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RESUMO

Introducéo: A hipertensdo € uma doenca com prevaléncia alta e representa um
dos principais fatores de risco para as doencas cardiovasculares. Apesar dos
anti-hipertensivos disponiveis, muitos pacientes hipertensos ndo atingem os
niveis pressoricos ideais, demonstrando a necessidade da busca por agentes
farmacoldgicos mais eficazes. As fosfodiestarases (PDE), enzimas que
hidrolisam a ligacéao ciclica do AMPc e GMPc, estdo amplamente distribuidas no
sistema cardiovascular. Inibidores dessas enzimas tem se mostrado Uteis na
terapia de doencas de origem multifatorial, como a hipertensdo. Objetivo:
Avaliar as acdes do inibidor de PDE4, AAL 195, sobre o sistema cardiovascular
de ratos hipertensos. Métodos: ratos machos SHR foram utilizados para todos
os experimentos. Os efeitos cardiovasculares induzidos por AAL 195 foram
avaliados através da medida direta da pressao arterial e preparacdes de artéria
mesentérica superior. Resultados: Em ratos SHR ndo anestesiados, a
administracdo i.v. in bolus de AAL 195 induziu hipotensdo associada a
taquicardia, de maneira independente de dose. ApO6s o tratamento com
nifedipina, os efeitos hipotensor e taquicardico foram atenuados, sugerindo a
participacdo dos canais para Ca?" do tipo-L (Cav-L) nesses efeitos. Ja o
tratamento com propranolol ndo foi capaz de alterar o efeito hipotensor, no
entanto, o efeito taquicardico foi atenuado. Sabe-se que a inibicdo da PDE4D3
nos cardiomidcitos é capaz de ativar os Cav-L, bem como modular respostas [32-
adrenérgicas. Portanto, sugere-se que o efeito taquicardico seja mediado por
uma inibicao direta da PDE4 cardiaca. Os efeitos subagudos de AAL 195 foram
avaliados ap0s a sua administracdo por via orogastrica. Desta forma, observou-
se gue o composto promoveu atividade anti-hipertensiva com a dose 10 mg/kg.
Em anéis de artéria mesentérica superior de ratos SHR, AAL 195 promoveu
vasorrelaxamento em anéis pré-contraidos com FEN de maneira dependente de
concentragdo. Apos a remocao do endotélio, houve um deslocamento da curva
concentracdo-resposta para a direita, sem alteracdo do efeito maximo. Em
preparacdes sem endotélio, incubadas com TEA (5 mM ou 1 mM), o
vasorrelaxamento foi atenuado, revelando o envolvimento dos canais para K*,
mais precisamente dos BKca. Em anéis pré-contraidos com KCI 80 mM, AAL 195
promoveu efeito vasorrelaxante, sugerindo a inibicdo do influxo de Ca?* através
dos VOCCs. Tal hipétese foi confirmada pela atenuagdo das contracdes
induzidas por CaCl2 em solucédo despolarizante nominalmente sem Ca?* e pelo
vasorrelaxamento promovido por AAL 195 em anéis pré-contraidos com S(-)-Bay
K 8644, um ativador de Cav-L. AAL 195 atenuou as contracfes transientes
induzidas por FEN em meio livre de Ca?*, indicando a inibicdo da liberacéo de
Ca?* através dos IP3R. Em preparacdes pré-incubadas com KT 5720, o
vasorrelaxamento de AAL 195 também foi atenuado, revelando uma possivel
ativacado da PKA por AAL 195. Conclusé&o: AAL 195 foi capaz de promover efeito
hipotensor, vasorrelaxante e anti-hipertensivo em ratos SHR. Porém também
promoveu efeito taquicardico, provavelmente devido a inibicdo da PDE4 nos
cardiomiocitos. Os estudos com AAL 195 revelam efeitos cardiovasculares
significativos, caracterizando uma molécula com grande potencial a farmaco
anti-hipertensivo, bem como uma potente ferramenta farmacoldgica.

Palavras-chave: AAL 195. Hipertenséao. Inibidores da Fosfodiesterase 4. Ratos
Espontaneamente Hipertensos. Vasorrelaxamento.



ABSTRACT

Introduction: Hypertension is a disease with high prevalence and represents
one of the main risk factors for cardiovascular diseases. Despite the
antihypertensive drugs available, many hypertensive patients do not reach ideal
blood pressure levels, demonstrating the need to search for more effective
pharmacological agents. Phosphodiesterases (PDE), enzymes that hydrolyze the
cyclic binding of cAMP and cGMP, are widely distributed in the cardiovascular
system. Inhibitors of these enzymes have been shown to be useful in the therapy
of diseases of multifactorial origin, such as hypertension. Objective: To evaluate
the actions of the PDE4 inhibitor, AAL 195, on the cardiovascular system of
hypertensive rats. Methods: Male SHR rats were used for all experiments. The
cardiovascular effects induced by AAL 195 were evaluated through direct
measurement of blood pressure and superior mesenteric artery preparations.
Results: In non-anesthetized SHR rats, iv. in bolus AAL 195 induced
hypotension associated with tachycardia, in a dose-independent manner. After
treatment with nifedipine, the hypotensive and tachycardic effects were
attenuated, suggesting the participation of L-type Ca?* channels (Cav-L) in these
effects. The treatment with propranolol was not able to change the hypotensive
effect, however, the tachycardic effect was attenuated. It is known that PDE4D3
inhibition in cardiomyocytes is capable of activating Cav-L, as well as modulating
B2-adrenergic responses. Therefore, it is suggested that the tachycardic effect is
mediated by a direct inhibition of cardiac PDE4. The subacute effects of AAL 195
were evaluated after its administration via the orogastric route. Thus, it was
observed that the compound promoted antihypertensive activity at the dose of 10
mg/kg. In superior mesenteric artery rings from SHR rats, AAL 195 promoted
vasorelaxation in rings pre-contracted with PHE in a concentration-dependent
manner. After removal of the endothelium, there was a shift in the concentration-
response curve to the right, with no change in the maximum effect. In
preparations without endothelium, incubated with TEA (5 mM or 1 mM),
vasorelaxation was attenuated, revealing the involvement of K* channels, more
precisely BKca. In rings pre-contracted with 80 mM KCI, AAL 195 promoted a
vasorelaxant effect, suggesting inhibition of Ca?* influx through VOCCs. This
hypothesis was confirmed by the attenuation of contractions induced by CaCl: in
depolarizing solution nominally without Ca?* and by vasorelaxation promoted by
AAL 195 in rings pre-contracted with S(-)-Bay K 8644, an activator of Cav-L. AAL
195 attenuated transient contractions induced by PHE in Ca?*-free medium,
indicating inhibition of Ca?* release through IPzR. In preparations pre-incubated
with KT 5720, the vasorelaxation of AAL 195 was also attenuated, revealing a
possible activation of PKA by AAL 195. Conclusion: AAL 195 was able to
promote hypotensive, vasorelaxant and antihypertensive effects in SHR rats.
However, it also promoted a tachycardic effect, probably due to PDE4 inhibition
in cardiomyocytes. Studies with AAL 195 reveal significant cardiovascular effects,
characterizing a molecule with great potential as an antihypertensive drug, as
well as a potent pharmacological tool.

Keywords: AAL 195. Hypertension. Phosphodiesterase 4 Inhibitors.
Spontaneously Hypertensive Rats. Vasodilation.
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1 INTRODUCAO

A cada ano, cerca de 17,9 milhdes de o6bitos sdo atribuidos as doencas
cardiovasculares (DCV), o que torna essas doengas as principais causas de
morte a nivel mundial (VIRANI et al, 2021). Além disso, as DCVs também sé&o as
principais causas de hospitalizacdes e atendimentos ambulatoriais em todo o
mundo, inclusive no Brasil (BARROSO et al, 2021). Em termos econdmicos, as
DCVs exercem significativo impacto financeiro. A avaliagdo dos gastos com
essas doencas no Brasil foi de R$ 56,2 bilhdes apenas no ano de 2015
(STEVENS et al, 2018). Desse montante, aproximadamente R$ 37 bilhdes foi
gasto pelo sistema de saude, representando um aumento percentual de 17% dos
custos entre os anos de 2010 a 2015 (SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND,
2017). A prevencao ou o melhor manejo dessas doengas poderia resultar em
significativos beneficios para melhorar o bem-estar da populacdo e preservar a
economia do pais (STEVENS et al, 2018).

Um fator chave para o desenvolvimento das DCVs € a hipertenséo arterial
(BROWN et al, 2018). Atualmente estima-se que 1,4 bilhdes de pessoas no
mundo séo hipertensas, no entanto, apenas 14% mantém a doenca sob controle
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). A associacdo entre niveis elevados
de presséo arterial e DCV destaca a importancia do tratamento da hipertenséo
(OPARIL et al, 2018).

Atualmente é possivel encontrar um grande arsenal terapéutico para
reduzir e normalizar os niveis pressoricos e estes apresentam potenciais
beneficios para a reducdo de eventos cardiovasculares. No entanto, um ndmero
significativo de pacientes ndo responde satisfatoriamente as terapias anti-
hipertensivas disponiveis, caracterizando a hipertenséo arterial resistente (HAR)
(SILVA et al, 2017). A HAR é um problema que acomete um numero cada vez
mais crescente de pacientes, com prevaléncia estimada entre 10 a 20% dos
hipertensos no mundo (YUGAR-TOLEDO et al, 2020) e é caracterizada por
valores de pressao arterial que permanecem acima da meta apesar do uso
regular de trés classes de farmacos anti-hipertensivos, incluindo um diurético
(BROWN et al, 2018; SILVA et al, 2017). Esse fato, somado a complexa
fisiopatologia da hipertensdo, demonstra a necessidade de pesquisas para

buscar terapias anti-hipertensivas mais eficazes.
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Nesse contexto, os inibidores da enzima fosfodiesterase (PDE) podem
surgir como novas estratégias farmacolégicas para os disturbios relacionados ao
sistema cardiovascular (BROWN et al, 2014; CHEN; YAN, 2021; ERCU, M. et al,
2020). As PDEs sdo uma superfamilia de enzimas que desempenham
importantes papeis na sinalizagéo intracelular por hidrolisar seletivamente o
AMPc e/ou o GMPc (BENDER; BEAVO, 2006). Elas estdo distribuidas
ubiqguamente nos tecidos e tém sido consideradas importantes alvos
terapéuticos, principalmente em doencas cuja origem € multifatorial, como a
hipertensdo (LUGNIER, 2006).

No musculo liso vascular os inibidores de PDE estdo diretamente
relacionados a vasodilatacdo, devido ao aumento da concentracdo intracelular
de AMPc ou GMPc (LUGNIER, 2006). Além do efeito vasorrelaxante, a maioria
dos farmacos que atuam nas PDE vasculares é capaz de promover acdo
cardiotdnica, anti-agregante plaguetaria e inibidora da proliferacdo vascular
(RAHIMI et al, 2010). Portanto, atualmente existe uma vasta gama de estudos
envolvendo a inibicdo das PDEs em doencgas do sistema cardiovascular (RAHIMI
et al, 2010).

Desta forma, AAL 195 foi planejado e sintetizado a partir de modificacdes
estruturais na molécula de dois inibidores de PDE4: Rolipram e Zardaverina.
Ensaios de binding e modelagem molecular foram realizados, com posterior
analise da relacao estrutura-atividade, o que foi possivel constatar que AAL 195
é um potente e seletivo inibidor de PDE4 (ARAUJO-JUNIOR et al, 2015; KRIER
et al, 2005).

Estudos prévios demonstraram que AAL 195 & capaz de promover
vasorrelaxamento em anéis de artéria mesentérica de ratos Wistar
(normotensos) (SILVA, 2017). Com base nisso, somado aos relatos descritos na
literatura que constam os beneficios da inibicio de PDEs no sistema
cardiovascular, o objetivo desse trabalho € avaliar os efeitos cardiovasculares

induzidos por AAL 195 em ratos espontaneamente hipertensos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracfes Gerais sobre a Regulacédo da Pressao Arterial

A presséao arterial (PA) pode ser definida como a forgca exercida pelo
sangue por unidade de area da parede dos vasos sanguineos (MAGDER, 2018;
NEVES; NEVES; OLIVEIRA, 2016). A PA é determinada por varios parametros
do sistema cardiovascular, podendo ser expressa como um produto do débito
cardiaco (DC) com a resisténcia vascular periférica total (RVPT) (FREIS, 1960
apud SANJULIANI, 2002; KRIEGER; IRIGOYEN; KRIEGER, 1999), resultando

na seguinte formula matematica:

Presséo Arterial Média (PAM) = DC X RVPT

O DC representa a quantidade de sangue bombeado pelo coracdo por
minuto e € influenciado pela contratilidade cardiaca, pelo volume sanguineo
circulante, pelo retorno venoso e pela frequéncia cardiaca (FC) (FREIS, 1960
apud SANJULIANI, 2002; KRIEGER; IRIGOYEN; KRIEGER, 1999). Ja a RVPT
€ um dos determinantes da regulacdo da pressdo sanguinea e do fluxo
sanguineo para os tecidos e 6rgaos do corpo. Ela é estabelecida pelo tbnus
vascular das artérias e arteriolas de resisténcia (TYKOCKI; BOERMAN;
JACKSON, 2017). De um modo geral, qualquer alteracdo tanto no DC, quanto
na RVPT, influencia diretamente na PA (Figura 1).

A regulacdo da PA é uma das mais complexas funcdes fisiol6gicas do
organismo. Ela é resultado da atividade de sistemas de retroalimentacdo que
operam a curto e a longo prazo (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001;
OPARIL et al, 2018).

O controle da PA a curto prazo esta relacionado, principalmente, aos
mecanismos neurais, onde se destacam: o barorreflexo, o quimiorreflexo e o
reflexo cardiopulmonar. A velocidade desses mecanismos regulatorios é obtida
por um sistema de retroalimentacdo através do sistema nervoso autdnomo e
resulta em ajustes rapidos na FC (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001).

O barorreflexo é considerado o mais importante mecanismo de controle

pressorico a curto prazo (THOMAS, 2011), baseado num mecanismo de
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feedback negativo (ROWAIYE; JANKOWSKA; PONIKOWSKA, 2013). Esse
mecanismo funciona através dos barorreceptores, que sdo mecanorreceptores
alojados nos ganglios nodosos e petrosos e seus terminais inervam vasos
sanguineos arteriais no seio carotideo e no arco da aorta (OPARIL et al, 2018;
STAUSS, 2022). Esses terminais detectam mudang¢as mecanicas da vasculatura
arterial e produzem sinais elétricos excitatorios, que séo integrados e modulados
nos barorreceptores arteriais por moduladores locais. Em seguida, o sinal
integrado € transmitido para a regido medial dorsal do nucleo do trato solitario
(um componente central do arco barorreflexo) na area medular do tronco
cerebral. Essa excitacdo induz respostas  simpatoinibitérias e
parassimpatoexcitatorias periféricas (BERDEAUX; GIUDICELLI, 1987; TU;
ZHANG,; LI, 2019).

Sendo assim, a elevacdo subita da PA desencadeia uma resposta
excitatéria devido a distensédo vascular desses barorreceptores arteriais. Isso
resulta na reducdo do fluxo simpatico periférico e na ativacdo do fluxo
parassimpatico periférico, levando a um aumento do tdnus vagal sobre o coracéo
e a uma reducédo do tbnus simpético no coracdo e nos vasos sanguineos (TU;
ZHANG,; LI, 2019). Estes fatores implicam na reducéo da FC, do retorno venoso,
do volume sistélico e da RVPT, com consequente reducéo da PA. Por outro lado,
areducao da PA cessa a estimulacéo dos barorreceptores, levando a diminuicédo
do tébnus vagal e aumento do tbnus simpatico, elevando a PA (PILOWSKY;
GOODCHILD, 2002).

A regulacdo da PA também pode ocorrer através de mecanismos
hormonais que podem resultar no aumento ou na diminui¢do de seus valores.
Os mecanismos que levam ao aumento da PA estéo relacionados ao sistema
catecolaminérgico (via adrenalina e noradrenalina) e ao horménio antidiurético.
Em contrapartida, a reducdo da PA é consequéncia da liberacdo do peptideo
natriurético atrial e da ativacdo do sistema calicreina-cininas. Ademais, a PA
pode ser modulada por alteragdes na RVPT, devido as substancias sintetizadas
pelo endotélio (6xido nitrico, prostaglandinas e endotelina) (EVORA et al, 1995).

O controle da PA a longo prazo esta relacionado com a regulacdo da
volemia e do equilibrio hidroeletrolitico do corpo, através do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). A renina é sintetizada e armazenada nas

células justaglomerulares do rim e € liberada na corrente sanguinea em resposta
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a varios estimulos. A principal funcéo da renina € clivar o angiotensinogénio em
angiotensina |. Este ultimo, por sua vez, é clivado a angiotensina Il através da
enzima conversora de angiotensina (ECA). A angiotensina Il é capaz de
promover um aumento na PA por diversos mecanismos, tais como: 1)
vasoconstriccdo através de sua interacdo com os receptores AT: das células do
MLV; 2) aumento da contratilidade e hipertrofia cardiaca; e 3) estimulo da
secrecdo de aldosterona (OPARIL et al, 2018).

O controle de Na* no rim € considerado o principal fator que regula a PA
por determinar o volume intravascular (BROZOVICH et al, 2016). O aumento na
reabsorcdo renal de Na* necessita do aumento da reabsorcdo de agua para
manter a concentracdo plasméatica de desse ion proximo a 140 mM. A elevacao
do volume intravascular resultante aumenta o retorno de sangue venoso ao
coracdo, aumentando assim o DC e levando diretamente a elevagéo da PA. Por
outro lado, a reabsorcédo prejudicada de Na* reduz o volume sanguineo e a PA
(LIFTON; GHARAVI; GELLER, 2001). Alias, na patogénese da hipertensdo
arterial, a excrecdo renal de Na* é a principal determinante do DC e, portanto,
da PA (Figura 1) (BROZOVICH et al, 2016).

