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RESUMO
ROCHA, Bruna de Souza. Avaliagcdo farmacolégica de novos derivados N-
acilidrazonicos em modelo animal de hipertensdo arterial sistémica. Rio de Janeiro,
2023. Dissertagdo de Mestrado. (Mestre em Ciéncias — area de concentracdo —
Cardiologia) — Programa de Po6s-Graduacdo em Cardiologia da Faculdade de

Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Introducdo: A hipertensdo arterial sistémica € uma condicdo multifatorial e
considerada fator de risco para disfuncdo cardiaca, encefélica, renal. A busca por
novas estratégias de prevencéao e tratamento de doencas cardiovasculares levou ao
planejamento e sintese de novas N-acilidrazonas para identificar agentes com
atividade vasodilatadora. Novas moléculas contendo selénio (—Se) foram projetadas
para melhorar a interacdo com o receptor de adenosina, sendo microelemento
essencial com propriedade antioxidante, o que poderia reduzir o estresse oxidativo
caracteristico da hipertensao.

Métodos: Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais
em pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro n. 017/19. A reatividade
vascular foi avaliada através do registro da tensdo isométrica da aorta toracica
proveniente de ratos Wistar machos (220-250 g) apds exposi¢cao a concentracdes
crescentes de cada derivado (0,1 - 100 uM). Para investigar o efeito anti-hipertensivo,
pressao arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) foram obtidas apdés administracdo intravenosa de 10 e 30 pmol.kg? dos
compostos selecionados LASSBIi0-2062 e LASSBIio-2063 em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR).

Resultados: As substancias LASSBIi0-2062, LASSBIi0-2063, LASSBIio-2075,
LASSBIi0-2076, LASSBIi0-2084, LASSBIi0-430, LASSBIi0-2092 e LASSBIi0-2093
promoveram vasodilatacdo com concentracdo eficaz média de 14,7 £ 5,2; 14,6 + 2,9;
18,7+9,6;8,8 £ 3,3; >100; 10,1 + 3,1; 37,8 £ 11,8; e 15,9 £ 5,7 uM, respectivamente.
LASSBIi0-2062 e LASSBIi0-2063 (30 umol.kg?) reduziram a PAM em SHR de 124,6 +
8,6 para 72,0 £12,3 mmHg e de 114, 2 + 2,3 para 87,4 = 7,5 mmHg, respectivamente.
O relaxamento vascular induzido pelo LASSBIio-2062 resulta da ativacdo de
receptores de adenosina As e da ativacéo direta/indireta dos canais de K. A acao
vasodilatadora de LASSBIi0-2063, além de apresentar o envolvimento de receptores
de adenosina As, também pode bloguear canais de célcio tipo L.

Concluséo: Os novos derivados N-acilidrazonicos LASSBio-2062 e LASSBIi0-2063
produziram vasodilatacdo e apresentaram efeito anti-hipertensivo devido a atuacao
em alvo farmacoldgico inovador, como o receptor de adenosina As.

Palavras-chave: Hipertenséo arterial sistémica, efeito vasodilatador, selénio, N-
acilidrazonas, canal de célcio, receptor de adenosina.



ABSTRACT
ROCHA, Bruna de Souza. Pharmacological evaluation of new N-acylhydrazonic
derivatives in an animal model of systemic arterial hypertension. Rio de Janeiro, 2023.
Master's Dissertation. (Master of Science — concentration area — Cardiology) —
Graduate Program in Cardiology at the Faculty of Medicine, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Introduction: Systemic arterial hypertension is a multifactorial condition and
considered a risk factor for cardiac, brain, renal dysfunction. The search for new
strategies for prevention and treatment of cardiovascular diseases led to the planning
and synthesis of new N-acilidrazones to identify agents with vasodilator activity. New
molecules containing selenium (-Se) were designed to improve interaction with the
adenosine receptor, being an essential microelement with antioxidant property, which
could reduce oxidative stress characteristic of hypertension.

Methods: protocols were approved by the Ethics Committee for the Use of Animals in
research of Federal University of Rio de Janeiro n. 017/19. Vascular reactivity was
evaluated by recording the isometric tension of the thoracic aorta from male Wistar rats
(220-250 g) after exposure to increasing concentrations of each derivative (0.1 - 100
MM). To investigate the antihypertensive effect, systolic, diastolic and mean arterial
pressure (MAP) and heart rate were obtained after intravenous administration of 10
and 30 pmol.kg? of the selected compounds LASSBIi0-2062 and LASSBIi0-2063 in
spontaneously hypertensive rats (SHR).

Results: The substances LASSBIi0-2062, LASSBIi0-2063, LASSBIi0o-2075, LASSBio-
2076, LASSBIi0-2084, LASSBIi0-430, LASSBIi0-2092 and LASSBIi0-2093 promoted
vasodilation with a mean effective concentration of 14.7 £ 5.2; 14.6 + 2.9; 18.7 £ 9.6;
8.8 £ 3.3; >100; 10.1 + 3.1; 37.8 £ 11.8; and 15.9 + 5.7 uM, respectively. LASSBIo-
2062 and LASSBIi0-2063 (30 pmol.kg™) reduced MAP in SHR from 124.6 + 8.6 to 72.0
+ 12.3 mmHg and from 114.2 + 2.3 to 87.4 + 7.5 mmHg, respectively. LASSBio-2062-
induced vascular relaxation through the activation of adenosine As receptors and the
direct/indirect activation of K channels. The vasodilator action of LASSBi0o-2063, in
addition to showing the involvement of As adenosine receptors, can also block L-type
calcium channels.

Conclusion: The new N-acylhydrazone derivatives LASSBIi0-2062 and LASSBIo-
2063 produced vasodilation and promoted antihypertensive effect due to the activation
of the adenosine As receptor, an innovative pharmacological target to treat
hypertension.

Keywords: Systemic arterial hypertension, vasodilator effect, selenium, N-
acyhydrazones, calcium channel, adenosine receptor.
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1 INTRODUCAO
1.1 Hipertensdo Arterial Sistémica e Epidemiologia das Doencas

Cardiovasculares

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) € uma condi¢do clinica multifatorial,
influenciada por fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais, caracterizada
por niveis elevados e sustentados de presséao arterial, nos quais os valores de pressao
arterial sistélica (PAS) encontram-se maiores ou iguais a 140 mmHg e/ou de pressao
arterial diastolica (PAD) maiores ou iguais a 90 mmHg, além de ser fator de risco para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV) (Figura 1) (VII Diretriz
Brasileira de Hipertensao Arterial (DBHA), 2021).

A HAS pode estar associada a distarbios metabolicos, alteragfes funcionais
e/ou estruturais de 6rgaos-alvo, e pode ser agravada por outros fatores de risco, como
dislipidemia, obesidade, intolerancia a glicose e diabetes mellitus. Eventos como
morte subita, acidente vascular encefalico, infarto agudo do miocardio, insuficiéncia
cardiaca, doenca arterial periférica e doenga renal cronica podem estar relacionados
a HAS (VII DBHA, 2016). Além disso, também constitui importante fator de risco para
complicagbes cardiacas, cerebrovasculares, encefalicas, renais, vasculares e
alteracdes metabodlicas, sendo considerada um problema de saude publica em ambito

mundial (RADOVANOVIC et al., 2014, VI DBHA, 2010).

Categoria de Pressdo Arterial Sistélica (mmHg) Diastélica (mmHg)

PA OTIMA MENOR QUE 120 MENOR QUE 80

PANORMAL 120-129 80-384

HIPERTENSAOESTAGIO 2 160- 179 100- 109
HIPERTENSAO ESTAGIO 3 180 OU MAIOR 110 OU MAIOR

Figura 1. Categorias de Pressdo Arterial. (Adaptado). Fonte: Diretrizes Brasileiras de Hipertensao
Arterial — 2020. Barroso et al. Arq. Bras. Cardiol., v. 116, n. 3, p. 516-658. 2021.
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Assim, as DCV séo a principal causa de morte, hospitalizacdes e atendimentos
ambulatoriais em todo o mundo, até mesmo em paises em desenvolvimento como o
Brasil (DBHA, 2021, GLOBAL BURDEN OF DISEASE (GBD), 2016).

De acordo com os dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protegéo para
Doencas Croénicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), relativos ao ano de 2013, a
frequéncia de diagndstico prévio de HAS é de 24,1% no conjunto da populacéo adulta
das 27 capitais brasileiras estudadas, sendo pouco mais elevada em mulheres
(23,6%) do que nos homens (21,5%) (da SILVA et al., 2016). Segundo dados de 2021
do Departamento de Informéatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS), foram
registrados 39966 O6bitos por municipio de residéncia, decorrentes de doencas
hipertensivas no Brasil (Ministério da Saude (MS) - DATASUS, 2021).

No Brasil, resultados de um estudo sobre os processos de trabalho organizados
pela Estratégia Saude da Familia (ESF) para o enfrentamento de condi¢cdes cronicas,
como a HAS, mostraram que a reducéo na tendéncia das taxas de internacéo por HAS
no Brasil, no periodo de 2010 a 2019, foi correlacionado com 0 aumento na cobertura
da ESF (de OLIVEIRA et al., 2022). Isso significa que sdo importantes a deteccéo e o
tratamento da HAS nos seus estagios iniciais para que se evitem complicacdes,
principalmente cardiovasculares, para os pacientes, bem como melhora em sua
qualidade de vida e reducdo dos gastos com assisténcia especializada e de alta
complexidade no pais (de OLIVEIRA et al., 2022).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que em 2030
cerca de 23,6 milhdes de pessoas morrerdo em consequéncia de DCV
(RADOVANOVIC et al., 2014). Além disso, cerca de 1,4 bilhdo de pessoas em todo o
mundo sofram de hipertensao, que, no entanto, s6 esta controlada em 14% dos casos
(OPAS, 2022).

Em 2008, as DCV foram responséaveis por mais de 17 milhdes de o6bitos, dos
quais trés milhées ocorreram antes dos 60 anos de idade, e muitos poderiam ter sido
prevenidos (RADOVANOVIC et al., 2014). Em 2019, 18,56 milh6es das mortes no
mundo, deveram-se as DCV (Figura 2), indicando a importancia de se investir na
prevencgdo e tratamento das mesmas (INSTITUTE FOR HEALTH METRICS AND
EVALUATION (IHME); GBD, 2018-2019).
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Ndmero de mortes no mundo por causa (2019).

