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RESUMO

Avaliacdo farmacoldgica do derivado N-acilidrazdnico heteroaromético LASSBio-
1027 em modelos de hipertenséao arterial sistémica e hipertensao arterial pulmonar

Carla Moreira Leal

Orientadores: Prof2. Dra. Gisele Zapata-Sudo
Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia e Quimica
Medicinal).

A substancia prototipo N-acilidrazonica, LASSBIi0-294, sintetizada a partir do safrol
apresentou atividade vasodilatadora em anéis de aorta e efeito anti-hipertensivo.
Sendo assim, derivados foram desenvolvidos para identificacdo de novos agentes
vasodilatadores mais potentes e com menor efeitos colaterais. O derivado N-
acilidrazénico heteroaromatico, (E)-N"-(benzo [d] [1,3] dioxola -5- metileno) tiofeno-2-
carbozihidrazida (LASSBIio-1027) foi sintetizado e avaliado em modelos de
hipertenséo arterial (HA) e pulmonar (HAP). LASSBIi0-1027 promoveu relaxamento
vascular em aorta de ratos com endotélio preservado, obtendo concentracéo
inibitoria média (Clsp) de 6,89 + 1,4 uM, mediado pela ativagdo dos receptores de
adenosina A;a. Também promoveu relaxamento vascular em aorta de ratos sem
endotélio, obtendo Clsg de 154,7 + 17,4 uM. A administracao intraperitoneal por 14
dias de LASSBIi0-1027 (10 mg/kg/dia) promoveu efeito anti-hipertensivo em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Houve reducéo da pressado arterial média de
187,2 + 4,8 para 103,3 = 3,1 mm Hg (p < 0,05). Em ratos com HAP induzida pela
monocrotalina, LASSBio-1027 (50 e 75 mg/kg/dia p.o.) reduziu a hipertrofia
ventricular direita, a disfuncdo endotelial da artéria pulmonar, e reverteu, as
alteracoes do fluxo vascular pulmonar demonstrado através da ecocardiografia.
LASSBIi0-1027 demonstrou um potente efeito vasodilatador e anti-hipertensivo, com
potencial terapéutico para o tratamento da HA e da HAP.

Palavras-chave: Receptor A;a de adenosina, efeito vasodilatador, hipertensao
arterial, hipertensdo pulmonar.

Rio de Janeiro
Agosto/2014



ABSTRACT

Pharmacological evaluation of the N-acylhydrazone derivative LASSBIi0-1027 in
systemic arterial hypertension and pulmonary arterial hypertension models.
Carla Moreira Leal
Orientadores: Profa. Dra. Gisele Zapata-Sudo

Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P4s-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biolégicas (Farmacologia e Quimica
Medicinal).

The prototype N-acylhydrazone substance, LASSBio-294 synthesized from safrole
previously have been found to promote vasodilation in aortic rings and
antihypertensive. Accordingly, derivatives were developed to identify new more
potent vasodilators with less side effects. The N-acylhydrazone derivative, (E)-N'-
(benzo [d][1,3] dioxole-5-methylene) thiophen -2-carbohydrazide (LASSBio-1027)
was synthesized and evaluated in models of arterial and pulmonary hypertension
(PAH). LASSBI0-1027-induced vascular relaxation of aortic rings from Wistar rats. In
aorta with preserved endothelium the mean inhibitory concentration (ICso) of
LASSBio-1027 was 6,89 + 1,4 uM, mediated by activation of adenosine Aja
receptors. However, in endothelium-denuded aorta, the ICsp was 154,7 + 17,4 uM.
Intraperitoneal administration for 14 days of LASSBIi0-1027 (10 mg / kg / day)
produced an antihypertensive effect in spontaneously hypertensive rats (SHR). There
was a reduction in mean arterial pressure from 187.2 + 4.8 to 103.3 = 3.1 mmHg (p
<0.05). In rats with monocrotaline-induced PAH, LASSBIi0-1027 (50 and 75 mg / kg /
day p.o.) reduced right ventricular hypertrophy, endothelial dysfunction of the
pulmonary artery, and reversed the changes in pulmonary vascular flow
demonstrated by echocardiography. LASSBIi0-1027 demonstrated a potent
vasodilator and antihypertensive effects with potential therapeutic for the treatment of
hypertension and the PAH.

Keywords: adenosine A,a receptor, vasodilator effect, arterial hypertension,
pulmonary hypertension.

Rio de Janeiro
Agosto/2014
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FCDP - fator de crescimento derivado de plaqueta

FCEV - fator de crescimento do endotélio vascular
FCF - fator de crescimento de fibroblasto

GCs - guanilato ciclase soluvel

GMP, - guanosina monofosfato ciclico

Hi - receptor de histamina do tipo 1

HAS - hipertenséao arterial sistémica

HAP - hipertenséao arterial pulmonar

HEK-293 - Human Embryonic Kidney 293 cells

HCP - hemangiomatose capilar pulmonar

H&E - hematoxilina e eosina

HIV - virus da imunodeficiéncia humana

5-HT - 5-hidroxitriptamina ou serotonina

5-HTT - transportador de 5-hidroxitriptamina

Iy - corrente de potassio voltagem-dependente
IP3 - inositol trifosfato

i.p. - intraperitoneal

IPsR - receptor de inositol trifosfato

V. - intravenoso

Katp - canal de potassio dependente de ATP

Kv - canal de potassio voltagem-dependente

LASSBIio® - Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas

MAPK - proteina quinase ativada por mitdgeno
MCT - monocrotalina

MCTP - monocrotalina pirrol

min - minuto

mmHg - milimetros de mercurio

MS - Ministério da Saude

NAH - N-acilidrazona

p.o. - per os

PA - pressao arterial

PAD - pressao arterial diastolica



PAM - presséo arterial média

PAS - presséo arterial sistolica

PDE - fosfodiesterase

PGl, - prostaciclina

PIP, - fosfatidilinositoldifosfato

PKA - proteina quinase A

PKC - proteina quinase C

PKG - proteina quinase G

PLC - fosfolipase C

PMCA - Ca**-ATPase da membrana plasmatica
PSVD - presséo sistolica ventricular direita
RNAmM - RNA mensageiro

ROC - receptor-operated calcium channel
ROCK - Rho-quinase

ROS - espécies reativas oxigenadas

RPN - receptor de peptideos natriuréticos

RS - reticulo sarcoplasmatico

RTK - receptor tirosina quinase

RVP - resisténcia vascular periférica

RyR - receptor de rianodina

SERCA - bomba Ca**- ATPase do reticulo sarcoplasmatico
SHR - spontaneously hypertensive rats

SOC - store-operated calcium channel

SRAA - sistema renina-angiotensina-aldosterona

TonEBP Proteina ligadora do realgador responsivo a tonicidade
(Tonicity-responsive enhancer binding protein)

VD - ventriculo direito

VD/VE +S - relacao entre o peso do VD e o peso de VE+S

VE - ventriculo esquerdo
VE+S - ventriculo esquerdo + septo interventricular
V.0. - via oral

ZM241385 -4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol

WKY - Wistar-Kyoto
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS)

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012) um a cada
trés individuos no mundo sofre de HAS que é uma doenca crbénica, de origem
multifatorial.

De acordo com a classificacdo do Ill Consenso Brasileiro de Hipertenséo
Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 1998) a
hipertensao arterial (HA) ocorre quando o paciente apresenta pressao arterial
sistdlica (PAS) maior ou igual a 140 mm Hg e uma pressao arterial diastélica
(PAD) maior ou igual a 90 mm Hg naqueles que néao facam uso de medicacéo
anti-hipertensiva.

A medida da pressado arterial (PA) € o elemento chave para o
estabelecimento do diagnostico da HAS. De acordo com as normativas da VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010), a classificacdo da HA em pacientes com mais de 18
anos mostra como limitrofe PAS 130 a 139 mm Hg ou PAD 85 a 89 mm Hg
(Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo da PA segundo valores da PAS e da PAD de acordo

com as V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial

Classificagao da pressdo | Pressdo arterial sistolica (mmHg)
arterial

Pressdo arterial diastolica (mmHg)

Otima <120 & < 80
Hormal = 130 e < 85
Limitrofe 130 a 139 ou 85a 89
Estagio 1 140 a 159 ou 50a99
Estagio 2 160 a 179 ou 100 a 109
Estagio 3 =180 ou =110
Hipertensdo sistolica isolada = 140 e < B0

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

CARDIOLOGIA, 2010).
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A publicagdo do VII Joint National Committee (JNC) em 2004 forneceu
uma nova classificagdo da HAS e introduziu o conceito de pré-hipertenséo, em
que pacientes com PA limitrofe possuem um maior risco de eventos

cardiovasculares que pacientes normotensos (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo da PA segundo os valores de PAS e da PAD de acordo com 0

VIl Joint National Commitee

Classificagdo da pressdo | Pressdo arterial sistdlica (mmHg) Pressdo arterial diastolica (mmHg)
arterial

Mormal =120 c < 80

Pré-hipertensdo 120 a 139 ou 80 a9

Hipertensdo estagio 1 140 a 159 ou o0 a 9%

Hipertensdo estagio 2 = 160 ou =100

Fonte: NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2004

Na tabela 3, encontra-se definicdo e classificagdo da PA (em mm Hg)
nas medidas de consultorio, segundo o “Guideline” das Sociedades Europeias

de Cardiologia e Hipertensédo Arterial, publicado em 2013.

Tabela 3. Classificagao da PA segundo os valores de PAS e PAD de acordo com “Guideline”

das Sociedades Europeias de Cardiologia e Hipertenséo Arterial

Categoria Sistdlica Diastélica
Otima <120 e <80

Normal 120-129 efou 80-84
Normal Alta 130-139 e/ou 85-89

Gran 1 140-159 efou 90-99
Grau2 160-179 e/ou 100-109
Grau 3 =180 e/ou =110
Sistdlica Isolada >140 e <90

Fonte: ESH/ESC GUIDELINES FOR THE MANAGEMENT OF ARTERIAL HYPERTENSION,
2013

A HA ¢é dividida em dois grandes grupos: hipertesao primaria e hipertensao
secundaria. A hipertensdo primaria caracteriza-se pela elevada pressao
sanguinea na qual causas secundarias ndo estao presentes (KAPLAN, 2006).

Apesar de ndo apresentar causa definida, sabe-se que a hipertensao

primaria € multifatorial, ou seja, diferentes fatores, isolados ou ndo, podem
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contribuir para seu desenvolvimento. Dentre os fatores contribuintes para o
desenvolvimento da hipertensdo priméria estdo: carater hereditario, retencdo
renal de sddio, estresse, obesidade, diabetes, fumo, idade, raca (KAPLAN,
2006).

Diferentemente, a hipertensao secundéaria tem causa conhecida e pode ser
prevenida. Algumas causas para o desenvolvimento da hipertensdo secundaria
sdo a doenca renal cronica, aldosteronismo primario, sindrome de Cushing,
tratamento crénico com glicocorticéides. No entanto, esta forma de hipertenséo
acomete cerca de 5 a 10 % dos pacientes (KAPLAN, 2006).

De acordo com levantamento da American Heart Association (2009), cerca
de 80 milhdes de adultos nos EUA sdo acometidos por doencas
cardiovasculares, e quase 30 % das mortes de criancas norte-americanas por
defeitos congénitos ocorrem devido a doencas cardiovasculares. Em 2009, o
custo do tratamento dessas doencas nos EUA ultrapassou 300 bilhdes de
dolares, considerando despesas médicas e perda da produtividade no pais
(AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2009).

Estima-se, a partir de dados do Ministério de Saude (BRASIL, 2006), que
a HA atinja aproximadamente 22,3% a 43,9 % da populacéo brasileira acima
de vinte anos, e € um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais,
sendo responsavel por pelo menos 40% das mortes por acidente vascular
cerebral, por 25% das mortes por doenca arterial coronariana e, em
combinacdo com o diabete, 50% dos casos de insuficiéncia renal terminal.
Ainda estimou que 65% dos idosos sejam hipertensos e que nesta faixa etaria
prevalece a hipertensao sistolica isolada. Uma das limitacdes do tratamento da
HA nos idosos esta relacionada com a disfuncdo gradativa e inespecifica dos
0rgaos 0 que exige ajuste cuidadoso das doses dos medicamentos, reducéo
gradativa da PA e acompanhamento adequado para identificacdo de reacfes
adversas e interacdes farmacoldgicas (BRASIL, 2006)

Nos negros, a prevaléncia e a gravidade da hipertensdo sdo maiores, 0
gue pode estar relacionado a fatores étnicos e/ou socioecondmicos. No pais,
predominam os miscigenados, que podem diferir dos negros quanto as
caracteristicas da hipertensédo (BRASIL, 2006).
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No Brasil, projecdes da Organizacdo das NagOes Unidas (ONU, 2002)
indicam que a mediana da idade populacional passara, de 25,4 anos em 2000
a 38,2 anos em 2050. Entéo, ao associar o crescimento da populagéo idosa e a
idade, que é um fator de risco para a HAS, h4 uma preocupacédo adicional no
controle da HA. Sendo assim, o aumento da prevaléncia da HA pode ser
consequéncia do envelhecimento populacional.

Além disso, a relagdo entre PA e risco de eventos cardiovasculares €
consistente e independente de outros fatores de risco. Quanto mais alta a PA,
maior a chance de faléncia cardiaca, acidente vascular encefalico e doenca
renal (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2004). A presenca de fatores de
risco adicionais como inatividade fisica, colesterol plasméatico elevado,
obesidade, diabetes, fumo e alcool, aumenta a chance de complicacdes
cardiovasculares em hipertensos (WHO, 2012; AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2009).

Portanto, o diagndstico precoce possibilita uma melhor qualidade de vida
além de reduzir os riscos cardiovasculares nos pacientes hipertensos. Estima-
se que 40% dos acidentes vasculares encefalicos e em torno de 25% dos
infartos ocorridos em pacientes hipertensos poderiam ser prevenidos com

terapia anti-hipertensiva adequada (FUCHS et al, 1997).

1.1.1 Fisiopatologia da HAS

A HA é uma sindrome poligénica produzida pela combinacdo de mdaltiplos
fatores tais como aspectos genéticos, ambientais, vasculares, hormonais,
renais e neurais. Assim, é caracterizada por diversas alteracdes moleculares e
estruturais, que associadas, contribuem para o desenvolvimento da doenca
(DENG, 2007; RAFIQ, ANAND e ROBERTS 2010; MARQUES e MORRIS,
2012; GONZALEZ e VALLS, 2014).

Fatores Genéticos: a hereditariedade desempenha papel fundamental na
génese da hipertensdo. A hipertensao arterial €, pois, quantitativa, complexa e
poligénica sendo o resultante final da influéncia dos fatores ambientais sobre a
expressao de certos genes.

Fatores Ambientais: o ambiente influi de forma consideravel, visto que

mudancas de hébitos alteram o comportamento da pressdo arterial. Um
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exemplo € a ingestdo de sal. O sal tem importancia na génese da HAS em
individuos geneticamente predispostos. O excesso de sal na alimentagédo e a
incapacidade dos rins de excretar a sobrecarga de sodio induzem hipertenséo
por aumento do volume plasmatico, da pré-carga e, consequentemente, do
débito cardiaco (TAKAHASHI et al, 2011). Titze e colaboradores encontraram
novas evidéncias da contribuicdo do sal para a génese da HA ao descrever que
um outro 6rgdo - a pele - contribui para o controle da pressao arterial
(MACHNIK et al, 2009; WIIG et al, 2013; TITZE et al, 2014). Eles descreveram
gue o organismo é capaz de armazenar sodio na pele e que as células do
sistema imunoldégico e capilares linfaticos (vasos do sistema linfatico) regulam o
balanco de sddio e pressédo arterial. Em ratos submetidos a uma dieta com alto
teor de sal, grande quantidade de sOdio acumula-se na pele. Sendo assim,
células do sistema imunologico (sistema mononuclear fagocitario) sé&o
sensibilizadas pelo acumulo de sodio e ativam uma proteina chamada proteina
ligadora do real¢ador responsivo a tonicidade (tonEBP). Esta proteina aumenta
a expressao do fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF-C) por
células do sistema imunolégico, o que permite a formacéo de vasos linfaticos
cutaneo promovendo o clearance de sodio e cloreto. Titze e colaboradores
mostraram que a eliminacdo do gene tonEBP em células do sistema
mononuclear fagocitario impediu a resposta do VEGF-C a uma dieta com alto
teor de sal, aumentando a pressdo sanguinea. Sendo assim, demonstrou que a
sinalizacdo TonEBP-VEGF-C em células do sistema mononuclear fagocitario é
um dos principais determinantes do volume extracelular e homeostase da
pressdo arterial e que alteracbes nessa via desencadeam a hipertensao
induzida por sal (MACHNIK et al, 2009; WIIG et al, 2013; TITZE et al, 2014).
Fatores Vasculares: Segundo os conceitos classicos da hemodinamica, a
pressdo arterial € determinada pelo débito cardiaco (DC) multiplicado pela
resisténcia vascular periférica total (RVP). Esses determinantes dependem da
interacdo de uma série de fatores. Sendo assim, alteracbes no DC e/ou RVP
podem resultar na HA.

