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Avaliou—se a a cão do Maleato de Enalapril <o sal ma 1 eato 

do morioetil- éster da M—L 1 ÍS!> —carboxi—3—feni lpropi 1 3 — L—a 1 a—

rii 1-L-prol i na> sobre a capacidade de u t i 1 íza.cão de substratos e 

fosforilacão o xi dativa. de nu tocònd r ias isoladas de fígado e de 

rim de ratos.

ü Ma 1 ea to d e E na 1 ap r i 1 cau sa inibi .cão s i g n i f i ca t i va d a 

a 11 v i d ad e da g 1 u ta ma to -oxa 1 oa ce ta to am i r»o t r a ns te rase pu r i f i cad ar 

e atua sobre a atividade das enzimas da cadeia respiratória de 

mitocòndrias de rim de rato., inibindo a transferencia de elétrons 

dos Complexos I e II para o Complexo III.

A estrutura responsável pelas inibi cóes da cadeia 

respiratória è a do Enalapril.. pois seu derivado desester .i f i cad o 

E na 1 ap r i 1 a to » não ap rese n ta a cão inibi tô r i a; po rém am bas as 

est ru turas p ro v o cam rest r i cão à u t i 1 iza.cão de g 1 u tama to pe 1 as 

mitocü nd rias.

Os exper imentos de biot ransforma.cão i nd i cam que a 

esterölise de Enalapril a E na1ap r i1a to ocorre em mitocòndrias 

hepãticas.
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X —  X r~B HL *~ «ci« ci kjl ci -ca «11«

R hipertensão arterial e r uma das principais preocupações 

d a med i c i na mod e r na rep rese n ta nd o., qua nd o a va Liada i so 1 ad ame n te.r 

o fator de risco mais importante no d ese no o 1 v i me n to de d oe n.cas 

ca rdiovascu1a res <WILHELMSEN et al.f 1979 >-

Estima-se atualmente que 15£ da populacho dos países 

desenvolvidos seja hipertensa, e que fracSo apreciável desta 

po r ce n tagem n&o es te.i a em t r a ta me n to co n t i nu o „

Es tud os mu1ticentricos d emons t ram que a te rapi a med i ca-

rne n tosa e '' efetiva na prevenção das complicacões e no prolonga-

mento da expectativa de vida., sendo portanto a hipertensão uma 

d as poucas pato1ogias c rOn i cas compa11ve i s com co nt ro1e te rapêu- 

11 co efeti vo HOROU11Z et al.., :L 9 79; UET ER ANS RDM INISTR ATION 

COOPERAIÍUE STUDV GROUP ON ANTIHVPERTENSIUE RGENTS, 1967, 1978;

UI I LHELMSEN et al., 1979 > „

Uma ampla gama de agentes antihipertensivos tem sido 

utilizada, indo desde os agentes diuréticos até os bloqueadores 

faeta—ad renérgi cos »•’ UIESTFALL, 1986 .> r sendo que na dl ti ma década a 

indústria farmacêutica mundial tem procurado desenvolver d rogas 

com reduzidos efeitos colaterais, e que possam ser administradas 

em dose d m  ca diária, por serem estes doas fa + ores os 

responsáveis pela grande ma io ria d os a ba nd o nos d e t ra tame r i to,

Dentre as- d i'*“«v a s d >5 sr-fe iv- *o 1 •1 idas na ultima década os inibi— 

dores da enzima conversora de a ngi o tensi na ».!EÜR..» apresentam—se
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corn o os ma i s prornissores rancariisntos GAURAS & liAUR A8r 1 988 /.» r e 

urn rep res« n ta n to de d e s e r i»..»o I c i m e n t o recente e*’ o E na 1 ap r 1 1 ,r 

d e r i cad o d a ca r box i~~acet i 1 p ro 1 i na. que cem se nd o amp 1 ame n te 

u 11 1 i zad o no co ntroie d a h i pe r te nsâo e como coad .j uca n te no 

t ra tame n to d a í nsu ficifância ca rd í a ca < DAU IES e t a 1. , 1984.? CODV.

1985.>«

1-1. SISTEMA REM 11*-IP - ANGIOTENSIMa - ALMOST EROMft

RENINA — AMGIÜTEMSIMA ~~ a LDOSTEROMA e*r um sistema 

hormonal de defesa fisiológica dos mamí feros.r destinado a manter 

os n í Meis de oo1em ia dent ro d os 1i mi tes compat í cei s com as 

ne cess i d ad es me ta bõ 1 i cas e hemod i nam i cas < GROSS, 1988 > , a tu.a nd o 

ta n to na regu 1 a cao d a r es istenci a cas cu. lar pe r i f é r i ca, como no 

volume e composicao dos fluidos corpóreos.

Qua nd o o uo 1 ume p 1 asmá t i co. a co n ce n t ra eáo d e sõd i o que 

a1 1 nge a mácula densa renal, ou a pressão de perfusao na 

ar ter íola aferente rena1 dimi nuem por qua1quer mo t icor as 

células j us tag1orne ru1a res do córtex renal aumentam a se c re cão de 

uma pro tease ácida de peso molecular de 42.000 dá 1 tons — renina ~ 

pa ra a corrente sa ngu í nea, desencadeando a sequência de ecentos 

resumidos na F-igura 1, e descritos abaixo.

0 substrate* da renina plasmática, uma globulina de

pese* niolecular de 58.000 d á 11 o ns, o a ng a o te ns i nogfâ n i é

sintetizado p«lo fígado e secretado para a corrente circulatória 

o nd e, após a c. ao enzimática»* libera o te t radecdptip t id io dm i no 

te rm i na 1 .
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Este +etradecapeptfdio é iransformado em um decapeptfdeo, 

a angiotensina I, pela a cão da renina sobre a ligação peptidica 

entre os resíduos de leucina nas posicOes 10 e 11 í.PEACH, 197?>.

A conuersao de angiotensina I em angiotensina II (um 

octapeptid io'» é realizada pela "enzima conversora" (urna 

exopep t i d ase - peptidil: dipeptidio hidrolase E C 3.4.15.1>, que

existe em uma ampla variedade de tecidos de muitas espécies 

animais, bem como no plasma, sendo os vasos pulmonares os 

responsáveis pela maior parte da conversão <AIKEN & UANE, 1970>.

A a cão de aminopeptidases sobre a angiotensina II leva a 

formação de um heptapeptidio, a angiotensina III, que é inativada 

pe las " a ng i o te ns i nases " < am i nopep t i d ases., car box i pep t i d ases e

e nd opep t i d ases >.

Uma via alternativa de produção da angiotensina III seria 

pela a cão de ami nopep t id ases sobre a angiotensi na I., e posterior 

atuação da enzima conversora.

A angiotensina I estimularia o sistema nervoso central, a 

liberação de catecolaminas adrenais, a modulação da atividade 

simpática periférica e a regulação do fluxo sanguíneo intrarenal 

'.PEACH, 1977

Por su.a vez, a angiotensi na II atuaria sobre o sistema 

cardiovascular com aumento da forca contrátil do másculo 

cardíaco, aumento da resistência vascular periférica., diminuição 

do débito cardíaco < devido à bradicard ia reflexa causada pelo 

aumento de resistência periférica>, aumento da biossíntese e 

liberação de catecolaminas, bem como estimularia a conversão de 

colesterol em pregnenolona nas suprarenais, que é o primeiro 

passo da produção de aldosterona <REGOLI et al., 1974>.

4
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A an^iotensina 111 teria importância no estímulo das 

t espos tas d e b i oss 1 n tese d o s i s tema re n i na—a ng i o te ns i na— 

aid os te ror ra, es + i mu 1 a nd o a p rod u c'Ao de aid os te ro na r no rad re na 11 na 

e p ros tag 1 a rid x rias.

A <L tuac3o do sistema corno um todo levaria á retenc&o de 

água e sòd io- ao aumento da pressáo sanguínea. e ao estímulo do 

s i s terna de a t agu e—d e f e ~a s se nd o o respo nsáoe 1 pe 1 as h i pe r te nsOes 

renino—dependentes. guando existam fatores para a manutenção de 

altas taxas de renina plasmática (por exemplo por estenose da 

artéria renal ou ímbicâo do retrocontrole exercido pela taxa de 

a ng i o tens i na II sobre a p rod u câo de reni na.) >

1-2. ESTRUTURA E PROPRIEDADES DOS BLOQUEADORES DA EGA

Após um início his tõr i co. no qua1 foram i nves11 gad as as 

propriedades bloqueadoras da EGA por derivados do veneno de 

BoÍIjEQES »'sF-ERREIRAr 1965 ? FERREIRA et al... 1978 a

pesquisa sobre os inativadores da atioidade da enzima conversora 

da a ngio te ns i na seguiu um caminho pouco usual.

A pa r t1 r da seme1 ha nca est ru tu ra1 entre o s í t i o ati vo d a 

car box i peptidase A de pancreas boo i no e da EGA., foram construídas 

qulmi camente mo1écu1as de pseudosubstra tos da enzima conoersora 

*sFigura 2 der ioadas do nonapeptí d io SO 28» US 1 *1G1 u-Trp-Pro-Arg- 

Pro-G1n™11e-Pro-Pro >. urn po ten te e espe c i f ico mibi dor da e nz i ma 

co noe rso ra d e a ng i o te ns i na < ÜHDE‘1 TI et al. r 1971.? UHDETTI e t a 1. 

1977 •» •

0 no napep t í d í o desenooloido nao apresentava efeito quando
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Figura 2— Representaícío esguemitica da ligac&o de substratos < 
e íriibidores >:+*.:> ás estruturas da carboxipeptidase 
e enzima conversora de angiotensi na.
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adriii nistrado por via oraL o que motivou a procura de novas 

estruturas que possuíssem a mesma propriedade bloqueadora, com 

maior absorção intestinal? e as modificacUes estruturais que 

foram realizadas na molécula básica levaram ao desenvolvimento do 

primeiro bloqueador da enzima conversora de angiotensina para uso 

huma no- uma me r cap toa1 ca noi1~pro1i na < SQ 14- 255 - Cap topr i1> que

apresentava boa absorc&o o ra 1 <CUSHMAN et a 1 „ - 1977> -

Os inibidores da ECA existentes no mercado farmacêutico 

possuem a mesma estrutura básica- com variacòes nas cadeias 

laterais da molécula.- sendo- fundamentalmente.- carboxial canoi 1 

aminoáeidos ou mercaptoai canoi1 aminoácidos.

A d r o g a  em e s t u d o -  M a l e a t o  d e  E n a l a p r i l . -  é  o s a l  m a l e a t o  

do  d e r i v a d o  a c e t i 1a d o  d e  N ~ í 1 <S > - c a r b o x i - 3 —f e n i 1p r o p i l l - L - a 1a n i 1 -  

L - p r o l i n a . -  e  a t i n g e  s u a  a t i v i d a d e  i n i b i d o r a  d a  EGA p o r

d e s e s  t e  r  i  f  i  ca  cSo d o q ru p a m e  n t o  a ce  t  i  1 .- s e  nd o po  r  t a  n t o  um

c a r  b o x i a l  ca n o i  1 a m i n o á c i d o -  d o  p o n t o  d e  v i s t a  f u n c i o n a l  í F i g u r a  

3 . '•» -

Segundo CUSHMAN et al- 1977- embora os derivados

carboxia1 canoi1 e mercaptoai canoi1 de L—proli na tenham sido 

desenvolvidos inicialmente por analogia com um inibidor da 

carboxipeptidase A- eles são bastante específicos para inibição 

da enzima conversora de angiotensina- .já que, apresentam 

constantes de m i  bicão de 1 uM a 1 r»M para a EC A- enquanto 

co n ce n t r a còes de 1 mM i n i bem a té 50*-; da a t i v i d ad e da 

carboxipeptidase A- tripsina e quimiotripsina de pâncreas bovino, 

ou carboxipep11 dase B de pâncreas de por co.

7
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I -3. KARMh L ÜCI NE I 1L A E Fa EMACuD I NÀM I CA DÜ MaLEA T'U DE

ENh La PRIL NE

U sa L Na 1 eato de E naIapri 1 foi estn>.tu.»• ado quirrii carnente 

pa ra ta c i 11 ta r a a bso t ca o i n tes tmal, po rém não ap r ese r» ta 

atividade tarmacolóqica em relacão ao sistema reni na—

a nq i o te ns i na—a 1 d os 1 e ro na - se nd o a bso ru i d o como E na 1 ap r :l 1 í um 

monoeti1—éster do ácido enalapr i 1 i co) .- que também na o é atuante 

corno bloqueador da enzima conversora.