Figura 1 — Representacdo esquematica dos fatores que influenciam na presséo arterial.
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A PA é o produto da RVPT e do DC. Mudancas na reabsorcao renal de Na* aumentam ou
diminuem o volume intravascular e resultam em aumento ou diminuigdo do débito cardiaco, o
que altera a presséo arterial. Da mesma forma, as altera¢cfes vasculares podem aumentar ou

diminuir a RVPT, o que também leva a um aumento ou diminuigdo da PA (Adaptado de
BROZOVICH et al, 2016).
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Como é possivel perceber, a regulagdo da PA depende de acdes
integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e endécrino. No entanto,
um desequilibrio em algum desses sistemas pode levar ao surgimento de
patologias, com a hipertensdo (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001,
OPARIL et al, 2018).

Em muitos pacientes hipertensos a elevacdo da PA € decorrente do
aumento da RVP enquanto que outros ocorre uma elevacédo do DC (Figura 1)
(BROZOVICH et al, 2016; SANJULIANI, 2002). A manutenc¢éo da PA dentro dos
parametros adequados consiste em variagfes no DC e na RVP, com inUmeras
substancias e sistemas fisioldgicos interagindo de maneira complexa (NEVES;
NEVES; OLIVEIRA, 2016).

2.2 Consideragdes Gerais sobre a Hipertensé&o Arterial

Segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial - 2020, a
hipertensdo arterial (HA) é definida como uma condicdo multifatorial, que
depende de fatores genéticos, ambientais e sociais, caracterizada por elevacdo
persistente da PA, ou seja, PA sistélica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg e/ou
PA diastolica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg, medida com técnica correta, em
pelo menos duas ocasifes diferentes, na auséncia de medicagdo anti-
hipertensiva. Geralmente, a HA € uma condi¢cdo assintomatica e desta forma,
costuma evoluir com alteracdes estruturais e/ou funcionais em 6érgéos-alvo,
como coracao, cérebro, rins e vasos sanguineos. Ela € o principal fator de risco
modificAvel com associacdo independente, linear e continua para doencas
cardiovasculares (DCV), doenca renal crénica e morte prematura (BARROSO et
al, 2021).

A HA representa a principal causa de morbimortalidade por doenca
cardiovascular (DCV) em todo o mundo. Nas ultimas trés décadas, a prevaléncia
de HA aumentou e foi responsavel por 10 milhdes de mortes (JONES et al,
2021). Estima-se que 1,4 bilhdes de pessoas em todo o mundo séo hipertensas,
destas, apenas 14% mantém a doenca sob controle (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). No Brasil, a taxa de controle pressoérico varia de 10,4 a
35,2%, a depender da regido do pais (YUGAR-TOLEDO et al, 2020).
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Estudos observacionais prospectivos demonstraram repetidamente uma
relacdo forte e continua entre niveis aumentados de PA e DCV, como acidente
vascular cerebral (isquémico e hemorragico), doenca arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, doenca vascular periférica e doenca renal em estagio
final. Essa relacdo entre PA e DCV é independente de outros fatores de risco e
se aplica tanto a PA sistélica, quanto a diastélica, mas é um pouco mais robusta
para a PA sistélica em adultos (OPARIL et al, 2018). Em adultos de meia-idade,
cada aumento de 20 mmHg na PAS esté associado a uma duplicacdo na taxa
de morte como consequéncia de acidente vascular cerebral, doenca cardiaca
isquémica e outras causas vasculares (JONES et al, 2021).

Mudancas no estilo de vida sdo recomendadas para todos os pacientes
hipertensos, tais como: redugéo do consumo de sal, aumento no consumo de
potéssio, consumo moderado de alcool, praticas regulares de atividades fisicas
e perca de peso em pacientes obesos (OPARIL et al, 2018). No entanto, a
maioria dos pacientes hipertensos, mesmo seguindo essas recomendacoes,
necessitard de farmacos para alcancar a meta pressorica ideal (BARROSO et al,
2021). O principal objetivo do tratamento farmacol6gico é prevenir a morbidade
e reduzir a mortalidade cardiovascular associadas a HA (NOBRE et al, 2013).

No Brasil, existem vérias classes de medicamentos anti-hipertensivos
disponiveis, como listados na tabela 1. As cinco principais classes sdo: diuréticos
(DIV), bloqueadores dos canais de calcio (BCC), inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptores da
angiotensina Il (BRA) e betabloqueadores (BB). Esses medicamentos tém
demonstrado diminuicdo significativa da PA, com redugfes consideraveis dos
desfechos cardiovasculares fatais e ndo fatais. As demais classes de farmacos
listadas ndo foram amplamente estudadas em ensaios clinicos e associam-se a
maior taxa de eventos adversos e seus usos sdo recomendados quando ndo ha
controle adequado da PA (BARROSO et al, 2021).

Embora o tratamento ou reducao da hipertensdo possa impedir o inicio de
eventos cardiovasculares, as terapias existentes sdo apenas parcialmente
eficazes (BROWN et al, 2018), visto que um numero significativo de pacientes
nao responde satisfatoriamente as terapias anti-hipertensivas disponiveis,

caracterizando a hipertenséo arterial resistente (HAR) (SILVA et al, 2017).
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O posicionamento mais recente da Sociedade Brasileira de Cardiologia
define a HAR como uma condi¢cdo em que a PA permanece acima das metas
recomendadas com o uso de trés anti-hipertensivos de diferentes classes,
incluindo um IECA ou BRA, um BCC de agédo prolongada e um DIU tiazidico de
longa acdo em doses maximas preconizadas e toleradas, administradas com
frequéncia, dosagem apropriada e comprovada adesao (YUGAR-TOLEDO et al,
2020).

Tabela 1 — Anti-hipertensivos disponiveis no Brasil.

Classe Principais representantes

Tiazidicos Clortalidona, Hidroclorotiazida, Indapamida
E)DilljlrJe;ticos Alca Bumetanida, Furosemida

Poqpat_jores de Amilorida, Espironolactona

potassio

Acdéo central Alfametildopa, Clonidina, Rilmenidina
Inibidores Betabloqueadores  Atenolol, Bisoprolol, Carvedilol, Metoprolol,
adrenérgicos (BB) Nadolol, Nebivolol, Propranolol, Pindolol

Alfabloqueadores Doxazosina, Prazosina

Anlodipino, Felodipino, Lacidipino,

Bloqueadores  Diidropiridinas Lercarnidipino, Manidipino, Nifedipino,
dos Canais de Nitrendipino
Célcio (BCC)

N&o-diidropiridinas  Verapamil, Diltiazem

Benazepril, Captopril, Enalapril, Fosinopril,

Ilelisfelf=e ekl IEea (UEe) Lisinopril, Perindopril, Ramipril

Blogueadores dos receptores de Candesartana, Irbersartana, Losartana,
angiotensina Il (BRA) Olmesartana, Telmisartana, Valsartana
Inibidor direto da renina Alisquireno
Vasodilatadores diretos Hidralazina

Fonte: Adaptado de BARROSO et al, 2021.

A prevaléncia da HAR no mundo é estimada entre 10 a 20% dos
hipertensos, o que significa cerca de 200 milhées de hipertensos resistentes.
Essa condicdo esta relacionada a uma alta morbimortalidade cardiovascular,
apresentando um risco 47% maior de desenvolver eventos cardiovasculares
guando comparados aos hipertensos em geral (YUGAR-TOLEDO et al, 2020).
Diante desses fatos, fica evidente a necessidade de estudos para a busca de

novas terapias anti-hipertensivas.
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2.3 ConsideracOes Gerais sobre o Modelo Experimental de Hipertensao

Espontanea

Embora a grande quantidade de estudos que envolvem a fisiopatologia da
hipertensdo, muitas vezes é uma tarefa dificil determinar com precisédo a sua
causa. Nesse sentido, os modelos animais de hipertensdo tém sido Gteis ndo
apenas para desvendar a patogénese da HA, mas também para estudar novas
abordagens terapéuticas (LERMAN et al, 2019).

Dentre os diversos modelos animais de hipertensdo, os ratos séo, de
longe, as espécies de pesquisa mais utilizadas. Diversos modelos experimentais
tém sido desenvolvidos com boa fidelidade humana para diversas causas
especificas de hipertensdo, como por exemplo, modelos de hipertenséo
induzidas por estenose da artéria renal, pela administracdo de
mineralocorticoides ou através de uma dieta rica em sédio sobreposta ao fundo
genético apropriado, pela desnervacéo dos barorreceptores sinoadrticos ou pela
inibicdo crénica do 6xido nitrico (DORNAS; SILVA, 2011). No entanto, modelos
de hipertensdo primaria sdo mais dificeis de se desenvolver devido a causa
multifatorial da HA humana (LERMAN et al, 2019).

Em 1963, Okamoto e Aoki desenvolveram um modelo experimental para
estudo da hipertensdo sem que fosse preciso nenhum recurso fisioldgico,
farmacolégico ou cirlrgico. Através de endocruzamentos entre irmdos da
linhagem Wistar Kyoto (WKY), foi obtida uma linhagem de 100% de
descendentes com doenca hipertensiva, surgindo, desta forma, os ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (FAZAN et al, 2006). Desde entédo, a
linhagem SHR se tornou referéncia nas pesquisas em hipertenséao experimental
devido a semelhanca com a fisiopatologia da hipertensdo essencial humana, o
que torna esse modelo animal tdo importante (CONCEICAO-VERTAMATTI et al,
2017).

A similaridade observada entre a hipertensdo humana e os ratos SHR,
incluem: a predisposicao genética para hipertensdo sem etiologia especifica, o
aumento da resisténcia periférica total sem expansao de volume e igual resposta
a tratamentos com drogas (FAZAN et al, 2006).

Entre a 22 e a 42 semana de vida, o SHR apresenta a FC elevada em
comparacdo com o WKY, sem alteracdo da PA. No entanto, entre a 42 e a 62



33

semana, a PAS encontra-se significativamente elevada em comparagao ao
WKY, sem alteracdo da FC. Desse modo, estabeleceu-se que a FC elevada
precede a elevacdo da PAS. Provavelmente uma taquicardia pré-hipertensiva é
0 primeiro passo do desenvolvimento da hipertensdo no SHR (FAZAN et al,
2006). Entre a 62 e a 242 semana de idade ocorre a progressao da hipertenséo
com alteracdes estruturais no coracdo que estdo associadas a hipertrofia
cardiaca progressiva (DORNAS; SILVA, 2011). A partir da 20® semana, a PAS é
aproximadamente 50% mais alta do que a de seus controles WKY, embora,
como na hipertensdo essencial humana, seu débito cardiaco seja normal
(MULVANY; HALPERN, 1977).

Mulvany e Halpern (1977) realizaram estudos com pequenos vasos de
resisténcia arterial do leito mesentérico e constataram que a contratilidade dos
vasos de resisténcia € cerca de 34% maior em SHR do que em WKY,
provavelmente devido a hipertrofia da parede arterial nos SHR.

Até recentemente, havia pouca evidéncia experimental consistente com a
regulacdo do tbnus vascular sendo um fator importante para 0 mecanismo
molecular que produz hipertenséo. No entanto, varios estudos tém demonstrado
a importancia das alteracbes na reatividade vascular ou na regulacdo da
contracdo dessa musculatura para o controle da PA (BROZOVICH et al, 2016).
Sendo assim, logo em seguida serdo discutidos com mais detalhes os
mecanismos responsaveis pela contracdo e relaxamento da musculatura lisa

vascular.

2.4 Consideracg8es Gerais sobre Contracéo e Relaxamento do Masculo Liso
Vascular

As células do musculo liso vascular (MLV) sdo componentes altamente
especializados que compdem as paredes dos vasos sanguineos (MAZUREK et
al, 2017). Seu objetivo primordial é estabelecer o tonus vascular por meio da
contracdo e do relaxamento celular dinamico e, consequentemente, regular o
fluxo sanguineo (SMITH; NEWBY; BOND, 2019; TYKOCKI; BOERMAN;
JACKSON, 2017). Portanto, o tbnus vascular representa a atividade contratil das

células do MLV e a sua desregulacédo pode ocasionar o desenvolvimento de
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doencas cardiovasculares, como a hipertensdo (JACKSON, 2000; HIRANO;
HIRANO; KANAIDE, 2004).

Fisiologicamente, a principal funcéo das células do MLV é gerar forca de
contracdo (WEBB, 2003). O estimulo inicial que desencadeia a contragdo do
MLV é o aumento na concentracdo de Ca?* no meio intracelular (GHEIBI, 2018;
THORNELOE; NELSON, 2005). Esse aumento pode ocorrer de duas formas: 1)
influxo de Ca?* extracelular, através dos canais presentes na membrana
plasmatica; ou 2) liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares, através do
reticulo sarcoplasmatico (RS) (BERRIDGE, 2004; BROZOVICH et al, 2016;
SOMLYO; SOMLYO, 1994).

O influxo de Ca?* extracelular € mediado principalmente pela abertura de
canais para calcio operados por voltagem (VOC, do inglés voltage-operated
channels) (CRIBBS, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 1968). A concentragao
intracelular de Ca?* livre no citoplasma é de aproximadamente 10 a 100 nM, um
nivel baixo comparado ao meio extracelular. Quando ocorre uma despolarizacéo
da membrana, os VOCs reagem abrindo-se, e desta forma ocorre o influxo de
Ca?* a favor do seu gradiente eletroquimico (DOLPHIN, 2016).

Apesar da grande contribuicdo que os VOCs exercem para a entrada de
Ca?* na célula, ha uma série de outros canais que modulam o influxo desse ion,
como 0s canais catidnicos potencial receptor transiente (TRP, do inglés
transiente receptor potencial) (BROZOVICH et al, 2016). Dentre os TRP
destacam-se 0s canais para célcio operados por receptores (ROC, do inglés
receptor-operated channels) e os canais para calcio operados por estoque (SOC,
do inglés store-operated channels) (CLAPHAM, 2007; THORNELOE; NELSON,
2005).

Os ROCs sédo canais ativados por agonistas especificos, como por
exemplo a noradrenalina, a angiotensina Il e a endotelina (SOMLYO; SOMLYO,
1968; ZICHA et al, 2014). 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 (PIP2) em
inositol trisfosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG). O IP3 se difunde no citosol e faz
ligacdo a receptores especificos na membrana do RS (IPsR — receptor de IP3),
resultando em liberacdo de Ca?* para o meio intracelular (OGUT; BROZOVICH,
2003; WEBB, 2003). O DAG permanece na membrana, e juntamente com o
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Ca?*, ativa uma proteina quinase C (PKC), responsavel pelo aumento da
condutancia i6nica dos canais transmembranares para Ca%*. A PKC também
modula a sensibilidade do aparato contratil ao Ca?* (MORGADO et al, 2012;
PAIVA; FARIAS, 2005).

Os SOCs estao presentes na membrana celular e séo ativados quando
ha deplecdo de Ca?* dos estoques do RS (BERRIDGE, 1997; MCFADZEAN;
GIBSON, 2002). No momento em que ocorre 0 esgotamento dos estoques de
Ca?* as moléculas de interacédo estromal (STIM, do inglés stromal interaction
molecule), sensores que estdo presentes no RS, sédo ativadas, migram para
préximo da membrana celular e interagem com proteinas formadoras de poros
de canais para Ca?*, o que permite o influxo desse ion (BROZOVICH et al, 2016;
MORGADO et al, 2012). A ativacdo dos SOCs possibilita que a concentracao de
Ca?* permaneca elevada no citosol mesmo quando as reservas estdo se
esgotando, além de favorecer o reabastecimento dos estoques intracelulares
através da recaptagdo desse ion via Ca?*-ATPase do RS (SERCA - do inglés
sarcoplasmatic-endoplasmatic  reticulum Ca?* ATPase) (THORNELOE;
NELSON, 2005).

Apesar do influxo de Ca?* extracelular ser fundamental para o inicio da
contracdo do MLV, a permanéncia do estado contratil € determinada pela
liberacdo do Ca?* estocado no reticulo sarcoplasmatico (BROZOVICH et al,
2016). No RS estao presentes os receptores de trifosfato de inositol (IP3R) e
receptores de rianodina (RyR), ambos, quando ativos em resposta a um
agonista, promovem a liberacdo do Ca?' desses estoques para 0 citosol
(KABMANN et al, 2019; WRAY; BURDYGA, 2010). O IPsR, a classe mais
expressa de canais para Ca?* intracelular, promove a efluxo de Ca?* dos
estoques intracelulares em resposta a ligacdo do IP3 e do préprio Ca?* ao
receptor (PROLE; TAYLOR, 2016). Os RyRs, que recebem essa denominacéo
por serem sensiveis a planta alcaloide rianodina e a cafeina, sédo ativados pelo
Ca?* liberado através dos IP3R (processo conhecido por liberacdo de célcio
induzida por calcio) (McHALE et al., 2006; SANDERSON et al., 2008).

A elevacdo do Ca?* intracelular, independente do estimulo contratil,
permite a ligacdo do Ca?* a calmodulina (CaM), formando o complexo 4Ca?*-
CaM. Este complexo expdem o sitio catalitico e ativa a quinase da cadeia leve
da miosina (MLCK, do inglés myosin light chain kinase), que por sua vez, fosforila
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Serl9 na unidade regulatéria 20-kDa da cadeia leve da miosina (MLC2o) através
da transferéncia de um grupo fosfato do trifosfato de adenosina (ATP),
promovendo a exposi¢ao do sitio de fixacdo para actina ha molécula de miosina,
0 que possibilita a formacdo de pontes cruzadas. A miosina ATPase €, entdo,
ativada e a interacdo 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 (GHEIBI,
2018; JOHNSON; SNYDER, 1995; MORGADO et al, 2012).

Em contrapartida, o relaxamento do MLV é iniciado quando a
concentragdo citosoélica de Ca?* é diminuida. Essa reducéo nos niveis de Ca?*
pode ocorrer em resposta a um estimulo vasodilatador ou pela remocdo do
estimulo contratil (MORGADO et al, 2012; WEBB, 2003).

E bem relatado na literatura a presenca de diversas substancias capazes
de promover vasodilatacdo. O endotélio, camada de células que reveste a
superficie interna dos vasos sanguineos, exerce um importante papel na
manuten¢ao do tonus vascular por sintetizar diversas substancias que atuam
diretamente no MLV, como por exemplo os fatores relaxantes derivados do
endotélio (FRDE). Dentre os FRDE estéo o oxido nitrico (NO) e as prostaciclinas
(PGl2) (HUYNH; HEO, 2019; STANKEVICIUS et al, 2003; SU, 2015).