Cardiovascular diseases 18.56 million
Cancers 10.08 million
Respiratory diseases 3.97 million
Digestive diseases 2.56 million
Lower respiratory infections 2.49 million
Neonatal disorders 1.88 million
Dementia 1.62 million
Diabetes 1.55 million
Diarrheal diseases 1.53 million
Liver diseases 1.47 million
Kidney diseases 1.43 million
Road injuries 1.2 million
Tuberculosis 1.18 million
HIV/AIDS 863,837
Suicide 759,028
Malaria 643,381
Homicide 415,180
Parkinson's disease 362,907
Nutritional deficiencies | 251,577
Drowning [l 237,242
Meningitis il 236,222
Protein-energy malnutrition | 212,242
Maternal disorders ] 196,471
Alcohol use disorders || 168,015
Drug use disorders | 128,083
Fire | 111,292
Hepatitis | 79,176
Poisonings | 77,162
Conflict and terrorism | 62,985
Heat (hot and cold exposure) | 47,461
Natural disasters | 6,076
0 2 million 6 million 10 million 14 million 18 million
Source: IHME, Global Burden of Disease (2019) OurWorldInData.org/causes-of-death - CC BY

Figura 2. Nomero de mortes no mundo por causa, em 2019. Fonte: Adaptado de Institute for Health
Metrics and Evaluation (IHME); Global Burden of Disease.

1.2 Fisiopatologia da Hipertenséo Arterial Sistémica

A presséo arterial (PA) resulta do produto do débito cardiaco pela resisténcia
vascular sistémica (ou periférica) (HARRISON et al., 2021). Os niveis fisioloégicos de
PA sdo mantidos pela interacdo de elementos que incluem o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), as acfes dos peptideos natriuréticos e do
endotélio, o sistema nervoso simpatico e, até mesmo, o sistema imunolégico. Quando
ocorre alguma alteracdo nestes fatores, ha uma consequente variabilidade na PA,
podendo aumentar seus niveis (OPARIL et al., 2018).

O desenvolvimento da HAS envolve fatores genéticos, que predispdem o
individuo a tal condicdo, e ambientais, como alta ingesta de soédio e de bebidas
alcodlicas, tabagismo, estresse mental, além de o envelhecimento aumentar a
probabilidade dessa manifestacéo, devido ao enrijecimento das artérias (OPARIL et
al., 2018).

Pacientes com HAS podem apresentar aumento do débito cardiaco e/ou da
resisténcia vascular periférica. Além disso, é possivel que haja tanto o aumento da

liberagdo quanto da sensibilidade periférica aumentada a noradrenalina, bem como a
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redefinicdo dos barorreflexos e reducéo da sensibilidade dos barorreceptores (DPHIL;
SEAR, 2004).

Pode haver elevagdo do tdnus vascular pelo aumento da estimulagdo dos
receptores alfa-adrenérgicos ou da liberacdo de peptideos, como angiotensina ou
endotelinas, culminando no aumento da concentracéo do célcio (Ca?*) citosélico no
masculo liso vascular (MLV), levando a vasoconstricdo (DPHIL; SEAR, 2004). A
hipertensdo também esta relacionada a prejuizos na vasodilatacdo. Isso porque o
relaxamento vascular dependente da integridade do endotélio e da sintese e
sinalizacao de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador, que estao reduzidos na
hipertensdo (HARRISON et al., 2021).

1.3 Tratamento

O tratamento da HAS pode ser realizado através de terapias nao
farmacoldgicas e mudancas no estilo de vida, que podem incluir reducao do peso
corporal e do consumo de bebidas alcodlicas, realizagdo de atividades fisicas,
restricdo do sal, suspensao do tabagismo, melhora do padréo alimentar, controle de
dislipidemias e outras comorbidades (DBHA, 2021, NOBRE et al., 2013). Além disso,
em grande parte dos casos, € necessario iniciar uma terapia medicamentosa.

Para ilustrar, a Figura 3 resume 0s mecanismos de acdo de algumas das
classes de farmacos que atuam no componente vascular e sdo utilizados no
tratamento da HAS.
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Figura 3. Representagéo dos locais de agdo de vasodilatadores. Os vasodilatadores atuam em diversos
locais na célula muscular lisa vascular. Painel da esquerda: os bloqueadores dos canais de Ca?* e os
ativadores dos canais de potassio (K*) inibem a entrada de Ca?* nas células musculares lisas
vasculares ao diminuir a ativacdo dos canais de Ca?* do tipo L. Todos os inibidores da ECA,
antagonistas ATi, ai-antagonistas e antagonistas dos receptores de endotelina (ETa e ETs) diminuem
a sinalizacédo do Ca?* intracelular. O Ca?* citosélico diminuido resulta em menor contragdo do misculo
liso vascular, portanto em relaxamento. Painel da direita: os inibidores da ECA inibem a cininase Il (KIlI),
ocasionando aumento dos niveis de bradicinina. Os nitratos liberam NO, e outros inibidores de PDE5
inibem a fosfodiesterase (PDE). A adenosina ativa o receptor de adenosina do tipo Az2a. Todos esses
agentes provocam o relaxamento do musculo liso vascular. A forma ativa de cada enzima esta indicada
em italico e na cor azul. ai1= receptor ai-adrenérgico; ECA = enzima conversora de angiotensina; AT-I
= angiotensina |; AT-ll= angiotensina Il; AT1= receptor de angiotensina Il; CaM = calmodulina; eNOS =
Oxido nitrico sintase endotelial; ET-1 = endotelina-1; MLCK = cinase da cadeia leve de miosina; Miosina-
CL = cadeia leve de miosina (Adaptado de GOLAN et al., 2014).

De um modo geral, o tratamento farmacolégico de primeira linha para HAS
inclui um diurético tiazidico, ou semelhante a tiazidico, um inibidor da enzima
conversora de angiotensina ou bloqueador do receptor de angiotensina subtipo AT1,
e um bloqueador dos canais de calcio (CAREY et al., 2022). Outras classes de
farmacos anti-hipertensivos que também podem estar presentes em esquemas
terapéuticos sdo betabloqueadores, diuréticos de alca, diuréticos poupadores de
potassio, agonistas alfa-2 adrenérgicos de acdo central, blogueadores alfa-1
adrenérgicos e vasodilatadores diretos (NOBRE et al., 2013).

A DBHA (2021) indica que o tratamento farmacologico para hipertenséo arterial
(HA) pode ser iniciado com monoterapia, contudo a combinacdo de farmacos é a
estratégia terapéutica preferencial para a maioria dos hipertensos,
independentemente do estagio da HA e do risco CV associado. O inicio do tratamento

deve ser feito com combinacgao dupla de medicamentos que tenham mecanismos de
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acao distintos, exceto na associacdo entre diurético tiazidico e poupadores de
potassio. Caso a meta pressoérica ndo seja alcancada, ajustes de doses e/ou a
combinacdo tripla de farmacos estardo indicados. Na sequéncia, mais farmacos
deverdo ser acrescentados até ser alcancado o controle da PA (DBHA, 2021).

Apesar da efetividade e da eficacia comprovadas do tratamento anti-
hipertensivo, os indices de controle da HA ainda sao insatisfatorios na maioria dos
paises, inclusive o Brasil (GELDSETZER et al., 2019). A taxa de controle da HA no
Brasil varia de 43,7% a 67,5%, de acordo com estudo realizado na atencdo primaria
(PICON etal., 2017). Os motivos para a falta de controle dos hipertensos sao diversos,
mas um dos fatores de maior peso nesse cenario é a falta de adesao ao tratamento
por diferentes motivos. Esta falta de adesdo ao tratamento tem como principal
consequéncia a falta de controle da HA e, portanto, o aumento de les6es em érgaos-
alvo e da morbimortalidade cardiovascular. Essas consequéncias, por sua vez, tém
grande impacto econdmico, devido a maiores gastos de atendimentos de saude e
aposentadorias precoces. Dentre os fatores que influenciam diretamente na adesao
ao tratamento estédo incluidos o custo de aquisicdo, esquemas posolégicos complexos
e efeitos adverso. Estes fatores sao ainda mais significativos quando ha necessidade
de tratamento com multiplos farmacos (DBHA, 2021).

A respeito dos efeitos adversos, hd aumento da frequéncia cardiaca para
farmacos da classe dos antagonistas alfa-adrenérgicos e bloqueadores de canais de
calcio, da ativacéo do sistema nervoso simpatico para antagonistas alfa adrenérgicos,
bloqueadores de canais de célcio e diuréticos tiazidicos, ativacdo do SRAA para
bloqueadores de canais de calcio e diuréticos tiazidicos. Além disso, ha efeitos
desfavoraveis relacionados aos niveis plasmaticos de lipideos e glicemia para os
farmacos da classe dos diuréticos tiazidicos e para a maioria dos betabloqueadores
(LEONETTI; EGAN, 2012).

Adicionalmente, cerca de 12 a 15% dos pacientes hipertensos, apresentam a
hipertensao arterial resistente (HAR), que é definida como condi¢cdo que apresenta
niveis pressoricos acima de 140/90 mmHg mesmo com o uso de trés ou mais classes
de anti-hipertensivos com acdes sinérgicas, em doses maximas preconizadas ou
toleradas, sendo um deles preferencialmente um diurético tiazidico; e quando se
encontram em uso de quatro ou mais farmacos anti-hipertensivos, mesmo com a
pressdo arterial controlada (BRANDAO; NOGUEIRA, 2018).
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De um modo geral, e, por ser frequentemente assintomatica, a HAS pode
evoluir com alteracdes estruturais e/ou funcionais em 0Orgaos-alvo, como coracéao,
cérebro, rins e vasos. Com isso, pode-se destacar que a HAS e suas complicacdes
sdo muito relacionadas a disfuncdo endotelial, caracterizada pela baixa
disponibilidade de NO e pelo consequente desequilibrio local entre fatores de
relaxamento e constricdo de arteriolas, o que resulta em um aumento da resisténcia
vascular periférica (KANEL; LARSON, 1993; DBHA, 2021).

1.4 Desenvolvimento de farmacos

Neste contexto, € sempre importante a busca de novas estratégias para a
prevencéao e o tratamento de DCV. Assim, uma substéancia foi planejada pelo emprego
da estratégia de simplificacdo molecular e sintetizado a partir do safrol, principal
componente quimico do 6leo de sassafras, pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese
de Substancias Bioativas (LASSBio®) designada LASSBio-294 - 3,4-
metilenodioxibenzoil-2-tienilhidrazona, descrita como um inotrépico positivo
(BARREIRO, 2002, SUDO et al., 2001) e possivel alternativa terapéutica para
disfuncéo diastélica por reduzir a pressdo de enchimento ventricular ao favorecer o
aumento da recaptacdo de célcio para o reticulo sarcoplasméatico (COSTA et al.,
2010). De acordo com os resultados obtidos com o LASSBi0-294 no tratamento da
insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio em ratos normotensos e
hipertensos (COSTA et al., 2010, da SILVA, 2012, da SILVA et al., 2014, da SILVA et
al., 2017), em conjunto a ensaios de competicdo com radioligantes, foi identificado
gue seus efeitos estariam relacionados com a ativacao de receptores de adenosina
do subtipo A2a (da SILVA et al., 2017).

