) – Programa de Pós-Graduação em Cardiologia da Faculdade de 

Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 
Introdução: A hipertensão arterial sistêmica é uma condição multifatorial e 
considerada fator de risco para disfunção cardíaca, encefálica, renal. A busca por 
novas estratégias de prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares levou ao 
planejamento e síntese de novas N-acilidrazonas para identificar agentes com 
atividade vasodilatadora. Novas moléculas contendo selênio (–Se) foram projetadas 
para melhorar a interação com o receptor de adenosina, sendo microelemento 
essencial com propriedade antioxidante, o que poderia reduzir o estresse oxidativo 
característico da hipertensão. 
Métodos: Os protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética de Uso de Animais 
em pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro n. 017/19. A reatividade 
vascular foi avaliada através do registro da tensão isométrica da aorta torácica 
proveniente de ratos Wistar machos (220-250 g) após exposição a concentrações 
crescentes de cada derivado (0,1 - 100 µM). Para investigar o efeito anti-hipertensivo, 
pressão arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD) e média (PAM) e frequência cardíaca 
(FC) foram obtidas após administração intravenosa de 10 e 30 µmol.kg-1 dos 
compostos selecionados LASSBio-2062 e LASSBio-2063 em ratos espontaneamente 
hipertensos (SHR). 
Resultados: As substâncias LASSBio-2062, LASSBio-2063, LASSBio-2075, 
LASSBio-2076, LASSBio-2084, LASSBio-430, LASSBio-2092 e LASSBio-2093 
promoveram vasodilatação com concentração eficaz média de 14,7 ± 5,2; 14,6 ± 2,9; 
18,7 ± 9,6; 8,8 ± 3,3; > 100; 10,1 ± 3,1; 37,8 ± 11,8; e 15,9 ± 5,7 μM, respectivamente. 
LASSBio-2062 e LASSBio-2063 (30 µmol.kg-1) reduziram a PAM em SHR de 124,6 ± 
8,6 para 72,0 ± 12,3 mmHg e de 114, 2 ± 2,3 para 87,4 ± 7,5 mmHg, respectivamente. 
O relaxamento vascular induzido pelo LASSBio-2062 resulta da ativação de 
receptores de adenosina A3 e da ativação direta/indireta dos canais de K. Entretanto, 
a ação vasodilatadora de LASSBio-2063, além de apresentar o envolvimento de 
receptores de adenosina A3, também pode bloquear canais de cálcio tipo L.  
Conclusão: Os novos derivados N-acilidrazônicos LASSBio-2062 e LASSBio-2063 
produziram vasodilatação e apresentaram efeito anti-hipertensivo devido à atuação 
em alvo farmacológico inovador, como o receptor de adenosina A3.  
 
 
Palavras-chave: Hipertensão arterial sistêmica, efeito vasodilatador, selênio, N- 
        acilidrazonas, canal de cálcio, receptor de adenosina. 
 
 

 

 



 
 

ABSTRACT 

ROCHA, Bruna de Souza. Pharmacological evaluation of new N-acylhydrazonic 

derivatives in an animal model of arterial hypertension. Rio de Janeiro, 2023. Master's 

Dissertation. (Master of Science – concentration area – Cardiovascular Sciences) – 

Graduate Program in Cardiology at the Faculty of Medicine, Universidade Federal do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 
 

Introduction: Systemic arterial hypertension is a multifactorial condition and 
considered a risk factor for cardiac, brain, renal dysfunction. The search for new 
strategies for prevention and treatment of cardiovascular diseases led to the planning 
and synthesis of new N-acilidrazones to identify agents with vasodilator activity. New 
molecules containing selenium (–Se) were designed to improve interaction with the 
adenosine receptor, being an essential microelement with antioxidant property, which 
could reduce oxidative stress characteristic of hypertension. 
Methods: Protocols were approved by the Ethics Committee for the Use of Animals in 

research of Federal University of Rio de Janeiro n. 017/19. Vascular reactivity was 
evaluated by recording the isometric tension of the thoracic aorta from male Wistar rats 
(220-250 g) after exposure to increasing concentrations of each derivative (0.1 - 100 
μM). To investigate the antihypertensive effect, systolic, diastolic and mean arterial 
pressure (MAP) and heart rate were obtained after intravenous administration of 10 
and 30 µmol.kg-1 of the selected compounds LASSBio-2062 and LASSBio-2063 in 
spontaneously hypertensive rats (SHR). 
Results: The substances LASSBio-2062, LASSBio-2063, LASSBio-2075, LASSBio-
2076, LASSBio-2084, LASSBio-430, LASSBio-2092 and LASSBio-2093 promoted 
vasodilation with a mean effective concentration of 14.7 ± 5.2; 14.6 ± 2.9; 18.7 ± 9.6; 
8.8 ± 3.3; > 100; 10.1 ± 3.1; 37.8 ± 11.8; and 15.9 ± 5.7 μM, respectively. LASSBio-
2062 and LASSBio-2063 (30 µmol.kg-1) reduced MAP in SHR from 124.6 ± 8.6 to 72.0 
± 12.3 mmHg and from 114.2 ± 2.3 to 87.4 ± 7.5 mmHg, respectively. LASSBio-2062-
induced vascular relaxation through the activation of adenosine A3 receptors and the 
direct/indirect activation of K channels.   
Conclusion: The new N-acylhydrazone derivatives LASSBio-2062 and LASSBio-
2063 produced vasodilation and promoted antihypertensive effect due to the activation 
of the adenosine A3 receptor, an innovative pharmacological target to treat 
hypertension.  
 
 
 
Keywords: Systemic arterial hypertension, vasodilator effect, selenium, N- 
        acyhydrazones, calcium channel, adenosine receptor. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Hipertensão Arterial Sistêmica e Epidemiologia das Doenças 

Cardiovasculares  

 A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma condição clínica multifatorial, 

influenciada por fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais, caracterizada 

por níveis elevados e sustentados de pressão arterial, nos quais os valores de pressão 

arterial sistólica (PAS) encontram-se maiores ou iguais a 140 mmHg e/ou de pressão 

arterial diastólica (PAD) maiores ou iguais a 90 mmHg, além de ser fator de risco para 

o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (DCV) (Figura 1) (VII Diretriz 

Brasileira de Hipertensão Arterial (DBHA), 2016, DBHA, 2021).  

A HAS pode estar associada a distúrbios metabólicos, alterações funcionais 

e/ou estruturais de órgãos-alvo, e pode ser agravada por outros fatores de risco, como 

dislipidemia, obesidade, intolerância à glicose e diabetes mellitus. Eventos como 

morte súbita, acidente vascular encefálico, infarto agudo do miocárdio, insuficiência 

cardíaca, doença arterial periférica e doença renal crônica podem estar relacionados 

à HAS (VII DBHA, 2016). Além disso, também constitui importante fator de risco para 

complicações cardíacas, cerebrovasculares, encefálicas, renais, vasculares e 

alterações metabólicas, sendo considerada um problema de saúde pública em âmbito 

mundial (RADOVANOVIC et al., 2014, VI DBHA, 2010). 

 

Figura 1. Categorias de Pressão Arterial. (Adaptado). Fonte: Diretrizes Brasileiras de Hipertensão 
Arterial – 2020. Barroso et al. Arq. Bras. Cardiol., v. 116, n. 3, p. 516-658. 2021. 

 



18 
 

Assim, as DCV são a principal causa de morte, hospitalizações e atendimentos 

ambulatoriais em todo o mundo, até mesmo em países em desenvolvimento como o 

Brasil (DBHA, 2021, GBD, 2016). 

De acordo com os dados da Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para 

Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico (VIGITEL), relativos ao ano de 2013, a 

frequência de diagnóstico prévio de HAS é de 24,1% no conjunto da população adulta 

das 27 capitais brasileiras estudadas, sendo pouco mais elevada em mulheres 

(23,6%) do que nos homens (21,5%) (da SILVA et al., 2016). 

 No Brasil, resultados de um estudo sobre os processos de trabalho organizados 

pela Estratégia Saúde da Família (ESF) para o enfrentamento de condições crônicas, 

como a HAS, mostraram que a redução na tendência das taxas de internação por HAS 

no Brasil, no período de 2010 a 2019, foi correlacionado com o aumento na cobertura 

da ESF (de OLIVEIRA et al., 2022). Isso significa que são importantes a detecção e o 

tratamento da HAS nos seus estágios iniciais para que se evitem complicações, 

principalmente cardiovasculares, para os pacientes, bem como melhora em sua 

qualidade de vida e redução dos gastos com assistência especializada e de alta 

complexidade no país (de OLIVEIRA et al., 2022). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), estima-se que em 2030 

cerca de 23,6 milhões de pessoas morrerão em consequência de DCV 

(RADOVANOVIC et al., 2014). Além disso, cerca de 1,4 bilhão de pessoas em todo o 

mundo sofram de hipertensão, que, no entanto, só está controlada em 14% dos casos 

(OPAS, 2022). 

