UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

JESSYKA CAROLINA GALVAO DA SILVA

INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO VASORRELAXANTE DE AAL 195,
UM INIBIDOR DE FOSFODIESTERASE 4, EM ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR DE RATOS

MACEIO - AL
2017



JESSYKA CAROLINA GALVAO DA SILVA

INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO VASORRELAXANTE DE AAL 195,
UM INIBIDOR DE FOSFODIESTERASE 4, EM ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR DE RATOS

MACEIO -

2017

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pd4s-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Alagoas, como requisito
parcial para a obtencdo do grau em
Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientadora; Prof® Dr* Eurica Adélia
Nogueira Ribeiro

AL



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecario Responsavel: Valter dos Santos Andrade

S5861

Silva, Jessyka Carolina Galvio da.

Investigacdo do mecanismo de acdo vasorrelaxante de AAL 195, um
inibidor de Fosfodiesterase 4, em artéria mesentérica superior de ratos / Jessyka
Carolina Galvao da Silva. — 2017.

781 :1l

Orientadora: Eurica Adélia Nogueira Ribeiro.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéneias da Saude) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude. Programa de
Pés—Graduacio em Ciéneias da Saude. Maceio, 2017.

Bibliografia: f. 66-77.
Anexos: f. 78.

1. AMP ciclico. 2. Canais de calcio. 3. Canais de potassio. 4. Inibidores de
Fosfodiesterase 4. 5. Musculo liso. I. Titulo.

CDU: 615.224




ICBS - UFAL-CampusA.C.SHn;
niversi lagoa Av. Lourival Melo Mota,
Universidade Federal de Alagoas B it |

| Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude CEP: 57072-900
& ' s Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias da Saude E-mail: g::e?gszwsm ;:;
Folha de Aprovagao

Jessyka Carolina Galvdo da Silva

Investigacdo do mecanismo de agéo vasorrelaxante de AAL 195, um inibidor de
fosfodiesterase 4, em artéria mesentérica superior de ratos

2

Dissertagdo submetida ao corpo
docente do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Alagoas e
aprovada em 23 de margo de 2017.

Banca Examinadora




Aos meus pais James e
Edselma, pelo  amor, carinho,
dedicacdo, apoio e por nunca medir
esforcos para minha educacdo e
formacéao.

Aos meus irmdos César e
Thamires, pelo amor, carinho e
companheirismo, todos os dias da
minha vida.

A minha orientadora Eurica, por
todo ensinamento, paciéncia e
incentivo em todos esses anos em que
estive em seu laboratorio, que me
fizeram crescer cientifica e

profissionalmente.



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente, por permitir minhas conquistas e me fazer capaz de
chegar até aqui.

Aos meus avés Enemiro e Edneuza, por sempre se fazerem presentes em
minha vida.

Ao meu namorado Wendell, pela paciéncia e pelo constante incentivo e apoio
em minhas decisdes.

A Edla e Cintia, que me ajudaram desde o primeiro momento em que entrei
no laboratério, ainda na iniciacdo cientifica, contribuindo bastante para minha
formacdo como pesquisadora. Amigas especiais, no qual tenho grande carinho e
admiracao.

Aos demais amigos e colegas do Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular: Alberto, Alessandro, Amanda, Emanuel, Tatiane e alguns outros
que passaram pelo laboratoério, por dividir momentos de descontracdo, tensao,
estudos, experiéncias e experimentos e por tornar a caminhada até aqui menos
ardua.

Aos colegas e amigos da turma de mestrado de 2015 do PPGCS, pelos
momentos e experiéncias compartilhadas.

Aos professores e a todo programa de pos-graduacdo em ciéncias da saude
da UFAL, pela contribuicdo na minha formacao académica.

Ao Prof. Dr. Jodo Xavier e Prof2 Dr2. Martine Schmitt, pelo fornecimento do
composto AAL 195.

A Profa, Dr2. Adriana Ximenes e ao Prof. Dr. Raphael Souza, por aceitarem
avaliar meu trabalho.

A FAPEAL, pelo apoio financeiro.

Muito Obrigada.



“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e da persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo néao atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo

fara coisas admiraveis”.

José de Alencar



RESUMO

As fosfodieserases (PDEs) sdo enzimas que promovem a hidrélise do AMPc/GMPc.
Inibidores dessas enzimas tém se mostrado Uteis na terapia de doencas que estdo
intrisecamente relacionadas a desregulacbes no tbnus vascular, por promover a
elevacdo nos niveis dos nucleotideos ciclicos. Sendo assim, inibidores de PDE
podem ser importantes no tratamento de doencas do sistema cardiovascular. AAL
195 é um composto sintetizado a partir de modificacdes estruturais nas moléculas da
zardaverina e do rolipram, dois conhecidos inibidores de PDE4. Ensaios de binding e
modelagem molecular demonstraram que AAL 195 € um potente e seletivo inibidor
dessas enzimas. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito vasorrelaxante
de AAL 195 em artéria mesentérica superior de ratos, bem como tentar elucidar os
mecanismos que envolvem esse efeito. Ratos machos Wistar (250—-300g) foram
eutanaziados por ensanguinagcdo sob anestesia e a artéria mesentérica superior foi
removida, seccionada em anéis (2—4 mm), e mantidos em um banho para érgaos
isolados, contendo solucdo Tyrode a 37°C e gaseificada com mistura carbogénica.
Para o registro da tenséo isométrica, cada anel foi fixado num transdutor de forca
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados. Os valores foram expressos como
média + e.p.m. e a andlise feita atraves do teste t de Student ou ANOVA “One-way”,
seguido do pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). AAL 195 (10° — 10 M) promoveu
vasorrelaxamento em anéis mesentéricos de ratos, pré-contraidos com fenilerina
(FEN), de maneira dependente de concentragdo. Apds a remocao do endotélio esse
efeito ndo foi alterado. Em preparacdes sem endotélio, KCI 20 mM e 5 mM de
tetraetilamoénio (TEA) atenuaram significativamente a curva concentracao-resposta
para o AAL 195. Apés o blogueio com glibencamida, a curva concentracéo-resposta
foi deslocada para a direita, sem reducdo do efeito maximo. No entanto, apos
bloqueio com 4-aminopiridina ou com 1 mM de TEA, foi reduzida significativamente
a eficacia e a poténcia farmacologica do AAL 195. Em anéis sem endotélio, pré-
contraidos com KCI 80 mM, AAL 195 (3x10® — 10 M) promoveu vasorrelaxamento
dependente de concentracdo. Ao comparar os parametros farmacolégicos entre FEN
e KCI 80 mM, AAL 195 mostrou-se mais potente apos pré-contracdo por FEN, sem
alteracéo do efeito maximo. Em meio despolarizante nominalmente sem calcio, AAL
195 (3x10°, 10, 3x10°, 103, 3x10°3, 102 M) inibiu as contracdes cumulativas
induzidas por CaCl,. Em meio livre de Ca?*, a pré-incubacdo com AAL 195 (10
3x107; 10®% 3x10° 10° M) atenuou significativamente as contracdes transientes
induzidas por fenilefrina (10 uM). Nas mesmas condi¢cdes experimentais, apenas a
concentracdo de 10° M de AAL 195 foi capaz de atenuar significativamente as
contracdes induzidas por 20 mM de cafeina. Diante do exposto, pode-se concluir
que AAL 195 promove efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, de maneira independente de endotélio vascular. Além disso
esse efeito € inespecifico e parece envolver a ativagdo de canais para K*, bem como
a reducdo do Ca®' intracelular via inibicdo do influxo de Ca?** e inibicdo da
mobilizacdo de Ca** dos estoques intracelulares, principalmente pelos receptores de
IP3.

Palavras-chave: AMP ciclico. Canais de Calcio. Canais de Potassio. Inibidores de
Fosfodiesterase 4. Musculo Liso.



ABSTRACT

Phosphodiesterases (PDEs) are enzymes that promote hydrolysis of CAMP/cGMP.
PDE inhibitors have been useful in the therapy of diseases which are intrinsically
related to deregulations in vascular tone by increasing levels of these second
messengers. Thus, PDE inhibitors may be important in the treatment of
cardiovascular diseases. AAL 195 is a compound synthesized from structural
modifications of the molecules of Zardaverina and Rolipram, two PDE4 inhibitors
known. Binding assays and molecular modeling showed AAL 195 is a potent and
selective inhibitor of these enzymes. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the vasorelaxant effect of AAL 195 in superior mesenteric artery of rats and elucidate
the mechanisms involved in this it. Male Wistar rats (250 — 300g) were euthanized by
exsanguination under anesthesia and superior mesenteric artery was removed, cut in
rings (2-4 mm), which were mounted in organ baths containing Tyrode's solution at
37°C and gassed with 95% O2 - 5% CO2. For isometric tension recordings, each ring
was fixed in a force transducer connected to an acquisition system. The values were
expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed using Student's t test or one-way
ANOVA, followed by Bonferroni (p<0,05). AAL 195 (10 — 10 M) induced relaxation
rat mesenteric rings pre-contracted with phenylephrine (PHE) in a concentration-
dependent manner. After removal of endothelium, the effect wasn’'t changed. In
preparations without endothelium, KCI 20 mM and tetraethylammonium (TEA) (5
mM) significantly attenuated the concentration-response curve for the AAL 195. After
blocking with glibenclamide (GLIB) the concentration-response curve was shifted to
the right, without reducing the maximum effect. However, after blocking with 4-
aminopyridine (4-AP) or with TEA (1mM) was significantly reduced the efficacy and
potency of AAL 195. In rings without endothelium, contracted with KCI 80 mM (3x10®
- 102 M), AAL 195 promoted vasorelaxation concentration-dependent. When
comparing the pharmacological parameters between PHE and KCI 80 mM, AAL 195
was more potent after pre-contraction by PHE, without changing the maximum effect.
In depolarizing solution nominally without calcium, AAL 195 (3x10°®, 10°, 3x107°, 107,
3x107%, 10 M) inhibited the cumulative contractions induced by CaCl,. In Ca** free
medium, pre-incubation with AAL 195 (107; 3x10”; 10 3x10®; 10° M) significantly
attenuated the transient contractions induced by phenylephrine (10 puM). In the same
experimental conditions, only the concentration of 10 M AAL 195 was able to
significantly attenuate the contractions induced by 20 mM caffeine. Given the above,
it can be concluded AAL 195 promotes vasorelaxant effect in superior mesenteric
artery isolated rat, independently of vascular endothelium. Furthermore this effect is
non-specific and appear to involve the activation of K* channels as well as the
reduction in intracellular Ca?* via inhibition of Ca*" influx and inhibition of Ca?'
mobilization from intracellular stores, mainly by IP; receptors.

Key Words: Cyclic AMP. Calcium Channels. Potassium Channels.
Phosphodiesterase 4 Inhibitors. Smooth Muscle.
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1 INTRODUCAO

A maior parte dos farmacos presentes na pratica clinica € de origem sintética
(BARREIRO; FRAGA, 2008). Esses farmacos representam uma parcela significativa
na economia do mercado farmacéutico (CALIXTO; SIQUEIRA JR, 2008). A sintese
de novas moléculas tem por objetivo produzir farmacos que sejam capazes de
apresentar os efeitos farmacoldgicos desejados, com biodisponibilidade adequada,
além de apresentar seguranca e eficacia em seu emprego terapéutico (BARREIRO,
2002).