A adenosina, produto do metabolismo do trifosfato de adenosina (ATP),
promove vasoconstricdo ou vasodilatacdo de veias e artérias (SHETH et al., 2014).
Quando este metabdlito ou outro agonista se liga aos receptores Aza na superficie das
células do MLV, ha a ativacdo da adenilato ciclase (AC), o aumento da concentracao
de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e a ativacdo da proteina cinase A (PKA).
Consequentemente, ocorre a abertura de canais de K*, resultando na hiperpolariza¢éo
da membrana das células do MLV com consequente blogueio de canais de Ca?*
voltagem dependente, levando a reducéo do influxo de Ca?* e, assim, vasodilatacdo

(RADICO et al., 2014). O receptor da adenosina do tipo A2a também se encontra no
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endotélio vascular e, quando ativado, provoca a ativacdo da PKA, que por sua vez,
ativa a oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), levando a producao de NO, o qual se
difunde para a camada do MLV e induz a vasodilatacdo (LEAL, 2014, RAY;
MARSHALL, 2006) (Figura 4).

Agonistas do receptorde
adenosina

‘{ﬁl A2a Célula endoteliol - ' cof©
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Figura 4. Efeitos vasculares dos agonistas dos receptores de adenosina do subtipo Aza. A ativagéo de
receptores de adenosina do subtipo Aza ha superficie das células musculares lisas vasculares, ativa a
adenilato ciclase (AC), conduzindo a um aumento da concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) e da ativagdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA). Esta ultima resulta na abertura
do canal de potassio (K*), resultando numa hiperpolarizagao das células musculares lisas vasculares,
inibe a entrada de Ca?*, além de levar a formagdo de NO, produzindo assim vasodilatagdo. ATP =
trifosfato de adenosina (Adaptado de RADICO et al., 2014).

No entanto, além do receptor Aza, existem outros trés subtipos de receptores
de adenosina, denominados A1, A2z e As, todos pertencentes a superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCR), sendo que os subtipos A1 e As sao
acoplados a proteinas Gi/o, enquanto A2a e Az2s sédo acoplados a proteinas Gs. Assim,
enquanto a ativacdo de A2a e A2s aumenta a producdo de cAMP e ativa PKA, a
ativacado de A1 e Az inibe a producdo de cAMP e diminui a atividade de PKA (SHETH
et al., 2014).

Através de modificacdo estrutural do LASSBIio-294 por retroisosterismo
originou-se 0 LASSBI0-1027, que demonstrou ter efeitos terapéuticos via receptores
de adenosina Aza, bem como via subtipo Az, promovendo melhora da HA em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (LEAL et al., 2012). A ativacéo deste receptor,
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além de inibir a atividade da AC, via proteina Gi, também pode estimular, quando
acoplado a proteina Gq, a via da fosfolipase C (PLC), resultando na elevacédo dos
niveis intracelulares de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e céalcio. Além disso, através da
ativagdo de proteinas Gi/o, via subunidades Gy, resulta na ativacdo do canal de
potassio sensivel a ATP (Katp) e na reducéo da entrada de calcio no meio intracelular
(Figura 5) (NISHAT et al., 2016).

[ Gi/o
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Figura 5. Ativacdo dos receptores de adenosina, com destaque para o subtipo As. O receptor de
adenosina do subtipo As, quando acoplado a proteina Gi/o, ndo promove ativacdo da AC e,
consequentemente, reducdo da concentracdo de cAMP. Via subunidade Gy, promove ativacdo da
PLC, bem como ativacdo de canais de K* e bloqueio de canais de Ca?*. Quando acoplado a proteina
Gq, ativa a PLC e promove liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. AtAR= receptor de adenosina
do subtipo Az1; AsAR= receptor de adenosina do subtipo Az; A2sAR= receptor de adenosina do subtipo
Azs; A2aAR= receptor de adenosina do subtipo Aza; AC= adenilato ciclase; cAMP= adenosina
monofosfato ciclico; PLC= fosfolipase C (Adaptado de NISHAT et al., 2016).

Visto a eficacia do LASSBIi0-294, novas séries de analogos foram planejadas,
através de alteracbes em sua estrutura quimica, visando a obtencdo de novos
compostos com potencial vasodilatador para o tratamento da HAS e suas
complicagbes cardiacas. Tais substancias foram desenvolvidas com base no
bioisosterismo, que € uma estratégia da Quimica Medicinal para o desenho racional
de novos farmacos, como um processo especial de modificagdo molecular (LIMA;
BARREIRO, 2005).

Ao passo que o0 composto LASSBIi0-294 € um prototipo cardioativo com
atividade vasodilatadora dependente do endotélio vascular, seu analogo N-metilado,
denominado LASSBIo-785, apresentou maior poténcia para o efeito vasodilatador,

mas independente da integridade endotelial. Desse modo, nota-se que caracteristicas
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estruturais pontuais e modificacbes moleculares podem levar a obtencdo de uma
substancia com as propriedades desejadas (KUMMERLE et al., 2009, de MIRANDA,
2011, SILVA et al., 2005).

O desenvolvimento de novos compostos N-acilidrazonicos derivados do
LASSBIi0-294 com a substituicdo do atomo de enxofre (—S) pelo selénio (-Se) (Figura
5), que é o enfoque deste trabalho, foi realizado com o intuito de se encontrar uma
possivel melhora na interagdo entre a molécula e seu sitio de acdo. Ou seja, 0
bioisosterismo classico implementado teve como objetivo verificar se 0 aumento da
polarizabilidade do selénio levaria a uma restricdo conformacional maior durante a
interacdo que pudesse mimetizar a metilacdo (BARREIRO, 2021). Além disso, o
selénio € um microelemento essencial envolvido no sistema antioxidante do

organismo através da enzima glutationa peroxidase (GIERUS, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos compostos N-acilidrazonicos com a substituicdo
do atomo de enxofre (—S) pelo selénio (—Se) deveu-se ao fato de que a conformacao
do composto restrita pelo selénio junto do nitrogénio sp? da cadeia da N-acilidrazona
€ um fator de restricdo conformacional muito mais significativo do que quando se tem
0 enxofre. Este fato poderia assemelhar a conformacdo do derivado N-metilado
(BARREIRO, 2021) para melhorar a interagdo substancia-sitio de acao e,
consequentemente, aumentar a poténcia vasodilatadora da atividade bioldgica.
Adicionalmente, foi demonstrado que algumas das alteragdes estruturais propostas
para essa nova série de substancias poderiam gerar compostos que apresentam
mecanismo de a¢ao multialvo. Esta possibilidade favoreceria um dos problemas atuais
para o tratamento da HAS, que € a adesao dos pacientes a terapia medicamentosa.
A reduzida aderéncia ao esquema terapéutico se deve ao fato de o uso de mdltiplos
medicamentos e/ou de administracdes, efeitos adversos, para o adequado controle
da hipertensao arterial (DBHA, 2021).

Este trabalho apresenta a proposta de avaliacdo de novas substancias
candidatas a farmacos para o tratamento da HAS com o intuito de, possivelmente,

estabelecer uma monoterapia e reduzir a incidéncia de efeitos adversos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de novos derivados N-acilidrazénicos de LASSBio-294 na

reatividade vascular in vitro e possivel acdo anti-hipertensiva em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a reatividade vascular através do registro da tensédo isométrica de
anéis de aorta toracica isolada com e sem endotélio integro;

- Investigar os provaveis mecanismos envolvidos na acéo vasodilatadora;

- Determinar o efeito anti-hipertensivo dos derivados selecionados através do
registro de pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca apds administracéo intravenosa
em SHR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos aprovados pelo
Comité de Etica de Uso de Animais em Experimentacdo Cientifica do Centro de
Ciéncias da Saude da UFRJ sob numero 017/19. Ratos Wistar machos, ratos Wistar-
Kyoto (WKY) (grupo controle) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR, 12-15
semanas de idade), pesando entre 220 e 250 g foram mantidos em ambiente com
controle de temperatura e ciclos claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e racao

ad libitum.

4.2 Substancias

As substancias utilizadas foram sintetizadas pela Dra. Julia Galvez Bulhdes
Pedreira durante seu doutorado e apresentadas em sua tese, sob orientacdo e
supervisao do Prof. Dr. Eliezer Barreiro, coordenador cientifico do Laboratério de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, sendo os compostos denominados LASSBio-2062, LASSBIio-2063,
LASSBIi0-430, LASSBIio-2075, LASSBIi0-2084, LASSBIi0-2076, LASSBIi0-2092 e
LASSBI0-2093, dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) para a realizacdo dos

experimentos.

4.3 Experimentos in vitro
4.3.1 Reatividade vascular

O registro de tensdo isométrica de artéria aorta foi utilizado para a avaliagdo do
efeito das substancias na reatividade vascular. Ratos Wistar machos foram
eutanasiados para retirada da aorta toracica para, em seguida, ser seccionada em
anéis de 2-3 mm a serem posicionados em cubas experimentais contendo 20 mL de
solucéao Tyrode modificada constituida de (em mM): 123 NaCl; 4,7 KCI; 15,5 NaHCOs;
1,2 CaClz; 1,2 KH2PO4; 1,2 MgCl2; e 11,5 glicose (reagentes adquiridos da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil)); mantidos com mistura carbogénica (95% Oz e 5% CO2) a 37°C e
pH 7,4. Apos 2 horas de estabilizacdo com 1 g de tens&o inicial, os anéis foram
inicialmente expostos a 10 uM de fenilefrina (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)) para
promover contracdo maxima registrada, através do uso de transdutor de forca

(Digidata 1322A) e conectado a um sistema de aquisicdo (AXoScope 8.1,
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AxonInstruments, Inc). Em seguida, realizou-se exposi¢cdo a 10 uM de acetilcolina
(ACh) (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)) para induzir relaxamento que, quando igual
ou maior a 80%, representava a integridade funcional do endotélio vascular. No
entanto, quando os anéis de aorta submetidos a remocdo mecanica do endotélio
apresentavam relaxamento vascular menor ou igual a 10% em resposta a ACh, foram
considerados com auséncia de endotélio integro.

