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ato de Eralapril cauvusa inibilelco sianificativa da

atividade da agluvtamato-csaloacetato amincotransferas Furiticada,

Mm

e =atua =obre a atividade das enzimas da cadeia respiratdria de
mitoctndrias de rim de rato, inibindo a2 transferencia de eldétrons
dos Complexcs [ & [1 para o Complexa III.

H eztrutura  responsdvel pelas inibigcties da cadeia

respiratdria & 3 do Enalapril. pals sew derivado desesterificado

vEnalaprilaton nac  apresenta acac inibdtdriaz porém ambas  as

1
1]

cztruturas provocam  restricdo 4 wtilizacio de glutamato pelas
mitocandrias.,
(NS esperimentos de  biotransformacio indicam que a

esterdlize de Enalapril a Ernalaprilata ocorvre em mitochndrias
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A hipertensac arterial &’ uma das principais preccupacides
da medicinag moderna represaentzndc, quando avaliada iscladamente,
o fator de risco mails importante no dezermcluvimento de  doencas
cardiocwvasculares CWILHELMSEN et al.. 1979,

Eztima-ze stualmwmente que 15% da populacdc dos paizes
deseralvidaz =ein hipertensa. & ogque Fracio aprecidwvel desta
porcentaasm naco estera emn tratamentco continua.

Estudos mulbticenbricos demonstram Que z terapia medica—

in

ertetiva na prevencdc das complicacdes & no proloanga-—

T

mentosa
mento da espectativa de vida, sgendo portanto a hipertenssc uma
daz poucas patologias crtndcas compativeils com contrale tera#éu—
tica efetive WHOROUITE et al.. 1973 UVETERAMES ARDMIHISTRATION
COOFERAT IVE STUDY GROUF OH AWHTIHVFERTENSIVE AGEMTS. 1387, 157a:
WILHELMSEH et =al.. 139730,

agentes antihipertensivos tem s=sidao

1]

Uma  ampla  Qzawa d

utilizada. indo desde o= agentes diurdgticos até oz bloqueadores

LR}

52, sendo que na Wltima década a

AR

beta-—adrendralcos LUWUWESTFALL . 13

inddstria farmaceuntica mundial tem procurado desernvcluver drogas

coas reduzidaos efeltos colaterais=. & gque possam ser administradas
=1 daose Gnica  Jidrila. po getren estes  dods fatog ez Qs

responsavels pela arande maloria doF abandonos de btratamento.
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Dentre as Jdroaas: dezernoalotdas na dltima déEc

dores da enzima coanpverscora de anaictensins wECH . wpresantam—se



Come O mails promlssoores lancamentos CEAVREES & WeleaSs, 1=sa8,, e

wm representante de desermcluvimento recente e o Enalapral.
derivadae  da  carboo etilpralina, que wvem sendo amplamente
utrlizado no cntrole  da hipertensico €  como  coadijuvante  no
tratamento da ainsuficiencia cardizca (DAVIES et =l.. 1334 Cobpy,
1335,
I-1. SISTEMA FEHIHA -~ BHGLOTEMSIHE — ALLOSTEROMHS
REM L& — BHGIOTEMZ MM = MLDOSTEROHS 7 um zistema
hormonal de detesa frsicldailca dos mamd fercs. destinado # ma e
I niveis de wolemia dentro dos limites compativeds Cor RS
necessidades metabdlicas e hemadingmicas (GROSE, 19ess, atuando
tanto na reguwlacac da rezisténcia wascular peritférica,. COmec  Mic
volume & composicac dos rluidos corpdrecs.
Guando o woluwmse plasmEtil oo, a concentraciio de sddia gue
atinge a macula Jdensza reral . ol 3 pressdc de pertrusfo na
artericla aterente  renal  dimirmgen por gualguer motioo, as
c&lulaz Justaalomerwlares do cértex renal aumentam a secrecic de
uma proteasze Acida de pesco molecular de 42,888 ddltons - renina -
parax a coarrenbte szanawinea, desencadeando a zequéncia de eventos
resumidos na Fravra 1. & descritos abaisc.
0 substrato da renina plasmatica,  wmsa (~glatulina de
pesa molecular de  SE.d@d dialtons. o analcotensinoagnila, &
sintetizado pelo figado & secretado para a corrente circulatdria
apdE oA enzimAati on likera o tetradecapeptidic aminc—

ande.

terminal.
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capeptidic & transformado em wm decapeptidec.

a  anmaictensina 1. rela acdo da renina sobre a ligacic peptidica
entre cs residucs de leucinan nas posicties 18 e 11 (FPEACH. 1977).
A carmersda de anaictensina 1 em angictensina 11 L
actapeptidic & realiTada peln "enzima carversara' DETE -
excopeptidasze - peptidil: dipeptidic hidrolase E C 3.4.15%.17, que
existe em uma  amela variedade de tecidos de muitas espécies
amimais. ke camat o plasma. senda as wasocs pulmonares o=
responsavels paela maior parte da canversfc (AIKEN & UANE. 1978).

M oaclc de aminoreptidases sobre a armgictensina 11 leva =
farmacic de um heptapeprtidic. a angictensina 111, que & inativada
relas "anaictensinases" J{amincopepltidases. carbaxipeptidasas e
endoaperptidases).

Uma wia alternativa de producic da angictensina 111 seria
rela acdce de aminopertidases schre a argictensina 1, e poasteriar
atuacia da enzima COnUersara.

B apaictensina I estimularia o sistema nervasc central. a
liberacsica de catecoalaminas adrenais. a modulacico da atividade
simpatica periférica & a reaulacdco do fluxe sanguinea intrarenzal
WPEARCH, 13770,

Far cua wez., =z angdictensina Il atuaria schre o sistemza
cardicwazcular com  mumentoa da  farca  coantriatil do misculeo
cardiaca. aumente da resisténciza wascular periférica., diminuicla
da débita cardizco ¢ dewido 3 bradicardia reflexa causada pelao
auments de resisteéncia periféricad. aumento da hicssintese
liberacao de catecaolaminas. bem come estimalaria a camnversico de
calestaral em preanenclana nas suprarenalis. gque & o primeiro

parec da producaas de aldosterona SREGOLI et al.. 197V4).



H anatctenszina LI teria impcrtédncia no eztimula das

Fespos tas de bicssinteze do

i

1

i

s teEma renina-angiotensina—
aldosterona, eztimwlando 2 producio de aldosterana. noradrenalina
e prostaalandinas.

A atuacao do =istema como um todo levaria a4 retencio  de

aaua e =ddia. ao aumento da pressic sarnawines. & ao estinula do
s1=stema de atague-defeza: zaendo o responszduvel pelas hipertenszidies

renino-dependentes. guanda exiztam fatores para 3 manutenciao de
altas taxas de renipa plasmidtica Jpor exemnplo por estencose da
artéria renal ow 1mibicac do retrocontrole exercido pela tasa de

angiatenzina 11 =z=cbre a produciio de reninad.

I-2. ESTRUTURA E  FROPRIEDADES DOS BLOQUEADORES DR ECH

Fppdz wm inficico histdrica. no qual Fforam investigadas  as
propriedades blogueadoras da  ECA por derivados do venena de
Bothrops dararacs “FERREIRA,. 1985 @ FERREIRA et al.,. 197@ 5, a
pesquilsa  sobre oz inatiwvadores da atiwvidade da enzima conversara
da armaictensing zeguiu um caminho pouco wusual.

M opartir da semelhanca eztruotural entre o =itic ative da
carboxipeptidasze v de pancreas bowino & da ECA, foram construidas
quimicamente moléculas de pseudozubstratos da enzima conversora
WFiagura 20 derivadas do nonapeptidic S50 28,281 JGlu-Trep-Fro-fArg-

cifico ambidor da enzima

i

Fro—-Gln—1le-Fro-Frar. um potente & esp
comnversara de arpacotenzina TOHDETTI et al.. 1971 UMDETTI et al.
1977

0 monapeptidio deservoluido nao apresentava efel to gquando
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adwinistrade pocr w1a aral. o que motivc a pracura de npowvas
estruturas qgue possuissen a mesma propriedade  bloqueadorz. CCiy
maicr absorcic intestinal: e as modificacties estruturais que
faram realizadas na molédcula bdsica levaram ac desermcluwimente do
erimeira bloqueador da enzima conversora de angictensinz para wso
humano, wuma mercaptecal cancil-prolina ¢ 230 14,255 - Captopril? que
apresentava boa abEcrciac oral (CUSHMAH et al.. 19775,

s 1nibidores da ECH existentes no mercado Ffarmacéutica
possuemnm &  mesma estrutura bds=ica. com  wariaclies nas cadeias
laterais da molécula, sandoa. fundamentalmentes, carboxialcancil
amincdacidos cu mercaptoalcancil amincdcidas.

FAodroga emn estueda. Maleato de Enalapril, & o zal maleata

da derivada acetilado de H-[103)—-carboxi-3—-fenileropill-L-alanil-

L=pralina. € atinae suwa =atividade inibidara da ECH =TT o
desesterificacse do agrupamenta zacetil - sendo  partanta  um

carbaxialcancil amincidacido, do panta de wista funcianal Figura
3.

Seqaunda  CUSHM@H &t =l 1977, embara os derivadas
carbavialcanasil & mercaptoalcancil de L-proalina tenham s=ido
decernwalvidos 1mcialmente por analagia com  we  inibidor da
carbaxipeptidaze A. eles sic bastante especificos para inibiclc
da enzima conversorz de angictensina. Jad gue, apresantam
canstantes de 1nibicdc de 1 uM w1 oo para a  ECA. enquanta
cancentractes de 1 b ini e atdéd SEX da atividade da
carboxipeptidaze 8. tripsina e guimictripsina de péncreas bovina,

cou carhboxipeptidase B de pincreas de parco.
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O =al Maleato de kEralapril fol estroaturade quimicamente

Fara  Tacilibtar = absorcge intestinal. Parem nEo apresenta
atividade tarmacoldgl on €1y relacida HO ziztema red nae—
amotenzina-aldozterona. sendo absorvido como Enmlapral LU

monoetil-ézter do dcado enalaprilican., gue também nyo & atuante

come blagqueador da enzima comnersara.
Fara ser ativoe deve ser dezesterificado a fcide enzlapri-

lica — Enalaprilato o H=-L1iS0)—carbowi-3—Ffenilpropil I-L-alanil-L—~

prolina —. cor =edas um derivado monocarboxilico de amincdcido e°
trans Formada en dicarbeedlidco L TODUD et al., . 1aa2n, sendo Que
esztudaoz  de absorciic e metabolismo em preparactes perfundidaz de

intestino~tfigado  de rato, mostraram ser o figado o local desta
camerzac hidroalitica (FAMG et =l.. 1935,

Hao erxistenm evadencias. até o momentao, do local nics
hepatdcito onde acorra a conversao de Ernalapril em Ernalaprilata.