O sildenafil € um exemplo de farmaco sintético. Lancado em 1998 para o
tratamento da disfuncdo erétil, tornou-se um dos lideres de vendas mundiais,
ultrapassando a marca de US$ 2,5 bilhdes ao ano (BARREIRO; PINTO, 2013). O
sildenafil pertence a classe de inibidores da enzima fosfodiesterase (PDE). As PDEs
sdo uma superfamilia de enzimas que regulam os niveis intracelulares dos segundos
mensageiros 3’,5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e 3’,5-monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc), ao controlar suas taxas de degradacdo (KERAVIS;
LUGNIER, 2012; MAURICE et al, 2014).

Atualmente as PDEs estdo classificadas em 11 familias, com mais de 50
isoformas identificadas. Essa multiplicidade de isoformas tornam as PDEs
promissores alvos de farmacos, visto que ha uma busca cada vez maior de
moléculas mais seletivas (LUGNIER, 2011). O sucesso comercial e clinico de
medicamentos para a disfuncao erétil, como o sildenafil (Viagra®), tadalafil (Cialis®) e
vardenafil (Levitra®), exemplificam a viabilidade do investimento em pesquisas com
as PDEs (BENDER; BEAVO, 2006).

As PDEs estéo distribuidas em todos os tipos celulares (LUGNIER, 2006). No
musculo liso vascular os inibidores de PDE estdo diretamente relacionados a
vasodilatacao, devido ao aumento da concentracao intracelular de AMPc ou GMPc
(MURAD, 1986). Aléem do efeito relaxante, a maioria dos farmacos que atuam nas
PDEs vasculares é capaz de promover acao cardiotbnica, anti-agregante plaquetaria
e inibidora da proliferacédo vascular (CONTI et al, 1995; RAHIMI et al, 2010; KE,
2004). Alem disso, inibidores de PDEs tém se mostrado Uteis na terapia de doencas
gue estdo intrisecamente relacionadas a desregula¢gdes no ténus, como hipertensao

arterial sistémica e hipertensdo pulmonar (PONTES et al, 2012). Sendo assim,
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inibidores de PDEs podem ser importantes no tratamento de doencas do sistema
cardiovascular (RAHIMI et al, 2010).

AAL 195 é uma molécula sintetizada a partir de modificacdes estruturais da
zardaverina e do rolipram, dois conhecidos inibidores de PDE4. ApoOs ensaios de
binding e modelagem molecular, AAL 195 foi considerado um potente e seletivo
inibidor de PDE4 (ARAUJO-JUNIOR et al, 2015; KRIER et al, 2005).

Com base na importancia das PDEs como alvo de farmacos que atuem no
sistema cardiovascular, o objetivo desse trabalho € investigar o efeito vasorrelaxante
induzido por AAL 195, bem como 0s possiveis mecanismos que envolvem esse

efeito.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragdes sobre o Ténus Vascular

O tbnus vascular representa a atividade contratil das células do musculo liso
vascular (MLV) (JACKSON, 2000). Ele é o principal fator determinante da resisténcia
vascular periférica e é capaz de promover a regulacdo da pressdo arterial e a
distribuicdo do fluxo sanguineo nos tecidos (SONKUSARE et al, 2006). A regulacao
do tbénus vascular envolve uma interacdo entre fatores vasoconstrictores e
vasodilatadores (JACKSON, 2000) e sua desregulacdo pode ocasionar 0
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, como vasoespasmo e hipertensao
arterial (HIRANO; HIRANO; KANAIDE, 2004).

O MLV é o principal constituinte da parede dos vasos sanguineos e €
responsavel pelas alteracdes dinamicas no diametro e no volume desse 0Orgao
(WATRAS, 2009). Fisiologicamente, a principal funcdo das células do MLV é gerar
forca de contracdo (WEBB, 2003). O estimulo inicial que desencadeia a contragéo
do MLV é o aumento na concentracéo de Ca®" no meio intracelular (THORNELOE;
NELSON, 2005). Esse aumento pode ocorrer de duas formas: 1) influxo de Ca*
extracelular, através dos canais presentes na membrana plasmatica; ou 2) liberacao
de Ca®" dos estoques intracelulares, através do reticulo sarcoplasmatico (RS)
(BERRIDGE, 2004; SOMLYO; SOMLYO, 1994).

O influxo de Ca®" extracelular pode ocorrer em decorréncia de um
acoplamento eletromecanico ou um acoplamento farmacomecéanico. O acoplamento
eletromecanico é caracterizado pela despolarizacdo do potencial de repouso da
membrana, que promove a abertura de canais para calcio operados por voltagem
(VOC, do inglés voltage-operated channels) (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Os VOCs
sao canais de grande importancia na membrana celular, sendo considerados como a
principal via de entrada de Ca** para as células do MLV (CRIBBS, 2006).

O acoplamento farmacomecéanico ocorre devido a ativacdo de canais para
calcio operados por receptores (ROC, do inglés receptor-operated channels), os
quais sdo ativados por agonistas especificos (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Os
agonistas interagem com receptores acoplados a proteina G na membrana
plasmatica, que por sua vez, ativa a enzima fosfolipase C (PLC), e esta promove a

hidrolise do fosfatidil inositol bisfosfato (PIP;) em inositol trisfosfato (IP3) e
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diacilglicerol (DAG). O IP; se difunde no citosol e faz ligacdo a receptores
especificos na membrana do RS (IPsR — receptor de IP3), resultando em liberacao
de Ca®" para o meio intracelular (OGUT; BROZOVICH, 2003; WEBB, 2003). O DAG
permanece na membrana, e juntamente com o Ca**, ativa uma proteina quinase C
(PKC), responsavel pelo aumento da condutancia ibnica dos canais
transmembranares para Ca?*. A PKC também modula a sensibilidade do aparato
contratil ao Ca?* (MORGADO et al, 2012; PAIVA; FARIAS, 2005).

Além dos VOCs e ROCs, outra maneira de elevacdo dos niveis de Ca*" pelo
influxo intracelular desses ions € através dos canais para calcio operados por
estoque (SOC, do inglés store-operated channels) (CLAPHAM, 2007). Estes canais
estdo presentes na membrana celular e sdo ativados quando ha deplecdo de Ca?*
dos estoques do RS (BERRIDGE, 1997; MCFADZEAN; GIBSON, 2002). A ativacao
dos SOCs possibilita que a concentracdo de Ca®" permaneca elevada no citosol
mesmo quando as reservas estdo se esgotando, além de favorecer o transporte
desse ion para o reticulo (THORNELOE; NELSON, 2005).

A liberacéo do Ca** estocado no RS se déa através da ativacdo de receptores
de IP3 e receptores de rianodina (RyR) (WRAY; BURDYGA, 2010). O IP3R, a classe
mais expressa de canais para Ca®" intracelular, promove a efluxo de Ca®* dos
estoques intracelulares em resposta a ligacdo do IP; e do préprio Ca?* (PROLE;
TAYLOR, 2016). Os RyRs s&do assim denominados por serem sensiveis a planta
alcaloide rianodina e & cafeina. Estes sdo ativados pelo Ca?* liberado através dos
IP3R, processo conhecido por liberacéo de célcio induzida por célcio (McHALE et al.,
2006; SANDERSON et al., 2008).

A elevacdo do Ca** intracelular, independente do estimulo contratil, permite a
ligacdo do Ca** & calmodulina (CaM), formando o complexo 4Ca**-CaM. Este
complexo ativa a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK, do inglés myosin light
chain kinase), que por sua vez, fosforila a unidade regulatéria 20-kDa da cadeia leve
da miosina (MLCy) através da transferéncia de um grupo fosfato do trifosfato de
adenosina (ATP), promovendo a exposicdo do sitio de fixacdo para actina na
molécula de miosina, o que possibilita a formac¢do de pontes cruzadas. A miosina
ATPase €, entdo, ativada e a interagdo molecular entre os filamentos da miosina
com a actina produz forca e clivagem de ATP, ocorrendo o deslizamento destes
filamentos com consequente desenvolvimento de forca ou contracdo do musculo
(JOHNSON; SNYDER, 1995; MORGADO et al, 2012).
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O relaxamento do MLV é iniciado quando h&d uma reducdo citosdlica na
concentracdo de Ca*". Essa reducéo nos niveis de Ca®* pode ocorrer em resposta a
um estimulo vasodilatador, pela remocdo do estimulo contratil ou ainda pela agéo
direta de substancias que estimulam a inibicdo do mecanismo contratil (MORGADO
et al, 2012; WEBB, 2003).

A diminuic&o dos niveis de Ca*" intracelular ocorre pela extruséo do Ca** pela
membrana plasmatica ou captacdo do Ca** pelo RS. O Ca** pode ser liberado para
0 meio extracelular através do trocador Na'-Ca®’" ou pela bomba de Ca®" da
membrana plasmatica (PMCA — do inglés plasma membrane Ca** ATPase); ja nos
estoques intracelulares o Ca** é recaptado pela bomba de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA — do inglés sarcoplasmatic-endoplasmatic reticulum Ca?*
ATPase) (Figura 1) (THORNELOE; NELSON, 2005).

Figura 1 — Representacdo esquemética do mecanismo de relaxamento do musculo liso vascular.
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O vasorrelaxamento ocorre como resultado da remocao do estimulo contratil ou por acdo direta de
uma substancia que estimula a inibicdo do mecanismo contrétil. Independentemente, o processo de
relaxamento requer uma diminuigao da concentracéo de Ca”" intracelular e aumento da atividade da

MLCP (Adaptado de WEBB, 2003).

A diminuicdo do Ca?* induz um aumento na atividade da enzima fosfatase da

cadeia leve da miosina (MLCP, do inglés myosin light chain phosphatase). Esta, por
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sua vez, reverte a fosforilagdo da MLC,y, desfosforilando-a, o que resulta no
relaxamento do MLV (Figura 1) (HIRANO et al, 2003; WEBB, 2003). Portanto, a
MLCK e a MLCP possuem efeitos que se contrabalangam, promovendo contracéo e
relaxamento, respectivamente (HIRANO et al, 2003).

Até aqui foi visto que os canais para Ca®" exercem grande influéncia na
regulacdo do ténus vascular, no entanto outros canais também podem estar
envolvidos nessa regulacdo ao promover alteracbes no potencial elétrico da
membrana, dentre esses, 0s canais para K'. A ativacdo desses canais pode
determinar o influxo de Ca®" através dos VOCs, visto que a condutancia aumentada
ao K" promove a hiperpolarizagdo da membrana celular, com consequente
relaxamento do MLV, enquanto a condutancia diminuida promove a despolarizacéo,
resultando na contragdo dessa musculatura (Figura 2) (KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996; THORNELOE; NELSON, 2005).

Figura 2 — Representacio esquematica dos canais para K* e o tdnus vascular.
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A abertura de canais para K leva a difus&o dos ios K" para fora da célula, a hiperpolarizacdo da

membrana, o fechamento dos canais para ca” dependentes de voltagem e a diminui¢édo do ca”

intracelular, o que promove a vasodilatacéo. O fechamento dos canais para K* tem o efeito oposto
(Adaptado de JACKSON, 2000).

Ha varios tipos de canais para K* que podem estar envolvidos na regulagio
do tobnus basal do MLV, dentre eles, incluem-se: canais para K’ sensiveis a
voltagem (K,); canais para K™ sensiveis ao ATP (Katp); canais para K™ ativados pelo
Ca®" (Kca) e canais para K retificadores de entrada (Kigr) (JACKSON, 2000).

