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RESUMO



Duas classes de medicamentos denominadas estimuladores e ativadores da guanilato
ciclase soluvel (GCs) foram desenvolvidas para uso terapéutico em situagdes
patolégicas onde ha menor formagdo ou biodisponibilidade NO ou tolerancia
farmacoldgica. A GCs é uma enzima heterodimera, composta pelas subunidades alfa
(a) e beta (B), nas quais ha a presenca do grupo prostético heme e que catalisa a
conversao da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
pela acao do NO. Em situagdes patologicas o &tomo de ferro pode encontrar-se na sua
forma oxidada (Fe®"), diminuindo assim a resposta maxima do 6xido nitrico (NO). A
principal diferenca entre os moduladores da GCs € que os ativadores (BAY 58-2667,
HMR 1766, BAY 60-2770) atuam de maneira mais eficaz mesmo quando a enzima
encontra-se no estado oxidado. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar
funcionalmente o relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 em artéria pulmonar isolada
de coelho. O BAY 60-2770 (0,0001-100 nM) relaxou de maneira potente (10,1 £ 0.04) e
eficaz (105 = 0,9 %) a artéria pulmonar, sendo este efeito significativamente
potencializado na presenca dos inibidores da GCs (ODQ, 10 uM, 4,9 vezes), da
fosfodiesterase tipo 5 (tadalafil, 100 nM, 5,6 vezes) ou da sintase de éxido nitrico (L-
NAME, 100 uM, 3,0 vezes). A presenca do sequestrador de NO, do doador de NO, da
indometacina, do bloqueador do canal de potassio ou a remogdo endotelial nao
interferiram no relaxamento induzido pelo BAY 60-2770. A fenilefrina (0,00001-3 mM) e
a estimulacao elétrica (4-16 Hz) produziram contracdo dependente da concentracao e
frequéncia, respectivamente. Na presenca de tetrodotoxina (TTX, 1 uM) e fentolamina
(1 uM) houve abolicao da resposta contratii a estimulacdo elétrica, mostrando a
liberagdo neurogénica de catecolamina. Na presenga de BAY 60-2770 co-incubado com

ODQ uma reducao significativa na contracdo induzida pela estimulacado elétrica foi

xi



observada. Apesar desta mesma redugéo ter sido observada na presenca do L-NAME,
a mesma nao foi estatisticamente significante em comparagcdo aos anéis incubados
somente com BAY 60-2770 (1 nM). Nossos resultados mostraram que a oxidagao do
grupamento heme, a inibicao da fosfodiesterase e a auséncia do NO favoreceram a

resposta relaxante do BAY 60-2770.
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ABSTRACT
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Soluble guanylate cyclase (sGC) stimulators and activators have been developed for
use in pathophysiological condition when NO formation or bioavailability are impaired or
when NO tolerance gas developed. Soluble guanylate cyclase is a heterodimer enzyme
composed by alpha (a) and beta (B) subunits and a prostetic heme group. Soluble
guanylate cyclase converts guanosine triphosphate (GTP) into cyclic guanosine
monophosphate (GMPc) after nitric oxide (NO) activaton. Under pathophysiological
conditions heme can be oxidized (Fe®*), thus reduzing NO efficacy. The main difference
between stimulators and activators (BAY 58-2667, BAY 60-2770 and HMR 1766) is that
the latter class of drugs is more efficacious when heme is oxidized. The aim of the
present study is to characterize the relaxation induced by BAY 60-2770 in isolated
pulmonary artery from rabbit. BAY 60-2770 (0.0001-100 nM) produced concentration
dependent relaxation with potency and maxima response values of 10,1 £ 0.04 and 105
t 0.9%, respectively. The inhibition of sGC (ODQ, 10 uM) or phosphodiesterase type 5
(tadalafil, 100 nM) or the nitric oxide synthase (L-NAME, 100 uM) produced significantly
leftward shifts by, approximately, 4.9, 5.4 and 3.0, respectively. The NO-scavenger, the
NO-donor, the cyclooxygenase inhibition, the potassium channel blocker or endothelial
removal did not interfere on the pharmacological parameters of BAY 60-2770.
Phenylephrine (PE, 0.0001- 3 mM) and electrical field stimulation (EFS, 4-16 Hz)
induced concentration and frequency dependent-contraction, respectively. Phentolamine
(1 M) and tetrodotoxin (TTX, 1 yM) practically abolished EFS-induced contraction,
showing the neurogenic source of catecholamines. Co-treatment with BAY 60-2770 with
ODQ reduced significantly the EFS-induced contraction in comparison with BAY 60-
2770 (1 nM) alone. Although we have observed a tendency of reduction in the amplitude

of contraction when BAY 60-2770 was co-incubated with L-NAME, it was not statistically
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significant. Therefore, our results showed that the oxidation of heme group, the inhibition
of phosphodiesterase and lower levels of NO favoured the relaxing response of BAY 60-

2770 in isolated rabbit pulmonary artery.
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1.  INTRODUCAO
1.1 Regulacgao do ténus vascular

O tonus vascular é o resultado do equilibrio entre a liberacdo de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras, as quais sdo oriundas, principalmente, de estruturas
neurais, endoteliais e do metabolismo. Os principais agentes que levam a contragao da
musculatura lisa vascular sdo as catecolaminas, tromboxano Ap, histamina, serotonina,
endotelina-1, angiotensina Il e adenosina difosfato (ADP). Dentre os agentes relaxantes
incluem a bradicinina (BK), substancia P, acetilcolina (ACh), éxido nitrico (NO),
mondxido de carbono (CO), prostaciclina (PGl,), adenosina trifosfato (ATP), ADP,
histamina (Vanhoutte et al., 2009; Feletou et al., 2011) e sulfeto de hidrogénio (H2S)
(Mani et al., 2013). De uma maneira geral, as substancias que levam ao relaxamento da
musculatura lisa atuam, principalmente, aumentando os niveis intracelulares dos
segundos mensageiros adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (Cogolludo et. al;
Kummer al., 2007), guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Somlyo & Somlyo, 2003) ou
pela ativacao direta dos diferentes tipos de canais de potassio presentes na membrana,
como ativados por calcio, pelo ATP ou os dependentes de voltagem, levando assim a
menores concentragdes de ions calcio no meio intracelular.