Em 2008, as DCV foram responsáveis por mais de 17 milhões de óbitos, dos 

quais três milhões ocorreram antes dos 60 anos de idade, e muitos poderiam ter sido 

prevenidos (RADOVANOVIC et al., 2014). Em 2019, 18,56 milhões das mortes no 

mundo, deveram-se às DCV (Figura 2), indicando a importância de se investir na 

prevenção e tratamento das mesmas (Institute for Health Metrics and Evaluation 

(IHME); Global Burden of Disease, 2018-2019). 
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Figura 2. Número de mortes no mundo por causa, em 2019. Fonte: Adaptado de Institute for Health 
Metrics and Evaluation (IHME); Global Burden of Disease. 

 

1.2 Fisiopatologia da Hipertensão Arterial Sistêmica 

 

A pressão arterial (PA) resulta do produto do débito cardíaco pela resistência 

vascular sistêmica (ou periférica) (HARRISON et al., 2021). Os níveis fisiológicos de 

PA são mantidos pela interação de elementos que incluem o sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA), as ações dos peptídeos natriuréticos e do 

endotélio, o sistema nervoso simpático e, até mesmo, o sistema imunológico. Quando 

ocorre alguma alteração nestes fatores, há uma consequente variabilidade na PA, 

podendo aumentar seus níveis (OPARIL et al., 2018). 

O desenvolvimento da HAS envolve fatores genéticos, que predispõem o 

indivíduo a tal condição, e ambientais, como alta ingesta de sódio e de bebidas 

alcoólicas, tabagismo, estresse mental, além de o envelhecimento aumentar a 

probabilidade dessa manifestação, devido ao enrijecimento das artérias (OPARIL et 

al., 2018). 

Pacientes com HAS podem apresentar aumento do débito cardíaco e/ou da 

resistência vascular periférica. Além disso, é possível que haja tanto o aumento da 

liberação quanto da sensibilidade periférica aumentada à noradrenalina, bem como a 
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redefinição dos barorreflexos e redução da sensibilidade dos barorreceptores (DPHIL; 

SEAR, 2004).  

Pode haver elevação do tônus vascular pelo aumento da estimulação dos 

receptores alfa-adrenérgicos ou da liberação de peptídeos, como angiotensina ou 

endotelinas, culminando no aumento da concentração do cálcio (Ca2+) citosólico no 

músculo liso vascular (MLV), levando à vasoconstrição (DPHIL; SEAR, 2004). A 

hipertensão também está relacionada a prejuízos na vasodilatação. Isso porque o 

relaxamento vascular dependente da integridade do endotélio e da síntese e 

sinalização de óxido nítrico (NO), um potente vasodilatador, que estão reduzidos na 

hipertensão (HARRISON et al., 2021). 

 

1.3 Tratamento 

 

 O tratamento da HAS pode ser realizado através de terapias não 

farmacológicas e mudanças no estilo de vida, que podem incluir redução do peso 

corporal e do consumo de bebidas alcoólicas, realização de atividades físicas, 

restrição do sal, suspensão do tabagismo, melhora do padrão alimentar, controle de 

dislipidemias e outras comorbidades (DBHA, 2021, NOBRE et al., 2013). Além disso, 

em grande parte dos casos, é necessário iniciar uma terapia medicamentosa. 

 De um modo geral, o tratamento farmacológico de primeira linha para HAS 

inclui um diurético tiazídico, ou semelhante a tiazídico, um inibidor da enzima 

conversora de angiotensina ou bloqueador do receptor de angiotensina subtipo AT1, 

e um bloqueador dos canais de cálcio (CAREY et al., 2022). Outras classes de 

fármacos anti-hipertensivos que também podem estar presentes em esquemas 

terapêuticos são betabloqueadores, diuréticos de alça, diuréticos poupadores de 

potássio, agonistas alfa-2 adrenérgicos de ação central, bloqueadores alfa-1 

adrenérgicos, inibidores diretos da renina e vasodilatadores diretos (NOBRE et al., 

2013). 

Para ilustrar, a Figura 3 resume os mecanismos de ação de algumas das 

classes de fármacos que atuam no componente vascular e são utilizados no 

tratamento da HAS. 
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Figura 3. Representação dos locais de ação de vasodilatadores. Os vasodilatadores atuam em diversos 
locais na célula muscular lisa vascular. Painel da esquerda: os bloqueadores dos canais de Ca2+ e os 
ativadores dos canais de potássio (K+) inibem a entrada de Ca2+ nas células musculares lisas 
vasculares ao diminuir a ativação dos canais de Ca2+ do tipo L. Todos os inibidores da ECA, 
antagonistas AT1, α1-antagonistas e antagonistas dos receptores de endotelina (ETA e ETB) diminuem 
a sinalização do Ca2+ intracelular. O Ca2+ citosólico diminuído resulta em menor contração do músculo 
liso vascular, portanto em relaxamento. Painel da direita: os inibidores da ECA inibem a cininase II (KII), 
ocasionando aumento dos níveis de bradicinina. Os nitratos liberam NO, e outros inibidores de PDE5 
inibem a fosfodiesterase (PDE). A adenosina ativa o receptor de adenosina do tipo A2A. Todos esses 
agentes provocam o relaxamento do músculo liso vascular. A forma ativa de cada enzima está indicada 
em itálico e na cor azul. α1= receptor α1-adrenérgico; ECA = enzima conversora de angiotensina; AT-I 
= angiotensina I; AT-II= angiotensina II; AT1= receptor de angiotensina II; CaM = calmodulina; eNOS = 
óxido nítrico sintase endotelial; ET-1 = endotelina-1; MLCK = cinase da cadeia leve de miosina; Miosina-
CL = cadeia leve de miosina (Adaptado de GOLAN et al., 2014). 

 

Cerca de 12 a 15% dos pacientes hipertensos, apresentam a hipertensão 

arterial resistente (HAR), que é definida como condição que apresenta níveis 

pressóricos acima de 140/90 mmHg mesmo com o uso de três ou mais classes de 

anti-hipertensivos com ações sinérgicas, em doses máximas preconizadas ou 

toleradas, sendo um deles preferencialmente um diurético; e quando se encontram 

em uso de quatro ou mais fármacos anti-hipertensivos, mesmo com a pressão arterial 

controlada (BRANDÃO; NOGUEIRA, 2018). 

De um modo geral, e, por ser frequentemente assintomática, a HAS pode 

evoluir com alterações estruturais e/ou funcionais em órgãos-alvo, como coração, 

cérebro, rins e vasos. Com isso, pode-se destacar que a HAS e suas complicações 

são muito relacionadas à disfunção endotelial, caracterizada pela baixa 

disponibilidade de NO e pelo consequente desequilíbrio local entre fatores de 
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relaxamento e constrição de arteríolas, o que resulta em um aumento da resistência 

vascular periférica (KANEL; LARSON, 1993; DBHA, 2021). 

 

1.4 Desenvolvimento de fármacos 

 

Neste contexto, é sempre importante a busca de novas estratégias para a 

prevenção e o tratamento de DCV. Assim, uma substância foi planejada e sintetizada 

pelo Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio®) 

designada LASSBio-294 – 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilhidrazona, descrita como 

alternativa terapêutica para disfunção diastólica por apresentar efeito inotrópico 

positivo (SUDO et al., 2001). Este composto também apresentou ação vasodilatadora, 

que permitiu o efeito anti-hipertensivo por provável interferência na via de receptores 

de adenosina do subtipo A2A (da SILVA, 2012). 

A adenosina, produto do metabolismo do trifosfato de adenosina (ATP), 

promove vasoconstrição ou vasodilatação de veias e artérias (SHETH et al., 2014). 

Quando este metabólito ou outro agonista se liga aos receptores A2A na superfície das 

células do MLV, há a ativação da adenilato ciclase (AC), o aumento da concentração 

de adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e a ativação da proteína cinase A (PKA). 

Consequentemente, ocorre a abertura de canais de K+, resultando na hiperpolarização 

da membrana das células do MLV com consequente bloqueio de canais de Ca2+ 

voltagem dependente, levando à redução do influxo de Ca2+ e, assim, vasodilatação 

(RADICO et al., 2014). O receptor da adenosina do tipo A2A também se encontra no 

endotélio vascular e, quando ativado, provoca a ativação da PKA, que por sua vez, 

ativa a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), levando à produção de NO, o qual se 

difunde para a camada do MLV e induz a vasodilatação (LEAL, 2014, RAY; 

MARSHALL, 2006) (Figura 4).  