Os K, sdo uma classe ubiqua de canais para K*, expressos pelas células do
MLV (NELSON; QUAYLE, 1995) Esses canais sao ativados pela despolarizacéo da
membrana e, desta forma, promovem o efluxo de K' e a repolarizagdo da

membrana, além de participar da manutencdo do potencial de repouso e do ténus
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vascular (KO et al, 2010). Os K, também podem participar do mecanismo de acdo
de drogas vasoconstrictoras e vasodilatadoras: vasoconstrictores podem fechar
canais K, por mecanismos que envolvem a elevacdo do Ca** intracelular e a PKC; e
vasodilatadores podem promover a abertura desses canais pela cascata de
sinalizacdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (JACKSON, 2000).

Os Karp foram inicialmente identificados em cardiomiocitos. Em estudos
posteriores, foram identificados Katp em diversos outros tipos celulares, incluindo as
células do MLV (TERAMOTO, 2006). Os Katp sdo canais idnicos seletivos a
passagem do K' e ativados por reducdo na concentracdo intracelular de ATP
(NELSON et al, 1990). Esses canais desempenham um importante papel na
regulacdo do potencial de repouso da membrana e, portanto, na manutencédo do
tbnus vascular. Eles também parecem participar do mecanismo de acdo de
substancias vasodilatadoras através de mecanismos dependentes e independentes
do AMPc/Proteina quinase dependente de AMPc (FOSTER; COETZEE, 2016;
JACKSON, 2000).

Os Kca sdo subdivididos de acordo com sua condudancia em canais para K*
de grande condutancia ativados pelo Ca** (BKc,), canais para K* de condutancia
intermediaria ativados pelo Ca** (IKca) e canais para K™ de pequena condutancia
ativados pelo Ca** (SKca) (WEI et al, 2005). Os BKc, sdo dependentes de Ca?* e de
voltagem. Esses canais podem ser regulados, dentre outros fatores, por fosforilagéo
mediada por proteinas quinases dependentes de nucleotideos ciclicos (CLEMENTS;
TERENTYEV; SELLKE, 2015). Os BKc, contribuem para a repolarizacdo do
potencial de acdo (SAH; FABER, 2002) e desta forma, regulam o tbnus vascular e
promovem vasodilatacdo (CLEMENTS; TERENTYEV; SELLKE, 2015). Os SKca €
IKca sdo insensiveis a voltagem e sdo exclusivamente ativados pela baixa
concentracéo de Ca®" intracelular (WEI et al, 2005). A ativacdo dos SKca no
endotélio vascular contribui para o relaxamento das células do MLV (GRGIC et al,
2009).

Os Kir sé&o abundantes no musculo liso de vasos de resisténcia de pequenos
didmetros. A funcdo exata desses canais no MLV ndo esta totalmente elucidada,
mas h& duas hipoteses para sua fungdo. A primeira hipétese é de que os Kir
contribuem para o potencial de repouso da membrana e o tébnus basal em células

musculares lisas de vasos de resisténcia. A segunda € que a ativacado do Kir em
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resposta a aumentos moderados na concentracdo de K" extracelular pode causar
vasodilatacao (KO et al, 2008).

2.2 Consideragdes sobre Nucleotideos Ciclicos

Os primeiros segundos mensageiros descritos na literatura foram os
nucleotideos ciclicos 3’,5-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e 3',5-
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (LUGNIER, 2006). Eles sdo responsaveis
por regular numerosas fungdes celulares, dentre elas, a contragdo e o relaxamento
do MLV (BOBIN et al, 2016; OMORI; KOTERA, 2007; RYBALKIN et al, 2003). Como
esses segundos mensageiros controlam diversos processos homeostaticos, a
desregulacéo das suas vias de sinalizacdo pode desencadear ou modular estados
fisiopatoldégicos relacionados a varias doencas, incluindo disfuncéo erétil,
claudicacdo intermitente, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo pulmonar (AHMAD et
al, 2014).

Os niveis intracelulares dos nucleotideos ciclicos sdo produtos do balanco
entre as suas taxas de sintese e degradacdo (MORGADO et al, 2012). O AMPc é
sintetizado a partir de uma molécula de ATP por uma proteina transmembranar, a
adenilato ciclase (AC), que geralmente é ativada por primeiros mensageiros
externos (neurotransmissores, hormdnios ou farmacos) que se ligam a um receptor
acoplado a proteina G (LEE; MAURICE; BAILLIE, 2013). O GMPc, por sua vez, é
sintetizado a partir do GTP pela enzima guanilato ciclase (GC) (RUTH, 1999). Nas
células do MLV, a GC pode ocorrer de duas formas, a GC presente ha membrana
plasmatica, o qual é ativada por peptideos natriuréticos, ou a GC soluvel, que esta
presente no citoplasma e pode ser ativada pelo 6xido nitrico ou farmacos doadores
de o6xido nitrico (MUNZEL et al, 2003). Ambos o0s nucleotideos ciclicos sao
degradados por enzimas denominadas de fosfodiesterases (PDEs) (LUGNIER,
2006).

Uma vez sintetizados, o AMPc e o GMPc iniciam sua sinalizacdo intracelular
por ativar, respectivamente, uma proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e
uma proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (MAURICE et al, 2014). A PKA é
uma proteina heterotrimérica, composta por duas subunidades cataliticas e duas
subunidades regulatodrias. A ligacdo do AMPc as subunidades regulatérias promove

uma alteracdo conformacional dessa proteina, resultando em dissociacdo do
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complexo. As subunidades cataliticas, por estarem livres, fosforilam substratos
proteicos especificos, promovendo seus efeitos bioldgicos (NEWTON; SMITH,
2004). A PKG é uma proteina homodimérica, composta de um dominio N-terminal,
um dominio regulatério e um dominio catalitico. E o dominio N-terminal da PKG que
interage com os substratos proteicos especificos (TSAI; KASS, 2009).

Apesar do AMPc e do GMPc modular a atividade de uma proteina quinase
especifica, como citado anteriormente, vale ressaltar que em situacbes em que
estes nucleotideos ciclicos se encontram em concentragfes citosoélicas bastante
altas (aproximadamente 10 vezes mais), cada um deles pode ativar ambas proteinas
quinases, PKA e PKG (REMBOLD, 1992).

Nas células do MLV, o aumento na concentracdo de AMPc e GMPc é um dos
principais fatores que estd relacionado com a reducdo dos niveis de Ca* e
consequente relaxamento dessa musculatura. Os mecanismos que provavelmente
estdo envolvidos nesse efeito sdo: 1) a recaptacdo de Ca** para o RS, a inibicdo da
liberagéo de Ca®* do RS, o aumento do efluxo de Ca?* intracelular e/ou a reducéo do
influxo de Ca®" extracelular; 2) a hiperpolarizacdo da membrana celular pela
ativacdo de canais para K" 3) a diminuicdo na sensibilidade do Ca®" pela
maquinaria contratil devido a uma reducéo na atividade da MLCK e/ou elevacédo na
atividade da MLCP; e 4) a reducdo na sensibilidade da maquinaria contratil pela
desfosforilagdo da MLC, (MORGADO et al, 2012).

2.3 Consideracdes sobre as Fosfodiesterases

As fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDEs) sao uma superfamilia de
enzimas, do tipo fosfohidrolases, que catalisam de maneira seletiva a hidrolise da
ligacdo 3’-fosfodiéster do AMPc e GMPc resultando na formacdo de seus
metabdlitos inativos 5’-AMP e 5’-GMP, respectivamente (BENDER; BEAVO, 2006).
As PDEs representam a principal via para uma diminui¢cdo rapida nos niveis desses
segundos mensageiros dentro da célula e, desta forma, desempenham um papel
crucial na sinalizacg&o intracelular (BOBIN et al, 2016; KERAVIS; LUGNIER, 2012).

Atualmente as PDEs estao classificadas em onze familias (PDE1 a PDE11)
(Tabela 1). Cada familia compreende de um a quatro genes distintos que, nas
células dos mamiferos, codificam mais de 50 diferentes isoenzimas de PDEs
(CONTI, 2000; CONTI; BEAVO, 2007; FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011). Essa
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Tabela 1 — Classificacéo, distribuicdo nos tecidos e inibidores de referéncia das PDEs

Familia Substrato Caracteristicas Localizacao Inibidores
oy AMPce  Estmuaca por S0 Coi I 10900 o
GMPc Ca?*-CaM . queletico, 1C224
liso vascular e visceral.
Cortex adrenal, cérebro, corpo
PDE2 AMPc e Estimulada por cavernoso, rim, figado, EHNA, BAY60-
GMPc GMPc coracao, musculo liso visceral 7550, Oxindol
e musculo esquelético.
. Corpo cavernoso, coragao, Cilostamida,
PDE3 AMPc > Inibida por plaquetas, musculo liso Milrinona,
GMPc GMPc . . . .
vascular e visceral, figado, rim. Cilostazol
Especifica para Rim, pulmao, cérebro, Rolipram,
PDE4 AMPGC AMch, maStOCJtQS, coragao, musculo Cllomllgst,
Insensivela  esquelético, musculo liso Roflumilast,
GMPc vascular e visceral. Zardaverina
Especifica para Zaprinast,
GMPc Corpo cavernoso, plaquetas, DMPPO,
PDE5 GMPc . ’ musculo esquelético, musculo  Sildenafil,
fosforilada por . . :
liso visceral e vascular. Vardenafil,
PKA/PKG ;
Tadalafil
Zaprinast,
Especifica para : DMPPO,
PDEG6 GMPc GMPC Retina. Sildenafil,
Vardenafil
Especifica para Mdusculo esquelético, coracdo e BRL 50481,
PDE7 — AMPc AMPC linfécitos. ICI242
Especifica para Testiculo, ovario, baixo
PDES AMPc AMPc intestino e colon. PF-04957325
Especifica para . . . BAY73-6691,
PDE9 GMPc GMPG Baco, intestino e cérebro. PF-04447943
AMPcC e Hidrolisa GMPc, . , L Papaverina,
PDE10 GMPc inibida por AMPC Cérebro, testiculo e tireoide. TP-10
S Células esqueléticas, prostata
AMPc e Ligacdo com . X ' ' .
PDE11 GMPc dois GMPC bexiga, células secretoras, Desconhecido

testiculos, figado e rim.

Fonte: Adaptado de KERAVIS; LUGNIER, 2012; LUGNIER, 2006; MAURICE et al, 2014.

classificacdo em familias esta relacionada as diferencas nas fungbes celulares,

estruturas primarias, afinidade ao AMPc e ao GMPc, propriedades cataliticas e

respostas a

inibidores,

ativadores e efetores especificos,

bem como aos
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mecanismos de regulagédo das PDEs (BENDER; BEAVO, 2006; MAURICE et al,
2014).

A regulacdo das PDEs ocorre a nivel genético ou por diversos mecanismos
bioguimicos, tais como fosforilacdo e desfosforilagéo, ligacdo alostérica ao AMPc ou
GMPc, ligacdo ao complexo Ca?*-calmodulina e vérias interagdes proteina-proteina
(BENDER; BEAVO, 2006).

A organizacdo estrutural das PDEs exibe trés dominios funcionais: um
dominio C-terminal, um nucleo catalitico conservado e um dominio regulatério N-
terminal. A regido C-terminal € similiar em todas as familias de PDE, exceto na
PDEG6. O dominio catalitico contém cerca de 250 a 300 aminoacidos mostrando um
alto grau de conservacao dessa regido entre as onze familias de PDE (OTERO et al,
2014). No entanto, cada isoforma da enzima difere acentuadamente na regiao
regulatoria N-terminal (MAURICE et al, 2014).

