Artigo Original

COMPARACAO DO CRONOTROPISMO NEGATIVO DA NITRENDIPINA,
NIFEDIPINA E VERAPAMIL NO ATRIO DIREITO ISOLADO DE RATOS
NORMOTENSOS E COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

MARIA DAS GRACAS DE FARIA, CLAUDIA’ MENDES LEITE, JOSE GUILHERME PINHEIRO PIRES,
JOSE GERALDO MILL
Vitoéria, ES

Objetivo — Estudar o efeito cronotropico ne-
gativo de nitrendipina, nifedipina e verapamil no
dtrio direito isolado de ratos normotensos e com
hipertensdo renovascular.

Material e Métodos — A hipertensdo foi pro-
duzida pela implantag¢do de anel de prata na ar-
téria renal esquerda e nefrectomia direita. Os ani-
mais foram estudados 15 dias apds a cirurgia,
quando a PA média (medida diretamente, no ani-
mal acordado, através de canula intravascular)
do grupo hipertenso (154 + 4 mmHg) era maior
que a do grupo controle (109 + 2 mmHg). A fre-
qtiéncia atrial “in vitro” foi determinada a par-
tir dos registros das contragdes isométricas.
Atrios diferentes foram usados para se obter as
curvas dose-resposta (0,01 uM -100 uM) de cada
droga.

Resultados — A freqiiéncia atrial “in vitro’
foi idéntica nos normotensos (243 + 7 bpm) e hi-
pertensos (245 + 5 bpm). A sensibilidade as dro-
gas testadas também foi a mesma, em ambos o0s
grupos. A concentra¢do de droga necessdria
para reduzir 50% da freqiiéncia sinusal foi cer-
ca de 2 uM para o verapamil, 4 UM para a ni-
trendipina e 20 UM para a nifedipina.

Conclusdo — A hipertensdo ndo altera a sen-
stbilidade do marca-passo sinusal aos bloqueado-
res de canal de cdlcio. O efeito cronotrépico nega-
tivo da nitrendipina é intermedidrio entre o do
verapamil e o da nifedipina.
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Palavras-chave: Bloqueadores de canais de calcio;
hipertenséo; freqiiéncia cardiaca.

NITRENDIPINE, NIFEDIPINE AND
VERAPAMIL: A COMPARISON OF THE
NEGATIVE CHRONOTROPIC EFFECTS

USING THE ISOLATED RIGHT ATRIA
FROM NO RMOTE N SIVE AND RE NOVA
S CULAR HYPERTENSIVE RATS.

Purpose — To study the negative chronotro-
pic effects of nitrendipine, nifedipine and verapa-
mil in isolated right atria from normotensive and
renovascular hipertensive rats.

Material and Methods — Hypertension
(medium arterial pressure, MAP = 154 + 4
mmHg) was induced by applying a silver clip to
the left renal artery and right nephrectomy. Con-
trol rats (MAP = 109 + 2 mmHg) were submit-
ted to right nephrectomy only. The animals were
studied 2 weeks afler surgery. Different prepa-
rations were used to obtain cumulative
dose-response curves (0,01 uM to 100 uM) with
each drug.

Results — No difference in “in vitro” initial
stnusal rate of control (243 + 7 bpm) and hyper-
tensive (245 + 5 bpm) rats was observed. The ne-
gative chronotropic response produced by cal-
cium channel blockers was similar in normoten-
stve and hypertensive groups. 2 UM verapamil,
4 uM nitrendipine or 20 UM nifedipine was ne-
cessary to produce a 50% decrease of the initial
sinusal rate.

Conclusion — Sensitivity of the sinusal pa-
cemaker to calcium antogonists does not change
in this model of hypertension. Moreover, the ne-
gative chronotropic effect of nitrendipine is stron-
ger than nifedipine and weaker than verapamil.