A disfuncdo endotelial tem também participacdo na génese da
hipertensdo arterial. Sabendo que o endotélio atua na regulacdo do ténus
vascular e da resisténcia vascular periférica, a disfuncéo endotelial promove o

desbalanco entre a producdo e a disponibilidade de fatores endoteliais
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constritores e relaxantes. Dentre os fatores que poderiam promover
relaxamento do masculo liso vascular pode-se citar a prostaciclina (PGl,) e o
oxido nitrico (NO), enquanto que a endotelina-1 é considerada o vasoconstritor
enddégeno mais potente (ARTINANO e GONZALEZ, 1999). Esse desbalango
ocorre devido ao aumento da producdo e liberacdo de radicais livres ou
espécies reativas oxigenadas (ROS) pelo endotélio vascular disfuncional,
especialmente o anion superdxido (TOROK, 2008). Esse radical livre é formado
guando a hipoxantina é convertida a xantina, e quando esta é convertida em
acido urico, pela acdo da enzima xantina oxidase. Em condices fisioldgicas,
baixas concentrac6es do radical superéxido sédo neutralizadas pela atividade da
enzima superoxido dismutase. Entretanto, em condi¢des patoldgicas, como a
HAS, ocorre aumento da producdo desses radicais ou deficiéncia da enzima
superoxido dismutase (ARTINANO e GONZALEZ, 1999). Consequentemente,
0 anion superoxido, que esta presente em altas concentracdes na disfuncao do
endotélio vascular, reage com o NO e diminui sua disponibilidade (TOROK,
2008). Alem disso, 0 anion superoxido também estimula a sintese e a liberacao
de fatores vasoconstritores pelo endotélio (ARTINANO e GONZALEZ, 1999;
TOROK, 2008). Esse desbalanco reduz a resposta vasodilatadora mediada
pelo endotélio e um aumento da resposta vasoconstritora, o0 aumenta a RVP e
a PA.

Rins: A participacao dos rins no processo hipertensivo foi evidenciada atraveés
de estudos de transplante-cruzado de rins de animais geneticamente
hipertensos e seus controles normotensos, e observou-se que a PA nos
animais transplantados refletia as caracteristicas genéticas dos doadores ao
invés das caracteristicas dos transplantados (KOPF, WALDHEER e RETTING
1993).

Sendo assim, um dos mecanismos propostos para a participacdo dos
rins na génese da HA seria 0 balanco de sodio. A regulacdo em longo prazo da
PA esta intimamente associada com a homeostase do volume do fluido
extracelular, o qual por sua vez é determinado pelo conteudo de sédio. O
balanco de sodio, isto €, o equilibrio entre o que € ingerido e o que é eliminado,
€ critico para o volume do fluido extracelular, e os rins, como a principal rota
através da qual o sédio é eliminado do corpo, sdo fundamentais para a
estabilidade da presséo arterial a longo prazo (MULLINS, BAILEY e MULLINS,
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2006). Desta forma, uma elevacdo da pressao arterial ou da pressédo de
perfusdo na artéria renal resulta em um rapido aumento da excrecdo renal de
agua e sodio pelos rins, denominada natriurese pressérica. Com isso, reduz o
débito cardiaco, baixando a PA e retomando a taxa de excre¢éo renal de sédio
ao nivel basal (ZATZ, 2002).

Guyton e Coleman demonstraram em 1967 que os rins tém importancia
primaria na regulacdo da PA. Eles observaram que uma vasoconstricdo
sistémica ndo poderia induzir aumentos sustentados na PA se a fung&o renal
estivesse normal (GUYTON e COLEMAN, 1967). Sendo assim, a funcao renal
alterada poderia contribuir para a elevagao da PA ou mesmo fazer com que 0s
niveis de PA néo retornassem a valores normais ap6s um aumento sustentado
da mesma. Nesse sentido, tem-se que a HA pode resultar de uma reducéo da
capacidade de eliminar sédio em resposta ao aumento da ingestdo ou da falta
da habilidade dos rins em promover natriurese pressorica (MULLINS, BAILEY e
MULLINS 2006). Essa hipotese € corroborada pela acdo dos anti-hipertensivos
gue promovem excrecao de sédio e agua, resultando em controle da PA.
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA): A renina € uma enzima
gue, sob a acdo de alteracbes na pressdo da arteriola aferente renal e
concentragdo de soOdio na macula densa, é liberada do aparelho
justaglomerular e, ao interagir com seu substrato plasmatico angiotensinogénio,
transforma-se em angiotensina I. A angiotensina |, € uma substancia inativa do
ponto de vista vascular. No entanto, principalmente sob a acdo de uma enzima
conversora, nos pulmdes, transforma-se em angiotensina Il, essa com forte
acao sobre os vasos. A angiotensina Il promove vasoconstricdo, aumenta o
tbnus simpatico, estimula a secrecdo de aldosterona, estimula a reabsorcao de
sédio e agua, contribuindo para o desenvolvimento da HA (RITTER, 2011).
Sistema nervoso simpatico: Ha fortes evidéncias de que o sistema nervoso
simpatico desempenhe um papel importante por meio de sua atividade
aumentada na génese e na sustentacdo da HAS (REIS, 1984). A hiperatividade
simpatica pode ser ocasionada, em parte, pela reducdo da disponibilidade de
NO, o que leva ao aumento da concentracdo de noradrenalina pos-sinaptica e
promove dessensibilizacdo de receptores beta-adrenérgicos e reducdo da
producdo de AMP. intracelular (MICHAEL, BRODDE e INSEL, 1990). O

aumento da atividade simpéatica também pode ser decorrente do aumento da
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ativacdo do SRAA. Isso porque a angiotensina Il, além de estimular a secrecéo
de adrenalina pela glandula adrenal e aumentar a liberagdo de noradrenalina
de terminais simpdéticos periféricos, também apresenta acdes neurogénicas
mediadas pela ativacao de seus receptores no bulbo, como a regulacéao central
da atividade de barorreceptores, controle do tbnus simpatico, controle do fluxo
sanguineo renal e da excrecdo urindria de Na*, regulando a PA por longo
prazo. Dessa forma, a angiotensina Il regula a atividade de neurbnios
vasomotores bulbares que comandam o ténus eferente simpatico (FERRARIO,
1990).

1.1.2 Medidas nao-farmacolégicas e farmacos anti-hipertensivos

O objetivo principal do tratamento anti-hipertensivo € prevenir a
morbidade e reduzir a mortalidade cardiovascular associadas a HA. Deve-se
considerar, portanto, mudancas no estilo de vida (tratamento nao-
farmacologico) e terapia anti-hipertensiva.

Na hipertensado leve ou de estagio 1, ndo ha necessidade do emprego
de medicamentos, mas sim, mudanca no estilo de vida e monitoramento
regular da PA. As seguintes metas devem ser seguidas: controle do peso
corporal, atividade fisica regular, restricdo ao sal (ingesta diaria < 2,4 g), maior
ingestdo de alimentos ricos em potassio, reducdo do consumo de alcool e
abandono do tabagismo (SASAKI, ZHANG e KESTELOT 1995).

No entanto, a HA moderada e grave de estagios 2 e 3 respectivamente,
deve ser tratada com o uso de anti-hipertensivos associada a mudanca no
estilo de vida. Porém, para a tomada da decisédo terapéutica € necessaria a
confirmacado diagndstica, seguindo-se a estratificacdo de risco (Tabela 4), que
levard em conta, além dos valores da PA, a presenca de fatores de risco
cardiovasculares (Tabela 5), as lesdbes em o6érgdos-alvo e as doencas
cardiovasculares (Tabela 6) e, finalmente, a meta minima de valores da PA,

gue deverd ser atingida com o tratamento (Tabela 7).
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Tabela 4. Estratificacdo do risco individual do paciente hipertenso: risco cardiovascular

adicional de acordo com os niveis da presséo arterial e a presenca de fatores de risco,

lesbes de 6rgdos-alvo e doenca cardiovascular

Fatores de risco Pressio arterial

T Hipertensio

Normal Limitrofe B
estdgio 1

Sem fator de risco Sem risco adicional Risco baixo
1a 2 fatores de risco Risco baixo  Risco baixo Risco médio
} ou mais fatores de risco ou lesic "
& ‘. - drromsndismador doan Risco médio Risco alto Risco alto
de Grgaos-alvo ou diabetes melito
Doenca cardiovascular Risco alto  Risco muito alto Risco muito alto Risco muito alto Risco mwito alto

Hipertensio  Hipertensio

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

CARDIOLOGIA, 2010).

Tabela 5. Identificacdo de fatores do risco cardiovascular

Fatores de risco maiores
Tabagismo
Dihlipith)rni.;l:.
Diabetes melite
Nefropatia

ldade acima de 60 anos

Histdria familiar de doenca cardiovascular em:

+  Mulheres com menos de 65 anos
*  Homens com menos de 55 anos

Outros fatores
Relacio cintura/quadril aumentada
Circunferéncia da cintura aumentada

Microalbumindria

Tolerancia a glicose diminuida/glicemia de jejum alterada

Hiperuricemia

PCR ultra-sensivel aumentada 552

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

CARDIOLOGIA, 2010).



Tabela 6. Identificacdo de lesdes de érgdos-alvo e doencas cardiovasculares

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

CARDIOLOGIA, 2010)

Tabela 7. Metas de valores da pressao arterial a serem obtidas com o tratamento

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

CARDIOLOGIA, 2010).

Hipertrofia do ventriculo esquerdo

Angina do peito ou infarto agudo do miocirdio prévio
Revascularizagio miocirdica prévia

Insuficiéncia cardiaca

Acidente vascular cerebral

Isquemia cerebral transitdria

Alteracoes cognilivas ou deméncia vascular

Nefropatia

Doenca vascular arterial de extremidades

Retinopatia hipertensiva

Para pacientes com trés ou mais fatores de risco cardiovascular

considerar marca dores mais precoces da lesao de 6rgaos-
alvo, como:

Microalbumindria (indice albumina/creatinina em amaostra
isolada de urina)

Pardmetros ecocardiogrificos:remodelacio ventricular,
funcao sistdlica e diastGlica

Espessura do complexo intima-média da cardtida (ultra-
som vascular)

Rigidez arterial

Funcio endotelial

Categorias Meta (no minimo)®
Hipertensos estagio 1 ¢ 2 com

risco cardiovascular baixo e < 140/90 mmHg
miéclio

Hipernensos e limitrofes com

. ) < 130/85 mmHg
risco cardiovascular alto 5

Hipertensos e limitrofes com

. - B < 130/80 mmHg
risco cardiovascular muito alto

||ipq'rl[.1||htn~ nefr patas com

L. =< 125/75 mmHg
proteindria > 1,0 g 5

* e o paciente tolerar, recomenda-se atingir com o tratamento valores
de pressio arterial menores que os indicados como metas minimas,
alcancando, se possivel, 05 pivisis da pressio arteral considerada dtima
(= 12080 mmHig).
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A estratégia terapéutica deverd ser individualizada de acordo com a

estratificacdo de risco e a meta do nivel de presséo arterial a ser alcancado

(Tabela 7). Preconizam-se mudangas dos héabitos alimentares e do estilo de



25

vida (tratamento  ndo-farmacolégico) para todos o0s pacientes,
independentemente do risco cardiovascular.

O tratamento medicamentoso da HA consiste na utilizagcéo de diferentes
classes de farmacos como: diuréticos, substancias que alteram a funcdo do
sistema nervoso simpatico (agentes simpatomiméticos de acao central,
bloqueadores dos neurdnios adrenérgicos, antagonistas dos receptores a e 3
adrenérgicos), bloqueadores dos canais de calcio, inibidores da angiotensina
(inibidores da enzima conversora de angiotensina, agentes bloqueadores dos
receptores de angiotensina) e vasodilatadores de ac¢ao direta (COWLEY , 2006;
BENOWITZ, 2004; SMITH e ASHIYA, 2007).

Diuréticos: aumentam a excre¢do renal de sodio e agua, o que reduz a
volemia e consequentemente, a PA. Esta classe de anti-hipertensivos é a mais
antiga e mais estudada. Os principais efeitos colaterais consistem em diurese
intensa e deplecdo de ions potassio e magnésio, comprometimento da
tolerancia a glicose e aumento das concentragdes seéricas de lipidios (SMITH e
ASHIYA, 2007) Os diuréticos mais utilizados incluem: diuréticos de alca
(furosemida), tiazidicos (hidroclorotiazida, indapamida), poupadores de
potassio (espironolactona).

Simpatomiméticos de acdo central: atuam estimulando os receptores -
adrenérgicos pré-sinapticos (metildopa, clonidina e guanabenzo) e/ou o0s
receptores imidazolidinicos (moxonidina) no sistema nervoso central, reduzindo
a descarga simpatica. A eficacia anti-hipertensiva desse grupo de
medicamentos como monoterapia é, em geral, discreta. Os farmacos que
reduzem a pressao arterial através de suas acdes sobre 0 sistema nervoso
central podem causar sonoléncia, sedacdo, boca seca, fadiga, hipotenséo
postural, impoténcia e distirbio do sono com pesadelos (SMITH e ASHIYA,
2007).

Bloqueadores p-adrenérgicos: o mecanismo anti-hipertensivo envolve a
reducédo do débito cardiaco e a diminuicdo da secrecéo de renina. Séo eficazes
como monoterapia, e constituem a primeira opcdo na hipertensdo arterial
associada a doenca coronariana ou arritmias cardiacas. Entre as reacdes
indesejaveis desta classe de anti-hipertensivos destacam-se: broncoespasmo,
bradicardia intensa (inferior a 50 batimentos/min), disturbios da conducéo

atrioventricular, depressdo miocardica, vasoconstricdo periférica, insoénia,
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pesadelos, astenia e disfuncédo sexual (impoténcia) (HOFFMAN e LEFKOWITZ
1996). Os principais farmacos utilizados s&o: propranolol, atenolol, e
metoprolol.

Blogueadores aj-adrenérgicos: apresentam baixa eficAcia como
monoterapia, devendo ser utilizados em associagdo com outros anti-
hipertensivos. Podem induzir o aparecimento de tolerancia farmacolégica, que
leva ao ajuste crescente de doses. Tém a vantagem de propiciar discreta
melhora do metabolismo lipidico e dos sintomas da hipertrofia prostatica
(SMITH e ASHIYA, 2007). Os efeitos indesejaveis mais comuns sao:
hipotensdo postural (mais evidente com inicio do tratamento), palpitacdo e,
eventualmente, astenia. Dentre os farmacos utilizados estdo: doxazosina,
prazosina, terazosina.

Inibidores da Enzima Conversora da Angiotensina (ECA): o mecanismo de
acao dessas substancias é fundamentalmente dependente da inibicdo da
enzima conversora de angiotensina, bloqueando, assim, a clivagem do
decapeptideo, angiotensina | em angiotensina Il (octapeptideo) no sangue e
nos tecidos, levando a vasodilatacdo das arteriolas. Séao eficazes como
monoterapia no tratamento da HA (RITTER, 2011). Entre os efeitos
indesejaveis, destaca-se tosse seca (aproximadamente 10% dos pacientes),
alteracdo do paladar e reacbes de hipersensibilidade (erupcédo cutanea). O
angioedema constitui um efeito adverso raro, porém grave e potencialmente
fatal. Seu uso € contra-indicado na gravidez porque pode provocar
malformacdes fetais. Assim, 0 emprego deve ser evitado em adolescentes e
mulheres jovens em idade fértii e que ndo facam uso de método
anticoncepcional (RITTER, 2011). Entre alguns inibidores da ECA estéo
disponiveis para o tratamento da HA: captopril; enalapril; lisinopril e ramipril.
Antagonistas do receptor da angiotensina Il: esses farmacos antagonizam a
acao da angiotensina Il por meio do bloqueio especifico de seus receptores
AT,. Sao eficazes como monoterapia no tratamento do paciente hipertenso.
Apresentam bom perfil de tolerabilidade e os efeitos colaterais relatados séo
tontura e, raramente, reacdo de hipersensibilidade cutédnea. As precaucdes
para seu uso sdo semelhantes as descritas para os inibidores da ECA. Dentre
as principais preparacdes disponiveis para uso clinico incluem-se: losartan,

valsartan, irbersartan e candesartan.
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Bloqueadores de canais de calcio: inibem o influxo de calcio nas células
musculares lisas arteriais. Diltiazem e verapamil atuam como bloqueadores de
canais de caélcio levando a reducdo do inotropismo cardiaco. Estes farmacos
também produzem vasodilatacdo reduzindo a resisténcia vascular e
consequentemente diminuem a pressao arterial. Os novos bloqueadores de
calcio (nicardipina, nisoldipina, felodipina e idradipina) ndo apresentam efeitos
cardiacos e provocam apenas a Vvasodilatacdo. Este grupo de anti-
hipertensivos apresenta efeitos colaterais importantes como cefaléia, edema
em membros inferiores e constipacado em idosos (SONKUSARE, 2006).
Vasodilatadores de agéo direta: hidralazina, minoxidil, nitroprussiato de sédio
e diazoxido sdo exemplos de farmacos desta classe. Podem ser utilizados na
terapia ambulatorial ou em emergéncias hipertensivas. Atuam sob a
musculatura da parede vascular, promovendo relaxamento muscular com
consequente vasodilatacdo e reducdo da resisténcia vascular periférica. Em
consequéncia da vasodilatacdo arterial direta, promove retencdo hidrica e
taquicardia reflexa, o que contra-indica 0 uso destes farmacos como
monoterapia, devendo ser utilizada associada a diuréticos e/ou
betabloqueadores.