Apés a avaliacdo da integridade endotelial, as preparacdes foram lavadas
durante 45 minutos com a solugdo Tyrode modificada e uma nova contratura foi
induzida através da exposicdo a 10 uM de fenilefrina. Em seguida, as preparacoes
foram submetidas a exposicdo de concentracdes crescentes das substancias em teste
LASSBIi0-2062, LASSBIi0-2063, LASSBIi0-430, LASSBIi0-2075, LASSBIi0-2084,
LASSBIi0-2076, LASSBIi0-2092 e LASSBIi0-2093 (0,1 a 100 pM) para obtencao de
curva concentracdo-resposta para cada substancia e calculo da concentracdo eficaz
média (CEso) (PEREIRA et al., 2014; PONTES et al.,, 2012). Em alguns dos
experimentos, mesmo protocolo foi realizado ap6s remogédo mecénica do endotélio
para avaliar o envolvimento da integridade endotelial na acédo vasodilatadora dos

derivados.

4.3.1.1 Investigacao dos mecanismos envolvidos para acao vascular

Inicialmente, foi avaliado se o efeito das substancias era dependente da
integridade do endotélio vascular. Numa etapa seguinte, foi realizada a andlise da
acao de LASSBI0-2062 e LASSBI0-2063 na reatividade vascular, na presenca de
antagonistas de receptores de adenosina. Para tanto, os anéis de aorta foram
previamente incubados com 0,1 yM de ZM-241385 (Tocris Bioscience™ (Ellisville,
MO, USA)), um antagonista de receptor de adenosina A2a ou com 0,1 uM de MRE
3008F20 (Tocris Bioscience™ (Ellisville, MO, USA)), um antagonista de receptor de
adenosina As, antes da inducdo da contracao por fenilefrina.

Para a investigacéo da participacéo dos canais de K na acdo de relaxamento
vascular, efetuou-se a pré-adicao de 10 uM de glibenclamida (Sigma Co. (St. Louis,
MO, USA)), um bloqueador do canal Kate; 3 mM de 4-aminopiridina (4-AP) (Sigma
Co. (St. Louis, MO, USA)), um blogueador do canal de potassio voltagem-dependente
(Kv); 3 mM de cloreto de tetraetilamonio (TEA), um bloqueador do canal de potassio
dependente de célcio de alta condutancia (BKca) (Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)).
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O efeito das substancias LASSBIi0-2062 e LASSBI0-2063 na resposta contratil
vascular induzida pelo Ca?* foi investigada utilizando-se o seguinte protocolo: apés o
periodo de estabilizacdo das preparacdes durante 120 minutos, anéis de aorta
desprovidos de endotélio vascular foram mantidos em solucéo Tyrode modificada sem
CaClz por 15 minutos. Em seguida, esta solugdo foi substituida por outra
despolarizante contendo 40 mM de KCI e sem Ca?* acrescida de LASSBio-2062 ou
LASSBIi0-2063 (50 uM). Apos 15 min, adicionaram-se concentragdes crescentes de
CaClz (10 — 10 M) (PEREIRA et al., 2014).

4.3.2 Registro de tensao isométrica de musculo cardiaco

Ratos Wistar machos foram anestesiados para a realizacdo da retirada dos
musculos papilares do ventriculo esquerdo, que foram posicionados em cubas
experimentais contendo solucdo nutridora constituida em (mM): NaCl, 130; KCI, 5,0;
MgClz2, 1,0; dextrose, 5,6; NaHCOs, 24,8; CaClz, 2,5; NaH2POa4, 0,9 (reagentes
adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)); mantidos com mistura carbogénica (95%
de O2 e 5% de CO2) a 37°C e pH 7,4. Os musculos papilares foram estabilizados por
30 minutos sob estimulacéo elétrica de 50 V e 1 Hz, sendo os abalos captados por
um transdutor de tensdo, com dados digitalizados e armazenados em computador
(Powerlab, ADInstruments, Australia) para posterior andlise no programa Lab Chart
(versdo 7.0, ADInstruments, Australia). Ap6s 30 minutos de estabilizacdo, foram
adicionadas concentracdes crescentes de LASSBIi0-2062 ou LASSBIi0-2063 (1,0 — 50

MM).

4.4 Experimentos in vivo
4.4.1 Medida da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

Ap6s anestesia com cetamina (80 mg.kg?, por via intraperitoneal (i.p.))
(Cristalia®) e xilazina (15 mg.kgt, i.p.) (Syntec do Brasil LTDA), SHR e WKY foram
submetidos a introducdo de cateter na artéria cardtida direita preenchido com soro
fisiologico acrescido de heparina. O cateter conectado a transdutor de presséo
(MLT884, ADInstruments) possibilitou o registro da pressao arterial sistélica (PAS),
presséao diastélica (PAD), pressédo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).
As substancias LASSBIi0-2062 e LASSBIi0-2063 (10 e 30 umol.kg?, por via
intravenosa (i.v.)) foram administradas pela veia jugular esquerda nos animais, a fim

de se avaliar seus efeitos na pressao sanguinea. Para isso, foram preparadas
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solucdes de concentracédo de, aproximadamente, 30 e 100 mg.mL™! para que fossem
administradas as doses de 10 e 30 umol.kg, respectivamente. Todos 0s registros
foram obtidos através de um sistema de aquisicdo (Powerlab, ADInstruments,
Australia), utilizando-se o programa Lab Chart (versao 7.0, ADInstruments, Australia).

SHR foi 0 modelo animal de hipertensao utilizado neste trabalho, pois a doenca
vascular hipertensiva em SHR assemelha-se a hipertensdo humana essencial em
muitos aspectos, incluindo o seu aparecimento no decorrer do envelhecimento, bem
como as alteracbes hemodinamicas e complicagbes cardiovasculares que podem
induzir. Além de uma pressao arterial mais elevada e uma frequéncia cardiaca mais
rapida do que ratos normotensos da mesma linhagem (WKYs), os SHRs tém um peso
cardiaco maior, uma atividade de renina plasmatica semelhante ou menor e,
eventualmente, desenvolvem hiper-reatividade vascular a agentes vasopressores
(RICHER et al., 1978).

4.5 Anédlise estatistica

Os resultados expressos como média + erro padrédo da média (EPM) foram
analisados utilizando-se o programa Prism 6.0 (GraphPad, EUA). A concentracdo que
provocou 50% do efeito vasodilatador maximo (CEso) foi calculada para cada
substéancia testada. O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias obtidas
para cada concentracdo nas duas condicdes experimentais (endotélio ou sem
endotélio; presenca ou auséncia de inibidor) ou para a comparacao dos dois grupos
experimentais. Para analise estatistica da comparacdo de multiplos grupos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) com post-test Tukey. A diferenca entre os

grupos experimentais foi considerada estatisticamente significativa quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Reatividade vascular em anéis de aorta com e sem endotélio integro

As substancias N-acilidrazénicas foram avaliadas inicialmente quanto ao
potencial em produzir vasodilatacdo, comparativamente ao protétipo LASSBio-294,
que apresenta um anel 1,3-benzodioxola e um anel tiofeno. LASSBIi0o-294 e seus
derivados, cujas estruturas estdo representadas de modo genérico na Figura 7, foram
testados em anéis de aorta com e sem endotélio integro, que foram expostos a

concentracdes crescentes (0,1 — 100 uM) de cada um dos analogos.
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Figura 7. Estrutura do LASSBIi0-294 (A) e estrutura genérica indicando os pontos de alteracdo na
molécula deste composto (B), os quais originaram seus respectivos analogos, onde: “X"= S ou Se;
“Radical 1 (R1))"= -OCH20- ou - 3,4-OCHsou - 3-OCHsou - 4-OCHs; e “Radical 2 (R2)’= - H ou - CHs.

LASSBIi0-294 (100 yM) produziu relaxamento maximo de 73,0 £ 12,1%, e
apresentou a CEsp de 65,4 + 30,0 uM.

Na Tabela 1, encontram-se os valores de CEso para o precursor LASSBi0-294,
seu derivado LASSBI0-785, bem como 0s compostos correlatos com substituicdo do
—S por —Se em anéis de aorta com e sem endotélio integro.

LASSBI0-2062, analogo do LASSBIi0-294 no qual o anel tiofeno foi substituido
pelo anel selenofeno, produziu relaxamento maximo de 84,4 + 4,1% e apresentou
CEso menor que o obtido pelo LASSBIi0-294, ou seja, de 14,7 £ 5,2 uM (p< 0,05) em
anéis de aorta com endotélio. Essa alteracao também levou a melhora da resposta do
LASSBI0-2062 em anéis de aorta sem endotélio com reducao da CEso, comparado ao
LASSBI0-294 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de CEsp dos analogos do LASSBI0-294 em anéis de aorta com e sem endotélio.

Substancia R1 R> X CEso (UM) CEso (UM)
(com endotélio)  (sem endotélio)
LASSBIi0-294 -OCH,0O- H S 65,4 = 30,0 > 100*
LASSBIi0-2062 -OCH.0O- H Se 14,7 + 5,2% 43,8 + 8,2
LASSBIio-785 -OCH0O- CHs S 10,2+ 0,5 18,5+ 3,6
LASSBIi0-2063 -OCH,0O- CHs; Se 146+ 2,9 18,2+ 6,3
LASSBIi0-430 3,4-OCHs H S 10,1 £ 3,1 14,1+ 2,8
LASSBIi0-2075 3,4-OCHs; H Se 18,7+ 9,6 >100**
LASSBIi0-2084 4-OCHs H S > 100 > 100
LASSBIi0-2076 4-OCHs H Se 8,8 + 3,3* 60,1 £ 20,2*
LASSBIi0-2092 3-OCHs H S 37,8+ 11,8 59,8 +11,9
LASSBIi0-2093 3-OCHzs H Se 15,9 +5,7% > 100*

*p< 0,05, comparado ao respectivo teste de tensdo isométrica com endotélio. #p< 0,05, comparado ao
respectivo derivado com atomo de enxofre. Analise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.
Legenda: R1= Radical 1; R>= Radical 2.

Contudo, a retirada mecéanica do endotélio vascular aumenta a CEso do
LASSBI0-2062 para 43,8 + 8,2 uyM, em relacdo a resposta obtida em aortas com
endotélio integro, promovendo um ligeiro deslocamento da curva concentracdo

resposta para a direita, indicando a dependéncia de endotélio funcional (Figura 8).