O NO é produzido a partir do aminoacido L-arginina sob a acdo das enzimas
sintase de Oxido nitrico (NOS, sigla em inglés). Na circulacdo pulmonar, o NO é
oriundo, principalmente, da acdo da NOS endotelial, a qual esta expressa no endotélio.
Animais knockout para a eNOS apresentaram discreto aumento da pressao arterial
pulmonar, porém, quando os mesmos foram submetidos a condicbes de hip6xia o

aumento da pressao pulmonar foi notadamente maior do que nos animais controle
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(Fagan et al.,, 1999; Wu et al., 2004; Han & Stewart, 2006), sugerindo que o NO
contrabalancearia a resposta vasoconstritora associada a hipdxia. Fisiologicamente o
NO leva a vasodilatacdo, inibicAo da agregacao plaquetéria, da adesao/infiltracdo de

leucécitos e da proliferagdo da musculatura lisa vascular (Davignon & Ganz, 2004)

1.2 Guanilato ciclase soluvel (GCs)

A guanilato ciclase soluvel (GCs) esta expressa no citoplasma de quase todas as
células de mamiferos e medeia véarias fung¢des, como inibicdo da agregacao
plaquetaria, relaxamento do musculo liso vascular e ndo vascular, transdugdo de sinais
em neurbnios e imunomodulagdo (Denninger & Marletta, 1999). A GCs € um
heterodimero composto de subunidades alfa (a) e beta (B), sendo que cada subunidade
contém um dominio regulatério e catalitico. A porcao N-terminal da subunidade
contém o dominio de ligacdo do heme-6xido nitrico oxigénio (H-NOX, sigla em inglés),
enquanto que o dominio C-terminal de ambas subunidades possui o dominio catalitico,
levando a conversado da guanosina trifosfato (GTP) a GMPc (Harteneck et al., 1991; Yu
et al., 1996; Gupta et al., 1996; Denninger & Marletta, 1999). Experimentos utilizando a
GCs isolada e purificada (Ballou et al., 2002) mostraram que o NO ativa a GCs em
baixas concentracdes 80-250 nM, sendo este efeito rapidamente finalizado quando o

NO se desliga da enzima (Schrammel et al., 1996; Stone & Marletta, 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico mostrando as subunidades alfa (a) e beta (8) da enzima
guanilato ciclase soluvel. O grupo prostético heme esta ligado pelo residio de histidina
na posicao 105 na regiao “N terminal da subunidade beta. A porcao C-terminal de ambas
subunidades forma o dominio catalitico responsavel pelo conversao da guanosina

trifosfato (GTP) em guanosina monosfosfato ciclico (GMPc). (Hobbs, 1997)

A presencga do grupo prostético heme é necessaria para ativagdo da GCs pelo
NO (Craven et al., 1978; Gerzer et al., 1981; Ignarro et al., 1982). O grupo heme
corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro atomos de nitrogénio que
circundam um &tomo de ferro na posicéo central, o qual pode encontrar-se como Fe?*
(forma reduzida) ou Fe®*" (forma oxidada). O quinto membro do anel na GCs é um
ligante axial imidazodlico na posi¢do histidina105 (His105) (Gerzer et al., 1981; Zhao et
al., 2000). A mutagdo deste aminoacido, localizado proximo a regido N-terminal da
subunidade B+ torna a enzima insensivel ao NO (Zhao et al., 1998; Karow et al., 2005).
O NO se liga a GCs por um processo de difusdo, formando um complexo heme-

ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligagéo entre a His105 axial e o
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ferro criando assim uma mudanga conformacional capaz de ativar a GCs (Stone &

Marletta, 1995; Hobbs 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Ativacao da guanilato ciclase soluvel pelo monéxido de carbono (CO) e 6xido
nitrico (NO). A ligacao do NO com a GCs resulta na formacao de um complexo
ferrosonitrosil penta-coordenado, quebrando a ligacao axial da histidina e ativando a
enzima. A ligacao do CO resulta em uma ligacao hexa-coordinada, sem quebra da ligacao
axial e, portanto, com menor ativacao da GCs. (Hobbs, 1997)

1.3 Moduladores da guanilato ciclase soluvel: estimuladores e ativadores
A disfungao endotelial (DE), que contribui para a formagéo da placa de ateroma,
esta presente em diversas situacdes patoldégicas como diabetes, hipertensao arterial e
pulmonar, obesidade, insuficiéncia cardiaca, disfungédo erétil, dentre outras. Diversos
fatores contribuem para a DE, como 1) desacoplamento da enzima NOS, 2) formacao
de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, diminuindo assim a biodisponibilidade de

NO e levando a nitracdo, nitrosilacdo e oxidacdo de proteinas, 3) oxidacdo ou
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degradacao das subunidades a e B da GCs, 4) maior biodisponibilidade de agentes
vasoconstritores, como endotelina-1 e angiotensina-Il, 5) oxidagdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) contribuindo para a formagéo das células espumosas, 6) maior
expressao de moléculas de adeséo e 7) aumento da atividade plaquetaria (Behrendt et
al., 2002; Davignon & Ganz, 2004), dentre outros.