Contudo, os vasodilatadores de acédo direta sdo os medicamentos de
escolha nas emergéncias hipertensivas. Na emergéncia hipertensiva, a crise €
acompanhada de sinais que indicam lesdes em Orgaos-alvo em progressao,
tais como encefalopatia hipertensiva, acidente vascular encefalico, edema
agudo de pulmao, infarto do miocardio e evidéncias de hipertensdo maligna ou
de disseccdo aguda da aorta. Nesses casos, ha risco iminente de vida ou de
lesdo organica irreversivel, e os pacientes devem ser hospitalizados e
submetidos a tratamento com vasodilatadores de uso endovenoso, tais como
nitroprussiato de sddio ou hidralazina. Depois de obtida a reducédo imediata dos
niveis de pressao, deve-se iniciar a terapia anti-hipertensiva de manutencéo e
interromper a medicacéo parenteral (ZAMPAGLIONE et al, 1996).

Entdo, os vasodilatadores diretos disponiveis atuam promovendo o
relaxamento da musculatura lisa arteriolar, diminuindo assim a resisténcia

vascular sistémica. Porém, a diminuicdo da resisténcia arterial e da PA média
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evocam respostas compensatérias mediadas por barorreceptores, pelo sistema
nervoso simpatico e pelo SRAA o que contra-indica o uso em monoterapia (Il
CONSENSO BRASILEIRO DE HIPERTENSAO ARTERIAL).

Sendo assim, ainda h& interesse na investigacao e desenvolvimento de
novos Vvasodilatadores diretos que apresentem efeitos benéficos em
monoterapia e reduza os efeitos adversos inerentes desta classe de farmacos

disponiveis hoje no mercado.

1.2 Hipertenséao arterial pulmonar (HAP)

A HAP é uma doenca grave das artérias pulmonares. A medida que se
desenvolve, reduz o fluxo sanguineo através das mesmas e o lado direito do
coracao é mantido sob pressado crescente. Esta situagdo conduz a maioria dos
sintomas da HAP - falta de ar, desconforto toracico, capacidade de exercicio
limitada e fadiga (RUBIN, 1997).

A HAP, entdo, é uma sindrome caracterizada pelo aumento progressivo
da resisténcia vascular pulmonar que leva a sobrecarga ventricular direita e,
eventualmente, a faléncia ventricular direita e morte prematura (GAINE e
RUBIN, 1998). O aumento da resisténcia vascular pulmonar esta relacionado
com alteracbes progressivas nas arteriolas pulmonares devido a
vasoconstricdo e o remodelamento obstrutivo da parede dos vasos pulmonares
pela proliferacéo nas varias camadas da parede dos vasos sanguineos (FIRTH,
MANDEL e YUAN 2010).

As caracteristicas histologicas principais incluem hipertrofia da tunica
média, espessamento da tunica intima, espessamento da adventicia, lesdes
plexiformes e trombose in-situ (Figura 1). A lesdo plexiforme representa uma
proliferacdo focal das células musculares lisas e do endotélio e é um sinal

patognomonico da HAP.
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Hipertensao Arterial Pulmonar: caracteristicas histoldgicas

intima
endotélio

média e célula
muscular lisa

adventicia

- proliferagdo
endotelial
fibrose da intima
hipertrofia da

média e da célula
muscular lisa

™ trombose in situ

fibrose da intima

Espessamento da intima e da média

Figura 1. Caracteristicas histolégicas da HAP. Disponivel em: < http://www.hap
info.com.pt/assets/Brochura_HAP.pdf> Acesso em: 20/01/2014.

A HAP é definida hemodinamicamente por uma pressao arterial
pulmonar média > 25 mm Hg em repouso ou > 30 mm Hg durante o exercicio,
determinada através de cateterismo do ventriculo direito (HUMBERT, SITBON
e SIMONNEAU, 2004; GAINE e RUBIN, 1998).

1.2.1 Classificacdo da HAP

A HAP pode ser classificada em I, Il, 1ll e IV (RICH, 1998) segundo a
classe funcional (Tabela 8) e, ainda, classificada etiologicamente em idiopatica,
familiar ou relacionada a diversas condicbes como uso de anorexigenos,
doencas do tecido conjuntivo, doencas cardiacas congénitas, hipertensao

porta, infeccdo por HIV, esquistossomose (HUMBERT, SITBON e
SIMONNEAU, 2004).



Tabela 8. Classificacdo funcional da HAP.
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Classes Limitacao a atividade fisica Sintomatologia
1 Paciente com HP sem limitacdo Atividade fisica ndo causa dispnéia, dor tordcica,
& atividade fisica cansaco ou sincope
I Paciente com HP com leve limitacdo Paciente confortdvel no repouso. Atividade fisica
& atividade fisica corriqueira causa dispnéia, dor toracica, cansaco
ou "quase” sincope
I11 Paciente corn HP com marcada limitacao Paciente confortdvel no repouso.
a atividade fisica Toda e qualquer atividade fisica causa dispnéia,
dor tordcica, cansaco ou "quase” sincope
v Paciente com HP incapaz de qualquer Pacientes com sinais de ICD. Dispnéia efou fadiga

atividade fisica sem sintomatalogia

podem estar presentes ao repouso.
Desconforto é aumentado por qualquer
atividadefisica

Fonte: RICH, 1998.

Entre as formas de hipertensé&o pulmonar mais estudadas encontra-se a

hipertenséo arterial pulmonar idiopatica, doenga rara com incidéncia de 1 a 2
casos/milhdo por ano (RUNO e LOYD, 2003).

O diagnastico etiologico é feito através da anamnese, do exame clinico e

de exames complementares, entre 0s quais se incluem ecocardiografia

tomografia computadorizada, ressonancia magnética, cintilografia pulmonar. A

HAP néo tem cura, sendo a doenca progressiva, com prognostico reservado e

necessidade de tratamento pelo resto da vida. No caso da hipertensao arterial

pulmonar idiopatica (HAPI), na auséncia de tratamento especifico, a sobrevida

média apds o inicio dos sintomas em um, trés e cinco anos é de 68%, 48% e

34% respectivamente (D’ ALONZO et al, 1991). Entretanto, se 0 paciente

estiver em classe funcional 1V, a sobrevida média € de apenas seis meses (D’
ALONZO et al, 1991) (Figura 2).
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Registro do NTH

Sobrevida em 1 ano Sobrevida em 3 anos Sobrevida em 5 anos
68% 45% 34%
N =194 J Sobrevida média (meses)
NYHA classe I 38.6
NYHA classe III 3.5
NYHA classe IV 6.0
100,
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Figura 2. Expectativa de vida dos pacientes com HAPI de acordo com a classe funcional
(D’ALONZO et al, 1991).

1.2.2 Fisiopatologia da HAP

A HAP é uma sindrome clinica e hemodinamica, que resulta no aumento
da resisténcia vascular na pequena circulacdo, em geral por mecanismos
mistos, envolvendo vasoconstricdo e remodelagem da parede arterial, levando
ao aumento da presséao arterial pulmonar e aumento da pressao no ventriculo
direito (VD), o que proporciona hipertrofia e faléncia ventricular direita
(HUMBERT, SITBON e SIMONNEAU 2004; RUBIN, 1997).

1.2.2.1. Remodelagem da parede arteriolar

A integridade do endotélio é essencial a regulacdo do tono vascular e
estrutura dos vasos, do fluxo sanguineo, da perfusédo tissular e a protecao
contra espasmo, trombose e aterogénese.

O remodelamento vascular pulmonar € caracterizado pelo
espessamento das trés camadas que compdem a parede vascular, a tanica
intima (camada mais interna que consiste basicamente de uma camada de
células endoteliais e de uma lamina elastica subendotelial fenestrada e tecido
conectivo), a tunica média (camada intermediaria constituida de células
musculares lisas e fibras elasticas finas e ocasionais), e a tunica adventicia

(camada mais externa constituida de tecido conectivo e fibroblastos,
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interrompida por fibras eléasticas e por fibras nervosas) (MANDEGAR,
REMILLARD e YUAN, 2002). Dessa forma, o espessamento vascular ocorre
devido a hipertrofia (crescimento celular) e & hiperplasia (proliferacdo celular)
das células constituintes das trés camadas do vaso. Estas alteracdes entdo sdo
observadas nas células musculares lisas, nos fibroblastos e nas células
endoteliais; e também ocorre aumento da deposi¢cao de componentes da matriz
extracelular, como colageno, elastina e fibronectina (JEFFERY e WANSTALL,
2001). O remodelamento vascular pulmonar também ocorre devido a
diferenciacdo de células precursoras em células do musculo liso vascular
(MEYRICK e REID, 1980). Todas essas alteracdes sao caracteristicas da
estrutura vascular de humanos com HAP e de modelos animais da doenca
(JEFFERY e WANSTALL, 2001).

O comportamento alterado do endotélio na HAP se caracteriza pela
perda da capacidade de sintetizar vasodilatadores, inibidores da agregacao
plaquetaria e antimitogénicos, como a prostaciclina e o 6xido nitrico, associada
ao aumento na expressdo e secrecao (endotelial e plaquetaria) de potentes
vasoconstritores e indutores de crescimento celular como o tromboxano A2 e a
endotelina-1 (MCLAUGHLIN et al, 2002). Na disfuncdo endotelial, ocorre
predominio dos fatores contrateis, induzindo aumento da resisténcia vascular
periférica e hipertrofia/hiperplasia da parede vascular. O aumento na producéo
de tromboxano A2, um vasoconstritor, bem como a producdo deficiente de
prostaciclina, vasodilatador, sdo achados em pacientes com a forma idiopatica
da HAP (MCLAUGHLIN et al, 2002). Um outro exemplo desse desequilibrio,
relacionado a disfuncédo endotelial, € a demonstracdo de expresséao reduzida
da o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), e expressdao aumentada de
endotelina-1 (ET-1), um potente vasoconstritor.

Dentre os fatores de crescimento e seus receptores, a superfamilia TGF-
B (transforming growth factor) € de especial relevancia na génese da HAP, pois
exerce papel importante em processos fisiologicos de inflamacédo, imunidade e
diferenciacdo e proliferacdo celular. A superfamilia TGF- B é composta por
mediadores multifuncionais, incluindo TGF-B e BMP (bone morphogenetic
proteins). Estudos demonstram que pacientes com a forma idiopatica da HAP

apresentam alteracéo no receptor tipo 2 do BMP (BMPR2), mais precisamente
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mutacdes no gene que o codifica e que esta localizado no cromossomo 2933
(LANE et al, 2000) O BMPR2 liga-se a citocinas como TGF-3, BMP, ativina,
inibina e outros fatores de crescimento e diferenciacdo. Ele exerce sua funcéo
de sinalizacdo através da formacdo de um complexo heterodimérico na
superficie celular, juntamente com o receptor do tipo 1. Ao ser ativado, este
complexo inicia a sinalizacdo dentro da célula através de enzimas especificas,
conhecidas como Smad. Este sinal é translocado até o nucleo, onde ira regular
a transcricdo de genes proliferativos. Mutagcdes no BMPR2 causariam
sinalizacdo deficiente, acarretando a perda de mecanismos antiproliferativos,
por exemplo, na circulacdo pulmonar. Ja foi demonstrado que o BMPR2 tem
sua expressao drasticamente reduzida na circulacdo pulmonar em pacientes
com HAP idiopatica, até mesmo nos individuos que néo apresentam mutacdes
deste receptor (CHRISTMAN et al, 1992).

O NO, um vasodilatador derivado do endotélio, também tem acéo
antiproliferativa na musculatura lisa vascular (GILLESPIE et al, 1989),
possivelmente ligada a geracdo de GMPc intracelular. Tem sido cogitado que
inibidores da enzima fosfodiesterase tipo 5 (que degrada GMPc) poderiam
atuar sobre o remodelamento vascular pulmonar induzido por hipoxia
(WALFORD e LOSCALZO, 2003). Esta acao protetora do GMP ciclico estaria
relacionada a via das MAPP quinases e a inibicdo do fator de transcricdo AML1
(acute myelogenous leukemia) (RABINOVITCH, 1999).

A prostaciclina, € um eicosanoide derivado do acido araquidénico, que é
liberado dos fosfolipideos da membrana endotelial por fosfolipases ativadas, A2
e C. Por acao da enzima ciclooxigenase formam-se os endoperéxidos ciclicos
PGG2 e PGH2. Este, por acdo da prostaciclina sintase, origina nas células
endoteliais a prostaciclina que € um potente vasodilatador e inibidor da adeséo
plaquetaria e crescimento celular. A estimulagdo dos receptores de
prostaciclina nas células musculares lisas provoca ativacdo da adenilato
ciclase, induzindo aumento de AMPc e estimulacdo da PKA na musculatura lisa
vascular (POHL, BRESSE e BASSENNGE, 1986). Além disso, a prostaciclina
inibe o efeito da endotelina-1 (ET-1). Pacientes com HAP apresentam sintese e

excrecao urinaria diminuidas da prostaciclina (TUDER et al, 1999).
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A ET-1 é um potente vasoconstritor produzido, predominantemente, pela
célula endotelial, com acdo mitogénica, inflamatoria e de proliferagdo sobre a
célula muscular lisa. Apesar de ndo existir estoques intracelulares de ET-1,
estimulos especificos induzem sua sintese e secre¢cdo em minutos (Figura 3).
Ha dois tipos de receptores de endotelina: ETa (encontrados em células
musculares lisas e midcitos cardiacos) e ETg (encontrados em células
endoteliais e musculares lisas). A ligacdo da ET-1 aos seus receptores ativa
enzima fosfolipase C, aumentando os niveis intracelulares de calcio, o que
resulta em vasoconstricdo prolongada. O diacil-glicerol, produzido a partir da
fosfolipase C ativada, estimula a proteina quinase C, enzima mediadora da
acao mitogénica da ET-120. Outros efeitos relevantes da ET-1 sdo a
estimulacdo da producédo de citocinas e fatores de crescimento (AGUI et al,
1994), a inducéo da formacao de proteinas da matriz extracelular (PEIFLEY e
WINKLESS, 1998) e a potencializacdo dos efeitos do TGF-p e PDGF. Estudos
em pulmdes de ratos normais demonstraram niveis de RNAm da ET-1 cinco
vezes maiores se comparados com qualquer outro 6rgao (MATSUMOTO et al,
1989). Em condi¢Bes normais, os pulmdes retiram ET-1 da circulacdo. Na HAP,
os pulmdes sintetizam ET-1 em quantidades aumentadas, o que resulta em
aumento dos niveis circulantes, com implicacbes prognésticas (GALIE et al,
1996). Nessas condicdes, a circulacdo pulmonar passa a ser alvo desse

peptideo.
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Figura 3. Acdo da endotelina pelos receptores ET-B nas células endoteliais causando
vasodilatacdo e pelos receptores ET-A e ET-B nas células do musculo liso vascular causando

vasoconstri¢ao.
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1.2.2.2. Vasoconstricao

A maioria dos eventos que levam a vasoconstricdo na HAP, em ultima
andlise, fazem-no através do aumento de célcio nas células musculares lisas
vasculares. O aumento do ténus vascular na pequena circulagdo é comumente
avaliado em modelos de HAP que leva a vasoconstricdo pulmonar. A reducgéo
na tenséo alveolar de oxigénio promove uma elevagéo rapida e reversivel da
resisténcia vascular pulmonar, que se inicia com menos de um minuto,
revertendo rapidamente com a normalizacdo das condicbfes de oxigenacéo
(ARCHER et al, 2004).

A vasoconstricdo das arteriolas pulmonares ocorre através da inibicao
de varios canais de potéassio, designados por Kv, seguida de despolarizacao da
membrana celular e entrada de calcio através dos canais tipo L. Nas artérias
pulmonares, ocorre uma resposta vasoconstritora frente a hipdxica. Porém,
sistemicamente, ocorre uma resposta vasodilatadora frente a hipoxia por um
mecanismo pouco elucidado (WARD, SNETKOV e AARONSON, 2004). Além
disso, ha evidéncias de que os canais de célcio tipo L possam ser diretamente
influenciados pela hipéxia. A vasoconstricdo das artérias pulmonares €, em
condi¢cdes normais, um mecanismo adaptativo com a finalidade de equilibrar a
ventilacgdo e a perfusdo, restringindo o fluxo sanguineo em areas pouco
ventiladas em favor de areas de melhor ventilacio (WARD, SNETKOV e
AARONSON, 2004).

Uma teoria complementar para a vasoconstricdo pulmonar por hipoxia
sugere a participacao de mecanismos “‘redox” na célula muscular lisa. Em
condi¢cBes normais, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas
mitocdndrias manteria um “estado oxidado” dos canais de potassio, que
permaneceriam abertos. Durante a hipdxia, o transporte de elétrons
mitocondrial esta reduzido, bem como a geracdo de ERO. O consequente
‘estado reduzido” do citosol resultaria na inibicdo dos canais de potassio e
despolarizacdo da membrana celular (MANDEGAR, REMILLARD e YUAN,
2002).