Os dominios cataliticos sdo responsaveis pela hidrélise dos nucleotideos
ciclicos (AZEVEDO; KUMMERLE, 2015). Estes dominios possuem sequéncias
especificas para cada familia, o que determina os alvos distintos de cada PDE (LEE;
MAURICE; BAILLIE, 2013). As ultimas evidéncias descritas na literatura sugerem
gue a especificidade aos substratos das PDEs € conferida pela orientacdo de um
residuo de glutamina dentro do sitio catalitico, o qual pode formar ligacdes de
hidrogénio com o AMPc, o GMPc ou ambos, dependendo da sua orientacdo fixa ou
capacidade de rotacdo (OTERO et al, 2014). As familias PDE4, PDE7 e PDES8
hidrolisam seletivamente o AMPc; PDES5, PDE6 e PDE9 fazem a hidrolise seletiva do
GMPc; e as demais familias (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 e PDE11) hidrolisam
ambos os nucleotideos (Tabela 1) (BOBIN et al, 2016; LEE; MAURICE; BAILLIE,
2013).

O dominio N-terminal exibe uma grande diversidade entre as familias de PDE
e essas diferencas s&o cruciais para o entendimento da regulacéo e localizacao
celular das diferentes isoformas da enzima. Essa regido inclui o dominio de ligacdo a
calmodulina, encontrada na PDE1; os dominios de ligacdo ao GMPc, encontrados
nas familias PDE2, 5, 6, 10 e 11; e as chamadas upstream conserved region 1 e 2
(UCR1 e UCR2), encontradas na PDE4 (OTERO et al, 2014).

Nos mamiferos, as PDEs encontram-se distribuidas de forma ubiqua
(LUGNIER, 2006). Apenas um tipo de célula pode expressar diferentes isoformas
dessas enzimas (BENDER; BEAVO, 2006). A ampla distribuicdo das PDEs pode
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influenciar em muitas funcbes celulares, tais como a producédo e acdo de
mediadores pro-inflamatorios, diferenciacéo, apoptose, lipogénese, gliconeogénese,
glicogendlise, agregacao plaquetaria, resposta erétil e resposta visual, além de
fungBes cardiacas, regulacédo de canais i6nicos e a contracdo do MLV (RAHIMI et al,
2010; JUILFS et al., 1999; PERRY; HIGGS, 1998).

Alteracdo na atividade das PDEs tem sido associada ao desenvolvimento de
doencas, como a asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica, disfuncao erétil,
doencas autoimunes, esquizofrenia, depressdo, claudicagdo, acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo (LUGNIER, 2011). Desta forma, as
PDEs tem sido, cada vez mais, consideradas importantes alvos terapéuticos,
principalmente ao que se refere as doencas de origem multifatorial (LUGNIER,
2006).

2.4 Fosfodiesterase como Alvo de Farmacos

A teofilina foi o primeiro inibidor de PDE descrito na literatura (LUGNIER,
2006). Entretanto, ndo estava clara a vantagem terapéutica que a inibicdo dessas
enzimas poderia proporcionar. Um dos motivos que levaram os pesquisadores a
considerar as PDEs como possiveis alvos de farmacos foi o principio basico da
farmacologia de que a regulacdo das taxas de degradacdo de qualquer ligante ou
segundo mensageiro pode alterar muito mais a concentragdo dos mesmos ao
comparar com a regulacédo da sua sintese. No caso das PDEs, esse pressuposto foi
ratificado quando se constatou que na maioria das células a atividade desta enzima
€ bem maior, quando comparado a sua atividade ciclase, tando para o AMPc,
quanto para o GMPc. A baixa concentracdo intracelular dos substratos
(aproximadamente de 1 a 10 uM) também foi outra razao para que as PDEs fossem
consideradas bons alvos terapéuticos, visto que um inibidor competitivo nao
necessitaria competir com altos niveis de substratos enddgenos para exercer seus
efeitos (BENDER; BEAVO, 2006).

Posteriormente, observou-se que alteracdes na sinalizagdo intracelular
relacionadas a desregulacdes das PDEs podem contribuir para explicar as
dificuldades observadas na prevencdo e tratamento, assim como no

desenvolvimento de patologias como a inflamacdo, o cancer, disturbios
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neurodegenerativos e doencas cardiovasculares (FRANCIS; BLOUNT; CORBIN,
2011; KERAVIS; LUGNIER, 2012).

A descoberta de inibidores especificos e potentes para cada familia de PDE
alavancou ainda mais as pesquisas e a cada dia, o impacto funcional e as utilidades
terapéuticas destes inibidores vem ganhando grande reconhecimento (AHMAD et al,
2015; CORBIN; FRANCIS, 1999; MAURICE et al, 2014). Exemplo disso é o
Sildenafil, um inibidor seletivo para a PDE5. O Sildenafil inicialmente foi descoberto
e introduzido no mercado farmacéutico para tratar a disfuncdo erétil e acabou
gerando grande repercusséo ao se tornar um dos medicamentos mais vendidos nos
Estados Unidos. Atualmente, este farmaco tem sido considerado bastante promissor
no tratamento de diversas patologias, como por exemplo, na hipertensdo arterial
pulmonar e em diversas outras disfuncdes relacionadas a musculatura lisa
(AZEVEDO et al, 2014; BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006).

Em relacdo ao MLV, o primeiro achado que evidencia o papel das PDEs
sobre ele foi a descoberta de que a papaverina, um farmaco vasodilatador, inibia
PDEs nos vasos sanguineos (KUKOVETZ; POCH, 1970). Apé6s essa constatacao,
iniciaram-se mais estudos para avaliar o papel dessas enzimas na musculatura
vascular (LUGNIER, 2011). Atualmente, ja € bem estabelecido que a elevagcdo nos
niveis de AMPc e GMPc no MLV promove efeito vasorrelaxante, devido a reducéo
dos niveis de Ca®" intracelular (LUGNIER, 2006). As familias identificadas nesta
musculatura foram as PDEs 1, 3, 4 e 5 (LUGNIER, 2011).

Além da vasodilatacdo, muitos farmacos que inibem as PDEs vasculares séo
capazes de promover acdo cardiotdnica, anti-agregante plaquetaria e inibidora da
proliferacdo vascular (CONTI et al, 1995; KE, 2004; RAHIMI et al, 2010). Sendo
assim, inibidores de PDEs tem atraido, cada vez mais, 0 interesse para o uso clinico

em doencas do sistema cardiovascular (RAHIMI et al, 2010).

2.5 Fosfodiesterase 4 e o AAL 195

A PDE4 é uma das familias de fosfodiesterase mais bem exploradas
atualmente (OTERO et al, 2014). Ela é responsavel em promover a hidrélise seletiva
do AMPc (GIEMBYCZ, 2005). O aumento da atividade da PDE4 resulta no retorno
dos niveis desse segundo mensageiro para o seu estado basal (ESKANDARI et al,

2015). Inibidores seletivos dessa familia vém sendo extensamente estudados nas
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Ultimas décadas devido ao seu grande potencial clinico em diversas doencas
(HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005). Farmacos que inibem seletivamente essa
enzima atuam por competicdo direta com o substrato, portanto, promovem a
elevacao dos niveis intracelulares do segundo mensageiro (KE, 2004).

A PDE4 pode ser encontrada em varios tipos celulares, como descrito na
tabela 1. O envolvimento da PDE4 em processos patolégicos associados aos
tecidos em que ela se encontra, sugere um grande potencial para intervencdes
farmacologicas em uma variedade de distarbios inflamatérios, neurolégicos,
angiogénicos e vasculares (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005).

Essa familia é codificada por quatro genes, denominados PDE4A, PDE4B,
PDE4C e PDE4D, dos quais originam mais de 25 isoformas distintas, tornando a
familia PDE4 a mais vasta dentre as demais PDEs (ESKANDARI et al, 2015;
KERAVIS; LUGNIER, 2012). A expresséo das isoformas de PDE4 varia com o tipo
celular e o sitio intracelular em que estdo compartimentalizadas (AZEVEDO;
KUMMERLE, 2015). No MLV, a isoforma predominante ¢ a PDE4D (HOUSLAY;
BAILLIE; MAURICE, 2007; HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005).

O rolipram foi o primeiro inibidor identificado como seletivo para a PDEA4.
Inicialmente ele foi desenvolvido para o tratamento da depressdo, no entanto, ao
passar por testes de ensaios clinicos seu uso nao foi permitido devido a sua estreita
janela terapéutica, com efeitos colaterais como nauseas e distirbios no trato
gastrointestinal (BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006). Apesar da limitagdo em
seu uso, o rolipram instigou novos estudos a fim de buscar inibidores de PDE4 com
uma maior janela terapéutica e com menos efeitos colaterais (HOUSLAY;
SCHAFER; ZHANG, 2005; PERRY; HIGGS, 1998).

Outros farmacos inibidores de PDE4, tais como a zardaverina e o
piclamilaste, tiveram seus usos limitados devido a estreita janela terapéutica que
apresentaram (LIPWORTH, 2005). No entanto, os inibidores roflumilaste e
cilomilaste foram aprovados para o uso clinico no tratamento da doenca pulmonar
obstrutiva cronica e reducao da inflamacao das vias aéreas, ambos com seguranga
e eficacia terapéutica comprovada (AHMAD et al, 2015; CHONG; LEUNG; POOLE,
2013; LEE et al, 2016; LI et al, 2016; ROGLIANI et al, 2016).

Além disso, ha ensaios pré-clinicos para inibidores de PDE4 e seus efeitos
nos leucécitos, na secrecdo de muco em doencas das vias aéreas, no cancer

(efeitos antitumor e anti-angiogénico) e no sistema nervoso central (HOUSLAY;
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SCHAFER; ZHANG, 2005). Ademais, estudos mostraram inibidores de PDE4
capazes de promover o relaxamento do MLV (ORALLO et al, 2005; TANAKA et al,
1988; WALDKIRCH et al, 2010).

A partir da otimizagcdo estrutural da zardaverina e do rolipram, foram
sintetizadas varias moléculas a fim de se obter um inibidor seletivo para a PDE4,
com melhores propriedades farmacolégicas. Uma das moléculas que mostraram
grande potencial inibitorio foi o0 AAL 195, cuja principal caracteristica é o sistema
piridazinona em sua estrutura (Figura 3) (KRIER et al., 2005). O anel piridazinona
representa um heterociclo de seis membros que contém dois atomos de nitrogénio
adjacentes e uma carbonila (AKHTAR et al, 2016).

Na literatura, compostos que contem este anel demonstraram possuir muitos
efeitos, como antidiabético, antiinflamatério, analgésico, antiplaquetério,
brocodilatador e anti-hipertensivo, além de propriedades inotropica positiva,
cardiotdnica e vasodilatadora, através da inibicdo de PDEs (AKHTAR et al, 2016;
BANOGLU et al, 2004; CHEN et al, 1997; DUBEY; BHOSLE, 2015; VAN DER MEY
et al, 2003). Inclusive, alguns farmacos derivados da piridazinona foram
desenvolvidos, a exemplo da minaprina, como antidepressivo; emorfazona, como
antiinflamatdério; e indolidan, pimobendan e levosimendan, como anti-hipertensivos
(DUBEY; BHOSLE, 2015).