Para ser ati oo deue ser desesterificado a ãcido enalaprí—

II co — Enalapri lato ou N— L. 1 »•.— carboxi — 3— feni ipropi 1 3— L—alani 1— L— 

prol i na — r o»» sejas um derivado mo no car boxl 1 i co de ami noácido e*' 

t r a ns f o rmad o em d i ca r box 11 i co 7 ÜCUO et a L ,  1 yS2 > - se nd o que 

estudos de absorcSo e metabolismo em preparações perfundidas de 

i ntes11 no-f í gado de rato... mostraram ser o fíqado o local desta 

conversão hid rol i ti ca kP ANG et al. . 1'9S5.>«

Não existem eoidfôncias- até o momento.- do local no 

hepa tócito onde o corra a conversão de E na1apr i1 em E na1apr i1a to.

Po r se r a irubi cão d a EGA ma i s i mpo r ta n te nos tecidos.- e 

a medida da remna plasmãtica- aldosterona e anqiotensinas I e II 

apresentar uma série de dificuldades técnicas- torna-se difícil a 

inte rp re ta cão d os resu1tad os ob t i dos-

Tam bèrii a med ida p 1 asmá t i ca d os compo ne n tes d o s i s tema 

re nina-anqio te ns i na-a1dosterona não ap rese n ta boa co r re1a cão com 

as reais atuacOes dos inibidores da EL* A fuDD & HEEE.- 1 .>«

Apesa r d es tas d i f i cu 1 d ad es.- a a cão d o E na 1 ap r i 1 " i n

v i t ro " < CHEN et al. - 19fcí4- e " i n v i vo " < UNGER et a 1. - 19A5 >

mostrou que seu perfil de acão farmacológico é lô vezes superior
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ao de seu antecessor, o Captopril, em relacâo à inibição da

enzima conversora de angiotensina.

Do po n to d e v i s ta d e uso huma no . os e f e i tos d o emp rego d o 

E na1ap r i1. tanto em vo1u n tá r i os no rmai s como em hi pe r te nsos e

pacientes em insuficiência cardíaca congestiva, foram de queda da 

concentracão pi asmática de angiotensina II.. aumento na concentra— 

cão de angiotensina I e atividade da renina pl asmática.. e redu.cão 

na taxa de a 1 d os te ro na circulante e urinária <ABRAMS et ai... 

1984>s resultados compatíveis com os obtidos em animais

»iRADZIWILL et al.. 1986>.

O uso de Enalapril parece também ser responsável pela 

inibi cão parcial da qui ninase 11. uma da enzimas responsáveis 

pela degradação da bradicinina. porém seus efeitos nesta área não 

es tão su f i c i e n teme n te e 1 u c i d ad os »s V ASU JI MA et a 1 - . 1984; T QDD &

HEEL. 1986!>-

Segu nd o J ÜMNS7OM et a1 <1983 >. a qu ed a da p ressão

arterial é relacionada linearmente à redução de atividade da

enzima conversora de angiotensina. que por sua vez. apresenta 

correiacão negativa linear com a dose de Enalapril admi nistrada.

Desta forma teríamos uma redução de 15"'- na atividade com 

18 miligramas de Enalapril administrado por via oral (concentra-

ção sérica í CS 3 de ácido enalaprílico média de 35 microgramas

por litro!>. 38>: com 28 mi 1 igramas <CS méd ia de 78 mi crogramas

po r 1 i t ro >. e 68"-. com 48 m i 11 g ramas < CS méd ia de 128 m i c rog ramas

por litro;».

Considerando que a biotransformação de Enalapril em

ácido Enalaprílico apresenta uma taxa máxima de 68"--.. e que o peso
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mo lecular d o L~ na lapr i 1 è de 374 d alto ns. es t as co n ce n t r a côes 

sér i cas ser iarii cor respoiidentes a pi cos de concent ra.cão

aproxiinados d« t espec 11 vamen te 0» 15, fâ, 30 e 0.. 60 td'1 de Er»aiapr i 1.

Es tud os d o me ta t»o 1 1 smo e d i spos i ca o f i s i o 1 óg i ca d o 

Enalapril e do Enalaprilato erii animais de laboratório e no homem 

mos t ram que o me ta bó 1 i t o d i ã. c i d o e po lar E na 1 ap r i 1 a to ap rese r» ta 

d i f u sao rnu i to ba i xa a t r a vés d a mem b r a na p 1 as má. t i ca d e 

hepatóci toSr te rido eliminação rena 1 r ass i m como a parte não 

me ta bo 1 i zad a d o E na 1 ap r i 1 a bso r o ido í' ÜCCO et a 1» r 1982 ? ULM, 

1983" LAHHüV & PANG.** 19o /.

h avaliação da cinética de elimina.cão renal em pacientes 

com funcSo renal alterada >’•.LÜWENTHAL et al.r 1983.>r mostrou que 

existe um acúmulo progressivo de Enalaprilato relacionado à queda 

de atividade renal»

Em co ndicôes d e uso em pa c i e ntes com a1 te ra cóes hepã t i cas 

f i sio1ògicas ou pa to1óg i cas r como em ci r rose ou co ngestão 

hepá t i ca po r i nsu ficifância cardíaca co ngest i va r JOHNSTÜH et a 1. 

», 1984> ver i f i ca rarii urna diminuição de 60“« na concentra cão de 

enalaprilato prevista nas prirneiras 4 horas após a ingestão da

droga» o que significaria uru incremento cor respo ridente da

concentracão prevista de Enalapril no mesmo período.

1.4» USO CLlMlLU DÜ MALEATO DE ENALAPRIL (ME)

0 lia 1 ea to d e E na 1 ap r i 1 é come rciali zad o no Ei ras i 1 com o 

n o r» i e de R E N 1 I E L » M e r c k 8 h a r p & D o h ri i e;», e n*i c o ri ipri m idos c o n t e n d o 5 

e 20 rii 1 11 q ramas de principio ati vo r se r»d o u t i 1 i zad o em d oses que

var iarn de 2 r 5 a 80 miligrar»»as d iãr ios.
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Corr»o os demais bloqueadores da EGA.. apesar de ter sido 

i ni ciaimente proposto para o controle da hipertensão arterial., 

a tua .1 me n te taz pa »• te d o co r»i u. n to d e med i carne n tos u t i i i zad os no 

t r a tame n tc» da i nsu f i ciência ca r d 1 a ca co nges 1i oa *•. D AU I ES et al. ,

1984? REh MS «t al.. 1986? FRANCIS & RUCIN8KA.. 1989’>.

U e f e i to a n 11 ~ h i pe r te ns i *.*o d o E na 1 ap r i 1 f o i oe r 1 1 i cad o 

quase exclusivamente eru trabalhos conipara t i'...'os com o efeito de 

placebo ou outros hipotensores, sendo que em sua totalidade tais 

estudos verificaram sua eficácia no controle da hipertensáo com

dosagens de 18 a 48 miligramas ao d.ia, em dose única ou dupla 

diária DAU1ES et al-. 1984? MGNCLOa et al... 1985.? TODD & HEEL..

1986 .> •

Estudos a longo prazo <THIHD et al... 1985> mostraram que a

droga foi atuante na reducâo dos níveis de p ressao arterial após 

um ano de uso. sem demonstrar perda de a ti»-» idade.

Ma i nsu ficiência ca rd faca co nges t i oa. em cu.j a 

t ísi opa tc* 1 og x a a oaso cc* r is t r i cáo pe n  f ê r i ca e o a ume n tc» d e

ca te co 1 am i nas c i r o »lar» l: es te r i am pape 1 i mpo r ta n te »'•. L. 1PKIM &

POOLE-WILSÜM. 1985 >. o uso de i n i bidores d a EGA se ria i nd i cad o

pa ra red uzir a res i s te n c i a pe r i fé r i ca e o re to r no ve noso ao

coracao. diminuindo a sobrecarga existente »*.TODD & HEEL.. 1986 '> -

Enalapril tem sido usado em insuficiência cardíaca na 

dose de 2.5 a 28 miligramas ao dia. acompanhado ou n&o de 

d iurèt i cos. ca rd i c* to n i cos e vasod 1 1 a tad o v es M cGRA TH et a 1 •..

1985? FRANCIS 8 RÜL IMSKh . 1989? BEAUNE.. 1989? KJEKSHUS &

SWEUBERG. 1989 •’. com bo \ is resu 1 tad os na a o a lia c3o d e pa r&me t ros

su b i e 11 »..•*o s e o b i e t i oos •
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Ü s e f e i "tos co 1 to ra i s re to r i d os nos. d i ve rsos t ra ba 1 hos 

citados sao r»̂k sua maioria discretos quando comparados corn os da 

torapeutica habitual cla hipertensão e insuficiência cardíaca 

conges tiyar o os inais t requentes na 1 i tei atura disponluel sáo: 

tonturas, rad iga., diarréia, náuseas, reacôes alérgi cas, tosse., 

hipotensão, glicos-riria e.* hiperpotasserriia.r hauendo porém ci tacòes 

isoladas de eteitos colaterais graves como insuficiência renal 

< CÚDV r 1 9 8 5 r i n f a r to d o m i o cá rd i o e ep i sód i os de i squemi a

t ra ns i tò ria 1 JLftSSE'o e t a 1 „ . 1985.

1.5. OBJETIUÜS

Hpesar do Maleato de Enalapril apresentar uma extensa 

a» .»a 11 a cáo c 1 í n i ca < a t é 1985 f o ram ap rese n tad os t ra ba 1 hos 

eri','olvendo 88Õ8 pacientes entre hipertensos e card i opa tas na 

11 te r a tu r a mu nd i a 1 segu r»d o GÜMEZ et ah, 1985 > r sua a tua cáo a

n í ve 1 b i oqu i m i co res t r i riq i u -se à pesqu i sa p 1 asrná t i ca e u r i ná ria

de eletrôlitos e produtos do metabolismo (uréia r c rea tini na e 

e 11 rni nac«£o rena 1 de proteína.'•> em vo 1 untár ios normais ou pacientes 

que utilizaram a droga.

Portarito, visando ampliar os conhecimentos da acâo a 

ní ve1 mo1e cu1a r d o E na1april, o p  rese n te t ra ba1h o  tem como 

o h jeti '..'os:

a> veri f i car a a tua cão do medicamento r»o processo de f os for i la cá*o 

oxidativa mitocondrial de forma a auxiliar o entendimento de seus 

efeitos colaterais a curto e longo praze» nos órgãos- expostos ás 

ma i o r es cc» n ce r» t r a eOes d a d roga f í gad o e ri r»s > r bem como
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Merificar er»» que níMe 1 s teóri cos tais

P rohabilidade de ocorrer?

b > contf íbiu r para a localização do local de 

Enalapril en» Enalapri lato a níoel hepático.

e t:e i tos tem ma i o r

:»i o t ra n s f o r rr» a c á o d o
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X X  M a  HL«k=- ir~ ± i. :sh- «e 8“1 HL<z««cJ «—«<=:

II. 1. REAGENTES

Su c c i na to e g 1 u tama to corno sa i s sód i cos, NALx. NaDH . 

hDP r EDI h - Ebl A r BS A n HEBES r g 1 u tama to d es i d roge nase de t i gad o d e 

bo i 11 po í ». ST' LI.- mg d e p ro te:[ na » g 1 u. tama to oxa 1 oa ce ta to t ra nsa- 

minase U-mg de pro te 1 na > r r o te no na r ferricitocromo c de

co ra cáo d e bo l r PMB. f o ra m ad gu i r i d os d a S i grna C hem i ca 1 Co»

Manitolr ácido perclòrico. t ris-base. hidróxido de potás- 

siOr cloreto de potássio., cloreto de roagnésio.r sulfato de magné-

sio.. NaCH r di tiom to r f os f a to mo no bás i co d e po táss i o - f os f a to 

d i bás i co d e po táss i o.r su 1 f a to d e amò n i ar á c i d o su 1 f u r i co, 

mo1i b i d a to de amü nia. su1fa to d e fe r ro- foram ob t i d os d a Me r ck d o 

Brasi1.

Ma1ea to de E na1ap r i1, ut i1izad o sob a forma d e 

comprimidos de 20 mg de Eenitec <Merck Sharp & Dohme) •

üs d emais reage n tes u t i1i zad os foram d o me1hor g rau d e 

pureza disponí oe1„

11.2. ISOLAMENTO de m i t o c o n d r i a s  de FÍGADO de r a t o

Mi tocOnd n a s  de ri gado de rato foram isoladas segundo 

método descrito por UuSb et al. IsGl •* r com algumas mod i fi cacões.