No entanto, além do receptor A2A, existem outros três subtipos de receptores 

de adenosina, denominados A1, A2B e A3, todos pertencentes à superfamília dos 

receptores acoplados à proteína G (GPCR), sendo que os subtipos A1 e A3 são 

acoplados a proteínas Gi/o, enquanto A2A e A2B são acoplados a proteínas Gs. Assim, 

enquanto a ativação deA2A e A2B aumenta a produção de cAMP e ativa PKA, a ativação 

de A1 e A3 inibe a produção de cAMP e diminui a atividade de PKA (SHETH et al., 

2014). 

 



23 
 

 

 

Figura 4. Efeitos vasculares dos agonistas dos receptores de adenosina do subtipo A2A. A ativação de 
receptores de adenosina do subtipo A2A na superfície das células musculares lisas vasculares, ativa a 
adenilato ciclase (AC), conduzindo a um aumento da concentração de monofosfato de adenosina cíclico 
(AMPc) e da ativação da proteína cinase dependente de AMPc (PKA). Esta última resulta na abertura 
do canal de potássio (K+), resultando numa hiperpolarização das células musculares lisas vasculares, 
inibe a entrada de Ca2+, além de levar à formação de NO, produzindo assim vasodilatação. ATP = 
trifosfato de adenosina (Adaptado de RADICO et al., 2014). 

 

Visto a eficácia do LASSBio-294, novas séries de análogos foram planejadas, 

através de alterações em sua estrutura química, visando à obtenção de novos 

compostos com potencial vasodilatador para o tratamento da HAS e suas 

complicações cardíacas. Tais substâncias foram desenvolvidas com base no 

bioisosterismo, que é uma estratégia da Química Medicinal para o desenho racional 

de novos fármacos, como um processo especial de modificação molecular (LIMA; 

BARREIRO, 2005).  

Ao passo que o composto LASSBio-294 é um protótipo cardioativo com 

atividade vasodilatadora dependente do endotélio vascular, seu análogo N-metilado, 

denominado LASSBio-785, apresentou maior potência para o efeito vasodilatador, 

mas independente da integridade endotelial. Desse modo, nota-se que características 

estruturais pontuais e modificações moleculares podem levar à obtenção de uma 

substância com as propriedades desejadas (KÜMMERLE et al., 2009, de MIRANDA, 

2011, SILVA et al., 2005).  
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O desenvolvimento de novos compostos N-acilidrazônicos derivados do 

LASSBio-294 com a substituição do átomo de enxofre (–S) pelo selênio (–Se) (Figura 

5), que é o enfoque deste trabalho, foi realizado com o intuito de se encontrar uma 

possível melhora na interação entre a molécula e seu sítio de ação, pelo fato de o 

átomo de selênio ser mais volumoso que o átomo de enxofre. Ou seja, o 

bioisosterismo clássico implementado teve como objetivo verificar se o aumento da 

polarizabilidade do selênio levaria a uma restrição conformacional maior durante a 

interação que pudesse mimetizar a metilação (BARREIRO, 2021). Além disso, o 

selênio é um microelemento essencial envolvido no sistema antioxidante do 

organismo através da enzima glutationa peroxidase (GIERUS, 2007). 

 

 

 

Figura 5. Estrutura química dos derivados N-acilidrazônicos (Elaborado por Tadeu L. Montagnoli). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O desenvolvimento de novos compostos N-acilidrazônicos com a substituição 

do átomo de enxofre (–S) pelo selênio (–Se) deveu-se ao fato de que a conformação 

do composto restrita pelo selênio junto do nitrogênio sp2 da cadeia da N-acilidrazona 

é um fator de restrição conformacional muito mais significativo do que quando se tem 

o enxofre. Este fato poderia assemelhar a conformação do derivado N-metilado 

(BARREIRO, 2021) para melhorar a interação substância-sítio de ação e, 

consequentemente, aumentar a potência da atividade biológica.  

A identificação de nova alternativa para o tratamento da hipertensão arterial se 

fortalece para enfrentamento do desafio de aumentar a adesão dos pacientes à 

terapia medicamentosa. A reduzida aderência ao esquema terapêutico se deve ao 

fato de o uso de múltiplos medicamentos e/ou de administrações, efeitos adversos, 

para o adequado controle da hipertensão arterial.  

Este trabalho apresenta a proposta de avaliação de novas substâncias 

candidatas a fármacos para o tratamento da HAS com o intuito de, possivelmente, 

estabelecer uma monoterapia e reduzir a incidência de efeitos adversos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar os efeitos de novos derivados N-acilidrazônicos de LASSBio-294 na 

reatividade vascular in vitro e possível ação anti-hipertensiva em ratos.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 - Avaliar a reatividade vascular através do registro da tensão isométrica de 

anéis de aorta torácica isolada com e sem endotélio íntegro; 

 - Investigar os prováveis mecanismos envolvidos na ação vasodilatadora; 

 - Determinar o efeito anti-hipertensivo dos derivados selecionados através do 

registro de pressão sanguínea e frequência cardíaca após administração intravenosa 

em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Comitê de ética 

Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos aprovados pelo 

Comitê de Ética de Uso de Animais em Experimentação Científica do Centro de 

Ciências da Saúde da UFRJ sob número 017/19. Ratos Wistar machos, ratos Wistar-

Kyoto (WKY) (grupo controle) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR, 12-15 

semanas de idade), pesando entre 220 e 250 g foram mantidos em ambiente com 

controle de temperatura e ciclos claro/escuro de 12 horas, com acesso a água e ração 

ad libitum. 

 

4.2 Substâncias 

  As substâncias utilizadas foram sintetizadas pela Dra. Júlia Galvez Bulhões 

Pedreira durante seu doutorado e apresentadas em sua tese, sob orientação e 

supervisão do Prof. Dr. Eliezer Barreiro, coordenador científico do Laboratório de 

Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, sendo os compostos denominados LASSBio-2062, LASSBio-2063, 

LASSBio-430, LASSBio-2075, LASSBio-2084, LASSBio-2076, LASSBio-2092 e 

LASSBio-2093.  

 

4.3 Experimentos in vitro 

4.3.1 Reatividade vascular 

 O registro de tensão isométrica de artéria aorta foi utilizado para a avaliação do 

efeito das substâncias na reatividade vascular. Ratos Wistar machos foram 

eutanasiados para retirada da aorta torácica para, em seguida, ser seccionada em 

anéis de 2-3 mm a serem posicionados em cubas experimentais contendo 20 mL de 

solução Tyrode modificada constituída de (em mM): 123 NaCl; 4,7 KCl; 15,5 NaHCO3; 

1,2 CaCl2; 1,2 KH2PO4; 1,2 MgCl2; e 11,5 glicose (reagentes adquiridos da Vetec (Rio 

de Janeiro, Brasil)); mantidos com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) a 37°C e 

pH 7,4. Após 2 horas de estabilização com 1 g de tensão inicial, os anéis foram 

inicialmente expostos a 10 µM de fenilefrina (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)), para 

promover contração máxima registrada, através do uso de transdutor de força 

(Digidata 1322A) e conectado a um sistema de aquisição (AXoScope 8.1, 

AxonInstruments, Inc). Em seguida, realizou-se exposição a 10 µM de acetilcolina 
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(ACh) (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)) para induzir relaxamento que, quando igual 

ou maior a 80%, representava a integridade funcional do endotélio vascular. No 

entanto, quando os anéis de aorta submetidos à remoção mecânica do endotélio 

apresentavam relaxamento vascular menor ou igual a 10% em resposta a ACh, foram 

considerados com ausência de endotélio íntegro. 

 Após a avaliação da integridade endotelial, as preparações foram lavadas 

durante 45 minutos com a solução Tyrode modificada e uma nova contratura foi 

induzida através da exposição a 10 µM de fenilefrina. Em seguida, as preparações 

foram submetidas a exposição de concentrações crescentes das substâncias em teste 

LASSBio-2062, LASSBio-2063, LASSBio-430, LASSBio-2075, LASSBio-2084, 

LASSBio-2076, LASSBio-2092 e LASSBio-2093 (0,1 a 100 µM) para obtenção de 

curva concentração-resposta para cada substância e cálculo da concentração eficaz 

média (CE50) (PEREIRA et al., 2014; PONTES et al., 2011). Em alguns dos 

experimentos, mesmo protocolo foi realizado após remoção mecânica do endotélio 

para avaliar o envolvimento da integridade endotelial na ação vasodilatadora dos 

derivados. 

 
4.3.1.1 Investigação dos mecanismos envolvidos para ação vascular 

  Inicialmente, foi avaliado se o efeito das substâncias era dependente da 

integridade do endotélio vascular. Numa etapa seguinte, foi realizada a análise da 

ação de LASSBio-2062 e LASSBio-2063 na reatividade vascular, na presença de 

antagonistas de receptores de adenosina. Para tanto, os anéis de aorta foram 

previamente incubados com 0,1 μM de ZM-241385 (Tocris Bioscience™ (Ellisville, 

MO, USA)), um antagonista de receptor de adenosina A2A ou com 0,1 μM de MRE 

3008F20 (Tocris Bioscience™ (Ellisville, MO, USA)), um antagonista de receptor de 

adenosina A3, antes da indução da contração por fenilefrina. 