Até o presente momento, duas classes de medicamentos que modulam a GCs
estdo em estudo clinico para o tratamento da hipertensdo pulmonar. Estas classes
denominam-se estimuladores e ativadores e, diferentemente dos nitrovasodilatadores,
estas substancias ndo causam tolerancia farmacoldgica. Em relagdo a primeira classe,
existem o YC-1, BAY 41-2272, BAY 41-8543 e BAY 63-2521 (riociguat). O YC-1 é o
precursor desta classe, porém menos potente e seletivo em relacdao ao BAY 41-2272
(Stasch et al., 2001), BAY 41-8543 (Stasch et al., 2002 a,b) e BAY 63-2521 (Schermuly
et al., 2008). Além disso, diferentemente do YC-1, as outras moléculas sdo desprovidas
de atividade inibitoria sobre a fosfodiesterase tipo-5. Estudos funcionais in vitro (Priviero
et al.,, 2005; Teixeira et al., 2006 a,b) mostraram que a auséncia de NO reduz
significativamente a poténcia e eficacia dos estimuladores.

Em situagbes patologicas onde ha DE tem-se mostrado que o ferro do
grupamento heme encontra-se oxidado ou mesmo ausente, o que favoreceria a
degradacao proteossémica das subunidades a e B (Meurer et al., 2009). O grupamento
heme é importante ndo somente para a acao do NO, como também para manter as
subunidades unidas. Assim, tanto a oxidagdo do ferro (Fe®**) como a auséncia do heme
diminuem a eficacia do NO (Hoffman et al., 2011; Sumerli & Marletta, 2012).
Diferentemente dos estimuladores da GCs, os ativadores, BAY 58-2667 (cinaciquat),

HMR 1766 (ataciguat) e BAY 60-2770 ligam-se na GCs quando o ferro encontra-se no
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estado ferroso (Fe?*), férrico (Fe ) ou mesmo ausente (Stasch et al., 2002; Sumerli &
Marletta, 2012). Entretanto, os ativadores atuam de maneira mais eficaz quando a
enzima encontra-se nos dois ultimos estados, e, por isso, caracterizam-se como
substancias NO- e heme-independente. Estudos de cristalografia mostraram que o BAY
58-2667 se liga no mesmo sitio do grupamento heme no dominio H-NOX pela presenca
de dois grupamentos carboxilicos, grupos funcionais esses também presentes no
grupamento heme (Surmeli & Marletta, 2012). Assim, as hip6teses mais aceitas séo
que os ativadores deslocariam o grupamento heme da enzima ou na sua auséncia
“ocupariam” seu lugar (Surmeli & Marletta, 2012) (Figura 3). Em relagdo a primeira
hipotese existe uma correlagao positiva entre aumento da atividade da GCs pelo BAY
58-2667 (Surmeli & Marletta, 2012) ou BAY 60-2770 (Kumar et al., 2013) e perda do
grupamento heme em células Sf9 infectadas com baculovirus. Em aorta isolada de
animais espontaneamente hipertensos, em artéria safena de coelhos hiperlipidémicos e
em artéria mesocdlica de pacientes diabeticos tipo Il, o ativador BAY 58-2667 relaxou
de maneira mais potente estes vasos em comparagdo aos seus respectivos controles

(Stasch et al., 2006).
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Figura 3. Painel superior: conformacao do grupamento heme (a) e do ativador da
guanilato ciclase soluvel BAY 58-2667 (b) na GCs (Schmidt et al., 2009). Painel inferior: A.
Estrutura quimica do cinaciguat (Cin, BAY 58-2667) e do grupamento heme. Mecanismos
propostos de acao do cinaciguat quando o grupamento heme encontra-se ausente (B) ou
presente com o ferro no estado oxidado (Fe®, C). (Surmeli & Marletta, 2012).
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Em relacdo ao BAY 60-2770 (Figura 4), somente doze trabalhos foram
publicados até o momento. Desses, oito avaliaram o efeito desta substancia em
modelos patoldgicos como fibrose hepatica induzida em ratos (Knorr et al., 2008; Xie et
al, 2012); camundongos deficientes de heme-oxigenase-1 (Jones et al., 2010; Wang et
al., 2013); hipertrofia cardiaca causada por aumento da pressdo (Tsai et al., 2012) ou
volume (Liu et al., 2013) em ratos, hipertensao apds infusdo de oxi-hemoglobina (Raat
et al., 2013) e disfuncéo erétil induzida pela lesdo do nervo cavernoso (Lasker et al.,
2013). Assim como observado com BAY 58-2667, a adi¢ao in vitro do BAY 60-2770 em
célula Sf9 infectada com baculovirus (Knorr et al., 2008) ou em plaquetas (Mendes-
Silvério et al., 2012) aumentou os niveis de GMPc, sendo este aumento potencializado
na presenca do ODQ. Mais recentemente, Kumar e colaboradores, 2013 mostraram
que o BAY 60-2770 ativou de maneira mais eficaz (aproximadamente 10%) a GCs
isolada em comparacdo ao BAY 58-2667 e que assim como este ultimo adquiriu
conformacdo semelhante ao grupamento heme devido também a presenca de grupos

carboxilicos.