- Com endotélio
-o- Sem endotélio
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Figura 8. Curvas de concentragdo-resposta vascular do LASSBIi0-2062 em anéis de aorta com (n=7)
e sem (n= 8) endotélio vascular. Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs com endotélio.
Analise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.
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LASSBI0-2063, derivado N-metilado com anel de selenofeno, promoveu
relaxamento maximo em anéis de aorta com e sem endotélio integro de 94,8 £ 2,1 e
97,1 + 1,6%, respectivamente (Figura 9). Os valores de CEsoforam 14,6 £ 2,9 e 18,2
* 6,3 UM para anéis de aorta com e sem integridade endotelial, indicando que a agéo

da substéancia foi independente da funcionalidade do endotélio vascular.
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Figura 9. Curvas de concentragdo-resposta vascular do LASSBIi0-2063 em anéis de aorta com (n=5)

e sem (n= 7) endotélio vascular integro. Dados expressos como média + EPM. Andlise por two-way
ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

A sintese do LASSBIi0-430 baseou-se na abertura do anel 1,3-benzodioxola
(Figura 10), cujos resultados indicam houve aumento da eficacia e poténcia da
vasodilatacdo, com relaxamento maximo de 99,5 + 0,5% e CEso de 10,1 + 3,1 uM
(Figura 10, Tabela 1). A CEso do efeito vasodilatador foi de 14,1 + 2,8 yM em anéis

sem endotélio vascular integro, sugerindo auséncia de necessidade da funcionalidade
endotelial.
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Figura 10. Curvas concentracdo-resposta vascular do LASSBio-430 em anéis de aorta com (n= 8) e

sem (n= 5) endotélio integro. Dados expressos como média + EPM. Andlise por two-way ANOVA
seguido pelo post-test Tukey.
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A substituicdo do S pelo Se na estrutura do LASSBIi0-430, gerando o LASSBIo-
2075, ndo promoveu alteracdo na resposta em aorta com endotélio. Contudo, reduziu
significativamente o relaxamento em aorta sem endotélio, ocasionando deslocamento
para direita da curva concentracdo-resposta do LASSBIio-2075 (Figura 11), com
consequente aumento da CEso de 18,7 + 9,6 para > 100 yM, em anéis de aorta com

e sem endotélio vascular, respectivamente.
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Figura 11. Curvas concentragdo-resposta vascular do LASSBIio-2075 em anéis de aorta com (n=5) e
sem (n=5) endotélio vascular. Dados expressos como média = EPM. *p<0,05 vs com endotélio. Analise
por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

No entanto, o derivado p-metoxilado, denominado LASSBIio-2084, provocou
relaxamento maximo de apenas 45,2 + 18,9% e com CEso> 100 uM em anéis de aorta
gue apresentaram integridade endotelial (Figura 12).
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Figura 12. Curvas de concentracdo-resposta vascular do LASSBio-2084 em anéis de aorta com (n=5)

e sem (n= 5) endotélio vascular. Dados expressos como média £+ EPM. Analise por two-way ANOVA
seguido pelo post-test Tukey.

A substituicdo com o anel selenofeno no derivado p-metoxilado, LASSBIi0-2076
(Figura 13) promoveu relaxamento de 92,9 £ 2,6% que foi reduzido para 32,4 £ 17,9%

guando retirado o endotélio vascular dos anéis de aorta. A dependéncia da integridade
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vascular para a acao vasodilatadora de LASSBIio-2076 foi confirmada pelo aumento
da CEsode 8,8 + 3,3 pM, na presenca do endotélio, para 60,1 £ 20,2 yM na auséncia
de integridade endotelial.
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Figura 13. Curvas de concentracdo-resposta vascular do LASSBio-2076 em anéis de aorta com (n=7)
e sem (n= 3) endotélio vascular. Dados expressos como media + EPM. *p<0,05 vs com endotélio.
Andlise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

Ja o analogo 1,3-metoxilado, denominado LASSBIi0-2092, apresentou aumento
da poténcia vasodilatadora e promoveu relaxamento maximo, na concentracéao de 100
MM de 77,6 = 8,2% (Figura 14). Os valores de CEso em anéis de aorta com e sem
endotélio, foram de 37,8 + 11,8 € 59,8 £ 11,9 uM, respectivamente.
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Figura 14. Curvas de concentracdo-resposta vascular do LASSBi0-2092 em anéis de aorta com (n= 4)
e sem (n= 3) endotélio vascular. Dados expressos como média £+ EPM. Analise por two-way ANOVA
seguido pelo post-test Tukey.

A metoxilagdo na posicdo meta e a presencga do anel selenofeno na estrutura
do composto LASSBI0-2093, representado na Figura 15, permitiram o aumento da
poténcia em comparacdo ao LASSBIi0-294 e ao LASSBIi0-2092, cujos resultados

foram apresentados anteriormente.
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LASSBIi0-2093 produziu relaxamento vascular de 95,1 + 4,4% com CEsode 15,9
1 5,7uM. No entanto, com a retirada do endotélio, o relaxamento foi de 53,2 £ 7,9% e
CEso> 100 pM.
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Figura 15. Curvas de concentracédo-resposta vascular do LASSBi0-2093 em anéis de aorta com (n= 5)
e sem (n= 5) endotélio vascular. Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs com endotélio.
Andlise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

Em resumo, todos os compostos exceto o LASSBIi0-2084 promoveram
relaxamento vascular em anéis de aorta com endotélio integro.

Pela semelhanca estrutural com as substancias que deram origem a série de
analogos — LASSBI0-294 e LASSBIio-785 —, os derivados LASSBIio-2062, que
depende do endotélio funcional para promover vasodilatacdo, e LASSBio-2063, que
promove relaxamento vascular sem necessitar de endotélio integro, foram
selecionados para a continuidade da investigacdo dos mecanismos envolvidos na

acao vasodilatadora como possivel acao anti-hipertensiva in vivo.

5.2 Investigacdo dos mecanismos envolvidos na ag&do vasodilatadora do
composto LASSBi0-2062

5.2.1 Via dos receptores de adenosina
5.2.1.1 Via dos receptores de adenosina do subtipo A2a

Visando investigar o envolvimento da via da adenosina na a¢ao dos derivados
do LASSBI0-294, realizou-se a pré-incubacdo dos anéis de aorta com endotélio com
ZM-241385 (0,1 uM), um antagonista de receptores de adenosina do tipo A2a. Esta
avaliagdo se baseou ao fato de LASSBIi0-294 ter sido descrito como um agonista do
receptor de adenosina do tipo Aza.
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Em relacéo a substancia LASSBIio-2062, quando os anéis foram pré-incubados
com ZM-241385, a CEso foi de 22,1 + 11,4 yM, com relaxamento maximo de 89,2 +
6,0% (Figura 16). Note a sobreposi¢cédo das curvas concentracdo-resposta vascular

guando na auséncia ou presenca do antagonista do receptor de adenosina Aza.
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Figura 16. Curvas de concentracdo-resposta vascular do composto LASSBIi0-2062 em anéis de aorta
com endotélio na auséncia (n= 7) ou presenca do ZM-241385 (0,1 uM) (n= 6), um antagonista de
receptor de adenosina Az2a. Dados expressos como média £ EPM. Andlise por two-way ANOVA seguido
pelo post-test Tukey.

5.2.1.2 Via dos receptores de adenosina do subtipo As

Para a avaliacdo do possivel envolvimento do receptor de adenosina do subtipo
Aslocalizado na musculatura lisa vascular, a vasodilatagédo promovida pelo LASSBio-
2062, foi observada apds pré-exposicdo dos anéis sem endotélio com o antagonista
seletivo deste receptor, denominado MRE 3008F20 (0,1 uM) (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de concentracdo-resposta da administracdo da substancia em anéis de aorta sem
endotélio (n= 8). E, em comparacédo, temos a curva de concentracdo-resposta da administracdo do
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com MRE
3008F20 (0,1 uM) (antagonista de receptor de adenosina As) (n= 6). Dados expressos como média +
EPM. *p<0,05 vs LASSBIi0-2062. Andlise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.
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Desse modo, notou-se um deslocamento significativo da curva de relaxamento
da substancia na presenca deste antagonista (Figura 17), no qual o valor de CEso foi
>100 pM.

5.2.2 Participacdo dos canais de potassio na acao vasodilatadora do derivado
LASSBi0-2062

Em continuidade a investigacdo dos mecanismos envolvidos na acdo dos
novos derivados N-acilinidrazénicos, realizou-se a pré-incubagédo dos anéis de aorta
sem endotélio com bloqueadores de diferentes canais de K presentes na musculatura
lisa vascular, tais como glibenclamida, tetraetilaménio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP).
A exposicado prévia a glibenclamida (10 uM), um bloqueador do canal Katp, inibiu

completamente o efeito relaxante vascular do LASSBio-2062 (Figura 18A).
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Figura 18. Curva de concentracdo-resposta da administragdo da substancia em anéis de aorta sem
endotélio (n= 8). E, em comparagdo, temos a curva de concentragdo-resposta da administracdo do
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com
glibenclamida (10 pM) (bloqueador de canal de potassio sensivel a ATP — Katp) (n= 7) (A), com 4-
aminopiridina (3mM) (blogueador de canal de potassio voltagem-dependente — Kv) (n= 4) (B) e com
cloreto de tetraetilamonio (3 mM) (bloqueador de canal de potassio dependente de calcio de alta
condutancia — BKca) (n= 4) (C). Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs. LASSBIi0-2062.
Analise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.
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Pelo fato de a vasodilatacdo induzida pelo LASSBIio-2062, apresentar o
envolvimento da ativagéo de canais de Karp, investigou-se a participagéo de outros
tipos de canais através da pré-incubagdo com 4-AP, um bloqueador de Kv; ou com
TEA, um bloqueador de BKca (Figura 18B e 18C). Observou-se que ambos 0s

bloqueadores dos canais de K impediram que LASSBIio-2062 provocasse o efeito de

relaxamento vascular.

5.2.3 Influéncia do influxo de calcio na acdo do LASSBio-2062

Numa etapa seguinte, foi avaliada a interferéncia da concentracdo de calcio
intracelular [Ca?']i para a acdo do LASSBIi0-2062, e, portanto, anéis de aorta sem
endotélio foram expostos a concentragdes crescentes de CaClz (106 — 102 M), na
auséncia ou presenca de LASSBIi0-2062 (50 uM) (Figura 19).
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Figura 19. Curva de concentracao-resposta da administracao de CaCl2 em anéis de aorta sem endotélio
pré-incubados (n= 5) ou ndo (20 minutos antes) com LASSBIio-2062 (50 uM) (n=5). Dados expressos

como média £ EPM. *p<0,05 vs controle (CaClz). Andlise por two-way ANOVA seguido pelo post-test
Tukey.