Key-words: Calcium channel blockers; hypertension,
cardiac rate.
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Os bloqueadores dos canais de calcio redu-
zem a corrente de entrada deste ion nas células
musculares lisas e cardiacas ligando-se a recepto-
res especificos da membrana celular'. Trés sitios
receptores independentes, um para as dihidro-
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piridinas (nifedipina), outro para as difenilalqui-
laminas (verapamil), e um terceiro para o diltia-
zen ja foram identificados 2. Estudos recentes su-
gerem que estes receptores fazem parte da pro-
pria superestrutura protéica do canal de calcio®.
A nifedipina foi o primeiro derivado dihidropiri-
dinico a ser usado no tratamento da hipertensio
arterial?. Entretanto, o nimero de compostos
deste grupo quimico em uso pré-clinico e clinico
tem aumentado continuamente®, na tentativa de
se identificar agentes que atuem de modo mais
seletivo em determinados territérios vasculares
e que nao apresentem os efeitos indesejaveis da
nifedipina, como a taquicardia reflexa. A nitren-
dipina é um derivado dihidropiridinico cujo em-
prego na hipertensao arterial poderia ser mais
vantajoso pois, aliado ao efeito vasodilatador,
também determina natriurese®’.

A comparacio do efeito cronotrépico nega-
tivo dos bloqueadores de cdlcio “in vivo” é difi-
cultada pelo fato de que a ac¢do direta da droga
no nédulo sinusal geralmente é modificada pe-
los ajustes reflexos do tono simpatico®. Estas in-
fluéncias do sistema nervoso autonomo podem
ser eliminadas utilizando-se, para tais estudos,
preparacoes “in vitro”, desprovidas de interacio.
Assim sendo, utilizamos o atrio direito isolado de
rato para se comparar o efeito cronotrépico ne-
gativo da nitrendipina com o da nifedipina e o
do verapamil. Considerando que alguns estudos
tém sugerido possivel aumento da densidade de
receptores dihidropiridinicos®!® e de canais de
calcio! no miocardio de ratos com hipertensao
arterial, estudamos animais normotensos e com
hipertensio renovascular.

MATERIAL E METODOS

Sessenta ratos albinos machos e fémeas com
9 a 12 semanas de idade (190 a 260 g) com hi-
pertensdo renovascular produzida sob anestesia
com éter, através da implantagdo de um anel de
prata (diAmetro interno, 0,2 mm) em torno da
artéria renal esquerda, seguida de nefrectomia
direita. Duas semanas apds, os animais foram
novamente anestesiados com éter para implan-
tacdo de uma canula de polietileno na artéria fe-
moral esquerda. A canula era dirigida ao longo
do espago subcutaneo até o dorso da regido cer-
vical onde era exteriorizada e fixada. A pressio
arterial (colhida através de transdutor Statham
P23Dd) foi medida de 5 a 12 horas apds a implan-
tacdo da canula, nos animais acordados e com li-
vre movimentagdo no interior da gaiola. A fre-
qiiéncia cardiaca (FC) foi determinada a partir
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do registro da pressao arterial pulsatil. A pres-
sdo arterial média (PAM) foi obtida eletronica-
mente. Foram incluidos no grupo hipertenso ape-
nas os animais com PAM superior a 125 mmHg.

Apds mensuracao dos parametros hemodi-
namicos, os animais foram sacrificados por de-
capitacdo e o coracado imediatamente retirado e
transferido para a placa de Petri para disseccao
do atrio direito e seio venoso, preservando-se ao
maximo as estruturas que circundam o marca-
passo sinusal. Em seguida, o atrio era transfe-
rido para a cuba de experimentacio ( volume, 7
ml) e perfundido com soluc¢do de Locke (com-
posi¢do, em mM, NaCl = 154; KCl = 5,6; CaCl, =
2,16; NaH, PO, = 0,08; NaHCO, = 1,9 e Glicose =
5,55), continuamente aerada com oxigénio e man-
tida a 36 + 0,5°C. O 4trio era fixado ao fundo da
camara com estiletes de prata e conectado a um
transdutor de forca (Narco) sob estiramento
constante de 0,5 h. A freqiiéncia sinusal foi de-
terminada a partir das contracdes isométricas
registradas em poligrafo (Narco DPM-4B).