For =er a inlbicac da ECH mail:s importante nos tecidas. €
a medida da remina plaswatica,. aldosterona & angiotensinas 1 e 11
apresentzr uma =&rie de dificuldades téconicas, torna-sz=e dificil =
tnterpretacac daz  resultados obtidos,

Tarmbém a medida plasmdtica dos componentes do sistema
remina—andicotenszina-aldosteraona nac apresenta boa correlacico com

as reais atuscaes dos amibaderes da ECS JTODD & HEEL, 1986,

HEpesa  destaz da Filouldades, a acda do Enalapril "in
witra! CUHEH et oawl. . 1934 0, & "ip o owiva" CUHGER et al.. 1350,

mostron que sew perfil de acio rarmacoldailco & 1

Y

veres superior

i



ac de seuw antecessar. o Captapril. emn relacic 4 inibicla da
enzima conversora de anaictensina.

Do poanto de vista de wusa humanoe. s efeitos do empreac do
Enalapril. tanto em woluntdrios normais come em hipertenscs e
pacientes em insuficiéncia cardiaca congestiva. foram de queda da
concentracac plasmitica de angictensina II. aumento na concentra-—
cdc de amaictenzina I & atividade da renina plasmitica., e reducic
na taxa de aldosterona circulante & urindria  CABRAMS et al..
192405 resul tadas compativeis com s abtidas  em animais

CRADZIWILL et =l.. 19885,

s

0 wvesa de Enalapril parece também ser respansdvel rela
inibicdc parcial da qQuininase I1. uwma da  enzimas responsavels

pela dearadacio da bradicinina,., porém seus efeitos nesta drea ndc

]

-]

tao suficientenaente elucidados OYASUTIMNS &t =1.. 13934 TODLD &

HEEL. 13883,

4

Sequnda JOMHHSTOH &t =al DI e R S n qQueda da pressic

'

arterial & relaciconada linearmente 3 reducdc de =atividade da
enzima coamversara de angictensina. gque por Su®m VezZ. apresenta
carrelacdc neaztiwva linear com a dose de Enalapril administrada.

Deszta foarma teriamos uma reducic de 15% na atividade com

1@ miligramas de Eralapril administrado por wia aral {cancentra—

[}
533
[

cac sérica [ de dcido enalaprilico média de 35 microaramas

o]
(53]

par  litral. DAY com 28 miligramas o mé&dia de V8 microgramas

par litrar. & &@% com 48 miliaramas (U5 média de 126 micrcaramas
poatr latrar.
Consideranda ague = tictransfarmacic de Enalapril =

1]
g.
XY

fdcida Ernalaprilico apresentzn wuma taxa maxima d & que o pesa



molecular do Eralapril & de 374 ddltons. eztas concentracdes
SEril1cas S 1 Aam correspandentas = Eicos de concaentraciia

aprodimados de rezpectivamente @15, B .28 & G480 M de Enalapril.
Eztudaezs  do metabolisms & disposicigc fizicldaica do
Ernalapril e Jdo Enalaprilate em animais de laboratdrio & no bomen

mostram que o metabdlito didcido & polar (Ernalaprilatoe) apresenta

difusac LTI W RS RIE-1 atrawds  da memboesares Flasmdtica de
hepatdcirlo=s, tendo eliminacdc renal, aszsim como a  parte  ngo

metabolizads do Ernalapril sbearvido o FOCC0 &t zl. . 19a2e LI,

E =]
198%: LAMHOY & PRMG,. 1987,

Mo oawvaliacHco da cindgltica de eliminacico renal am pacientes
com funcao rernal alteradza CLUOWERTHAL et al.. 132350, moztrou que
exizte wum acdmulo progrezsiva de Enalaprilato relacrionado 4 quedsa
de atividade renzal.

Em condicotes de v em pacientes com alteractes hepidatica

if

fisicldailcas o patoldaicas. COmce & cirraze ou congaestio
hepatica por insuficigncia cardizaca cornmestiva. JOHHETOH et =l.
L19EdY werificaram wma daimineilcac de &8Y na concenlraciia de

enalaprilatye prevista nas primseirazs 4 bhoras apds 3 ingestiac da

droea . o odue 2Z1ani Tl CoRrlia Wi incrementc carrespandente da
concentracac previszta de Enalapril no mesmo pericodo,

I.4. Wa0 cLidluu D0 MALESTO DE EHALAPRIL (MED

0 Maleato de Ernzlapril & comercilalizada no Brasil com o
o de REMLIEC o Mer ok Share & Dabmed . am coamprimidas contenda 5
e S miligramas de pranclpilo atioc, gando wtilizado enm dozes gque

varlam de 2.5 a3 S8 mrligramas didrios.
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Coma o= demzai: logueadores da ECH,. apezatr de ter sidao
iniciralmente proposto para o controle da  hipertensiac arterial.
atualmente  far parte do conmunto de medicamentos wtilizados no
tratamento  da insuficigncia cardiaca conmestiva (DAVIES et =l..
1284 RERMS wt al.. 192&r  FEANCIS & RUCIHSE/S,. 19999,

O efeita anti-hipertenzioc do Ernalapril foi veriticada
Qquaze  exclusivamente en brabalhbosz comparativos com o 0 efeito  de

placebc cou outroz hipotenzores. zando gque amn sua totalidade tais

i

eztudas weriticaram =wa eficdcia no cantrole da hipertensac  com

daozagens de 18 =z 48 miligramas ac dia. em dose dnica o dupla

didraa o DAVIES et al.. I9dd: MOMCLOM et al.,. 19895: TODD & HEEL.

Eztudas = lamge praza (THIMD et zal.. 1928250 mostraram gque a
droga fol atuante na redoclico dos nivels de preszsdc arterial apds

am anc de usa. =em demonstrar perda de atividade.

Ha inFuwficiencia cardlaca cangeztiva, =10 cuia
tiziopataolools = wasoconstricio  periféarica & o aumenta de

catecalaminas  ciranlantes teriam  papsl importante (LIFKIM &
FOOLE~WILS0OH, 19850, oo ouse de inibtadoresz da ECH =zeriza indicado

para reduzir @ resiztencia periféricaz e o retorno wvenosa  ac

tente CTOLD & HEEL., 19885,

Hi

coracac, Jdimirmaindo a sobrecaras exid

Ernalapril tem =i1do usado em inswficidéncia cardiaca na
dose de S.% 3 28 paliaramas ac dia.  acompanhbado o npdEo de
diwréticos. cardictemcos & wasodilatadores (McoERATH et al..
1 FRaMoLs & UL IHSFM. 1aed: BEAUNE. 1939: KJIEKSHUS &
SUWEDBERG. Lo, com bonz rezultados na avaliacdo de pardmetros

subtetivas & oboetioces.
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rabal has

Uz efelrtos colaterals reteridos nos diversos
crtados sac na z=ua maloria Jdiscretos auando comparados com o da
terapaunta habitual da hmipertensgo & insutfilciencia  cardizaca
canges Liva. €& oE owals tTrequentes na lileraturs daisponiovel - Cul
tonturas. radioa daiarreén nawEeasE, reacoes aléraicas. tosse,
Mmipotensgo,., glicosdria ¢ hMiperpotaszsemia, havendo porém citacties
izoladas de eteltas cmlateriis Qraves coma 1nsEuficiéncia  renml
L GOy, 135y, infarta do micciardic & episddics de izquemia
transitdyr LHLRESES et al. . 12850,
I.5, URJETIWUOE
Hepesar  do Malezato de Enalapril apresentar wma extenss
avalilaclHo climica vatd& 1985 foram  aprezentados Lrabal hos
encluendc AHAR pacientes entre hipertenszos e cardicopatas na
literatura mundilal sequndo GUMEZ et al.. 1aasn, =ua atuacia a
reztringiv-se 4 pesquiza plasmiatica @ wrindria
SN FElR . creatinina e
W Facientes

bacequima oo
do metabaolizma
Normals

nivel

de eletrfdlitos @ proadutos
eliminacac rensl de proateinal em voluntidricos
gque utilizavram a droaga.

Fartanta, wizando ampliar o= nhecimentaos da aclc a
nivel molecular do Enalapril. o prezente trabalbho tem como
aboetiucs:

a0 werificar a atuacac Jdo medicamento na processa de fozforilacia

oxidativa mitocondrial de forma a auvxiliar o entendimento de zeus

efeitos colaterais a curto e lanas prazo nos drodos expostos as
ceies da drooga Cffaado e rinsd. beexmn Coamc

maliares comcentrs
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i
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h

1 CE iy U nivels é

de coorrer:

probabilidade

By comntraibuir para a localizacygo do local de

Ernalapril em Enalaprilata a nivel hepdticao.

13

afeltos tem maior

biotransformacia do
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Il — PMateri=is= = Pletoedocoss
IT.1. REMGEHTES
Succirato & alubtamato como  =aisz sddicos. Hnﬁt HralH .

1.

HOF. EDTH. EGla. BiEp, HEFES, alutamsto desidroaensse de tigado de
ol tapoc I o230 Lema de pratelnm., alutamsto cxaloacetato transz-—
mrpEse L2900 Wega de protednm., Fotenans . ferricitacrams ¢ de
coracio de bor. FME. Fooram adouiridos da Siamzs Chemical Co.
Manitol, Acido perclédrico. briz-baze. hidrdésido de potds—
=1, cloreto de potiassiro. clareto de maandzia,. =ul fato de magnd—

£1C, Malh. ditianita. fos Fato monobdesico de potdssia. fasfata

ditdsico de potdszsio,. =l fate de amé@nia, Acido  =ulfdrica,
molibidato de amania,., =l fato de Fferro. fFforam obtidosz da Merck do

Bra=zil.

Mo len o de Enalapril. vtilizado =ab a  forma de

i

comprimidas de X8 ma de Renitec tMerck Sharp & Dobmed.
Uz demails reagentes wtilizados foram do melhor gran de

purera dizpanivel.

11.2. IS0LAHMERTO DE MITOCOHDR IS DE FiGHDU [k RATO

Mitooctindrias dJde tdaada de rato Foram 1zaladas seqaundo

métada descrito por MUSS et al. wi981 . com alaumas moditlcacdes.

HES1. Fatos brancos Wistar taram mor bos por decariltaciac
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tenda  seus rigada

in

remceidos & lavadas enm meic de  izclamento

composta der Manitol 2e@ mM. EGTA lmM., TRIS-HCL 18 mM spH 7.2, e

BoH @. 1%, e o postericormente Elocadas oo tescura o
homcaenelzados am hoamogensizador Van Fotter—-Elvehaiem. neando-se
sucessivamente pilstilo frowmo & noormsl.