Note que ocorreu um leve deslocamento para a direita da curva de resposta
contratil vascular em funcdo da concentracdo de calcio, quando na presenca de
LASSBI0-2062. No entanto, apenas na concentracdo de 100 uM de CaClz, houve
reducdo significativa da resposta contrétil induzida pelo célcio. CEso foi 0,16 + 0,05
mM e 0,42 + 0,11 mM (p< 0,05), na auséncia e na presenca de LASSBIio-2062,
respectivamente.
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5.3 Avaliacdo da acdo do LASSBi0-2062 no musculo cardiaco
Conforme observado na Figura 20, LASSBIi0o-2062 ndo provocou nenhuma
alteracdo na atividade contratili do musculo papilar nas concentracdes testadas,

indicando auséncia de efeito direto no coracao.
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Figura 20. Curvas de concentragdo-resposta referentes ao efeito da substancia LASSBIio-2062 na
contratilidade do musculo papilar (n= 4). Dados expressos como média £+ EPM. Andlise por two-way
ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

5.4 Efeito anti-hipertensivo de LASSBi0-2062

Inicialmente, os parametros hemodinamicos como PAS, PAD, PAM e FC foram
obtidos apés a administracédo i.v. do derivado N-acilidrazénico LASSBIi0-2062 em ratos
normotensos anestesiados.

LASSBI0-2062 reduziu a PAS de 120,3 £ 6,1 para 100,9 + 4,6 mmHg na dose
de 10 ymol.kg?; e reduziu a PAS de 110,3 + 11,9 para 66,2 + 14,5 mmHg (p< 0,05)
com a administracdo de 30 umol.kg?. PAD, por sua vez, foi reduzida de 70,1 +5,4 e
67,1 £ 9,0 mmHg para 37,9 £ 6,5 (p< 0,05) e 29,9 + 9,4 mmHg (p< 0,05) apds injecédo
venosa de LASSBIi0-2062, 10 e 30 umol.kg™, o que levou a reducgdo da PAM de 92,3
+ 6,5 e 85,8+ 11,4 mmHg para 57,2 + 7,9 (p< 0,05) e 42,9 + 9,8 mmHg (p< 0,05),
respectivamente (Figura 21). Ainda, a FC foi reduzida de 192,3 + 7,0 e 179,7 £ 6,8
bpm para 118,1 + 33,0 bpm (p< 0,05) e 86,7 = 31,1 bpm (p< 0,05), nas mesmas doses

de LASSBIi0-2062 em animais hormotensos.
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Figura 21. Par&metros hemodindmicos observados em animais normotensos antes e apoés
administracdo intravenosa de LASSBIi0-2062. Presséo sistdlica, diastolica e média e frequéncia
cardiaca medidas nos grupos controle e LASSBIi0-2062 - 10 pmol.kg? (n= 3) e 30 pmol.kg? (n= 3).
Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs grupo controle. Analise por teste t de Student.

Quando LASSBI0-2062 foi administrado em SHR, a PAS reduziu de 155,1+
10,1 e de 151,1 £+ 10,0 mmHg (grupo controle) para 110,6 + 8,0 e 109,4 + 13,8 mmHg
nas doses de 10 e 30 umol.kg?, respectivamente (Figura 22). Quanto a PAD, o
LASSBIi0-2062 reduziu de 111,0+ 9,1 e 100,2 + 7,8 mmHg (grupo controle) para 63,9
+ 14,7 (10 pmol.kg™?) e 54,0 + 10,4 mmHg (30 umol.kg?). Note que a PAM reduziu de
132,0 £ 9,2 e 124,6 + 8,6 mmHg (grupo controle) para 82,1 + 12,6 (p< 0,05) e 72,0 £
12,3 mmHg (p< 0,05) ap6s injecéo i.v. de 10 e 30 umol.kg™* de LASSBIi0-2062 no SHR.
A FC também foi alterada de 248,1 + 12,1 e 228,4 + 11,3 bpm (grupo controle) para
146,5 + 21,0 (p< 0,05) e 109,8 £ 21,4 bpm (p< 0,05) com as doses de 10 e 30 umol.kg"
L (Figura 22).
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Figura 22. Parametros hemodinamicos observados em SHR antes e apds administracdo intravenosa
de LASSBI0-2062. Presséo sistélica, diastdlica e média e frequéncia cardiaca medidas nos grupos
controle e LASSBIi0-2062 - 10 umol.kg? (n= 5) e 30 umol.kg* (n= 4). Dados expressos como média *
EPM. *p<0,05 vs grupo controle. Analise por teste t de Student.

5.5 Investigacdo dos mecanismos envolvidos na acdo vasodilatadora do
composto LASSBi0-2063.

5.5.1 Via dos receptores de adenosina
5.5.1.1 Via dos receptores de adenosina do subtipo Aza

Resultados semelhantes aos do LASSBIi0-2062 foram observados com
LASSBIi0-2063, devido ao fato de a auséncia de alteracdo do efeito vasodilatador
guando na presenca de ZM-241385 (Figura 23). As curvas de concentracao-resposta
vascular se sobrepdem na auséncia ou presenca do antagonista de receptor de

adenosina Aza.
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Figura 23. Curvas de concentracdo-resposta vascular do composto LASSBIi0-2063 em anéis de aorta
com endotélio na auséncia (n= 5) ou presenca do ZM-241385 (0,1 pM) (n= 5), um antagonista de
receptor de adenosina Aza. Dados expressos como média + EPM. Analise por two-way ANOVA seguido
pelo post-test Tukey.

5.5.1.2 Via dos receptores de adenosina do subtipo As

Em contraste, nota-se um deslocamento significativo da curva de relaxamento
induzido pelo LASSBIi0-2063 na presenca deste inibidor do receptor de adenosina As,
MRE 3008F20 (Figura 24). CEso foi 75,8 = 12,4 uM, valor maior em relagdo ao
LASSBIi0-2063 isoladamente.
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Figura 24. Curvas de concentragdo-resposta da administracdo da substancia em anéis de aorta sem
endotélio (n= 7). E, em comparac¢do, temos a curva de concentracdo-resposta da administracdo do
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com MRE
3008F20 (0,1 uM) (antagonista de receptor de adenosina Asz) (n= 4). Dados expressos como média +
EPM. *p<0,05 vs LASSBIi0-2063. Analise por two-way ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

5.5.2 Participacao dos canais de potassio na agdo vasodilatadora dos derivados
LASSBi0-2063

A curva concentragdo-resposta vascular do LASSBIi0-2063 na presenca de
glibenclamida apresentou CEso de 18,2 + 4,2 uyM, e relaxamento maximo de 95,7 +
2,7% (Figura 25), ndo sendo diferente significativamente da resposta obtida com a

substancia isolada, indicando a nao participacdo dos canais de K para sua acao.
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Figura 25. Curva de concentragdo-resposta da administracdo das substancias em anéis de aorta sem
endotélio (n= 7). E, em comparagédo, temos a curva de concentragao-resposta da administracdo do
mesmo composto em anéis de aorta sem endotélio pré-incubados (20 minutos antes) com
glibenclamida (10 uM) (bloqueador de canal de potassio sensivel a ATP — Katp) (n= 8). Dados
expressos como média + EPM. *p<0,05 vs LASSBIi0-2063. Analise por two-way ANOVA seguido pelo
post-test Tukey.

5.5.3 Influéncia do influxo de calcio na acdo do LASSBi0-2063

A curva da reatividade vascular em funcdo da concentracdo de calcio foi
deslocada para a direita na presenca do LASSBIi0-2063. CEso foi de 0,16 £ 0,05 mM
e 0,86 + 0,17 mM na auséncia e presenca de LASSBIi0-2063 (p<0,05) (Figura 26).
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Figura 26. Curva de concentragao-resposta da administragdo de CaClz em anéis de aorta sem endotélio
pré-incubados (n= 6) ou ndo (20 minutos antes) com LASSBIi0-2063 (50 uM) (n=5). Dados expressos
como média £ EPM. *p<0,05 vs controle (CaClz). Andlise por two-way ANOVA seguido pelo post-test
Tukey.

5.6 Avaliacéo da agédo do derivado LASSBIi0-2063 no musculo cardiaco

Ao realizar a exposicdo do musculo papilar a concentra¢des crescentes do
LASSBIi0-2063, ndo ocorreu alteracdo da contratilidade (Figura 27), sugerindo
auséncia de efeito direto no coracgéo.
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Figura 27. Curvas de concentragdo-resposta referentes ao efeito da substancia LASSBio-2063 na
contratilidade do musculo papilar (n= 4). Dados expressos como média + EPM. Analise por two-way
ANOVA seguido pelo post-test Tukey.

5.7 Efeito anti-hipertensivo de LASSBi0-2063
A administragdo i.v. de LASSBIi0-2063 (10 umol.kg') em ratos WKY
(normotensos) promoveu a reducédo de forma significativa tanto da PAD e PAM. No
entanto, ndo houve alteracdo na FC em ambas as doses testadas (Figura 28).
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Figura 28. Parametros hemodindmicos observados em animais normotensos antes e apdés
administragdo intravenosa de LASSBIi0-2063. Presséo sistdlica, diastolica e média e frequéncia
cardiaca medidas nos grupos controle e LASSBIi0-2063 - 10 umol.kg? (n= 3) e 30 pmol.kg?* (n= 3).
Dados expressos como média + EPM. *p<0,05 vs grupo controle. Analise por teste t de Student.
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A acdo anti-hipertensiva de LASSBI0-2063 foi confirmada quando foi
administrado em SHR, apresentando reducdo da PAS de 152,1 + 4,9 e 142,3 £ 2,0
mmHg (grupo controle) para 120,4 £ 12,2 mmHg (p< 0,05) e 124,3 + 5,4 mmHg (p<
0,05), nas doses de 10 pmol.kg™* e 30 umol.kgt. PAD, foi reduzida de 108,1 + 4,7 e
87,5 = 3,4 mmHg (grupo controle) para 75,6 + 15,2 mmHg e 61,2 £ 4,8 mmHg (p<
0,05), alterando a PAM de 129,7 + 4,5 mmHg (grupo controle) para 96,0 + 14,6 mmHg
e 114, 2 + 2,3 para 87,4 + 7,5 (p< 0,05) sem interferir com a FC (Figura 29).
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Figura 29. Pardmetros hemodinamicos observados em SHR antes e apds administracdo intravenosa
de LASSBI0-2063. Presséo sistélica, diastélica e média e frequéncia cardiaca medidas nos grupos
controle e LASSBIi0-2063 - 10 pumol.kg! (n=5) e 30 pumol.kg? (n= 4). Dados expressos como média +
EPM. *p<0,05 vs grupo controle. Andlise por teste t de Student.
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6 DISCUSSAO

A similaridade nas propriedades quimicas do enxofre e do selénio tem
estimulado a sintese e pesquisa comparativa de uma grande variedade de
selenomoléculas, derivadas de compostos que contenham enxofre. No entanto,
existem diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre substancias que contém
enxofre ou selénio em suas estruturas, as quais constituem as bases para a promogao
de efeitos biologicos especificos. Dentre as varias funcbes bioldgicas apresentadas
pelo selénio, a acao antioxidante pode ser considerada a mais importante (MEOTTI,
NOGUEIRA, 2003).