A  s s i m r rato s b r * a n c o s W i s t a r f o i* * a m m o r t o s p  o r d e c a p i t a ca o
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tendo seus ri gados reríiü'-'idos e lavados em meio de isolamento 

corupos to d e s lia n i to 1 288 rnM- EGT R 1 mM - TRIS-HC1 18 rnM < pH 7. 2 - e 

BSR 8 - 1 ym.r se nd o pos i e r i o rme n te p i cad os com tesou ra e 

homogeneizados em homogeneizador Uan Po 11 e r -"E1 ve h.j em r usa nd o-s® 

su cess i uarne n te p i s t i 1 o f rouxo e no rma 1»

0 homogenato ohtido foi centrifugado a 328 x g por 5 

mi nu tos em cent r i ruga ref r i gerada Bec kman J-21B- a 3 graus cen t í- 

grados . Descartou—se o precipi tado., e o sobre nadar» te foi centri-

fugado a 12t>88 x g por 18 minutos- sendo oh tido um precipitado de 

mi tocOnd rias que foi por duas vezes ressuspenso em cerca de 15 ml 

de meio de isolamento- e centrifugado a 8188 x g por 18 minutos; 

o precipitado obtido foi ressuspenso em 2 ml do mesmo meio.

Com es ta d i 1 u i c&o oh teve-se uma co r» ce n t ra c*Co de p ro tei na 

em méd ia de 88 mi1igramas por mi1i1i tro.

II.3. ISOLh MENTÜ DE MITOCÔMDRIAS DE RIM DE RATO

Mi tocündrias de rim de rato foram obtidas da córtex renal 

isolada- seguindo o método de UQSS et al. <198i> modificado.- como 

d es cri to a c i ma.

Com a diluicao em 2 ml de meio de isolamento conseguiu-se 

urna conceritraccio de proteína de 38 miligramas por mililitro em 

média.

1 1 . 4 .  0  B í E  N C  h  Li C»E  M 1 1 Ü r. Ü  M D k  1 h  o  R  Ü 11P 11 '•* R  8  D E  F  18  A  D Ü E  D B R I M  D E

R A T O S  P h I- s A R  D E  I B E M  I N R £ A Ü  D E  R  I t U 1 D A D E * o  E N 21  MA f  I C A S



MitocOndrias de fígado e rim de ratos obtidas conforme .já 

descrito. foram congeladas em nitrogênio liquido a -188 graus 

centígrados.

Para os experimentos foram descongeladas a temperatura

ambiente e recongeladas por 12 horas a —15 graus centígrados, 

novamente levadas a temperatura ambiente.. e mantidas a 8 graus 

centígrados.

II.5. DETERMINApfíO DO CONSUMO DE OXIGÊNIO POR POLAROGRAFIA.

CÁLCULO DO RC E ADP^O.

Segundo UQ8S et a 1 - <1963>. com a1gurnas mod i f i cacòes.

determi nou-se o consumo de oxigênio de mi tocònd rias intactas em 

polarôgrafo GILSON dotado de registrador.

0 sistema de reacto era composto des Manitol 258 rnM..

KC1 18 mM. tris—HC1 18 mM. EGTA 8.1 mM. BS A 8.85"-- e tampão

fosfato 5 mM <pH 7.2>. sendo complementado. de acordo com o 

expe r i me n to. com g 1 u tama to d e sód i o 4.. 2 mM ou su c c i na to d e sõd i o

4.2 mM. e ADP 8.2 uM.

A concentracão de proteína mi tocondria1 foi de 1 miligra-

ma por mililitro. quando o substrato utilizado era succinato, e 

de 1.5 mi 11 gramas po r mi 1 i 1 i t ro no caso de g 1 u tama to.. e a tempe-

ratura foi mantida em 28 graus centígrados por banho-maria

te rmos ta 11 zad o.

As velocidades respiratórias do estado III e estado IU 

(respectivamente o consumo de 02 por minuto por miligrama de 

proteina em presença de ADP. e após o consumo do ADP>. e sua 

razao. o coeficiente de controle respiratório »;RC>. foram calcula-

1 6
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dos em Cet d «ï uru dos o ;per imentos. bem como o quociente entre os 

nanomoles de h DP e de oxigênio consumidos durante o estado III 

•shDP. li.» »sCHHMLb & i«l ILLlRlIS. .1955; ESTrBR'ÜÜK . 1967>.

11 . 6. DEI ERM1 Nh Ih ü DAB A I IU 1 Da DEB EN2 L11A T I CAS L IGADAS A CADE IA 

RESPIRa I OR1A .

Rs a 11 1.» i d ad es d as e r»z i mas resp i ra 16 r i as t o ram d e te rm i na—

das. ex ce te« onde ex:pl i ci tame n te refendes em espec t rc«fo tôme t rc«

GILFORD modelo 262. acoplado a registrador GILFORD 6051.. sendo 

que a eu roa de absorcâo do II a lea to de Enalapril n«£o mostrou picos 

d e a b s o r b a n c i a r» a s f a i x a s- u L i 11 z a d a s n o s d i o e r s o s expe r i me n t o s -

Fo ram u 1 1 1 i zad as m i t o cô nd r i as de fi qad o l'IFRe d e r i rn d e 

r a to »s MRR .>. romp i d as po r co nge 1 ame n to «

Em tod os os expe r i me ntos d es cr i tos a ba i xo. adic i onou-se

Ma 1 ea to de Enalapril ao rue i o de reação. na quantidade necessária

pa r a se o b te r uma co n ce n t r a c.ao f i na 1 de 8. 81.. 8.. 85.. 8.. 18.. 5.. ou

1 mN.

11. 6. 1 NADH -UK IDASE < NRDH s o x  i gê n i o ox: i d o  red u tase > E C 1.6. 99 • 3

Segu i nd o o mé tod o d es c r i to po r SI MGER < 1974 .>.. d e te r m i nou- 

se espe c t ro ro tome tri came n te a a t io i d ad e d a NADH—OXIDASE. a 28

graus centígrados, eru meio contendo: tampSo fosfato 58 mM pH i7.. 4..

EDTA 38 uM e 213 ug de MFR ou 238 ug de MRP!. en» oc* 1 urne final de 1

ml: e a reac&o foi iniciada pela ad i c&o de NADH 108 ull. sendo

registrado eru 348 nru o decréscimo de nbsorLancia deoido k uxida—



18

cão do NADH.

Para calculai- a »»elocidade da reacâo utilizou-se o coefi-

ciente de exti 11 c áo de 6.220 cm . M ̂ para o NADH. e os resul tados

forani expressos em nanomoles de HADH oxidado por minuto e por

m i 11 g rama d e prote i na«

11.6.2 Nh DH -ui IüCRuMÜ u REDUf ASE <HaDH s ci tocromo c -oxidoredu- 

tase > E C 1,6.99.3

Acompanhou—se a reducao do ci tocromo c espectrofotomètri — 

ca me n te a 558 r»m segundo &IN6ER <1974>. a 28 graus centígrados.

0 meio de reacao era constituído de tampa o fosfato 50 mM 

pH ?r 4.r EDI A 2 mMr NADH 50 uí'1, ferri ci to cromo c 35 uM, NaC N 1 

mMr sendo a reacáo iniciada com a ad i cao de 72 ug de MFR ou 46 

ug de MRE em volume final de 1 ml.

Uti 1 izarido-se o coeficiente de extincto molar para o 

ferri ci tocromo c de 19.000 crrf1. M* 1 foi calculada a atividade 

e nzimá tica em na nomo1es de c itoc romo c reduz ido por mi nu to. por 

miligrama de proteína.

11. 6. 3 C17 ÜüRüMÜ C —OX í Dh 8E < Ferroei to c romo c s ox i gê n i o ox i d ore-

d u tase > E C 1.9.3.1

R o >% i d a cao de tenoci to c romo c. como indicati vo de a t i v i - 

d ade da c i toromo c ox i d a se. a 28 g r aus ce n t í g rad osr fo i med ida 

espec t rofotomé* tr i camení e em 550 nm MhSÜN et a 1. r 1973.).

ü meio de reacao era composto de tampao fosfato 50 mM pH 

^r4, EDÍA 2 mM.. ferroei tocromo c 25 uM e 46 ug de MFR ou 23 ug de
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MRR. em volume final de 1 ml.

Ut i 11 zando o coer 3 ciente de ex 1i ncâo mo 1 ar de 19. 000 cm" *. 

M para o f e r r o c 1 1 o c r omo c r a a 11 v idade espe c í f i ca f o i exp ressa em 

nanomoles de t er roei to cr orno c oxidado por minuto e por miligrama 

de p  ro te í na.

11.6.4 Obter» ca o do fer r o c i to c r orno c r ed uz i d o

Ferric i to crorno c d e co ra cao d e hoi red uz i d o com 

ditionito. f o i e 1 u i d o com água d e i o n i zad a em co 1 u r»a d e SEPHADEH 

625, a fim de sepa r a r o f e r r o c i to c romo c d o ex cess o de d i t i o n i to,

segu nd o VQNET AMV & R A V »; 1965 > .

A conce r» t ra cão f i r»a 1 de f er roc i toc romo c f oi obtida por 

espe c t r o f o tome t ria a 550 nm, utiliza nd o o coe f i c: i e r» te de ex t i n.cáo 

molar de 2 ? . 7*00 cm"1« M“1 para o citocromo c reduzido.

11. 6. 5 NADH DESIDR06ENA8E H a DH s fer r i c i a ne to ox i d o r ed u tase >

E C. 1.6. 99. 3

Utiliza rido fer ri cia ne to como ox i d a n te, €!f ro te nona para

bloqueio da cadeia respiratória^ a ati o idade da HADH desidroge-

na.se foi avaliada segundo SINGER 1974 > .

0 meio de reacão era constituído de tampão fosfato 50 mM 

ph ? r 4 , EDTA 2 mít ferri cianeto 0,6 mM. ro te no na 1 uM e 20 ug de 

MFR ou 20 ug de MRR, em volume final de 1 ml; sendo mantida a 

tempe ra tu ra d e 28 g raus ce n *t í g rad os d u ra n te os expe r i me n tos.

A reação foi acompanhada por espectrofotometria a 420 nm
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após a ad i cao de Mh DM 150 ufl sendo os resul tados expressos em 

na norno1es de ferriciane to reduz i d o por minu to e por m i 1 igrama d e 

proteína.. utilizando o coeficiente de extincüío molar para o 

ferri cianeto de 1-040 cr»«*1.

11.6.6 SUCCINA f 0 DESIDRÜGEMwSE <Suc c i na to s fe nazina me tassu1fa1o 

oxi d o redu1ase > E C 1 - 3.99- 1

A redu cao d e DP IP fo i u. t i 1 i zad a pa ra a\»a liar a a t i m i d ad e 

d a su c c i r»a to d es i d roge na se segu nd o SINGER < 1974 > .

íampao fosfato 50 mM pH 7.. 4.. succinato de sódio 20 mM.. 

NaCN 1 mM. EDT A 2 mlt e 10 ug de MFR ou 31 ug de MRR constituiam 

o mei o de r ea .cao.. em oo1ume fina1 de 1 ml; após 10 mi nu tos de 

incubado a 28 graus centígrados.. a rea.c&o foi iniciada pela 

ad i cáo de DP IP 60 uM e PMS 1 mM.. acompanhando—se a red u.cão de 

DPIP por espectrofotometria em 600 nm.

Os resultados foram expressos em nanomoles de DPIP

reduzido por minuto e por miligrama de proteína.. utilizando o 

coeficiente de extinc&o molar de 14-400 cuT * - M~1 para o DP IP redu-

zido-

11. 6. 7 SÜL.C 1 Uh T Ü-C11 OCRÜMO C REDUT ASE < Su cci na to s f e r ro c i to c romo 

c ox i d o red u ta s e E  U 1 - 3 - 99« 1

A ati o i d ad e e nz i má t i ca da su c c i na to- c i to c romo c red u. tase 

f o i d e te rm i nad a. segu nd o SOMLO »'• 1965 >.. pe 1 a red u Cào d e

ferri c i to c romo c. estando a cadeia respiratória hlogueada por

NaCN.
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U sisterna, de reacâo era composto de tarnpSo fosfato t.«0 mM. 

PH 7,4, EDI A 2 mM. succinato de .sódio 5 rniv!. e MFE 68 ug ou MRR 9 

ugs após .i ticubacâo p«. « r 10 minutos a 28 graus centígrados.^ a 

r ea cão foi inici ad a pe 1 a ad i cão de ferrici toc roríio c 40 uMr se nd o 

seguida espec t rofotome t r i carne n te em 550 nm. Os resultados fo ram 

e >íp ress os em na nomo 1 es d e f e r rici to c romo c red uz i d o po r m i nu to e 

por miligrama de proteina- utilizando o coeficiente de extinção 

de 19.060 c m 1. IT'.

II. 7. HpHÜ L>0 Mh LEh TO DE ENALhPRIL S0LUBILI2AD0 HA FRApAÜ 

MICRQSSOMttL DO HÜMOGEHATÜ DE FÍGADO DE RATO

A atividade da MADH—0IKIDA8E (E C 1.6.99.3!> e da NADH— 

CITOCROMO C EEDUTASE <E C 1 * 6.99- 3> de mi tocòndrias de rim de 

ra to rompidas po r co nge1ame n to foi avaliada segui nd o pre c i samente 

o mesmo procedimento experimental descrito nos itens 11.6.1 e 

11. t>. 2 r sendo a única alteração o uso de Ma 1 ea to de Enaiapril 

so 1 u b11 i zado na t ra cão mi c rossorna 1 do homoge rra to de f í gado de 

ra to r em su bs 11 tu i cão à so 1 u.cão em água d es t i 1 ad a e d e i o n i zad a.