G homoaensto obtrdo fol centrifugado a2 328 2 9 por S
mirittos em centrituas retrigerada Beckman J-21B., a2 3 graus centi-
arados . Descartow-ze o precipltado,. & o sobrenadante fol centri-
fugado a 120 < g9 por 18 minetos,. sendo aobtido um precipitado de
mitoctndrias gue Tfol por duas wverzes ressuspensco em cerca de 15 ml
de melco de 1salamentia. & centritugado a S188 = g por 18 minetos:
o precipitada obtido folr ressuspensa enm 2 ml do mezmo meic.

Com  eszta diluicHo cohteve—-ze uma cancentracio de prateinz

em média de &8 miligramas por mililitro,

I1.3. ISOLMMENTO DE MITOCOMDRIAS DE RIM DE R&TO

Mitoctndrias de rimwm de rato foram obtidas da cbdrtes renal

1. 212612 modificado, como

iy

1=alada, seaguindo o método de WOSE et
descrita acima.

Com a diluiecac ewm 2 ml de meic de i=clamentc conzeqguiun-ze
Wiz cancentracac de proteina de 38 miligramss por mililitro  em

med 1.

11.4.  OERIEMLAL  DE B OCOHLR D ROMF Thas DE Fleapn E DE RIM  DE

RATOS Frla # DE VERMIMAGAD DE &1 [01DALES EHZTMA T TCAS
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Mitoctindrias de figado e rim de ratos cbtidas confarme 4

descrita. foram conaeladas em nitrogénic liguide a2 —1868 araus

centiaradas.

Fara o= experimentos foram desconaeladas a  temperatura
ambiente e recongeladas poar 12 haras a ~15 agraus centiaradcs.
novamente levadas a temperzatura ambiente. e mantidas a @  araus

centiarada=s.

11.5. DETERMINACAD DO COMSUMG DE IGENIO POR POLAROGRAF 1.

CALCULO DO RS E AbP-Q.

Seaqundo UOSS et al. L1Ee3E0. cam alaumas madificagtes.
determincou—ze o conswne de oaxig@&nic de mitacndrias intactas  em
palardarafo GILSOM dotado de reaistrador.

0 =si1stema de reacic era composte de: Manitel 25&  mM,

bl 1éa . trig—HC1 18 mit. EGTH &.1 mhl. B3R @.85 e tamplc

csfate S mk (pH V.20, saenda complementada. de acorda cam

if

exparimenta. com alutamato de sddic 4.2 wl ou succinato de sddia
4.2 wHM, e HDF @.2 ul.,

8 concentracio de proteina mitocandrial foi de 1 miligra-
ma por mililitro. aquandae o substrato wtilizado era succinato, e
de 1.5 miliaramas por mililitra no casc de alutamato. e a tempe-—
ratura  foi mantida em 28 arauvs  centiarados por  banho-maria
termastatizada.

pe welacidades respiratérias do estado 111 @ estadoa IV
{respectivamente o consumo  de 02 por mineto por miligvrama de
proteina  em presenca de RDF. e apds o consumo doe ADFY., & sua

nte de cantrole respiratéric (RO, foram calaula-

i

Fazdc. o caeticl
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daos  em cada um das e perimentos, beeers como o quaciente entre as
rnancmoles de HLF e de cniagnic consumidos duranle o estade 111

CHDF U CCHRMUE 0 LR TAMES . 1958 ESTHBROGK, 19670,

I1.6. DETERMIHAUAUW DES Bl IVIDHDES EMZ IMATICAS LIGADAS B CADEIS

RESPIRST Ok LM,

Az oatuyadades daz enzimas respiratdrias foram determinpa-—

e exceta aonde explilcitamente referidao. amn espaectrafatémetira

i
1]
i

f}

d=

i

GILFORD moadela 252, acoplado & regiztrador GLLFORD e@sd, zenda

Earesa dee Malexto de Ernalapril nxo mostrow picos

r
i

aque a curwa de am
de mbh=crbancia pas faaix=as ol lilzadas nos diversos esperimentos.
Foram utalizadas wmrtaoc@ndriaz de flgado WMFR) & de rim de
rato (PMRRY. rompildas por congelamento.
Em todoz o experimentos deszcritos abaisxo. adicionou-se
Maleato de Enalapril ac mei1o de rexcHo. na quantidade necessdria

ter wuma cancentracyo final de @1, ELES, @1, a5, ou

1

para =

id

1 mwbl.

T11.68.1 HRDH —0ST0AsE JheDH @ oxigénic axidoredutaser E C 1.&6.93,.3

Seguindo o método dezcorito por SIHGER C13¥V4), determinou-—

3

»
‘
ol

e espectratotomwetricamente a atividade da HALH-GSTDRSE, A

arauws centiagrados, em melo contendo: tampdc Ffosfato D@ whk pH P4,
EDTH S@ uM e 1% wa de MFR oo 236 wa de MR, e wodoume final de 1

mlez e = rexcdo Fol iniciasds pela adicac de HADH Lk i, e G

reglsztrado em S0 mm oo decrdscima de abEorbancia devado a wwida-
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cac da HAbH.

Fara calowlar a velocidade da rexciio wtilizou—sze o coefi-
ciente de extincio de &.23¢ cw'. ! Fara o MADH., & s resultados
foram expresscos  em nanomoles de HADH caxidado por minuto e o

mwiligrama de protedna.,

1T.e.2 MabH UL TOCROMO O REDUTASE (HPbH @ citocrome ¢ —axidoredu—

tased B L lod,939,3

Hocompanhou-sa a3 reducdc do citacromo ¢ espectrofotométri—
camente a SEW nm =zegundo HITHGER 19740, 3 28 grauws centiaradas.

O melo de reacic era constituido de tampic fosfato 5@ mi
pH V.4, EDTR 2 mh. HyalH SE k. ferricitacramas o 3% uM, HMalhH 1
mM., =sendc a3 reacfio iniciada com a adigcdco de V2 uwa de MFR ouw 46

wa de MER em wvolume Tinal de 1 ml.

Utilizando-ge o coeficiente

ferricitocrams ¢ de 19.@@a ca'. ML

enzimatica  em nanomoles de citocrame

miligrama de prateina.

IT.&.3 CTOURWLIG ©

dutazer E C 1.9.3.1

H canldacdo de Terracl bacrama
dade da crtoorame ¢ owtdares,. TR

egspectrofotométricamente am S5@ nm

A fDHSE CFerraci taoroama C

ArawnE

MRS et al. .

de extincdc malar para o
foi calculada a atividade
¢ reduzido par minatc. par

axigénica oxidare—

c. carm indicativg de ativi-

centiaradas. tclr medida

19730,

O et de reacac era composto de tampda rosfato SO i pd
Foa. BEDIA 2 wh. terrocitocrome o 25 ub e 46 uwag de MFR cw 235 wa de
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MRR. em wolumse farsl de 1 oml.

tilizmando o caeticiente de estaincic malar de 19, GAR cnft
-1 .
Mpara o ferracitocroms ¢. a atividade especifica fol expressa em

panciwcles  de fterrool booroac © axidadao por minwbto & por miligrama

de proteina.

1T.5.4 Ubtencac do ferroct tocroma o reduzido

Ferricitaoram (o de coracic de  bhod reduzidao CO

ditionitea. folr eluido com dgua delanizada en coluna de  SERHADRE:
G255, a fim de zeparar o Terracitocramo o do exceszz=o de diticnito,
segundo YOMHETAMHY & RAY 19650,

B oconcentracidce final de ferrocitocroames ¢ foi abtida par
espaectrafatometria a S5EE e wtilizcando o coeficiente de e«tingcdo

O —1 - .
molar de 27.788 o . M 'para o crtacrome ¢ reduzidao.

I1.6.5 HabH DESIDROGEHASE JHRDH ¢ ferricianeto avidaredutza=sed

Utilarmande  terriciraneta coama axidante, @ ratenconis pars
blogueilc da cadeia respiratdria, a atividade da HADH  desidroge—
naze foi avaliada seogundo SIHGER L 139740.,

0 merlo de reacda era constituidoe de tampdc fozfato SE mM
e V.9, ELTi 2 m. ferricianeto @, 6 M. rotencona 1 uM e 28 uwa de

MFR ow 28 wa de MRER. em wolume fimal de 1 ml:z zendo mantida =

ntigrados durante oz esperimentas.

T

temperatura de 28 graus <

M oreacac fol acompanhads por espectrofolometria o 4280 nm
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apds a adicac de HRDH 15@ M. zendo o resultadoas expreszos e
nanomcles  de ferricianeto reduzido por minnto & par miligarama de
protelna. vtilizande o coericiente de extincac molar Fara
ferricianety de 1.83@ ol Pk

Il.g.o SUCLTIHATO DESIDROGEMMSE (Swccinato @ fernazina metzsswl Fate

aoxidaoredutaze) E O 1.3.93.1

F reducic de DPIF foi wtilizada para avaliar a atividade
da succinato dezidrogenasze seaundo SIHGER (19740,
Tampido fo=fato D@ wM pH V.4, succinato de sddic 28 m.

NaCH 1 wh, ELTH 2 mh, e 18 ug de MFE cu 31 wg de MREFE constituiam

a melc de reacdc,. em wolume final de 1 ml; apds 18 mintas de

i

 graws centigrados., a reacico foi iniciada pela

o

<

incubacic

o

adicac de DFIF &8 o & PM3I 1 mM. acompanhando-ze a redugic de
DFIP por espectroafotometria em S8E .
1
U= resultados  foram exprezsaz  em  nanomoles de  DRIP

reduzide por minwto @ por miligrama de proteins, wtilizando

cozficiente de extincac molar de 14,48 cri \. H"para o DPIF redu-—

I11.8.7 SULCIHATO-CITOORG C REDUTHSE <Succinata @ ferrocitocromo

-1

¢ aardoredutazer B U 13,9

3

B atividade enzimiticx da swccinato—ciltacromea ¢ redutase
fai determinads. seaundo  S0MLO C1webo, pela reducia de
ferricitocrome c¢. estando a cadeia respiratdria bloqueada  por

HalH.
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U ziztena de reacuc era composto de tampda Fosfato Set mb.