Figura 4. Estrutura quimica do BAY 60-2770 (4-({(4-carboxibutil)[2-(5-fluoro-2-{[4’-
(trifluorometil)bifenil-4-ylmetoxi} fenil)etillamino}acido benzéico).
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JUSTIFICATIVA

Apods o reconhecimento do oxido nitrico (NO) como “factor de relaxamento derivado
do endotélio”, encontramos um aumento expressivo de pesquisas com relagdo a
resposta a exposicdo ao NO. Uma das linhas de pesquisa relaciona-se as possiveis
terapias com pacientes que apresentam hipertensdo arterial pulmonar (HAP).
Inicialmente a inalagdo de NO foi introduzida como uma potencial terapia para esse tipo
de patologia. Apesar da clara demonstracdo de suas propriedades vasodilatadora
pulmonar seletiva e potente, a terapia inalatéria s6 foi formalmente aprovada pelo
Federal Drug Adiministration (FDA) para uso clinico no tratamento de bebés nascidos a
termo e de curto prazo com hipertensao pulmonar persistente grave do recém-nascido
(HPPN), com insuficiéncia respiratéria hipoxémica aguda. Nas ultimas décadas, a
conduta inalatéria permanece sendo a terapia central para HPP e € comumente usado
para testes vasoreatividade pulmonar agudo durante o cateterismo cardiaco direito e
para o tratamento de pacientes adultos e pediatricos com HAP associada a cirurgia
cardiaca no poés-operatério, insuficiéncia respiratoria grave, crises de hipertensédo
pulmonar e outras desordens.

Relatérios recentes sobre Hipertensao Arterial Pulmonar (PAH) sugerem que a
idade média de diagndstico estd aumentando, delineando uma propor¢ao crescente de
pacientes idosos do sexo masculino. Como consequéncia, a descricdo classica da
doenca estda mudando e ndao pode mais ser descrito como uma doenca rara que afeta
normalmente mulheres jovens. Explicagbes potenciais desta mudanga pode incluir um
envelhecimento da populacdo nos paises ocidentais, 0 aumento da expectativa de vida
e a crescente conscientizacdo da HAP e surgimento de potenciais tratamentos

eficientes (Lador F, Herve P, 2013).
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Uma vez que os ativadores da GCs constituem uma promissora e vantajosa classe
terapéutica para o tratamento de desordens cardiovasculares, pulmonares e até mesmo
uroldgicas, o presente trabalho visa compreender de maneira mais detalhada o efeito

do BAY 60-2770 em artéria pulmonar isolada de coelho.

2. OBJETIVOS:

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar in vitro o relaxamento induzido pelo
ativador da guanilato ciclase soluvel, BAY 60-2770 em artéria pulmonar isolada de
coelho.

Os objetivos especificos incluem:

o Avaliar o efeito dos inibidores da guanilato ciclase solluvel, da sintase de
oxido nitrico, da ciclooxigenase, da fosfodiesterase tipo 5 no relaxamento
induzido pelo BAY 60-2770 em artéria pulmonar.

e Avaliar o efeito da remocao do endotélio, do sequestro de NO ou da doacao
de NO no relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 em artéria pulmonar
isolada;

e Avaliar o efeito do bloqueador dos canais de potassio ativados por ATP no
relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 em artéria pulmonar isolada;

e Avaliar o efeito do BAY 60-2770 sozinho ou co-incubado com os inibidores
da GCs ou da sintase de O6xido nitrico na contracdo induzida pela
estimulacdo elétrica ou por agonista dos receptores alfa-1 em artéria

pulmonar isolada.
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MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando coelhos machos da ragca New
Zealand (3 a 4 kilogramas) provenientes da Granja ANILAB. Os animais foram mantidos
no coelhario da UNICAMP, alocados em estantes ventiladas, em salas com ciclo
claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22-25 °C) com ragdo e agua
fornecidas ad libitum. Todos os protocolos realizados tiveram a aprovacao prévia da
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (protocolo CEEA/IB UNICAMP Ne¢ 2720-
1).
3.2. Preparacao de artéria pulmonar

Os animais foram anestesiados com ketamina 70 mg/Kg intramuscular, seguido
de isoflurano 100%. O térax foi aberto medialmente e os animais exsanguinados
atraves da seccao da artéria aorta abdominal e o leito arterial pulmonar foi isolado. O
tecido arterial pulmonar isolado foi cortado em 4 anéis (dois anéis da artéria pulmonar
direita e dois anéis da esquerda) de, aproximadamente, 5 mm e montados em ganchos
de acgo inox em forma de L , colocados em cubas para érgao isolado de 10 ml contendo
solugéo nutritiva de Krebs, mantidos a 37° C de temperatura e constantemente aerado
com mistura carbogénica (95% O3, 5% COy). Foi aplicado uma tenséo por volta de 10
mN durante 45 minutos, sendo a tensao reajustada quando necessario. Os dados foram
captados pelos sistema de Aquisicao de Dados PowerLab 4/30 ™; software LabChart,
version 7.3.7, AD Instruments, MA, (USA). A presenca do endotélio foi confirmada
quando se obteve relaxamento a acetilcolina (ACh 1 uM) de, pelo menos, 80%.
Experimentos  preliminares  mostraram que a incubacdo prévia dos

inibidores/antagonistas nao interferiu na pré-contracao induzida pela fenilefrina.
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3.3. Protocolos funcionais de relaxamento

o Curva concentracdo resposta ao BAY 60-2770 (0.001-30 nM) na auséncia
(controle) e na presenca dos inibidores da sintase de éxido nitrico (L-NAME, 100 uM),
da guanilato ciclase soluvel (ODQ, 10 upM), da fosfodiesterase tipo 5 e da
ciclooxigenase (indometacina, 10 pM).

o Curva concentracdo resposta ao BAY 60-2770 (0.001-30 nM) na auséncia
(controle) e na presenca do bloqueador de canal de potassio ativado por ATP (Kartp,
glibenclamida, 10 uM), do sequestrador de NO (hidroxicobalamina, 100 uM), do doador

de NO (SNP, 30 nM) ou na auséncia de endotélio.