O NO ¢ sintetizado a partir da catdlise da |-arginina pela éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). O NO gerado no endotélio difunde-se rapidamente
através da membrana celular e, no MLV, estimula uma guanilato ciclase soluvel
(GCs). A GCs ativada facilita a formacdo do monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc), que causa uma diminuicdo na concentragdo de Ca?* intracelular
(MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1991; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015)

As prostaciclinas sdo geradas no endotélio pela enzima ciclooxigenase
(COX) a partir do acido araquidbnico. No MLV, a acdo das prostaciclinas esta
relacionada a ativacdo da enzima adenilato ciclase (AC). A AC catalisa a sintese
do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que culmina na diminuicdo do Ca?*
intracelular (STANKEVICIUS et al, 2003; SU, 2015). As ac6es do AMPc e GMPc
na regulacéo do ténus vascular serdo discutidas mais adiante.

Independente do estimulo, a reducdo dos niveis de Ca?* das células do
MLV ocorre: 1) a partir da extrusdo do Ca?* pela membrana plasmatica através
do trocador Na*/Ca?* (NCX — do inglés Na*/Ca?* exchanger) ou da Ca?* ATPase
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da membrana plasmatica (PMCA — do inglés plasma membrane Ca?* ATPase);
ou 2) a partir da recaptacédo do Ca?* pelo RS através da SERCA (THORNELOE;
NELSON, 2005; TOUYZ et al, 2018).

A reducdo do Ca?* induz um aumento na atividade da enzima fosfatase
da cadeia leve da miosina (MLCP, do inglés myosin light chain phosphatase).
Esta, por sua vez, reverte a fosforilagdo da MLC20, desfosforilando-a, o que
resulta no relaxamento do MLV (HIRANO et al, 2003; WEBB, 2003). Portanto,
em condic¢des fisioldégicas a homeostasia do tdnus vascular € alcancada através
do equilibrio nos efeitos da MLCK e da MLCP, que promovem contra¢do e
relaxamento do MLV, respectivamente (HIRANO et al, 2003).

Até aqui foi visto que os canais para Ca?* exercem grande influéncia na
regulagdo do tdnus vascular, no entanto outros canais também participam dessa
regulacdo ao promover alteragdes no potencial elétrico da membrana, como os
canais para K* (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Vale ressaltar que o K* é o
cation intracelular mais abundante, com uma concentracédo de 140 a 150 nmol/L
dentro das células, o que representa cerca de 98% da concentracao corporal, e
apenas 2% esta presente no fluido extracelular. Esse ion é o principal
determinante da voltagem da membrana (ZACCHIA et al, 2016).

No MLV, a ativacdo dos canais para K* pode determinar o influxo de Ca?*
através dos VOCs, visto que a conduténcia aumentada ao K* promove a
hiperpolarizagdo da membrana celular, com consequente vasodilatagcdo. Em
contrapartida, a diminuicdo na condutancia do K* promove a despolarizacdo da
membrana, resultando em vasoconstriccdo (Figura 2) (KNOT; BRAYDEN;
NELSON, 1996; THORNELOE; NELSON, 2005).

Ha varios tipos de canais para K* que podem estar envolvidos na
regulacdo do ténus basal do MLV, dentre eles, incluem-se: canais para K*
sensiveis a voltagem (Kv); canais para K* sensiveis ao ATP (Katp); canais para
K* ativados pelo Ca?* (Kca) e canais para K* retificadores de entrada (Kir)
(JACKSON, 2000).

Os Ky s@o uma classe ubiqua de canais para K*, expressos pelas células
do MLV (NELSON; QUAYLE, 1995). Esses canais sao ativados pela
despolarizacdo da membrana e, desta forma, promovem o efluxo de K* e a
repolarizacdo da membrana, além de participar da manutencéo do potencial de
repouso e do tdénus vascular (KO et al, 2010). Os Kv também podem participar
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do mecanismo de acdo de drogas vasoconstrictoras e vasodilatadoras:
vasoconstrictores podem fechar canais Kv 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 AMPc (JACKSON, 2000).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos canais para K* e o tdnus vascular.
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A abertura de canais para K* leva a difuséo dos ios K* para fora da célula, a hiperpolarizacao
da membrana, o fechamento dos canais para Ca?* dependentes de voltagem e a diminuicao do
Ca?* intracelular, o que promove a vasodilatacdo. O fechamento dos canais para K* tem o
efeito oposto (Adaptado de JACKSON, 2000).

Os Katp foram inicialmente identificados em cardiomiécitos. Em estudos
posteriores, foram identificados Katp em diversos outros tipos celulares, incluindo
as células do MLV (TERAMOTO, 2006). Os Katp s&0 uma combinacao de canais
de Kir (Kirex) como subunidades formadoras de poros, e receptores de
sulfonilureia (SUR.x) como subunidades regulatérias (GHEIBI, 2018). Esses
canais sao seletivos a passagem do K* e sao ativados por reducdo na
concentracéo intracelular de ATP (NELSON et al, 1990). Os Katp desempenham
um importante papel na regulacdo do potencial de repouso da membrana e,
portanto, na manutenc¢ao do tonus vascular. Eles também parecem participar do
mecanismo de acdo de substancias vasodilatadoras através de mecanismos
dependentes e independentes da via AMPc/Proteina quinase dependente de
AMPc (FOSTER; COETZEE, 2016; JACKSON, 2000).

Os Kca séo subdivididos de acordo com sua condutancia em canais para
K* de grande condutancia ativados pelo Ca?* (BKca), canais para K* de

condutancia intermediaria ativados pelo Ca?* (IKca) e canais para K* de pequena
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condutancia ativados pelo Ca?* (SKca) (WEI et al, 2005). Os BKca S&o
dependentes de Ca?* e de voltagem. Esses canais podem ser regulados, dentre
outros fatores, por fosforilacdo mediada por proteinas quinases dependentes de
nucleotideos ciclicos (CLEMENTS; TERENTYEV; SELLKE, 2015). Os BKca
contribuem para a repolarizagdo do potencial de acdo (SAH; FABER, 2002) e
desta forma, regulam o ténus vascular e promovem vasodilatacdo (CLEMENTS;
TERENTYEV; SELLKE, 2015). Os SKca e IKca S&0 insensiveis a voltagem e séo
exclusivamente ativados pela baixa concentracédo 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 sdo abundantes no musculo liso de vasos de resisténcia de
pequenos diametros. A funcdo exata desses canais no MLV ndo esté totalmente
elucidada, mas ha duas hipéteses para sua funcao. A primeira hipétese € de que
os Kir contribuem para o potencial de repouso da membrana e o tdnus basal em
células musculares lisas de vasos de resisténcia. A segunda é que a ativacao do
Kir em resposta a aumentos moderados na concentragao de K* extracelular pode
causar vasodilatacéo (KO et al, 2008).

2.5 Consideracfes Gerais 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 séo
responsaveis por regular numerosas funcées celulares, dentre elas, a contracédo
e 0 relaxamento do MLV (BOBIN et al, 2016; OMORI; KOTERA, 2007;
RYBALKIN et al, 2003). Como esses segundos mensageiros controlam diversos
processos homeostaticos, a desregulacdo das suas vias de sinalizacdo pode
desencadear ou modular estados fisiopatoldgicos relacionados a varias doencas
do sistema cardiovascular, incluindo disfungéo erétil, claudicacéo intermitente,
insuficiéncia cardiaca e hipertensao pulmonar (AHMAD et al, 2014).

Os niveis intracelulares dos nucleotideos ciclicos sao produtos do balanco
entre as suas taxas de sintese e degradacdo (MORGADO et al, 2012). O AMPc
é sintetizado a partr de uma molécula de ATP por uma proteina
transmembranar, a adenilato ciclase (AC), que geralmente é ativada por
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primeiros mensageiros externos (neurotransmissores, horménios ou farmacos)
gue 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 na membrana plasmatica, o qual é ativada por peptideos
natriuréticos, ou a GC soluvel, que esta presente no citoplasma e pode ser
ativada pelo NO ou farmacos doadores de 6xido nitrico (MUNZEL et al, 2003).
Ambos os nucleotideos ciclicos sdo degradados por enzimas denominadas de
fosfodiesterases (PDEs) (LUGNIER, 2006).

Uma vez sintetizados, o AMPc e o GMPc iniciam sua sinalizacao
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 regulatérias. A ligacdo do AMPc as
subunidades regulatorias promove uma alteracdo conformacional dessa
proteina, resultando em dissociacdo do complexo. As subunidades cataliticas,
por estarem livres, fosforilam substratos proteicos especificos, promovendo seus
efeitos biolégicos (NEWTON; SMITH, 2004). A PKG é uma proteina
homodimérica, composta de um dominio N-terminal, um dominio regulatoério e
um dominio catalitico. E o dominio N-terminal da PKG que interage com 0s
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 situacdes em que
estes nucleotideos ciclicos se encontram em concentragdes citosolicas 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 esta relacionado com a reducéo dos niveis de Ca?*.
Os mecanismos que provavelmente estdo envolvidos nesse efeito encontram-se
representados na figura 3. Sdo eles: 1) a recaptacdo de Ca?* para o RS, a
inibicdo da liberacdo de Ca?* do RS, o aumento do efluxo de Ca?* intracelular
e/ou a reducdo 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 reducdo na
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atividade da MLCK e/ou elevacéo na atividade da MLCP; e 4) a reducdo na
sensibilidade da maquinaria contratil pela desfosforilacdo da MLC20 (MORGADO
et al, 2012).

Figura 3 — Representacéo esquematica dos mecanismos induzidos pelas proteinas quinases
dependentes de nucleotideos ciclicos em células do musculo liso vascular.
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AMPc e GMPc ativam, respectivamente, a PKA e a PKG, que por sua vez fosforilam diversos
alvos proteicos que resultam na redugdo do Ca?* intracelular, com consequente relaxamento do
musculo liso vascular. Dentre os alvos da PKA e PKG, destacam-se: a recaptacdo de Ca?* para
0 RS pela SERCA, a inibigdo da liberacédo de Ca?* do RS através da inibicdo dos receptores de
IP3, 0 aumento do efluxo de Ca?* intracelular e/ou a redugéo do influxo de Ca?* extracelular e a

hiperpolarizacdo da membrana celular pela ativagdo de canais para K*. Setas verdes indicam

estimulacao e setas vermelhas, inibicdo. (Adaptado de MORGADO et al, 2012).

2.6 Consideracbes Gerais sobre as Fosfodiesterases de Nucleotideos

Ciclicos

As fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDEs) sao uma superfamilia
de enzimas, do tipo fosfohidrolases, que catalisam de maneira seletiva a hidrdlise
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 diminuicdo rapida nos
niveis desses segundos mensageiros dentro da célula e, desta forma,
desempenham um papel crucial na sinalizagéo intracelular (BOBIN et al, 2016;
KERAVIS; LUGNIER, 2012).

Atualmente as PDEs estdo classificadas em onze familias (PDE1 a

PDE11) (Tabela 2). Cada familia compreende de um a quatro genes distintos
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que, nas células dos mamiferos, codificam mais de 50 diferentes isoenzimas de
PDEs (CONTI, 2000; CONTI; BEAVO, 2007; FRANCIS; BLOUNT; CORBIN,

2011). Essa classificacdo em familias estad relacionada as diferencas nas

funcbes celulares, estruturas primérias, afinidade ao AMPc e ao GMPc,

propriedades cataliticas e respostas a inibidores, ativadores e efetores

especificos, bem como aos mecanismos de regulacdo das PDEs (BENDER;

BEAVO, 2006; MAURICE et al, 2014).

Tabela 2 — Classificac&o, distribuicdo nos tecidos e inibidores de referéncia das PDEs

AMPc e
GMPc

AMPc e
GMPc

AMPc >
GMPc

AMPc

GMPc

GMPc

AMPc

AMPc

GMPc

AMPc e
GMPc

AMPc e
GMPc

Estimulada por
Ca?-CaM

Estimulada por
GMPc

Inibida por
GMPc

Especifica para
AMPc,
Insensivel a
GMPc
Especifica para
GMPc,
fosforilada por
PKA/PKG

Especifica para
GMPc

Especifica para
AMPCc
Especifica para
AMPc
Especifica para
GMPc
Hidrolisa GMPc,
inibida por
AMPc
Ligacdo com
dois GMPc

Cérebro, Coracao, rim, figado,
musculo esquelético, musculo
liso vascular e visceral.

Cortex adrenal, cérebro, corpo
cavernoso, rim, figado,
coracdo, musculo liso visceral
e musculo esquelético.

Corpo cavernoso, coracao,
plaquetas, musculo liso

vascular e visceral, figado, rim.

Rim, pulm&o, cérebro,
mastocitos, coragdo, masculo
esquelético, masculo liso
vascular e visceral.

Corpo cavernoso, plaquetas,
musculo esquelético, musculo
liso visceral e vascular.

Retina.

Musculo esquelético, coracao
e linfécitos.

Testiculo, ovéario, baixo
intestino e colon.

Baco, intestino e cérebro.

Cérebro, testiculo e tireoide.
Células esqueléticas, prostata,

bexiga, células secretoras,
testiculos, figado e rim.

Nimodipino,
1IC224

EHNA,
BAY60-7550,
Oxindol

Cilostamida,
Milrinona,
Cilostazol

Rolipram,
Cilomilast,
Roflumilast,
Zardaverina
Zaprinast,
DMPPO,
Sildenafil,
Vardenafil,
Tadalafil
Zaprinast,
DMPPO,
Sildenafil,
Vardenafil
BRL 50481,
ICl1242
PF-04957325

BAY73-6691,
PF-04447943
Papaverina,
TP-10

Desconhecido

Fonte: Adaptado de KERAVIS; LUGNIER, 2012; LUGNIER, 2006; MAURICE et al, 2014.
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A regulacdo das PDEs ocorre a nivel genético ou por diversos
mecanismos bioquimicos, tais como fosforilacdo e desfosforilacdo, ligacéo
alostérica ao AMPc ou GMPc, ligacdo ao complexo Ca?*-calmodulina e varias
interag@es proteina-proteina (BENDER; BEAVO, 2006).

A organizagdo 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 é similiar em todas as familias de PDE, exceto
na PDE6. 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 regido regulatéria N-terminal (MAURICE et al, 2014).

Os dominios cataliticos sdo responséaveis pela hidrolise 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 que a especificidade aos substratos das PDEs é conferida pela
orientacdo de um residuo de glutamina dentro do sitio catalitico, o qual pode
formar ligac6es de hidrogénio com o AMPc, o GMPc ou ambos, dependendo da
sua orientacao fixa ou capacidade de rotacdo (OTERO et al, 2014). As familias
PDE4, PDE7 e PDES hidrolisam seletivamente o AMPc; PDES5, PDE6 e PDE9
fazem a hidrdlise seletiva do GMPc; e as demais familias (PDE1, PDE2, PDES3,
PDE10 e PDE11) possuem especificidade dupla, hidrolisando tanto AMPc
quanto GMPc, com afinidades variadas a depender da isoforma (Tabela 2)
(BOBIN et al, 2016; LEE; MAURICE; BAILLIE, 2013).

O dominio N-terminal define essencialmente propriedades especificas de
cada membro e a variante genética de cada familia de PDE (AZEVEDO et al,
2014), incluindo o entendimento da regulacdo e localizacdo celular das
diferentes isoformas da enzima. Essa regido inclui o dominio de ligacdo a
calmodulina, encontrada na PDE1l; os dominios de ligagdo 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
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isoformas dessas enzimas (BENDER; BEAVO, 2006). A ampla distribuicdo das
PDEs pode influenciar em muitas funcdes celulares, tais como a producéo e acao
de mediadores pré-inflamatérios, diferenciacdo, apoptose, lipogénese,
gliconeogénese, glicogendlise, agregacao plaquetéaria, resposta erétil e resposta
visual, além de funcdes cardiacas, regulacdo de canais ibnicos e a contragdo 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 crénica, disfuncao erétil,
doencas autoimunes, esquizofrenia, depressao, claudicacéo, acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo (LUGNIER, 2011). Desta forma,
cada vez mais as PDEs tem sido consideradas importantes alvos terapéuticos,
principalmente ao que se refere as doencas de origem multifatorial (LUGNIER,
2006).

2.7 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 o0s
pesquisadores a considerar as PDEs como possiveis alvos de farmacos foi o
principio basico da farmacologia de que a regulacdo das taxas de degradacéo
de qualquer ligante ou segundo mensageiro pode alterar muito mais a
concentracdo dos mesmos ao comparar com a regulacdo da sua sintese. No
caso das PDEs, esse pressuposto foi ratificado quando se constatou que na
maioria das células a atividade desta enzima é bem maior, quando comparado
a sua atividade ciclase, tanto para o AMPc, quanto para o GMPc. A baixa
concentracéo intracelular dos substratos (aproximadamente de 1 a 10 pM)
também foi outra razdo para que as PDEs fossem consideradas bons alvos
terapéuticos, visto que um inibidor competitivo ndo necessitaria competir com
altos niveis de substratos endogenos para exercer seus efeitos (BENDER;
BEAVO, 2006).

Posteriormente, observou-se que alteragbes na sinalizacao intracelular
relacionadas a desregulacdes das PDEs podem contribuir para explicar as

dificuldades observadas na prevencdo e tratamento, assim como no
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desenvolvimento de patologias como a inflamagdo, o cancer, disturbios
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 vém 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 disfuncao
erétil e acabou gerando grande repercussao 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 disfungdes
relacionadas a musculatura lisa (BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006).

Além do Sildenafil, outros inibidores de PDE tém sido utilizados na pratica
clinica. Cilostazol, um inibidor de PDE3, é amplamente utilizado para tratar
claudicacdo intermitente, uma doenca vascular periférica. Milrinona, também
inibidora de PDES3, é utilizada para a terapia aguda na insuficiéncia cardiaca
refrataria e para estabilizar e manter pacientes em preparacao para transplantes
cardiacos. Roflumilaste e Cilomilaste, inibidores de PDE4, tem uso clinico no
tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica e reducéo da inflamacéo das
vias aéreas (AZEVEDO et al, 2014).