=7 5 BN ELIn 2w, =uccanato de z=ddic % mi. & MFR &2 wa o MER 9
Wi apds dpcubacac por T8 panutos a 28 agrans centiarados, A
reacdo fol 1miciada pela adicio de ferricitocramo o 48 uwh, senda
zeguida  espectrofotomstricamente em S56@ nm. Gz resultados foaram

expresscos em nanamcales de Fferri

g}

1tocrome ¢ reduzida por mineto e
par miligrama de pratedns. utilizando o coeficiente de extincic

de 19.@@@ o', oL

I1.V. ﬁpﬁﬂ DO MaLERTO DE ENMSLAPRIL SOLUBTLIZADG HA FRﬁﬁﬁD

MICROSSOMAL DO HOMOGEHATU DE FIGRDO DE RATO

e

A atividade da HRDH-CEIDRSE JE © 1.6.°

o
L

» e da  HAabH-

CITQCROMO  © REDUTASE fE C 1.6.99,3) de mitoctndrias de rim de
rato rompidas por congelamento fol avaliada seguindo precizamente

o meszme  procedimento enperimental descrito nos itens 11,

.

.1 e
Il.e.2. zendo a  dntos alieracdo o w=zo de Maleato de Enalapril
salubilizado ma fracac milorcasscmwal do homoagenato de  figado de

rato, em =substituicso 3 scluclo am dgua destilada e deiconizada.

11,8, DETERMIHMLAW Dr ATIUIDARE DAS EHZIMSS  LIGADAS B LAHCADE TRA

MRl TO-Ra ek TR0

Mo oatividade daz enzimas ligadas =a lancadeira malato-—
aspartato foi determinadza em espectrofottmetro Amince Chance Dual
Wavelenaht ~ Split Beam., egquipado com reaistrador.

Em tuwdaz o esperimentos fod adicianada Maleato de
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Enalapral drzaolvide  em dauva destilada e deicomzadsa,. na

aquantidade necessiriz @ para se abter uma concentracide  firnal de

Ixy]

A.81 . e.an . Bl . B S o 1omib,

Hos enperamentos descoritos nos dtenzs 11.8.1, IT.8.2 e

11.8.3  foa utilizada a metodologia descorita  por WILLIAMASON &%
CURKEY »13aH, 1979, pardm rail adicianada quantidade conhecida de

substrato ac wela de reacdc. guandao entdco avalicou—-sze a1 atividade

da enzima  purifircada NE BUWESHCc1H o presenca de Maleata de

Enalaprail.

O - [ | Pl O DESLLDREOGEERH™SE Jl-malato 3 Hﬁﬁymxidaredutage)

E C 1.1.1.5¢

]

M oatividade da malato desidrogenaze de coracio de bod

i

Furificada Feed medida =zeguwindo a  cxidaclca de HrbH (=Tl
ezpectraofatometria em J4€ . a 29 arauws centigrados,

zeqgundo a

-

T
Iy
ri
QuF
[n]

M-
—

meetate + HADH + HY T L-malate + Mol

%
o
—
in]

i
[y
]
(=B
Hy
o
oy
i
113
]
i

spm composto de tampio trietanclamina S@
mil pH V. 4. zul fato de maandzica 1@ mid. EDTE S omb. HabH S8 ud e
cralomcetata 2wk, expy g wolume Final de

R oml. e oA reacdo toa

intciada pela adicao de malato desidrogenase @, 235 unidadesa.

Il.5.2 GLU TP O il a1 T O AR THOT RESHFERRRE taspartato

amihobransferazer B O 2ow.l.l

HoeampanhEndo Booesii

[n i
a4
i
4
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(=3
=
I
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I
i
4]

i
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GOT
w1y L—aspartato + ~-cetoaglutarato = L-glutamate + cxalcacetata

MO
cetata + HADH + HY — L-malatc + Mot

b
~
0
El“
[oery
]
o

avalicou-=ze. par  espectrofatometria em 348 rm. a  atividade da
Flutamato-cxaloascetato aminotransferase purificada.

Tampacs trietanclamina S6E o pH 7.4, sul fata de maanésic
10w, EDTE 5wk, HADH S@ oM, X~cetcalutarato 1@ mM, aspartatc 36
mbl.  MDH @, 235 unidades, compunham o melic de reacica  em  walume

final de 3 ml. mantidao a 28 grauvs centigrados. senda a  reacdc

iniciada pela adicico de @A. 4 unidade de GOT.

11.8.3 GLUTRMATO DESIDROGENASE tL-glutamata : HRLL{P)

cotdaredutazer E © 1.4.1.3

B atividade da glutamztc dezidrogenase purificada de
figada de bai Fold quantificada acompanhando-se =a  oxidaclc de

arauvse centigrados,

o0

HADH  por espectrofotometria em 348 . a 2
segundc a rezcdEc:

GOH
X-cetoalutarata + HADH + HHZ —— L-alutamatc + HAD'+ H, O

0 meic de reacico era composto de tampio fosfato 5@ mMM pH
T.a o, eulfatco de ambGnia 18wk, EDTH 5 wiM,  HADH &5 uM em vaolume
final de 3 ml. zsendc a  reacic iniciada pela adigcdco de GDH @1

unidade.

I1.9 AVALTIACAC DE COMTAMIMACAD MICROSSOMHAL HA FRQQ%U MITOCOMDRIAL

DE FIEabh DE REHTO
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Frurezs da preparacio de mitacondrias de flagadoa de rato
matrcadara

“
Tl pesquisada através da  atividade da enzima
micrassamal -~ alucase—-é—-fosfautaze E O 3.1.3.% - . seaundo =
metodoloaia dezcrita por HERS &t =l. 19515,
0 =siztema de reacic era composta de tampic histidina—-HCL
28 mM o opH &5, glucoza—a-Ffoasfatco 48 mbl. EDTHm 1 mM e walume
adegquada de mitacandrias izaladas de filgada de rata L
scbrenadante da centrifugacac de 12.608 » g, em vwolume final de 1
araus centigarados por 38 minntas =z
a V.
=

av
de TCH
2 por 18 minctos,

ml.
FEds incubaclo @
reacic fol interrompida pelza adigclo
O gsiztems fol centrifugado a 14,088

o =obrenadante wtilizado para a dosaqem de fosfatoe incrainico

liberade durante = incubacic. canfarme descrito por SUMHER

L1944,
I1.1¢. DETERMIMACAD Di COMCEMTRACAQ DE PROTE [H&S

de proteinn foram realirzadas pelo método
ntilizanda espectrafatémetra Micronal,

determl na clies

HE
de LOWRY et =l. {19510,
modelo BEARA, & scro albumina bowvina como padrio.
11.11. PREPHREGO DO MALERTO DE EMALAPRIL
Comprimidos  de 268 ma de Renitec (Merck Sharp &
CCin & sec_mi it comEcE L CAGE
maleato de @nalaprrll. .. o cnonsnnnsnnenasacdd M3

Dehime > .
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cotdda mamarela de ferrd. . enreessannewee, 13 ma
estearatd de maandEilce . e weenewnnenenes =1
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foaram disscloaidoz  enm  dgua destilada e delcnisada, sendo =z

in

WEpensido  posteriormente centraituoganda a 12,888 » o por 16

minwtos, & o z=abrenadante tiltrada.

1

HE =l die:

as21im obhtidas aprezentavam pH = ¥, a8, & Taram

mantidas a —l% garaus centigrados.

it
it
f
o
&

MHowvas solugses eram prepatradas s

i

3 semmnas, parém
szolucdes  cam até S =zemuras foram testadaz, moestrando a  mesma
ativvidade que az recentaz,

Moz esperimentos de biotransformacda de Enalapril  em
Enalaprilato, o= comprimidos de Renlteo foram disscluidos na
fracaa micrazscmal de homogenato de fioado de rato, ou zeja, 3
sabrenadante abtidoe npa centrifuogacdo de 12.6860 = g9 durante o
1=2clamento de mitoctndrias.

E impartante salientar gue as concentracdes de Maleato de
Ernalapril wiilizadaz noz wdrics experimentos (@, @1 , @a.ac . @.1
@.m e 1 ombe. reprezantam coancentracéies de Enalapril de @.@az
GG T 5 s H.d e 3 b, d3% aue o =al maleato apresenta pesc

molecular de 116 didltons acima do Enalapril isclado.

I1.12. AHALLSE ESTATISTICN DOS DADOS QBT IDOS

a dasz dados abtidas fal feita por

,..
iyl

B oanalize estatiszti

sue lipesr wtilizando—=se o métoada dos minimos quadrados das

regress
médias obtidas nos odrio: espaerimentos. @ o= coeficlientes de

FEarassac correla ol e determinacie avaliadoz S E A
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gianitTicincia pela teste t de Student.
Has diverscs experimentos o termce "sianificante" fod
utilizadoe apenas quando oz trés coeficientes foram consideradoas

significativeas pelo teste.

1

Fe medias. ante

if]

- da regress%c linear. foram submetidaszs =
avaliacic de aiwuste de curvaz  para weraficar Y mel hco
representacda. e caloculadas par regressac nidca linear. Parém  em
tadas oz cazos apresentados no presente trabalho. o caeficiente
de correlacda fol mailcor quando =2 wtilizava a  reqressic  linear
rela métada des minimes quadradas.

TarmbEm, levandoa—-=se em canta a possibilidade de que

mitactndrias renzsls =

]

tedam submetidas a  cancentracées mencres

de Enmalapril em condicties fisicldgicas Ipdgina 29, foram
recetidaos o= testes citadoz com dados interpclados., o8 quais
apresentaram campartamenta estatistica s=imilar acs abktidas
experimentalmentea.

A wariabillidade deoe= resul tada= apresentada=s foi
auantificada pelo coeficiente de wariacico de Pearson, obtido pelza

férmulas

Cl - coeficiente de wariacic de Pearsan
T~ desuvic padrio
o - média aritmética
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ix3i. Prfezzemmman, 0o ol emess wmme oo L s owmma_w, s oomm oSy e

111.1. JUETIF T I Des DOSES DE MaLEATO DE EMHALaRFRIL oMED

HETL Lembms Mo FRESLEHTE T RaBEml H0

omaddela farmsoodilngsmicoe do Maleato de Eralapril &

i
Iq

bazeado am diversazs preml

CEERE .

H O Erimeira & o3 de que zais de dcidas

-+
-
it

sHG mails

solduels em A9ua. o e qustifioan o= TR farmaceutica de
apresentacac: =zl mwalexto de kEralaprail.

Seauneda FEMHE et owl. N B R O o Eralapril libteradoa no

1nlesta

l 1

v delando seria raprdamnente abzaroido JYdiscoute-ze mainda
ums pedquena biotransformacacs de Enalapri] em dcida Ernalaprilicao
por bactérias entéricasy,  s=sendo x taxa de absorcdgc humana de S8
da  dose administrada,. e #a faoctransformacic serla feirta a npivel
hepdblco até w3 da dose absoroidsa.