AAL 195 foi submetido a ensaios de binding e modelagem molecular, onde
demonstrou possuir alta poténcia inibitéria para a PDE4 (Clsp = 2 uM) (KRIER et al,
2005). Apds a andlise da relacao estrutura-atividade das moléculas sintetizadas,
observou-se que AAL 195 é mais seletivo & PDE4 em relacdo as demais (ARAUJO-
JUNIOR et al, 2015). Sendo assim, AAL 195 pode ser considerado um potente e
seletivo inibidor de PDEA4.

Figura 3 — Estrutura quimica do AAL 195.

(Adaptado de KRIER et al, 2005)
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Sabendo-se que a PDE4 esta presente nas células do musculo liso vascular e
apos a constatacdo do AAL 195 como um inibidor seletivo para essa familia de
enzimas, decidiu-se investigar o efeito vasorrelaxante desse composto, utilizando,

para esse fim, o modelo de artéria mesentérica superior isolada de rato.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito vasorrelaxante do composto AAL 195 em ratos, bem como

elucidar os possiveis mecanismos de acdo que envolve esse efeito.

3.2 Objetivos Especificos

+ Avaliar o efeito vasorrelaxante de AAL 195 sobre a artéria mesentérica
superior de ratos, bem como a participacdo do endotélio vascular nesse
efeito;

» Caracterizar a especificidade do efeito vasorrelaxante, frente a contracoes
por diferentes agonistas;

* Investigar o papel dos canais para potassio no efeito;

» Avaliar a influéncia dos ions calcio e de sua liberacao intracelular.
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4 MATERIAL

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), todos com peso
em torno de 250-300 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas. Os mesmos foram mantidos no biotério setorial do Nucleo de Pesquisa
Experimental (NUCIEX), sob condi¢Ges controladas de temperatura (21 + 1 °C), com
ciclo claro-escuro de 12 horas, e tendo livre acesso a agua e a alimentacdo. Os
protocolos realizados nesse trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso
de Animais da UFAL, n°: 006/2013 (Anexo A).

4.2 Substancias Utilizadas

Na realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes substancias:
Cloridrato de fenilefrina (FEN), Cloridrato de Acetilcolina (ACh), Glibenclamida
(GLIB), 4-aminopiridina (4-AP), Cafeina e Cremofor - todas obtidos da Sigma-
Aldrich® Brazil — e tetraetilamonio, obtido da Fluka®. Para a preparacéo das solucdes
estoques, a GLIB foi dissolvida em DMSO e as demais solu¢des estoque foram
dissolvidas em agua destilada. Todas as solucdes foram mantidas entre 0 a 4 °C e

somente retiradas no momento do experimento.
4.3 Preparacao das Solucbes de AAL 195

AAL 195 foi solubilizado em cremofor (3 % por mL de solugéo) e diluido em
agua destilada na concentragéo de 10 M para os experimentos. Este foi estocado a
0 °C, sendo novamente diluido de acordo com a necessidade de cada protocolo
experimental. A concentracdo final de cremofor em cada cuba nunca excedeu

0,01%. Nesta concentragdo o cremofor foi desprovido de efeito farmacolégico.
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4.4 SolucgBes Fisiologicas

Para a preparacdo das solucdes fisioldgicas foram utilizados os seguintes
sais: cloreto de sédio (NacCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado
(CaCl,.H,0), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0), glicose (CeH1206),
bicarbonato de sodio (NaHCO3), fosfato de sddio mono-hidratado (NaH,PO4.H,0) e

EDTA. A tabela a seguir mostra as composi¢ces das solucdes utilizadas:

Tabela 2 — Composicédo das solugdes nutritivas (todas com pH 7,4).

Concentragao (mM)

Sal Solugdo Solugdo Solucdo Solugdo Solucdo Solucdo Solugdo Solugéo

1 2 3 4 5 6 7 8
NacCl 158,3 158,3 158,3 102,3 102,3 102,3 142,3 82,3
KCI 4,0 4,0 4,0 60,0 60,0 60,0 20,0 80,0

CaCl, 2,0 - - 2,0 - - 2,0 2,0

MgCl, 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
NaHCO; 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
NaH,PO, 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Glicose 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6

EDTA - - 10 - - 10 - -

Solucéo 1: Solugdo nutritiva Tyrode

Solucéo 2: Solugdo nutritiva Tyrode nominalmente sem célcio

Solucéo 3: Solugdo nutritiva Tyrode livre de célcio

Solucéo 4: Solucdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM

Solucgao 5: Solugédo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM nominalmente sem calcio
Solucgao 6: Solugdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM livre de célcio

Solucéo 7: Solucdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 20 mM

Solucéo 8: Solucdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 80 mM

(Adaptado de TANAKA; MOCHIZUKI; SHIGENOBU, 1999)
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5 METODO

5.1 PreparacOes de Artéria Mesentérica Superior Isolada de Rato Com ou Sem

Endotélio Funcional

Os ratos foram eutanasiados por exsanguinacdo sob anestesia. Através de
uma incisdo no abdémen do animal, a artéria mesentérica superior foi identificada,
removida, dissecada para a remoc¢do de todo o tecido conectivo e adiposo, e
seccionada em anéis (1 — 2 mm). Os anéis da artéria foram inseridos em hastes
metalicas, suspensos por fios de algoddo num transdutor de forca. As preparacdes
foram mantidas em uma cuba para 6rgaos isolados contendo 5 mL de solucéo
nutritiva Tyrode (pH = 7,4), aerada com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5%
de CO,), a uma temperatura de 37 °C (Figura 4). O registro da tensdo isométrica do
musculo foi realizado através do transdutor de forca (AECAD 1604, AVS Projetos,
Brasil), acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (AQCAD, AVS Projetos,
Brasil) (Figura 5). Os anéis foram submetidos a uma tensdo constante de 0,5 g por
um periodo de estabilizacdo de 1 hora. Durante esse tempo a solugdo nutritiva foi
substituida a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA;
ALTURA, 1970).

Para avaliar a presenca do endotélio funcional intacto, foi induzida uma
contracdo com 10 puM de fenilefrina (FEN) e, apds o platé, foi adicionado 10 uM de
acetilcolina (ACh) ao meio. Foram considerados anéis com endotélio funcional
guando o vasorrelaxamento foi maior ou igual a 70% da contracdo e sem endotélio,

agueles que promoviam vasorrelaxamento menor ou igual a 10 % da contracéo.
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Figura 4 — Representacdo esquemaética da cuba para 6rgaos isolados.

Solugéo Tyrode —

Anel de artéria
mesentérica —

Mistura |
Carbogénica

(MACHADO, 2013)

Figura 5 — Aparato utilizado para registros de tensdes isométricas em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato.

(AUTOR, 2017)

5.2 Protocolos Experimentais Utilizando Anéis de Artéria Mesentérica Superior
de Rato

5.2.1 Avaliacdo do efeito de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos, pré-contraidos com FEN

Apés a verificacdo da integridade do endotélio funcional, como descrito no
item 5.1, uma nova contracdo com FEN (10 uM) foi induzida. Apos atingir o platé,

esperou-se um periodo de 40 minutos para a estabilizacdo da contracao e foram
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adicionadas concentracdes crescentes de AAL 195 (10° — 10° M), de maneira
cumulativa, tanto em anéis com endotélio como em anéis sem endotélio (Figura 6).
Em seguida, para avaliar um possivel dano tecidual induzido por AAL 195, foram
realizadas lavagens sucessivas com solucéo Tyrode, esperando-se um novo periodo

de estabilizacdo, e uma nova contracdo com FEN (10 pM) foi obtida.

Figura 6 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, pré-contraidos com FEN, com
endotélio (A) ou sem endotélio (B) vascular.

A) AAL 195
ACh (10 pM) 5
¥ & 102 —10= M
M_A\“"—\_\ ?
/ g
Estab. i
60 min. T
+ +
FEM [10 pM) FEN [10 M} FEN (10 ph])
B) AAL 185
e Te— 10 M

—t,

]
?
l\-_"u.

4—Lav.

G
Estab.

&0 min. + e
FEM (10 pM) FEM (10 ph} FEN (10 M}

5.2.2 Avaliacdo da participacéo de canais para K no efeito vasorrelaxante induzido

por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

Apés a verificacdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.1, a
solugéo Tyrode foi trocada pela solugcdo despolarizante de Tyrode com KCl a 20 mM
e as preparacdoes permaneciam nesta solucéo até o final do experimento. Apos 30
minutos foi induzida uma nova contragdo com FEN (10 uM) e, em seguida, uma
nova curva concentragéo-resposta cumulativa para AAL 195 (10° — 10°° M) foi obtida
(Figura 7). O vasorelaxamento obtido na presenca de KCIl 20 mM foi comparado com

0 obtido na auséncia do mesmo.
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Figura 7 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, pré-contraidos com FEN, sem
endotélio vascular, apés bloqueio com solugéo Tyrode de KCl a 20 mM, .
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5.2.3 Efeito do AAL 195 sobre as contracdes tdnicas induzidas por FEN, na auséncia
e na presenca de TEA em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos

ApoOs a verificacdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.1, as
preparacdes foram incubadas com 5 mM de TEA, um bloqueador néo seletivo de
canais para K*. Apds 30 minutos, foi induzida uma nova contragéo tonica com FEN
(10 uM) e, em seguida, uma curva concentracado-resposta cumulativa para o AAL
195 (10° — 10 M) foi obtida (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, pré-contraidos com FEN, sem
endotélio vascular, apés bloqueio com TEA (5 mM),.
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5.2.4 ldentificacdo dos canais para K* envolvidos no efeito vasorrelaxante induzido

por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.1, as
preparacdes foram incubadas separadamente com 10 yM de GLIB, um bloqueador
seletivo de canais Katp (HUANG; KWOK, 1997; MOMBOULI; VANHOUTTE, 1997),
com 1 mM de 4-AP, um bloqueador dos canais K, (OKABE; KITAMURA,
KURIYAMA, 1987) ou com 1 mM de TEA, que nesta concentracao € considerado um
bloqueador de canais BKc, (GARCIA; KACZOROWSKI, 1992). Ap6s 30 minutos, foi
induzida uma nova contragcao ténica com FEN (10 yM) e, em seguida, uma curva
concentracdo-resposta cumulativa para o AAL 195 (10° — 10 M) foi obtida (Figura
9).

Figura 9 — Representacéo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, pré-contraidos com FEN, sem
endotélio vascular, apds bloqueio com TEA (1 mM), GLIB (10 uM) ou com 4-AP (1 mM).
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5.2.5 Avaliacdo do efeito de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos, pré-contraidos com solu¢éo Tyrode com KCl a 80 mM

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional, como descrito no item
5.1, o meio nutritivo de cada preparacao foi trocado por uma solugédo Tyrode com
KCl a 80 mM. Durante a fase tbnica da contracdo foi obtida uma curva

concentracéo-resposta cumulativa para o AAL 195 (3x10® — 10 M) (Figura 10).
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Figura 10 — Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, pré-contraidos com solugéo
despolarizante Tyrode (KCI 80 mM), sem endotélio vascular.
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5.2.6 Avaliacdo do efeito de AAL 195 sobre o influxo de calcio extracelular

Em anéis sem endotélio funcional, o Tyrode foi substituido pela solucao
despolarizante com KCI a 60 mM (curva padrdo). As preparacdes foram lavadas
com solucdo Tyrode nominalmente sem Ca*? e nela mantidas por 15 minutos. Em
seguida, os anéis foram expostos a solucdo despolarizante de KCI 60 mM
nominalmente sem Ca*? por 15 minutos, e uma curva concentracdo-resposta foi
obtida pela adicdo cumulativa de CaCl, (10° - 102 M) ao meio. AAL 195 (3 x 10-6;
10-5; 3x10-5; 10-3; 3 x 10-3 e 10-2 M), em preparacdes individuais, foi incubado por
15 minutos. Logo apos foi obtida uma nova curva cumulativa ao CacCl, (Figura 11).
Os resultados foram analisados comparando-se os efeitos maximos (Ema) das
curvas com CaCl, na auséncia (controle) e na presenca das diferentes

concentracfes do AAL 195.