Uma caracteristica particular em pacientes com a forma idiopatica da
HAP € a reducdo no numero de canais de potassio. Alteracdes nestes canais

foram encontradas em células musculares lisas destes pacientes, mas ndo em
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outras formas de HAP. Comparando-se individuos normais com portadores de
HAS, HAP associada a outras doencas e HAP idiopatica, verificou-se que as
células musculares lisas deste Ultimo grupo apresentaram expressao reduzida
de subunidades dos canais Kv (YUAN et al, 1998). Isto acarretaria um
decréscimo nas correntes de potassio, permitindo a entrada de calcio e

vasoconstricdo pulmonar sustentada.

1.2.3 Tratamento farmacoldgico da HAP

O tratamento da HAP consiste em medidas gerais e especificas. As
medidas gerais incluem tratamento da insuficiéncia cardiaca, uso oral de
anticoagulantes, oxigénio nos casos de hipoxemia, profilaxia de infeccoes das
vias aéreas através de vacinas antipneumocdcica e antigripal.

O tratamento especifico da HAP visa diminuir a pressao pulmonar e a
melhora do débito cardiaco, a fim de aumentar a expectativa e a qualidade de
vida dos pacientes.

Atualmente, os farmacos mais utilizados na clinica para o tratamento
especifico da HAP s&o: bloqueadores de canal de Ca?*, analogos de PGl,,
antagonistas do receptor de endotelina, inibidores de fosfodiesterase 5 (PDE5)
(BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011).

Bloqueadores do canal de Ca., como nifedipina, diltiazem e anlodipina,
podem ser eficazes em reduzir a pressao arterial pulmonar de pacientes
responsivos ao tratamento. Entretanto, somente 10 - 15 % dos pacientes com
HAP se enquadram nessa categoria (BALIGA, MacALLISTER e HOBBS,
2011). As doses de antagonistas do Ca?* utilizadas na HAP sdo maiores em
relacdo as doses utilizadas para tratar HAS, embora a dose e a tolerancia
possam variar entre os pacientes (GAINE e RUBIN, 1998). Pacientes que
respondem a terapia apresentam taxa de sobrevivéncia de 94 %, enquanto que
0s pacientes que ndo respondem apresentam sobrevivéncia de 55 % (SITBON
et al, 2005).

Anélogos de PGI, séo utilizados com o objetivo de mimetizar os efeitos
benéficos, vasodilatador e anti-proliferativo, desse prostandide derivado do

acido araquidénico. Atualmente, epoprostenol, iloprost, trepostinil e beraprost
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sdo utilizados no tratamento clinico de pacientes com HAP (BALIGA,
MacALLISTER e HOBBS, 2011). Porém, o epoprostenol s6 pode ser
administrado cronicamente por via venosa central. Possui meia vida curta, 0
gue obriga que a administracdo do farmaco seja realizada de forma continua,
com o uso de bomba de infusé@o. O treprostinil por ser um analogo mais estavel
pode ser administrado continuamente no tecido subcutaneo, sendo uma das
alternativas ao epoprostenol. Utiliza-se bomba de microinfuséo para a
administracdo do farmaco. Ja o lloprost estd entre as alternativas a infusao
continua intravenosa de epoprostenol. E um analogo da prostaciclina
administrado por via inalatéria. Ap6s a administracéo, a duracédo da acao é de
aproximadamente 30 minutos a 1 hora (DE WET et al, 2004) .

Antagonistas do receptor de endotelina-1 também tém sido utilizados no
tratamento da HAP. Estes melhoram a hemodinamica pulmonar e reducéo dos
sintomas da doenga (WILLIAMSON et al, 2000). A endotelina-1 exerce efeito
vasoconstritor e mitogénico ao ativar receptores ETa e ETg nas células do
musculo liso vascular, enquanto que a ativacao de receptores ETg nas células
endoteliais estimula a producéo de NO e PGI,. Os antagonistas néo seletivos
dos receptores de endotelina ETA e ETg, como bosentan, ambrisentan (ETa >
ETg) e sitaxsentan (ETa >> ETg) tém sido utilizados em pacientes com HAP
(BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011).

Inibidores de PDE5 representam outra classe terapéutica para o
tratamento da HAP, uma vez que essa isoforma é abundante em vasos
pulmonares e sua expressao e atividade estdo aumentadas na HAP (MURRAY,
MacLEAN e PYNE, 2002; SEBKHI et al, 2003). PDE séao enzimas que
catalisam a degradacdo dos segundos mensageiros AMP. e/ou GMP.. Os
inibidores de PDE exercem efeitos benéficos como vasodilatacdo, inibicdo da
proliferacéo e prevencao da agregacao plaquetaria (BENDER e BEAVO, 2006).
A inibicdo de PDES5, que metaboliza GMP. exclusivamente, reduz a pressao
arterial sistémica e pulmonar em animais e em humanos (JACKSON et al,
1999). O inibidor de PDES5 sildenafil € o farmaco de primeira escolha para a
HAP, seguido do tadalafil, que também foi aprovado como terapia (GALIE et al,
2009).

A inalacdo de gas NO reduz a pressao arterial pulmonar e melhora a

oxigenacao em diversas formas de HAP. Entretanto, o tratamento prolongado
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com NO inalado € complicado devido ao desenvolvimento de
metahemoglobinemia e ao agravamento da HAP quando a terapia €
descontinuada (ICHINOSE, ROBERTS e ZAPOL, 2004).

Os tratamentos utilizados na clinica atualmente melhoram os sintomas,
reduzem a gravidade das alteracbes hemodinamicas, retardam a progressao
da doenca e melhoram o prognéstico (BALIGA, MacALLISTER e HOBBS,
2011). Entretanto, a mortalidade continua elevada e a deterioracdo gradual
implica na necessidade de transplante de pulmdo (UMAR et al, 2010). Dessa
forma, a busca de novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos
farmacos tém sido de grande interesse clinico, visando encontrar melhores

opcdes de tratamento.

1.2.4Novas estratégias terapéuticas para o tratamento da HAP

Sabendo que a endotelina-1 exerce efeito vasoconstritor e mitogénico ao
ativar receptores ETa e ETg nas células do musculo liso vascular, o macitentan,
também chamado de ACT-064992, apresentou efeito benéfico em pacientes
com HAP como antagonista dos receptores ET-1 com alta da poténcia e
elevada lipofilicidade (IGLARZ et al, 2008).

Uma alternativa para a reducdo do nivel de GMP. observado na HAP,
seria o tratamento com os doadores de NO e ativadores da guanilato ciclase
(BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011). O trinitrato de glicerina, um doador
de NO, reduziu a pressao arterial pulmonar de pacientes com HAP, quando
administrado por inalacdo (GOYAL et al, 2006). Ja os ativadores da enzima
guanilato ciclase soluvel (GCs) também tém apresentado efeitos favoraveis na
HAP, devido ao aumento dos niveis de GMP. nas artérias pulmonares. O
ativador da GCs, riociguat foi avaliado em estudo clinico de fase Il para
determinacdo da eficacia clinica na HAP e apresentou efeitos benéficos
(GHOFRANI et al, 2010).

O aumento do GMP. tecidual em resposta a ativacdo de receptores de
peptideos natriuréticos (RPN) promove efeitos benéficos na HAP, como
vasodilatacdo, efeitos anti-hipertrofico e anti-proliferativo (KLINGER et al,
1998). Entretanto, a meia-vida plasmatica curta e a baixa biodisponibilidade

oral os tornam fracos candidatos a terapia farmacolégica. Com isso, uma
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estratégia para aumentar os niveis de peptideos natriuréticos endoégenos
consiste na inibicdo da enzima endopeptidase neutra (EPN), a principal via de
degradacdo de peptideos natriuréticos na circulacao. Essa estratégia foi eficaz
em modelo animal de HAP induzida por hipoxia (KLINGER et al, 1993).

Diversos fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de
plaqueta (FCDP), fator de crescimento de fibroblasto (FCF) e fator de
crescimento do endotélio vascular (FCEV) tém sido associados a proliferacao
celular anormal na HAP (IZIKKI et al, 2009). Esses fatores de crescimento
agem como mitdgenos potentes através da ativacdo do receptor tirosina-
quinase (RTK), ativando diversas vias de proliferacdo e migracdo celular
(BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011). Alguns inibidores do RTK como
imatinibe, sunitinibe e sorafenibe mostraram-se eficazes em modelos animais
de HAP (KLEIN et al, 2008).

O inibidor da Rho-quinase (ROCK) fasudil também apresentou efeitos
benéficos em modelos animais de HAP (MOUCHAERS et al, 2010). ROCK
medeia vasoconstricdo e proliferacdo de células do muasculo liso vascular e sua
inibicdo promove reducdo dos sintomas da HAP (FUKUMOTO, TAWARA e
SHIMOKAWA, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo vasodilatador das artérias pulmonares em resposta aos farmacos
convencionais utilizados no tratamento da HAP e ao inibidor de Rho-cinase. 5-HT, serotonina;
CaM, calmodulina; CCBs, bloqueadores de canais de célcio; ET-1, endotelina-1; MLCK, cadeia
leve da miosina cinase; MLCPh, cadeia leve da miosina fosfatase; NO, 6xido nitrico; PDE-5,
fosfodiesterase-5; VSMC, musculo liso vascular; PGI2, prostaciclina; PLC, fosfolipase C; SR,

reticulo sarcoplasmatico (FUKUMOTO, TAWARA e SHIMOKAWA, 2007).

A serotonina (5-HT), além de promover efeitos mitogénicos que levam ao
remodelamento vascular pulmonar, também € um potente vasoconstritor, cujos
niveis plasmaticos estdo aumentados na HAP (HERVE et al, 1995). J& foram
descritos os efeitos anti-proliferativos promovidos pela inibicdo do seu
transportador (5-HTT ou SERT) em modelos animais de HAP (ZHU et al,
2009). Antagonistas de receptores 5-HT,z apresentaram efeitos promissores no
tratamento de pacientes com HAP (BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011).

Canais iobnicos presentes nas células do musculo liso vascular também
constituem alvos importantes para o tratamento da HAP. Como a expressao de
canais Ky1.5 esta reduzida na HAP, esse canal é um possivel alvo para novos
farmacos, uma vez que sua ativacdo promove hiperpolarizacéo, vasodilatacéo
e inducdo da apoptose (BALIGA, MacALLISTER e HOBBS, 2011). Além disso,
o blogueio de canais TRPC6 também representa um novo possivel alvo, ja que
sua expressao e atividade estdo aumentadas na HAP, levando ao influxo de
Ca’" excessivo nas células musculares lisas de artérias pulmonares (YU et al,
2004).
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Finalmente, ativadores do canal Karp, como a iptakalina, também
representam uma nova estratégia terapéutica contra a HAP, devido aos efeitos
vasodilatador e anti-proliferativo (XIE et al, 2004; ZHU et al, 2008).

E por ainda ndo existir um tratamento ideal, a procura por novas terapias
continua sendo de grande importancia para os pacientes. A partir disto, a
colaboracéo entre o Laboratério de Farmacologia Cardiovascular do Instituto de
Ciéncias Biomédicas e do Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBIio®) vem possibilitando cada vez mais a identificacdo de
novas substancias com perfil vasodilatador, as quais poderao futuramente ser
candidatos a novos farmacos para o tratamento da HA e da HAP. O LASSBIo®
sintetizou a molécula protétipo, 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilidrazona
(LASSBIi0-294) com propriedade vasodilatadora (SILVA, NOEL e BARREIRO,
2002) e desde entdo modificacbes estruturais foram feitas, originando novos
derivados a fim de otimizar esta propriedade farmacologica e reduzir os efeitos

adversos.

1.3 Desenvolvimento do derivados N-acilidrazbnico hereoaromatico

A substéancia prototipo bioativa LASSBio-294, pertence a classe das N-
acilidrazonas e foi sintetizada a partir do safrol, um produto natural brasileiro,
obtido do 6leo de sassafras (Ocotea pretiosa) (LIMA et al, 2000) como matéria-
prima. A substituicdo do anel fenila pelo isostero tiofeno em padrées N-
acilidrazénicos (BARREIRO et al, 2002) originou 0 LASSBIi0-294. A introducéo
da subunidade N-acilidrazbnica para originar a estrutura LASSBio-294 foi
proposta considerando sua relacdo bioisostérica com o0 grupamento
piridazinbnico, presente na estrutura de varios inibidores seletivos de
fosfodiesterases (PDE) do tipo 4 e 3, responsaveis pela degradacao seletiva de
nucleotideos ciclicos (PIAZ, GIOVANNONI e CASTELLANA, 1997).

LASSBIi0-294 foi descrito como um potente vasodilatador mediado
possivelmente através da ativacdo de receptores A,n de adenosina pois
através de ensaios de competicdo com radioligantes realizado pelo CEREP,
LASSBi0-294 deslocou 57%, o ligante seletivo radiomarcado [*H]CGS21680

dos receptores A,a de adenosina.
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Sendo assim, na tentativa de se identificar agentes vasodilatadores mais
potentes, foram feitas alteracdes na estrutura da molécula protétipo, ilustrado
na figura 5, gerando varios derivados, dentre eles, o (E)-N"-( benzo [d] [1,3]
dioxola -5- metileno) tiofeno-2-carbozihidrazida (LASSBio-1027) (LEAL et al,
2012).
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Figura 5. Estrutura quimica do derivado N-acilidrazénico heteroaromatico LASSBio-1027
(LEAL et al, 2012).

O LASSBIi0-1027 é um retro-isostero do LASSBio0-294. Este sofreu uma
inversao dos grupos funcionais ligados a subunidade N-acilidrazona como pode
ser observado na Figura 5. O anel tiofeno ligado a fung¢éo imina no LASSBIo-
294 encontra-se ligado a carbonila da subunidade N-acilidrazénica no
LASSBIi0-1027. J4 o anel 1,3 benzodiozola ligado a carbonila na molécula
protétipo encontra-se ligado a funcao imina no derivado.

Uma forma para se identificar provavel interacdo de LASSBio-1027 aos
receptores A,n de adenosina, foi através do protocolo de ancoramento
molecular (docking) (TESCH, 2013). A figura 6 mostra o resultado obtido

através da estrutura cristalogréafica do subtipo Aza (cédigo PDB 3EML), utilizado



43

para o estudo de ancoramento molecular a fim de identificar possiveis
interacOes do LASSBIio-1027 para o receptor A;a de adensoina.

No subtipo A;a a subunidade N-acilidrazona de LASSBIi0-1027 realiza
interagBes por ligagdo de hidrogénio com o residuo Glul69 e interacdes de
empilhamento ™ com o residuo Phel68, enquanto a subunidade 1,3-
benzodioxola realiza interagBes por ligacdo de hidrogénio com o residuo
Asn253. Ademais, a subunidade tiofenila de LASSBIi0-1027 realiza interagcbes

de empilhamento ™ com o residuo His264 (Figura 6).

Figura 6. Possiveis conformacdes do composto LASSBio-1027 (amarelo, azul e vermelho) no
receptor A, de adenosina (azul) (PDB ID: 3EML). Os residuos de aminoacido em verde sao

partes da conformacéo ativa do receptor Aa

O papel fisiolégico da adenosina foi inicialmente investigado por Drury e
Szent-Gyorgyi, que demonstraram que a mesma apresentava efeitos bioldgicos
pronunciados como reducdo da pressao arterial, efeito inotrépico negativo e
vasodilatacdo coronariana (HASKO e CRONSTEIN, 2004). Baseando-se
nestes estudos iniciais, na atualidade, a adenosina é empregada na clinica
para o tratamento de arritmias cardiacas, principalmente taquicardias
supraventriculares (WILBUR e MARCHLINSKI, 1997).



44

A adenosina modula vérios processos fisiolégicos nos mamiferos cujas
respostas sdo promovidas pela sua interacdo com receptores especificos
localizados na membrana celular. A partir dos estudos farmacologicos e de
biologia molecular, foi possivel caracterizar quatro subtipos de receptores de
adenosina denominados Aj, Aza, Az € A3 (OLAH e STILES, 1995). Os subtipos
A; e A; estdo acoplados a proteina G inibitéria, cuja ativacao promove inibicao
da adenilato ciclase. J& os receptores A,x € Ay estdo acoplados a proteina G
excitatoria cuja ativacdo promove estimulacdo da adenilato ciclase (OLSSON e
PEARSON 1990).

A ativagcdo do receptor Aza promove diversos efeitos incluindo,
vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria e de neutrofilos além de
reduzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (LEAL et al., 2008; LEWIS
et al., 1994; PRENTICE e HOURANI, 1996).

1.4 JUSTIFICATIVA

Os vasodilatadores diretos utilizados na clinica apresentam efeitos
adversos indesejados, 0 que contra-indica 0 seu uso em monoterapia para o
tratamento da HA. Além disso, tendo em vista que os farmacos utilizados para
o tratamento da HAP melhoram a qualidade e aumentam a expectativa de vida
do paciente porém ndo curam a doenca, o presente estudo foi proposto com a
finalidade de contribuir para o tratamento da HAS e da HAP através do
desenvolvimento de um novo derivado N-acilidrazbnico com mecanismo de

acao vasodilatadora envolvendo a ativacéo dos receptores A, de adenosina.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho consiste na investigacdo de um novo candidato
a farmaco vasodilatador para o tratamento da HAS e HAP que promova efeito
através da ativacao dos receptores A,a de adenosina.