Este trabalho avaliou uma série de compostos N-acilidrazénicos quanto a
possibilidade de identificar agentes anti-hipertensivos que poderiam, além de reduzir
a pressao sanguinea, interferir com a condicao de estresse oxidativo caracteristico da
hipertenséo arterial.

Inicialmente, eficacia e poténcia da atividade na reatividade vascular dos novos
derivados N-acilidrazénicos foram comparadas com o prototipo LASSBio-294. A
substituicdo do anel tiofeno pelo selenofeno ocorrida para LASSBio-2062 promoveu o
aumento da poténcia do efeito de relaxamento vascular dependente da integridade
funcional do endotélio. A N-metilacéo, caracteristica do LASSBIio-2063, proporcionou
0 aumento da poténcia da acdo vasodilatadora e a auséncia de dependéncia da
integridade do endotélio vascular, de forma semelhante ao observado para o
LASSBIo-785, que apresenta a N-metilacdo em sua estrutura, porém com atomo de
enxofre (KUMMERLE et al., 2009). Portanto, a N-metilacdo parece estar envolvida
com o aumento da poténcia, possivelmente, pelo fato de o grupo metila, ligado a
ligacdo amida da N-acilidrazona, induzir alteragbes na conformagédo da estrutura
molecular da substancia, sendo importante para sua atividade vasodilatadora. Assim,
a avaliagcdo destes novos derivados reafirma que as modificacfes estruturais
introduzidas pelo grupo metila sdo essenciais para que ocorra tanto o aumento da
eficacia e poténcia vasodilatadora como alteracdes das vias envolvidas para efeito
vascular (KUMMERLE et al., 2009).

A abertura do anel benzodioxola, acrescida com a substituicdo do atomo de
enxofre pelo selénio, conferiu ao LASSBI0o-2075 a caracteristica de produzir
relaxamento vascular dependente da integridade endotelial, ao contrario do LASSBIio-

430, que apresenta em sua estrutura atomo de enxofre.
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Dentre os derivados testados, somente o LASSBio-2084 ndo apresentou
melhora na poténcia, se comparada ao LASSBIi0-294, indicando que a para-
metoxilacao reduziu tanto a poténcia como a eficicia da substancia para o efeito de
relaxamento vascular, caracteristicas revertidas pela presenca do atomo de selénio
de LASSBI0-2076, também para-metoxilado.

Derivados metoxilados na posi¢cdo meta contendo atomo de enxofre (LASSBio-
2092) ou selénio (LASSBIi0-2093) né&o apresentaram alteracdo significativa da
poténcia, indicando que a metoxilagéo, independentemente da posicéo, faz com que
o efeito seja parcialmente dependente do endotélio.

De forma resumida, a substituicdo do anel tiofeno pelo anel selenofeno
proporcionou 0 aumento ou manutencao da poténcia das substancias em relacao ao
relaxamento vascular. Com excecdo do LASSBIi0-2063, que possui &tomo de selénio
e metilacdo no nitrogénio em sua estrutura, todos os derivados com anel selenofeno
provocaram acao vasodilatadora mediada por ativacdo de receptores presentes no
endotélio vascular. Isso indica que a N-metilacdo proporciona que o relaxamento
vascular esteja diretamente relacionado a acdo da substancia no musculo liso
vascular, assim como observado para o LASSBIi0-785, que é N-metilado, com atomo
de enxofre (KUMMERLE et al.,, 2009). A acdo direta no musculo liso vascular
produzida pelas substancias LASSBIi0-2063, LASSBIi0-430 e LASSBIi0-2092 pode ser
vantajosa devido ao fato de ocorrer disfuncéo endotelial e remodelamento vascular na
hipertensao arterial, o que poderia prejudicar a vasodilatacdo dependente do endotélio
(BROWN et al., 2018).

A Figura 30 apresenta a descricdo das modificacdes estruturais e o0s
respectivos principais resultados quanto as alterac6es de poténcia dos derivados N-
acilidrazonicos avaliados neste trabalho.
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Figura 30. Relagdo das modificacdes estruturais e respectivos resultados relativos a reatividade
vascular (Imagem elaboradora por Tadeu L. Montagnoli).
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Os seguintes fatores foram utilizados para fundamentar a selecdo de LASSBIio-
2062 e LASSBI0-2063, a serem avaliados quanto ao potencial anti-hipertensivo: 1.
Semelhanca da estrutura quimica entre LASSBIi0-2062 e o prototipo LASSBIi0-294;
diferenciando-se apenas pela substituicdo do anel de tiofeno pelo selenofeno; 2.
LASSBIi0-2062 apresentou maior poténcia da atividade vasodilatadora com acao no
endotélio e MLV; 3. LASSBIi0-2063, que apresenta a substituicdo do atomo de enxofre
(presente na estrutura de LASSBIi0-294) pelo &tomo de selénio, proporcionou aumento
da poténcia da acdo vasodilatadora independente da integridade endotelial, o que
poderia ser benéfico para tratamento de pacientes hipertensos que ja apresentem
disfuncdo e/ou lesdo do endotélio vascular; 4. A introdugdo do grupamento metila
aumentou a poténcia do efeito de relaxamento vascular, possivelmente por maior
seletividade aos biorreceptores, protecdo ao metabolismo enzimatico e lipofilicidade
(BARREIRO et al., 2011, BAZZINI; WERMUTH, 2008). Tanto LASSBIio-2062 como
LASSBIio-2063 apresentaram poténcia cerca de 4 vezes maior que 0 prototipo
LASSBI0-294 (SILVA et al., 2002) em promover relaxamento vascular.

Acao vasodilatadora, possivelmente em decorréncia da ativacao de receptores
de adenosina do subtipo Aza, localizados tanto na musculatura lisa vascular como no
endoteélio, foi previamente descrita para inumeros derivados N-acilidrazonicos (SILVA
et al., 2002, da SILVA et al., 2017, RAY; MARSHALL, 2006). Desta forma, foi



51

investigado, inicialmente, o envolvimento de receptores de adenosina Aza para o
relaxamento vascular induzido tanto pelo LASSBIio-2062 como LASSBIio-2063. A
eficdcia e poténcia de ambas as substancias ndo foram alteradas na presenca do
antagonista de receptor de adenosina Aza, pelo fato de se manter inalterada a relagéo
concentracdo-relaxamento vascular, sugerindo a ndo participacdo de ativacdo destes
receptores no tecido vascular.

Relaxamento vascular também pode ocorrer apos ativagdo de receptores de
adenosina do subtipo As (FOZARD; HANNON, 1994), j& que agonistas tais como N®-
(3-iodobenzil)-adenosina-5'-N-metiluronamida (IB-MECA) e 2-cloro-N6-(3-
iodobenzil)adenosina-5'-N-metilcarboxamida (CIl-IB-MECA) produzem vasodilatacédo
coronariana em coracao de ratos (LASLEY et al., 1999). Em modelos experimentais,
foi demonstrado que a acéo cardioprotetora provocada pelos agonistas do receptor
de adenosina do subtipo As foi abolida pela glibenclamida, um bloqueador de canais
Katp, indicando que este receptor pode interferir com a ativacdo destes canais,
resultando em sua abertura (ZUCCHI et al., 2001, THOURANI et al., 1999, TRACEY
et al., 1998) e consequente hiperpolarizacdo celular. Receptores de adenosina
também sdo encontrados em humanos; e o subtipo AsAR esta envolvido em varias
funcdes citoprotetoras, enquanto sua ativacao tem sido relacionada aos efeitos anti-
inflamatorio, anticancerigeno e cardioprotetor (CIANCETTA; JACOBSON, 2017).

A resposta relaxante vascular maxima e poténcia de LASSBIi0-2062 e LASSBio-
2063 foram reduzidas na presenca do antagonista do receptor de adenosina As, MRE
3008F20, indicando a participacao da ativacao destes receptores para a vasodilatacao
induzida por estes derivados. Em comparacao aos agonistas seletivos de receptor As,
namodenoson/CI-IB-MECA - tanto o LASSBIi0-2062 quanto o LASSBIio-2063
demonstraram ser mais potentes, uma vez que o CI-IB-MECA induz relaxamento
vascular em concentragdes elevadas (100 yM) (HO et al., 2016, TAWFIK et al., 2005).
O namodenoson apresenta efeitos anti-inflamatério, antifibrético e antiesteatose, pois
demonstrou resultado promissor em estudo de fase Il para o tratamento de cancer de
figado e em estudo de fase Il para o tratamento de esteato-hepatite ndo alcodlica.
Possivelmente, o namodenson atua por ativagdo de receptores de adenosina As,
inibindo a producgao de citocinas inflamatdrias, como fator de necrose tumoral a (TNF-
a), interleucina (IL)-12, interferon-y, IL-17 e IL-23 e regulando negativamente NF-kB
(FISHMAN, 2022).
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A ativacdo de receptores As influencia a atividade dos canais de K*,
especialmente os canais Katp, podendo induzir sua abertura (PROCOPIO et al., 2021,
LI et al., 1995), o que resulta em hiperpolarizacdo, com consequente bloqueio de
canais de Ca?*, e assim com o menor influxo de célcio, levar a menor concentragéo
de célcio intracelular e resultando na vasodilatacdo (PROCOPIO et al., 2021) (Figura
31).

Célula muscular lisa vascular

Figura 31. Ativacao do receptor de adenosina do subtipo As. A ativacdo deste receptor pode resultar no
blogueio de canais de célcio e/ou na ativacdo e abertura de canais de potassio (Adaptado de
PROCOPIO et al., 2021).

Considerando-se estes fatores e em continuidade a investigacdo dos
mecanismos envolvidos na agéo vascular dos derivados N-acilinidrazonicos LASSBio-
2062 e LASSBI0-2063, realizou-se inicialmente a pré-incubacdo dos anéis de aorta
desprovidos de endotélio funcional com glibenclamida, bloqueador do canal de Katp.
Estes canais sdo expressos no musculo liso vascular, cuja ativacdo leva a
hiperpolarizagdo da membrana da célula do mdsculo vascular, promovendo
vasodilatacdo (BRAYDEN, 2002). Verificou-se que, na presenca da glibenclamida,
nao ocorreu relaxamento vascular induzido pelo LASSBIio-2062, o que nao foi
observado com LASSBI0-2063, levando-se a inferir que LASSBIio-2062, mas nao
LASSBIi0-2063 promoveu vasodilatacdo através da ativacao e abertura de canais de
Katp. Apesar de ser um vasodilatador que age independente da integridade endotelial,
LASSBIi0-2063 manteve a poténcia e o relaxamento maximo na presenca da
glibenclamida, o que sugere o nao envolvimento destes canais de Karp.