  Para a investigação da participação dos canais de K na ação de relaxamento 

vascular, efetuou-se a pré-adição de 10 μM de glibenclamida (Sigma Co. (St. Louis, 

MO, USA)), um bloqueador do canal KATP; 3 mM de 4-aminopiridina (4-AP) (Sigma 

Co. (St. Louis, MO, USA)), um bloqueador do canal de potássio voltagem-dependente 

(Kv); 3 mM de cloreto de tetraetilamônio (TEA), um bloqueador do canal de potássio 

dependente de cálcio de alta condutância (BKCa) (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)). 

O efeito das substâncias LASSBio-2062 e LASSBio-2063 na resposta contrátil 

vascular induzida pelo Ca2+ foi investigada utilizando-se o seguinte protocolo: após o 
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período de estabilização das preparações durante 120 minutos, anéis de aorta 

desprovidos de endotélio vascular foram mantidos em solução Tyrode modificada sem 

CaCl2 por 15 minutos. Em seguida, esta solução foi substituída por outra 

despolarizante contendo 40 mM de KCl e sem Ca2+ acrescida de LASSBio-2062 ou 

LASSBio-2063 (50 μM). Após 15 min, adicionaram-se concentrações crescentes de 

CaCl2 (10-6 – 10-3 M) (PEREIRA et al., 2014). 

Para identificar se o efeito das substâncias era mediado via bloqueio de canais 

de Ca2+ dependentes de voltagem, realizou-se a exposição prévia de 1 µM de 

nicardipina (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)) a anéis de aorta sem endotélio e, em 

seguida, adicionaram concentrações crescentes de LASSBio-2062 ou LASSBio-2063.  

 

4.3.2 Registro de tensão isométrica de músculo cardíaco 

  Ratos Wistar machos foram anestesiados para a realização da retirada dos 

músculos papilares do ventrículo esquerdo, que foram posicionados em cubas 

experimentais contendo solução nutridora constituída em (mM): NaCl, 130; KCl, 5,0; 

MgCl2, 1,0; dextrose, 5,6; NaHCO3, 24,8; CaCl2, 2,5; NaH2PO4, 0,9 (reagentes 

adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)); mantidos com mistura carbogênica (95% 

de O2 e 5% de CO2) a 37ºC e pH 7,4. Os músculos papilares foram estabilizados por 

30 minutos sob estimulação elétrica de 50 V e 1 Hz, sendo os abalos captados por 

um transdutor de tensão, com dados digitalizados e armazenados em computador 

(Powerlab, ADInstruments) para posterior análise no programa Lab Chart (versão 7.0, 

ADInstruments, Austrália). Após 30 minutos de estabilização, foram adicionadas 

concentrações crescentes de LASSBio-2062 ou LASSBio-2063 (1,0 – 50 μM). 

 

4.4 Experimentos in vivo 

4.4.1 Medida da pressão arterial e frequência cardíaca 

Após anestesia com cetamina (80 mg.kg-1, i.p.) (Cristália®) e xilazina (15 mg.kg-

1, i.p.) (Syntec do Brasil LTDA), SHR e WKY foram submetidos a introdução de cateter 

na artéria carótida direita preenchido com soro fisiológico acrescido de heparina. O 

cateter conectado a transdutor de pressão (MLT884, ADInstruments) possibilitou o 

registro da pressão arterial sistólica (PAS), pressão diastólica (PAD), pressão arterial 

média (PAM) e frequência cardíaca (FC). As substâncias LASSBio-2062 e LASSBio-

2063 (10 e 30 µmol.kg-1, i.v.) foram administradas pela veia jugular esquerda nos 

animais, a fim de se avaliar seus efeitos na pressão sanguínea. Todos os registros 
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foram obtidos através de um sistema de aquisição (Powerlab, ADInstruments, 

Austrália), utilizando-se o programa Lab Chart (versão 7.0, ADInstruments, Austrália). 

 

4.5 Análise estatística 

 Os resultados expressos como média ± erro padrão da média (EPM) foram 

analisados utilizando-se o programa Prism 6.0 (GraphPad, EUA). A concentração que 

provocou 50% do efeito vasodilatador máximo (CE50) foi calculada para cada 

substância testada. O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias obtidas 

para cada concentração nas duas condições experimentais (endotélio ou sem 

endotélio) para a comparação dos dois grupos experimentais. Para análise estatística 

da comparação de múltiplos grupos foi utilizada a análise de variância (ANOVA) com 

post-test Tukey. A diferença entre os grupos experimentais foi considerada 

estatisticamente significativa quando p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Reatividade vascular em anéis de aorta com e sem endotélio íntegro 

 As substâncias N-acilidrazônicas foram avaliadas inicialmente quanto ao 

potencial em produzir vasodilatação, comparativamente ao protótipo LASSBio-294, 

que apresenta um anel 1,3-benzodioxola e um anel tiofeno. LASSBio-294 e seus 

derivados, cujas estruturas estão representadas de modo genérico na Figura 6, foram 

testados em anéis de aorta com e sem endotélio íntegro, que foram expostos a 

concentrações crescentes (0,1 – 100 μM) de cada um dos análogos. 

 

 

          

Figura 6. Estrutura do LASSBio-294 (A) e estrutura genérica indicando os pontos de alteração na 

molécula deste composto (B), os quais originaram seus respectivos análogos, onde: “X”= S ou Se; 

“R1”=  -OCH2O- ou  - 3,4-OCH3 ou - 3-OCH3 ou  - 4-OCH3; e “R2”= - H ou - CH3. 

 

LASSBio-294 (100 μM) produziu relaxamento máximo de 84,2 ± 9,2%, e 

apresentou a CE50 de 65,1 ± 31,7 μM. 

Na Tabela 1, encontram-se os valores de CE50 para o precursor LASSBio-294, 

seu derivado LASSBio-785, bem como os compostos correlatos com substituição do 

–S por –Se em anéis de aorta com e sem endotélio íntegro. 

LASSBio-2062, análogo do LASSBio-294 no qual o anel tiofeno foi substituído 

pelo anel selenofeno, produziu relaxamento máximo de 84,4 ± 4,1% e apresentou 

CE50 menor que o obtido pelo LASSBio-294, ou seja, de 14,7 ± 5,2 μM (p< 0,05) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1. Valores de CE50 dos análogos do LASSBio-294 em anéis de aorta com e sem endotélio. 
 

Substância R1 R2 X CE50 (µM) 
(com endotélio) 

CE50 (µM) 

(sem endotélio) 

LASSBio-294 -OCH2O- H S 65,1 ± 31,7 > 100* 

LASSBio-785 -OCH2O- CH3 S 10,2 ± 0,5 18,5 ± 3,6 

LASSBio-2062 -OCH2O- H Se 14,7 ± 5,2 43,8 ± 8,2* 

LASSBio-2063 -OCH2O- CH3 Se 14,6 ± 2,9 18,2 ± 6,3 

LASSBio-430 3,4-OCH3 H S 10,1 ± 3,1 14,1 ± 2,8 

LASSBio-2075 3,4-OCH3 H Se 18,7 ± 9,6 >100* 

LASSBio-2084 4-OCH3 H S > 100 > 100 

LASSBio-2076 4-OCH3 H Se 8,8 ± 3,3 60,1 ± 20,2* 

LASSBio-2092 3-OCH3 H S 37,8 ± 11,8 59,8 ± 11,9 

LASSBio-2093 3-OCH3 H Se 15,9 ± 5,7 > 100* 

*p< 0,05, comparado ao respectivo teste com endotélio. 

 

A retirada mecânica do endotélio vascular aumentou a CE50 da ação 

vasodilatadora de LASSBio-2062 para 43,8 ± 8,2 μM, de forma semelhante ao 

protótipo, indicando a dependência de endotélio funcional (Figura 7).  
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Figura 7. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2062 em anéis de aorta com (n= 7) 
e sem (n= 8) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs sem endotélio. 

 

LASSBio-2063, derivado N-metilado com anel de selenofeno, promoveu 

relaxamento máximo em anéis de aorta com e sem endotélio íntegro de 94,8 ± 2,1 e 
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97,1 ± 1,6%, respectivamente (Figura 8). Os valores de CE50 foram 14,6 ± 2,9 e 18,2 

± 6,3 μM para anéis de aorta com e sem integridade endotelial, indicando que a ação 

da substância foi independente da funcionalidade do endotélio vascular. 
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Figura 8. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2063 em anéis de aorta com (n= 5) 
e sem (n= 7) endotélio vascular íntegro. Dados expressos como média ± EPM. 