3.4. Protocolo de contracao:

a) Curva de contracao frente a estimulacao elétrica (4-16 Hz, 80 V, 40 segundos de
estimulacao) na auséncia e na presenca de tetrodotoxina (TTX, 1 uM) ou fentolamina (1
uM).

b) Curva de contracao frente a estimulacao elétrica (4-16 Hz, 80 V, 40 segundos de
estimulacao) na auséncia e presencga do ativador BAY 60-2770 (1nM) ou BAY 60-2770
(1nM) + ODQ (10 uM).

c) Curva de contragao frente a estimulacao elétrica (4-16 Hz, 80 V, 40 segundos de
estimulacao) na auséncia e presenca do ativador BAY 60-2770 (1 nM) ou BAY 60-2770
(1nM) + L-NAME (100 pM)

d) Curva concentragdo resposta a fenilefrina (0.000001-3 mM) na auséncia e na
presenca de ODQ (10uM), BAY 60-2770 (1nM) sozinho ou co-incubado com ODQ

(10uM).
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e) Curva concentragdo resposta a fenilefrina (0.000001-3 mM) na auséncia e na
presenca de L-NAME (100 uM), BAY 60-2770 (1nM) sozinho ou co-incubado com L-

NAME (100 uM).

3.5 Analise dos resultados
O relaxamento provocado pelo BAY 60-2770 foi calculado como porcentagem da
contracdo induzida pela fenilefrina (3 uM). Os protocolos experimentais de contracao

foram corrigidos pelo KCI (80 mM).

3.6 Analise Estatistica:

Os dados sao apresentados como média + erro padrdo das médias (E.P.M) de
um numero experimental (n). O teste “t” de student foi utilizado para as analises
estatisticas. O programa Instat (GraphPad Software) foi usado para estas analises. Em
algumas andlises a andlise de variancia de um caminho (one-way ANOVA), seguido do

teste Bonferroni foi utilizada. P<0.05 foi aceito como significante.
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4. RESULTADOS
4.1 Efeito dos inibidores da via NO/sGC/PDE5 no relaxamento induzido
pelo BAY 60-2770

O ativador da GCs, BAY 60-2770 relaxou a artéria pulmonar de maneira
potente e eficaz (tabela 1). Na presenca dos inibidores da GCs (ODQ, 10 uM,
n=4, Figura 5A,) ou da fosfodiesterase tipo 5 (tadalafil, 100 nM, n= 4, Figura 5B)
houve potencializacdo no relaxamento de, aproximadamente, 4,9 e 5,6 vezes,
respectivamente. A inibicado da sintase de 6xido nitrico pelo L-NAME (100 uM,
n=5, Figura C) produziu um deslocamento de 3 vezes para a esquerda no

relaxamento induzido pelo BAY 60-2770.

Tabela 1. Valores de poténcia (pECs) e resposta maxima (Emax) do
relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 na auséncia (controle) e na
presenca do ODQ, tadalafil e L-NAME

Grupos Emax pECso
Controle E+(n=4-5) 107,75+ 1,96 9,97 £ 0,06
0DQ 10 uM(n= 4) 104,84 + 1,99 10,79 +0,03 *
Tadalafil 100nM (n=4) 104,79 + 1,48 10,85 + 0,05 *
L-NAME 100puM (n=5) 105,33 +1,67 10,40 £ 0,06 *

Os dados representam media * erro padrao média para 4-5 animais. comparado com 0s
respectivos grupos controles *.  *P<0,05
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Figura 5. Relaxamento induzido pelo ativador da GCs, BAY 60-2770 (0.0001- 30
nM) na auséncia (E+) e na presenca dos inibidores da guanilato ciclase soluvel
(ODQ, 10 uM, n=4, A), da fosfodiesterase tipo 5 (tadalafil, n=4, 100 nM, B) e da
sintase de oxido nitrico (L-NAME, n=5 100 pM, C). Os dados representam média *
erro padrao da média, “n” animais.
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4.2 Efeito da remocao do endotélio, do sequestrador e doador de NO no
relaxamento induzido pelo BAY 60-2770

Uma vez que na etapa anterior haviamos observado um discreto aumento
na poténcia do BAY 60-2770 frente ao L-NAME, procuramos utilizar de outras
ferramentas farmacolégicas que sabidamente interferem na biodisponibilidade
de NO endbégeno. Assim, na presenca do sequestrador de NO,
hidroxicobalamina (100 uM, n= 8, Figura 6A), do doador de NO, nitroprussiato de
sédio (SNP, 30 nM, n= 4, Figura 6B) ou a remocao da camada endotelial (n= 8,
Figura 6C) ndo houve alteracdo nos parametros farmacolégicos do BAY 60-2770
em comparacao a curva controle (tabela 2). A concentracao de 30 nM de SNP
foi escolhida, pois esta foi a maxima concentracdo utilizada sem interferir na

amplitude de contracao da fenilefrina.