Assim, a ativacéo do receptor de adenosina As promove a inibicdo da adenilato
ciclase (AC) via proteina Gi e, em consequéncia, leva a reducdo da producéo de
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cAMP, que levaria a vasoconstricgdo, correspondendo a uma limitacdo da ativacéo
deste subtipo de receptor. Tal receptor também esta acoplado a proteina Gq, que ativa
a proteina cinase C (PKC), que interage com os canais de célcio no reticulo
sarcoplasmatico e os canais Karp para promover a vasodilatagdo (HO et al., 2016,
JENNER; ROSE'MEYER, 2006, ZUCCHI et al., 2001, TABRIZCHI; BEDI, 2001).
Desse modo, a ativagdo de canais Karp pelo LASSBIio-2062 poderia ocorrer
diretamente neste canal ou como resultado da ativacao do receptor de adenosina As.

A ativagdo de canais de potassio pelo LASSBIi0-2062 néo se restringe aos Kartp,
porque o efeito vasodilatador foi também inibido pelos antagonistas de canais de Kca
e Kv. O fato de existirem de 1.000 a 10.000 canais Kca € Kv em células do musculo
liso vascular (NELSON; QUAYKE, 1995, de SORDI, 2009) pode confirmar a
importancia da ativacdo destes canais como alvo farmacoldgico alternativo ao
tratamento da hipertenséo arterial. O maior efluxo de potassio, através de diferentes
canais de K ativados pelo LASSBIi0-2062, resultaria na hiperpolarizacdo das células
musculares lisas, 0 que poderia levar ao fechamento de canais de célcio e
consequente reducdo da concentragdo de calcio intracelular e vasodilatacéo.
LASSBIi0-2062 provocou um pequeno deslocamento para a direita da curva de
resposta contratil vascular em funcdo da concentracdo de calcio. Este fato poderia
estar relacionado tanto ao menor influxo de célcio, em decorréncia da ativacdo de
receptores de adenosina As, como também pelo bloqueio direto no canal de célcio do
tipo L.

Resultado semelhante foi observado com LASSBIi0o-2063, que provocou
reducdo da contracdo vascular em resposta as concentracdes de calcio, mas nao
interferiu com a ativacdo de canais de potassio, sugerindo que LASSBIi0-2063 atue
diretamente no canal de célcio tipo L cujo bloqueio poderia contribuir com a

vasodilatacao (Figura 32).
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Célula muscular lisa vascular

Figura 32. Esquema das vias envolvidas para acdo vascular de LASSBio-2062 e LASSBIi0-2063.

LASSBIi0o-2062 e LASSBIi0-2063 nao proporcionaram alteragdes na
contratilidade do musculo papilar, indicando que ambas as substancias nao
promovem acéao direta no coracao, diferentemente do LASSBIi0-294, que apresentava
efeito inotropico positivo (SUDO et al., 2001).

AlteracOes estruturais dos receptores de adenosina As ou modificagcdes nas
diferentes etapas da via de sinalizacdo poderiam ter relagcdo com o desenvolvimento
da hipertenséo arterial essencial. Existe uma regulacdo negativa da expressdo do
receptor de adenosina As em coragcdes de animais hipertensos, que pode estar
relacionada a atenuacdo de suas respostas vasodilatadoras em artérias coronarias
(HO et al., 2016). Assim, estes receptores foram descritos como potencial alvo
farmacoldgico, através da interferéncia na sua atividade vasomotora pelo uso de
agonistas do receptor de adenosina As. Pelo fato de os receptores de adenosina As
mediarem a vasodilatacdo induzida pelo LASSBIi0o-2062 e LASSBIi0-2063, foi
investigado o possivel efeito anti-hipertensivo através da administracdo venosa em
SHR.

LASSBIi0o-2062 e LASSBIi0-2063 reduziram a PAM em ambas as doses
utilizadas, 10 e 30 pmol.kg?! (equivalentes a 3 e 10 mg.kg™') em SHR, demonstrando
efeito anti-hipertensivo in vivo. A acao anti-hipertensiva destes agonistas de
receptores de adenosina Asfoi comparavel a descrigdo de que a administracao venosa
de 10 mg.kg* de losartana normaliza a PA em ratos hipertensos (SIEGL et al., 1995).
Em contrapartida, a inibicdo dos efeitos da angiotensina | pelo inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA), o enalapril, ocorre com 8,2 pg.kg™? i.v. em ratos

(GROSS et al., 1981). A administracao intravenosa de hidralazina, um vasodilatador
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direto (0,1 ou 0,25 mg.kg™?) reduz a pressédo arterial em ratos com hipertenséo renal
(CRISCIONE et al., 1986).

A bradicardia observada apds a administracdo venosa de LASSBIi0-2062 pode
ser decorrente da reducdo de liberacdo de neurotransmissores adrenérgicos a nivel
central através da ativacdo de receptores de adenosina (ALVES et al., 2000). Essa
reducdo na frequéncia cardiaca poderia beneficiar pacientes que, além da pressao
arterial elevada, apresentem taquicardia. Por outro lado, a auséncia de alteragéo na
FC apds a administracdo de LASSBIi0-2063 poderia ser benéfica, se comparada as
acOes de agentes vasodilatadores disponiveis no mercado e utilizados na terapia anti-
hipertensiva. Os vasodilatadores que atuam diretamente no muasculo liso vascular
provocam como principal efeito adverso a taquicardia reflexa (VII DBHA, 2016),
apresentando como contraindicagdo o uso em monoterapia (Il CONSENSO
BRASILEIRO DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 1998, DBHA 2021).

Em decorréncia da ativagdo de canais de Karp induzida pelo LASSBIi0-2062,
poderia se prever o surgimento de efeito colateral adverso, como a hiperglicemia, pelo
fato de a ativacdo destes canais presentes nas células beta pancreaticas reduzir a
liberacdo de insulina (de SORDI, 2009, SEINO; MIKI, 2003). No entanto, existe
diferenca entre as subunidades que compdem os canais de Karp nos diversos tecidos
onde sdo expressos, que incluem pancreas, cérebro, musculo cardiaco, liso e
esquelético (RODRIGO; STANDEN, 2005). Portanto, o uso de LASSBIi0-2062 como
agente anti-hipertensivo ndo levaria prejuizo aos pacientes diabéticos, porque o0s
canais de Katp presente nos vasos ativados pelo LASSBIi0-2062 sdo diferentes
daqueles localizados no pancreas.

Finalmente, este trabalho demonstra que as N-acilidrazonas LASSBio-2062 e
LASSBIio-2063 podem representar alternativa terapéutica ao tratamento de
hipertenséo arterial, tendo como alvo farmacoldgico o receptor de adenosina As, com
o beneficio de se reduzir a necessidade da polifarmacia e aumentar a adesao dos
pacientes. Isso porque, tanto LASSBIi0-2062 como LASSBIi0-2063, parecem atuar em
multiplos alvos, o que poderia facilitar o uso em esquema terapéutico de monoterapia.
Em uma projec¢éo futura, poderiam, até mesmo, ser combinados com outros principios
ativos, proporcionando uma interacdo medicamentosa benéfica, com o objetivo de
reduzir a dose a ser administrada e em consequéncia minimizar o surgimento de
efeitos adversos, assim como melhorar o controle de pacientes com diagndstico de
hipertensao arterial (POVOA et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Com excecdo da substancia LASSBI0-2084, os outros derivados N-
acilidrazonicos avaliados demonstraram acao vasodilatadora mais potente que o
protétipo LASSBIio-294. A substituicdo do anel tiofeno pelo selenofeno promoveu, na
maioria dos casos, aumento da poténcia dos derivados N-acilidrazénicos, indicando
possivel melhora na interacdo substancia-alvo molecular, devido a uma provavel
restricdo conformacional maior durante a tal interacéo, semelhante aquela decorrente
da metilacdo (BARREIRO, 2021).

O relaxamento vascular induzido pelo LASSBIio0-2062 poderia ser decorrente da
ativacao de receptores de adenosina As e da ativacao direta/indireta dos canais de K.
Entretanto, a acdo vasodilatadora de LASSBIio-2063 além de apresentar o
envolvimento de receptores de adenosina As, também poderiam bloquear canais de
calcio tipo L.

LASSBI0-2062 e LASSBI0-2063 apresentaram efeito anti-hipertensivo quando
administrados por via intravenosa em SHR, com atuacdo em alvo farmacolégico

inovador, como o receptor de adenosina As, para o tratamento da hipertensédo arterial.
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1. Introduction

The incidence and prevalence of diabetes mellitus (DM) worldwide are increasing
rapidly, with 19.3% of the population aged 65-99 diagnosed with DM [1,2] and type 2 (DM2)
accounts for 90-95% of cases [3]. According to the World Health Organization, DM was the
ninth cause of global death in 2019, with cardiovascular complications being the main cause
of the deaths [4]. Among the cardiac complications is diabetic cardiomyopathy (DCM),
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Abstract: Mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling is strongly implicated in cardiovascular
remodeling in pulmonary hypertension (PH) and right ventricle (RV) failure. The effects of a
newly designed p38 inhibitor, LASSBio-1824, were investigated in experimentally induced PH.
Male Wistar rats were exposed to hypoxia and SU5416 (SuHx), and normoxic rats were used as
controls. Oral treatment was performed for 14 days with either vehicle or LASSBio-1824 (50 mg/kg).
Pulmonary vascular resistance and RV structure and function were assessed by echocardiography and
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cardiac function. Protein content of TNF-«, iNOS, phosphorylated p38 and caspase-3 were reduced
both in lung vessels and RV tissues after treatment and a reduced activation of transcription factor
c-fos was found in cardiomyocytes of treated SuHx rats. Therefore, LASSBio-1824 represents a
deling-targeted of PH.
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Ab Cardiov alar autonomic neuropathy (CAN) is a severe complication of the advance stage

of diabetes. More than 50% of diabetic patients diagnosed with peripheral neuropathy will have CAN,

with clinical manifestations including tachycardia, severe orthostatic hypotension, syncope, and

chack for physical exercise intolerance. Since the prevalence of diabetes is increasing, a concomitant increase in

updates CAN is expected and will reduce quality of life and increase mortality. Autonomic dysfunction is
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Diabetes-Induced Cardiac

key factors for preventing CAN progression. However, altered biomarkers of inflammatory and
endothelial function, increased purinergic receptor expression, and exacerbated oxidative stress lead
to possible targets for the treatment of CAN. The present review describes the molecular alterations
seen in CAN, diagnosis, and possible alternative treatments.

Autonomic Neuropathy: Impact on
Heart Function and Prognosis.
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