H oe:screcan da Enalapral ndo bransFformado ccerca de S8% da
doze absarwoada ., seria realizada peloz rins. embora wma prarcelsa
rac  supericor 3 2% poderia ser eliminada pela biles porém &
determinacas serila diricil dewido 4 recirculacio enterc—hepiatica
VRBRAMS & Ll IES,. e,

HESLm. &m termo: asrnls, se wm Ser humanog normal  com pesa
mdEd 1o de FEobea,. e tlamdeo Je 105 kg com ezpaco bhldrico de 1 litro,
1remerlEse uma Jdoze dnoloa de 1w maliaramas. apresentaria wuma

abEorcac de B miligrsmms em owwn perliodo mA@maimo de uma heara.
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lervanda & wuma concentracas hepdtica da droga de atd dowle mid fouw

bt G

i1y
i

conslderarmos una raplds branstormacio de SE% da dose

en acido Ernalaprilicos.

Fartindo—ze do principic gque as concentracities sérica

7

d

i

acido Eralaprilico  seauem wma torma linear acompanhande a  dose
administrada o JOHHSTOH et =l . 19350, as provdvels concentracdes
hepaticaz para 28, 48 e 28 miligramas de Ernalapril administrado
seriam de @ olé, el e @oasd mM o cainda considerande gque =

camnver=ao de 503N zerian extremamente rdpadan.

i

Taiz conzideraclies parecem ter szido zeguidas por PAMNG et

m

al. D= L=

3
o

Qque a cancentracic madxima empregada na  perfusia

hepdtica for de @2.9133 w de Ernalapral. compativel com o usa de

28 ma didricos em dose danilca.

-

HE  concentracdes de B.5 e 1wl de Maleato de Enalapril
Leorrespandenda a Bed e .3 mk de Ernalaprils foram wtilizadas
coeds oo Fim de ziplar condicdies de adminiztraciico em pacirentes coam
problemas mm Compeersac. coma hepatopantaz: by come para serwir
camn teste do efelto zobre az diversas enzimaz,. 134 gue CUSHMAN et
al. 1BP7 e hawdan weriticado uma gueda de S@Y da atividade da
carbomipeptidasse B, tripzina e quimictripsina de pancreas bowd no,
e carbconipeptidaze B de pancreas de porco. com concentracdes de 1
wi de 1rmibidores da ECH.

Do ponto de wista rermal a2 andlisze de concentracéies  fica

% da daze abzarvida =ser

e]

e d apenas <4

n
it

mals= CCnE lexa porque ape
eliminada pelo  raim como Enalapril. o wolume hidrico de ambos o=
Fins & de apepas S50 wl. esistindo eoadéncras de secrecac tubwlar
da drooa D s HEEL. 1HEe . N Faltrada alomerulzr &

concentrada cerca de 28 vezes am relaclo ac plasma.
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Desta farm=a. o mals provavel & que a  cancentracidc de
Ernalapril em células renais selsa de 30 a 485 mais baixa que ermn
c&lulas hepiticas. e aue  dewe ser levada em cansideracic na

anilise doz resultados.

IIT.2. EFEITO DO MALEATO DE ENRLAPRIL SOBRE O COMSUMO DE QXIGENIOQ

fal

DE MITOCOMDRIMS DE FiGaDO E DE RIM DE RAHTOS

A awvalizciico do efeito do Maleatce de Enalapril  sabre
mitoctndrias izcladas de figado @ de rim de ratas fai iniciada
cam o reqgistro polarcgriafico do consume de axig@énic, coun &
wutilizaco de alutamato de sddic como substrata.

4

-

& & Tabela 1. mostram o  resultados

ful

FHe  Figura

i

-

abtideos wtilizando—se o métada descrita par ESTREROOK {19670 para
o calcula da welacidade respiratdria do Estado III . Estada IV,
RC e nbP-oOL

Ohzerva—=ze nas figuras 4 a 7V uma reducdc da velacidade dao

in

Estada I111. RO e \pbPoQ. e elevacadc da velacidade da Estada IV,
propavcicnal em amboas o= tipos de mitoctndrias exceta em relacdc
A welccidade do Estada IV de mitochndrias hepdticas. qQue nac se
mastron sianificativa.,

MitocAndrias hepdticas e renais apresentaram poartantc,
cam este suhstratoa. alteracties zemelhantes de zeuvs pardmetros

palarcardaficos., evceta em relacidc 4 welacidade do Estada 1L,

Hoalianda apenas o= dados de veloacidade do Estada TI%:
RC e mDP-O. 2té& eszta fas=e do estudo. a droga parecia atuar sobre

a transparte esou metabcalizmo do substrato empraegadao, rodendc
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MITOCONDRIAS HEPATICAS
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FIGURH 44— Eferta do Maleato de Enalapril caobre @ wveloacidade
recpiratédria do Estado 111 de mitactindrias hepdaticas &
renzis utilaizanda alutamato de s=ddia camee suhstrateo.

1z tema Mani tal 250 mit. FC1 182 . tris—HC1 1@ mM vpH .20,

EGTH @.1 mM., B3 @05, tampac tostato 5wl dpH 7200 \ADEF @2 o,

alutamate de s&dic 4.2 M e proteina mitoecoandrial 1.8 ma pora um

volume final de 1.2 ml. ity resul tadas reprezentam as médias de
c1ta  experimentos 1ndependentes. e o ceoeficiente de nariacac de

FPearscon das médias tar « & X

%) O walares de welacidade estac expresyas em  nanumoeles  de

caxiaenic consumida par minuto @ par miliarama de EFrateina.
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MITOCONDRIAS HEPATICAS
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FIGIHIRHR S— Efeita do Maleato de Enalapril sobhre a welacidade
respiratéria do Estadoa IV de mitactindrias hepiaticas e
renals wtilizanda alutamato de sddic coama substrato.

S1stema Manital 25@ i, KC1 1@ . trig—HC1 1@ M tpH 7. 2%,

EGTH G. 1 . Ban @, 0%, tampac fostato S oopH 720, AbFP a2 uM,

alutamzta de s&dic 4.2 wM e proteina mitacandraial 1.8 ma para um

woelume  final de 1.2 ml. Us resul tados representam as médias de
cita esperimentos 1nderpendentes., e o coeficients de variacan de

Pearsan das mé&dias fo1 < 9 %

L&) O walores de velacidade estac evpressas &m nancomales de

cwigenico consumida por minwto e por miliarvama de protelna.
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MITOCONDRIAS HEPATICAS
6

5+

44

! Ji | 1 U 1 ! 1 1 R
0O a 02 03 04 05 06 07 08 09 10
L MAL. DE ENALAPRIL 7 mM

MITOCONDRIAS RENAIS
6

RC
¢

N \

T T ] T T 1 T T |
O o! 02 03 04 05 0O O7 08 09 10

£ MAL. DE ENALAPRIL7 mM

FIGURM &—- Efeita da Maleata de Enalapril sobre o R L de
mitoctndrias hepdticas e renals utilaizanda alutamata
de séddic camo subhstrato.

Sistemza @ Marnital 250 mh. KC1 18 M. tris—-HC1 18 mM 7pH 720,

EGTH @.1 mM., BSH 6.80%9%. tampdce fosfato S wmll (pH 7,25, &bP @, 2 o,

alutamata de sé&dic 4.2 wM e protelna mitocondrial 1.8 ma para  um

volume final de 1.2 ml.

U= resul tadas representanm as médias de c1ta experimentas

indeperndentes. e o coeficiente de warilacda de Fears=on das médilas

-

foli < 7V %
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MITOCONDR IAS HEPATICAS
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FIGURH 7—- Efeitc doa Maleate de Ernalapril szabre o #bF-U de
mitoctndrias hepdticas e renals utilitando Ilutamzta
de s&diria coamo substrato.

Sistema @ Man tal 256 mM. KCY1 1@ pafd. tris-HC1 1@ M pH 720,

EGTH 9.1 mhM, B3\ @.as,. tamplc fosfato S owhl o opH V.20, ADR @02 aifl,

glutamate de sddia 4.2 M e proteina matocondrizl 1.8 ma para  um

wolume  final de 1.2 ml. U resultados representam as médizas  de
c1ta esperimentas 1ndependentes. e o coeficiaente de warlacac de

Fearson das médias fai -~ & "
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também estar interferindo em alaum ponto da cadeia respiratdria,
de wma forms equivalente em ambaz as mitoctndrias.

Lo oo to de  virta das  alteractes wverificadas ra
velocidade  do Estado I, o etelto deracoplador da  droga  seria
compativel com =uwas calacterds=ticas de lipcssclubdlidade. senda
mais 1ntensas e Ziganiticativas em mitoctindrias renals devida As

caracteristicas constitucianais de zuwa membrana.

ThEELR I

Uarilacdes percentuails madximazs doz pardmetros
rolaroaraficos de mitocandrias hepdticas (Hep?
e renpais WRen? wtilizando glutamato de z=ddic
cama s=uhstrato

! Variacia ! Sianificincia §
! A LmE ! Para o= @, 85 '
VoHep - 5P % ! =im !
ESTabO 111 ¢! ! !
' Ren - S1 X% ! sim !
U Hep 4+ 26 X ! A !
Esimbo I ! - :
Vo Ren 4+ e W ! sim i
Ve - 52X ! sim !
= 1 1 1
Vo -l | =m !
' Hep - 35 ¥ ! =1m s
H[-’F'-‘ 0] ; l N :
' Ran - 39 X ! EL !

oo Fed a avaliacico da efeito da droga

1
it

O prdoame PR
mantendo @z mesmas condlclies esperimentais. pardmn uwtilizanda
succimato de sfdic coma subsEtrato.

estic representadas o=

bl
at

b
-

Ma Tabela 11 & Fiauras

Y
~

principais reszultados dest HEE.
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MITOCONDRIAS  HEPATICAS
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FIGURKH 33— Efer1tc dao Maleato de Enalapril cobre a nelacidade
respitratdria da Estado 11T de mitoctndrias hepdticazs e

rensls wtilizando succinato de =ddio cama substrato.

Saztemns @ Marnital 25@ mi. ECT 1@ miM. trie—-HC1 1@ i (gH V.20,
EGTH .1 mhM. B3x @,05%%, tampic fosfato S mM (pH 7. 2%, wDF @ 2 ulM.
cuccinata de sé&dic 4.2 wMl e prateina mitacondrial 1.2 ma para um
wolume final de 1.2 ml.

U resul tados representam as médlas de rFei1s  evperitmentos
independenter o o coeticrente de wariacac de Fearvon das médiag
fol « & %

LKy Qs waloares de wvelocidade estiac espressa: aenm  nancmoeles de

axi1genia consumido por minato @ por miliarama de protefna.
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MITOCONDRIAS HE PATICAS
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FIGURH 3 - Efer1ta do Maleato de Enalapril sohre & welacidade
respilratafia do Estado IV de mitoctndrias hepdticazs e
renals utilizando succinato de s6ddia come substrata.