 

A síntese do LASSBio-430 baseou-se na abertura do anel 1,3-benzodioxola 

(Figura 9), cujos resultados indicam que esta alteração estrutural pode levar ao 

aumento da eficácia e potência da vasodilatação, com relaxamento máximo de 99,5 

± 0,5% e CE50 de 10,1 ± 3,1 μM (Figura 9, Tabela 1). A CE50 do efeito vasodilatador 

foi de 14,1 ± 2,8 μM em anéis sem endotélio vascular íntegro, sugerindo ausência de 

necessidade da funcionalidade endotelial. 
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Figura 9. Curvas concentração-resposta vascular do LASSBio-430 em anéis de aorta com (n= 8) e sem 
(n= 5) endotélio íntegro. Dados expressos como média ± EPM.  
 

 

Além da abertura do anel 1,3-benzodioxola, LASSBio-2075 apresentou em sua 

estrutura, o átomo de selênio em substituição ao enxofre (Figura 10). Os valores de 

A B 

A B 



34 
 

CE50 obtidos para LASSBio-2075 em anéis de aorta com e sem endotélio vascular 

foram de 18,7 ± 9,6 e > 100 μM, respectivamente. 
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Figura 10. Curvas concentração-resposta vascular do LASSBio-2075 em anéis de aorta com (n= 5) e 
sem (n= 5) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs sem endotélio. 

   

No entanto, o derivado p-metoxilado, denominado LASSBio-2084, provocou 

relaxamento máximo de apenas 45,2 ± 18,9% e com CE50 > 100 μM em anéis de aorta 

que apresentaram integridade endotelial (Figura 11).  
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Figura 11. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2084 em anéis de aorta com (n= 5) 
e sem (n= 5) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. 

 

A substituição com o anel selenofeno no derivado p-metoxilado, LASSBio-2076 

(Figura 12) promoveu relaxamento de 92,9 ± 2,6% que foi reduzido para 32,4 ± 17,9% 

quando retirado o endotélio vascular dos anéis de aorta. A dependência da integridade 

vascular para a ação vasodilatadora de LASSBio-2076 foi confirmada pelo aumento 

da CE50 de 8,8 ± 3,3 μM, na presença do endotélio, para 60,1 ± 20,2 μM na ausência 

de integridade endotelial. 
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Figura 12. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2076 em anéis de aorta com (n= 7) 

e sem (n= 3) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs sem endotélio. 

 

Já o análogo 1,3-metoxilado, denominado LASSBio-2092, apresentou aumento 

da potência vasodilatadora e promoveu relaxamento máximo, na concentração de 100 

μM de 77,6 ± 8,2% (Figura 13). Os valores de CE50 em anéis de aorta com e sem 

endotélio, foram de 37,8 ± 11,8 e 59,8 ± 11,9 μM, respectivamente. 

 

    
L o g  [L A S S B io -2 0 9 2  (M ) ]

R
e

la
x

a
m

e
n

to
 (

%
)

-8 -7 -6 -5 -4 -3

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

C o m  e n d o té lio

S e m  e n d o té lio

 

Figura 13. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2092 em anéis de aorta com (n= 4) 
e sem (n= 3) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. 

 

A metoxilação na posição meta e a presença do anel selenofeno na estrutura 

do composto LASSBio-2093, representado na Figura 14, permitiram o aumento da 

potência em comparação ao LASSBio-294 e ao LASSBio-2092, cujos resultados 

foram apresentados anteriormente.  

LASSBio-2093 produziu relaxamento vascular de 95,1 ± 4,4% com CE50 de 15,9 

± 5,7μM. No entanto, com a retirada do endotélio, o relaxamento foi de 53,2 ± 7,9% e 

CE50 > 100 μM. 
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Figura 14. Curvas de concentração-resposta vascular do LASSBio-2093 em anéis de aorta com (n= 5) 
e sem (n= 5) endotélio vascular. Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs sem endotélio. 

 

Em resumo, todos os compostos exceto o LASSBio-2084 promoveram 

relaxamento vascular em anéis de aorta com endotélio íntegro. 

Pela semelhança estrutural com as substâncias que deram origem a série de 

análogos – LASSBio-294 e LASSBio-785 –, os derivados LASSBio-2062, que 

depende do endotélio funcional para promover vasodilatação, e LASSBio-2063, que 

promove relaxamento vascular sem necessitar de endotélio íntegro, foram 

selecionados para a continuidade da investigação dos mecanismos envolvidos na 

ação vasodilatadora como possível ação anti-hipertensiva in vivo.  

 

5.2 Investigação dos mecanismos envolvidos na ação vasodilatadora do 

composto LASSBio-2062 

5.2.1 Via dos receptores de adenosina 

5.2.1.1 Via dos receptores de adenosina do subtipo A2A 

Visando investigar o envolvimento da via da adenosina na ação dos derivados 

do LASSBio-294, realizou-se a pré-incubação dos anéis de aorta com endotélio com 

ZM-241385 (0,1 μM), um antagonista de receptores de adenosina do tipo A2A. Esta 

avaliação se baseou ao fato de LASSBio-294 ter sido descrito como um agonista do 

receptor de adenosina do tipo A2A. 

  Em relação à substância LASSBio-2062, quando os anéis foram pré-incubados 

com ZM-241385, a CE50 foi de 22,1 ± 11,4 μM, com relaxamento máximo de 89,2 ± 

6,0% (Figura 15). Note a sobreposição das curvas concentração-resposta vascular 

quando na ausência ou presença do antagonista do receptor de adenosina A2A. 
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Figura 15. Curvas de concentração-resposta vascular do composto LASSBio-2062 em anéis de aorta 
com endotélio na ausência (n= 7) ou presença do ZM-241385 (0,1 µM) (n= 6), um antagonista de 
receptor de adenosina A2A. Dados expressos como média ± EPM.  

 

5.2.1.2 Via dos receptores de adenosina do subtipo A3  

Para a avaliação do possível envolvimento do receptor de adenosina do subtipo 

A3 localizado na musculatura lisa vascular, a vasodilatação promovida pelo LASSBio-

2062, foi observada após pré-exposição dos anéis sem endotélio com o antagonista 

seletivo deste receptor, denominado MRE 3008F20 (0,1 µM).  
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Figura 16. Curvas de concentração-resposta da administração da substância em anéis de aorta sem 
endotélio (n= 8). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da administração do 
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com MRE 
3008F20 (0,1 µM) (antagonista de receptor de adenosina A3) (n= 6). Dados expressos como média ± 
EPM. *p<0,05 vs LASSBio-2062. 

 

Desse modo, notou-se um deslocamento significativo da curva de relaxamento 

da substância na presença deste antagonista (Figura 16), no qual o valor de CE50 foi 

>100 µM. 

 

5.2.2 Participação dos canais de potássio na ação vasodilatadora do derivado 

LASSBio-2062 
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Em continuidade à investigação dos mecanismos envolvidos na ação dos 

novos derivados N-acilinidrazônicos, realizou-se a pré-incubação dos anéis de aorta 

sem endotélio com bloqueadores de diferentes canais de K presentes na musculatura 

lisa vascular, tais como glibenclamida, tetraetilamônio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP). 

A exposição prévia a glibenclamida (10 μM), um bloqueador do canal KATP, inibiu 

completamente o efeito relaxante vascular do LASSBio-2062 (Figura 17A).  
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Figura 17. Curva de concentração-resposta da administração da substância em anéis de aorta sem 
endotélio (n= 8). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da administração do 
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com 
glibenclamida (10 µM) (bloqueador de canal de potássio sensível a ATP – KATP) (n= 7) (A), com 4-

aminopiridina (3mM) (bloqueador de canal de potássio voltagem-dependente – Kv) (n= 4) (B) e com 

cloreto de tetraetilamônio (3 mM) (bloqueador de canal de potássio dependente de cálcio de alta 
condutância – BKCa) (n= 4) (C). Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs. LASSBio-2062. 

 

Pelo fato da vasodilatação induzida pelo LASSBio-2062, apresentar o 

envolvimento da ativação de canais de KATP, investigou-se a participação de outros 

tipos de canais através da pré-incubação com 4-AP, um bloqueador de Kv; ou com 

TEA, um bloqueador de BKCa (Figura 17B e 17C). Observou-se que ambos os 

bloqueadores dos canais de K impediram que LASSBio-2062 provocasse o efeito de 

relaxamento vascular.  
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5.2.3 Influência do influxo de cálcio na ação do LASSBio-2062 

  Numa etapa seguinte, foi avaliada a interferência da concentração de cálcio 

intracelular [Ca2+]i para a ação do LASSBio-2062, e portanto, anéis de aorta sem 

endotélio foram expostos a concentrações crescentes de CaCl2 (10-6 – 10-3 M), na 

ausência ou presença de LASSBio-2062 (50 μM) (Figura 18).  
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Figura 18. Curva de concentração-resposta da administração de CaCl2 em anéis de aorta sem endotélio 
pré-incubados (n= 5) ou não (20 minutos antes) com LASSBio-2062 (50 µM) (n= 5). Dados expressos 
como média ± EPM. *p<0,05 vs CaCl2. 