Tabela 2. Valores de poténcia (pECs) e resposta maxima (Emax) do
relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 na auséncia (controle) e na

presenca da hidroxicobalamina, nitroprussiato de sodio ou remocao

endotélio.
Grupos Emax pECso
Controle E+(n=4-8) 107,75 £ 1,96 9,97 + 0,06
Sem endotélio E- (n=8) 115,47 + 3,22 9,81 +0,10
Hidroxicobalamina 103,13 £ 1,60 10,25 +0,06
100nM (n=8)
Nitroprussiato de S6dio 105,46 £ 3,05 9,87 £ 0,09
30nM (n=4)

Os dados representam media + erro padrao média para 4-8 animais. comparado com 0s
respectivos grupos controles *.  *P<0,05
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Figura 6. Relaxamento induzido pelo ativador da GCs, BAY 60-2770 (0.0001- 30
nM) na auséncia (E+) e na presenca do sequestrador de NO (hidroxicobalamina,
100 uM, n=8, A), do doador de NO, nitroprussiato de sodio (SNP, 30 nM, n=4 B) ou
da remocao endotelial (C, n=8). Os dados representam média * erro padrao da
média, “n” animais.
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4.3 Efeito da inibicao da ciclooxigenase ou do bloqueador do canal de
potassio no relaxamento induzido pelo BAY 60-2770

A incubagédo prévia de indometacina (10 uM) (tabela 3, figura 7) ou do
bloqueador dos canais de potassio ativados por ATP, glibenclamida (10 uM)

nao interferiu no relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 (tabela 3, Figura 8)
0-
40-

80+

Relaxamento (%)

o E+
1207 2 Indometacina (10 pM)

13 12 11 -10 -9 -8 -7
log [BAY 60-2770]: M

Figura 7. Relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 (0.0001-30 nM) na presenca do

inibidor da ciclooxigenase, indometacina (10 pM, n=8). Os dados representam
média * erro padrao da média, “n” animais.
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40-

80+

Relaxamento (%)

o E+
1204 O Glibenclamida (10 uM)

43 42 1 -0 9 8 -7
log [BAY 60-2770]: M

Figura 8. Relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 (0.0001-30 nM) na presenca do
inibidor dos canais de potassio ativados pelo ATP (glibenclamida, 10 yM, n= 4).

Os dados representam média * erro padrao da média, “n” animais.

Tabela 3. Valores de poténcia (pECs) e resposta maxima (Emax) do
relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 na auséncia (controle) e na

presenca de indometacina ou glibenclamida.

Grupos Emax pECso
Controle E+(n=4-8) 105,75 + 2,40 10,31+ 0,06
Indometacina 10uM(n=8) 105,67 £ 2,21 10,46 + 0,05
Glibenclamida 10puM(n=4) 104,76 + 1,54 10,27 £ 0,04

Os dados representam media * erro padrdo média para 4-8 animais. comparado com 0s
respectivos grupos controles *.  *P<0,05
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4.4 Efeito do BAY 60-2770 na contracao induzida pela estimulacao elétrica
ou pelo agonista alfa-1 adrenérgico na presenca e auséncia do inibidor da
guanilato ciclase soluvel

Na presenca BAY 60-2770 (1 nM) houve um deslocamento para a direita
de, aproximadamente, 2,5 vezes (P<0,05). Na presenca de ODQ nao
observamos reducao da contracao induzida pela fenilefrina em comparacao aos
anéis incubados somente com BAY 60-2770 (1 nM) (Figura 9, tabela 4). A
presenca do ODQ sozinho néo interferiu nos parametros farmacolégicos da

fenilefrina.

Controle
BAY 60-2770 1 nM

obQ 10 uM
BAY 60-2770 - 1 nM + ODQ 10 uM

< > 0O e

% Contracao
KCI (80 mM)
8

log [Fenilefrina]: M

Figura 9. Curva concentracao resposta a fenilefrina na auséncia (controle) e na
presenca de BAY 60-2770 (1 nM), BAY 60-2770 (1 nM) + ODQ (10 uM) e ODQ (10
MM). A contragao foi corrigida em relagdao ao KCl 80 mM. Os dados representam

média * erro padrdao da média, “n” animais.
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Tabela 4. Valores de poténcia (pECs)) e resposta maxima (Emax) da

contracao induzida pela fenilefrina na auséncia (controle) e na presenca de

BAY 1 nM, BAY 1nM+ODQ e ODQ.

Grupos Emax PECso
Controle (n=3-7) 67,19+ 5,67 5,97 £ 0,08
BAY 1 nM (n=7) 53,00 + 7,22 538 +0,13 *

BAY 1 nM + 0DQ 10uM 46,60 + 8,37 522+0,15 *
(n=6)
0DQ 10uM (n=3) 68,40 + 10,24 5,48 +0,10

Os dados representam media * erro padrao média para 3-7 animais. comparado com 0s

respectivos grupos controles *.  *P<0,05

A estimulacdo elétrica (4-16 Hz, 80 V, 45 segundos de estimulacdo)

produziu contragcdo que foi dependente da frequéncia. A adicdo prévia de

fentolamina (1 uM, n= 4) ou tetrodotoxina (TTX, 1 uM, n=3) praticamente aboliu

a resposta contratil, mostrando a liberacdo neurogénica de catecolamina (Figura

10).
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Figura 10. Curva frequéncia resposta na auséncia (controle) e na presenca de
tetrodotoxina (1 pM) ou fentolamina (10 uM). Os dados representam média * erro

padrao da média, “n” animais.

Na presenca de BAY 60-2770 1 nM (n=6) podemos observar uma
tendéncia de redugédo da amplitude de contracdo nas frequéncias de 8 e 16 Hz.
Diferentemente do observado com a contracao induzida pela fenilefrina, a co-
incubacdo de BAY 60-2770 com ODQ (10 pM, n= 4) reduziu em,
aproximadamente, 92% (P<0,05) a contracdo em todas as frequéncias
estudadas (Figura 11) em comparacdo ao controle e aos anéis incubados
somente com BAY 60-2770 (1 nM). A presenca do ODQ néo interferiu
significativamente na amplitude de contracdo tanto da estimulacado elétrica

quanto na contracao com fenilefrina.
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Figura 11. Curva frequéncia resposta na auséncia (controle) e na presenca de
BAY 60-2770 (1 nM), BAY 60-2770 (1 nM) + ODQ (10 uM) e ODQ (10 uM). A
contracgao foi corrigida em relagdao ao KCl 80 mM. Os dados representam média *
erro padrao da média, “n” animais.