1.5.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito vasodilatador in vitro, em anéis de aorta de ratos Wistar;

e Investigar o mecanismo de agao do derivado no musculo liso vascular de
ratos Wistar;

e Avaliar o efeito anti-hipertensivo durante tratamento prolongado em ratos
Wistar Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertenso (SHR);

e Investigar a afinidade do LASSBIi0-1027 para o receptor de adenosina
através do ensaio de competicdo com radioligantes;

e Avaliar a acdo do LASSBIi0-1027 na melhora da hipertrofia ventricular
direita decorrente da HAP induzida por monocrotalina em ratos;

e Avaliar a acdo do LASSBIi0-1027 na melhora da disfuncéo vascular
decorrente da HAP induzida por monocrotalina em ratos;

e Investigar o efeito do tratamento do LASSBio-1027 na melhora da HAP

induzida por monocrotalina através do ecocardiograma.
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2. Materiais e Métodos
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Ratos WKY, SHR e Wistar provenientes do biotério pertencente ao
Laboratério de Farmacologia Cardiovascular foram mantidos em sala com
temperatura (25°C) e umidade (50-60 %) controladas, em um ciclo de 12h/12h,
claro/escuro. Agua e racéo foram disponibilizadas sem restri¢&o.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e
Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro sob o
registro n°® DFBCICB 013.

2.2 Substancias

Fenilefrina, acetilcolina, glibenclamida, L-NAME e monocrotalina foram
adquiridos da Sigma Chemical (St Louis, MO, USA). ZM241385 foi adquirido da
Tocris Bioscience (Ellisville, MO, USA). Sulfoxido de dimetil (DMSO), eosina,
entellan, sirius red F3BA: MERCK & Co, Inc. (Whitehouse Station, NJ, USA);
éter etilico, NaCl, KCI, MgCl,, CaCl,, NaHCO3, Na,HPO,4, NaH,PO,4, KH,POy4,
dextrose, formaldeido, alcool etilico, xilol, acido acético glacial, HCI, NaOH,
acido fosfomolibdico, acido picrico, 6xido de mercurio (Il), sulfato de aluminio e
amonio, hematoxilina: Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

LASSBIio-1027, glibenclamida e L-NAME foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) (Merck Darmstadt, Germany).

2.3 Registro de tenséo isométrica de musculo liso arterial

Ratos Wistar machos pesando entre 200 e 280 g foram anestesiados
com éter etilico e entdo sacrificados por deslocamento da coluna cervical. A
porcéo toracica da artéria aorta foi retirada, dissecada através da remocédo do
tecido conjuntivo externo e dividida em anéis de 2 a 3 mm de comprimento. Os
anéis de aorta foram posicionados em duas garras metalicas no sentido

transversal (Figura 7). A porcéo inferior foi fixada a uma haste na cuba
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experimental e a superior conectada a um transdutor de forca (FT 03) para

registro de tenséo isométrica.

Figura 7: Representacdo esquematica de anel de aorta de rato posicionado em duas garras
metalicas: a porgao inferior fixa a uma haste na cuba experimental e a superior conectada a um

transdutor de tensao

As cubas experimentais (Figura 8) foram preenchidas com 10 ml de
solucdo Tyrode modificada constituida em (mM): NacCl, 123,0; KClI, 4,7; MgCly,
1,2; dextrose, 11,5; NaHCOs3, 15,5; CaCl,, 1,2, continuamente borbulhadas com
mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,) e mantidas a 37°C e pH 7,4.

Figura 8: Cubas verticais utilizadas para o registro de tensdo isométrica

A tensdo gerada foi digitalizada (Digidata 1322A) e os dados
armazenados em computador para posterior analise utilizando o programa
Axoscope 8.0 (Axon Instruments, Inc). Apos estabilizacdo das preparacdes por
120 minutos sob tensédo de 1 g, foi iniciado o protocolo experimental. Com o
objetivo de identificar a presenca ou auséncia de endotélio vascular, as
preparacdes foram expostas ao agonista ay-adrenérgico, fenilefrina (10 uM) e

guando atingido o platd da contratura, foi adicionada acetilcolina (10 pM) que
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promove relaxamento do vaso na presenca de endotélio. Portanto, um
relaxamento superior a 80% em resposta a acetilcolina indica a integridade do
endotélio, enquanto que um relaxamento inferior a 10% indica uma eficiente
remocdo mecéanica do endotélio. Apds a determinacdo do teste de integridade
do endotélio vascular, as prepara¢fes foram lavadas durante 30 minutos com a
solucdo nutridora e uma nova contratura foi induzida através da exposicdo a 10
MM de fenilefrina. Apds a estabilizacdo da contratura induzida pela fenilefrina,
concentragdes crescentes do LASSBIio-1027 (1 a 300 uM) foram adicionadas
as preparagdes. Ao final do experimento, a reversibilidade do efeito
farmacolégico foi observada com a lavagem das preparac¢des por 30 minutos,
seguida de nova exposicao a fenilefrina.

Para avaliacdo do mecanismo vasodilatador de LASSBi0-1027, os anéis
de aorta foram pré-incubados com L-NAME, inibidor da oxido nitrico sintase
(100 pM); glibenclamida, inibidor dos canais de potassio sensiveis a ATP (5
uM); glibenclamida (5 uM) + L-NAME (100 puM); ZM 241385, antagonista

seletivo dos receptores de adenosina do tipo Aza (100 nM)

2.4 Avaliacdo do efeito anti-hipertensivo durante tratamento prolongado

Ratos WKY e SHR machos com 12 semanas de idade foram
selecionados ao acaso para avaliacdo do efeito anti-hipertensivo in vivo. O
tratamento foi realizado diariamente, com uma uUnica dose diaria, do derivado
LASSBIi0-1027 por via intraperitoneal (10 mg/kg) ou oral (gavagem, 20 mg/kg)
durante 14 dias consecutivos. A pressdo arterial sistdlica (PAS), diastdlica
(PAD) e média (PAM), além da frequéncia cardiaca (FC), foram medidas
através do meétodo indireto de forma n&o invasiva, na cauda do animal
utilizando um pletismografo (modelo LE 5001 Pressure Meter). Os animais
foram aclimatizados previamente no recipiente de contencdo (conforme
ilustrado na Figura 9), por um periodo de trés dias e a média da PAS, PAD e

PAM dos trés dias do pré tratamento foi utilizada como controle da PA.



50

Figura 9. Medida da PA de forma néo invasiva na cauda do animal.

Este recipiente permitiu a exteriorizacdo da cauda do animal para que o
manguito e o sensor de fluxo sanguineo fossem posicionados na porgao
proximal da cauda. Antes da afericdo da PA, os animais foram mantidos sob
uma fonte de calor irradiante (cerca de 39° C) para producao de vasodilatacéo.
As medidas foram feitas 24 horas ap6s a administracdo do derivado.

2.5Ensaio de competicdo com radioligantes

O ensaio de competicdo com radioligantes foi realizado pelo CEREP, o qual
utilizou LASSBIio-1027 (10 pM) e o0s receptores/células humanos
recombinantes. Células CHO expressaram o0 receptor A; e células
recombinantes humanas HEK-293 expressaram o0s receptores Axa € As.
Utilizou-se os agonistas radioligantes: [?H]JCCPA (1 nM) para A;, [*H]CGS21680
(6 nM) para A e [***I]JAB-MECA (0,15 nM) para o As;. Os dados foram
expressos como porcentagem de inibicdo do controle especifico de ligacéo
obtido na presenca do LASSBIi0-1027 através da equacado: % inibicdo = 100 -

[(medida da ligacdo especifica /controle da ligacdo especifica) x 100].

2.6 Modelo animal de hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina

Para investigar o efeito do derivado LASSBIi0-1027 na melhora da disfuncéo
vascular e ventricular decorrente da HAP, a doenca foi induzida através da
administracdo de monocrotalina (MCT), um alcal6ide presente na planta
Crotalaria spectabilis, que produz lesdo endotelial nas artérias pulmonares
(THOMAS, 1998). Essa lesdo leva a um remodelamento da parede dos vasos,

maior resisténcia vascular pulmonar, e consequentemente hipertenséo
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pulmonar com hipertrofia ventricular direita. A MCT foi dissolvida em 1N HCI e
tamponada em pH 7,4. MCT foi administrada em dose Unica de 60 mg/kg por
via intraperitoneal em ratos Wistar. Apés 14 dias da administracdo da MCT,
iniciou-se o tratamento terapéutico com o derivado LASSBi0-1027 por 14 dias
consecutivos como mostrado na Figura 10. Os grupos experimentais (n = 6)
foram os seguintes: 1. administracdo de salina no dia da inducdo da doenca
(grupo controle); 2. administracdo de MCT e tratado com salina (grupo MCT +
salina); 3. administracdo de MCT e tratado com veiculo (grupo MCT + DMSO);
3. administracdo de MCT e tratado com LASSBIi0-1027 em diferentes doses por

via oral (gavagem) ou intraperitoneal.

Protocaolo Terapéutico

| I !

Injecéoi.p.de MCT Inicio do tratamento Término do tratamento

Figura 10. Esquema representativo do protocolo experimental realizado no modelo de HAP.
Monocrotalina (MCT) foi administrada em dose Unica i.p. 60 mg/kg para a inducdo da HAP em
ratos. O tratamento terapéutico foi iniciado apds 14 dias da inducdo da HAP. O tratamento
terminou no 28° dia.

2.6.1 Medida da presséo sistolica do ventriculo direito

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg) por
via intraperitoneal para a medida da pressdo no ventriculo direito. Esta
avaliacao foi realizada através de puncao direta no ventriculo direito utilizando-
se um cateter venoso (scalp weplast 19G) preenchido com soro fisioldgico
heparinizado conectado a um transdutor de presséo calibrado (MLT884, AD
Instruments, USA). A pressdo ventricular foi registrada e armazenada no
computador para posterior analise (Powerlab, AD Instruments, USA) utilizando
o programa Lab Chart (7.0 Version, AD Instruments). Apos a medida da
pressao intracavitaria, os ratos foram sacrificados para retirada do coracéo e
pulmdes a fim de realizar a analise histopatolégica. Além disso, o coracgao foi

pesado e dividido em duas partes: ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo
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junto com o septo intraventricular (VE + S). A artéria pulmonar foi retirada para

registro de tensédo isométrica conforme descrito no item abaixo.

2.6.2 Registro de tenséo isométrica de artérias pulmonares

Ap6s medida da pressao sistélica do ventriculo direito, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia com pentobarbital
sédico (40 mg/kg). A artéria pulmonar foi rapidamente retirada e transferida
para uma pequena cuba contendo solu¢do Tyrode modificada constituida de
(mM): NaCl, 123; KCI, 4,7; MgCl,, 1,2; KH2POy4, 1,2; dextrose, 11,5; NaHCOs3,
15,5; CacCl,, 1,2. As artérias foram posicionadas em hastes experimentais
dentro de cubas verticais preenchidas com 10 mL de solugcdo Tyrode
modificada continuamente borbulhada com mistura carbogénica (95% 02/5%
CO2), e mantida a 37°C. Uma das extremidades da haste foi conectada a um
transdutor de forca (Grass FT 03, USA) para o registro de tensao isometrica.
Os sinais gerados foram digitalizados (Digidata 1322, USA) e armazenados em
computador para analise através do programa Axoscope (Axon Instruments,
Inc, USA).

Apbs o periodo de estabilizacdo da preparacédo de 180 minutos, avaliou-
se a reatividade vascular da artéria pulmonar de animais com HAP. Estas
preparacdes foram expostas a concentracdes crescentes de fenilefrina (1 nM —
10 uM) que apods a estabilizacdo do platd da resposta contratil maxima foram
adicionadas concentracdes crescentes de acetilcolina (1 nM — 10 uM) para

avaliar a resposta vasodilatadora.

2.6.3 Anélise morfométrica das arteriolas pulmonares

2.6.3.1. Coloracdo com hematoxilina-eosina

Apés anestesia e sacrificio dos animais, os pulmdes direito e esquerdo
foram retirados e mantidos em solucao de formaldeido 10 % em tampéao-fosfato
para fixacdo. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em 3 banhos de
alcool etilico (70, 90 e 100 %) por 30 min cada e em seguida, o0 material passou
por 2 banhos de xilol por 30 min. A infiltracdo foi realizada em 2 banhos de

parafina a 60°C para em seguida serem emblocados. O tecido foi entéo
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seccionado em micrétomo (Lupe modelo MRP 03) em fragbes de 4 um. As
laminas foram mantidas na estufa durante 20 min a 60°C e em seguida,
passaram por trés banhos de xilol para retirada da parafina. Os cortes foram
hidratados em solu¢des com concentracdes decrescentes de alcool (100, 95 e
70%) durante 5 min e um unico banho de agua destilada também por 5 min.
Entdo os cortes histolégicos foram colocados em solucdo de hematoxilina de
Harris durante 5 min e lavados em agua corrente por 5 min. Em sequéncia, o
material passou rapidamente por um banho de alcool cloridrico 1%, usado para
tornar nitida a diferenca entre o citoplasma e o nucleo. Essas laminas foram
submetidas a um banho de eosina-floxina durante 1 min e, em seguida,
lavadas em agua corrente rapidamente e mergulhadas em agua acética. As
laminas foram mergulhadas em xilol por trés vezes durante 5 min e montadas
em balsamo de Entellan para observacdo em microscépio optico (Zeiss —
Axiostar-plus) com objetivas de 20 e 40 x. Com esta coloracao, o citoplasma
corou-se em tonalidade résea e o nucleo em purpura.

Em seguida, procedeu-se com a analise morfométrica das artérias
pulmonares as quais foram fotografadas por uma camera digital (modelo
Canon Power Shot A 620/610) acoplada ao microscopio 6ptico (modelo Zeiss
Axiostar plus). Utilizou-se aproximadamente 10 artérias pulmonares de cada
lamina (aumento de 40X) para avaliacdo da hipertrofia desses vasos. O
diametro dessas artérias variou entre 30 e 100 um. Foram calculadas a area
interna (Ai) e a area externa (Ae), utilizando o programa ImageJ. A area da
parede, em porcentagem, foi calculada através da seguinte férmula: [(Ae —
Ai)/Ae] x 100 (ZUCKERBRAUN et al, 2009). Foi calculada a média da area da
parede das artérias pulmonares da lamina correspondente a um (01) animal e

em seguida, obtida a média das diferentes laminas (n = 6 por grupo).

2.6.3.2. Coloracdo de Gomori

Apés anestesia e sacrificio dos animais, os pulmdes direito e esquerdo
foram retirados e mantidos em solucéo de formaldeido 10 % em tampéao-fosfato
para fixacdo. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em 3 banhos de
alcool etilico (70, 90 e 100 %) por 30 min cada e em seguida, o material passou

por 2 banhos de xilol por 30 min. A infiltracdo foi realizada em 2 banhos de
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parafina a 60°C para em seguida serem emblocados. O tecido foi entédo
seccionado em micrétomo (Lupe modelo MRP 03) em fragbes de 4 um. As
laminas foram mantidas na estufa durante 20 min a 60°C e em seguida,
passaram por trés banhos de xilol para retirada da parafina. Os cortes foram
hidratados em &gua desionizada e, em seguida, colocados em solucdo de
Bouin pré-aquecida a 56°C durante 15 minutos. Apds, seguiu-se com a
lavagem em agua corrente para remocao da cor amarela das sec¢bes. Em
sequéncia, corou-se com a solucao de hematoxilina férrica de Weigert durante
5 minutos. Posteriormente, apos lavagem em agua corrente durante 5 minutos,
corou-se em solucdo de coloracao tricromica durante 5 minutos. Por fim,
colocou-se em &cido acético a 0,5% durante 1 minuto e lavou-se as laminas.
Estas foram mergulhadas em xilol por trés vezes durante 5 min e montadas em
balsamo de Entellan para observacdo em microscopio optico (Zeiss — Axiostar-
plus) com objetivas de 20 e 40 x. Com esta coloragéo, foi possivel a avaliagéo
das fibras do tecido conjuntivo, musculares e colagenas. O procedimento
descrito consistiu num sistema de apenas um sO passo que combinou a
coloracdo citoplasmica e da fibra conjuntiva numa solugcdo de acido
fosfotlingstico/ acido acético. As seccdes de tecido foram tratadas em solucéo
de Bouin para intensificar a coloracdo final. Em seguida, procedeu-se a
coloracdo dos nucleos com hematoxilina férrica de Weigert, seguida por
corante acido vermelho (coloracdo do citoplasma e as fibras musculares) e
anilina azul (coloracdo das fibras de colageno). A lavagem em &cido acético
apos a coloracéo tornou as tonalidades da cor mais delicadas e transparentes.
Com esta coloracdo, 0os nucleos coram-se em preto, 0 citoplasma e tecido
muscular em vermelho e as fibras coladgenas em azul.