Sictema ¢ Manital 258 wi, RO 1é . trie—-HC1 1@ m (pH V.20,

EGTH @. 1 whM., BRI @.@S%, tampac fostato S wM JpH 7,20, AHDP @, 2 ul,
succinate de s&dia 4.2 Ml e prateina mitacondrial 1.2 ma para  um
wolumwe final de 1.2 ml.

U= resul tadas representam  ags médias de el experimentas
independentes. e o coeticrente de variacac de Fearson das médias
fa1 « 1@ %

ey U= walores de velacidade estac espresscs  em nancacles de
axiaenia cansumido por minputo @ par miliarama de proteina.
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MITOCONDRIAS HEPATICAS
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FIGURK 188 — Efeirta doa Maleatoa de Enalapril sobre o R O de
mitoctindrias hepdticas e renals wtalizando succinato
de sé&dic cama substrata.

Si1ztema @ Manitol 2S& mM. KC1 1@ b, trie-HCL 1@ il vpH 7. 20,

EGTH @.1 mM, Bi4 @954, tampac fosfato S ml o vpH 7. 200 WDFP w2 uld,

succinato de sddia 4.2 mM e prateina mitacandrial 1.2 ma para  wm

welume final de 1.2 ml.

Us resul tadas representan as  médias de selrs e perimentas

1ndependentes., e o coeficrente de variacdaa de Fearson das méedias

for o« 3.5 %
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MITOCONDRIAS HEPATICAS
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FIGURH 11- Eter1tae dao Maleata de Enalapril sotvre o mbPoO de
mitocandrias hepdticas e renals wti1lizando succinata
de gddic coama substrata.

S1stems @ Mari tal 258 wM. KC1 1@ . trig-HC1 1@ i vpH T, 25,

EGTH @.1 mM., BR\ @.a%%,. tampac fosfata S mM wpH F.20. RDP @, 2 ui,

ceuccinata de £&dia 4.2 M e pratelna mitacandrial 1.2 ma para  um

wolume final de 1.2 ml.

e resultadas representam as médias de =se

1 esperiment
inderendentes. e o coeficiente de vwariacac de Fearsaon das méda

g
Q=
.

fQi < '.:9.-5 u



HE praincipals diterencas entre oz resultados cbtidos
ambos oz =subEtratos roram e wvelocidade do Esztade 111 e,

mitoctndrias  hepdticas metaboclizandoe succinmto. safrew

inversiada de comportamento. passandc a apresentar uma acelera

igni ficativa, e npa relacgc BDPCO em mitoctindrias  renais

succinato como =ubElrato. cwda gqueds ndc Foi zi1ani ficatiuva.

39

coan

=10
wma
=Yl

CCHn

Tamben o KU de mitoctndrias hepdticas ndc  apresentouw

VAEF1ACEO =1ani ficativa, aguando Swccinata de sddic era

[w}
subEtrata.
IHBELW L
Variacdes paercentuals maximnas doz pardmetros
polarcardticas de mitoctindrias hepdticas (Hep)
e renals +FMene utilizando swuccinata de sddia
come subEtrata
! Mariacia ! SDiapnificincia !
! TSR N ((E ! Ppara po= g, 83 !
Vo Hesp + ! =i !
EsTalat 111 ! ! !
VoRen S - ! R ET] !
Vo He  + 38 X ! =41 ¢
ESThbir 14 ! ! !
U Ren 4+ 28 0% ! =1im !
Vo He -~ 2 0% ' A !
F" E i i t
VokRen -~ L3 0% ! SA !
' Hep - 21 0% ! =AW !
H[.'P .-Cl i ] [}
' Ren - 1@ % ! MAc !
Cam = npovces  dados a avalilacio doz efelrtos da droga

passcow 2 pecessitar de wm neesd entoeque.,
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H  elevacdco da velocidade do BEztado LID em mitoctndrias
hepdticas, acomPanhada da aqueda da relacac ADFCUO, sugere que uma
Farte do potencial  eletroguimico estaria sendo dissipade de
alawma forma,. porem tal nfio acontecia com mitoctindrias  renais,
Aue mantinham wm padric zemelhante ao obtido quando o substrato
era alutamata de zddio.

Em rezumo. quanda fol vtilizado alutamato de sddic  come
substrata. mitoctindrias  hepdticas & renais  comportaram—se de
maneira  semelhante, pordm com suoecinato de sddic coamo substrateo
apresentaram divergéncias  imporitantes. zugerinda até que
estivessen frente a drogas diferentes.

Diante destez resultados, fol necessiria a avaliacic do
efeita da droga =sobre as enzimas da  cadeia respiratdédria de

mitaocondrias 1zaladazs de Ffigado & rim de ratos.

ITI.3.  EFEITU DO MylEslo DE ERALAPRIL S SOBRE v #TIVIDARDE  DAZ
EMZIMAS Dn CRDEIS RESPIRATORIA DE MITOCOMDRIAS ROMPIDAS

DE FIGabu E DE RIM DE RATOS

(= coamplexaz enzimidticos da cadeia respiratdria de  mato-—
candrias de figado e de rim de ratos  Jezquema  abaixad, foram
avaliadas seaundo  SOMLO J1WEdn . MRtlW (19730 e SINGER {19740,
apresentando 2z alteracées de atividade mostradas nas Filogurazs 12
a 17, & reswmidas na Tabela I[II.

He prinpcipatls wvarlacoses de atividade cheservadas toram em
miltoctndrias renzls rompldas. & evildenclawam wma intensa ina bl odo
de atividade encimdatios nm regiac compréendlda entre oz Lamplexcos

I ¢ Il., & c tegpplexo 110

i

AN W o -111)

Mitoctndrias  hepdticas  rompidas, sl de o

i
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comp lensios enzimatlcos 1dénticos. surpreendentemente nac

apresentavan alterscdes

i

1anificativas de suvas atividades.
ESOUEMe 1

tompleros enzindticos da cadeln
rezpiratdria mitocondrial

sSC ot mE b
LUHPLtHU L

HRDH—COMFLESD I—U0—0UMPLESD TII—cit ¢ —COMFLEKO [W—=(05

COMPLE=O I HEDH ~ Ubaouwanonza (UG caxidoredutase
COMPLESO IT[ - Succinato — U cxidaredutase
COMPLE<OQ II1 - UQ - citocroams ¢ oxidaredutase
COMPLE-O I - citacrama ¢ axidase

TEBELA ITI
Variacties percentuails mAximas da=s atividades
enzimiaticas da cadela rezpiratdria de mitocéndriasz

rompidas de figado "MFR? @ de rim (MER)Y de ratos

! ariacdo 'V Sigmifici&ncia !
! Al mE ! Fara po= 8,85 !
YV MFR —-1a nac !
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HrlbH-c1t. o redutase ! ! !
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FIGURH 12- Efei1ta do Maleato de Enalapril sobre a atividade da
HADH Q<IDHSE de mitoactindrias hepdticas “MFR) e renais
MRER Y roampirdas poar conlelamentc.
Si1cstema tampac fasfato S0 mwM (pH V.40, EDLTH Sa uM, 21% uwa de
MFR cu 2238 ua de MRR., e HaDH 166 M em um walume final de 1 ml.
U resultadas sac as mé&diaz de dois esperimentas 1ndependentes.
e estic expressas  em porcentagem de atiwvidade em relacac ac
caontrale. Que fol1 de 45 nanamcles de HHDH oxadada por minonta e
por miligrama de proteina para MFR e de 79.7 nanomoles de  HebH
cx1dada por minuta & por miliarama de proteina para MRR.
O coeficiente de variaciaa de Pearson daszs médias foa <4 5 ' para
MFR ¢ < 6.5 % para MRKE.
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FIGURAHM 13- Efei1ta do Maleato de Enalapril sobre a atividade da
WNRDH— CITOCROMO C REDUTKHSE de mitoctindrias hepdticas
WMERY & renals WMRRY rampidas por conaelamenta.
Si1stema H tampac fasfata S@ M wpH V.40, EDTA 2 b,
ferricitacrame ¢ 3% uM, 72 uwa de MFR cu 46 wa de MRER., HaCH 1 wM e
HNADH S@ uM em um volume final de 1 ml.
U= resultados g4 as médias de do1z experimentos 1ndependentes. e
estic expressos em poarcentaqem de atividade em relacldc aac
cantrole. Que  foil de 21.8 nanomcles de ferricitacrame reduzido
por minuta e por miliarama de pratelinas para MFR., e 27V.2 nanomoles
de ferricitoacroma reduzido par minute & por milirarama de protefna
para MRRE.
0 cceficiente de variacac de Fearsan das médras foil . 4% para

MFR & < &% para MRR.
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FIGURH 14— Efeirta do Malezata de Enalapril sobre a atividade da
CITOGUROMO C—0<IDRSE de mitactndrizase hepidticas MFRY &
renals (MRER rompirdas por conaelzmenta.

Sistema : tampac  fosfato S@ wmM pH V.40, ELTH 2 mhl,

ferracitacrama ¢ 25 uM & 45 wa de MFR cu 23 vwa de MRE. e

vaelume final de 1 oml.

(e resultados sac as médias de dols esperimantas 1ndependentes. e

ectic exprescos em porcentagem de  atividade  em relaciac aa

cantrale. e fo1 de ot nanomoles de terraci taorame axidadao por
minute & por miliarama de prateina para MFR., e de 70 manomcles de
ferroacitacrame  oasidado por minato e por miliarams de  proteina

para MRR.
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FIGURRK 15— Efeitae do Maleato de Enalapril sobre a atividade da
HabH  DESIDROGEMASE mitoctndrias hepdticas “MFRY e
renars WMRF rompidas por congelamenton

Sistema tampao fostfata S8 M vpH 7.4, EDTH 2 M, ferricianetc

@. 5 mh. ratencans 1 ul. HylH 1Sa uk, e 78 ua de MFR au 23 na de

MER. emnm wum valome fipal de 1 oml.

Us  resultadosr cac as médias de dals esperimentas tndependentes,

e estac e«prastar em povrcentagen de atiuonidade en relacdac  ac

cantrale. e tar de % npancanales de terricilaneta reduzidos par

minuto & par miliarama de protedna para MER, e 12,5 nancaclesr de
ferricianeto redumido por manvtoe e pea mailiarama de pratednz para

MER.

0 caeficiente de varzacac de Fearsan das médiar tor « % para MFR

e <« 2% para MER.
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FIGURA 18— Efeito do Maleato de Ernalapril sobre a atividade da
AMCCIHATO — CITOCROMO © REDUTREE de mitocandrias
hepaticas FR e renaise  (MRRY rompidas o
congelamenta.