Recentemente, inibidores de PDE tem sido considerados alvos
farmacoldgicos interessantes para o tratamento dos sintomas causados pelo
coronavirus 2 da sindrome respiratdria aguda grave (SARS-CoV-2) (GIORGI et
al, 2020), visto que ja € bem descrito na literatura que a elevacdo do AMPc
desempenha um papel crucial na manutencdo de células pulmonares e
brénquicas, levando a efeitos antifibréticos, vasodilatadores, antiproliferativos e
ao controle dos eventos anti-inflamatérios (BILLINGTON et al, 2013). Desta
forma, inibidores de PDE despertaram o0 interesse para o tratamento da
sintomatologia do SARS-CoV-2, a exemplo do roflumilaste (EL TABAA; EL
TABAA, 2020; SINGH et al, 2022; SUGIN LAL JABARIS; RANJU, 2021), do
tanimilaste (NGUYEN et al, 2022), do cilostazol (MOTTA et al, 2021), da cafeina
(ROMARO-MARTINEZ et al, 2021), do apremilast (SANTANIELLO; VIGONE;
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BERETTA, 2020), da vinpocetina (AL-KURAISHY et al, 2022), da teofilina
(MONTANO et al, 2022), da pentoxifilina (MOSTAFA-HEDEAB et al, 2022), bem
como dos inibidores de PDE5 de uma forma geral (AL-KURAISHY et al, 2020).
No entanto, até 0 momento, iSsSo permanece especulativo, visto que ainda nao
h& nenhum ensaio clinico em andamento (SCHICK; SCHLEGEL, 2022).

O numero de inibidores de PDE em estudo é cada dia mais crescente e
tem representado ferramentas farmacoldgicas importantes (independente se sao
ou n&o seletivos ou potentes) para caracterizar a distribui¢céo e o papel funcional
dessas enzimas em 6rgaos ou tecidos, em condi¢cdes normais ou em estados
patolégicos (AZEVEDO et al, 2014). Destes, os inibidores seletivos da familia
PDE4 tém atraido bastante a atencéo e o interesse dos pesquisadores, sendo,
portanto, uma familia de PDE bastante explorada atualmente (OTERO et al,
2014).

2.8 Fosfodiesterase 4

A familia de PDE4, como descrito na tabela 2, é responsavel em promover
a hidrélise seletiva do AMPc com alta afinidade (AZEVEDO et al, 2014). Portanto,
0 aumento na atividade da PDE4 resulta no retorno para o estado basal dos
niveis desse segundo mensageiro (ESKANDARI et al, 2015). A PDE4 é
codificada por quatro genes, denominados PDE4A, PDE4B, PDE4C e PDEA4D,
dos quais originam mais de 25 isoformas distintas, tornando essa familia a mais
vasta dentre as demais PDEs (ESKANDARI et al, 2015; KERAVIS; LUGNIER,
2012). A expressao das isoformas de PDE4 varia com o tipo celular e o sitio
intracelular em que estdo compartimentalizadas (AZEVEDO; KUMMERLE,
2015).

A PDE4 pode ser encontrada em varios tipos celulares, como descrito na
tabela 2. O envolvimento da PDE4 em processos patologicos associados aos
tecidos em que ela se encontra, sugere um grande potencial para intervencdes
farmacoldgicas em uma variedade de disturbios inflamatdrios, neurolégicos,
angiogénicos e vasculares (HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005).

Inibidores seletivos dessa familia vém sendo extensamente estudados
nas ultimas décadas devido ao seu grande potencial clinico em diversas doencas
(HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005). O rolipram foi o primeiro inibidor
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identificado como seletivo para a PDE4. Inicialmente ele foi desenvolvido para
o tratamento da depressédo, no entanto falhou no ensaio clinico por apresentar
efeitos eméticos e disturbios no trato gastrointestinal devido a sua estreita janela
terapéutica (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 que inibem a PDE4, tais como a zardaverina e 0
piclamilaste, também tiveram seus usos limitados devido a estreita janela
terapéutica que apresentaram (LIPWORTH, 2005). No entanto, roflumilaste e
cilomilaste foram aprovados para o uso clinico no tratamento da doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) grave e para a reducao da inflamacéao das
vias aéreas, ambos com seguranca e eficicia terapéutica comprovada (AHMAD
et al, 2015; CHONG; LEUNG; POOLE, 2013; LEE et al, 2016; LI et al, 2016;
ROGLIANI et al, 2016).

Tabela 3 — Inibidores de PDE4 e doencas em estudo através de ensaios clinicos.

Inibidor de PDE4 Doencas
Psoriase, psoriase-artrite, lipus eritematoso discoide,

HpreniEE dermatite atdpica, liquen plano da vulva, acne conglobata.
CHF6001 DPOC, asma.
Cilomilaste DPOC.
Cri Dermatite atOpica, eczema, dermatite seborreica, alopecia
risaborol

areata, dermatite de estase, psoriase.

DRMO02 Rosacea, dermatite atépica, psoriase.
Transtornos por uso de alcool, dependéncia de
metanfetamina, cefaleia por uso excessivo de
medicamentos, enxaqueca, esclerose lateral amiotrdfica,
Abuso de opioides, glioblastoma, esclerose lateral
amiotréfica, pneumonia viral, esclerose multipla, mielopatia,
doencas da medula espinhal.

LEO 29102 Psoriase, dermatite atépica.
OPA-15406/ MM36 Dermatite atépica.

DPOC, transtorno depressivo maior, asma, p6s-AVC,
obesidade, doenca de Alzheimer, bronquiectasia, fibrose
nao cistica, dermatite, diabetes mellitus tipo 2, sindrome do
desconforto respiratério, psoriase, obesidade, sindrome dos
ovarios policisticos, comprometimento cognitivo,
sarcoidose, nefropatias diabéticas, linfoma (células B),
esquizofrenia, dermatite atGpica, esteatohepatite nao
alcodlica, alergia, dermatite seborreica.

Fonte: Adaptado de SCHICK; SCHLEGEL, 2022.

Ibudilaste

Roflumilaste
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Estudos pré-clinicos tém documentado os potenciais efeitos de inibidores
de PDE4 nos leucdcitos, na secrecdo de muco em doencas das vias aéreas, no
cancer (efeitos antitumor e anti-angiogénico), no sistema nervoso central
(HOUSLAY; SCHAFER; ZHANG, 2005) e no MLV (SILVA, 2017). Os estudos
clinicos tém demonstrado os beneficios de inibidores de PDE4 em diversas

patologias, como descrito na tabela 3.

2.9 Fosfodiesterase 4 e o Sistema Cardiovascular

No coracdo, as isoformas de PDE4 expressas sdo a PDE4A, PDE4B e
PDE4D (PREEDY, 2020). Juntas, elas coordenam diversas propriedades,
incluindo frequéncia cardiaca, crescimento e sobrevivéncia celular, fibrose
intersticial, tbnus vascular, permeabilidade e proliferacdo endotelial, além de
contratilidade muscular e lusitropia (ou seja, relaxamento diastélico). A PKA
(principal efetora do AMPc), esta envolvida principalmente na fosforilacdo de
proteinas estimuladas por agentes adrenérgicos, resultando em elevagdo na
concentracéo intracelular de Ca?* através do influxo aumentado dos canais de
Ca?* sensiveis a voltagem do tipo-L e do “vazamento” do RyR2 dos estoques
intracelulares (DUNKERLY-EYRING; KASS, 2020). Simultaneamente, o Ca?* é
recaptado para o RS via ativacado da SERCA (PREEDY, 2020).

As respostas Bz-adrenérgicas no tecido cardiaco moduladas pela PDE4,
sdo, em parte, por meio de interacdbes com a [B-arrestina. A estimulacéo
adrenérgica causa recrutamento de B-arrestina, que se liga ao dominio catalitico
da PDE4. O complexo B-arrestina/PDE4 é recrutado para o receptor (32 ativado,
onde contribui para a degradacdo do AMPc (constituindo assim uma regulacéo
de feedback negativo), inibicdo da atividade PKA e modulacdo da mudanca do
receptor B2 de sinalizacdo Gs para Gi. A PDE4 esta envolvida no controle do
AMPc local e funcionamento normal do miocardio, bem como no
desenvolvimento de hipertrofia miocitaria (AZEVEDO et al, 2014).

Estudos com camundongos nocaute para PDE4D3 com insuficiéncia
cardiaca mostraram que a atividade reduzida dessa isoforma contribui para uma
disfuncdo cardiaca, bem como para arritmia induzida por exercicio e morte
subita. Esses achados lancam luz sobre os potenciais efeitos cardiacos

adversos que os inibidores de PDE4 podem ter no tratamento cronico da asma
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e acidente vascular cerebral (MILLER; YAN, 2010). Em contrapartida, diversos
ensaios in vitro apontaram que inibidores de PDE4 parecem afetar a
contratilidade apenas quando o miocardio ja esta estimulado, visto que em
condi¢cbes basais a concentracéo intracelular de Ca?* permaneceu inalterada
(RAO; XI, 2009).

Embora os efeitos cardiacos demonstrados até aqui, alguns estudos
apontaram o Rolipram com potencial efeito cardioprotetor, porém existe a
necessidade de uma melhor investigacdo sobre 0s mecanismos que
possivelmente promove esse efeito (RAO; XI, 2009).

No sistema vascular, o AMPc desempenha um papel chave na inibicdo da
contracao, proliferacdo e migracdo de células do MLV (HUBERT et al, 2014).
Sendo assim, diversos estudos mostraram inibidores de PDE4 capazes de
promover o relaxamento dessa musculatura (ORALLO et al, 2005; TANAKA et
al, 1988; WALDKIRCH et al, 2010), consequentemente, regular a presséo
arterial (HOUSLAY; BAILLIE; MAURICE, 2007).

2.10 AAL 195

A partir da otimizacdo estrutural da zardaverina e do rolipram, foram
sintetizadas véarias moléculas a fim de se obter um inibidor seletivo para a PDE4,
com melhores propriedades farmacoldgicas. Uma das moléculas que mostraram
grande potencial inibitério foi o AAL 195, cuja principal caracteristica é o sistema
piridazinona em sua estrutura (Figura 4) (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).

Figura 4 — Estrutura quimica do AAL 195.

(Adaptado de KRIER et al, 2005)
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Na literatura, compostos que contém o anel piridazinona mostraram
efeitos antidiabético, antiinflamatorio, analgésico, antiplaquetario, brocodilatador
e anti-hipertensivo, além de propriedades inotrépica positiva, cardiotbnica 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, foram desenvolvidos farmacos derivados da piridazinona, tais como:
minaprina, como antidepressivo; emorfazona, como antiinflamatorio; 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 (Clso = 2 uM)
(KRIER et al, 2005). Ap6s a analise da relagdo estrutura-atividade das moléculas
sintetizadas, AAL 195 mostrou-se mais seletivo a PDE4 em relacdo as demais
estudadas (ARAUJO-JUNIOR et al, 2015). Sendo assim, AAL 195 pode ser
considerado um potente e seletivo inibidor de PDEA4.

Estudos prévios mostraram que AAL 195 promove efeito vasorrelaxante
em anéis de artéria mesentérica superior de ratos Wistar (normotensos). Esse
efeito mostrou-se independente de endotélio vascular e parece envolver a
ativacdo de canais para K*, bem como a reducédo do Ca?* via inibicdo do influxo
de Ca?" extracelular e inibicio da mobilizacdo de Ca?* dos estoques
intracelulares (SILVA, 2017). No entanto, ndo ha estudos que avaliem o efeito
desse composto em um modelo experimental de hipertensao.

Com base nisso, somado ao conhecimento dos efeitos benéficos que
inibidores de PDE4 podem ter sobre o sistema cardiovascular, o objetivo desse
estudo é avaliar as ac6es de AAL 195 sobre o sistema cardiovascular de ratos

hipertensos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos por AAL 195 em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), bem como elucidar os possiveis

mecanismos de a¢ao envolvidos nestes efeitos.

3.2 Objetivos Especificos

e Testes in vivo:
= Caracterizar os efeitos agudos de AAL 195 sobre a PA e FC de ratos
SHR né&o anestesiados;
» Elucidar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos
agudos induzidos por AAL 195;
= Avaliar os efeitos subagudos da administracao oral de AAL 195 sobre
a PA e FC de ratos SHR.

e Testes in vitro:
» Investigar o efeito vasorrelaxante de AAL 195 em ratos SHR e o papel
do endotélio vascular e nesse efeito;
» Avaliar a influéncia dos ions K* no efeito promovido por AAL 195;
» Avaliar a influéncia dos ions Ca?* e de sua liberacéo intracelular no
efeito promovido por AAL 195;
= Avaliar a influéncia da PKA no efeito promovido por AAL 195.
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4 MATERIAL

4.1 Animais

Foram utilizados 150 ratos machos SHR (Rattus norvegicus), todos com
peso em torno de 250-300 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alagoas. Os animais foram mantidos no biotério setorial do
Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular, lotado no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas (ICF-UFAL), sob condi¢des 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°: 15/2018 (Anexo A).

4.2 Substancias Utilizadas

Na realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes
substancias: L-NAME, Indometacina, Atropina, Nifedipina, Propranolol,
Nitroprussiato de Saodio, Cloridrato de Fenilefrina (FEN), Cloridrato de
Acetilcolina (ACh), Cafeina, Glibenclamida (GLIB), 4-aminopiridina (4-AP),
Apamina, S(-)-Bay K 8644, Tapsigargina, KT 5720 e Cremofor - todas obtidos da
Sigma-Aldrich® Brazil — e Tetraetilamonio, obtido da Fluka®. Para a preparacdo
das solucbes estoques, a Indometacina foi dissolvida juntamente com
bicarbonato de sédio (NaHCOs3), a GLIB e a Tapsigargina foram dissolvidas em
DMSO e as demais solucdes estoque foram dissolvidas em solucéo salina a 9%
para 0s experimentos in vivo e em agua destilada para os experimentos in vitro.
Todas as solugBes 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 solucéo) e diluido
em solucéo salina a 9% para 0s experimentos in vivo e em agua destilada na
concentracdo de 10! M para os experimentos in vitro. As solucdes foram

estocadas a 0 °C, sendo novamente diluidas de acordo com a necessidade de
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cada protocolo experimental. A concentracéo final de cremofor utilizada nesse

estudo foi desprovido de efeito farmacoldgico (dados ndo mostrados).

4.4 SolucgBes Fisiologicas

Para a preparacéo das solucdes fisiologicas foram utilizados os seguintes
sais: cloreto de sodio (NacCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-
hidratado (CaClz2.H20), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H20),
glicose (CsH1206), bicarbonato de sodio (NaHCOsg), fosfato de sd6dio mono-
hidratado (NaH2PO4.H20) e EDTA. Na tabela 4 estéo listadas as composicoes

das solucdes utilizadas:

Tabela 4 — Composicao das solugdes nutritivas (pH 7,4).

e R e e

NaCl 158,3 158,3 158,3 102,3 102,3 102,3 142,3 83,3
KCI 4,0 4,0 4,0 60,0 60,0 60,0 20,0 80,0
CacCl 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
NaHCO3 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

NaH>PO4 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
NaH>PO4 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6
EDTA - = 10 = = 10 = =

Solucgéo 1: Solugéo nutritiva Tyrode
Solucgéo 2: Solugéo nutritiva Tyrode nominalmente sem calcio
Solucéo 3: Solugéo nutritiva Tyrode livre de calcio
Solucgéo 4: Solugéo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM
Solucgéo 5: Solugéo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM nominalmente sem
calcio
Solucéo 6: Solugdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 60 mM livre de calcio
Solucéo 7: Solucdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 20 mM
Solucéo 8: Solucdo nutritiva Tyrode despolarizante com KCl a 80 mM
Fonte: Adaptado de TANAKA; MOCHIZUKI; SHIGENOBU, 1999
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5 METODOS

5.1 Ensaios Farmacolégicos in vivo

5.1.1 Medida direta da presséo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos

SHR nao anestesiados

Os animais foram anestesiados (cetamina 80 mg/Kg + xilazina 4 mg/Kg
I.p.), e cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 (diametro interno e
externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-
50 (diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente),
preenchidos com solugao salina heparinizada (1: 10 v/v), foram implantados na
aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerdas,
respectivamente (Figura 5). ApGs a insercdo e fixacdo, os cateteres foram
tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisao na regiao

cervical posterior do animal (scapulae).

Figura 5 — Representacéo esquematica dos vasos onde foram implantados os cateteres para
registro dos parametros cardiovasculares e administracdo das substancias.

Artéria e veia
femorais

Fonte: QUEIROZ, 2011

A PA e a FC foram medidas 24h apds o procedimento cirdrgico pela
conexao do cateter arterial a um transdutor de pressédo (BLPR, AECAD, Séo
Paulo, Brasil) pré-calibrado, acoplado a um amplificador (Modelo 04P, AECAD,
Brasil) e conectado a um microcomputador equipado com placa conversora

analogico-digital e com o programa AQCAD (AQCAD, Brasil) (Figura 6). A
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frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 200 Hz. Para cada ciclo
cardiaco, o computador calculou presséao arterial sistolica, diastolica e média, e
o intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca). O cateter venoso foi

implantado para a administragdo das substancias.

Figura 6 — Sistema de aquisicdo de dados para medida de PA e FC em ratos ndo
anestesiados.

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2 Estudos de medida direta de PA e FC

5.1.2.1 Efeito de AAL 195 na PA e FC de ratos SHR nédo anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle, os animais foram
mantidos em aclimatacdo por um periodo de, no minimo, 30 minutos, para
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, e em seguida foi administrado
nitroprussiato de sodio (10 ug/kg, i.v.) para verificar a eficacia da implantacéo do
cateter venoso. Apds 15 minutos, doses crescentes de AAL 195 (0,1;0,5,1e5
mg/Kg) foram administrados randomicamente pela via endovenosa in bolus com
intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares
retornassem aos seus valores da linha de base (Figura 7).

Os valores de PA e FC foram computados antes (valores da linha de base)
e imediatamente apés a administracdo de AAL 195. As variacGes dos parametros
hemodinamicos foram expressas em porcentagem para cada dose, calculadas

através das seguintes equacoes:
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Resposta PA (%) = (PA depois — PA antes) x 100
PA antes

Resposta FC (%) = (FC depois — FC antes) x 100
FC antes

Figura 7 — Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo dos efeitos
cardiovasculares de AAL 195 sobre a PA e FC de ratos SHR néo anestesiados.