Em seguida, procedeu-se com a andlise morfométrica das artérias
pulmonares. As quais foram fotografadas por uma céamera digital (modelo
Canon Power Shot A 620/610) acoplada ao microscopio éptico de luz (modelo
Zeiss Axiostar plus). Utilizou-se aproximadamente 10 artérias pulmonares de
cada lamina (aumento de 40X) para avaliacdo da hipertrofia desses vasos. O
diametro dessas artérias variou entre 30 e 100 um. Foram calculadas a area
interna (Ai) e a area externa (Ae), utilizando o programa ImageJ. A area da
parede, em porcentagem, foi calculada através da seguinte formula: [(Ae —
Ai)/Ae] x 100 (ZUCKERBRAUN et al, 2009). Foi calculada a média da area da
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parede das artérias pulmonares de cada lamina e em seguida, obtida a média
das diferentes laminas. Cada lamina correspondeu ao tecido de um rato.

2.7 Ecocardiograma

A ecocardiografia € um método ndo-invasivo, que possibilita a
determinacdo do volume, massa e funcdo mecéanica do coragdo, através da
analise da anatomia e da funcéao sistélica e diastolica das camaras cardiacas.

Os exames foram conduzidos e analisados pelo mesmo observador
experiente, de maneira cega quanto ao tratamento que cada animal havia sido
submetido, antes e apds o periodo de tratamento. Todas as medidas foram
adquiridas em triplicatas sendo posteriormente calculados os valores medios.

As medidas e andlise ecocardiograficas foram realizadas durante o
experimento e as imagens foram guardadas meramente para fins ilustrativos.
Apés anestesia com pentobarbital sédico 60 mg/kg, os animais foram
tricotomizados na regido do torax e posicionados em decubito lateral, visando a
aquisicdo das imagens realizadas através de um ecocardiégrafo com Doppler
(Esaote, modelo Caris Plus, USA), com transdutor de 10 MHz ou com o
sistema de ultrasom de alta resolucdo Vevo 770 (FUJIFILMS VisualSonics,
Toronto, Canada), com transdutor de 11-24 MHz.

Para a medida das estruturas cardiacas, foram obtidas imagens em
modo unidimensional, orientada pelas imagens em modo bidimensional, com
transdutor em posicdo para-esternal. A analise da geometria cardiaca foi feita
por meio da utilizagdo do modo bidimensional em eixo curto ao nivel dos
musculos papilares para a mensuracao da area ventricular direita e esquerda
ao final da diastole, sendo analisados o0s seguintes parametros: area do VD,
diametro do VD, espessura do VD, area do VE, diametro do VE e diametro da
artéria pulmonar.

A avaliacdo do fluxo da artéria pulmonar foi obtida com o Doppler pulsatil
posicionado na via de saida do ventriculo direito, logo abaixo da valva
pulmonar, para obter o fluxograma do local analisado.

A partir do registro da curva de fluxo sistélico pulmonar, foi registrado o
tempo de aceleracdo, em ms (TAP) que representa o intervalo de tempo

medido do inicio até o pico maximo do fluxo pulmonar. Todas as medidas
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foram obtidas de acordo com os manuais da Sociedade Americana de
Ecocardiografia e da Associacdo Européia de Ecocardiografia (LANG et al.,
2006)

2.8 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + erro padrdo. A
concentracdo do LASSBIio-1027 necessaria para reduzir em 50% a contratura
induzida pela fenilefrina (ICso) foi determinada para cada experimento. A curva
concentragao-resposta foi ajustada pela seguinte equacao: ymax=ymin+ a/(1 + e
—xxolb) onde y é a porcentagem de tensdo isométrica; a = ymax — Ymin, b=
inclinacéo; e xo = ICso. O teste t de Student foi utilizado para comparar a mesma
concentragdo em duas curvas ou para a comparacdo de dois grupos
experimentais. Para a comparacdo de multiplos grupos, foi utilizado one-way
ANOVA e Newman-Keuls como post-test. Em ambos os testes, considerou-se
significancia estatistica p < 0,05. Os graficos foram construidos utilizando o

programa GraphPad Prism 5 para representar os dados obtidos.



3. Resultados
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do LASSBi0-1027 no musculo liso arterial

A atividade vasodilatadora do derivado LASSBio-1027 foi avaliada em
anéis de aorta de ratos Wistar. A contratilidade foi induzida pela fenilefrina (10
uM) em anéis de aorta com e sem endotélio. ApGs administrou-se
concentragbes crescentes do derivado LASSBIi0-1027, o qual promoveu
relaxamento em aortas pré-contraidas de maneira concentracdo-dependente
(Figura 11). A Clsp em anéis de aorta com endotélio foi de 6,89 £ 1,4 uM (n =
6). A remocédo do endotélio vascular reduziu a resposta vasodilatadora induzida
pelo composto, pois a Clsp aumentou para 154,7 + 17,4 uyM indicando que o
efeito vasorelaxante foi parcialmente dependente da integridade do endotélio

vascular.

100+ -e- com endotélio
8 80- -~ sem endotélio
(O]
£ 604
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LASSBI0-1027 (Log M)

Figura 11. Curva concentracdo-resposta do LASSBio-1027 em aorta de rato com e sem
endotélio, pré-contraido com fenilefrina. Dados representam a média =+ EP (n=6). *P<0,05

comparado ao experimento com endotélio.

Considerando o envolvimento endotelial para o relaxamento dos anéis
de aorta induzidos pelo derivado LASSBIi0-1027, investigou-se as vias de
sinalizacdo envolvidas no mecanismo vasodilatador. Anéis de aorta com
endotélio integro foram pré-incubadas com L-NAME, um inibidor da éxido
nitrico sintase, que reduziu o relaxamento maximo induzido pelo LASSBio-1027

para 9,1 £ 1,2% (Figura 12A). O pré-tratamento de aortas com endotélio integro
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com ZM241385, um antagonista seletivo do receptor A,a de adenosina,
promoveu um deslocamento da curva concentragdo-resposta para a direita e
reduziu o relaxamento maximo para 6,3 + 2,0% (Figura 12B). Estes resultados
sugerem que o LASSBIi0-1027 promove relaxamento através da producdo de

oxido nitrico mediada pela ativacao do receptor A, de adenosina.
A

100+ -e- com endotélio

-~ + L-NAME (100uM)
80+
60+
40+

20+

0-i=r‘}).

7 6 5 4 3
LASSBIi0-1027 (Log M)

% Relaxamento

100+ .
-e- com endotélio

80+ -~ + ZM 241385 (100nM)
60+
40-
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% Relaxamento

*
*
0- -3
7 6 5 4 3

ASSBIi0-1027 (Log M

Figura 12. Curva concentracdo—resposta do LASSBio-1027 em aortas com endotélio, pré-
contraidas com fenilefrina na presenca de (a) L-NAME (inibidor da éxido nitrico sintase) e (b)
ZM241385 (antagonista seletivo dos receptores A,,) . Dados representam a média £ EP (n=6).

*P< 0,05 comparado ao experimento com endotélio.

Também investigou-se 0 mecanismo pelo qual o LASSBIi0-1027 promove
vasodilatacdo na auséncia do endotélio vascular em aortas pré-incubadas com
glibenclamida, um bloqueador dos canais Karp. A glibenclamida reverteu quase
gue completamente o efeito do derivado como mostrado na figura 13. Estes

resultados sugerem que estes canais demonstram grande importancia para o
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efeito vascular pois, possivelmente, a ativacao do receptor Azx de adenosina no
musculo liso vascular pelo derivado culmine com a abertura dos canais de
Katp, induzindo a hiperpolarizagdo da célula e consequentemente,

vasodilatacao.

100+ .
-~ sem endotélio
*8 80 -~ + glibenclamida (5uM)
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NOA
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Figura 13. Curva concentragdo — resposta do LASSBIi0-1027 na auséncia do endotélio de
aortas pré-contraidas com fenilefrina na presenca da glibenclamida (bloqueador dos canais de
Katp). Dados representam média + EP (n=6). *P < 0,05 comparado ao experimento sem

endotélio.

Também avaliou-se o efeito vasodilatador do derivado em anéis de aorta
pré-incubadas com a associacdo de glibenclamida e L-NAME conforme
mostrado na Figura 14. Quando os dois blogueadores sao utilizados, observa-
se reversdo total do efeito vasodilatador promovido pelo LASSBio-1027
indicando a participacdo do componente endotelial e muscular liso para o efeito

vasodilatador do derivado.
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Figura 14. Curva concentracdo — resposta do LASSBio-1027 em aortas com endotélio, pré-

contraidas com fenilefrina na presenca de Glibenclamida + L-NAME. Dados representam a

média = EP (n=6). *P< 0,05 comparado ao experimento com endotélio.

3.2 Efeito do LASSB

i0-1027 durante tratamento prolongado

LASSBIi0-1027 foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) na dose de

(10 mg/kg/dia) em ratos WKY e SHR por 14 dias consecutivos. O derivado néo

promoveu alteracéo significativa da presséo arterial em ratos WKY (Figura 15).

No entanto, apoés

a continua administracdo do derivado por 14 dias

(administracédo i.p) em SHR, LASSBi0-1027 promoveu reducédo das PAS, PAD

e PAM sem alterar significativamente a frequéncia cardiaca (Tabela 9).

Tabela 9. Medidas dos parametros hemodinamicos apés tratamento por 14 dias com

Controle
(SHR)

10 mg/kg
L-1027
(SHR)

Conftrole
(WKY)

10 mg/kg
L-1027
(WKY)

LASSBI0-1027 em ratos WKY e SHR.
PS PD PAM FC
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)

2194+5,7 171,7+4,7 1872+4,8 419,5+10,7

18,0 £1,4* 955+ 4,1% 1033+3,1% 320,6+20,6

1402+7,7 1072+12,8 118,0+11,0 391,1+20,3

109,0+2,7 88,0£77  94,6+57 3982+11,8
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Houve reducao significativa da PAS e PAD de 219,4 + 5,7 para 118,0 +
1,4 mm Hg e de 171,7 £ 4,7 para 95,5 = 4,1 mm Hg, respectivamente quando
compara-se o dia zero e o0 14° dia de tratamento. Do mesmo modo, houve
reducdo da pressao arterial média de 187,2 + 4,8 para 103,3 + 3,1 mm Hg apos
14 dias de tratamento (Figura 15). O tratamento ndo alterou a frequéncia
cardiaca em ratos WKY nem em SHR. O mesmo protocolo experimental foi
realizado em SHR através da administragdo do derivado LASSBIio-1027 por via
oral (20 mg/kg/dia). SHR tratados por 14 dias apresentaram reducgdo
significativa dos parametros hemodinamicos sem alteracdo significativa da
frequéncia cardiaca como demonstrado na figura 16. A PAS reduziu de 221,3 +
2,6 (dia zero) para 135,4 =+ 8,9 mm Hg (p < 0,05) (dia 14). Do mesmo modo a
PAD reduziu de 179,0 * 6,8 (dia zero) para 104,5 £ 9,7 mm Hg (p < 0,05) (dia
14). Por fim a pressédo arterial média reduziu de 221, 1 + 7,6 (dia zero) para
113,1 + 5,6 mm Hg (p < 0,05) (dia 14).
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Figura 15. Ratos SHR e WKY tratados por via i.p. com LASSBIio-1027 (10 mg/kg/dia) por 14
dias. Efeitos sobre (a) pressao sistolica, (b) pressdo diastdlica e (c) pressédo arterial média.

Dados representam * média EP (n=6). *p < 0,05 comparado ao dia zero.
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Figura 16. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados por via oral com LASSBio-

1027 (20 mg/kg/dia) por 14 dias. Efeitos sobre presséao sistélica, diastolica e arterial média e (b)

frequéncia cardiaca. Dados representam média £ EP (n=6). * P < 0,05 comparado ao dia zero.

3.3. Ensaio de competicdo com radioligantes

A porcentagem de inibicdo da ligacdo do agonista [SH]JCCPA (1 nM) pelo
LASSBIi0-1027 (10 uM) para o receptor A; (n = 2) foi de 29,1%. Ja a
porcentagem de inibicdo da ligacdo do agonista [3H]CGS21680 (6 nM) pelo
LASSBIi0-1027 (10 uM) para o receptor Axa (n = 2) foi de 47,5%. A ligagdo do
agonista [125I]JAB-MECA (0.15 nM) para o receptor Az foi inibida em 67,5%
pelo LASSBi0 1027 (10 uM).
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3.4 Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP)

3.4.1. Tratamento terapéutico por 14 dias com LASSBIio-1027 através da via

intraperitoneal

Com a finalidade de avaliar o efeito do derivado LASSBio-1027 na
reversdo da HAP, a doenca foi induzida através da administracdo de MCT em
modelo animal (ratos Wistar). ApGs 14 dias da injecdo de MCT, iniciou-se o
tratamento com LASSBIi0-1027 com a administracdo i.p. diaria na dose de 20
mg/kg. Observe na figura 17, registro representativo do aumento da PSVD
apos estabelecimento da HAP. A PSVD nos animais controle foi de 25,34 +
1,95 mm Hg enquanto os animais doentes tratados com salina ou DMSO
apresentam respectivamente, 49,04 + 6,18 e 42,50 £ 2,43 mm Hg. O
tratamento com LASSBIi0-1027 (20 mg/kg) promoveu reducao significativa da
PSVD para 26,55 + 1,65 mm Hg.

100—

Controle MCT + Salina MCT +DMSO MCT+ LASSBio-1027

Figura 17. Registros representativos da PSVD (mmHg) de rato controle (salina), rato com HAP
(MCT + salina), rato com HAP tratado com o veiculo (MCT + DMSO) e rato com HAP tratado
com LASSBI0-1027 20 mg/kg i.p.

Além da afericdo da PSVD, também avaliou-se 0s seguintes parametros:
peso do VD, da relacdo entre o peso do VD e 0 peso do animal e da relacéo
entre o peso do VD e o peso de VE + S (Figura 18). Houve aumento
significativo do peso do coracdo, do VD e da relacdo VD/peso demonstrando
gue os animais com HAP apresentam hipertrofia do VD que consiste em uma
das alteracdes decorrentes do aumento da resisténcia das artérias pulmonares
na HAP. Estes parametros foram revertidos com o tratamento com LASSBIio-

1027 (20 mg/kg i.p). indicando reducgéao da hipertrofia do VD.
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Figura 18. Pardmetros avaliados em modelo de HAP apds o tratamento terapéutico com
LASSBIi0-1027 20 mg/kg i.p. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao MCT +

DMSO. Dados representam a média + EP de 6 experimentos
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Sabendo que além da hipertrofia ventricular direita, uma outra alteracao
caracteristica na HAP € a lesdo endotelial provocada pelo aumento da
resisténcia vascular, avaliou-se a reatividade vascular de anéis de artéria
pulmonar dos animais controle, doentes e dos doentes tratados com LASSBio-
1027 (20 mg/kg i.p.) (Figura 19). Nao houve diferenca significativa na
contratura induzida por concentragbes crescentes de fenilefrina nos grupos
MCT+ DMSO e MCT+ LASSBI0-1027 quando comparados ao controle. Ja o
relaxamento maximo induzido pela acetilcolina em anéis de artéria pulmonar de
ratos com HAP tratados com o veiculo (MCT + DMSO) foi significativamente
reduzido para 33,54 + 6,73 % quando comparado ao grupo controle que foi de
62,78 + 1,54 %, porém foi recuperado no grupo HAP tratado com LASSBio-
1027 para 59,00 £ 5,29 % (p<0,05). Estes resultados estdo expressos na
tabela 10.
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Figura 19. Efeito do tratamento terapéutico com LASSBIi0-1027 20 mg/kg i.p. na reatividade de
anéis de artéria pulmonar de ratos com HAP. *p<0,05 comparado ao MCT + DMSO. (A) curvas
concentracdo-resposta mediante concentracdes crescentes de fenilefrina e (B) curvas

concentracao-resposta mediante concentragdes crescentes de acetilcolina. Dados representam

a média £ EP de 6 experimentos.
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Tabela 10. Reatividade e relaxamento de artéria pulmonar apés o tratamento terapéutico com
LASSBI0-1027 20 mg/kg i.p.

CEsp fenilefrina (uM)  CEsg acetilcolina (uM)  Rmax acetilcolina (%)

Controle 0,103 +£ 0,010 1,378 + 0,027 62,78 £ 1,54

MCT + DMSO 0,311 + 0,040 ND 33,54 + 6,73*

MCT + LASSBio-

#
1027 0,284 + 0,021 2,026+ 0,074 59,00 £ 5,29

CEs50: concentracdo eficaz média; Rmax: relaxamento maximo a 10 uM de acetilcolina; *p<0,05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao MCT + DMSO; ND: ndo determinado.

3.4.2 Analise morfométrica das arteriolas pulmonares

ApoOs a analise morfométrica das artérias/arteriolas pulmonares dos
animais controle observou-se uma porcentagem de area da parede de 61,87 +
2,29. Ja nos animais submetidos ao modelo de HAP tratados com salina ou
DMSO observou-se aumento significativo da area da parede dos vasos para
8343 £ 125 % e 86,34 + 1,93 %, respectivamente indicando o
desenvolvimento de hipertrofia da parede vascular, caracteristico da HAP. Ja
nos animais doentes tratados com LASSBIio-1027 20 mg/kg por via i.p.
observou-se reducao significativa da area da parede vascular para 66,00 +
2,89, indicando reducéo significativa da hipertrofia da parede vascular (Figura
20).