A curva dose-resposta para cada um dos blo-
queadores de calcio era obtida apds periodo de es-
tabilizagdo de cerca de 30 min. Cada atrio foi tes-
tado em presenca de apenas um bloqueador de cal-
cio . As drogas eram adicionadas a cuba acumula-
tivamente a partir de solugdes concentradas (0,1
M) mantidas em estoque. O verapamil foi inicial-
mente dissolvido em 4gua destilada e as dihidro-
piridinas em mistura volumétrica (v/v) de etanol
(95%), polietilenoglicol 600 (4%) e Tween 80 (1%).
A diluicdo final das solugdes-estoque era feita com
Locke. O efeito cronotrépico negativo do diluente
das dihidropiridinas foi testado separadamente em
6 atrios de ratos normais. Na maior concentracio
do diluente, ocorreu reducdo de 16 3% da freqiién-
cia sinusal inicial (245 + 13 para 205 + 5 batimen-
tos por minuto, P < 0,05. Para o calculo dos valo-
res de EC50 (concentracio de droga necessaria
para reduzir 50% da freqiiéncia inicial) da nifedi-
pina e nitrendipina fez-se a subtracio, ponto a pon-
to, do efeito inotrdépico negativo do diluente. Os
experimentos com as dihidropiridinas foram con-
duzidos com protecdo adequada contra a luz.

A verificacdo de significancia de diferenca
entre médias foi feita pelo teste “t” de Student
para amostras independentes. Os dados sdo for-
necidos como médias + erro padrao da média.

RESULTADOS

Os dados de hemodinamica sdo apresenta-
dos na tabela I. No conjunto dos animais
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hipertensos (n = 28), a FC média foi de 384 + 7
bpm, cerca de 11% maior que nos ratos contro-
les (345 + 6 bpm, (P < 0,01). A PAM foi 41% mai-
or nos hipertensos em relacdo aos normotensos
(154 £+ 4 mmHg e 109 + 2 mmHg), respectivamen-
te, (P < 0,01). O maior valor de FC “in vivo” dos
ratos com hipertensio renovascular ndo se man-
teve no atrio direito isolado. A freqiiéncia sinu-
sal basal, isto é, apds 30 min. de estabilizacio das
preparagoes as condi¢des de percussio “in vitro”
e antes de qualquer tratamento, foi de 243 + 7
bpm nos atrios dos normotensos e de 246 + 5
bpm nos de hipertensos (P < 0,05).

A redugio da freqiiéncia sinusal produzida
por verapamil, nifedipina e nitrendipina é mos-
trada na figura 1. Como esperado, observou-se
diminuigéo progressiva de FC com o aumento da
concentracao dos trés bloqueadores de calcio. Nao
se verificou diferenca estatisticamente significa-
tiva no efeito cronotrépico negativo das drogas
nos atrios de animais normotensos e hipertensos.
A separacao de curvas que parece ocorrer em bai-
xas concentragoes de verapamil, desaparece quan-
do os dados sdo analisados em termos relativos
(fig. 2). A acentuada reducéo de FC observada
apoés tratamento com a primeira dose (0,01 ,ulM)
de nifedipina e nitrendipina (fig.1), deve-se, em
grande parte, ao efeito cronotrépico negativo do
solvente. Nos 6 atrios onde o solvente das dihidro-
piridinas foi testado isoladamente, a freqiiéncia
sinusal diminuiu de 245 + 13 bpm para 219 £ 7
bpm, apds adi¢do ao banho da primeira dose.
Essa queda (26 bpm) foi préxima a observada
apés tratamento com a menor dose de nifedipi-
na ou nitrendipina (33 bpm, em média)

A partir das curvas dose-resposta norma-
lizadas (fig.2), verifica-se que o EC50 do verapa-
mil situa-se em torno de 2 pM. O célculo para
as dihidropiridinas foi feito subtraindo-se, em
cada concentracio de droga, a média do efeito
cronotrépico negativo do solvente. Pode-se en-

TABELA | — Presséo Arterial Média (PAM) e Freqliéncia
Cardiaca (FC) dos Ratos Controles (RC) e com Hipertenséo
Renovascular (RHR).

RC RHR
FC PAM n FC PAM n
(bpm)  (mmHg) (bpm)  (mmHg)
Verapamil 340 +15 1104 9  370%23 151%7* 9
Nifedipina 351 +13 109+3 7  386+28 158+9* 7

Nitrendipina 341 +8 108 +4 10 395+£36 153 5% 12

Os valores de FC (batimentos/minuto) e PAM (mmHg) foram obti-
dos nos animais acordados e representam a média + epm.
n =nUmero de animais. (*) P < 0,05.
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tado estimar que o EC50 da nitrendipina situa-se
préximo a 4 UM e o da nifedipina a 20 pM.