Figura 11 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito do AAL 195
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sobre o influxo de célcio extracelular.
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5.2.7 Avaliacdo do efeito de AAL 195 sobre a mobilizacdo de calcio dos estoques

intracelulares

Este protocolo objetivou investigar os efeitos de AAL 195 sobre as contragdes
induzidas pela liberacdo de Ca** intracelular, utilizando anéis sem endotélio
funcional. Apés um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, os anéis mesentéricos
foram expostos a solucdo Tyrode com KClI a 60 mM por 3 minutos. Estas
preparacdes foram lavadas com solucéo Tyrode livre de Ca®" por 2 minutos e em
seguida 10 uM de FEN (banho a temperatura de 37 °C) ou 20 mM de cafeina (banho
a temperatura de 21 °C) foram adicionados. Este procedimento foi repetido para a
obtencdo de duas contracfes transientes similares ao agonista. AAL 195 foi entdo
acrescentado ao meio e depois de 2 minutos, FEN (10 uM) ou cafeina (20 mM)
foram adicionadas novamente (Figura 12).

Figura 12 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de AAL
195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sobre a mobilizacdo de calcio dos
estoques intracelulares. Agonistas: (A) FEN e (B) cafeina.
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5.3 Andlise Estatistica

Os Valores foram expressos como média £ erro padrao da média (e.p.m.).
Para avaliar a significancia das diferencas entre as médias foram utilizados o teste t
de Student ou a analise de variancia “One-way” (ANOVA) para amostras nao
pareadas, seguida do poés-teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas
significativas quando valor de “p” foi menor que 0,05 (p < 0,05).

Para avaliar o efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195, dois parametros
farmacoldgicos foram analisados: 0 Enax (média percentual do efeito méximo
induzido pela substancia) e o pD; (logaritmo negativo da concentracéo da droga que
produz 50% do efeito maximo, -log CEsp), que representam, respectivamente, a
eficacia e a poténcia farmacoldgica.

A analise estatistica e a plotagem dos gréaficos foram realizadas no programa

GraphPad Prism verséo 3.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do AAL 195 sobre as Contracdes Induzidas por FEN em Anéis de

Artéria Mesentérica Superior Isolada de Ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, preé-
contraidos com FEN, concentracdes crescentes de AAL 195 (10° — 10° M) foram
capazes de promover vasorrelaxamento de maneira dependente de concentracao
(Emax = 100,00 + 1,27 %). Ap6s remocao do endotélio, o efeito vasorrelaxante néo foi
alterado significativamente (Eqnax = 98,63 £ 1,47 %). Do mesmo modo, a poténcia
entre os anéis com o endotélio funcional (pD, = -6,43 + 0,04 M) e sem o endotélio
(pD2 = -6,39 + 0,03 M) nado foram significativamente diferentes (Grafico 1).

O tempo necessério para que fossem obtidas as respostas maximas para
cada concentracdo de AAL 195 foi de aproximadamente 5 minutos. No final dos
experimentos houve uma completa reversédo do vasorrelaxamento induzido por AAL

195 apos verificagdo da resposta do tecido a FEN (10 uM) (Grafico 2).

Grafico 1 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (10°-10° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar com endotélio intacto (0) ou sem endotélio (e), pré-contraidos com
FEN (10 pM). Valores expressos com média + e.p.m. de 7 experimentos.
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Grafico 2 — Porcentagem de contracao da fenilefrina e recuperacéo do 6rgao apds curva
concentracéo resposta do AAL 195, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, com o
endotélio intacto (E*) e sem o endotélio funcional (E).
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6.2 Participacdo dos Canais para K* no Efeito Vasorrelaxante induzido por AAL

195 em Anéis de Artéria Mesentérica Superior Isolada de Ratos.

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional, pré-
contraidos com FEN, na presenca de solucdo Tyrode com KCI a 20 mM,
concentraces crescentes de AAL 195 (10° — 10®° M) foram capazes de reduzir
significativamente o efeito maximo (Emax = 75,68 £ 1,59 %) (p < 0,001), comparados
a curva controle, com reducédo significativa da poténcia farmacologica (p < 0,05)
(Gréfico 3).

De maneira semelhante, em anéis mesentéricos pré-contraidos com FEN, na
presenca de TEA (5 mM), que nesta concentracdo € um inibidor ndo seletivo de
canais para K*, concentracées crescentes de AAL 195 (10° — 10 M) foram capazes
de promover a reducao do efeito maximo (Emax = 43,65 + 2,38 %) (p < 0,001),
comparados ao controle. No entanto, ndo houve reducdo significativa da poténcia

farmacoldgica (Grafico 4).

Grafico 3 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (10°-10° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar sem endotélio (0) e apods o bloqueio com KCI 20 mM (e), pré-
contraidos com FEN (10 uM). Valores expressos com meédia + e.p.m. de 7 experimentos. ***p < 0,001
e*p<0,05vs FENE.
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Gréafico 4 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (10°-10"° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar sem endotélio (0) e apds o bloqueio com TEA 5 mM (e), pré-
contraidos com FEN (10 pM). Valores expressos com média + e.p.m. de 7 experimentos. ***p < 0,001
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6.3 Participacdo dos Canais para K* Sensiveis ao ATP no Efeito Vasorrelaxante
induzido por AAL 195 em Anéis de Artéria Mesentérica Superior Isolada de

Ratos.

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, ap6s o bloqueio com GLIB
(10 uM), ndo houve deslocamento da curva concentracdo-resposta para o AAL 195
(Emax = 99,04 = 1,12 %), no entanto, observou-se uma reducdo significativa da
poténcia farmacolégica (pD, = -6,16 £ 0,05 M) (p < 0,01), quando comparados ao

controle (Gréfico 5).

Grafico 5 — Curva concentracdo-resposta para AAL 195 (10'9-10'5 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar sem endotélio (0) e apés o bloqueio com GLIB (10 uM) (e), pré-
contraidos com FEN (10 uM). Valores expressos com media + e.p.m. de 7 experimentos. **p < 0,01
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6.4 Participagcdo dos Canais para K' Sensiveis a Voltagem no Efeito
Vasorrelaxante induzido por AAL 195 em Anéis de Artéria Mesentérica

Superior Isolada de Ratos

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o blogueio com 4-AP (1
mM), deslocou a curva concentracao-resposta para o AAL 195 (p < 0,001), com
reducdo significativa do efeito maximo (p < 0,01), quando comparado ao controle
(Emax = 90,03 £ 1,17 % e pD, = -5,78 + 0,05 M) (Gréfico 6).

Grafico 6 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (10°-10° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar sem endotélio (0) e apés o bloqueio com 4-AP (1mM) (e), pré-
contraidos com FEN (10 pM). Valores expressos com média + e.p.m. de 7 experimentos. **p < 0,01;
***n < 0,001 vs FEN E".
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6.5 Participacdo dos Canais para K* de Grande Condutancia Ativados pelo Ca*
no Efeito Vasorrelaxante induzido por AAL 195 em Anéis de Artéria

Mesentérica Superior Isolada de Ratos

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com TEA (1
mM), deslocou para a direita a curva concentragao-resposta para o AAL 195 (p <
0,05), com reducao significativa do efeito maximo (p < 0,01), quando comparado ao
controle (Emax =79,11 £ 5,45 % e pD, = -6,61 + 0,07 M) (Gréfico 7).

Grafico 7 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (10°-10° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos Wistar sem endotélio (0) e apds o bloqueio com TEA (1mM) (e), pré-
contraidos com FEN (10 puM). Valores expressos com média = e.p.m. de 7 experimentos. *p < 0,05;
**p < 0,01 vs FEN E".
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6.6 Efeito do AAL 195 sobre as Contra¢fes Induzidas por KCI 80 mM em Anéis

de Artéria Mesentérica Superior de Ratos.

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional, pré-
contraidos com solucéo Tyrode despolarizante com KCl a 80 mM, AAL 195 (3 x 10°®
— 10 M) foi capaz de promover efeito vasorrelaxante, de maneira dependente de
concentracdo (Emax = 100,62 = 1,19 % e pD, = -4,58 + 0,05 M) (Grafico 8). Além
disso, observa-se em anéis sem endotélio, apds pré-contracdo com FEN ou KCI 80
mM, uma reducao significativa da poténcia nos anéis pré-contraidos com KCI 80 mM
(p < 0,001), quando comparados aos pré-contraidos com FEN, sem alteracdo no

efeito maximo (Tabela 4).

Grafico 8 — Curva concentragdo-resposta para AAL 195 (3 x 108-10°M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato Wistar sem endotélio (e), pré-contraidos com KCI 80 mM. Os
valores estao expressos como média + e.p.m. de 7 experimentos.
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Tabela 3 — Comparacao dos valores de Es e pD,de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, sem endotélio funcional.

Condicdes it pD, n
Experimentais (% relaxamento) M)

FEN (10 uM) 98,63 £ 1,47 6,39 + 0,03 7
KCI 80 mM 100,62 + 1,19 -4,58 + 0,052 7

Os valores estdo expressos com média + e.p.m. *p < 0,001 vs FEN E_.
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6.7 Efeito do AAL 195 sobre o Influxo de Ca®" em Anéis de Artéria Mesentérica

Superior de Ratos.

A administracdo cumulativa de CaCl, (10°® — 10® M) promoveu contracao,
dependente de concentracdo, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
rato, sem endotélio funcional, pré-incubados com solucdo despolarizante de KCI a
60 mM e nominalmente sem Ca?* (curva controle). Apés a incubacdo com AAL 195
(3x 107° 10, 3 x10™; 10 3 x 10°% 102 M, separadamente) a curva concentracéo-
resposta para o CaCl, foi significativamente atenuada (p < 0,001) a partir da
concentracdo de 3 x 10 (Emax = 97,28 + 5,02 ; 98,04 + 2,30; 78,07 + 1,77; 24,01 +
1,51; 11,26 + 1,23 e 10,95 £ 0,70 %, respectivamente, n = 7), quando comparada ao
controle (Emax = 100,0 = 0,0 %) (Gréfico 9).

Grafico 9 — Curva concentragdo-resposta para CaCl, (10°-102 M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato Wistar sem endotélio (e), pré-incubadas com [AAL 195] M, n
=7. ANOVA “one-way” seguido de Bonferroni. ~ p < 0,001 vs Controle
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6.8 Efeito do AAL 195 sobre a Mobilizacdo de Ca** pelos Receptores de IP; dos

Estoques Intracelulares

A pré-incubacdo com AAL 195 (10% 3x107; 10 3x10®% 10 M) em meio livre
de célcio atenuou, de maneira significativa (p < 0,001), as contracfes transientes
induzidas por 10 uM de FEN. Além disso, o efeito promovido pela concentracédo de
10° M foi significativamente menor (p < 0,01) quando comparado ao efeito

promovido pelas concentracdes de 10 e 3x10” M (Gréfico 10).