*P<0,05 em relacao ao controle e ao BAY 60-2770 1 nM

4.5 Efeito do BAY 60-2770 na contracao induzida pela estimulacao elétrica
ou pelo agonista adrenérgico na presenca e auséncia de NO

Assim como observado com o inibidor da GCs, a co-incubacdo de BAY
60-2770 com L-NAME nao reduziu significativamente a contracao a fenilefrina
em comparagao aos anéis incubados somente com BAY 60-2770 (1 nM) (Figura
12). A presenca de L-NAME sozinho nao interferiu nos parametros

farmacolégicos da fenilefrina.
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% Contracao
KCI (80 mM)(%)

Controle

BAY 60-2770 1nM

L-NAME 100 uM

BAY 60-2770 1 nM + L-NAME 100 uM

<> 0O e

-8

log [Fenilefrina]:M

Figura 12. Curva concentracao resposta a fenilefrina na auséncia (controle) e na

presenca de BAY 60-2770 (1
(10 pM). A contragédo foi

nM), BAY 60-2770 (1 nM) + L-NAME (10 pM) e L-NAME
corrigida em relagaéo ao KClI 80 mM. Os dados

representam média  erro padrao da média, “n” animais.

Tabela 5. Valores de poténcia (pECs)) e resposta maxima (Emax) da

contracao induzida pela fenilefrina na auséncia (controle) e na presenca de

BAY 1 nM, BAY 1nM + L-NAME e L-NAME.

Grupos Emax pECso
Controle (n=6-9) 67,19+ 5,67 5,97 +0,08
BAY 1 nM (n=7) 53,00+7,22 * 538 +0,13 *
L-NAME 100uM (n=6) 71,95 + 5,97 5,65 + 0,07
BAY 1 nM + L-NAME 100puM 53,95+4,8 542+0,10*

(n=9)

Os dados representam media

respectivos grupos controles *.

* erro padrdao média para 6-9 animais. comparado com 0s
“P<0,05
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A co-incubacéao de BAY 60-2770 com L-NAME (100 uM, n=4) reduziu em,

aproximadamente, 74% a contragdo em todas as frequéncias estudadas (Figura

13), apesar de nao ter sido estatisticamente significante. A presenca do L-NAME

nao interferiu na amplitude de contracéo da estimulacao elétrica.

80-

IN mini

60+

% Contracao
KCI (80 mM)
3

CONTROLE (n=6)
BAY 60-2770 1 1M (n=6)

L-NAME 100 uM (n=6)

BAY 60-2770 1 nM+L-NAME 100 uM (n=6)

T

I .ﬁ

) ® K
EFS (Hz)

Figura 13. Curva frequéncia resposta (4-16 Hz, 80 V, 45 segundos estimulacao) na
auséncia (controle) e na presenca de BAY 60-2770 (1 nM), BAY 60-2770 (1 nM) + L-
NAME (10 pM) e L-NAME (10 pM). A contragao foi corrigida em relagdo ao KCI 80

mM. Os dados representam média * erro padrao da média, “n” animais.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho o relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 foi
potencializado na presenca do ODQ e tadalafil, sugerindo que a oxidagdo do
grupamento heme e a inibicdo da PDES favoreceram o relaxamento do BAY 60-
2770 devido, principalmente, ao maior acumulo de GMPc. Por outro lado,
observamos um discreto deslocamento a esquerda na presencga dos inibidores
da sintase de o6xido nitrico. Na auséncia de endotélio, na presenca de
sequestrador ou doador de NO o relaxamento do BAY 60-2770 nao foi alterado.
Apesar de néo ter sido estatisticamente significativo, a contragdo induzida pela
estimulacao elétrica teve uma tendéncia de reducao quando o BAY 60-2770 foi
co-incubado com o inibidor da GCs ou da sintase de éxido nitrico

Em experimentos de alto rendimento utilizando células de ovéario de
hamster chinés que expressavam GCs mais de 250,000 moléculas foram
avaliadas, sendo os compostos amino dicarboxilico, dentre eles o BAY 58-2667
e BAY 60-2770 os mais potentes. Diferentemente do observado com NO, YC-1 e
BAY 41-2272, a atividade da GCs foi aumentada pelo BAY 58-2667 (Stasch et
al., 2002c) ou BAY 60-2770 (Kumar et al., 2013) mesmo na presenca do ODQ.
No primeiro trabalho os autores mostraram que o BAY 58-2667 induziu
relaxamento da artéria safena de ratos, inibiu a atividade plaquetaria e reduziu a
pressao arterial em ratos espontaneamente hipertensos (Stasch et al., 2002c).

Até o presente momento, a maior parte dos trabalhos em pesquisa basica
e clinica com os ativadores envolve a molécula BAY 58-2667 (cinaciguat) em

modelos insuficiéncia cardiaca (Boerrigter et al., 2007; Erdmann et al., 2013),
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fibrose hepatica (Frey et al., 2012) e diabetes (Stasch et al., 2006). Os estudos
clinicos com o BAY 58-2667 estdo sendo conduzidos principalmente em
voluntarios sadios e em pacientes com hipertensao pulmonar ou fibrose hepatica
para avaliar a eficacia e os parametros farmacocinéticos nestes sujeitos de
pesquisa.