100+ *
Bl Controle

Bl MCT + Salina
B MCT + DMSO
Bl MCT + L-1027 20 mag/kg

40

204

Espessura da parede (%)

Figura 20. Andlise morfométrica das artérias pulmonares de ratos com HAP ap0s o tratamento
terapéutico com LASSBIi0-1027 20 mg/kg, i.p.
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3.4.3. Tratamento terapéutico por 14 dias com LASSBio-1027 através da via
oral.

Baseado no interesse do desenvolvimento de farmacos que possam ser
administrados por via oral e nos bons resultados obtidos com o tratamento por
via intraperitoneal do derivado LASSBIi0-1027 para o tratamento da HAP, houve
interesse na avaliagdo do mesmo através da administracdo por via oral.

Entdo, utilizou-se o protocolo experimental descrito anteriormente
porém com a administracdo de LASSBIio-1027 por via oral diria nas doses de
25, 50 e 75 mg/kg/dia por 14 dias consecutivos. O tratamento com a substancia
promoveu reducao significativa da PSVD, do peso do VD, da relacdo entre o
peso do VD e o peso do animal e da relagéo entre o peso do VD e o peso de
VE + S (Figura 21). Esses resultados também indicam eficacia do derivado no

tratamento oral da HAP.
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Figura 21. Parametros avaliados em modelo de HAP apés o tratamento terapéutico com

LASSBI0-1027 nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg v.o. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05

comparado ao MCT + DMSO. Dados representam a média = EP de 6 experimentos.
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A reatividade das artérias pulmonares foi investigada nos diferentes
grupos experimentais através da exposi¢do a concentracdes crescentes de
fenilefrina e acetilcolina (Figura 22). O relaxamento maximo induzido pela
acetilcolina em anéis de artéria pulmonar de ratos com HAP tratados com
veiculo (MCT + DMSO) reduziu significativamente para 36,82 + 5,88 % em
relacdo ao grupo controle que foi de 62,78 + 1,54 %, porém recuperado nos
grupos tratados com LASSBIi0-1027 nas doses 25 (71,00 £ 3,02 %), 50 (55,67
+ 1,29 %) e 75 (65,00 + 0,02 %) mg/kg por via oral. Estes resultados estao
expressos na tabela 11.

Tabela 11. Reatividade e relaxamento de artéria pulmonar apés o tratamento terapéutico com
LASSBIi0-1027

CEs fenilefrina (uM)  CEsp acetilcolina (WM)  Rmax acetilcolina (%)

Controle 0,103 + 0,010 1,378 + 0,027 62,78 + 1,54
MCT + DMSO 0,357 + 0,022 ND 36,82 + 5,88*
MCT + LASSBio- .
1027 (25 oty 0,334 + 0,021 1,329 + 0,028 71,00 £ 3,02

MCT + LASSBio- y
1027 56 e 0,312 + 0,021 3,738 + 0,906 5567 + 1, 29

MCT + LASSBIo- 0,378 + 0,017 3.285 + 0,034 65,00 + 0,02"

1027 (75 mg/kg)

CEs50: concentracéo eficaz média; Rmax: relaxamento maximo a 10 pM de acetilcoling; *p<0,05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao MCT + DMSO; ND: n&o determinado.



Contragéo (%) Contragio (%)

Contracéo (%)

10 9 8 4 6 -5 4

100+

80+

60+

401

20+

04
-10

100+

-10

Fenilefrina (Log M)

9 8 -7 6 -5 -4
Fenilefrina (Log M)

9 8 7 6 5 -4

Fenilefrina (Log M)

72

1007 e Salina
¢ MCT + LASSBI0-1027 (25 mg/kg)
S 81 + MCT+DMsSO B
s p
£ 604 »
(]
5 4
3
& 201
0 e
10 9 -8 -7 -6 -5 -4
Acetilcolina (Log M)
1007 Salina
= sd * MCT + LASSBI0-1027 (50 mg/kg)
S 4+ MCT+DMSO
*
o * D
£ 604
()
5 40
8
& 204
O L] L] L]
-0 9 8 -7 6 -5 4
Acetilcolina (Log M)
1009 . salina
. + MCT + LASSBio- 1027 (75 mg/kg)
£ %1 . mcT+DMSO | =
[=] * *
£ 604
[=E]
&
o 404
u
& 20-
0 T T T T 1
-0 9 -8 -7 6 -5 -4

Acetilcolina (Log M)

Figura 22. Efeito do tratamento terapéutico com LASSBIio-1027 nas doses 25
mg/kg/p.o.(A,B), 50 mg/kg/p.o.(C,D), 75 mg/kg/p.o.(E,F) na reatividade de artérias
pulmonares de ratos com HAP. Curvas concentragdo-resposta mediante concentragdes
crescentes de fenilefrina e de acetilcolina. *p<0,05 comparado a MCT + DMSO. Dados

representam a média + EP de 6 experimentos.
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3.4.4 Analise morfométrica das arteriolas pulmonares

ApOs a analise morfométrica das artérias/arteriolas pulmonares dos
animais controle (Figura 23A) observou-se uma porcentagem de area da
parede de 62,50 + 1,27 %. J& nos animais submetidos ao modelo de HAP
tratados com salina ou DMSO observou-se aumento significativo da area da
parede dos vasos para 78,83 = 1,17 % e 79,34 + 1,93 %, respectivamente
indicando o desenvolvimento de hipertrofia da parede vascular, caracteristico
da HAP (Figura 23B e 23C ). J& nos animais doentes tratados com LASSBio-
1027 observou-se reduc¢do significativa da area da parede vascular para 69,00
+ 3,89; 68,50 + 3,27 e 61,83 * 3,83 %, respectivamente nos animais com HAP
tratados com as doses de 25, 50 e 75 mg/kg/dia, indicando reducao

significativa da hipertrofia da parede vascular.
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Figura 23. Andlise morfométrica das artérias pulmonares de ratos com HAP apdés o tratamento
terapéutico com LASSBIi0-1027. A: controle; B: MCT + salina; C: MCT + DMSO; D: MCT +
LASSBI0-1027 (50 mg/kg, v.0.); colora¢do de Gomori. *p<0,05 comparado ao controle; #p<0,05
comparado ao MCT + DMSO.
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3.5 Ecocardiograma

Ap0s o tratamento dos animais com HAP com veiculo ou LASSBio-1027,
realizou-se a avaliacdo ecocardiografica que possibilitou a obtencdo de
informacgdes relacionadas ao volume, massa e funcdo mecéanica do coracao.
Na Figura 24, observam-se imagens representativas de ecocardiografia do
coracgdo de ratos controle e com HAP. Nos animais com HAP tratados com o
veiculo, observa-se significativo aumento da espessura da parede do VD,
indicando a hipertrofia de VD, que foi revertida nos animais com HAP tratados
oralmente com LASSBIi0-1027 nas doses de 50 e 75 mg/kg.

Figura 24. Imagens de ecocardiografia do coracdo de ratos com HAP apds o
tratamento terapéutico com LASSBIio-1027 50 mg/kg v.o. A: controle; B: MCT +
DMSO; C: MCT + LASSBI0-1027. VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito.

Imagens representativas do fluxo pulmonar, ou seja, do fluxo sanguineo
na artéria pulmonar sdo apresentadas na figura 25. Os ratos com HAP tratados
com o veiculo apresentaram alteracdo do padrao de fluxo pulmonar, devido a
reducdo do tempo de aceleracdo. O tratamento oral com LASSBIio-1027 nas

doses de 50 e 75 mg/kg reverteu este parametro.
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Figura 25. Imagens do fluxo pulmonar de ratos com HAP apos o tratamento
terapéutico com LASSBIi0-1027 50 mg/kg v.o. A: controle; B: MCT + DMSO; C:
MCT + LASSBIio0-1027.

As seguintes alteracdes foram observadas atravées do exame de
ecocardiograma utilizando o equipamento Vevo: diametro da artéria pulmonar,
area do VD, espessura da parede do VD e tempo de aceleracdo do fluxo
pulmonar em ratos com HAP quando comparados ao controle.

O diametro interno da artéria pulmonar nos animais controle foi de 0,31 £
0,02 cm. Nos animais doentes tratados com DMSO houve reducéo do diametro
interno da artéria pulmonar (0,23 + 0,04 cm) resultante da proliferacdo das
células musculares lisas e hipertrofia da parede celular. J& no grupo tratado
com LASSBI0-1027 na dose de 50 mg/kg houve recuperacédo deste parametro
para 0,34 £ 0,02 cm (Figura 26).

Quanto a area do VD, os animais controle apresentaram area de 16,00 +
1,63 mmz2. Nos animais doentes tratados com DMSO houve aumento da area
do VD (23,43 £ 2,29 mm?) resultante da dilatacdo da camara cardiaca. Ja no
grupo tratado com LASSBIi0-1027 na dose de 50 mg/kg houve recuperacéo
deste parametro para 18,50 + 4,12 mm2. Nao houve alteracdo significativa na
area do VE (Figura 26).

A alteracdo da area do VD foi acompanhada por alteracdo na espessura
do VD, a qual foi de 0,42 + 0,08 cm. Nos animais doentes tratados com DMSO
houve aumento da espessura da parede do VD (0,84 + 0,07 cm) resultante do

aumento do trabalho cardiaco. Ja no grupo tratado com LASSBi0-1027 na dose
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de 50 mg/kg houve recuperacao deste parametro para 0,51 + 0,13 cm (Figura
26).

O tempo de aceleracéo do fluxo pulmonar foi de 28,83 + 5,07 ms no grupo
controle. Ja no grupo com HAP tratados com veiculo DMSO houve reducéo
deste valor para 15,75 + 1,07 ms. Houve recuperacdo deste parametro apds o
tratamento com LASSBIi0-1027 na dose de 50 mg/kg para 22,67 + 2,51 ms.
(Figura 26).
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Figura 26. Parametros avaliados na ecocardiografia, utilizando o equipamento Vevo,
de ratos com HAP ap6s o tratamento terapéutico com LASSBIi0-1027 na dose de 50
mg/kg p.o. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao MCT + DMSO.
Dados representam a média + EP de 6 experimentos.
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Ap6s o tratamento com LASSBIi0-1027 nas doses de 25 e 75 mg/kg,
realizou-se o exame de ecocardiograma com o0 equipamento Esaote para se
determinar as seguintes alteracdes: area do VD, didmetro do VD, espessura da
parede do VD, area do VE, didametro do VE e tempo de aceleracdo do fluxo
pulmonar.

A &rea (37,00 + 4,84 mm?) e a espessura do VD (0,15 + 0,01 cm) ndo foram
recuperadas no tratamento na dose de 25 mg/kg quando comparadas ao
controle que apresentou area de 30,20 + 3,03 mm?2 e espessura do VD de 0,11
+ 0,02 cm. Ja com o tratamento na dose de 75 mg/kg houve recuperacdo
destes parametros com valores respectivos de 34,20 + 2,95 mm?2 de area do
VD e 0,11 £ 0,01 cm de espessura do VD (Figura 27).

O tempo de aceleracdo do fluxo pulmonar foi de 25,50 = 7,50 ms no
grupo controle. J4 no grupo com HAP tratado com LASSBi0-1027 na dose de
25 mg/kg houve reducgéo deste valor para 14,55 + 2,07 ms. Porém, na dose de
75 mg/kg recuperou para 24,67 = 4,33 ms (Figura 27).
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Figura 27. Parametros avaliados na ecocardiografia, utilizando o equipamento Esaote,
de ratos com HAP apds o tratamento terapéutico com LASSBIi0-1027 nas doses de 25
e 75 mg/kg v.o. *p<0,05 comparado ao controle. Dados representam a média + EP de
6 experimentos.
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4. Discussao
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4.DISCUSSAO

4.1Hipertenséao Arterial Sistémica

LASSBIi0-1027 promoveu relaxamento vascular em anéis de aorta com
endotélio integro e em preparag8es desprovidas de endotélio vascular. O efeito
vasodilatador do derivado reduziu em aortas pré-incubadas com inibidor da
oxido nitrico sintase (L-NAME) indicando que a acdo vasodilatadora é
parcialmente dependente da integridade do endotélio vascular. Além disso,
infere-se que a producdo de NO é importante para o mecanismo vasodilatador
do derivado. LASSBIi0-1027 promoveu relaxamento em aortas de maneira
concentracdo-dependente provavelmente através da ativacdo do receptor de
adenosina A uma vez que em ensaio farmacologico de registro de tenséo
isomeétrica, ao pré-incubarmos anéis de aorta com o antagonista seletivo dos
receptores Aya, ZM 241385, observou-se inibicédo significativa da vasodilatacao
induzida por LASSBIi0-1027. Além disso, em ensaios de ancoramento
molecular, este derivado demonstrou interacéo para o receptor Aza.

A vasodilatacdo induzida pelo LASSBIio-1027 em aortas sem endotélio foi
bloqueada na presenca da glibenclamida, um inibidor do canal de Karp. Estes
achados sugerem que LASSBI0-1027 ndo somente pode ativar receptor Aza
localizado no endotélio vascular como também no musculo liso vascular de
aorta de ratos.

A adenosina é formada por uma ligacao glicosidica entre uma base purica
adenina e uma D-ribose (POLOSA, 2002). E gerada a partir do metabolismo do
trifosfato de adenosina (ATP) pela acdo de enzimas da familia das ecto-
nucleotidades, amplamente distribuidas pelo organismo e expressas em muitas
células incluindo plaquetas, células epiteliais, endoteliais e leucdcitos
(ELTZSCHIG, 2009).

Uma destas enzimas, a NTPDase -1 (ecto-apirase) também conhecida
como CD39, converte o ATP ou adenosina difosfato (ADP) em adenosina
monofosfato (AMP) que por sua vez sofre a acdo de uma ecto-5-nucleotidase
(CD73) gerando a adenosina, que € rapidamente convertida pela enzima

adenosina desaminase a inosina. A degradacdo desta Ultima pela purina
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nucleosideo fosforilase gera xantina que serd posteriormente metabolizada em
hipoxantina e acido urico (POLOSA, 2002).

A adenosina modula varios processos fisioldgicos nos mamiferos cujas
respostas sdo promovidas pela sua interacdo com receptores especificos
localizados na membrana celular. A partir dos estudos farmacolégicos e de
biologia molecular, foi possivel caracterizar quatro subtipos de receptores de
adenosina denominados Aj, Aza, Az € A3 (OLAH e STILES, 1995). Os subtipos
A; e A; estdo acoplados a proteina G inibitéria, cuja ativacdo promove inibicao
da adenilato ciclase. J& os receptores A,a € Ay estdo acoplados a proteina G
estimulatoria cuja ativagdo promove estimulacdo da adenilato ciclase (OLSSON
e PEARSON 1990).

Desta forma, LASSBIio-1027 interage com receptores A,a no endotélio
vascular, o qual promove ativagdo da proteina G estimulatéria. Esta ira ativar a
enzima adenilato ciclase — enzima intracelular aderida a membrana plasmatica
que catalisa a formacédo de 3’-5’ adenosina monofosfato ciclico (AMPc) a partir
do trifosfato de adenosina (ATP) — proporcionando um aumento da resposta
celular. Assim, apos a formacao do complexo ligante/GPCR, a subunidade a da
proteina Gs, que interage com o nucleotideo guanilico, catalisa a troca de GDP
por GTP, assumindo a forma ativa dessa isoforma. A por¢cdo a da proteina
desloca-se entdo do dimero By e ativa a adenilato ciclase, resultando no
aumento substancial da concentracdo de AMPc.

O AMPc, entéo, se liga a subunidade regulatéria da proteina quinase A
(PKA) e libera a subunidade catalitica que fosforila e ativa a enzima o6xido
nitrico sintase (eNOS). Esta enzima catalisa a conversdo do aminoacido L-
arginina que produz L-citrulina e 6xido nitrico (NO). O NO é um gas sollvel, e €
um importante sinalizador celular. Este se difunde para as células musculares
lisas adjacentes e ativa a enzima guanilato ciclase aumentando os niveis de
guanilato monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc se liga a subunidade
regulatéria da proteina quinase G (PKG) e libera a subunidade catalitica que
fosforila e abre canais de K* sensiveis a ATP. A partir da abertura desses

canais, ha efluxo de K* e hiperpolarizacéo da célula (Figura 28).
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Figura 28. Representac@o do mecanismo de a¢éo do LASSBio-1027.

Além da ativacdo de receptores nas células endoteliais, também héa
indicios que LASSBI0-1027 ative receptores A,a has células musculares lisas.
A via de sinalizacdo responsavel pela resposta vasodilatadora estaria
relacionada a fosforilacdo e abertura dos canais de Karp pela PKA — AMPc.