II. 8. DETERMINh LAU Dh A V1UID ADE DAS LM 21 MAS LIGADAS h LANÇADEIRA 

MAL A TÜ-MSPART ATQ

A atividade das enzimas ligadas a lançadeira malato— 

aspa r ta to f o i d e te rm i nad a em espe c t ro 1::o 1 Orne t ro Am i n co C ha n c:e Dua 1 

Wave 1 e ng h t Sp 1 i t Beam - egu i pad o com reg i s t rad o r.

Em t «...<d os os e pe r i me n tos f o i ad icio nad o Ma 1 ea to d e
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E rra 1 a p r 1 1 d t s so .L o i d o em água d es i 1 1 a d a e cl e i o n i zad a .. rra

quantidade necessária para se obter uma concentracão final de

0 r 01 . 0 . 05 , 0.1 . 0 . '5 ou 1 rnM.

\ los e::. pe r i me n í *:«s d es c r i tos nos i te ns 11. 8. 1 r II. 8. 2 e

11.8.3 f o i ia i 1 1 i zad a a me tod o 1 og ia d es c r i ta po r WILLI AMSÜN &

CüRKE1»' »1960. 1 9 > . porém roi adicionada quantidade conhecida de

substrato ao meio de reação. quando então avaliou—se a atividade 

da e nz i ma pu r i f i c j.d .-l na a use r» c i a ou p r ese n ca d e Ma 1 ea to d e

Enalapri1 .

11.8. 1 MALA I ü DES .L L+iOGEHttSE »•’ L-ma 1 a to ;; MAL:* co< ido red u tase .>

E C 1.1.1.3?

A atividade da rua la to d es i d roge rra se de co ra cão de boi 

purificada foi med i d a segu i ncl o a ox ida cão d e MADH po r 

espectrofotometria em 340 nm. a 28 qraus centígrados, segundo a 

reacão:

MDH
oxaloacetato + MADH + H* v ^ L—malato + NAD*

ü meio de rea.cSo era composto de tampão trietanolamina 50 

mM pH 7.4. sulfato de magnésio 10 rnM. EDTA 5 mM.. MADH 58 uM e 

o.".aloacetato 2 mM. em um volume r i  ria 1 de 3 ml. e a rea.cáo foi

1 n i c i ad a pe 1 a a d i cao d e rua 1 a to d es i d roge nase 0.. 2o5 u n i d ad es .

U.S. 2 6LU I hMh I O- í »: Ih Lü h ü EI a T O AM IMCO RAMFERh SE »■ aspa r ta to

ari» i no t ra ns f e ras e » E C 2.&.1.1

h compa n h a r»d o a o>•: i d a .c a o d o MAi •»H segu r»d o a s r e a .cOes s
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GOT
's 1) L-aspartato + ̂ -ce toglutarato L-glutamato + oxaloacetato

MDH
k2> oxaloacetato •+■ HADH •+• H+  ̂ L—malato + HAD"*"

aualiou-sfir por espectrofotometria em 340 nm, a atividade da 

g1u tarnato-oxa1oaceta to aminot ra nsferase pur i f i cad a.

T amp&o trie ta no 1 am i na 56 mM pH 7, 4, su 1 fa to d e rnag nés i o 

10 reift EDTA 5 mMr HADH 50 n M  ^-ce tog lutara to 10 mM, aspartate 30 

mfi MDH 0r 235 unidades, compunham o meio de rea.c&o em volume 

final de 3 ml, mantido a 28 graus centígrados, sendo a reac&o 

iniciada pela adi.cão de 0,4 unidade de GOT.

11.S.3 6LUTAMAT0 DESIDRÜGEHASE <L~glutamato : MAD<P>

o:>í i d o red u tase > E C 1. 4. 1. 3

A atividade da glutamato desidrogenase purificada de 

fígado de boi foi quantificada acompanhando-se a oxida.câ’0 de 

HADH por e s p e c trofotometria em 3 4 0  nm, a 2 8  graus centígrados, 

segundo a reacíos

GDH
o<—cetoglu tara to + HADH ■+■ HH* L—glutamato + HAD* + 0

0 meio de reacâo era composto de tampão fosfato 50 mM pH

7,0 , sulfato de amónia 10 mM, EDTA 5 mM, HADH 85 uM em volume

final de 3 ml, sendo a reajc&c« iniciada pela adi.c&o de GDH 0,1

unidade.

II.9  AUA L I Ap AO DE CONTAMIN Ap AO MICRGSSONAL NA FRApfío MI T0C0NDR IA L  

DE F I SADO DE R A IO



24

A pureza da preparação de mitocondrias de fígado de rato 

foi pesquisada através da atividade da enzima marcadora

mi crossorna 1 - q 1 ucose-6-fosfatase E 0 3.1.3. 9 ~ . sequndo a

metodologia descrita por HERS et al. <195i>.

0 sistema de reacào era composto de tampão histidina-HCl 

28 mM pH 6,5, glucose-6-fosfato 48 mM. EDTA 1 mM e volume 

adequado de mito cünd ri as isoladas de fígado de rato ou 

sobrenadante da centrifugacao de 12.688 x g. em volume final de 1 

ml .

Após incubacâo a 37 graus centígrados por 38 minutos a

reac&o foi interrompida pela adi.c&o de TC A a 7>í.

0 sistema foi centrifugado a 14.888 x g por 18 minutos., e 

o sobrenadante utilizado para a dosagem de fosfato inorgânico

1i he rad o d u ra nte a i ncuba c&o. co n forme d es cri to po r SUMNER 

1944 ;•.

11.10. DETERMINApttO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS

As determinações de proteína foram realizadas pelo método 

de LOWRV et al. < 1951 >.. utilizando espec t rofotòme t ro M i  cronal ,

modelo B388. e soro albumina bovina como padrão.

11.11. PREPARO DO MALEATO DE ENALAPRIL

Comp r i m i d c«s d e 28 mQ d e Re n i te c k Me r c k y ha rp & De« hme .>..

c o m a s e g u i n t e c o n t p o s i c a o s

ma1eato d e enalapr11» « • . . . . . . . 2 8  mg
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carbonato do séd io. a l̂ji mg
laCt05e.  .............. 146- 7 lYlQ
amido de mi .1 ho. 22 mg
òxido amarelo de ferre   ,0.r 13 mg
estearato de magnésio»..................L 1 mg

foram dissolvidos em água destilada e dei o rasada.- sendo a

suspensão pos- tenormente centrifugada a 12-000 x g por 10

mi riutos.- e o sohrenadante r 111rado.

a s s o 1 u còe s a s s i u í o  h t :i d a :s: apresenta v a m p H =  7,0.- e fora m

ma n tidas a -1 L:.< g raus ce ri t i g i- a d os -

Nooas soluções eram preparadas a cada 3 semanas.- porém

solucòes cor» até 5 semanas foram testadas.- mostrando a mesma

ati'.«idade que as recentes.

Nos exper imentos de foio t rans forma .cao de Ena 1 apr i 1 em

Enalapri lato.- os comprimidos de Eenitec foram d isso 1»...»idos na

fracao microssomal de hornogenato de fígado de rato.- ou seja.- no

sobrenadante obtido na centrifugando de 12-600 x g durante o

iso1ame nto d e m i to cündr i as»

E importante salientar que as concentrardes de Maleato de

E na 1 ap r i 1 u 11 1 i zad as nos vá r i os expe r i me n tos < 0.- 01 r 0.- 05 .- 0.- 1 .-

0- 5 e 1 mM’> - represen tam concen t racòes de Ena 1 apr i 1 de 0- 008

0-04.- 0.-08 .- 0-4 e 0-8 mH.- já que o sal maleato apresenta peso

molecular de 116 d41 tons acima do Enalapril isolado-

II.12. ANAL1SE ESTATIS TICA DOS DADOS OBTIDOS

A análise estatística dos dados obtidos foi feita por 

regressão linear utiiizando—se o método dos mínimos quadrados das 

méd i as o b 11 d as nos vá r i o .=• expe r i me n tos.- e os coe f i c i e n tes d e

regressão- correiacâo e determinacâo avaliados quanto a
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signi fi c&ncia pelo teste t de Student.

Nos diversos experimentos o termo "significante“ foi 

utilizado apenas quando os tres coeficientes foram considerados 

significativos pelo teste.

As méd i as. a n tes d a reg ressão 1i near. foram submet i d as a 

ava lia cão d e aj us te d e cu rvas pa r a ve nficar a me 1 ho r 

representação. e calculadas por regressão não linear. porém em 

tod os os casos ap rese n tad os no prese n te t ra ha 1 ho. o coe f i c i e ri te 

d e co r re1a cão foi ma i o r qua nd o se u t i1izava a reg ressão 1i nea r 

pe 1 o mé tod o d r»s m i n i mos quad rad os.

Tam hém. 1evando-se em co n ta a possi h i1i d ade de que

mitocóndrias renais es te.? am submetidas a concent ra cOes menores

de Enalapril em condicòes fisiológicas <página 29). foram 

repetidos os testes citados com d ad os i nterpolados.. os quais 

apresentaram comportamento estatístico similar aos obtidos

expe rime n ta1me n te.

A »..»ar íabi 1 idade dos resultados apresentados foi 

quantificada pelo coeficiente de variação de Pearson., obtido pela 

fórmula:

cr
G:U s= ---  * luu

CU - coeficiente de variação de Pearson
f  ~ desvio pad rão
x - méd ia a n  tméti ca
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I I I -  !"”=ü :£=•: «L-H. X IL ".Efl- «zi O S  «S alJ ± s  C U . S S â C O »

III. 1- JUbl 1F-1 Uh I 1 Uh Pho D USES DE MALEATÜ DE EMr Lr PE IL ME>

* J» ILL Er Dh S NU PEESEI11 E '! Er Bh LHÜ

U modelo farmacod i n&mi co do Ma. 1 ea.to de Ena.la.pril é 

baseado em di^efsas prernissas.

h primeira é a de que sais de ácidos fracos são mais

so 1 u>..*eis em ãqua r o que .iust i f i ca a torma f armacfâu t i ca de

apresentacaos sal maJeato de bnalapriL

Sequ rid o PhNG e 1 a J . ».198ü .>. o E na 1 a p r i 1 li be r ad o no

i n tes 11 no dei qad o se r i a rap :i d ame n te a bso r».» i d o »•' d i s eu te—se a i nd a 

urna peque na b i o t ra ns f o t ma cao de E na 1 ap r 1 1 em á c i d o E na 1 apr í 1 i co 

por bactérias entéricas.), sendo a taxa de a bso r cao humana de 

d a d ose ad m m i s  t rad a, e a h i o t ra ns f o rma cao se r i a f e i ta a n í ve 1 

hepá ti co até GÜE da dose absorvida.

h excreção do Enalapnl nao transformado (cerca de 40“£ da 

dose absorvidas seria realizada pelos rins, embora uma parcela 

nao superior a u". poderia ser eliminada pela bile.? porém a 

d e te r rn i r»a cao se r i a difícil d eu ido á re cir cu 1 a cão e n te ro- hepá t i ca 

•hBEh MS D bHUlESr 1y84

Hssirnr eru termo- qei-aiSr se uru ser humano normal com peso 

méd io de rü F.qr f iqado de 1 r 5 kq corn espaco hidrico de 1 1 i tro.,

i nqe r i sse uma d ose u r11 ca de 1U m111 9 ramasr ap resen 1 a r 1 a uma 

a b s o r c a o d e G m i 11 q r* a n 1 a s. e rr» u n 1 perí o d o m á x 1 m o d e u m a h o r a,



1 e»•» a r» d o a. u ma c o r i c e n t r a c a o h e p á 1 1  c a d a d r o »9 a d e a t é 0, 0 1 m M c« u 

ür OOô mM se considerarmos urna rápida t ransformacão de 58*. da dose 

em ácido E na 1 ap r í 11 co .•» •

Partindo-se do principio que as concen trações sé ricas de 

á c 1 d o E na 1 ap r i 1 i co sequem uma t o rma 1 i nea r a compa n ha nd c« a d o se 

administrada *•. JUMM‘z» TuH et al« r 1 yy-i.) f as prováveis concen t racões 

hepáticas para 4w e fcítí mi 1igramas de Enalapril administrado

seriam de 0r Wl6r 8-0J>2 e 8-864 mM ^ainda considerando que a 

co nve rsáo d e 50>; se r i a ex t remame n te ráp i d a .