AAL 195
NPS 1
(10 pg/Kg, i.v.) 0,1mg/Kg 05mg/Kg 1mg/Kg 5mg/Kg
Estabilizagdo l l l l l

30 minutos

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2.2 Efeito da DEso de AAL 195 na PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

ApoOs a curva dose-resposta obtida no item 5.1.2.1, foi calculada a DEso
(dose que produz 50% do efeito maximo) de AAL 195 com base no efeito
hipotensor promovido por esse composto. A dose estabelecida foi de 1,48 mg/kg.
Desta forma, mudancas na PAM e na FC foram comparadas antes (valores
basais) e ap0s a administracdo da DEso de AAL 195 (Figura 8).

Figura 8 - Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliacao dos efeitos
cardiovasculares da DEso de AAL 195 sobre a PA e FC de ratos SHR néo anestesiados.

NPS AAL 195
(10 pg/Kg, iv.) (1,48 mg/Kg)
Estabilizacdo l l

30 minutos

Fonte: AUTORA, 2022
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5.1.2.3 Verificagdo da participagdo muscarinica no efeito induzido por AAL 195

na PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

Apds um registro controle obtido como descrito no item 5.1.2.1, os animais
foram tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista nao-seletivo dos
receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Apds 30 minutos, a DEso de
AAL 195 foi administrada. Mudancas na PAM e na FC induzidas por AAL 195
foram comparadas antes (valores basais) e ap0s o tratamento com atropina
(Figura 9).

Figura 9 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagao da influéncia
dos receptores muscarinicos nos efeitos cardiovasculares de AAL 195 sobre a PA e FC de
ratos SHR n&o anestesiados.

NPS AAL 195
(10 pg/Kg, i.v. (1,48 mg/Kg)

Estabilizacdo l l
30 minutos '

Atropina
(2 mglkg, i.v.)

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2.4 Verificagdo da participacdo do 6xido nitrico (NO) no efeito induzido por
AAL 195 na PA e FC de ratos SHR néo anestesiados

ApOs um registro controle obtido como descrito no item 5.1.2.1, 0s animais
foram tratados com L-NAME (20 mg/kg, i.v.), um inibidor competitivo da sintase
do NO (MONCADA; HIGGS, 1993). Ap6és 30 minutos, a DEso de AAL 195 foi
administrada. Mudancas na PAM e na FC induzidas por AAL 195 foram
comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com L-NAME (Figura
10).
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Figura 10 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagao da
influéncia do 6xido nitrico nos efeitos cardiovasculares de AAL 195 sobre a PA e FC de ratos
SHR né&o anestesiados.

NPS AAL 195
(10 pglKg, i.v.) (1,48 mg/Kg)

Estabilizacio l l'
30 minutos I

L-NAME
(20 mglkg, i.v.)

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2.5 Verificacdo da participacdo das prostaciclinas (PGlz) no efeito induzido
por AAL 195 na PA e FC de ratos SHR néo anestesiados

Apds um registro controle obtido como descrito no item 5.1.2.1, os animais
foram tratados com indometacina (3 mg/kg, i.v.), um inibidor da ciclooxigense
(COX) (CLARK; FUCHS, 1997). Ap6s 30 minutos, a DEso de AAL 195 foi
administrada. Mudangas na PAM e na FC induzidas por AAL 195 foram
comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com indometacina
(Figura 11).

Figura 11 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo da
influéncia das prostaciclinas nos efeitos cardiovasculares de AAL 195 sobre a PA e FC de ratos
SHR néo anestesiados.

NPS AAL 195
(10 pgiKg, i.v.) (1,48 mg/Kg)

Estabilizacdo l l'
30 minutos t

Indometacina
(3 maglkg, i.v.)

Fonte: AUTORA, 2022
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5.1.2.6 Verificacdo da participacdo dos canais de calcio sensiveis a
diihidropiridinas no efeito induzido por AAL 195 na PA e FC de ratos SHR néo

anestesiados

Apds um registro controle obtido como descrito no item 5.1.2.1, os animais
foram tratados com nifedipina (1 mg/kg, i.v.), um blogueador seletivo dos canais
para Ca?* dependentes de voltagem tipo-L sensiveis a diidropiridinas
(HAGIWARA; MITSUI; KARAKI, 1993; TYKOCKI; BOERMAN; JACKSON,
2017). Apos 30 minutos, a DEsp de AAL 195 foi administrada. Mudancas na PAM
e na FC induzidas por AAL 195 foram comparadas antes (valores basais) e apos

o tratamento com nifedipina (Figura 12).

Figura 12 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo da
influéncia dos canais de Ca?* tipo-L sensiveis a diidropiridinas nos efeitos cardiovasculares de
AAL 195 sobre a PA e FC de ratos SHR n&o anestesiados.

NPS AAL 195
(10 ugiKg, iv. (1,48 mg/Kg)

Estabilizagdo l l
30 minutos t

Nifedipina
(1 mglkg, i.v.)

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2.7 Verificacdo da participacdo dos receptores B-adrenérgicos no efeito

induzido por AAL 195 na PA e FC de ratos SHR nédo anestesiados

Apds um registro controle obtido como descrito no item 5.1.2.1, os animais
foram tratados com propranolol (4 mg/kg, i.v.), um bloqueador ndo seletivo dos
receptores B-adrenérgicos (HAGIWARA; MITSUI; KARAKI, 1993; TYKOCKI;
BOERMAN; JACKSON, 2017). Apés 30 minutos, a DEso de AAL 195 foi
administrada. Mudancas na PAM e na FC induzidas por AAL 195 foram
comparadas antes (valores basais) e ap6s o tratamento com propranolol (Figura
13).
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Figura 13 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagao da
influéncia dos receptores 3-adrenérgicos nos efeitos cardiovasculares de AAL 195 sobre a PA
e FC de ratos SHR né&o anestesiados.

NPS AAL 195
(10 pg/Kg, i.v.) (1,48 mg/Kg)

Estabilizacdo l’ ‘l
30 minutos '

Propranolol
(4 mg/kg, iv.)

Fonte: AUTORA, 2022

5.1.2.8 Efeito subagudo da administracdo oral de AAL 195 sobre a PAS e a FC
de ratos SHR

Os efeitos subagudos induzidos pela administracéo oral de AAL 195 foram
avaliados de acordo com Galicia e colaboradores (2008). Os ratos SHR foram
divididos em trés grupos: a) SHR tratados com dose Unica de 1 mg/kg, V.O. de
AAL 195, b) SHR tratados com dose Unica de 5 mg/kg, V.O. de AAL 195 e c)
SHR tratados com dose Unica de 10 mg/kg, V.O. de AAL 195. Para isto, valores
da PAS e FC foram registrados antes (valores de base) e durante 6 horas apo6s
o tratamento. A porcentagem de reducdo da PAS e da FC foi calculada. Os
valores de base foram considerados como 100% da atividade (Figura 14). Os
efeitos da administracdo das doses de AAL 195 foram comparados com aqueles
obtidos antes da administracdo do composto.

Figura 14 - Representa¢do esquematica do protocolo experimental para avaliagéo dos efeitos
subagudos induzidos pela administracéo oral de AAL 195.

Estabilizag&o l
rf T+t t 1t 1

1h 2h 3h 4h 5h 6h

Fonte: AUTORA, 2022
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5.2 Ensaios Farmacoldgicos in vitro

5.2.1 PreparacOes de Artéria Mesentérica Superior Isolada de Rato SHR Com

ou Sem Endotélio Funcional

Os ratos foram eutanasiados por exsanguinagdo sob anestesia. Através
de uma incisdo no abdémen do animal, a artéria mesentérica superior foi
identificada, removida, dissecada para a remog¢éao de todo o tecido conectivo e
adiposo, e seccionada em anéis (1 —2 mm) (Figura 15). Os anéis da artéria foram
inseridos em hastes metélicas, suspensos por fios de algoddo num transdutor de
forca.

Figura 15 — Representacé@o esquematica da retirada da artéria mesentérica superior, da
retirada do tecido conectivo e adiposo, da sec¢do em anéis e inser¢cdo em hastes metélicas.

=

s

Artéria mesentérica
superior

Fonte: Compilagdo da autoral

As preparacbes foram mantidas em uma cuba para 6érgdos isolados
contendo 5 mL de solucéo nutritiva Tyrode (pH = 7,4), aerada com uma mistura
carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2), a uma temperatura de 37 °C (Figura 16).
O registro da tensao isométrica do musculo foi realizado através do transdutor
de forca (AECAD 1604, AVS Projetos, Brasil), acoplado a um sistema de
aquisicao de dados (AQCAD, AVS Projetos, Brasil) (Figura 17).

1 Montagem a partir de imagem de dominio publico coletada no site Wikipédia e imagens
adaptadas de OLIVEIRA, 2008 e QUEIROZ, 2011.
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Os anéis foram submetidos a uma tensdo constante de 0,5 g por um
periodo de estabilizacdo de 1 hora. Durante esse tempo a solucao nutritiva foi
substituida a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Figura 16 — Representagéo esquematica da cuba para 6rgaos isolados.

Solugédo Tyrode —

Anel de artéria
mesentérica — |

v

Mistura
Carbogénica |

Fonte: MACHADO, 2013

Figura 17 — Aparato utilizado para registros de tensdes isométricas em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato.

Fonte: SILVA, 2017

Para avaliar a presenca do endotélio funcional intacto, foi induzida uma
contracao com 10 puM de fenilefrina (FEN) e, ap6s o platd, foi adicionado 10 uM
de acetilcolina (ACh) ao meio. Foram considerados anéis com endotélio
funcional quando o vasorrelaxamento foi maior ou igual a 70% da contragéo e
sem endotélio, aqueles que promoviam vasorrelaxamento menor ou igual a 10%

da contracéo.
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5.2.2 Protocolos Experimentais Utilizando Anéis de Artéria Mesentérica Superior
de Rato SHR

5.2.2.1 Avaliacéo do efeito de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos SHR, pré-contraidos com FEN

Apos a verificacdo da integridade do endotélio funcional, como descrito no
item 5.2.1, uma nova contracdo com FEN (10 uM) foi induzida. Apos atingir o
platd, esperou-se um periodo de 40 minutos para a estabilizacdo da contragéo e
foram adicionadas concentragées crescentes de AAL 195 (10° — 3 x 10° M), de
maneira cumulativa, tanto em anéis com endotélio como em anéis sem endotélio
(Figura 18). Em seguida, para avaliar um possivel dano tecidual induzido por
AAL 195, foram realizadas lavagens sucessivas com solugdo Tyrode,
esperando-se um novo periodo de estabilizagdo, e uma nova contracdo com
FEN (10 uM) foi obtida.

5.2.2.2 Avaliacéo do efeito de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos SHR sobre o tdnus vascular intrinseco

ApGs a verificacdo da integridade do endotélio funcional, como descrito no
item 5.2.1, as preparacdes foram lavadas com solucdo Tyrode até atingirem o
tonus basal. A partir desse ponto, concentracdes crescentes de AAL 195 (10° —
3 x 10° M) foram adicionadas as preparacdes sobre o tonus basal com a
finalidade de avaliar o efeito de AAL 195 sobre o tdbnus muscular espontaneo
(Figura 19). Em seguida, avaliou-se um possivel dano tecidual, como descrito

anteriormente, para demonstrar a completa recuperacéo do 6rgéao.



64

Figura 18 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagao do efeito de
AAL 195 (10° — 3x10° M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-
contraidos com FEN, com endotélio (A) ou sem endotélio (B) vascular.
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- ?
1
1
1
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60 min. T T T g
FEN (10 pM) FEN (10 pM) FEN (10 pM) §=
Tempo (s)

Fonte: AUTORA, 2022

Figura 19 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagcao do efeito de
AAL 195 (10° — 3x10° M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, no
tbnus muscular espontaneo e posteriormente a recuperagdo do drgéo.

ACh (10 pM)
AAL 195
-I 10°— 3x105 M
:
o EEEEEEERE
60 min. 4 s g
FEN {10 pM) FEN {10 pM) =
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Fonte: AUTORA, 2022
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5.2.2.3 Avaliacao da participagcdo de canais para K* no efeito vasorrelaxante
induzido por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

SHR

Apbs a verificacdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.2.1,
as preparacodes foram incubadas com 5 mM de TEA, um bloqueador nao seletivo
de canais para K*. Apds 30 minutos, foi induzida uma nova contragéo ténica com
FEN (10 uM) e, em seguida, uma curva concentracdo-resposta cumulativa para
0 AAL 195 (10° — 3 x 10 M) foi obtida (Figura 20).

Figura 20 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagcao do efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-contraidos com
FEN, sem endotélio vascular, apés bloqueio com TEA (5 mM).

AAL 195
ACh (10 pM) 109 - 3x10=M
v
1
I ?
|
|
Estab. l‘
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FEN (10 M) FEN (10 uM) S
: :
TEA (5 mM) e
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.4 Identificagdo dos canais para K* envolvidos no efeito vasorrelaxante

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

SHR

Apos a verificacao da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.2.1,
as preparacgoes foram incubadas separadamente com 1 mM de TEA, que nesta
concentracdo € considerado um blogueador de canais BKca (GARCIA;
KACZOROWSKI, 1992), com 10 uM de GLIB, um bloqueador seletivo de canais
Katp (HUANG; KWOK, 1997; MOMBOULI; VANHOUTTE, 1997), com 1 mM de
4-AP, um bloqueador dos canais Kv (OKABE; KITAMURA; KURIYAMA, 1987) ou
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com 0,1 uyM de Apamina, um bloqueador seletivo de canais SKca. Apds 30
minutos, foi induzida uma nova contracdo ténica com FEN (10 uM) e, em

seguida, uma curva concentracéo-resposta cumulativa para o AAL 195 (10° -3

x 10°° M) foi obtida (Figura 21).

Figura 21 — Representagao esquemdtica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-contraidos com
FEN, sem endotélio vascular, apds bloqueio com TEA (1 mM), GLIB (10 uM), 4-AP (1 mM) ou

Apamina (0,1 pM).

AAL 195
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.5 Avaliacéo do efeito de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos SHR, pré-contraidos com solucdo Tyrode com KCl a 80 mM

ApoOs a verificacdo da auséncia do endotélio funcional, como descrito no
item 5.2.1, o0 meio nutritivo de cada preparacao foi trocado por uma solucéo
Tyrode com KCl a 80 mM. Durante a fase tbnica da contracdo foi obtida uma

curva concentracdo-resposta cumulativa para o AAL 195 (3x10® — 102 M)

(Figura 22).
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Figura 22 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagao do efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-contraidos com
solugédo despolarizante Tyrode (KCI 80 mM), sem endotélio vascular.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.6 Avaliacao do efeito de AAL 195 sobre o influxo de calcio extracelular

Em anéis sem endotélio funcional, o Tyrode foi substituido pela solucéo
despolarizante com KCl a 60 mM (curva padréo). 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 KCl 60 mM
nominalmente sem Ca?* por 15 minutos, e uma curva concentracéo-resposta foi
obtida pela adicdo cumulativa de CaCl2 (10 - 102 M) ao meio. AAL 195 (3x10°
5.10* e 10 M), em preparacdes individuais, foi incubado por 15 minutos. Logo
apos foi obtida uma nova curva cumulativa ao CaClz (Figura 23). Os resultados
foram analisados comparando-se os efeitos maximos (Emax) das curvas com
CaClz na auséncia (controle) e na presenca das diferentes concentragdes do
AAL 195.
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Figura 23 — Representacéo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR sobre o influxo de
calcio extracelular.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.7 Avaliacao do efeito de AAL 195 sobre as contracdes induzidas por S(-)-

Bay K 8644, um ativador dos canais para calcio sensiveis a voltagem do tipo-L

Para avaliar o efeito de AAL 195 sobre o influxo de Ca?* através dos
canais para Ca?' sensiveis a diidropiridinas do tipo-L, em anéis de artéria
mesentérica superior de rato, sem o endotélio funcional, foi utilizado o S(-)-Bay
K 8644, um ativador dos canais para Ca?* sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-
AKAHANER; CLEEMANN; MORAD, 1999). Devido uma despolarizacao parcial
ser necessaria para a obtencdo da resposta ao S(-)-Bay K 8644, a resposta
contratil a esse agonista foi obtida em meio contendo KCI 20 mM (DAVIE; KUBO;
STANDEN, 1998).

Apés a verificacdo da auséncia do endotélio, as preparacbes foram
expostas a uma solucdo despolarizante de KClI 20 mM durante 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado o S(-)-Bay K 8644 (200 nM) e apds a contracao
sustentada ter sido alcancada, concentracdes crescentes do AAL 195 (10° - 3

x 10-° M) foram adicionadas a cuba de maneira cumulativa (Figura 24).
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Figura 24 — Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagao do efeito de
concentracdes crescentes de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
SHR, sem endotélio funcional, pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (200 nM).
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.8 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
contracdes induzidas pela liberacdo de Ca?* intracelular, utilizando anéis sem
endotélio funcional. Apés um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, 0s anéis
mesentéricos foram expostos a solucéo Tyrode com KCl a 60 mM por 3 minutos.
Estas preparacGes foram lavadas com solucdo 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 contracdes 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

25).
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Figura 25 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagcao do efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR sobre a mobilizacao
de calcio dos estoques intracelulares. Agonistas: (A) FEN e (B) cafeina.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.9 Avaliacéo da participacdo da SERCA no efeito vasorrelaxante induzido

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

Apos a verificacdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.2.1,
as preparacfes foram incubadas com 1 uM de Tapsigargina, um inibidor da
SERCA (CERON; BENDHACK, 1998). Ap6s 30 minutos, foi induzida uma nova
contracao tbnica com FEN (10 yM) e, em seguida, uma curva concentracao-
resposta cumulativa para o AAL 195 (10° — 3 x 10> M) foi obtida (Figura 26).
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Figura 26 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagao do efeito de
AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-contraidos com
FEN, sem endotélio vascular, apds bloqueio com Tapsigargina (1 pM).
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Fonte: AUTORA, 2022

5.2.2.10 Avaliacao da participacdo da PKA no efeito vasorrelaxante induzido por

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

Apos a verificacdo da auséncia do endotélio, como descrito no item 5.2.1,
as preparacdes foram incubadas com 1 uM de KT 5720, um inibidor da PKA (LIN
et al, 2010). Apds 30 minutos, foi induzida uma nova contracdo ténica com FEN
(10 uM) e, em seguida, uma curva concentracdo-resposta cumulativa para o AAL
195 (10° — 3 x 10° M) foi obtida (Figura 27).