 

Note que ocorreu um leve deslocamento para a direita da curva de resposta 

contrátil vascular em função da concentração de cálcio, quando na presença de 

LASSBio-2062. No entanto, apenas na concentração de 100 µM de CaCl2, houve 

redução significativa da resposta contrátil induzida pelo cálcio. CE50 foi 0,16 ± 0,05 

mM e 0,42 ± 0,11 mM (p< 0,05), na ausência e na presença de LASSBio-2062, 

respectivamente.  

A possibilidade de redução de influxo de cálcio pelos canais de Ca2+ do tipo L 

promovida pelo LASSBio-2062, foi investigada através da exposição simultânea de 

nicardipina (1 µM), um bloqueador de canais de Ca2+ do tipo L e concentrações 

crescentes de LASSBio-2062 (Figura 19). Observe que o efeito de relaxamento 

vascular induzido pelo LASSBio-2062 foi apenas reduzido de forma significativa na 

concentração de 100 µM. 
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Figura 19. Curvas de concentração-resposta da administração da substância LASSBio-2062 em anéis 
de aorta sem endotélio (n= 8). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da 
administração do mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) 
com nicardipina (1 µM) (bloqueador de canal de cálcio do tipo L) (n= 8). Dados expressos como média 
± EPM. *p<0,05 vs. LASSBio-2062. 

 

5.3 Avaliação da ação do LASSBio-2062 no músculo cardíaco 

 Conforme observado na Figura 20, LASSBio-2062 não provocou nenhuma 

alteração na atividade contrátil do músculo papilar nas concentrações testadas, 

indicando ausência de efeito direto no coração.  
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Figura 20. Curvas de concentração-resposta referentes ao efeito da substância LASSBio-2062 na 

contratilidade do músculo papilar (n= 4). Dados expressos como média ± EPM. 

 

5.4 Efeito anti-hipertensivo de LASSBio-2062 

 Inicialmente, os parâmetros hemodinâmicos como PAS, PAD, PAM e FC foram 

obtidos após a administração i.v. do derivado N-acilidrazônico LASSBio-2062 em ratos 

normotensos anestesiados. 

 LASSBio-2062 reduziu a PAS de 110,3 ± 11,9 para 66,2 ± 14,5 mmHg (p< 0,05) 

com a administração de 30 μmol.kg-1. PAD, por sua vez, foi reduzida de 70,1 ± 5,4 e 

67,1 ± 9,0 mmHg para 37,9 ± 6,5 (p< 0,05) e 29,9 ± 9,4 mmHg (p< 0,05) após injeção 

venosa de LASSBio-2062, 10 e 30 µmol.kg-1, o que levou a redução da PAM de 92,3 
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± 6,5 e 85,8 ± 11,4 mmHg para 57,2 ± 7,9 (p< 0,05) e 42,9 ± 9,8 mmHg (p< 0,05), 

respectivamente (Figura 21). Ainda, a FC foi reduzida de 192,3 ± 7,0 e 179,7 ± 6,8 

bpm para 118,1 ± 33,0 bpm (p< 0,05) e 86,7 ± 31,1 bpm (p< 0,05), nas mesmas doses 

de LASSBio-2062 em animais normotensos. 
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Figura 21. Parâmetros hemodinâmicos observados em animais normotensos antes e após 
administração intravenosa de LASSBio-2062. Pressão sistólica, diastólica e média e frequência 
cardíaca medidas nos grupos controle e LASSBio-2062 - 10 µmol.kg-1 (n= 3) e 30 µmol.kg-1 (n= 3). 
Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs grupo controle. 

  

Quando LASSBio-2062 foi administrado em SHR, a PAS reduziu de 155,1± 

10,1 e de 151,1 ± 10,0 mmHg (grupo controle) para 110,6 ± 8,0 e 109,4 ± 13,8 mmHg 

nas doses de 10 e 30 μmol.kg-1, respectivamente (Figura 22). Quanto à PAD, o 

LASSBio-2062 reduziu de 111,0± 9,1 e 100,2 ± 7,8 mmHg (grupo controle) para 63,9 

± 14,7 (10 μmol.kg-1) e 54,0 ± 10,4 mmHg (30 µmol.kg-1). Note que a PAM reduziu de 

132,0 ± 9,2 e 124,6 ± 8,6 mmHg (grupo controle) para 82,1 ± 12,6 (p< 0,05) e 72,0 ± 

12,3 mmHg (p< 0,05) após injeção i.v. de 10 e 30 µmol.kg-1 de LASSBio-2062 no SHR. 

A FC também foi alterada de 248,1 ± 12,1 e 228,4 ± 11,3 bpm (grupo controle) para 

146,5 ± 21,0 (p< 0,05) e 109,8 ± 21,4 bpm (p< 0,05) com as doses de 10 e 30 µmol.kg-

1 (Figura 22).  
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Figura 22. Parâmetros hemodinâmicos observados em SHR antes e após administração intravenosa 
de LASSBio-2062. Pressão sistólica, diastólica e média e frequência cardíaca medidas nos grupos 
controle e LASSBio-2062 - 10 µmol.kg-1 (n= 5) e 30 µmol.kg-1 (n= 4). Dados expressos como média ± 
EPM. *p<0,05 vs grupo controle. 

 

5.5 Investigação dos mecanismos envolvidos na ação vasodilatadora do 

composto LASSBio-2063. 

5.5.1 Via dos receptores de adenosina 

5.5.1.1 Via dos receptores de adenosina do subtipo A2A 

Resultados semelhantes aos do LASSBio-2062 foram observados com 

LASSBio-2063, devido ao fato de a ausência de alteração do efeito vasodilatador 

quando na presença de ZM-241385 (Figura 23). As curvas de concentração-resposta 

vascular se sobrepõem na ausência ou presença do antagonista de receptor de 

adenosina A2A. 
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Figura 23. Curvas de concentração-resposta vascular do composto LASSBio-2063 em anéis de aorta 
com endotélio na ausência (n= 5) ou presença do ZM-241385 (0,1 µM) (n= 5), um antagonista de 
receptor de adenosina A2A. Dados expressos como média ± EPM. 

 

5.5.1.2 Via dos receptores de adenosina do subtipo A3  

Em contraste, nota-se um deslocamento significativo da curva de relaxamento 

induzido pelo LASSBio-2063 na presença deste inibidor do receptor de adenosina A3, 

MRE 3008F20 (Figura 24). CE50 foi 75,8 ± 12,4 µM, valor maior em relação ao 

LASSBio-2063 isoladamente. 
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Figura 24. Curvas de concentração-resposta da administração da substância em anéis de aorta sem 
endotélio (n= 7). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da administração do 
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com MRE 
3008F20 (0,1 µM) (antagonista de receptor de adenosina A3) (n= 4). Dados expressos como média ± 
EPM. *p<0,05 vs LASSBio-2063. 

 

5.5.2 Participação dos canais de potássio na ação vasodilatadora dos derivados 

LASSBio-2063 

A curva concentração-resposta vascular do LASSBio-2063 na presença de 

glibenclamida apresentou CE50 de 18,2 ± 4,2 μM, e relaxamento máximo de 95,7 ± 

2,7% (Figura 25), não sendo diferente significativamente da resposta obtida com a 

substância isolada, indicando a não participação dos canais de K para sua ação. 
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Figura 25. Curva de concentração-resposta da administração das substâncias em anéis de aorta sem 
endotélio (n= 7). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da administração do 
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com 
glibenclamida (10 µM) (bloqueador de canal de potássio sensível a ATP – KATP) (n= 8). Dados 
expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs LASSBio-2063. 

 

5.5.3 Influência do influxo de cálcio na ação do LASSBio-2063 

A curva da reatividade vascular em função da concentração de cálcio foi 

deslocada para a direita na presença do LASSBio-2063. CE50 foi de 0,16 ± 0,05 mM 

e 0,86 ± 0,17 na ausência e presença de LASSBio-2063 (p<0,05) (Figura 26). 
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Figura 26. Curva de concentração-resposta da administração de CaCl2 em anéis de aorta sem endotélio 
pré-incubados (n= 6) ou não (20 minutos antes) com LASSBio-2063 (50 µM) (n= 5). Dados expressos 
como média ± EPM. *p<0,05 vs CaCl2. 

 

Ao realizar a pré-incubação de anéis de aorta sem endotélio com nicardipina (1 

µM), um bloqueador de canais de cálcio do tipo L (Figura 27), LASSBio-2063 somente 

alterou a vasodilatação na concentração de 100 µM de CaCl2. 
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Figura 27. Curvas de concentração-resposta da administração da substância LASSBio-2063 em anéis 
de aorta sem endotélio (n= 7). E, em comparação, temos a curva de concentração-resposta da 
administração do mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) 
com nicardipina (1 µM) (bloqueador de canal de cálcio do tipo L) (n= 5). Dados expressos como média 
± EPM. *p<0,05 vs LASSBio-2063. 