Grafico 10 — Efeito de AAL 195 na contracdo (g) induzida por FEN, em anéis de artéria mesentérica
exposta a solucao livre de Ca”*, sem endotélio funcional (n=4). ANOVA “one-way” seguido de
Bonferroni. ® p < 0,001 vs Controle; ® p < 0,01 vs 10° M; p < 0,01 vs 3 x 107 M.
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6.9 Efeito do AAL 195 sobre a Mobilizacdo de Ca?' pelos Receptores de

Rianodina dos Estoques Intracelulares.

Em meio livre de célcio, apenas a concentracdo de 10 M do AAL 195 foi capaz
de atenuar de maneira significativa (p < 0,001) as contra¢des induzidas por 20 mM
de cafeina. O efeito promovido por esta concentracdo também foi menor
significativamente quando comparado aos efeitos das concentracdes de 10 e 3x10
"M (p < 0,01) e das concentracdes de 10° e 3x10° M (p < 0,05) (Gréfico 11).

Gréfico 11 — Efeito de AAL 195 na contracdo (g) induzida por cafeina, em anéis de artéria
mesentérica exposta a solucao livre de Ca”, sem endotélio funcional (n=4). ANOVA “one-way”
seguido de Bonferroni. ® p < 0,001 vs Controle; ° p < 0,01 vs 10° M ou 3 x 107 M ¢ p < 0,05 vs 10°°.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito vasorrelaxante de um
inibidor de fosfodiesterase 4, AAL 195, em artéria mesentérica superior de ratos,
bem como tentar elucidar os possiveis mecanismos de acao envolvidos nesse efeito.

O principal achado desse trabalho foi o efeito vasorrelaxante de AAL 195 em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato. Esse efeito mostrou-se
independente de endotélio vascular e parece envolver a ativacdo de canais para K,
bem como a reducdo do Ca®" intracelular via inibicéo do influxo de Ca®" e inibicdo da
mobilizacdo de Ca®* dos estoques intracelulares.

As fosfodiesterases desempenham um papel crucial na manutencéo do ténus
do mausculo liso vascular, por participar da regulacdo dos nucleotideos ciclicos
intracelulares. Das onze familias de PDE ja identificadas atualmente, quatro séo
encontradas no masculo liso vascular de mamiferos, dentre elas, a PDE4
(BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006; MAURICE et al, 2014; WALDKIRCH et al,
2010). A PDEA4, inclusive, tem despertado cada vez mais o interesse de estudos por
ser considerada um potencial alvo de farmacos em diversas patologias, incluindo as
doencas cardiovasculares (KLUSSMANN, 2016).

Diversos estudos demonstraram inibidores de PDEs capazes de promover o
relaxamento do MLV. Tanaka e colaboradores (1988) estudaram os efeitos do
cilostazol, um inibidor de PDE3, em artéria mesentérica de coelho e observaram um
efeito vasorrelaxante devido a inibicdo da hidrolise de AMPc. Posteriormente, o
cilostazol demonstrou efeito vasorrelaxante em aorta toracica de ratos (NAKAMURA
et al, 2001). Em 1991, um estudo caracterizou os efeitos de inibidores especificos da
PDE4 em aorta de rato e constatou que os mesmos promoviam efeito relaxante do
muasculo liso vascular (KOMAS; LUGNIER; STOCLET, 1991). Hesperetina,
hesperidina e narigenina, flavonoides isolados de frutos citricos, promoveram
atividade vasodilatadora em anéis aodrticos de ratos, mediada pela inibicdo de
algumas familias de PDE, dentre elas, a PDE4 (ORALLO et al, 2004; ORALLO et al.,
2005). LASSBI0-985, um novo composto de sulfonamida, apresentou atividade
vasodilatadora e anti-hipertensiva mediada pela inibicdo de PDEs (PONTES et al,
2012).

Inibidores de PDE tém sido Uteis terapeuticamente para o tratamento de

patologias que envolvem o relaxamento do MLV, como hipertensao arterial
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sistémica, hipertensdo pulmonar e disfungéo erétil (PONTES et al, 2012). Com base
nessas evidéncias, entendeu-se a importancia de investigar o efeito induzido por
AAL 195 na musculatura lisa vascular.

O tbnus vascular é considerado o maior regulador da resisténcia periférica e
da pressao arterial (KHALIL, 2001). Ainda que todos os vasos promovam resisténcia
ao fluxo sanguineo, sdo as pequenas artérias e arteriolas que controlam o fluxo e a
pressdo sanguinea (SIEGEL, 1996). Portanto, a artéria mesentérica superior, por ser
um vaso de resisténcia, € um Otimo modelo experimental para o estudo de
substancias que promovem vasodilatacao.

Neste sentido, decidiu-se avaliar o efeito vasorrelaxante de AAL 195 em anéis
de artéria mesentérica superior de ratos, pré-contraidos com fenilefrina. A FEN é um
agonista seletivo dos receptores aj-adrenérgicos (DINIZ-FILHO et al, 2007). Estes
receptores estdo acoplados a proteina Gg11. ApOs ativagdo desses receptores, a
subunidade a da proteina Gga1 ativa a PLC, que por sua vez, catalisa a hidrolise do
PIP, em IP3 e DAG. O IP3 promove a liberacdo do Ca®" do RS, aumentando os
niveis desse fon no meio intracelular, enquanto o DAG, juntamente com o Ca?*, ativa
a PKC, o que promove a fosforilagdo de enzimas envolvidas no processo de
contragdo. Todas essas ac¢des resultam na contracdo muscular e na manutencao
desta contracdo (MORGADO et al, 2012; THORNEOLE; NELSON, 2005). Com o
objetivo de avaliar se AAL 195 é capaz de induzir vasorrelaxamento apos contracao
induzida por FEN, obteve-se uma curva concentragdo-resposta para o AAL 195
durante a fase tonica da contracdo de anéis mesentéricos pré-contraidos com FEN e
observou-se que o composto foi capaz de promover efeito vasorrelaxante, de
maneira dependente de concentragdo (Grafico 1).

O relaxamento da musculatura lisa vascular pode ocorrer através de
substancias que atuam diretamente no musculo ou indiretamente, ao estimular a
liberacdo de fatores do endotélio vascular (GURNEY, 1994). O endotélio
desempenha um importante papel na regulacdo e manutencdo da homeostase dos
vasos, principalmente no que se refere ao controle do tdnus vascular. Nele séo
sintetizados e liberados diversos fatores vasoconstrictores e fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDES) que agem diretamente no MLV. Dentre os FRDEs
estdo o oOxido nitrico, as prostaciclinas e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (FHDE) (BUSSE et al., 2002; STANKEVICIUS et al, 2003).



58

Para avaliar se o endotélio estaria envolvido no vasorrelaxamento induzido
pelo AAL 195, foi obtida uma nova curva concentracao-resposta para esse composto
em aneéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional. Apds remocao
mecanica do endotélio, o efeito vasorrelaxante ndo foi alterado significativamente
(Grafico 1), o que indica que o0 endotélio ndo estd participando do efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195 e que, provavelmente, o efeito desse composto
e direto sobre o MLV. Em decorréncia desse resultado, resolveu-se investigar o
mecanismo de acdo independente do endotélio vascular no qual AAL 195 poderia
induzir vasorrelaxamento.

Para certificar-se que o vasorrelaxamento induzido por AAL 195 ndo estaria
relacionado a um possivel dano tecidual, ap6s a obtencdo da curva concentracao-
resposta para o composto foram realizadas sucessivas lavagens para a remocao do
AAL 195 das cubas e uma nova contragdo com FEN foi induzida. Em seguida,
observou-se que houve uma total reversdo da contracdo induzida pela FEN,
sugerindo que AAL 195 ndo promoveu dano a maquinaria contratil do MLV (Gréfico
2).

Os canais para K' estdo intrinsicamente envolvidos nas alteragcdes que
envolvem a contratilidade do MLV e o potencial de membrana, bem como na
regulacdo da pressdo sanguinea (JACKSON, 2000; LEDOUX et al., 2006).
Fisiologicamente, a concentracdo intracelular de K* é elevada em relacdo ao meio
extracelular, portanto a abertura de canais para K* permite o efluxo desse ion,
induzindo uma alteracdo no potencial de membrana para valores mais negativos, 0
gue torna a célula hiperpolarizada e como consequéncia, o relaxamento do MLV
(THORNELOE; NELSON, 2005). Em contrapartida, a diminuicdo da expressao ou
inibicdo da atividade desses canais promove diminuicdo do efluxo de K*, resultando
na elevacéo e despolarizacao do potencial de repouso celular (HAYABUCHI, 2017).

Devido a importancia que os canais para K tem na regulagdo do ténus
vascular, decidiu-se investigar a participacdo destes canais no efeito vasorrelaxante
promovido por AAL 195. Para isso, os anéis de artéria mesentérica foram incubados
com a solugéo Tyrode com KCl a 20 mM. O aumento na concentracdo de KCI de 4
para 20 mM promove o bloqueio parcial do efluxo de K* por deslocar o potencial de
equilibrio do K* para valores mais préximos do potencial de repouso da membrana e,
desta forma, atenua relaxamentos mediados pela abertura de canais para K*
(CAMPBELL et al., 1996; CLARK; FUCHS, 1997). Nestas condi¢cBes experimentais,
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o bloqueio parcial com KCI| 20 mM atenuou o efeito vasorrelaxante induzido por AAL
195 (Gréfico 3), sugerindo o envolvimento de canais para K* nesse efeito.

Para confirmar a participacdo dos canais para K*, foi realizada uma curva
concentragéo resposta para o AAL 195, na presenca de 5 mM de TEA. Em altas
concentragdes, o TEA promove o bloqueio, de maneira ndo seletiva, de canais para
K" (LO et al, 2008). Sob estas condi¢des, observou-se uma atenuacao significativa
do efeito maximo (Grafico 4), o que confirma que parte do efeito promovido por AAL
195 se da pela ativagdo de canais para K*. Estes resultados corroboram com o
achado de Lo e colaboradores (2005), onde em aorta de rato um inibidor de PDE
derivado da teofilina promoveu vasorrelaxamento, dentre outros mecanismos,
através da ativacio de canais para K.

No MLV sdo expressas diferentes classes de canais para K, dentre elas
estdo 0s Karp, 0s K, € 0s BKca (KO et al, 2008). Os Karp tem como principal
caracteristica a reducédo do efluxo de K* na presenca de uma alta concentracio
intracelular de ATP. Diversos estudos mostram que agonistas destes canais
promovem a dilatacdo de arteriolas, isto fornece a evidéncia de que canais Karp
estdo presentes nas células do musculo arteriolar (FOSTER; COETZEE, 2016). O
farmaco glibenclamida é um bloqueador seletivo para esse tipo de canal (KO et al,
2008). Os canais K, constituem uma classe expressa de forma ubiqua nas células
do MLV. Esses canais sao ativados pela despolarizacdo da membrana celular.
Substéncias vasodilatadoras que atuam pela via de sinalizacdo do AMPc podem
promover a abertura destes canais (JACKSON, 2000). Inclusive, um estudo recente
demonstrou a ativacdo de algumas subclasses de K, por uma metilxantina (um
inibidor ndo seletivo de PDE), como sendo capaz de promover a elevacdo das
correntes de K* (MANI et al, 2016). Os K, sdo inibidos pela 4-aminopiridina
(THORNELOE; NELSON, 2005). J4 os BK¢, sdo canais ativados pelo calcio e por
voltagem. Eles sdo expressos nas células do MLV, modulando o ténus vascular e o
relaxamento dessa musculatura (CLEMENTS; TERENTYEV; SELLKE, 2015). Os
bloqueadores seletivos para os BKc; s@o a iberiotoxina, a caribdotoxina e o TEA.
Este udltimo bloqueador promove a inibicdo dos BKcy, com a concentracdo de
aproximadamente 1 mM (KO et al, 2008).