Figura 27 — Representagéo esquematica do protocolo experimental para avaliagcao do efeito de

AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, pré-contraidos com
FEN, sem endotélio vascular, apds bloqueio com KT 5720 (1 uM).
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Fonte: AUTORA, 2022
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5.3 Anélise 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 andlise de variancia (ANOVA) “one way” para amostras nao
pareadas, seguida do pos-teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas
significativas quando p < 0,05.

Para estudar os efeitos hemodinamicos agudos de AAL 195 foi calculada
a DEso através de uma curva de regressao nao linear.

Para avaliar o efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195 dois parametros
farmacoldgicos foram analisados: 0 Emax (média percentual do efeito maximo
induzido pela substancia) e pD2 (logaritmo negativo da concentragéo da droga
que produz 50% do efeito méaximo, -log CEsp), que representam,
respectivamente, a eficacia e a poténcia farmacoldgica.

A andlise estatistica e plotagem dos graficos foram realizados no

programa GraphPad Prism 5.02°.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudos Farmacoldgicos com AAL 195 in vivo

6.1.1 Efeito do AAL 195 sobre a PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

AAL 195 (0,1; 0,5; 1; 5 mg/Kg, i.v.) reduziu a PAM (-24,6 £ 1,7 %; -28,5+ 2,1
%; -28,9 + 4,6 %; -40,9 £ 3,8 %, respectivamente), PAS (-20,7 + 2,2 %; -24,8
2,0 %; -23,0 £ 3,9 %; -34,6 + 3,8 %, respectivamente) e PAD (-31,0 £ 1,2 %); -
34,4 + 2,8 %; -38,4 + 6,0 %; -51,3 £ 4,2 %, respectivamente), associada a
taquicardia (7,8 £ 2,5 %; 134 £ 3,7 %; 10,9 + 3,3 %; 12,1 + 3,8 %,

respectivamente), de maneira independente de dose (Figura 28).

Figura 28 — Efeitos da administracdo aguda de doses crescentes de AAL 195 sobre a PAM (a),
PAS (b), PAD (c) e FC (d) de ratos SHR ndo-anestesiados (n=5). Os valores foram expressos
como média + e.p.m.
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6.1.2 Efeito da DEso do AAL 195 sobre a PAM e FC de ratos SHR néo

anestesiados

A DEso de AAL 195 (1,48 mg/Kg, i.v.) promoveu hipotensédo (PAM = -44,7
* 3,5 %), e taquicardia (34,5 £ 5,7 %) (Figura 30). O tempo de reestabelecimento

dos parametros basais foi de aproximadamente 28,5 minutos.

Figura 29 - Registro original do efeito do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a presséo arterial de
ratos SHR nao-anestesiados.
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Figura 30 - Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (@) e FC (b) de ratos SHR néo-
anestesiados (n=5). Os valores foram expressos como média + e.p.m.
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6.1.3 Participacdo dos receptores muscarinicos na resposta induzida por AAL

195 sobre a PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

Apés a administracdo da atropina (2 mg/Kg, i.v), ndo houve alteracdo na
resposta hipotensora promovida por AAL 195 (-40,0 + 2,8 %), no entanto o efeito

taquicardico foi atenuado de maneira significativa (5,2 + 0,7 %) (Figura 31).

Figura 31 - Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (a) e FC (b) de ratos SHR ndo-
anestesiados (n=5) antes e apds o tratamento com atropina. Os valores foram expressos como
média + e.p.m. ** p < 0,01 em relacdo a auséncia do tratamento.
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6.1.4 Participacdo do NO na resposta induzida por AAL 195 sobre a PA e FC de

ratos SHR ndo anestesiados

Apés a administracdo do L-NAME (20 mg/Kg, i.v), o efeito hipotensor (-
39,7 £ 1,8 %) e taquicardico (36,9 = 7,1 %) promovido por AAL 195 néo foi
alterado (Figura 32).

Figura 32 — Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (a) e FC (b) de ratos SHR n&o-
anestesiados (n=5) antes e apés o tratamento com L-NAME. Os valores foram expressos como
média + e.p.m. ** p < 0,01 em relacdo a auséncia do tratamento.
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6.1.5 Participagéo das prostaciclinas na resposta induzida por AAL 195 sobre a

PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

Apéds a administracdo da indometacina (3 mg/Kg, i.v), o efeito hipotensor
(-40,1 £ 2,9 %) e taquicéardico (17,8 £ 5,2 %) promovido por AAL 195 néo foi
alterado (Figura 33).

Figura 33 — Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (a) e FC (b) de ratos SHR n&o-
anestesiados (n=5) antes e apds o tratamento com indometacina. Os valores foram expressos
como média £ e.p.m.
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6.1.6 Participacdo dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem do tipo-L na

resposta induzida por AAL 195 sobre a PA e FC de ratos SHR nédo anestesiados

A administracdo da nifedipina (1 mg/Kg, i.v) atenuou de maneira
significativa o efeito hipotensor (-27,0 + 3,5 %) e taquicérdico (7,6 + 3,8 %) de
AAL 195 (Figura 34).

Figura 34 — Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (a) e FC (b) de ratos SHR néo-
anestesiados (n=5) antes e apds o tratamento com nifedipina. Os valores foram expressos
como média £ e.p.m. ** p < 0,01 em relacdo a auséncia do tratamento.
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6.1.7 Participacao dos receptores B-adrenérgicos na resposta induzida por AAL

195 sobre a PA e FC de ratos SHR nao anestesiados

Ap6s administragcdo do propranolol (4 mg/Kg, i.v) ndo houve alteracdo na
resposta hipotensora promovida por AAL 195 (-34,1 + 4,2 %), no entanto o efeito

taquicardico foi atenuado de maneira significativa (4,8 + 2,7 %) (Figura 35).

Figura 35 — Efeitos do AAL 195 (1,48 mg/kg) sobre a PAM (a) e FC (b) de ratos SHR néo-
anestesiados (n=5) antes e apds o tratamento com propranolol. Os valores foram expressos
como média £ e.p.m. ** p < 0,01 em relacdo a auséncia do tratamento.
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6.1.7 Efeitos subagudos apés administracéo oral de AAL 195 sobre a PAS e FC

de ratos SHR nao anestesiados

A administracdo de uma Unica dose orogastrica de 1, 5 ou 10 mg/kg de
AAL 195 reduziu significativamente a PAS na quarta e na quinta hora para a
dose de 1 mg/kg, na primeira e segunda hora para a dose de 5 mg/kg e da
primeira até a sexta hora na dose de 10 mg/kg. Em relacdo a FC, AAL 195
promoveu efeito taquicardico significativo na segunda, terceira e quarta hora na
dose de 1 mg/kg e na terceira hora na dose de 10 mg/kg (Figura 36).

Figura 36 — Efeitos subagudos sobre a PAS (a) e FC (b) ap6s administracao oral de AAL 195
(1, 5 ou 10 mg/kg) em ratos SHR néo-anestesiados (n=5). Os valores foram expressos como
média £ e.p.m. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 em relagéo ao tempo de Oh.
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6.2 Estudos Farmacolégicos com AAL 195 in vitro

6.2.1 Efeito do AAL 195 sobre as contra¢fes induzidas por FEN em anéis de

artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com FEN, concentragGes crescentes de AAL 195 (10° — 3x10° M)
foram capazes de promover vasorrelaxamento de maneira dependente de
concentracéo (Emax = 100,0 + 5,15 %, pD2 = 6,65 + 0,08 M). Apds a remocgao do
endotélio, a curva concentracao-resposta de AAL 195 foi deslocada para a direita
(pD2 = 6,25 £ 0,05 M), sem alteracdo do efeito maximo (Emax = 95,50 * 1,54 %)
(Figura 37).

O tempo necessério para que fossem obtidas as respostas maximas para
cada concentracao de AAL 195 foi de aproximadamente 5 minutos. Ao final dos
experimentos, a reversao do relaxamento produzido por AAL 195 foi conseguida
apos 30 minutos de sua remocao das cubas, através da troca da solugéo tyrode
e verificacdo da resposta tecidual a FEN (10 uM). Desta forma, observou-se uma
total reversdo da contracdo induzida pela FEN e, portanto, uma completa

recuperacédo do érgdo (Figura 38).
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Figura 37 — Efeito do AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR com endotélio intacto (e) ou sem endotélio (o), pré-contraidos

com FEN

Figura 38 —

(10 pM). Os valores foram expressos como média + e.p.m. ** p < 0,01 em relacdo
aos anéis com endotélio.
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6.2.2 Efeito do AAL 195 sobre o tonus intrinseco de anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos SHR

A administracdo cumulativa de AAL 195 (10° - 3 x 10®° M) nas
preparacbes de anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio néo

promoveu efeito sobre o tbnus muscular espontaneo (Figura 39).

Figura 39 — Efeito do AAL 195 (10° — 3x10-®> M) sobre o tdnus basal de anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o). Os valores foram expressos
como média £ e.p.m.
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6.2.3 Participacao dos canais para K* no efeito vasorrelaxante induzido por AAL

195 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional, pré-
contraidos com FEN, na presenca de TEA (5 mM), que nesta concentragdo € um
inibidor ndo seletivo de canais para K*, concentracdes crescentes de AAL 195
(10° — 3x10° M) foram capazes de reduzir significativamente o
vasorrelaxamento promovido por AAL 195 (Emax = 81,05 + 4,91 %) (p < 0,05),
com reducéo da poténcia farmacoldgica (pD2 = 6,65 + 0,06 M) (p < 0,001) (Figura
40) (Tabela 5).

Figura 40 — Influéncia do TEA (5 mM) no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracao-resposta para AAL 195 (10-° — 3x10-° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
blogueio com TEA (5 mM). Os valores foram expressos como média = e.p.m. * p < 0,05 vs SHR
FEN E-.
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6.2.4 Participagdo dos canais para K* sensiveis ao ATP no efeito vasorrelaxante

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

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, apds o bloqueio com
GLIB (10 uM), o efeito vasorrelaxante de AAL 195 foi potencializado (Emax =
121,45 = 3,70 %) (p < 0,001), com um aumento significativo da poténcia
farmacolégica (pD2 = 7,19 + 0,06 M) (p < 0,001) (Figura 41) (Tabela 5).

Figura 41 — Influéncia da glibenclamida no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
bloqueio com GLIB (10 uM). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *** p < 0,001 vs
SHR FEN E-.
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6.2.5 Participacdo dos canais para K* sensiveis a voltagem no efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos SHR

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com 4-AP
(1 mM) potencializou o efeito vasorrelaxante promovido por AAL 195 (Emax =
114,95 £ 1,85 %) (p < 0,001), além de aumentar a sua poténcia farmacolégica
(pD2 = 6,47 £ 0,06 M) (p < 0,05) (Figura 42) (Tabela 5).

Figura 42 — Influéncia da 4-aminopiridina no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
blogueio com 4-AP (1 mM). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *** p < 0,001 vs
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6.2.6 Participagcdo dos canais para K* de grande condutancia no efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos SHR

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com TEA (1
mM), que nessa concentracdo € um bloqueador seletivo dos canais BKca,
atenuou o vasorrelaxamento induzido por AAL 195 (Emax = 85,71 = 3,73 %) (p <
0,05), sem alterar a poténcia farmacoldgica (pD2 = 6,40 + 0,05 M) (Figura 43)
(Tabela 5).

Figura 43 — Influéncia do TEA (1 mM) no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracado-resposta para AAL 195 (10-° — 3x10-° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
blogueio com TEA (1 mM). Os valores foram expressos como média = e.p.m. * p < 0,05 vs SHR
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6.2.7 Participagcdo dos canais para K* de pequena condutancia no efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195 em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos SHR

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com
Apamina (0,1 puM), um bloqueador seletivo dos canais SKca, ndo alterou o efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195 (Emax = 97,37 £ 1,04 %, pD2 = 6,23 =+ 0,04
M) (Figura 44) (Tabela 5).

Figura 44 — Influéncia da apamina no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
bloqueio com Apamina (0,1 uM). Os valores foram expressos como média + e.p.m.
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Tabela 5 — Comparacgéo dos valores de Emaxe pD2de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato SHR, sem endotélio funcional, apo6s blogueios para avaliar a

articipacao dos canais K*.

FEN (10 uM) 95,50 £ 1,54 6,25 + 0,05
TEA (5 mM) 81,05 + 4,91" 6,65+ 0,06™
TEA (1 mM) 85,71 +3,73" 6,40 + 0,05
4-AP (1 mM) 114,95 + 1,85™ 6,47 + 0,06
GLIB (10 pM) 121,45 + 3,70™ 7,19 £ 0,06™
Apamina (0,1 puM) 97,37 £ 1,04 6,23 £ 0,04

5

5

Os valores estédo expressos com média + e.p.m. *p < 0,05; “p < 0,01 e ***p < 0,001 vs FEN E-.
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6.2.8 Efeito do AAL 195 sobre as contra¢fes induzidas por KCI 80 mM em anéis

de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional, pré-
contraidos com solucdo Tyrode despolarizante com KCI 80 mM, AAL 195 (3 x
10® — 102 M) promoveu efeito vasorrelaxante, de maneira dependente de
concentracdo (Emax =101,62 £ 1,04 % e pD2 = 4,32 + 0,05 M) (Figura 45). Além
disso, observa-se em anéis sem endotélio, apos pré-contragdo com FEN ou KCI
80 mM, uma reducéo significativa da poténcia nos anéis pré-contraidos com KCl
80 mM (p < 0,001), quando comparados aos pré-contraidos com FEN, sem
alteracéo no efeito maximo (Tabela 6).

Figura 45 — Efeito do AAL 195 nas contra¢8es induzidas por KCI 80 mM. Curva concentracao-
resposta para AAL 195 (3x10-8 — 10-* M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com KCI 80 mM (n=5). Os valores foram
expressos como média + e.p.m.

?

-6~ KCI 80 E-

a
?

100+

Vasorrelaxamento (%)

150

8 6 4 2
log [AAL 195] M

Tabela 6 — Comparacéo dos valores de Emaxe pD2de AAL 195 em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato SHR, sem endotélio funcional.

FEN (10 uM) 95,50 + 1,54 6,25 + 0,05 5

KCl 80 mM 101,62 + 1,04 4,32 £ 0,05™ 5

Os valores estédo expressos com média + e.p.m. ***p < 0,001 vs FEN E-.
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6.2.9 Efeito do AAL 195 sobre o influxo de Ca?* em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos SHR

A administracdo cumulativa de CaCl2 (10® — 102 M) promoveu contragéo,
dependente de concentragcdo, em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato, sem endotélio funcional, pré-incubados com solucéo despolarizante de
KCl a 60 mM e nominalmente sem Ca?* (curva controle). Apds a incubacdo com
AAL 195 (3 x 10°; 104 103 M, separadamente) as curvas concentracdo-
resposta para o CaClz foram significativamente atenuadas (p < 0,001) (Emax =
83,25 £ 1,60; 63,11 + 2,43 e 36,45 + 3,10 %, respectivamente, n = 5), quando

comparada ao controle (Eméax = 100,0 £ 0,0 %) (Figura 46).

Figura 46 — Efeito do AAL 195 sobre o influxo de Ca?*. Curva concentracdo-resposta para
CaClz (106 — 102 M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR sem
endotélio (o), pré-incubadas com [AAL 195] M (n=5). Os valores foram expressos como média
+ e.p.m. ANOVA “one-way” seguido de Bonferroni. *** p < 0,001 vs Controle.
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6.2.10 Efeito do AAL 195 sobre o influxo de Ca?* por canais para Ca?* sensiveis

a voltagem do Tipo-L

Ao ser administrado cumulativamente na fase tonica da contracéo
induzida por S(-)-Bay K 8644 (200 nM), AAL 195 (3 x 10® — 103 M) induziu um
vasorrelaxamento dependente de concentracdo, com um aumento significativo
nos valores de Emax (120,40 % 5,14 %) (p < 0,01) (Figura 47).

Figura 47 — Efeito do AAL 195 nas contra¢fes induzidas por S(-)-Bay K 8644. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (3x10® — 103 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio, pré-contraidos com FEN (o) ou com S(-)-Bay K
8644 (o) (n=5). Os valores foram expressos como média = e.p.m. ** p < 0,01 vs SHR FEN E-.
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6.2.11 Efeito do AAL 195 sobre a mobilizacdo de Ca?* pelos receptores de IP3

dos estoques intracelulares

Em meio livre de célcio, as concentracdes de 3x10° e 3x10° M de AAL
195 foram capazes de atenuar, de maneia significativa, as contracdes

transientes induzidas por 10 yM de FEN (Figura 48).

Figura 48 — Efeito de AAL 195 na contracao induzida por FEN, em anéis de artéria
mesentérica exposta a solucao livre de Ca2*, sem endotélio funcional (n=5). Os valores foram
expressos como média + e.p.m. ANOVA “one-way” seguido de Bonferroni. * p < 0,05 e *** p <

0,001 vs Controle.
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6.2.12 Efeito do AAL 195 sobre a mobilizacdo de Ca?* pelos receptores de

rianodina dos estoques intracelulares

A pré-incubacédo com AAL 195 (3x10¢; 3x10®; 10 M), em meio livre de
calcio, ndo alterou as contragdes transientes induzidas por 20 mM de cafeina.
(Figura 49).

Figura 49 — Efeito de AAL 195 na contracao induzida por cafeina, em anéis de artéria
mesentérica exposta a solucao livre de Ca2*, sem endotélio funcional (n=5). Os valores foram
expressos como média + e.p.m.
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6.2.13 Participagdo da SERCA no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195

em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com
Tapsigargina (1 pM) foi capaz de deslocar significativamente a curva
concentragdo-resposta para a direita (pD2 = 5,50 + 0,05 M) (p < 0,001), sem
alteracéo do efeito maximo (Emax = 96,25 * 3,10 %) (Figura 50).

Figura 50 - Influéncia da tapsigargina no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
bloqueio com Tapsigargina (1 uM). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *** p <
0,001 vs SHR FEN E-.
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6.2.14 Participagédo da PKA no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195 em

anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis sem endotélio, pré-contraidos com FEN, o bloqueio com KT
5720 (1 uM) atenuou, de maneira significativa, o efeito vasorrelaxante promovido
por AAL 195 (Emax = 85,87 £ 1,10 %) (p < 0,001), e foi capaz de deslocar a curva
para a direita, reduzindo a poténcia farmacoldgica (pD2 = 5,33 £ 0,08 M) (p <
0,001) (Figura 51).