 

5.6 Avaliação da ação do derivado LASSBio-2063 no músculo cardíaco 

 Ao realizar a exposição do músculo papilar a concentrações crescentes do 

LASSBio-2063, não ocorreu alteração da contratilidade (Figura 28), sugerindo 

ausência de efeito direto no coração. 
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Figura 28. Curvas de concentração-resposta referentes ao efeito da substância LASSBio-2063 na 
contratilidade do músculo papilar (n= 4). Dados expressos como média ± EPM. 

 

5.7 Efeito anti-hipertensivo de LASSBio-2063 

A administração i.v. de LASSBio-2063 (10 μmol/kg) em ratos WKY 

(normotensos) promoveu a redução de forma significativa tanto da PAD e PAM. No 

entanto, não houve alteração na FC em ambas as doses testadas (Figura 29).  
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Figura 29. Parâmetros hemodinâmicos observados em animais normotensos antes e após 
administração intravenosa de LASSBio-2063. Pressão sistólica, diastólica e média e frequência 
cardíaca medidas nos grupos controle e LASSBio-2063 - 10 µmol.kg-1 (n= 3) e 30 µmol.kg-1 (n= 3). 
Dados expressos como média ± EPM. *p<0,05 vs grupo controle. 

 

A ação anti-hipertensiva de LASSBio-2063 foi confirmada quando foi 

administrado em SHR, apresentando redução da PAS de 152,1 ± 4,9 e 142,3 ± 2,0 

mmHg (grupo controle) para 120,4 ± 12,2 mmHg (p< 0,05) e 124,3 ± 5,4 mmHg (p< 

0,05), nas doses de 10 µmol.kg-1 e 30 µmol.kg-1. PAD, foi reduzida de 108,1 ± 4,7 e 

87,5 ± 3,4 mmHg (grupo controle) para 75,6 ± 15,2 mmHg e 61,2 ± 4,8 mmHg (p< 

0,05), alterando a PAM de 129,7 ± 4,5 mmHg (grupo controle) para 96,0 ± 14,6 mmHg 

e 114, 2 ± 2,3 para 87,4 ± 7,5 (p< 0,05) sem interferir com a FC (Figura 30).  
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Figura 30. Parâmetros hemodinâmicos observados em SHR antes e após administração intravenosa 
de LASSBio-2063. Pressão sistólica, diastólica e média e frequência cardíaca medidas nos grupos 
controle e LASSBio-2063 - 10 µmol.kg-1 (n= 5) e 30 µmol.kg-1 (n= 4). Dados expressos como média ± 
EPM. *p<0,05 vs grupo controle.  
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6 DISCUSSÃO 

 

A similaridade nas propriedades químicas do enxofre e do selênio tem 

estimulado a síntese e pesquisa comparativa de uma grande variedade de 

selenomoléculas derivadas de compostos que contenham enxofre. No entanto, 

existem diferenças nas propriedades físico-químicas entre substâncias que contém 

selênio ou enxofre em suas estruturas, as quais constituem as bases para a promoção 

de efeitos biológicos específicos. Dentre as várias funções biológicas apresentadas 

pelo selênio, a ação antioxidante pode ser considerada a mais importante (MEOTTI; 

NOGUEIRA, 2003). 

  Desse modo, este trabalho avaliou uma série de compostos N-acilidrazônicos 

quanto à possibilidade de identificar agentes anti-hipertensivos, que poderiam, além 

de reduzir a pressão sanguínea, interferir com a condição de estresse oxidativo 

característico da hipertensão arterial.   

  Inicialmente, eficácia e potência da atividade dos novos derivados N-

acilidrazônicos na reatividade vascular foi comparada com o protótipo LASSBio-294. 

A substituição do anel tiofeno pelo selenofeno ocorrida para LASSBio-2062 promoveu 

o aumento da potência do efeito vasorrelaxante dependente da integridade funcional 

do endotélio vascular (Figura 7; Tabela 1). A presença do átomo de selênio associado 

a N-metilação, característica do LASSBio-2063, proporcionou o aumento da potência 

da ação vasodilatadora e a ausência de dependência da integridade do endotélio 

vascular (Figura 8; Tabela 1). Portanto, a N-metilação parece estar envolvida com o 

aumento da potência porque o grupo metil, ligado à ligação amida da N-acilidrazona, 

induz alterações na conformação da estrutura molecular da substância, sendo 

importante para sua atividade vasodilatadora. Assim, modificações estruturais 

introduzidas pelo grupo metil são essenciais para que ocorra tanto o aumento da 

eficácia e potência vasodilatadora como alterações das vias envolvidas para efeito 

vascular (KÜMMERLE et al., 2009).  

A abertura do anel benzodioxola, acrescida com a substituição do átomo de 

enxofre pelo selênio, conferiu ao LASSBio-2075 a característica de produzir 

relaxamento vascular dependente da integridade endotelial, ao contrário do LASSBio-

430, que apresenta em sua estrutura átomo de enxofre (Figura 9; Tabela 1).  

Dentre os derivados testados, somente o LASSBio-2084 (Figura 11; Tabela 1) 

não apresentou melhora na potência, se comparada ao LASSBio-294, indicando que 
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a para-metoxilação reduziu tanto a potência como a eficácia da substância para o 

efeito de relaxamento vascular. Entretanto, a presença do átomo de selênio promoveu 

aumento da potência vasodilatadora de LASSBio-2076 (Figura 12; Tabela 1), que é 

também para-metoxilado.  

O derivado metoxilado na posição meta contendo átomo de enxofre, 

denominado LASSBio-2092 (Figura 13; Tabela 1), não apresentou alteração 

significativa da potência com a retirada do endotélio. No entanto, LASSBio-2093 

(Figura 14; Tabela 1), derivado selenado contendo meta-metoxilação, demonstrou 

atividade relaxante vascular com dependência da integridade endotelial, indicando 

que a metoxilação, independentemente da posição, faz com que o efeito seja 

parcialmente dependente do endotélio, quando há a presença do átomo de selênio. 

A figura 31 apresenta o resumo das modificações estruturais e os respectivos 

principais resultados quanto às alterações de potência dos derivados N-

acilidrazônicos avaliados neste trabalho. 

 

 

Figura 31. Resumo das modificações estruturais e respectivos resultados encontrados consequentes 
das mesmas. 

 

LASSBio-2062 e LASSBio-2063 foram selecionados a serem avaliados ao 

potencial anti-hipertensivo pelos seguintes fatores: 1. Semelhança da estrutura 

química entre LASSBio-2062 e o protótipo LASSBio-294; diferenciando-se apenas 

pela substituição do anel de tiofeno pelo selenofeno, além de apresentar maior 

potência da ação vasodilatadora dependente da integridade funcional do endotélio 

vascular (Tabela 1), 2. LASSBio-2063, que apresenta a substituição do átomo de 
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enxofre (presente na estrutura de LASSBio-294) pelo átomo de selênio, proporcionou 

o aumento da potência da ação vasodilatadora independente da integridade endotelial 

(Figura 8). Além disso, a introdução do grupamento metil, além de aumentar a 

potência, poderia favorecer a maior seletividade entre biorreceptores, proteger contra 

o metabolismo enzimático e aumentar a lipofilicidade do derivado (BARREIRO et al., 

2011, BAZZINI; WERMUTH, 2008). 

Outros derivados N-acilhidrazônicos, previamente sintetizados e submetidos a 

avaliação farmacológica, apresentaram ação vasodilatadora possivelmente em 

decorrência da ativação de receptores de adenosina subtipo A2A, localizados tanto na 

musculatura lisa vascular como no endotélio (SUDO et al., 2001, RAY; MARSHALL, 

2006). Desta forma, foi inicialmente investigado o envolvimento de receptores de 

adenosina A2A para o relaxamento vascular induzido tanto pelo LASSBio-2062 como 

LASSBio-2063. A eficácia e potência de ambas substâncias não foram alteradas na 

presença do antagonista de receptor de adenosina A2A pelo fato de se manter 

inalterada a relação concentração-relaxamento vascular, sugerindo a não participação 

de ativação destes receptores no vaso.  

Como a ativação de receptores de adenosina A3 também apresenta papel 

importante para o processo de relaxamento vascular (HO et al., 2016), a ação de 

LASSBio-2062 e LASSBio-2063 foi avaliada em presença do antagonista MRE 

3008F20. A resposta relaxante vascular máxima e potência de ambos foram reduzidas 

na presença do antagonista do receptor de adenosina A3, indicando a participação da 

ativação destes receptores para a vasodilatação induzida por estes derivados. 