DISCUSSAO

A hipertenséo arterial tem etiologia variavel
e efeitos complexos. A alteracado de certos para-
metros fisico-quimicos e bioquimicos depende da
etiologia da hipertensdo, enquanto que outros sao
decorrentes de adaptacbes aos niveis tensionais
elevados®. As alteragoes da homeostasia do cal-
cio no musculo liso vascular e o aumento da sen-
sibilidade dos vasos aos agentes vasoconstrictores
endobgenos, parecem estar envolvidos na génese da
hipertensao'. Por outro lado, as alteracoes de re-
ceptores de membrana, tais como a diminuicdo da
densidade de receptores B-adrenérgicos e a re-
ducédo do numero de receptores de calcio no gh-
cocalix'® seriam conseqiientes ao aumento da
pressao arterial®. Usando 3H-nitrendipina como
ligante dos receptores dihidropiridinicos, Ishii e
col. detectaram aumento da densidade desses re-
ceptores no tecido cerebral de ratos com hiper-
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Fig. 1 - Redugao da freqiiéncia sinusal (bpm) no atrio direito isolado e
animais normotensos (:¥) e com hipertensdorenovascular ( ) em presenga
deverapamil (9,9), nifedipina (6,6) e nitrendipina (10,12). A concentragdo
das drogas é dada em -log (Molaridade). C = controle. Os valores sdo
fornecidos como média + epm.
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Fig. 2 - Redugéo percentual da freqtiéncia sinusal no atrio direito isolado
de ratos normotensos () e com hipertensdo renovascular ( ) em
presenca de verapamil, nifedipina ou nitrendipina. O nimero de animais
em cada grupo é o mesmo da figura 1. As concentragdes sdo dadas em
-log (Molaridade) C = controle. Os valores sdo fornecidos como média
+ epm.
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tensdo espontanea (cepa SHR). Esse aumento nao
foi detectado em ratos jovens dessa mesma cepa,
ainda na fase hipertensiva'®. Esses achados suge-
riam que o aumento dos receptores dihidropiridi-
nicos poderia ser conseqiiente a pressido arterial
elevada. Nossos resultados ndo sugerem essa pos-
sibilidade, uma vez que a sensibilidade do marca-
passo sinusal aos bloqueadores de célcio foi idén-
tica no atrio isolado de animais normo e hiperten-
sos. Parece, portanto, que a densidade e/ou a sen-
sibilidade dos receptores nas células nodais néao
deve se alterar com a simples elevacado da pres-
sao arterial, pelo menos no modelo utilizado e ao
longo do tempo abrangido neste estudo. Sendo
assim, o aumento da densidade de receptores
dihidropiridinicos em ratos SHR®!° poderia ser
consequente a outros fatores que nio o simples au-
mento da pressdo arterial, um deles a propria ida-
de'. Usando-se ligantes mais seletivos para o re-
ceptor das dihidropiridinas (3H-Pn200-110) e das
difenilalquilaminas (3H-desmetoxiverapamil,
D888), mostrou-se que no envelhecimento ha di-
minuicdo desses receptores no miocardio. Na cepa
SHR, esse decréscimo é menos acentuado, levan-
do a falsa impressiao de aumento com o desenvol-
vimento da hipertensdo’.

Nossos resultados indicam que o efeito cro-
notropico negativo dos bloqueadores de calcio em
individuos normo e hipertensos deve ser similar
se as FC forem proximas. A maior redugio de FC
observada em individuos hipertensos®'> seria de-
corrente dos diferentes niveis iniciais de FC e nao
a alteragoes da sensibilidade do marcapasso ao
bloqueio dos canais de calcio.

A comparacio de poténcia (EC50) do verapa-
mil com nifedipina e nitrendipina é complexa, de-
vido a baixa hidrossolubilidade dessas tGltimas. Os
solventes usados, como o etanol, por si s6, depri-
mem o marcapasso sinusal. Os dados, entretan-
to, mostraram claramente que o efeito cronotré-
pico negativo da nitrendipina é menor que o do ve-
rapamil e maior que o da nifedipina. Consideran-
do que o efeito vasodilatador dessas duas dihidro-
piridinas é similar® pode-se concluir que a taqui-
cardia reflexa®'™1%* produzida pelo uso de nitren-
dipina deve ser menos acentuada do que a da ni-
fedipina. Paralelamente, o efeito depressor da ni-
trendipina sobre a conduc¢io atrioventricular deve
ser maior que o da nifedipina e menor que o do
verapamil.
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