Figura 51 — Influéncia do KT 5720 no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195. Curva
concentracdo-resposta para AAL 195 (10° — 3x105 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR sem endotélio (o), pré-contraidos com FEN (10 uM), ou apés
bloqueio com KT 5720 (1 uM). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *** p < 0,001

vs SHR FEN E-.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos
de AAL 195, um inibidor de PDE4, sobre o sistema cardiovascular de ratos
espontaneamente hipertensos, bem como tentar elucidar o0s possiveis
mecanismos que envolvem esses efeitos. Para isto, foram realizados
experimentos in vivo com a finalidade de avaliar os efeitos de AAL 195 sobre a
PA e FC de ratos hipertensos ndo anestesiados, e experimentos in vitro para
analisar o efeito vasorrelaxante do composto em anéis de artéria mesentérica
superior de ratos hipertensos.

O principal achado do trabalho foi de que AAL 195 promoveu efeito
hipotensor e anti-hipertensivo, possivelmente devido & diminui¢éo da resisténcia
vascular periférica total, e efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica superior
de ratos SHR. Esse efeito se mostrou inespecifico e parece estar relacionado a
estimulacédo de canais BKca, a reducéo do influxo de Ca?* por meio da inibicdo
dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem do tipo-L, pela inibicdo da liberacédo
de Ca?* pelos receptores de IP3 e aumento da recaptacédo de Ca?* pela SERCA
nos estoques intracelulares, bem como a ativacédo da PKA. Além disso, AAL 195
promoveu efeito taquicéardico, provavelmente em virtude a inibicdo da PDE4 nos
cardiomidcitos.

As fosfodiesterases, em especial a PDE4, sdo enzimas expressas de
forma ubiqua, sendo encontradas em diversos tecidos, incluindo o miocardio e
as células do musculo liso vascular. Desta forma, as PDEs estéo envolvidas em
importantes patologias relacionadas ao sistema cardiovascular (KLUSSMANN,
2016; PREEDY, 2020). Alias, varios inibidores de PDE tém sido utilizados na
pratica clinica ou em estudos pré-clinicos para o tratamento de doencas
cardiacas ou vasculares (MILLER; YAN, 2010). Em estudo prévio, AAL 195
promoveu efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica superior de
ratos Wistar (normotensos) (SILVA, 2017). Diante disso, decidiu-se investigar os
efeitos de AAL 195 sobre o sistema cardiovascular de ratos espontaneamente
hipertensos, através da medida direta da pressédo arterial e da frequéncia
cardiaca.

Ratos SHR tornaram-se referéncia nas pesquisas em hipertensao

experimental devido a semelhancga com a fisiopatologia da hipertensdo essencial
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humana (CONCEICAO-VERTAMATTI et al, 2017; FAZAN et al, 2006), portanto,
essa linhagem foi escolhida para os ensaios farmacoldgicos realizados nesse
estudo. Foram utilizados animais ndo-anestesiados, visto que a anestesia €
capaz de produzir diversos efeitos sobre o sistema cardiovascular, tais como
inducdo de sinapses do sistema nervoso central e alteragbes das respostas
auton6micas. Tais efeitos afetam diretamente a regulacdo da pressao arterial
(DORWARD et al, 1985; FLUCKIGER et al, 1985).

Sendo assim, em ratos SHR néo anestesiados, a administragcéo aguda (i.v
—in bolus) e randémica de AAL 195 (0,1; 0,5, 1 e 5 mg/Kg) induziu uma resposta
transiente de maneira independente de dose, caracterizada por hipotenséo
associada a taquicardia (Figura 28). Apos o calculo e estabelecimento da DEso
de AAL 195 (1,48 mg/Kg, i.v.) a partir dos dados de presséo artéria média, o0s
experimentos foram repetidos e novamente constatou-se o efeito hipotensor e
taquicardico do composto (Figura 30). Em seguida, todos os protocolos in vivo
foram feitos utilizando a DEso.

Apesar da auséncia de inervacdo colinérgica na maioria dos vasos
sanguineos, a ativacdo de receptores muscarinicos do tipo Ms, presentes nas
células endoteliais, resulta em intensa vasodilatacdo, visto que a ativacao
desses receptores estimula a liberacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio (BRUNNING et al, 1994; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Diante
disso, decidiu-se avaliar se o efeito hipotensor de AAL 195 estaria ligado a uma
possivel estimulacéo de receptores Ms. Desta forma, foi utilizada a atropina, um
antagonista ndo-seletivo de receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984).
Nessas condic¢des, o efeito hipotensor promovido por AAL 195 n&o foi alterado
(Figura 31a), portanto ndo ha a participagéo dos receptores M3 nesse efeito. No
entanto, houve uma atenuacdo significativa da taquicardia (Figura 31b). Mais
estudos sao necessarios para melhor elucidar o efeito cardiaco promovido pelo
bloqueio com atropina, mas esses dados sugerem que o efeito taquicardico ndo
desempenha qualquer papel no efeito hipotensor de AAL 195, portanto séo
efeitos independentes.

O endotélio, camada celular que reveste o interior dos vasos sanguineos,
libera substancias que atuam diretamente na musculatura lisa vascular,
promovendo contracdo ou relaxamento. Dentre as substancias vasodilatadoras
estdo o NO e as PGI2 (STANKEVICIUS et al, 2003).
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O oxido nitrico é um gés relativamente estavel, sintetizado a partir da L-
arginina pela enzima NOS nas células endoteliais. O NO apresenta a capacidade
de se difundir facilmente através da membrana celular e no MLV, ativa a guanilil
ciclase soluvel, que por sua vez aumenta os niveis de GMPc. Niveis aumentados
de GMPc resulta em diminuicdo do Ca?* intracelular, com consequente
relaxamento dessa musculatura. Ja PGIl2 sdo substancias sintetizadas pelas
ciclooxigenases através do acido araquiddnico. A ativacao de receptores de PGl2
ativa a adenilato ciclase, aumentando os niveis intracelulares de AMPc, que
também resulta no relaxamento do MLV (SU, 2015). Diante disso, decidiu-se
avaliar se NO e PGl estariam envolvidos nos efeitos cardiovasculares induzidos
por AAL 195.

Para isso utilizou-se L-NAME, um inibidor competitivo ndo seletivo da
NOS (MONCADA; HIGGS, 1993), ou indometacina, um inibidor da
ciclooxigenase (CLARK; FUCHS, 1997). Ap6és a administracdo desses
bloqueadores, ndo houve alteracdo nas respostas hipotensoras e taquicardicas
(Figuras 32 e 33), sugerindo que os fatores relaxantes derivados do endotélio
nao influenciam nos efeitos cardiovasculares induzidos por AAL 195.

No musculo liso vascular, o aumento da concentracdo de Ca?* é
responsavel pela contratilidade dessa musculatura. Apés um estimulo contratil,
a membrana celular sofre despolarizacdo, ativando os canais para Ca?*
operados por voltagem. Dessa forma, ocorre um aumento do influxo de Ca?*
intracelular, levando a vasoconstriccdo (CLAPHAM, 2007; THORNELOE;
NELSON, 2005). Portanto, a inibicdo desses canais pode resultar em diminui¢ao
da resisténcia vascular periférica total, levando a reducdo dos niveis de PA
(BROZOVICH et al, 2016). Ademais, sabe-se que a inibicdo da PDE4 no MLV
leva ao aumento do AMPc, que consequentemente, ativa a PKA. Um dos alvos
da PKA é justamente a reducédo do influxo de Ca?* extracelular (MORGADO et
al, 2012).

Com base nessas informacgdes, o efeito de AAL 195 sobre a presséao
arterial média foi avaliado na presenca da nifedipina, um bloqueador seletivo dos
canais para Ca?* dependentes de voltagem tipo-L sensiveis a diidropiridinas
(HAGIWARA; MITSUI; KARAKI, 1993). Nestas condi¢des, o efeito hipotensor de
AAL 195 foi atenuado de maneira significativa (Figura 34a), o que sugere a
participacdo desses canais na hipotensédo promovida pelo composto. Esse dado
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corrobora com o efeito de AAL 195 observado em anéis mesentéricos de ratos
normotensos, onde verificou-se que a inibicdo do influxo de Ca?* contribui para
o relaxamento desses vasos (SILVA, 2017).

J4 €& bem descrito a presenca dos receptores [(2-adrenérgicos na
musculatura lisa vascular. A ativacdo desses receptores, que estdo acoplados a
proteina Gs, ativa uma adenilato ciclase, aumentando os niveis intracelulares de
AMPc. A consequéncia do aumento intracelular desse segundo mensageiro € a
vasodilatacdo, com consequente reducédo da presséo arterial (BORTOLOTTO;
CONSOLIM-COLOMBO, 2009). Desta forma, o efeito de AAL 195 sobre a
pressédo arterial média foi avaliado na presenca do propranolol, um bloqueador
nao seletivo dos receptores B-adrenérgicos (HAGIWARA; MITSUI; KARAKI,
1993; TYKOCKI; BOERMAN; JACKSON, 2017). Nestas condi¢cbes, o efeito
hipotensor promovido por AAL 195 néo foi alterado (Figura 35a), sugerindo que
a ativacao de receptores B-adrenérgicos no musculo liso vascular ndo influencia
o efeito de AAL 195.

Nos miécitos cardiaco, a isoforma PDE4D3, juntamente com proteinas
fosfatases, tem o objetivo de prevenir a hiperfosforilacdo dos canais RyR2
presentes no reticulo sarcoplasmatico. Portanto, a hiperfosforilacdo promovida
pela inibicdo dessa enzima aumenta a probabilidade de liberacdo de Ca?* por
esses canais para o meio intracelular (RAO; Xl, 2009). Além disso, a inibicdo da
PDE4 também esta envolvida no aumento do influxo de Ca?* através canais para
Ca?* sensiveis a voltagem do tipo-L (DUNKERLY-EYRING; KASS, 2020).
Juntos, esses eventos resultam em aumento da contratilidade e da frequéncia
cardiaca. Diante dessas informacdes, observou-se que apés a administracao da
nifedipina, o efeito taquicardico de AAL 195 foi atenuado de maneira significativa
(Figura 34b), sugerindo que esse composto promove um aumento do influxo de
Ca?* nas células cardiacas.

Sabe-se que a ativagao simpatica leva a sinalizagdo B-adrenérgica no
midcito cardiaco. De um modo geral, quando o receptor é ativado, sua proteina
Gs associada causa a ativacao da adelinato ciclase, que por sua vez, catalisa a
producdo de AMPc a partir de ATP. O AMPc ativa varias proteinas efetoras como
a PKA, que fosforila varios substratos importantes para o acoplamento
excitacao-contracdo cardiaca, levando a efeitos inotropicos e lusitropicos

positivos (FERTING; BAILLIE, 2018). Desta forma, observou-se que apos
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bloqueio com propranolol o efeito taquicardico do AAL 195 foi atenuado (Figura
35hb), demonstrando que AAL 195 é capaz de modular respostas p-adrenérgicas.

Os resultados obtidos apés bloqueio com nifedipina e propranolol ratificam
a hipétese de que o efeito taquicérdico € independente do efeito hipotensor e é
mediado pela inibicédo direta da PDE4 cardiaca.

Diante dos efeitos cardiovasculares observados acima, induzidos pela
administracdo i.v. in bolus de AAL 195, decidiu-se investigar quais os efeitos
subagudos apds a administracdo oral do referido composto. Para isso, foi
realizado um protocolo de medida direta dos parametros cardiovasculares em
ratos SHR nao anestesiados, onde PAS e FC foram avaliados antes e apds o
tratamento com AAL 195 (1, 5 e 10 mg/kg), durante um periodo de seis horas.

Nestas condigdes, AAL 195 reduziu a PAS na quarta e na quinta hora
apos a administracao da dose de 1 mg/kg, na primeira e na segunda hora apés
a dose de 5 mg/kg e da primeira até a sexta hora apds a administracdo da dose
de 10 mg/kg (Figura 36a). Estudos sugerem que a reducdo da PAS, como
observado nesse estudo, pode trazer diversos beneficios na reducédo do
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e na mortalidade em geral de
pacientes hipertensos (BUNDY et al, 2017; SERRANO; RENTE; TOMAZ, 2018).
Em relacdo a FC, foi observado efeito taquicardico na segunda, terceira e quarta
hora apés a administracédo oral do AAL 195 (Figura 36b), o que pode representar
uma limitagéo no uso de AAL 195. Contudo, esses resultados mostram que AAL
195 apresenta atividade anti-hipertensiva.

Os dados obtidos com o AAL 195 disponiveis até o momento demonstram
que ele promove efeito hipotensor e taquicardico em ratos SHR e que esses
efeitos sao independentes. AAL 195 também apresenta efeito anti-hipertensivo,
de acordo com a sua capacidade de reduzir a pressao arterial de maneira
sustentada. Considerando que a pressao arterial média € um produto do débito
cardiaco e da resisténcia vascular periférica total e que a alteracédo de qualquer
um desses fatores repercute diretamente nos niveis de PA (BROZOVICH et al,
2016), para melhor compreender a natureza do efeito hipotensor decidiu-se
avaliar a atuacédo de AAL 195 diretamente na resisténcia vascular.

O tbnus vascular é considerado o maior regulador da resisténcia periférica
e da pressado arterial (KHALIL, 2001). Ainda que todos 0s vasos promovam

resisténcia ao fluxo sanguineo, sdo as pequenas artérias e arteriolas que
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controlam o fluxo e a pressdo sanguinea (SIEGEL, 1996). Portanto, a artéria
mesentérica superior, por ser um vaso de resisténcia, € um o6timo modelo
experimental para o estudo de substancias que promovem vasodilatacéo.

Neste sentido, o efeito vasorrelaxante de AAL 195 foi avaliado em anéis
de artéria mesentérica superior de ratos SHR, pré-contraidos com fenilefrina. A
FEN é um agonista seletivo dos receptores ai-adrenérgicos (DINIZ-FILHO et al,
2007). Estes receptores estao acoplados a proteina Gg11. ApOs ativacdo desses
receptores, a subunidade a da proteina Gqi1 ativa a PLC, que por sua vez,
catalisa a hidrélise do PIP2 em IP3 e DAG. O IP3 promove a liberacédo do Ca?* do
RS, aumentando os niveis desse ion no meio intracelular, enquanto o DAG,
juntamente com o Ca?*, ativa a PKC, o que promove a fosforilacdo de enzimas
envolvidas no processo de contracdo. Todas essas acdes resultam na contracao
muscular e na manutencdo desta contracdo (MORGADO et al, 2012;
THORNEOLE; NELSON, 2005).

Com o0 objetivo de avaliar se AAL 195 é capaz de induzir
vasorrelaxamento apés contracdo induzida por FEN, obteve-se uma curva
concentragdo-resposta para o AAL 195 durante a fase tonica da contragéo de
anéis mesenteéricos pré-contraidos com FEN e observou-se que o composto foi
capaz de promover efeito vasorrelaxante, de maneira dependente de
concentracéo (Figura 37). Esses dados corroboram com o efeito vasorrelaxante
de AAL 195 em anéis mesentéricos de ratos normotensos (SILVA, 2017). No
entanto, interessantemente em ratos normotensos, 0 vasorrelaxamento maximo
foi obtido numa concentracdo menor (10° M), comparado aos ratos hipertensos
(3x10° M). A necessidade de uma concentracdo maior de AAL 195 para
promover o mesmo efeito vasorrelaxante em ratos SHR pode ser explicada pelo
fato de que artérias de resisténcia sofrem extensa adaptacdo biologica e
estrutural em resposta a pressao de perfusao intraluminal elevada que ocorre
durante a hipertensdo cronica, levando ao desenvolvimento de diversos
processos fisiopatologicos subjacentes. A repercussao dessas mudancas
adaptativas s8o respostas vasoconstritoras aumentadas e respostas
vasodilatadoras atenuadas a varios estimulos fisiol6gicos, resultando em tonus
vascular elevado nas artérias e arteriolas que sao expostas a hipertensao arterial
persistente (JOSEPH et al, 2013).
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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). Como ja
mencionado, o endotélio desempenha um importante papel na regulacdo e
manutencdo da homeostase, principalmente no que se refere ao controle do
ténus vascular (BUSSE et al., 2002; STANKEVICIUS et al, 2003).

Para avaliar a participacdo do endotélio no vasorrelaxamento induzido por
AAL 195, uma nova curva concentracdo-resposta foi obtida em anéis de artéria
mesentérica superior sem endotélio funcional. Apds remoc¢do mecéanica do
endotélio, ndo houve alteracdo no efeito vasorrelaxante de AAL 195, porém a
poténcia farmacoldgica foi significativamente menor (Figura 37).

Erikcly e Lugnier (1994) avaliaram o efeito de inibidores seletivos de PDE4
sobre o conteudo de nucleotideos ciclicos e suas interagdes com o endotélio
vascular. Para isso, aortas de ratos foram estudadas na presenca de L-NAME e
indometacina. Nessas condi¢des, 0os pesquisadores concluiram que a presenca
do endotélio pode aumentar o conteudo de AMPc independente da producéo de
NO e PGI2 (ECKLY; LUGNIER, 1994). Esses achados reforcam os resultados
encontrados através dos experimentos in vivo, em que ndo houve participacéo
desses fatores relaxantes derivados do endotélio no efeito hipotensor. Como ja
€ descrito que nas células endoteliais ocorre a expressdo de PDE4 (KERAVIS;
LUGNIER, 2012), provavelmente na presenca do endotélio o aumento da
poténcia farmacolégica no efeito vasorrelaxante de AAL 195 em anéis
mesentéricos de ratos SHR se deve a inibicdo direta da PDE4 endotelial e isso
pode favorecer o efeito vasorrelaxante. No entanto, 0 mecanismo independente
de endotélio apresentou-se majoritario, provavelmente devido a um efeito direto
na musculatura lisa arterial. Ademais, essa diferenca se deu unicamente em um
ponto, que justamente correspondeu a CEso do efeito de AAL 195, o que
provavelmente levou a essa diferenca significante nos valores de pD2. Diante
disso, decidiu-se investigar o0 mecanismo de acao independente do endotélio
vascular no qual AAL 195 poderia induzir vasorrelaxamento diretamente por um
efeito sobre o MLV.