Sistema tampac fosfato S@ wM wpH 7.4, EDTA 2 mil., succinato de

s&dirac SomM. ferricitacrama c 48 uh, e 6% uwa de MFR cu 9 wa de

MRE., em wn olume fainal de 1 ml.

U resultados sac as médias de dois erperimentos 1ndependentes. e

estic expressos em porcentagem de atividade em relaclia aa

caontrale, que fol de 59.% nancmoles de terricirtacrome rednzida

por minuto & por miliarama de pratelna para MFR. e SS9 nancmal e

de ferricirtacroma reduzide par minwto € por miliarama de proteina

rara MRR.

0 cceficiente de nariacac de Feavrson das médias tol < &% para MER

e « &% para MRE.
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FIGURA 17— Efeita da Maleato de Enalapril sobre a atividade da
SUCCINMTO  DESIDROGEMASE de mitoctndrias  hepidt:icas
MEFRY e renails MRRED? rompidas por conaelamento.
1stema ¢ tampdca fasfato @ ml (pH V.40, EDTHR 2 M, succinato de
ddic 2@ mi. HaCH 3 i, reotencona 1wk, DPIF @ u,. PMS @, 9375 mi,
31 uwag de MFR cu 14 wa de MRE, em wam vclume final de 1 ml.
< resultadas sac as médilas de doils erperimentas 1ndependentes.
e estic exprecsas  em porcentagem de atividade em relacdc ac
cantrole, que foi de 1@ panomaler de DRPIP reduzido por mineto e
por miligrama de protelina para MFR. e de 284 nanomales de DRIP
reduzido por minute € por miliarama de proteinz para MRE.
O coeficiente de wariacic de FPearsan das médias foa < 44N para MFR
e < &% para MRR.
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Oz rezultados desta fase experimental lewzovam @ e tinica
caonclusac: mitoctindrias de rigado & de rim estavam erxpostas =
drogas diferentes.

Tl a dpica  transformaciico do Enalapril exposte =
homegenato de figado & em direcio a dcide Ernslaprilice CTOCOO et
al.. 1aaz: FakE et al.. 12as5n, a hipdteze viduvel era de gue
estava  havendo a dezesterificacic de Enzlapril na preparacic de
mitoctndrias de flaado de rato

Esta transrormacic explicaria of resultadoas conflitantes

abtidoz em polarcagratiz guando o substrato era =uccinata & as
iniblcdies enzimiticas. Eeorém nEc Justificaria a concordi#Encia de

rezultados polarcaraficos com alutamate como substrata,

Para exi=tir tal concordédncia. o Fatar limitante dewveria

ectar antes da cadela respiratdria oun =eja. no tranzporte ow nas

enzimas neceszdrias para o funcionamento da lancadeira malato-
aspartata CLHHOUE et =l.. 1%973: LANOUE & SCHOOLWERTH, 19279,
HE=1m.  Para uma zavaliacio destas possikdlidades foil
weritficada o efeilto do Maleato de Enalapril s=obre as enzimas @
malato desidreoasnasze.  alutamato - cxaloacetata  transaminase e

glutamata desidrogenase,

ITI.4. EFEITC DO MALEARTO DE EMALAPRIL  S0BRE A5 EHZ ITMAS

RELAHG IOHPDAS M LaHERDE TRy MELAaTO-ASPaRTATO

U enzalwe das enziwas relacionadas & lancadeira malato—
aspartato bazeow—-se pas reacdies abelso, sendc wetrlTicada
imtcilalmente 3 =ationdade da malato dezidrogenase (FDHD . (=]

postericormente da alutamato—oxalocacetato aminctransferase (G0OT0.
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B oalutamatoe desidrogenase (GDH> foi avaliada seagunde =
reacaa T30,

GOT
10 L-aspartato + X-cetcalutaratc — L-glutamatc + cxalocacetata

MDH
12y axaloacetzto + HAabDH + H+;:3L:wmlata + Hﬁb+
GOH
(3 K-cetazlutarate + HADH + HHZ;;i? —alutamate + MNabh + Hjﬁ

O= re=ultados ahtidaz foram conclusivas para uma inibicic
da GUOT de 23% (p = @,65», apresentande um perfil de inibic3c

expasto na Tabela IV,

TREELR TW
Variacico percentual da atividade da GAOT

purificada submetida a diversas coancentractes
de Maleato de Enalapril [ MJE. 21

L M.E.] Voo DE ATIVIDEDE !
1 ! !
a0 1 tem owo o
et w1
mes ¢ as 1
et w4
a5 s 1
e s

e ormme oo e oo 1o e ettt Soots S0000 S4eme $o0ep SROCS SHen4 e Seeeh Sosme Sevms Gnens Fmime G0000 Shbee S0a0e Srvcs Soses S000s seese M Semme ecse

D contrale sem Maleato de Enalapril
CEEY equivalente a V.V3 nancmcles de WAabDH
cxidada por minuta & por unidade de GOT

FPar sua wesr. a atividade da malato desidrogenase ¢ da

alutamata dezidrcaenase fToaram inibidas em um MmA1mc de,



a0

respectivamente. 8% e 11% dJambas ndc significativas para p=6, @50

Resin. levando—se em conta as condigcéies experimentais em
que  foram realizadas. =as alteracdies polarcarificas encontradas
com glutamate de sddia coma  suhstrata seriam provavelmente
devidas a uma 1nibicic da galutamato—cxaloacetato amincotrans farace
LEAT . qQue  CoCAS1anarix A restficﬁo de uwec deste subhstrate por

ambase as mitacondriase em estudo.

B orrmibacge da GOT werificada neste experimentce ndc
eztaria relacionada =Y tratransformacitc de Enalapril (=117}

Eralaprilato. iR gque as alteracdes ralarcardficas fooram
proparcianals em mitoctndrias de figado € rim de ratos.

FPartanto, a alteracido de atividade deveria ser praovacada
poar uma red3ifc da molécula nfco ernvalvida na esterdlise.

Uma possibkilidade =seria a de gque a3 reaifc prolina—
terminal das moléculas de Enalapril e Enalaprilate estivesse
erpecluida. uma wer gque  trabalhos antericores constatavram wmza
inibic¥%ce da oxidacdco e transporte de glutamatae em mitocéndrias de
fiaada de rata por estruturazs semelhantes, coma a N-etilmaleimida

CMEIJER et =l.. 139720,

=8

Dos  efertos do Maleato de Enalapril wverificados até este
e Lo do estuda,. ainda necessiltavam wmnz explicacic S
posz1hilidade de gque o dcida Ernalaprilico nic inibisse az enzimas

da cadela reszpivatdrizm. e = localizaclc provdvel de bdotrans for—

maca da droga.

I11.5%. EFEITO DO MeLERTO DE EMAlLAPRIL SOLUBILIZADOD Ha FRECAO

MICKROSSOMAal. DE HOMOGEHATO LDE Fiaabo DE RATO SOBRE A HMADH-
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CallmnE  E HADH-CITOCROMO  C REDUTASE  DE  MITOCOMNDRIaS

FOMFIDAS DE RIM DE RaTO

Far

'y

verificar a hipdtese de que o Acido Ernalaprilico ndo
aprezentasse efeito significative  sobre as enzimas dz cadeisn

respiratdria,. decidiu-ze sclubilizar Maleato de Enal

iy

Eril Tc
zobrenadante da centrifugsaciao de 12,808 »x g9 da preparacdc normal

de mitactndl 1az de figado de rato deste trabalhbe.

De  acardoa com o métado empregadoa no isclamento. azte
scbhrenadante coanteria mitoctndrias leves. o conteddo  =oldoesl

citosdlilca, miloro=ssomos, & uma cantaminacldao varidwel de sangue.
Bazeado en  TOOOO et zl. Llsas . de que a esterdlise
ccarreria em homoaenatos de Ffiagado, e no plasma de ratas,. o]

sabrenadante referida teria. am tese, as condilclies necessdArias

T
pl
o
o
fh
ol
3
in
:h
;;
n
iy
0

Escalheram—=se o ensaios de HADH-oxidasze e HADH-c1 tocramo
c redutasze en mitochndriazs rompirdas de vim de rato. EOF Seraemn oS
Qque apresentaram mai1or il bl oo percentual. noE experimentos com
Maleato de Enalapril zolubilizado em dous.

B Figurs 18 moaztra oz resultados, gue foram de  uamz

>,

1l blcao mAxima de 9N para a MADH-coxidase, e de 18% para a HRbH-
citocroma ¢ redutase cambos n3c sigamficatives para po= B, 850,
HEZ 100, wetrlfica-se gue a atuacao do Maleato de Enalapril
era o principal reszpansivel pelaz i1nibdcties canstatadase na cadeian
rezpiratédria de mitoctndrias renatls rompidas, 1nibd cdties estas que

decapareciamn aquanda & droda sotria esterdlize.
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FIGURH 18- Efei1tce do Maleata de Enalapril sclutalizado na fraclo
micrassamal de homcaenato de figado de rato scobre =
atividade da HhDH GXIDASE e HRaDH-CITOCROMO C REDUTASE
de mitactndrias de rim de rato rompidas pCr
caonqaelamenta.

istema para efeitc de comparaciac de reszultados foaram mantidos

s gcistemas descritos na=z Filguras 12 e 13, e a droga  foi

solubillizada canforme descrito no 1tem I1.11.

U= resul tados c3c as médiazs de doils experimentos 1ndependentes

ectac expressas em porcentaqgem de atividade em relacac ac con—

trale. que  fal de 24 nanomcles de HRDOH cxaidado por minnto e por

miligrama de prateina noz esperimentos da WADH O<IDRSE. e 25

nancmcles de ferricitoacrome reduzido par minetoa € por  miliarama

de prateina noz esperimentos da HKDH CITOCROMO ¢ REDUTRLE.

s coeficientes de wariacao de Fearson foram - 1@ em ambos o=

O

Q

cCazas.,



111.6. HUHLlHEﬁU [k EUHFHMIHH&%U MICREEEOMAL DF FRACAO
MITOQCUHDR 1AL DE FfGHDU DE RATO
Cama matoctndrias FeEnals rompidas passaram & ter wm

campartamento semelhante as de figado gquando submetidas 4 acio du
droga apdsz esterdlize. chegou—ze & canclusico de que o  mesmo
processc estaria ocorrendo nas preparactes de mitoctindria de

figado de rate Integras o romprdazs.