Tais considerações parecem ter sido seguidas por PAHG et. 

a 1 . ú 1985. iá que a concent racão máxima empregada na perfusáo

hepática foi de 8 - Ö133 mM de Enalapril, compa t í ve1 com o uso de

28 mg d i á r ios em d ose ú n i ca»

HS concentracöes de 0-5 e 1 mM de Maleato de Enalapril 

co r respo nd e nd o a 0 - 4 e 8 • 8 mM de E na 1 ap r i 1 > to ram u t i 1 i zadas 

com o f i m d e s1 mu 1 a r co nd i cões d e ad ministracão em pa c1 e ntes com 

problemas na conversão- como hepatopatas? bem como para servir 

como teste do efeito sobre as diversas enzimas.- já que CUSHMAN et 

ai. 197 7 haviam ver 1 r i cado uma queda de 58>. da ati vidade da 

carboxipeptidase h, tripsina e quimiotripsina de pâncreas bovino.- 

e carboxipeptidase B de pâncreas de porco- com concentrações de 1 

mM de 1 n1 b i d o res d a EGA.

Do po r» to d e vi s ta re rra 1 a a ná 1 i se d e co nce n t ra cões f i ca 

mais complexa porque apesar de apenas 40“'. da dose absorvida ser 

e 1 1 m 1 nad a pe 1 o r 1 m corno E na 1 ap riL o vo 1 ume h í d r i co d e am bos os 

r i ris è de apei»as 4 5 8 ml- e u s  t1 r»do ev 1 dö nc 1 as de secrecão tu bu 1 ar 

da d roga IODD & HEEL- 1986>- e o filtrado glomerular é

concentrado cerca de 88 vezes em rela.cão ao plasma.

28
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Desta formai o mais provável é que a concent racâto de 

Enalapri 1 em células renais seja de 36 a 403* mais baixa que em 

células hepáticas, o que deve ser levado em considerarão na 

análise dos resultados.

II1.2. EFEITO DO MALEA70 DE ENALAPRIL SOBRE O CONSUMO DE OXIGÊNIO 

DE MITQCÔNDRIttS DE FÍGADO E DE RIM DE RATOS

A avaliacâto do efeito do Maleato de Enalapril sobre 

mitocôndrias isoladas de fíqado e de rim de ratos foi iniciada 

com o registro polarográfico do consumo de oxigênio, com a 

utilizarão de glutamato de sódio como substrato.

As Figuras 4 a 7, e Tabela I, mostram os resultados 

ob t i dos u t i1iza ndo-se o métod o d escri to por ESTABROOK <1967 > pa ra 

o cálculo da velocidade respiratória do Estado III , Estado IU, 

RC e hDR.-‘Ü .

Observa-se nas figuras 4 a 7 uma redujc&o da velocidade do 

Estado III, RC e ADFvO. e elevac&o da velocidade do Estado IU, 

proporcional em ambos os tipos de mitocôndrias exceto em relar&o 

à velocidade do Estado IU de mitocôndrias hepáticas, que n&o se 

mos t rou s i g n i f i ca t i va.

Mitocôndrias hepáticas e renais apresentaram portanto, 

com este substrato.. alterações semelhantes de seus parâmetros 

polarográficos. exceto em relacào à velocidade do Estado IU.

Nvaliando apenas os dados de velocidade do Estado III. 

RC e ADRxCu até esta fase do estudo, a droga parecia atuar sobre 

o transporte e/ou metabolismo do substrato empregado, podendo
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M I T O C Õ N  D R I A S  HEPÁ TI CA S

M ITOCÕ HDRIAS RENAIS

FIGURh 4- Efeito do Maleato de Enalapril sohre a 's'el*xidcide 
re^piratôna do Eslado III de mi tocmid r ias hepática«- e 
renais- utilizando glutamato de sódio como substrato. 

Sistema : Manitol 250 mM, KC 1 10 mM, tris-HCl 10 mM •* pH 7,2),
EGTP 0.1 mM. BSh 0.05“;., tampão tos ralo 5 mM <pH 7.2:». hDP 0.2 uM. 
glutamato de sódio 4.2 mM e proteína mi tocorid r ial 1.8 mg para um
volume final de 1.2 rui. Us resultados representam as médias de
oito experimentos independentes. e o coeficiente de ».»ariac&o de 
Pearson das médias roi k 8 >:
» * > Os oa 1 ores de ve 1 ocidade estao expressos em nanomoles de
o>cigemo consumido por minuto e por miligrama de proteína.
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M I T O C Õ N D R I A S  H E P A T I C A S
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FIGURh 5- Efeito do Maleato de Enalapril sobre a velocidade 
respiratória do Estado IU de rui tocünd r i as hepáticas e 
renais utilizando glutamato de sódio corno substrato. 

Sistema : Manitol 250 riift KC 1 10 ruM. tns-HCl 10 mM *: pH 7,?'),
EGTP 0.1 rnM. BSh 0.05*1.. tampao fosfato 5mM cpH 7.2’.». ADR 0.2 uM.. 
glutamato de sódio 4.2 mM e proteína rni tocond t- i a 1 1.8 rng para um
volume final de 1.2 ml. 0s resultados representam as médias de 
oi to e \pe r i me n tos independentes. e o coeficiente de ». »ar íacan de 
Pear sor» das médias foi < 9
»; f ) 0s valores de velocidade estac» expressos em nanomoles de 
oxigênio consumido por minuto e por miligrama de proteína.



32

M I T O C Õ N D R I A S  H E P A T  I C A S

M I TO C Ô N O R  IA S  R E N A IS

FIGURA 6- Efeito do Maleato de Enalapril sobre o R C de 
rui tocOnd r ias hepáticas e renais utilizando glutamato 
d e sód i o como su hs t ra to.

Sis tema s Mani io 1 25Ü mM, KC 1 1Õ mM, tris-~HC 1 1U mM »' pH 7, 2> , 
EGTP 0,1 mM, BSh 0,05":, tampao fosfato 5 mM <pH 7’,2>, ADR 0,2 uM, 
9 1 u tama to d e sód i o 4,2 mM e p rc« te í na m i to co nd r i a 1 1,8 mq pa ra um
oo1ume f i na1 de 1,2 ml.
Os resultados representam as médias de oito experimentos 
independentes, e o coeficiente de oanac&o de Pear sor» das médias 
foi < 7 "í
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M I T OC ÕN DR I AS RE N AIS

FIGURh 7- Efeito do Ma lento de E n a h p n  l sobre o 0[>Fvu de
mi tocündrias hepáticas e renais utilizando glutamato
de sõdio corno substrato.

Sistema : Manitol 250 mM. KC1 10 mM. tr is—HCl 10 mM »%pH
E G T A  0.1 rnM - B S h  0.027.. tampao fosfato 5  n«M k p \4 ? ’ . 2 > .  h D P  0.2 uM. 
glutamato de sòdio 4.2 mM e proteína rm tocond rial 1.8 mg para um 
»jolume final de 1.2 ml. üs resultados representam as média« de 
ci i to experimentos' i ndependenies. e o coeficiente de ».janaecLO de 
Pearson das médias foi v 8
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também èstar interferindo em a 1 gum ponto da cadeia respi ratória., 

d e urna f o rma equ i Ma lente em am bas as m 1 to cõ nd r i as -

C»o pori to de o 1 s ta d as a 1 tera côes Me r i f i cadas na

oelocidade do Estado IKK o erei to desacopiador da droga seria 

compa t í M e  1 cor» sua s ca i a te»• 1 s t i cas de 11 posso 1 u b i 11 d a d e . se nd o

ma is i n te nsas e  s i g n i f i ca t i »..»as e m  m i to cü nd r i as re na i s d e»s.» i d o às

caracteristicas constitucionais de sua membrana.

TABELtt I

Uariacões percentuais máximas dos parâmetros 
po 1 a rog rá f i cos d e m i to cO nd r i as hepá t i cas »:! Hep > 
e renais »..Ren;» utilizando glutamato de sódio

como su bs t ra to

! Uariacào ! Signific&ncia !
! máxima ! para p ~ 0r85 !

! Hep - 5? X ! sim !
ESTADO III ! í í

! Ren - 51 >* ! sim !

! Hep + 26 X ! náo !
ESI*HDD IU ! ! !

! Ren + 66 ! sim !

! Hep - 52 ! sim !
R 0 ! ! !

! R e n  -  6 9  ! s i m  !

! Hep -  35 's. í sim í
h DFm 0 ! ‘ !

! Ren - 39 ! sim !

O pró-imo passo foi a a».»a 1 i a.cào do efeito da droga 

ma ntendo as mesmas condicòes expe r i me ntais. po rém ut i11za nd o 

s u c c i n a t o d e s ó d i o c o r» j o s u. b s t r a t o .

Na Tabela II e Figuras 8 a  11 estâo representados os

P  r i n c i pa i s resu1tad os d es ta fase.



35

M I T O CO N DR IAS HEPATICAS

M I TO CO N DR IAS RENAIS
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FIGURh 3“ Efeito do Maleato de Enalapril sobre a »velocidade 
respiratória do Estado III de n*i i tocOnd r i as hepáticas e 
renais utilizando succinato de sódio como substrato. 

Sisterna : Manitol 250 mM. KC1 10 mM. tris-HCl 10 mM <pH 7,2>r
EGT H Uri n*M . BSh 0.05“".. tampão fosfato 5 mM <pH h DF* uít
succinato de sódio 4.2 rnM e proteína mi tocond r i a 1 1.2 mg para um
oo1ume fina1 de 1.2 m 1.
0s resultado- representam as médias de seis evperimentos
independentes e o coeficiente de oanacao de Pear sc« n das médias 
foi 3 "•
C > 0s oa 1 ores de oe lo cidade estao e >;pres-so == ern nanomoles de 
o>cig©nio consumido por minuto e por miligrama de proteína.
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M I TOCÕN O R IA S H E P A T I C A S

MITOCÕNDRIAS RENAIS

FIGURh 9 - Efeito do Maleato de Enalapril sobre a velocidade 
respiratória do Estado IU de mitocOndrias hepáticas e 
renais utilizando succinato de sódio como substrato. 

Sistema : Manitol 250 mM. KC1 16 mMr trir-HCl 10 mM *;pH 7,2> .
EGTh 0r 1 mM. BSh 0,85"".. tampao fosfato 5 mM <pH 7.2-». PhDP 8.2 uM. 
succinato de sódio 4.2 mM e proteína mi tocond r i a 1 1.2 rnç» para um
volume final de 1,2 ml.
Os resultados represent am as médias de seis experimentos
independentes. e o roei i ciente de variacao de Pearson daí: módias 
foi x 18
isf ) Os valores de velocidade estao expressos em nanomoles de 
oxigânio consumido por minute» e por miligrama de protei na.
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Ml  T O C Õ N O R I A S  H E P A T I C A S
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FIGURh lü - Ereito de« Maleato de Enalapril sobre o R C de
rm tocönd r ias hepáticas e renais utilizando succinato
de sódio corno substrato.

Sisterna : Manitol 250 rnM. KCl 10 mM. tris-HCl lü rnM »spH 7. 2>.
EG TA 0 r 1 rnM. B'öh 0.05V.. tampao fosfato 5 rnM »spH F. 2.*. hDP ü. 2 uM..
succi na tc« de sódio 4.2 rnM e protei na rni tocond r ial 1.2 rnçi para uru
vo 1 urne f i na 1 de 1.2 ml.
Os resultados rep resen tarn as rnódias de seis irnerdos
independentes. e c« coeficiente de variacStc« de Pearsc«n das rnódias 
foi “v 9.5 V.
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M I T O C Õ N D R I A S  H E P A ' T I C A S
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£TMAL . DE ENALAPRIL-7 mM

FIGjURh 11 — Erei io do Maleato de Enalapril sobre o de
mitocondrias hepáticas e renais utiliza rido succ inato 
d e sód i o corri o su bs t r a to.

Si s. terna : Marutol 250 riiMr KC1 10 mM. tris-HCl 10 rnM pH 7.2>.
EGTA 0.1 rnM. B^h 0.05';. tarnpáo fosfato 5 rnM », pH 7. 2>. PDF 0.2 uM, 
succ inato de sódio 4,2 mM e proteína mi toco nd ria 1 1.2 rmg para urn
oo 1 urne f i na 1 de 1.2 rn 1 .
Üs resultados representam as médias de seis experimentos 
independentes. e o coeficiente de oanacao de Pearson das médias 
foi < 9.5 m<
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hs pnncipsiis diferenças entre os resultados obtidos com 

ambos os su bs.t ratos foram na veiocidade do Estado III que.r em 

m i to cü nd r i as hepá 11 cas riie ta bo 1 i za nd o su c c i na to r so f reu uma 

inversão de comportamentor passando a apresentar uma ace.1 era.cáo 

s i q n i f i ca t i var e na rela cao hDPxu em m i to cò r»d r i as re na i s com 

su c c i na to como su bs t r a to r cu.i a qued a na o f o i s i q n i f i ca t i va -

í a ni bem o Rl *. d e m i to cO nd r i as hepá 1 i cas na o ap r ese n tou 

». »a r i a cao significati va r qua nd o su c c i na to d e sòd i o e ra o 

substrato.