As trés classes de canais para K* mencionadas acima podem ser ativadas
pela PKA, enquanto que a PKG ativa apenas 0s BKc, € 0s Katp (LO et al, 2008).

Levando em consideracéo o fato de que a inibicdo da PDE4 promove, indiretamente,
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a ativacao da PKA (MORGADO et al, 2012), decidiu-se investigar se os canais para
K* citados estariam envolvidos no efeito vasorrelaxante de AAL 195. Para isso, 0s
anéis de artéria mesentérica foram pré-incubados com GLIB, para avaliar a
participagcédo dos canais Katp; com 4-AP, para avaliar a participagéo do K,; ou com 1
mM de TEA, para avaliar a participacdo dos BKc, €, apds pré-contracdo com FEN,
uma nova curva-concentracao resposta para AAL 195 foi obtida. Nestas condicdes
experimentais, observou-se a reducdo significativa do efeito maximo apds o0s
blogueios com 4-AP e TEA (Gréficos 6 e 7), no entanto, todos os bloqueadores
foram capazes de promover uma reducdo significativa da poténcia farmacoldgica,
guando comparados a curva controle (Gréaficos 5, 6 e 7). Portanto, os canais Karp,
canais K, e canais BKc, parecem estar envolvidos no efeito vasorrelaxante induzido
por AAL 195.

A contracdo do MLV estda intimamente relacionada a elevacdo da
concentracdo intracelular de Ca®* (WEBB, 2003) decorrente de diferentes
mecanismos (THORNELOE; NELSON, 2005). A contracdo desencadeada apols a
interacdo de agonistas especificos com um determinado receptor, como é o caso da
FEN, é denominado acoplamento farmacomecéanico, onde o aumento da
concentracdo de Ca?' intracelular ocorre através dos ROCs. Em contrapartida, a
contracao iniciada pelo aumento do calcio promovido pelos VOCs, por depender da
despolarizacdo do potencial de repouso da membrana, é conhecida por
acoplamento eletromecéanico (SOMLYO; SOMLYO, 1968).

Nesse sentido, para avaliar a resposta de AAL 195 frente as concentracdes
mediadas por diferentes estimulos, realizou-se uma curva concentracéo-resposta
sobre pré-contracdo com a solucdo despolarizante de KCI 80 mM. Isso porque o
aumento na concentracdo de 4 mM de K" para 80 mmM promove a despolarizacéo
da membrana plasmética, gerando a ativacdo dos VOCs, e consequentemente,
promovendo a contragdo (REMBOLD, 1996). Desta forma, observou-se que AAL
195 foi capaz de promover vasorrelaxamento em anéis mesentéricos sem endotélo
funcional, pré-contraidos com KCl a 80 mM (gréafico 8). Com isso € possivel perceber
a inespecificidade do efeito vasorrelaxante dessa substancia, visto que ha
relaxamento tanto em contragdes induzidas pelo acoplamento farmacomecéanico
(FEN), como pelo acoplamento eletromecénico (KCI 80 mM). Esses resultados

também sugerem a participacdo de canais para Ca®" nesse efeito. Possivelmente
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AAL 195 promova a diminuigdo do influxo desse ion, pois em ambas as situacdes, o
resultado do acoplamento é a elevacédo da concentracdo de Ca®" intracelular.

Para comprovar a hipétese de que AAL 195 estaria reduzindo o influxo de
Ca?" pela membrana celular, seu efeito foi avaliado frente a curvas concentrac&o-
resposta ao CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca®". Nestas
condicées, a contracdo é quase que exclusivamente devido ao influxo de Ca** pelos
VOCs que foram ativados pela elevagdo do K" externo. Diante disto, concentragdes
de AAL 195 foram capazes de inibir as curvas cumulativas ao CaCl,. Isso sugere
que AAL 195 esta interferindo no influxo de Ca** através dos VOCs em artéria
mesentérica de rato. Esse achado corrobora com o efeito vasorrelaxante de dois
alcaloides isolados da planta Peganum harmala em aorta de rato em que ambos
promoveram seus efeitos através da inibicdo de PDEs e bloqueio dos VOCs
(BERROUGUE et al, 2006).

Ao comparar os parametros farmacoldgicos obtidos com AAL 195 nos anéis
pré-contraidos com FEN ou com KCI| 80 mM, observa-se que ndo houve alteracéo
quanto a eficAcia de ambos os agentes contracturantes, entretanto AAL 195 se
mostrou mais potente nos anéis pré-contraidos com FEN (Tabela 4), o que indica
uma maior capacidade de relaxamento desse composto em contracdes induzidas
por esse agonista.

Como mencionado anteriormente, a FEN, ao interagir com os receptores de
membrana acoplados a proteina Gg11, estimula a formagéo de IP;. Este se liga ao
seu receptor na membrana no RS, o IP3R, ocasionando a abertura desse canal e
consequente liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares. Esse processo
desencandeia uma contracao fasica no vaso (GURNEY; ALLAM, 1995; HU, 2001).
Diante dessa informacdo, questionou-se a participacdo dos IP3Rs no efeito
vasorrelaxante de AAL 195.

Para avaliar o envolvimento dos IP3Rs nesse efeito, foram pré-incubadas
vérias concentracdes de AAL 195, em meio livre de célcio. Na auséncia de Ca®'
extracelular sdo observadas apenas as contracfes transientes, provenientes dos
estoques intracelulares, visto que o influxo de calcio é requerido para a manutengao
da fase tonica da contra¢do do MLV (WANG et al, 2002).

As contracOes transientes induzidas por FEN foram atenuadas de maneira
significativa apés a pré-incubacdo com AAL 195 (Gréafico 10). Esses dados indicam

que o efeito vasodilatador de AAL 195 envolve a inibicdo dos IP3Rs. Esses
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resultados corroboram com os achados de Bai e Sanderson (2006), que, ao
investigar o aumento de AMPc em células do musculo liso pulmonar, constataram
um efeito relaxante devido a reducdo da frequéncia de oscilacdo de Ca?* por
reducdo da liberacdo desse ion dos estoques intracelulares, através de receptores
de IPs.

Ja é bem descrito na literatura que os IPsRs também podem liberar Ca?*
induzido pelo Ca®* proveniente do influxo destes pelos VOCs. De maneira similar, os
RyRs também podem ser ativados pelo Ca** (ORALLO, 1996; PROLE; TAYLOR,
2016), promovendo uma contragdo transitdria no MLV (SANDERSON, 2008). Neste
sentido, decidiu-se avaliar a participacdo dos RyRs no efeito vasorrelaxante de AAL
195.

Considerando que a aplicacao exdégena da cafeina também € capaz de ativar
0s RyRs (SEIl; GALLAGHER; DALY, 2001), AAL 195 foi pré-incubado, em meio livre
de célcio, e apenas a concentracdo de 10™ M foi capaz de atenuar de maneira
significativa as contracdes transientes induzidas pela cafeina (grafico 11). Esse
resultado sugere que em altas concentragdes de AAL 195, parte do efeito promovido
por esse composto pode ser devido a inibicdo dos receptores de rianodina.

Os resultados obtidos com AAL 195 apds as contracdes transientes de FEN
ou da cafeina corroboram com o trabalho de FUJIMOTO e colaboradores (1998) em
que a olprinona, um inibidor de PDE3, promoveu efeito vasorrelaxante em leitos
mesentéricos de coelhos através da inibicdo da liberacdo de Ca®" dos estoques
intracelulares. Além disso, Cuifias e colaboradores (2013) realizaram estudos em
aorta de rato sem endotélio funcional e comprovaram que o vasorrelaxamento por
AMPc é mediado, em parte, por deplecdo de Ca®" dos estoques intracelulares e pela
inibicdo da entrada capacitiva de calcio. Ademais, esse estudo ainda demonstrou
gue a inibicdo da PDE4 potencializa o efeito vasodilatador por agentes que elevam o
AMPc intracelular.

A inibicdo da PDE 4 promove o relaxamento da musculatura lisa através da
elevacdo dos niveis de AMPc intracelular (LUGNIER, 2006). A concentracao
aumentada de AMPc, por sua vez, ativa a PKA para desempenhar suas fungbes
celulares (MORGADO et al, 2012).

No MLV a ativacdo da PKA promove efeito vasorrelaxante através de
mecanismos, como: reducdo do influxo de Ca®" do meio extracellular através de

canais idnicos; diminuicéo da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares; reducéo
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da sensibilidade dos filamentos contrateis ao Ca** e ativacdo de canais para K*
(CUINAS et al, 2013; MORGADO et al, 2012). Portanto, os resultados até aqui
demonstrados por AAL 195 confirmam que seu efeito vasorrelaxante envolve os
mecanismos mediados pelo aumento do AMPc intracelular, consequéncia da
inibicdo da PDEA4.

A figura abaixo corresponde a representacdo esquematica do mecanismo de
acao até aqui apresentado pelo AAL 195, em artéria mesentérica superior de ratos
Wistar (Figura 14).

Figura 13 — Representagdo esquematica da provavel via de sinaliza¢éo do efeito vasorrelaxante
induzido por AAL 195 em artéria mesentérica superior de ratos Wistar.
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AAL 195 inibe a PDE4, promovendo o aumento dos niveis de AMPc intracelular. O AMPc ativa a
PKA, que por sua vez promove a diminui¢cdo dos niveis intracelulares de ca’" através da reducédo do
influxo de Ca®* pelos VOCs, inibicdo da mobilizacéo de ca”" do reticulo sarcoplasmatico e ativacao
de canais para K" (Fonte: AUTOR, 2017)
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que AAL 195 promove efeito
vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica superior de rato. Esse efeito
mostrou-se inespecifico e independente de endotélio vascular. Além disso, esse
efeito parece envolver a ativacdo de canais para K*, a inibicéo do influxo de Ca** da
membrana plasmaética, bem como a inibicdo da mobilizacdo do Ca** do reticulo
sarcoplasmatico, principalmente pelos receptores de IPs.

A patrtir dos resultados demonstrados neste trabalho, observa-se que AAL 195
caracteriza uma molécula promissora para novos estudos farmacolégicos a fim de
melhor elucidar o seu mecanismo vasorrelaxante, bem como investigar seu potencial

em tratar patologias relacionadas ao sistema cardiovascular.
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9 PERSPECTIVAS

e Comparar o efeito de AAL 195 junto a curva padrao de outro inibidor de PDE4

ja conhecido;

¢ Realizar histologia dos anéis de artéria mesentérica superior apos tratamento
com AAL 195 para avaliar a possivel ocorréncia de danos no vaso;

e Avaliar o efeito de AAL 195 sobre as correntes ibnicas através dos canais
para K" em células de artéria mesentérica susperior de ratos, utilizando a

técnica de patch clamp;

e Avaliar a participagdo das Proteinas quinases no efeito de AAL 195 atraves
de Western Blot;

e Avaliar o efeito vasorrelaxante de AAL 195 em um modelo animal de

hipertenséo — ratos espontaneamente hipertensos (SHR);

e Avaliar efeito anti-hipertensivo do AAL 195 em ratos Wistar e SHR.
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