Maz o processoe estaria ccorrendo devido 3 acico da

if]

prédpria mitoct@ndria  hepdtica, o =erian um artefato dewvida a

contaminacdc durante o 1zcolamenta 7

Mo tipa de preparacico uwtilizado neszte  trabalho fal
contaminante wals provdvel  =eria mcorozscomal. o ogque  levow 3
necessidade de avaliar a =atividade da glucose-t—~fosfatase

venzima praedominantemnsnte microssomal ) coma indicadar da possivel
contamina cac.
Wtilazando = dozagen de  fdefato inorgiEnico liberado

enzimaticamaente da alucase-d-~-fosfabo, verificouw-se que doa total

de atividade ensimdtica apenas  1@8%  esztawa laocalizada A
mltoctndria  hepidticax 1=zalada, saendas gque o sobrenadante da

centrifugacac de lX.cuid o g apresentava g 9% de =atiwvidade
reztantes=.

B ocoantaminpacdc  werificada, apesar de nda poder  ser
desprezada. rac e=std macima da encantrada como limate supsricr em
1eclamenta de mitoctndrias de tigadoe de rato na literatura

CHEDERGAARD & CRREMHUH. 1979 FLEISCHER & KERUIHA. 19740, e

provavelmeante rac poderian responder  pela rdapida esterdlise
werificada durante cs experimentos com  mitootndriazs hepdticas,
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principalmente nas avaliacdes enmimiticas ande foram uvtiliradas

quantidades multo pegquenaz Jde proteina mitocandrazal,

I

i==im,. o=f resultadoz apreszentados =wgerom que o Enalapril

& desezterificado a3 dcido Enalaprilico em mitoctindrias hepdticas

0y

fu que Ju=ztificaria a di

i

Sl A O Farcial de rotencial

elaetroquimi oo werifioads durante 3 avaliacdo polarcarafica  com

succinato como substrata,

1

=

if

- agueds e rotencial  poderia acantecer rela
necessidade de tranzporte de wm derivado dicarboxilico através da
membrana mitocondrial esterna. que =eria possivel por um =istema
eletrofordéta co.

Outra posszibdlidade seria de qgue =z bictransformacic
SO resse na regific  intermembr&nica mitocondrial, zanda o
resultado Fimal o mesmo umx reducic parcial do potencizal de

membrana mitocondrial.,
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subhcelular

COInCe L

cbtidos

s dJda=z

h’g

- €& C

I11.1..

aue nac & pozsioel avzaliar oen droas nos sews locails
torecde com oE dados obtides de  concenltracic
principalmente s existem evidenciazs de acdnwlo
do Eralapril apreszentar uma ridpida  absorcico e
hepdtica. =h hawerds wm piloo de dcido
plazndtico apds 4 horas de administracac coral. sendao
deste pl1oo mence: acenptuado & mails prolonsada que o de
taue  ocorre 1o hora apds @ ingestdcd (RBERAMES et wl..
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vlanel. Pl [ apatectmento de umm o estrutioga ol a =]
dicarbosilics coma o Aacido Eralaprilico criarviz um  problems de

cargas intracelulares que =5 poderia ser rescluido sz médio EFRTC.

zendo @ salda da Jdrogs paran ow corrente circulatdrizm um B e

eletroforéty cu, e nao de tranzporte passioc de o wuma moeldéoula

lipofilica a tawvwor de aradiente o

it

concentracidc. Camcs no casc da
molécula baze de BEralapeil.

Como pudencs wvaerifroar na andlise da acdo da droga sobre

o= parametiros polarcaratricoos de matocdndrias de rim de ratos. =S
acac 1nibadora da wvelocidade do Eztade I11. O & RDP-O acarria

mal:E  Antensamente a partir de una concentracio de Enalapril de

s mbl. ague proedavelmente seria atingida gquando wm =er bamano

normal  de Fé kg de peso wtilizasze uma doze didris prisima a S8
miligaramas de Enalapril. car com doses mencores  caso  existissem

fatores de decrészcime da bhiotransformacdo a dcido Enalaprilico.

Este pertil polarcardtioo. zegundc o reszultados obtidas

i}

2 das enzimas Jda cadelan respiratdria em mitocindrias

pu
!
a
3
il
ot
f=l
i

renals  romeldas,. seria gustificado pela iniblcfico s=iganificativa
da transferencia de elétrons entre os Complescos enzimdticos I e
Il & o Complexa 111, fato mac ahservado em mitocihndriaz de figado
de rato rowmprdas.

H arande =zenszibilidade de mitoctndrias renais a droga
seria deuvida a incapacidade de esterdlise do Enalapril, e tal
fata Fficouw ewvidente  com o enszaiocs da MHADH-oxzidase e  HADH-
crtocroms ¢ redutase de mitoctndrias renais rompidas. wtilizandao
Maleato of e Ernalapril salubilizado P zobrenadantea da

centrifugacace  de L2, EEE o a. doo disolamento de mitocondrias de

figado de rata.
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daz  grandes

o desaparecimento
correspandentes

E= SNSAHIGE W
1l bl cdies evidenciadas rces e imen tos
utirlaizando a droga zolubilicads em daua.
For  outroa lada. COE mEEmoE ensalios referidos acima,.
avalizcio da contaml nacio milcorossomal oque fea
sugaran Tortementse gque =z
0

H
=z el
QCQrra

conpbol rad o el
conziderada dentro da tailss permiss
brotranztormacac de Enalapril em dcido Enalaprilico
mitocondrias hepdticas. 14 que oz ensaios de MHADH-cwidase & HRDH-
Za nestas mitoctndrias . utilizando Enalapril
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decréscim
revidenciada pela estinela
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da RbF-O
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conseque te
densido

SO
tornaria o processo de
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Eor um transporte eletroaforético
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L=H

TlECEC
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Cr
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cu reducdac direta de cargas na regida
HEenas esta conzlatacac, CREQ POESR Sat
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Lo pomtor Je sty renal as deductes acima  seriam ainda

malE amportantes,. devido 4 excrecac do Enalapril nac transfarmado

CCOE ey Rar esmta o wra, ewistindo wma combdrmaciico de  Filtracde
alomerular, secreciao tutwlar  da drooga,. e B cancentracio da

1iltbtrado durante o transibo tobolar renal.

tas consideracoes sobre o efeito gue insufilci@ncias

m
i

hepidtilicas  tunclonmals oo MAG L came noE quadros de cirrose e
1MER T CIBnClaA cardiacan CRAWSRFIAN MR bictransformacac dc
Ernalapral Qarhizn. apds  azx ewidénciaz da =zensibilidade de
mitoctndrias  renais 3w droga. maiar dimensUc,. Pois  s=eaunda

f

JOHHSTOH et =l., nlsEa s terfamos wwa elevaciico da gquantidade de
Eralapril gue nac serita transtormade a nivel hepdtico.

Tal tato. elevando & guantidade de Ernalapril filtradao oo
zecretado 3 nivel tubular, iria contribulr para 3 acentuacac das

efeltos sabre o metabaliszmos renal.

Como oz formacdo da wrina. com o consequentes fernfmenos
de reabsarcac & secrecdo tubular, wtiliza 23 a3 2.4 da eneraia
metabdlica renal. irebd coes T importantes d= cadeia

forsrfaori la o ceodldation o e levar

u
ot

resplratdris &
chrigatoriamentse a2 wma redocdc do transporte ative de sddic e
potiassic,. ao ogual estac acoplados as procezsos de reabsorclo de

Alucose e amincdacidos,

ambebm w necdlucuwasnese renal sofreria uma raedociic pela

guedan da dizponibilidade eneradtica CEURDOH w HRRTOG, 19750,
Boinableto da glutamato-—azaloacetzs to aminobtranstferase por

wa wer poderia contribulr para a queds da necalucogenesse, Ja que

i

zeaundo GORLOM & HARTOGE (19732 succinato = W —~cetoaglutarato
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- Fara a rormacic de alucose.

i}

SErlam OF pracurscoras mals efilclentea

Lezta torma Eoderliamncs qustifticar aloguns dos  efeiltos
secunddrices do uso do Enalapril. CoOmc A Qoarrancia ocazional de
Alicosdria e Ltonboras prace relacianadas A4 gueda da pressso

arterial e oa o warwtencaco dan oescrecac de sddio uraindrio acima do
normal . mesme guands ws tasazs de aldosterona cirvculantes ool tawam
acs plvels anteriores ac tratzmento, durante o wuso cranico da

droema 10D HEEL . 198k,
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LI Eoaze gop o JLown, = d™hessa Lz

0 eztudo comparative em mitoctndrias izaladas de figado e

o
i

de rim de ratos wostrow gque o Enalapril cawssa, no processa de
raestorilacaa ocowddatios, efeltos que serilam relacionados  ac
substrato wutilizadoe & outros gue estarviam ligados ac tipo de
mltoctndria estudada.,

nl Ferincipal efeito relacionado ac substrato  foi  uma
reducic da capacidade de petabolizacac de alutamato, por inibicHo
de &L3% da atividade da galwtamasto-oxaloacetato aminotransferase,

Eproporcional am  ambos tipozs de mitoc@ndria testados, e que

LR
i

portanto nEo serila ocasionada pela conpwersio da droga.

O efeltoz: relacironados zo tipo de mitocsndria avaliada
zeriam ligados 4 commerzgao de Enalaprail em Enalaprilate, o ue
fircow evidente pela anialise dos resultados obtidos na avaliacHo
da cadela rezplratdria de mitochndrias rompildas.

U= rezul tados dos snzaicos da HADH-oxidase & HADH -

i

cirtocroame ¢ redutaze de mitocrndrias renais rompidas, wtilizando
Maleata de Enalapril zalubilizado em homcgenato de figado de

iteca,. em ratos,

i

-

rata,. reforcam a hipdteze de gue a esterdlise aco
aem mitoctindrias hepdaticas.

Meztes exparimentcos. o dezaparecimento das inilblcdes
verificadas  com Maleato de Ernalapril suspenso em doua Cabaisxo

c1tada=ss. comEron aque 5 conversdo de Ernalapril a Enalaprilato &

s  responsawvel pelo comportamento diverso da cadela respiratdria
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de mitactindrias hepdticaz & renzis.

Esta conversaa. alterando a estrutura por esterdlise do
arupamentc acetil e coriando uma nowa carboxila na molécula,
impediria que mitocandrias  hepdticas Intearas cu rompidas
apresentassemn az inibicdties de atividade da cadein respiratéria
acheervadas aem mitoctindrias renals ¢ S54% da HADH-oxidase. 7F7% da
HHDH —~ citacroma ¢ redutase e 56X duw Succinata - citacroame ¢
redutasel. cbtidas com 3 wtilizagcdc de Maleate de Enalapril
salubilizado em Aqux.

M alteracdo de estrutura por sua ver. seria respansdavel
relas evidencias de diminuicac do potencial eneraética de
mitoctndrias hepdticas {ntearas, werificadas por palarcarafiza com
zuccinato de =&dic como s=ubstrato, & gue provavelmente também
acarram com alutamato de sddic, saendo parém ohscurecidas pela

acidc da droga scabre a alutamato—aspartate aminctransferase.
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