IHBEL.H It

Uaria côes per ce n tua i s máximas d os pa rãmet ros 
polarográficos de rui tocCrnd r ias hepáticas »;Hep> 
e renais ». Ren,1 utilizando succ inato de sódio

corno su bs traio

! Ma ria cão !1 Signi f i cãncia !
í máxima !! para p = 8,05 í

! Hep + 36 s i rr» !
E S T h Dü  111 ! i

! Ren 14 s i m í

! Hep + 3 o s i m !
ESTHL‘0  IM ! i

! Ren + 28 s i m !

« Hep -  2 !
r*i f  | 1

! nao !
i ih  L. :

í Ren -  ^ 3  !1 s i  m !

‘ Hep ~  21 s i  m !
h L'P * 0  ‘ i

! Ren -  18 não !

Com os novos dados a avaliacao d os efeilos da d roga 

passou a necessitar de uru novo enfoque.
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R e 1 eya ca o d a Me locidade d o Es tad o III em ru i to cô nd r i as 

hepáti cas, acompanhada da cjueda da reIac^o ADFvü.r sugere que uma

parte do pc«tencial eletroquímico estaria sendo dissipado de

alguma for ma.r. porém tal nào acontecia com mi tocünd r ias renais, 

que mant i nharii um pad r«io semelhante ac» obtido quando o substrato 

era g1u tama to de sõdio„

Em resumo. qua nd o toi u t i1izad o q1u tama to d e sõd i o como 

su bs t ra to - m i to cü nd r i as hepi 1i cas e re rra i s compo r ta ram—se d e 

ma ne i r a seme 1 ha n te r po ré rn com su cci na to d e sód i o como su bs t r a to 

ap resen ta ram di Me rgên c i as i mpor ta ntes . suge rind o a té que 

estiMessem f rent e a d rogas diferentes.

Di a n t e d es tes resu1tad osr foi ne cessária a aMalia c&o d o 

efeito da droga sobre as enzirnas da cadeia respiratória de 

mitocündrias isoladas de fígado e rim de ratos.

111. 3. EFEI Tú DO MRLLR í Ü DE ENALAPRIL SOBRE A Al IUID ADE DAS 

ENZIMAS DA CADEIA RESPIRATÓRIA DE MITOCÔNDRIAS ROMPIDAS

DE FÍGa Du E DE RIM DE RATOS

Üs complexos e nz i má t i cos da cadeia respiratòria de mito— 

cttndnas de fígado e de rim de ratos (esquema abaixo), foram 

aoa 11 ad os segu nd o SÜMLÜ < 1964 > r MRSOH 1973 > e SIHGER £ 1974 !> r 

apresentando as alterações de atioidade mostradas nas Figuras 12 

a 1 7r e resumid as na Ta be1a III.

Rs principais Mariacôes de atiMidade obserMadas toram em 

m i to co nd r i as re na i s romp i d as . e eM nienci aoam uma i n te nsa i m b  i c&o 

de a 11 m i d ad e e nz i mà 1 1 ca na r eg i ao comp ree nd i d a e n t re os C omp 1 exos 

I e 11 r e o * rtiup 1 exo III»

M i to ct‘i nd r i as hepá 11 cas romp i d as, apesa r d e possu i rem
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comp 1 exos e r»z i má 11 cos 1 d è n t i cos r su. rp ree nd e n teme n te náo

ap r ese n taoam a 1 te r a tòes s i g n i f i ca t i vas d e su as atiui d ad es „

ESQUEMA I

toríip 1 exos e nz i má t i cos d a cad e i a 
resp i ra tò r i a rr» i to co nd r i a 1

su c c :t na to

c ü m p lIixu 11 

[
N8DH ^COMPLEXO I ^UQ ^ÜMPLEXÜ I I I — ^ c i t  c - ^ * COMPLEXO I U — **0 2

COMPLEXO I - MADH - Uhiqui nona UQ> oxidoredu.tase 
COMPLEXO II ~ Su. c c i na to - UQ ox ido r ed u tase 
COMPLEXO III — UQ ~~ cito cromo c oxidoredu tase 
COMPLEXO IU - citocromo c oxidase

TABELA I I I

Uariacôes percentuais máximas das atioidades 
enzimáticas da cadeia respiratória de mitocôndrias 
rompidas de fígado <MFR> e de rim <MRR> de ratos

1! Uariac&o ! Sigm f i cância !
1! máx i ma ! para p = 0,05 !

MFR -10 X nâo !
HaDH—OXIDASE i

MRR -54 X s i m !

MFR 8 X --- j
NADH-ci t. c redutase i

MRR -77 X s i m !

MFR -8 X nato !
MhDH d es i d roge nase i

MRR -4 X nào !

i1 MFR -6 X nâo !
c i t. c—0111 DttSE !t i

i1 MRR -7 X náo !

Succinato-cit. c redut
! MFR 
|

+ 1 X

' MRR --56 X

! MFR 
|

-8 X

' MRR 0 X

na o 

s i m 

ricio
Su c cina to d es 1 d rog.
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100-
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UJo 80H 
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> 6(H 
»-
<  40

V
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o
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0 - n I I I 1--- 1--- 1--- 1--- 1--- r
o ai 0 .2  Q 3  0.4 0.5 0 6 0.7 08 0.9 1.0

TMAL. DE ENALAPRIL -7mM

M RR

^WAL. DE ENALAPRILSmlV!

FIGURh 12- Efeito do Maleato de Enalapnl «-obre a atioidade da 
Nh DH ÜXIDh SE de rmiocOndnas hepáticas \MFR> e renais 
\MRR » rompidas por contei amento.

Sistema : tampão fosfato 50 mM »;pH 7.4>. Eh T h  50 uíl, 215 ug de
MFR ou 230 ug de MRRr e Nh DH 100 uM em um volume final de 1 ml.
Os resultados sao as médias de dois experimentos independentes, 
e estão expresso? em porcentageni de at ividade em relação ao 
controle. que foi de 45 nanomoles de Nh DH oxidado por minuto
por miligrama de proteína para MFR e de 79.7 nanornoJes de NPD
oxid ad o po r minu to e por millg rama de proteína para MRR.
0 coeficiente de »'a n a  cão de Pearson das médias fr«i < 5 “. para 
MFR e < E. 5 para MRR.

ai X
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MF R
100

T V
Ití
O
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20 -

I l 1 i i i | i r
0.1 0.2  0 .3  0 4  0 .5  0 .6  0 .7  0 .8  0 .9  1.0

£~MAL. DE ENALAPRIL J  mM

MRR

ZT MAL. DE ENALAPRIL.7 mM

FIGURtt 13-- Efeito do Maleato de Enalapril «-obre a atividade da 
N h C *H —  C IT0CR0MÜ C REDUTpSE de mi tocôndrias hepáticas 
\MFR‘> e renais **MRR’> rompidas por congelamento. 

Sistema : tampão fosfato 50 mM *,pH 7.4’>. EDTA 2 mM,
ferricitocromo c 35 u M  72 ug de MFR ou 46 ug de MRR* MaCN 1 mM e 
NftDH 50 uM em um volume final de 1 ml.
0 s  resultados sâo as médias de dois e^perimentos independentes, e 
estáo expressos em porcentagem de atividade em relac&o ao 
controle. que foi de 21.S nanoriioles de ferri c.i tocromo reduzido 
por mi nu to e por mi 1 i gr ania de pro teí na para MFR. e 27 r 2 na nomo 1 es 
de ferricitocromo reduzido por minuto e pur miligrama de proteína 
para MRR.
O coeficiente de variacao de Pearson das médias foi  ̂ 4\ para
MFR e < 6>. para MRR.



44
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4 0 -
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1  I I I I I 1--- 1—
0.1 0.2  02 0 .4  0 .5  0 .6  0 .7  0.8

£TMAL. DE ENALAPRIL JmM

_T-------r
0 .9  JLO

MRR
100

UI
O 80 H
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4 0 -

2 0 -

1 ! I I--- 1----1--- 1--- 1--- 1--- T
0.1 0 . 2  Q 3  0.4 0 . 5  0 . 6  0 . 7  0 . 8  Q 9 1.0

C MAL. DE ENALAPRIL JmM

FIGURp 14- Efeito do Maleato de Enalapril fobre a atioidade da 
C I T OC RÜMÜ C-0XI DFTSE de rm to cõ nd rias hepã t i cas MF R "> e 
renai s »s MRR* .* romp i d as po r co nge 1 ame n t o „

S i s terna : tampao fosfato 50 mM \pH 7r4'r Eü Th 2 rnM,
fer roci tocromo c 25 uM e ug de MFR ou 23 «»9 de MRR. eni um
\»o 1 ume final d e  1 ml.
0s resultados sao as médias de dois experimentos i ndependent es, e 
esta o express os em por cen tagem de atioidade eri» rel<u?iíi ao 
controle*. que foi de t>t* nanomoles de ter roei locromo oxidado por
minuto e por miligrama de pro lei na para M F'Rr e de 7Ü na n o m o  1 es de
ferroei tocronio o>. idado por minuto e por miligrama de prol ei na 
para M R R .
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M F R

NI R R

100

o 8<H 
<
Q
-  60-J 
>

<  4 0 4
UJ
Q 20 -

n 1--- 1--- 1--- 1--- 1--- 1--- 1--- 1--- r
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 Q7 0.8 Q.9 1.0

ZTMAL. DE ENALAPRIL-7mM

FIGURp 15- Efeito do Maleato de Enalapril sobre a atividade da 
NttDH DESIDROGENASE mi tocOnd r i as hepáticas »'MFR > e 
rena i s MRP » romp idas por conge 1 amen to - 

Sistema : tampão fosfato 50 mM »>pH 7.4». EDTh 2 mM. ferri cianeto
0.6 mM. rote no na 1 uM. Nh FH 150 uM. e 70 uq de MFR ou 20 ug de 
MRR. em um uolnme final de 1 ml.
Üs resultados rao as médias de dois e^penrneniof i ndependentes - 
e estao exprc." - cs em por cent agem de at i» »idade er»» relacao ao 
controle. que roi de ?5 nanomoles de rerri ciarieto reduzido por 
rm nato e por miligrama de pr«_«teína para MFR. e 12,5 nanomoles de 
ferri cianeto reduzido p<«r minuto e poi rui li grama de proteína para 
MRR.
Ü coefi ciente de oanac&o de Pearson das médias foi <• 5". para MFR 
e <s 3"-. para MRR.
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8 0 -

6 0 -

4 0 -

20 -

A 2 I 1 1--- 1--- 1---i--- 1--- 1 r
0  0.1 0 .2  0 .3  0.4 0 .5  0 .6  Q 7  0 .8  0.9  1.0

ZTMAL. DE ENALAPRIL-7 mM

MRR

FIbURA 16~ E f e i to do Maleato de* E na I apf i 1 sobrei a at iMidade da 
SUC C I NhT 0 — Cl T 0C RÜMÜ C RFDU T ttSE d e rn i t o cO nd r i as 
hepá t i cãs \MFR •• e renais <MRR > rompidas por 
congelamento.

Sistema : tampão fosfato 50 mM »«. pH 7 , 4 ', EDT8 2 mM, sue c inato de
sódio 5 mM, fern ci to cr orno c 40 uM, e 68 ug de MFR ou 9 ug de 
MRR, em um volume final de 1 ml.
Os resultados sao as médias de dois experimentos i r»d ependerit.es , e 
estao expressos em porcentagem de atividade em relacao ao 
controle, que foi de 59,5 nanomoles de ter ri ci tocronio reduzido 
por minuto e por miliQrama de proteína para MFR!, e 550 nanomoles 
de f e r r i c i to c romo reduzido por minute« e por mi liarama de prritelna 
para MRR.
Ü coeficiente de '.'ariacao de Pearson das médias toi < 6"*i para MFR 
e 6*". para MRR'.
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FIGURA 17- Efeito do Maleato de Enalapril sobre a a ti oi d ade da 
SUCCIHhTO DESIDRÜGENASE de mi tocünd r ias hepáticas 
M F R e  renais \MRR> rompidas por congelamento. 

Sistema : tampSo fosfato 50 mM *;pH 7,4 >, EDTA 2 mMr succinato de
sódio 20 mMr NaCM 3 mMr ro te no na 1 mMr DP IP t>0 uMr PMS Õr^TS mMr 
e 31 ug de MFR ou 10 ug de MRRr em uru »jolume final de 1 ml.
Os resultados sao as médias de dois experimentos i ndepe ridentes r 
e estáo expresso? em porcentagem de atividade em relacao ao 
controle.r que foi de 101 na no mo 1 es de DP IP reduz ide* por minute* e 
por miligrama de proteína para MFR.. e de 254 nanomoles de DPIP 
reduzido por minuto e por miligrama de proteína para MRR.
0 coeficiente de oariacáo de Pearson das médias foi 4"i para MFR 
e <’s Ô". para MRR.