LASSBIi0-1027 mostrou poténcia vasodilatadora cerca de 10 vezes maior
(Clsp = 6,9 uM) que a substancia prototipo LASSBIi0-294 (Clsp = 74,0 uM)
sugerindo entdo, que a inversdo dos grupos funcionais ligados a subunidade N-
acilidrazona possivelmente facilitou a interacdo de LASSBIo para o receptor de

adenosina Axa.
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O receptor de adenosina A, esta localizado no endotélio vascular mas,
também no masculo liso vascular de aortas de ratos (IKEDA et al, 1997), e a
ativacdo dos receptores tanto no endotélio quanto no musculo liso vascular
esta envolvida na dilatagdo dos vasos (PRENTICE e HOURANI, 1996). A
ativacdo do receptor A,a endotelial, que estd acoplada a uma proteina G
estimulatoria, induz a liberacdo de NO através da ativacdo da via adenilato
ciclase-PKA (RAY e MARSHALL, 2006). Contudo, a ativacédo destes receptores
nas células musculares lisas potencializa a ativacdo do AMPc e PKA, os quais
fosforilam e abrem canais de Karp. Este efeito, por sua vez, causa
hiperpolarizacédo da célula e consequente vasodilatacdo (DUBEY et al, 2001).
Por isto, ao bloquear estes canais com glibenclamida observou-se reversao do
efeito vasodilatador promovido pelo LASSBio-1027.

O mecanismo de acdo proposto foi corroborado pelos ensaios de
competicdo com radioligantes o qual demonstrou que LASSBIio-1027 deslocou
47,5 % o ligante seletivo radiomarcado [*H] CGS21680 para o receptor Az e
67,5 % o ligante [*?°1] AB-MECA para o receptor As.

A ativacdo do receptor A,n promove diversos efeitos incluindo,
vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria e de neutréfilos aléem de
reduzir a formacado de espécies reativas de oxigénio (LEWIS et al, 1994;
PRENTICE e HOURANI, 1996; LEAL et al, 2008). Ja os efeitos farmacoldgicos
via ativacdo dos receptores Az ainda sdo pouco conhecidos. Dados da
literatura sugerem efeito cardioprotetor dos receptores Asz apO0s ensaios de
isquemia em modelos animais, porém o mecanismo responsavel por este efeito
ainda é desconhecido. (LIU et al, 1994; STAMBAUGHET et al, 1997; TRACEY
et al, 1997).

Auchampache e colaboradores propuseram que agonistas dos
receptores A; poderiam interagir com o receptor Az desempenhando um papel
cardioprotetor na injuria isquémica (AUCHAMPACH et al, 1997; TRACEY,
1997). J& que no sistema cardiovascular, a ativacdo do receptor A; promove
acles inibitérias no coracdo como, bradicardia e inotropismo negativo,
consequentemente reduz o débito cardiaco (WEBB et al,1990). No entanto,
apesar de ja estar descrito que o0s receptores Az sao encontrados em
cardiomidcitos (ZHOU et al, 1992; WANG et al, 1997), o seu papel funcional

permanece desconhecido. Entretanto, estudos farmacolégicos ja demonstram a
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participacdo de PKC e canais de K" sensiveis ao ATP (TRACEY et al, 1998)
em resposta a estimulacdo dos receptores As.

Além do efeito vasodilatador in vitro, LASSBio-1027 também demonstrou
efeito anti-hipertensivo in vivo. Tratamento com LASSBIi0-1027 reduziu a PAM
em SHR mas ndo em ratos WKY. Um dado importante é que LASSBio-1027
ndo promoveu alteracdo significativa da frequéncia cardiaca em ratos normais
nem em SHR, o que sugere sua acdo sob o0 receptor Aza, Uma vez que a
ativacdo promove vasodilatacdo sem inducdo de taquicardia reflexa como
efeito compensatdrio.

Uma hip6tese para explicar este fenbmeno seria a participacdo dos
receptores A;a em areas cerebrais. Alguns autores sugerem gque 0s receptores
Aoa desempenham um papel primordial na regulacdo de areas cerebrais
localizadas nas regides pré-sinapticas, poés-sinapticas e/ou nao-sinapticas
(SEBASTIAO e RIBEIRO, 2000). Uma dessas areas cerebrais na qual os
receptoesr Aza podem ser encontrados € no nucleo do trato solitario (NTS),
localizado na porgdo dorsomedial da medula oblonga. A estimulagédo dos
receptores A;p no NTS modula distintas respostas regionais simpaticas
promovendo reducdo da pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca
(BARRACO et al, 1991). Portanto, a ativacdo dos receptores A,a promovem,
mais especificamente, reducdo da atividade do nervo simpatico renal e do
nervo simpatico pés-adrenal (SCISLO e O'LEARY, 2005).

Varios estudos sugerem que o efeito hipotensor da ativacdo dos
receptores Aa no NTS € mediada via liberacdo de glutamato de terminais
aferentes e/ou de interneurdnios intrinsecos do NTS envolvidos na transmissao
do sistema baroreflexo (BARRACO et al, 1996; CASTILLO-MELENDEZ et al,
1994; THOMAS et al, 2000).

Portanto, o planejamento do LASSBIi0-1027 com efeito através da
ativacdo dos receptores de adenosina An mostrou que é possivel o
desenvolvimento de novos vasodilatadores diretos, agonistas dos receptores
Aza, 0S quais sdo isentos do efeito compensatério (taquicardia reflexa). Este
efeito adverso é inerente a classe de farmacos vasodilatadores direto
disponiveis na clinica e contra-indica a prescricdo desta classe em

monoterapia.
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Além disso, parece que LASSBIio-1027 promove efeito hipotensor em
SHR e ndo em ratos WKY uma vez que animais espontaneamente hipertensos
apresentam reducao da producdo da adenosina. Dubey e colaboradores (1997)
descreveram o aumento da atividade da adenosina desaminase, responsavel
pela degradagcdo da adenosina o que contribui para os baixos niveis de
adenosina extracelular em células musculares de aorta e arteriolas renais em
SHR. A desregulacdo da adenosina extracelular em células musculares lisas
de SHR contribui para reforcar a resposta proliferativa que esta envolvida na
fisiopatologia do remodelamento vascular induzido pela HA, pois a adenosina
derivada do meio vascular inibe o crescimento celular (ABIRU et al, 1991).
Sendo assim, o desenvolvimento de um novo agonista do receptor de
adenosina, especialmente agonista Aza, € muito importante, visto seu efeito
vasodilatador e antiproliferativo.

Muitos estudos tém descrito a sintese e o efeito anti-hipertensivo de
novos agonistas do receptor de adenosina do tipo A;a em SHR. Nestes
ensaios, os analogos da adenosina foram sintetizados a partir de modificacfes
estruturais da adenosina (CASATI et al, 1995, BONIZZONI et al, 1995).
Entretanto, Webb (1990) e colaboradores descreveram o desenvolvimento de
tolerancia ao efeito anti-hipertensivo ap6s administracdo de agonista do
receptor Aa por duas semanas.

O presente estudo descreve um composto inovador, LASSBi0-1027, que
€ classificado como um derivado N-acilidrazénico e ndo apresenta estrutura
similar a adenosina. Este composto € um agonista do receptor A,a 0 qual
promove uma acdo anti-hipertensiva sem alterar significativamente a
frequéncia cardiaca de ratos. A administracédo prolongada do derivado em SHR
nao promoveu tolerancia ao efeito anti-hipertensivo, sugerindo-o como um novo

candidato para o tratamento oral da HA.

4.2 Hipertensao arterial pulmonar

A adenosina € um importante intermediario de purinas e do metabolismo
energético e estd amplamente distribuida no organismo. Os niveis enddégenos
variam de 10 a 100 nM, apresentando niveis mais elevados na circulacdo

pulmonar (SAADJIAN et al, 1999). Os niveis extracelulares de adenosina
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aumentam consideravelmente em resposta a hipéxia (MOUDGIL, MICHELAKIS
e ARCHER, 2005). Entretanto pacientes com HAP apresentam niveis
plasmaticos de adenosina reduzidos na circulagdo pulmonar quando
comparados a individuos normais, indicando uma possivel deficiéncia na
sinalizacdo da adenosina em pacientes com HAP (SAADJIAN et al, 1999).

Em virtude dos efeitos benéficos de LASSBIi0-1027 como vasodilatador
em modelo animal de HAS decorrentes de seu provavel mecanismo de agéo in
vitro, que parece estar relacionado a ativacdo dos receptores A,a, foram
investigadas suas agdes em modelo animal de HAP induzido por MCT em
ratos, que tem sido o modelo mais utilizado nos dltimos 10 anos (UMAR et al,
2010).

A MCT é um alcaldide pirrolizidinico, sendo encontrada em mais de 20
plantas, especialmente em sementes de Crotalaria spectabilis, e que apos
metabolismo hepatico, forma um metabolito pirrdlico, denominado
monocrotalina pirrol (MCTP), que € responsavel pela sua pneumotoxicidade
(HUXTABLE, 1990). Apés a exposicao a MCT, a HAP e a hipertrofia do VD se
desenvolvem no curso de duas semanas subsequentes. Ratos tratados com
MCT desenvolvem espessamento da parede de artérias pulmonares levando
ao remodelamento vascular pulmonar e consequente aumento da resisténcia
vascular pulmonar e reduzida complacéncia dos vasos (JEFFERY e
WANSTALL, 2001). A reducdo da complacéncia arterial leva ao aumento da
pressdo no VD, causando hipertrofia dos midcitos cardiacos e remodelamento
ventricular direito (HUXTABLE, 1990; JEFFERY e WANSTALL, 2001; DHEIN et
al, 2002; BOISSIERE et al, 2005). Além disso, ap0s a exposi¢cdo a MCT,
também ocorre formacdo de microtrombos de plaguetas no interior de artérias
pulmonares contribuindo para aumentar a resisténcia ao fluxo pulmonar e o
trabalho do coracéo direito (HUXTABLE, 1990). A administracdo de MCT em
ratos também promove leséo endotelial, reduzindo a resposta vasodilatadora a
acetilcolina e ao carbacol (HUXTABLE, 1990; DHEIN et al, 2002; ALTIERE,
OLSON e GILLESPIE, 1986). A perda das funcdes endoteliais ocorre devido a
inducdo de apoptose de células endoteliais pulmonares pela MCTP (THOMAS
et al, 2000). A hiperplasia e a hipertrofia pulmonar, e consequentemente o
aumento do peso do pulméo, sdo acompanhadas pelo aumento dos contetdos

protéico e lipidico pulmonar em 55 e 86 %, respectivamente (HUXTABLE,
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1990). Dessa forma, a HAP induzida por MCT apresenta diversas similaridades
patoldgicas em relacdo a HAP humana, validando esse modelo animal para o
estudo de novas substancias que possam ser consideradas opcoes
terapéuticas potenciais para prevencao e/ou reversao da doenca.

De acordo com os resultados apresentados, a administracdo de MCT
induziu aumento da PSVD, do peso do VD, da relagéo entre o peso do VD e 0
peso do animal, indicando que os animais desenvolveram HAP e hipertrofia
ventricular direita (HUXTABLE, 1990; BOISSIERE et al, 2005; DHEIN et al,
2002). O tratamento prolongado tanto por via intraperitoneal quanto por via oral
com LASSBI0-1027 reduziu a hipertrofia do VD e disfungéo ventricular direita.
Provavelmente, o efeito vasodilatador de LASSBIi0-1027 reduziu a resisténcia e
a presséo vascular pulmonar, diminuindo o trabalho sistolico ventricular direito
e sua hipertrofia e dilatacdo da camara cardiaca.

Houve recuperacéo de lesdo endotelial da artéria pulmonar induzida pela
MCT apos tratamento com LASSBIi0o-1027 uma vez que recuperou-se a
resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina em ensaios de registro de
tensdo isomeétrica quando comparada a artéria pulmonar dos animais doentes.

A ecocardiografia transtoracica € amplamente utilizada para detectar HAP
em humanos e em animais (BOISSIERE et al, 2005). Na avaliacédo
ecocardiografica de ratos normais e de ratos com HAP, observa-se diminuicao
do diametro interno da artéria pulmonar dos animais doentes, indicando
hipertrofia desses leitos vasculares, assim como o aumento da area, espessura
da parede do VD, caracterizando sua hipertrofia (BOISSIERE et al, 2005). Os
animais que receberam injecdo de MCT também tiveram reducdo do tempo de
aceleracéo do fluxo pulmonar e alteracao do padréo do fluxo, que normalmente
apresenta um perfil arredondado e na HAP apresenta um perfil triangular,
sendo a maior diferenca observada no inicio da desaceleracdo, que passa a
ocorrer mais rapidamente (KOSKENVUO et al, 2010). Na HAP, a velocidade do
fluxo pulmonar aumenta e diminui rapidamente devido a rigidez da artéria
pulmonar e ao aumento do trabalho sistélico ventricular direito (KOSKENVUO
et al, 2010). O tratamento oral com LASSBIi0-1027 nas doses de 50 e 75 mg/kg
reverteu o aumento da area, espessura da parede e diametro do VD assim
como recuperou o diametro da artéria pulmonar indicando reducdo da

resisténcia vascular pulmonar e da hipertrofia ventricular direita.
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Os efeitos benéficos de LASSBIio-1027 em modelo animal de HAP
induzida por MCT devem ter sido decorrentes de seu provavel mecanismo de
acao in vitro, que parece estar relacionado a ativacdo dos receptores de
adenosina Aza.

Muitos estudos sugerem que a adenosina pode ser um potencial
regulador enddégeno no desenvolvimento da HAP por regular a proliferacédo de
células musculares lisas e a sintese de colageno, além da manutencao da
homeostase vascular na circulagéao sistémica. A interacado da adenosina com o
receptor A, € um potente vasodilatador sistémico com possiveis efeitos
similares na circulagdo pulmonar (SCHINDLER et al, 2005). Além disso, a
adenosina atuando através da via do AMPc inibe a sintese de colageno e a
hipertrofia vascular das células musculares lisas e fibroblastos cardiacos
(DUBEY et al, 2001).

Entéo, baseado nestas evidéncias, Xu e colaboradores propuseram em
2011 que a adenosina atuando via ativacdo dos receptores A,a regularia o
remodelamento vascular pulmonar e o desenvolvimento da HAP. Para isto,
avaliaram a hemodinamica, histologia e alteracbes ultra-estruturais no
remodelamento vascular pulmonar em camundongos knock-out para o receptor
Aza quando comparados aos camundongos selvagens. Os animais knock-out
desenvolveram aumento da pressao sistolica ventricular direita, e aumento do
diametro e espessura do ventriculo direito. Além de hipertrofia das células
musculares lisas e deposicado de colageno na tunica adventicia das arteriolas
pulmonares, revelados em microscopia eletrénica. Assim, foi proposto, que a
adenosina extracelular atuando via receptores A,a representa um importante
mecanismo regulador para o controle da HAP e do remodelamento vascular
pulmonar. Entdo, o desenvolvimento da HAP na auséncia dos receptores Aa
sugere que a ativacao seletiva dos receptores Apa parece desempenhar uma
importante estratégia terapéutica para o tratamento da HAP.

Portanto, o novo derivado N-acilidrazénico LASSBIio-1027 apresentou
efeitos benéficos na reversdo da HAP induzida por MCT em ratos. Seus efeitos
devem ter sido ocasionados pela ativacdo dos receptores de adenosina Aga,
gue além de levar a vasodilatacdo, também reduz a proliferacdo celular e o
remodelamento vascular. A vasodilatacdo pulmonar e a reducdo do

remodelamento promovem diminuigdo da resisténcia vascular pulmonar e da
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pressdo arterial pulmonar, gerando aumento da complacéncia ou
distensibilidade arterial, o que reduz a presséo, o trabalho ventricular direito e
sua hipertrofia através de uma via que pode ser uma nova estratégia

terapéutica para o tratamento da HAP.



90

5. Conclusoes
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir
gue o planejamento do derivado LASSBIi0-1027 como um novo candidato a
farmaco vasodilatador direto para o tratamento da HA e HAP foi bem sucedido.
LASSBIi0-1027 promoveu:
1.Vasodilatacdo em anéis de aorta mediado pela ativacao de receptores A, de
adenosina;
2.Reducdo da presséao arterial em SHR durante o tratamento prolongado in vivo
sem ativar 0s mecanismos compensatorios reflexos;
3. Reversao da disfuncdo e hipertrofia ventricular direita e reducdo da lesao
endotelial da artéria pulmonar de ratos com HAP induzida por MCT.
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Several N-acylhydrazone derivatives synthesized from safrole have been found to promote intense
vasodilation and antihypertensive activity, The present work describes the synthesis and antihyper-
tensive profile of 2-thienyl-3 4-methylenedioxybenzoyhydrazon e ( LASSBio- 1027), a new analogu e of the
lead compound 3.4-methylenedioxybenzoyl-2-thienylhydrazone. Thoracic aortas from Wistar-Eyoto
(WEY) rats and spontaneously hypertensive rats (SHR) were prepared for isometric ension recording.
Noninvasive blood pressure measurements were made during 14 days of intraperitoneal (10 mgfkg) o
oral (20 mglkg) administration of LASSBio-1027. LASSBio-1027 exhibited partially endothelium-
dependent vasorelaxant activity, which was attenuvated in the presence of -NAME, glibenclamide, or
ZM 241385, LASSBio-1027 exhibited an antihypertensive effect in SHR during 14 days of intraperitoneal
or oral administration, but did not induce a hypotensive effect in normotensive WEY rats. LASS Bio-1027-
induced vascular relaxation of aortas from WEKY rats was mediated by the activation of Azs adenosine
receplors, Docking studies and binding assays suggested that LASSBIo-1027 has alfinity for Ags and Ay
adenosine receplors. This new N-aoylhydrazone dervative represents a potential strategy for the
treatment of arterial hy pertension,
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