Em seguida, para avaliar se o efeito induzido por AAL 195 é dependente

de tdnus arterial, foram realizados experimentos onde concentragdes crescentes
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de AAL 195 foram adicionadas ao tonus basal. Como resultado, o tdnus basal
nao foi alterado (Figura 39).

Para descartar a hipétese de que o vasorrelaxamento induzido por AAL
195 ocorre devido a um possivel dano tecidual, apés a obtencdo da curva
concentracéo-resposta foram realizadas sucessivas lavagens para a remogao
do AAL 195 das cubas e uma nova contracdo com FEN foi induzida. Em seguida,
observou-se que houve uma total reversdo da contracdo induzida pela FEN,
sugerindo que AAL 195 nao promove dano a maquinaria contratil do MLV (Figura
38).

Os canais para K* estéo intrinsicamente envolvidos nas alteracdes 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, o que torna a célula hiperpolarizada e como consequéncia, 0
relaxamento do MLV (THORNELOE; NELSON, 2005). Em contrapartida, a
diminuicdo da expressdo ou inibicdo da atividade desses canais promove
diminuicdo do efluxo de K*, resultando na elevacdo e despolarizacdo do
potencial de repouso celular (HAYABUCHI, 2017).

Devido a importancia que os canais para K* tem na regulacdo do ténus
vascular, decidiu-se investigar a participacdo destes canais no efeito
vasorrelaxante promovido por AAL 195. Para isso, foi realizada uma curva
concentracéo resposta para o AAL 195, na presenca de 5 mM de TEA. Em altas
concentracdes, o TEA promove o blogueio, de maneira ndo seletiva, de canais
para K* (KO et al, 2008). Sob estas condi¢cdes, observou-se que o
vasorrelaxamento de AAL 195 foi atenuado (Figura 40), o que indica que parte
do efeito promovido pelo composto se da através da ativacéo de canais para K*.
De maneira similar, em anéis mesentéricos de ratos normotensos, AAL 195
também demonstrou que o0s canais para K* parecem participar do seu efeito
vasorrelaxante.

O mecanismo de acao que envolve canais para K* também foi observado
no efeito vasorrelaxante de outros inibidores de PDE. Exemplo disso esta nos

achados de Lo e colaboradores (2005), onde um inibidor de PDE derivado da
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teofilina promoveu vasorrelaxamento em aorta de ratos, dentre outras vias,
através da ativacao de canais para K*.

No musculo liso vascular sado expressas diferentes classes de canais para
K*, dentre elas estdo os Karp, 0s Kv € 0s Kca (KO et al, 2008). Todos esses
subtipos de canais podem ser ativados pela PKA, enquanto que a PKG ativa
apenas 0s Kca e 0s Katp (LO et al, 2008). Levando em consideragdo o fato de
que a inibicdo da PDE4 promove, indiretamente, a ativacdo da PKA (MORGADO
et al, 2012), decidiu-se investigar se 0s canais para K* citados estariam
envolvidos no efeito vasorrelaxante de AAL 195.

Os Katp tem como principal caracteristica a reducéo do efluxo de K* na
presenca de uma alta concentracdo intracelular de ATP. Diversos estudos
mostram que agonistas destes canais promovem a dilatagédo de arteriolas, isto
fornece a evidéncia de que canais Katp estao presentes nas células do musculo
arteriolar (FOSTER; COETZEE, 2016).

Os canais Ky constituem uma classe expressa de forma ubiqua nas
células do MLV. Esses canais sdo ativados pela despolarizacdo da membrana
celular. Fisiologicamente, em artéria mesentérica de ratos, os Kv contribuem para
a restauracdo do potencial de membrana e do ténus vascular (JOSEPH et al,
2013). Substancias vasodilatadoras que atuam pela via de sinalizacdo do AMPc
podem promover a abertura destes canais (JACKSON, 2000). Inclusive, um
estudo recente demonstrou a ativacao de algumas subclasses de Kv por uma
metilxantina (um inibidor n&o seletivo de PDE), como sendo capaz de promover
a elevacdao das correntes de K* (MANI et al, 2016).

Diante disso, foram realizadas curvas concentracdo-resposta para AAL
195 na presenca de glibenclamida, um bloqueador seletivo de Kate (KO et al,
2008) ou na presenca de 4-aminopiridina, um bloqueador seletivo de Kv
(THORNELOE; NELSON, 2005). Sob estas condi¢des, observou-se que o efeito
vasorrelaxante de AAL 195 foi potencializado tanto na presenca de
glibenclamida (Figura 41), quanto na presenca de 4-aminopiridina (Figura 42).
Esses resultados sugerem que os Kate € 0s Kv ndo estéo envolvidos nesse efeito
vasorrelaxante. Pelo contrario, a atuacdo desses subtipos de canais parece, de
alguma forma, prejudicar o vasorrelaxamento induzido por AAL 195 em
condi¢des controle. Quando comparados aos estudos em ratos normotensos,

percebe-se que ha uma controvérsia quanto a participacdo dos canais Kv no
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efeito vasorrelaxante de AAL 195 (SILVA, 2017). Isso pode ser explicado a partir
da constatacdo de que durante a hipertensdo persistente, os canais ibnicos na
membrana plasmatica das células do musculo liso vascular sofrem “remodelagéo
elétrica” de modo que as artérias mantenham um ténus elevado (JOSEPH et al,
2013). Cox e Petrou (1999) realizaram experimentos usando a técnica de patch
clamp em células do MLV de artérias mesentéricas de ratos SHR e propuseram
que niveis elevados de Ca?* em ratos hipertensos pode inativar os canais Ky,
resultando em despolarizacdo da membrana e vasoconstriccao arterial.

Os Kca sé@o subdivididos de acordo com sua condutancia em canais para
K* de grande condutancia ativados pelo Ca?* (BKca) e canais para K* de pequena
condutancia ativados pelo Ca?* (SKca) (WEI et al, 2005). Os BKca sédo canais
ativados pelo célcio e por voltagem e sdo expressos nas células do MLV,
modulando o ténus vascular e o relaxamento dessa musculatura (CLEMENTS;
TERENTYEV; SELLKE, 2015). Ja os SKca S0 insensiveis a voltagem e sao
exclusivamente ativados pela baixa concentragéo de Ca?* intracelular (WEI et al,
2005).

Para investigar a participa¢do dos BKca e SKca no efeito vasorrelaxante
promovido por AAL 195, curvas concentracdo-resposta para o AAL 195 foram
obtidas na presenca de 1 mM de TEA, que nessa concentracdo € um inibidor de
BKca, ou na presenca de apamina, um inibidor de SKca (KO et al, 2008). Nestas
circunstancias, o vasorrelaxamento induzido por AAL 195 foi atenuado na
presenca de 1 mM de TEA (Figura 43), no entanto ndo houve diferenca apos
bloqueio com apamina (Figura 44). Esses dados sugerem que apenas 0 BKca
parece estar participando do efeito vasorrelaxante de AAL 195.

Como ja mencionado, a contragdo do MLV est4 intimamente relacionada
a elevacdo da concentracdo intracelular de Ca?* (WEBB, 2003) decorrente de
diferentes mecanismos (THORNELOE; NELSON, 2005). A contracéo
desencadeada apo0s a interacdo de agonistas especificos com um determinado
receptor, como é o caso da FEN, é denominado acoplamento farmacomecanico,
onde o0 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 despolarizagao do potencial de repouso da membrana,
€ conhecida por acoplamento eletromecanico (SOMLYO; SOMLYO, 1968).
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Nesse sentido, para avaliar a resposta de AAL 195 frente as
concentracbes mediadas por diferentes estimulos, realizou-se uma curva
concentracdo-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 despolarizagdo da membrana plasmatica, gerando a ativagédo
dos VOCs, e consequentemente, promovendo a contracdo (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
(Figura 45). Desta forma € possivel perceber a inespecificidade do efeito
vasorrelaxante de AAL 195, visto que ha relaxamento tanto em contracfes
induzidas pelo acoplamento farmacomecéanico (FEN), como pelo acoplamento
eletromecanico (KCI 80 mM). Esses resultados também sugerem a participacao
de canais para Ca?* nesse efeito. Possivelmente AAL 195 promove a diminuicdo
do influxo desse ion, pois em ambas as situacfes, o resultado do acoplamento
é a elevacdo da concentracdo de Ca?* intracelular.

Para comprovar a hipétese de que AAL 195 estaria reduzindo o influxo de
Ca?* pela membrana celular, o efeito do composto foi avaliado frente a curvas
concentracdo-resposta ao CaClz em meio despolarizante nominalmente sem
Ca?*. Nestas condicdes, a contracdo é quase que exclusivamente devido ao
influxo de Ca?* pelos VOCs que foram ativados pela elevacdo do K* externo
(GODFRAIND; MILLER; WIBO, 1986; SOMLYO; SOMLYO, 1994). Diante disto,
constatou-se que concentracdes de AAL 195 atenuaram as curvas cumulativas
ao CaClz (Figura 46). Esse dado sugere que AAL 195 esta interferindo no influxo
de Ca?* através dos VOCs em artéria mesentérica superior 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).

Com o objetivo de avaliar o subtipo de VOC envolvido no efeito
vasorrelaxante induzido por AAL 195, foram induzidas contragdes tGnicas com
S(-)-Bay K 8644, um ativador dos canais para Ca?* sensiveis a diidropiridinas
(ADACHI-AKAHANER; CLEEMANN; MORAD, 1999) e uma nova curva
concentracéo-resposta para AAL 195 foi obtida sob estas condi¢cdes. Sendo
assim, AAL 195 foi capaz de promover vasorrelaxamento em anéis mesentéricos

pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (Figura 47), sugerindo que 0s canais para
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calcio sensiveis a voltagem do tipo-L estdo envolvidos no efeito de AAL 195.
Esse dado reforca o resultado obtido através dos experimentos in vivo apdés o
blogueio da nifedipina.

Comparando o0s parametros farmacoldgicos obtidos em anéis
mesenteéricos pré-contraidos com FEN ou com KCI 80 mM, como é possivel
observar na tabela 6, o vasorrelaxamento induzido por AAL 195 mostrou-se mais
potente em anéis pré-contraidos com FEN, o que indica uma maior capacidade
de relaxamento desse composto em contra¢gdes induzidas por esse agonista.

Como mencionado anteriormente, a FEN, ao interagir com os receptores
de membrana acoplados a proteina Gg11, estimula a formacédo de IPs. 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 desencadeia uma contracdo fasica no vaso (GURNEY; ALLAM, 1995;
HU, 2001).

Alguns achados na literatura demonstram a participacdo dos receptores
presentes no RS no efeito induzido por inibidores de PDE, a exemplo do trabalho
de Fujimoto e colaboradores (1998) em que a olprinona, um inibidor de PDES3,
promoveu efeito vasorrelaxante em leitos mesentéricos de coelhos através da
inibicdo da liberacédo 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 célcio. Ademais, esse estudo ainda demonstrou que a
inibicdo da PDE4 potencializa o efeito vasodilatador por agentes que elevam o
AMPc intracelular. Diante dessa informacgéo, questionou-se a participacdo dos
receptores dos estoques intracelulares no efeito vasorrelaxante de AAL 195.

Para avaliar o envolvimento dos IP3Rs nesse efeito, foram pré-incubadas
varias concentracbes de AAL 195, em meio livre de calcio. Isso porque na
auséncia de Ca?* extracelular so observadas apenas as contragdes transientes,
provenientes dos estoques intracelulares, visto que o influxo de calcio é
requerido para a manutencao da fase tdnica da contracdo do MLV (WANG et al,
2002). Sob estas condic¢bes, as contracdes transientes induzidas por FEN foram
atenuadas de maneira significativa apds a pré-incubacdo com AAL 195 (3 x 106
e 3 x 10° M) (Figura 48). Portanto, sugere-se que o efeito vasorrelaxante de AAL
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195 envolve a inibicdo dos IP3Rs. Esse resultado é semelhante ao efeito induzido
por AAL 195 em ratos normotensos (SILVA, 2017). Esses resultados também
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 reducédo da frequéncia de oscilacdo de Ca?* por reducéo da
liberacdo desse ion dos estoques intracelulares, através de receptores de IPs.

Ja é bem descrito na literatura que os IPzRs 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) ou pela aplicacdo exdgena de cafeina (SEI,
GALLAGHER; DALY, 2001), promovendo uma contracdo transitéria no MLV
(SANDERSON, 2008). Neste sentido, para avaliar a participacdo dos RyRs, AAL
195 foi incubado em meio livre de calcio e observou-se que nenhuma
concentracdo do composto foi capaz de alterar as contracdes transientes
induzidas pela cafeina (Figura 49), portanto, os receptores de rianodina parecem
ndo estar envolvidos no efeito vasorrelaxante induzido por AAL 195 em anéis
mesentéricos de ratos SHR.

Ja é descrito na literatura que a PDE4 é uma das responsaveis por regular
a funcéo da Ca?* ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA). A SERCA é um
canal de calcio na membrana reticular sarcoplasmética que funciona como
recaptador de calcio para o estoque intracelular. Sua atividade € inibida pela
fosfolambam, que por sua vez pode ser fosforilada pela PKA, reduzindo sua
influéncia inibitéria, levando ao aumento da atividade da SERCA (FERTING;
BAILLIE, 2018). Diante destas informacdes, decidiu-se avaliar a participacao da
SERCA no efeito vasorrelaxante de AAL 195. Para isso, foi obtida uma nova
curva concentracao-resposta para 0 composto na presenca de tapsigargina, um
inibidor da SERCA (CERON; BENDHACK, 1998). Sob estas condi¢des,
observou-se uma reducédo da poténcia farmacoldgica no efeito induzido por AAL
195 apds bloqueio com tapsigargina (Figura 50). Isso sugere que a recaptacao
do calcio para os estoques intracelulares através da ativacdo da SERCA
influencia o efeito vasorrelaxante de AAL 195.

A inibicdo da PDE 4 promove o relaxamento da musculatura lisa através
da elevacao dos niveis de AMPc intracelular (LUGNIER, 2006). A concentragéo
aumentada de AMPc, por sua vez, ativa a PKA para desempenhar suas funcdes
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celulares (MORGADO et al, 2012). Com base nesse conhecimento, realizou-se
uma nova curva concentracao-resposta para o AAL na presenca de KT 5720, um
bloqueador seletivo da PKA (LIN et al, 2010). Sendo assim, observou-se que nha
presenca desse bloqueador houve uma redugéo significativa da poténcia e da
eficdcia farmacoldgica no efeito induzido por AAL 195 (Figura 51). Portanto,
sugere-se que a ativacao da PKA esta envolvida no efeito vasorrelaxante de AAL
195.

No MLV a ativacdo da PKA promove efeito vasorrelaxante através de
mecanismos, como: reducéo do influxo de Ca?* do meio extracellular através de
canais idnicos; aumento da receptacdo e diminuicdo da liberacdo de Ca?* dos
estoques intracelulares; reducédo 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 em artéria mesentérica superior
de ratos SHR confirmam que o efeito vasorrelaxante de AAL 195 envolve os
mecanismos mediados pelo aumento do AMPc intracelular, consequéncia da
inibicdo da PDE4, no entanto sdo necessarios mais estudos para melhor elucidar
0S mecanismos que envolvem esse efeito.

As figuras 52 e 53 correspondem, respectivamente, as representacoes
esquematicas dos mecanismos de acdo a nivel vascular e cardiaco até aqui

apresentados por AAL 195 em ratos SHR.



111

Figura 52 — Representagéo esquematica da provavel via de sinalizagdo do efeito
vasorrelaxante induzido AAL 195 em artéria mesentérica superior de ratos SHR que resulta na
reducdo da presséo arterial.
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Figura 53 — Representagéo esquematica da provavel via de sinalizagéo do efeito cardiaco
induzido AAL 195 ratos SHR.
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A ativacao simpatica leva a sinalizagao B-adrenérgica no miécito cardiaco. Quando o receptor
B-adrenérgico (B-AR) é ativado, sua proteina Gs associada causa a ativagéo da adelinato
ciclase (AC), que por sua vez, catalisa a produgéo de AMPc a partir do ATP. AAL 195 inibe a
PDE4, contribuindo para a manutencgdo dos niveis elevados de AMPc intracelular. O AMPc
ativa a PKA, que por sua vez promove aumenta os niveis intracelulares de Ca?* através da
ativacdo dos VOCCs. Provavelmente a PKA também aumenta a hiperfosforilagdo dos
receptores de rianodina (RyR), mas esse mecanismo nao foi estudado (Fonte: AUTOR, 2022).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o inibidor de PDE4
AAL 195 promove efeito hipotensor, provavelmente devido a diminuicdo da
resisténcia vascular periférica total, bem como efeito vasorrelaxante. Esse efeito
se mostrou inespecifico e parece estar relacionado a estimulacdo de canais
BKca, a reducéo do influxo de Ca?* por meio da inibicdo dos canais para Ca?*
sensiveis a voltagem do tipo-L, pela inibicdo da liberacdo de Ca?* pelos
receptores de IP3 e aumento da recaptacdo de Ca?* pela SERCA nos estoques
intracelulares, bem como a ativacdo da PKA. AAL 195 também apresentou efeito
anti-hipertensivo.

Por outro lado, AAL 195 promoveu efeito taquicardico, provavelmente
devido a inibicdo da PDE4 nos cardiomidcitos. Esse efeito se repete em outros
inibidores especificos dessa isoforma de PDE, o que representa um desafio no
manejo clinico desses farmacos.

Contudo, AAL 195 revela efeitos cardiovasculares significativos,
caracterizando uma molécula com alto potencial para a reducdo da pressao
arterial. Sendo necessarios mais experimentos para melhor caracterizar seus
efeitos cardiovasculares e colaterais, bem como a seguranca no seu uso para
fins terapéuticos. Além disso, AAL 195 representa uma importante ferramenta
farmacoldgica para os estudos relacionados a inibicdo da PDE4.
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9 PERSPECTIVAS

e Avaliar os efeitos cronotropicos e inotropicos de AAL 195 em

preparacdes de atrios isolados de ratos SHR,;

e Avaliar a inibicdo da PDE4 e suas isoformas por AAL 195 atraves de

docking molecular;

e Auvaliar efeito anti-hipertensivo do AAL 195 através de pletismografia de

calda;

e Avaliar o perfil farmacocinético de AAL 195 em modelo in vivo.
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