LL- r tfsu 1 tcidos desta fase experimental levavam a urna única 

i-*~« n L. 1 u :=• a L.* s ni i t v c. O nd r i as de ti gad o e de ri m es ta vam expos tas a 

d rogas d i fe re r»tes.

Como a ú nica t r a ns f o rma câo do E na 1 ap r i 1 expos: to a 

homoge na to d e f I gad o é em d i re.cão a ácido E na 1 ap r í 1 i co < TGCCO e t 

ai.- 1982? PhNG et. a 1 „ . 1985>. a hipótese viável era de que

es tava have nd o a d eses te r i fi ca cão de E na1ap r1 1 na prepa ra cão d e 

m i to cü nd r i as de f í gad o d e rato.

Es ta t ra ns to rma cão exp1i ca ria os resu1 tad os co n11i ta ntes 

o h t i d os em po1a rogra f ia qua nd o o su hs t ra to e ra su cci na to e as 

inibi coes e nz i má 11 cas. po r ém não .j us tificana a co n co rd ã n c i a de 

resu1 tad os po1a rog rá f i cos com g1u tama to como su hs tra to.

Para existir tal concordância. o fator limitar»te deveria 

estar antes da cadeia respiratória ou seja.. no transporte ou nas 

e nz i mas ne cessá r i as pa ra o f u r» c i o name n to da la n cad eira ma 1 a to- 

aspar ta to íLa NOUE et a 1... 1973? LAMOUE S< SCHOOLWERTH.. 1979!>.

Hss i r»i. pa r a u ma a va lia cão d es tas: poss i b i 1 i d ad es. f o i

verificado o efeito do Maleato de Enalapril sobre as enzimas : 

mala to desidrogenase- glutamate« — ox a 1 o a ce ta to transaminase e 

g 1 u tarn a t o «d e s i «d r oge na se»

111.4. EFEITO DO MALEATO DE ENALAPRIL SOBRE AS ENZIMAS 

RELh CIONa DAS Lh NCADEIRA Ma La TO-ASPARTATÜ

O eri-aio das enzimas relacionadas "ã lançadeira ma la to- 

aspartato baseou-se nas reacôes abaixo- sendo verificada 

inicial me n te á a t r u d a d e d a ma 1 a to d es i d i- «age nase »*. MDH > . e 

pos te r i o rme r» te da g 1 u ta ma to—oxa 1 «:<a ce ta t*a am i no t ra ns f e rase < 001 .> •

48
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H glutamato desid rogenase <GDH> foi aualiada segundo a

rea cão <3 >.

GOT
<1> L-aspartatc< + X-cetoglutarato L-glutamato + oxaloacetato

MDH
<2> oxaloacetato + HADH + H+ L-malato + HAD+

GDH
<3> CK-cetog luta rato + NADH + HH+^=±-L-glutamato + NAD+ + H

Os resultados obtidos foram conclusivos para uma inibição

da GOT de 23“-í <p = 0., 85 > .. apresentando um perfil de inibição

exposto na Tabela IU,

TABELA IU

Uariacão percentual da atividade da GOT 
purificada submetida a diversas concentracões 

de Maleato de Enalapril í M.E. 3

í M.E.3 
mM

• V. DE A T IU ID A D E  !
I 1

0  < J ! 1 0 0  <**:> !

0  r 81 ! 91 !

0  r 0 5 ! 8 9  !

0  f  1 ! 8 9  !

0.r 5 ! 7 9  !

1 , 0 ! 77 !

<**> controle sem Maleato de Enalapril 
<•***> equivalente a 7 r 73 nanomoles de HADH

ox i d ad o po r m i nu to e por unidade de GOT

Por sua vezr a atividade da malato desidrogenase e da 

g 1 u tama to d es i d roge nase f o ram i n i b i d as em u.m mãx i mo d er
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respec t i vamente. 8"*i e 11"; <ambas não significativas para 05)

Assim. levando-se em conta as condi.cões experimentais em 

que foram realizadas. as alterações polarográficas encontradas 

com glutamato de sódio como substrato seriam provavelmente 

d ev i d as a uma inibicão d a g 1u tamato—oxa1oa ce ta to am i no t ra nsferase 

<GQT>. que ocasionaria a restrição de uso deste substrato por 

ambas as mi tocOnd r ias em estudo.

A mibicao da GDI verificada neste experimento não 

estaria relacionada a biotransformacSo de Enalapril em 

Enalaprilator iá que as alterações polarográficas foram 

proporcionais em mi tocondrias de fígado e rim de ratos.

Portanto.. a al teracSo de atividade deveria ser provocada 

por uma região da molécula não envolvida na esterõlise.

Uma possibilidade seria a de que a região pro1ina- 

terminal das moléculas de Enalapril e Enalaprilato estivesse 

e nvo1 v i d a. uma vez que t ra ba1hos a n te riores co ns ta ta ram uma 

inibição da oxidação e transporte de glutamato em mitocòndrias de 

fígado de rato por estruturas semelhantes., como a N-et i Imaleimida 

U1EIJER et al„. 1972J>.

Dos efeitos do Ma1eato de Enalapril verificados até este 

momen to d o es tud o. ai nd a ne cess i tavam uma exp1i ca cão a 

possibilidade de que o ácido Enalaprilico não inibisse as enzimas 

da cadeia respiratõria. e a localização provável de biotransfor-

mação da droga.

111.5. EFEITO DO MhLErTO DE ENALAPRIL SOLUBIL12 ADO NA FRApAO 

MICROSSOMAL DE HGMQGENa TG DE FÍGADO DE RATO SOBRE A NADH-
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OXI D1-V0E E NaDH-C ITÜCROMO C REDUTttSE DE MÍTOCÔHDRIAS 

ROMPIDAS DE RIM DE RrTO

Parai '..'erificar a hipótese de que o ácido Enalaprí 1 i co não 

apresentasse efeito significativo sobre as enzimas da cadeia 

respiratôria. decidiu—se soluhilizar Maleato de Enalapril no 

sc« b re r»ad a n te d a «..e rt t r i fuga cão de 1Z - òOO x g da p repa r ajc«£o no r ma 1 

d e m i to co nd i i a:~ d e f í gad c« d e rato d es te t r a ba I ho -

De acc«rdo com o método empregado no isolamento.. este 

so b re nad a n te co r» te ria m i t«o cü nd r i as I eves. o c«::« n teu d o so 1 doe 1 

ci tosólicor mi crossomos. e uma contami nacao variável de sangue.

Baseado em TOCCO et al. 1982 .> . de que a es te ró li se 

ocorreria em homogenatos de fígado,. e no plasma de ratos.. o 

sobre nad ante referido teria. em tese.. as condi cftes necessárias, 

para a transforma cao.

Es co 1 he ram-se os e nsa i «os d e MADH-ox i d ase e HADH- c i to c rormo 

c redutase em mi t«ocÒnd rias rompidas de rim de rato.. por serem os 

que apresen ta ram rua ior i ni bi c&o per cen tua 1.. nos exper imen tos com 

Ma 1 eat*o de Ena 1 apri 1 so 1 ubi 11 zad«o em água.

h  Figura 1B mostra os resultados.. que foram de uma 

ínibic&o máxima de 9X para a MADH—oxidase,. e de 10X para a MADH— 

c i to c rorno c red u tase »- am bos não s i g n i f i ca t i vos pa ra p - 0.. 05 > .

Hssim. verifica—se que a atuação do Maleato de Enalapril 

era o principal responsável pelas ímbicOes constatadas na cadeia 

r esp iratòria de m i to cü nd r i as re na i s romp i d as., i n i b i cftes es tas que 

d esapa r e c i am qua nd «o a d r c«qa so t ria es t e r ó 1 i se.
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N A D H - O X I  DASE

N A D H — C I T O C  ROMO C R E D U T A S E
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FIGURh 18- Efeito do Maleato de Enalapril solubilizado na fracSo 
mi crossoma 1 de hornogenato de fígado de rato sobre a
ati»..»idade da Nh DH ÜXIDASE e NADH-CI70CR0M0 C REDUTASE
de mitocOndrias de rirn de rato rompidas por
co nge1ame n to.

Sistema : para efeito de comparacâo de resultados foram mantidos
os sistemas descritos nas Figuras. 12 e 13, e a droga foi
so1u bi11 zad a co n fo rme d es cri to no item 11-11.
Os resultados s a o as médias de dois e npe r i me n tos independentes e 
estao expressos em porcentagem de atividade em relac&o ao con-
trole, que foi de 84 nanomoles de NhDH oxidado por minuto e por 
miligrama de proteína nos experimentos: da NADH úXÍDnSE, e 25 
nanomo 1 es de ferricitocrorno reduzido por rni nuto e pc*r rm L igrama 
de proteína nos experimentos da NhDH LíTOCROMO f REDU7A8E.
0s coeficientes de oariac&o de Pearson foram 18". em arnbos os
casos.
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111. E. AUh L I Af. Ali DE CON TAMI NApfíü MICR088GMAL DA FRApAÜ 

MI "I ÜCuNDR 1 AL DE FÍGADO DE RATO

Como m i to cü ncl r i as re na i s romp i d as passa ram a te r um 

comportamento semelhante as de fígado quando submetidas à acão da 

droga após es te ró1i se . chegou-se a conclusão de que o mesmo 

processo estaria ocorrendo nas preparações de rn i to cü nd ria de 

f í gad o de ra to í nteg ras ou rompid as.

Mas o processo estaria ocorrendo de»,.» ido à a cão da 

própria mitocündria hepática, ou seria um artefato de»,.»ido a 

co ntamina cão duran te o iso1ame n to ?

No 11 po de pvepa ra cão u t i1izado neste t ra ba1ho o 

co n tam i na n te ma is p r o»,.»á»,»e 1 se ria mie rossoma 1, o que 1 evou à 

necessidade de avaliar a a ti»,.» idade da glucose-6—fosfatase 

». enzirua predomi nantemente mi crossoma 1 > como i nd i cador da possí »,.»e 1 

co n tam i na cão.

Utiliza nd o a d osagem d e fós fa to i no r gã n i co li be rad o 

e nz i ma t i carne n te d a g 1 u cose-6-f os f a to, »,.»e r i f i cou-se que d o to ta 1 

de ati »,.» i d a d e e nz i má ti ca apenas 10“« esta»,.»a localizado na 

m i to co nd n a  hepática isolada, sendo que o sobrenadante da 

ce n t r i fuga cão de 12. EuU g ap rese n t a»,.»a os 90“; de ati»,.»idade 

restantes.

h co n tam i na cão »,.»e r i f :i cad a, apesa r d e não pod e r se r 

desprezada. não está a cirna da encontrada como limite superior em 

isolamento de mitocCrndrias de fígado de rato na literatura 

»ÍNEDERGAARD & CANHUN. 19 F9; FLEISGHER & KERUIHA, 1974>, e 

P rc»»v»a»,̂e 1 me n te não poderia responder pe 1 a rápida es te rõ li se 

ve r i f i cad a d u ra n te os expe r i me n tos com m i to cü nd r i as hepá t i cas.
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P r i n c i pd 1 me ri te nas aoa 11 a cóes e nz i má ticas o nd e f o ram utiii zad as 

qua n t i dad es muito peque nas d e p ro te í na m i to co nd ria1„

Rssiri'i, os resultados apresentados sugerem que o Enalapril 

é d eses te rif xcad o a ácid o E na1ap r í1ico em mito cünd rias hepá t i cas 

o que justificaria a d issipa.cão parcial do potencial 

eletroqu1mico oe r i ficad a d u ra n te a avalia cao po1a rogrã f i ca com 

s ucci ri a t c< c o r»»o s u b s t r a t o .

Esta queda de poiencial poderia acontecer pela

ne cessidade de 11- a nspor te de um d e n  oado d i ca r box i 11 co a t ravés d a 

mem b ra na m i to co nd r i a 1 e:••••: te r na r que se ria poss 1 oe 1 po r um s i s tema 

e 1 e t ro f o ré 1 1 co -

Ou t ra poss. i b i 1 i d ad e se r i a de que a b i o t ra ns f o rma.câo 

o co r resse na reg i &o i n te rmem b rã n i ca m i to co nd r i a 1 r se nd o o 

resultado final o mesmo s uma redu cão parcial do potencial de 

mem bra na mi toco nd ri a 1«
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X ,- 1 -  O  ±  s  c r k a . s s ã o  IP ±  r f l X

L.o n c .L u.s*«5 o b 1.1 das á pa r t ir de um es tud o su. b ce lula r 

ap rese n tam r es tri còes ao se t- em t ra ns f e r 1 d as pa r a a célula como um 

tod o r pa r11 cu1arme nte qu a ndo te n tamos i nte rir resu1tad os o b t i dos 

de uma espécie animal para outra.