A ativação de receptores A3 influencia a atividade dos canais de K+, 

especialmente os canais KATP, induzindo sua abertura (PROCOPIO et al., 2021, LI et 

al., 1995), o que resulta em hiperpolarização e consequente bloqueio de canais de 

Ca2+, com menor influxo de cálcio, levando a menor concentração de cálcio intracelular 

e vasodilatação (Figura 32) (PROCOPIO et al., 2021).  
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Figura 32. Ativação do receptor de adenosina do subtipo A3. A ativação deste receptor pode resultar no 
bloqueio de canais de cálcio e/ou na ativação e abertura de canais de potássio (Adaptado de 
PROCOPIO et al., 2021). 

 

Considerando-se estes fatores e em continuidade à investigação dos 

mecanismos envolvidos na ação vascular dos derivados N-acilinidrazônicos LASSBio-

2062 e LASSBio-2063, realizou-se inicialmente a pré-incubação dos anéis de aorta 

desprovidos de endotélio funcional com glibenclamida, bloqueador do canal de KATP. 

Estes canais são expressos no músculo liso vascular, cuja ativação leva à 

hiperpolarização da membrana da célula do músculo liso vascular, promovendo 

vasodilatação (BRAYDEN, 2002). Verificou-se que, na presença da glibenclamida, 

não ocorreu relaxamento vascular induzido pelo LASSBio-2062, o que não foi 

observado com LASSBio-2063, levando-se a inferir que LASSBio-2062, mas não 

LASSBio-2063 promoveu vasodilatação através da ativação e abertura de canais de 

potássio sensíveis ao ATP. Apesar de ser um vasodilatador que age independente da 

integridade endotelial, LASSBio-2063 manteve a potência e o relaxamento máximo na 

presença da glibenclamida, o que sugere o não envolvimento destes canais de KATP. 

A ativação do receptor de adenosina A3 promove a inibição da adenilato ciclase 

(AC) via proteína Gi, e, em consequência, leva a redução da produção de cAMP. Tal 

receptor também está acoplado à proteína Gq, que ativa a fosfolipase C (PLC), 

estimulando a produção de inositol-3-fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), aumentando 

a concentração intracelular de cálcio e ativa a proteína cinase C (PKC), que interage 

com os canais de cálcio no retículo sarcoplasmático e os canais KATP para promover 

a vasodilatação (HO et al., 2016, JENNER; ROSE'MEYER, 2006, ZUCCHI et al., 2001, 

TABRIZCHI; BEDI, 2001). Desse modo, a ativação de canais KATP pelo LASSBio-2062 

pode acontecer diretamente neste canal ou como resultado da ativação do receptor 

de adenosina A3. 
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A ativação de canais de potássio pelo LASSBio-2062 não se restringe aos KATP, 

porque o efeito vasodilatador foi também inibido pelos antagonistas de canais de KCa 

e Kv. O fato de existirem de 1.000 a 10.000 canais KCa e Kv em células do músculo 

liso vascular (NELSON; QUAYKE, 1995, de SORDI, 2009) pode confirmar a 

importância da ativação destes canais como alvo farmacológico alternativo ao 

tratamento da hipertensão arterial.   

O maior efluxo de potássio, através de diferentes canais de K ativados pelo 

LASSBio-2062, resultaria na hiperpolarização das células musculares lisas, o que 

poderia levar ao fechamento de canais de cálcio e consequente redução da 

concentração de cálcio intracelular e vasodilatação. LASSBio-2062 provocou um 

pequeno deslocamento para a direita da curva de resposta contrátil vascular em 

função da concentração de cálcio. Este fato poderia estar relacionado tanto ao menor 

influxo de cálcio, em decorrência da ativação de receptores de adenosina A3, como 

também pelo bloqueio direto no canal de cálcio do tipo L. Resultado semelhante foi 

observado com LASSBio-2063, que provocou redução da contração vascular em 

resposta as concentrações de cálcio, mas não interferiu com a ativação de canais de 

potássio, sugerindo que LASSBio-2063 atue diretamente no canal de cálcio tipo L cujo 

bloqueio poderia contribuir com a vasodilatação.  

LASSBio-2062 e LASSBio-2063 não proporcionaram alterações na 

contratilidade do músculo papilar, indicando que ambas as substâncias não 

promovem ação direta no coração. 

Alterações estruturais dos receptores de adenosina A3 ou modificações nas 

diferentes etapas da via de sinalização poderiam ter relação com o desenvolvimento 

da hipertensão essencial. Existe uma regulação negativa da expressão do receptor 

de adenosina A3 em corações de animais hipertensos, que pode estar relacionada à 

atenuação de suas respostas vasodilatadoras em artérias coronárias (HO et al., 2016). 

Assim, estes receptores foram descritos como potencial alvo farmacológico, através 

da interferência na sua atividade vasomotora pelo uso de agonistas do receptor de 

adenosina A3. Pelo fato de os receptores de adenosina A3 mediarem a vasodilatação 

induzida pelo LASSBio-2062 e LASSBio-2063, foi investigada o possível efeito anti-

hipertensivo através da administração venosa em SHR.  

LASSBio-2062 e LASSBio-2063 reduziram a PAM, em ambas as doses 

utilizadas, em SHR, demonstrando efeito anti-hipertensivo in vivo.  
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A bradicardia observada após a administração venosa de LASSBio-2062 pode 

ser decorrente de uma ação central com possível ativação de receptores α2-

adrenérgicos pré-sinápticos no sistema nervoso central, que resulta na diminuição da 

liberação de noradrenalina (ALVES et al., 2000), visto que não apresenta atividade 

direta no coração. A ativação de receptor de adenosina A2A ativa a via pERK1/2-NOS-

NO em núcleos do tronco cerebral, culminando no efeito hipotensor porque o bloqueio 

destes receptores a nível central provoca a abolição do efeito hipotensor induzido por 

agonista α2-adrenérgico (NASSAR; ABDEL-RAHMAN, 2015). Como a ativação de 

receptores de adenosina A2A facilita a redução de liberação de neurotransmissores 

adrenérgicos, pode explicar a redução da FC. No entanto, a ausência de alteração na 

FC após a administração de LASSBio-2063 poderia ser benéfica, se comparada às 

ações de vasodilatadores já disponíveis e utilizados na terapia anti-hipertensiva, que 

provocam como principal efeito adverso a taquicardia reflexa (VII DBHA, 2016).  

Em decorrência da ativação de canais de KATP induzida pelo LASSBio-2062, 

poderia se prever o surgimento de efeito colateral adverso, como a hiperglicemia, pelo 

fato de a ativação destes canais presentes nas células beta pancreáticas reduzir a 

liberação de insulina (de SORDI, 2009, SEINO; MIKI, 2003). No entanto, existe 

diferença na composição das subunidades que compõem os canais de KATP nos 

tecidos onde são expressos, que incluem pâncreas, cérebro, músculo cardíaco, liso e 

esquelético (RODRIGO; STANDEN, 2005). Portanto, o uso de LASSBio-2062 como 

agente anti-hipertensivo não levaria prejuízo aos pacientes diabéticos, porque os 

canais de KATP ativados nos vasos pelo LASSBio-2062 são diferentes daqueles 

localizados no pâncreas. 

Este trabalho demonstra que as N-acilidrazonas LASSBio-2062 e LASSBio-

2063 podem representar alternativa terapêutica ao tratamento de hipertensão arterial, 

tendo como alvo farmacológico o receptor de adenosina A3, com o benefício de se 

reduzir a necessidade da polifarmácia e aumentar a adesão dos pacientes. Em uma 

projeção futura, poderiam, até mesmo, ser combinados com outros princípios ativos, 

com o objetivo de melhorar o esquema terapêutico da hipertensão arterial (PÓVOA et 

al., 2014). 
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7 CONCLUSÃO 

 

Com exceção da substância LASSBio-2084, os outros derivados N-

acilidrazônicos avaliados demonstraram ação vasodilatadora mais potente que o 

protótipo LASSBio-294. A substituição do anel tiofeno pelo selenofeno promoveu, na 

maioria dos casos, aumento da potência dos derivados N-acilidrazônicos, indicando 

possível melhora na interação substância-alvo molecular.  

O relaxamento vascular induzido pelo LASSBio-2062 poderia ser decorrente da 

ativação de receptores de adenosina A3 e da ativação direta/indireta dos canais de K. 

Entretanto, a ação vasodilatadora de LASSBio-2063 além de apresentar o 

envolvimento de receptores de adenosina A3, também poderiam bloquear canais de 

cálcio tipo L.  

LASSBio-2062 e LASSBio-2063 apresentaram efeito anti-hipertensivo quando 

administrados por via intravenosa em SHR, com atuação em alvo farmacológico 

inovador como o receptor de adenosina A3, para o tratamento da hipertensão arterial.  
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