Po rém. as co n co rd a n c i as d o p rese n te es tud o cor»i os 

efeitos f isiülòçi cos e farmacolóqi cos do uso de Haleato de 

Enalapril em modelos animais e humanos PaHG et al.. 1985? TODD & 

HEEL. 1936> sâo pronunciadas.. o que levou a uma análise das 

co r re1a còes exis te n tes e n t re os d ad os bi oquí mi cos o b t i dos. e os 

pa r arne t ros f  i s i o- f a r ma co 16q i cos A á co n he c i d os.

Sequ i nd o a linha de raciocínio es hc* cada no item III. 1..

oe rit i camos que nao é possí oe1 avaliar uma d roga nos seus 1oca i s

de metabolismo e excrec&o com os dados: obtidos: de co n centra Cá o

plasriiá ti ca. principalmente se existem evidencias de acúmulo 

nestas regi ôes.

Apesar do Enalapril apresentar uma rápida absorcâo e 

desesterificacâo hepática. só haverá um pico de ácido 

Enalapril i co plasmático após 4 horas de administração oral., sendo 

o perfil deste pico menos acentuado e mais prolongado que o de 

Enalapril (que ocorre 1 hora após a ingestão} <ABRAMS et al..

1984.

C o m o s d a d o s d o p r e s e n te e s t u d o t a 1 c o m p o r t a m e r» t o s e r i a
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».»i <± ve 1 r pü i s o <ipa i* e c i ine n í o d e uru a. es t i- u t» ». i a po .Lar e 

d i ca r box í 1 i ca como o ú c i d o E na 1 ap r i I í co cria r i a u m p i- o h .L ema d e 

cai* gas i n 1 r a celulares que sõ pod e r i a se r reso 1 v i d o a méd i c* p r azo r 

se nd o a sa i d a da d roga pa i- a a c.o r r e n te cir cu 1 a tõ ria u m p ro cesso 

ele t roforé 11 co, e n&o de transporte pass i mo de uma molécula 

lipofílica a ta'-'ur de grad iente de concentracâor como no caso da 

mo1é cu1a base de E na I apr 1 1.

Como pudemos verificar na an&lise da ac&o da d rocia sobre 

os parâmetros polarográticos de nu tocôndrias de rim de ratos, a 

a c&o i n i b i d o ra da ve 1 o c i d ad e d o Estado I I I E C  e &DFvü o co r r i a 

mais intensamente a partir de urna concentracâto de Ena 1 apri 1 de 

0r 08 mM r qu e p rova ve 1 me n te se ria ati ng ida qua nd o um se r hurna no 

normal de 70 Kg de peso utilizasse uma dose diária próxima a 80 

rui li gramas de Enalapril, ou com doses menores caso existissem 

fa tores de de c rêscimo da bio t ra nsto rmacao a é c i d o E na1ap r i1ico.

Es te pe r t i 1 po 1 a rog r A f i co - segu. nd o os resu 1 tad os o b t i d os 

na a ná11 se das enzimas d a cadeia respi ra tó ria em mito cônd r i as 

renais ronipidas, seria .justificado pela inibicao significativa 

da transferencia de elétrons entre os Complexos enzimáticos I e 

í l e o  Comp1exo 111r fato nâo obseruado em mi tocònd r ias de f igado 

de rate* rompidas»

H cirande sensibilidade de mitocOndrias renais à droga 

seria devida a incapacidade de esteròlise do EnaIapri1r e tal 

f a to ficou evidente com os ensaios da Mr CH^ox i d ase e NFiDH-~ 

ci to cr orno c red ut ase de mi tocõnd rias renais rompidas., utilizando 

Ma1ea to d e E na1ap r i1 so1u b i1izado no so bre nad a n + e da 

centri fugacâu de 12!» C0Q x g .♦ do i so .lamente» »de mi tocOndrias de 

fígado de rato»
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E'~-tes ensaios mostraram o desaparecimento das grandes 

inibi còes eoídenciada s nos experimentos correspondentes 

u 11 11 za nd o a d r oga so .1 u. h 1 1 i zad a em água.

P o r o u t r o 1 a d o . o s rn e s m o s e n s a i o s r e f e r i d o s aci m a .. 

c o ri» binados com a a 1 ia c ac» da contami na cá o rn i c rossoma 1 que foi 

c o n s ider a d a «.1 e n i r o d a t a i x a p e r m i s sí'..'el, s u. gere rn t o r teme n te g u e a 

biotransformação de Enalaprii em ácido EnaIapril i co ocorra em 

mi tocOnd n a s  hepáticas^ iá gue os ensaios de HADH~~oxidase e NADH-~ 

c i to c rorno c » ed u ta se nes tas rn i to cO nd r i as r u t i 1 i za nd o E na 1 ap r i 1 

so 1 u b :i .L i zad o em água . na o mos t r a ram inibi ca o s i g n i f i ca 11 o a pe 1 a 

d roga„
A P ròp r i a es te ró 11 se d o E na 1 ap r i 1 pod e r i a .j us t i f i ca r um 

decréscimo de potencial eletroguimico da mitocôndria hepática 

'..evidenciada pela estimulo de ve lo cidade do Estado III e red u cão 

d o hDP -ü gua nd o o subs t ra to u t i1i zad o e ra su cci na to d e sód i o >.. 

com consegueiite reducao da carga energética celular... o gue 

tornaria o processo de transferência do ácido Enalapr11i co para a 

co r re n te c i r cu 1 a tò ria ma i s d erno rad a •

ü decréscimo d«:« potencial eleí rognlrmco seria devido à 

criacao de uru deri*..*ado d i carbo.>-.í 11 cor e conseguer»te d issipa.c&o 

parcial do referido potencial. por um transporte eietroforético 

ou redu cao direta de ca rgas na regi ao i n te rmembra ni ca-

Hpenas esta consta ta cao. caso possa ser comp ro^ad a em 

seres humanos. Le'-'ar ia a uma necessária reducSo das doses 

ernp regadas em pacientes hepa topa tas ou em i nsufi ciência cardíaca., 

corid i cbes gue por si sò já reduzem a potencialidade de 

b i o t ra r»s f o rma cao hepática da d roga., bem como a urna a o a 1 i a cao mais 

d e ta1had a d as co ndicOes hepá 11 cas d os pacientes expostos à d roga.
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L»o p..nto de M i? ta i- eria 1 as deducòe«: ac:xma seriam ai nda 

mais importantes» deuxdo à excrecao do Enalapril na o transformado 

ocor rer por es ta v x a , ex x st xndo uma combi na cão de f i11ra cão 

g 1orne ru1a r- se cre cão +ubui a r da d roga» e a co n ce nt ra cão d o 

1 i 1 t r ad o du ra n te o 1: ra ns x to tu bu lar re na 1 -

Estas considerações sobre o efeito gus* i nsuf x ciências

hepãtxcas furicx onais ou na o *•. como nos guad r os de ci rrose e

x nsu txcxencia ca rd laca •• causa r x am na b i o t ra ns f o rma cao d o

Enalaprxl qanhariir após as evidências da sensibilidade de

mx tocü nd r xas renais a d roga, maior dimensão.» pois segundo 

J ÜHí -IST ÜM e t a 1 » »..1984 > te r í amos uma e 1 eva cão d a qua n t i d ad e de

E na1ap r i1 que nao se ria t rans formado a n í ve1 hepã ti co»

Tal ra to r e 1 eva nd o a qua n t i d ad e d e E rra 1 ap r i 1 f i 11 rad o ou 

se c retad o a n í ve1 tu bular» iria co n t r i bu i r pa ra a a ce ntua cão d os 

efei tos sobre o metabolismo renal»

Como a formação da urinar com os conseqüentes fenômenos 

de reabsorcão e secrecão tubular» utiliza 2.•‘3 a 3.-'4 da energia 

metabólxca renal» inxbicões tão importantes da cadeia 

resp l ra tó r x a e d a fosfor i1a cão ox x d a t x oa d evem 1eva r

obrígatoriamente a urna redução do transporte ative* de sódio e 

potássio» ao qual estão acoplados os processos de reabsorcão de 

q1u cose e amínoã cíd os»

lambóm a neog1ucugfânese renal sofreria uma redução pela 

qued a da d í spo n í b i 1 x d ad e e ne r gé t i ca < ÜÜRDÜtl i<< HhET 08.» 1973 > .

A i r 11 b x c ã c.* d a g 1 u t a m a t c* o x a 1 o a c e t a t o a n i x ri o transfe r a s e p o r 

sua vez poderia contribuir para a queda da neog 1 u cogfâ nese.» jã que 

segundo G0RD0H & HARTÜG i9.73> succ inato e < -cetog lutara to
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se r ï aríi os precursores lua ï s eficientes para ci ro r ma c'âo de glucose.

L'es + a to r rua. pod e r 1 amos .lus t i f i ca r al gu ns d os e f e i tos 

s e eu nd à r i os d o uso d «~» E. na 1 ap ri 1 r c omo a o ce» r rë ri c i a o cas i c» na 1 de 

g L i cüsu r i a « to i » tu r a s r r.ko r e 1 a c i o nad as ci qued a d a p ressao 

arterial e ni ma r iu ten ca»:» d a e.%. ».' r *=• cao d e sôd i c* u r i n<k. r i o a c i ma d o 

n c» r ri i a 1 r ri i e s ri i «_.« q u a r i d o a s t a x a s «de aid o s. t e r o rra circula ri tes ». •» o 1 ta o a m 

a os r t i ••1 e i s ariterio r es ao t r a tarne ri t c». d u r a ri 1 e c» use» c r ö ri i c c» d a

d roga H E E L r 1 qSE .



0 es t u.d o corcipa r et 11 ».»«o em rn i to cò nd r i as :i. so lad as de fi gad o e 

de rirn de ratos inos t r ou que o Enalapril causa,. no processo de 

r os t o n i a  cSo c«v 3 d a 11 oa r e f e i tos que se r 1 am re 1 a c i o nad os ao 

su bs t r a to u 11 L1 za«d c* e ou t ros que es ta r i am 1 i ga«d os ao t i po d e 

ni 1 to cò nd ria es t u d ad a «

ü principal efeito relacionado ao substrate« foi urna 

redueäo da capacidade de metabol izac&o de glutamate«,, por inibi.e&o 

•de da atioidade «Ja g I. u ta ma to—oxa 1 oa ce ta to arni not rarisferase,

P  ropo r c i o na 1 em a ru bos os t i pos d e m i to cò nd ria tes tad os r e que 

portanto não seria o cas 1 o nad a pela co r»oe r sãc« da «droga»

Os efeitos relacionados ao tipo «de rnitocöndria avaliada 

seriam li gad «as à conoe rsa«::« de Enalapril em Enalapnlato, o que 

f 1 cou eo i d e n t e pela a ná 1 i se d os resu 1 tad os o b 11 d os na ava 1 i a.cào 

da cadeia respiratória de in 1 to cö nd rias rompidas.

Os resultados «d«os ensaios da Nh DH—o x i«dase e MADH —

c 1 t*o c rorno c red u tase d e rn i to cò nd r i as re na i s romp i d as.» u t i 1 i za nd o

Maleato de Enalapril solubi 1 ízado em hornogenato de fígado de

rato, reforçam a hipótese de que a es te ró li se a conte/ca, em ratos.» 

em rn i to cO nd r 1 as hepá 11 cas.

Nestes experimentos, o desaparecimento «das inibições 

oeri ficadas oorn Maleatc« «de Enalapril suspense« em água »..abaixe» 

c 1 tadas> » comp r«o»..«a que a conoersao de E na 1 apr 1 i a Ena 1 apr i 1 a to é 

a responsável pel «o comportamento diverso da c a «d e 1 a respiratória
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de rni tocOndrias hepáticas e renais.

Esta conversaor alterando a estrutura por esterólise do 

g rupame n to acetil e cria nd o uma no o a ca r box i 1 a na mo 1 é cu 1 a.. 

i mped iria que m i to cü nd n a s  hepá t i cas í n teg r as ou romp i d as 

apresentassem as inibições de atividade da cadeia respiratória 

observadas em mitocündrias renais < 54% da HADH-oxidase. ??>. da 

HPDH — citocronio c redutase e 56"". da Succi nato — cito cr orno c 

redutase), obtidas com a utiliza.cao de Maleato de Enalapril 

so1u bi1izad o em água.

h  alteracefo de estrutura por sua vez. seria responsável 

pelas evidencias de diminuição do potencial energético de 

mitocôndrias hepáticas integras., verificadas por polarografia com 

su c c i na to d e só d i o como su bs t r a to.. e que p rovave 1 me r* te tam bérn 

ocorram com glutamato de sódio, sendo porém obscurecidas pela 

acáo da droga sobre a glutamato—aspartato aminotransferase.
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