Nossos dados funcionais in vitro mostraram que o BAY 60-2770 relaxou a
artéria pulmonar de coelhos sadios, sendo este efeito potencializado na
presenga do inibidor da GCs e pelo tadalafil. Como o relaxamento do BAY 60-
2770 é afetado positivamente na presenca do ODQ fica dificil afirmar se esta
resposta se da, exclusivamente, pelo acumulo de GMPc. Em tecido vascular
(Stasch et al., 2006) e nao vascular (Knorr et al., 2008), em plaquetas (Mendes-
Silvério et al.,, 2012) a adicdo de BAY 58-2667 ou BAY 60-2770 levou ao
aumento dos niveis GMPc. Devido a existéncia da quantificacdo de GMPc na
literatura, achamos desnecessaria a quantificacao no presente trabalho.

Este € o primeiro trabalho in vitro mostrando que a auséncia de NO néo
interfere negativamente no relaxamento induzido pelo ativador BAY 60-2770.
Nossos dados corroboram estudos in vivo, em que a administragdo endovenosa
de BAY 60-2770 (10-100 pg/Kg) produziu queda da pressdao pulmonar e
sistémica, sendo este efeito potencializado em animais tratados previamente
com L-NAME (50 mg/Kg). A presséao arterial sistémica e pulmonar aumentaram
apés administragdo de L-NAME sozinho (Pankey et al, 2011). Mais
recentemente, a infusdo de oxihemoglobina em ratos levou a aumentos

significativos na pressao arterial média (PAM: de 97 + 4 para 155 = 4 mmHg),
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devido, principalmente, ao sequestro de NO. A infusdo prévia de nitroprussiato
de sddio (0.4 pug/Kg/min) e sildenafil (10 ug/Kg/min) ou bélus de BAY 41-8543
(10 pg/Kg) ou BAY 60-2770 (1 ug/Kg) reduziu em, aproximadamente, 13-17%, a
PAM, porém, somente o BAY 60-2770 foi capaz de evitar o aumento da pressao
induzida pela infusdo de oxihemoglobina (Raat et al., 2013). Nestes trabalhos os
autores nao discutem de maneira detalhada o porqué da resposta do BAY 60-
2770 ser mais eficaz na auséncia de NO. Uma vez que estudos cristalograficos
mostraram que as conformacdes adquiridas pelo BAY 58-2667 ou BAY 60-2770
na GCs se assemelham a do grupamento heme e, sabendo que o NO liga-se
avidamente no sitio ativo da GCs, uma possivel hipotese € que o NO estaria
impedindo a ligacdo do ativador no sitio ativo da enzima, atuando assim como
um agonista parcial. Por outro lado, estudo bioquimico mostrou que a co-
incubacao do BAY 58-2667 com o doador de NO, DEA/NO (100 nM) aumenta a
atividade da GCs em comparacao as células incubadas somente com BAY 58-
2667 (Schmidt et al., 2003). Os dados da literatura sao claros quanto ao papel
do NO frente aos estimuladores, porém controversos em relacédo ao ativadores.
Baseado na hip6tese acima, procuramos utilizar de outras ferramentas
farmacolégicas que sabidamente interferem na biodisponibilidade do NO. A
presenca do sequestrador de NO, hidroxicobalamina (Jenkison et al., 1995;
Roger et al., 2010), a remoc¢do do endotélio ou a adicdo do doador de NO,
nitroprussiato de sodio (30 nM) ndo alteraram os parametros farmacolégicos do
BAY 60-2770, sugerindo em um primeiro momento que o NO nao atrapalharia a

ligacdo dos ativadores no sitio ativo da GCs. Assim, pelos nossos achados
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podemos somente afirmar que em situacées onde hd menor biodisponibilidade
de NO, os ativadores também seriam mais eficazes frente aos estimuladores. Se
€ a prépria molécula do L-NAME, e ndo a inibicado da NOS, que interfere na acao
do ativadores novos protocolos experimentais precisariam ser realizados com
outros inibidores da NOS. Assim, é plausivel especular que em situacdes onde
possa haver aumento da atividade simpéatica, como hipertensao pulmonar (Mak
et al., 2012), insuficiéncia cardiaca (Wang et al., 2012) e doenca renal cronica
(Ewen et al., 2013) concomitantemente com a oxidagcdo da GCs e/ou menor
biodisponibilidade de NO os ativadores seriam eficazes.

A regulacado do tbnus vascular se da, principalmente, pela liberacdo de
substancias oriundas do endotélio, nervos ou por hormdnios. Estudos de
imunohistoquimica em artéria pulmonar de ovelha, coelho, cdo, humano
(Kummer, 2011) mostraram a presencga das enzimas tirosina hidroxilase (TH),
colina acetil transferase (ChAT), do neuropeptideo Y. Nossos resultados
mostraram que contracdo induzida pela estimulagdo elétrica se deu,
principalmente, pela liberagdo neurogénica de catecolaminas uma vez que tanto
a TTX, como a fentolamina aboliram esta resposta. Estudo preliminar em
anococcigeo de coelho e corpo cavernoso de coelho e humano (Cellek &
Moncada, 1997) mostrou que na auséncia de NO o inicio da contragao induzida
pela estimulacdo elétrica ocorreu de maneira mais rapida em comparagao ao
tecido controle, sugerindo que o NO liberado das fibras nitrérgicas pode
estimular tanto a musculatura lisa como modular pré-sinapticamente a liberacao

de noradrenalina. Na co-incubagéo de BAY 60-2770 (1nM) com L-NAME houve
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uma tendéncia de reducdo da contracdo induzida pela estimulacdo elétrica,
porém, 0os mesmos resultados ndo foram observados nos protocolos com a
fenilefrina. Possivelmente, as concentragdes utilizadas de fenilefrina sao
superiores quanto comparadas a quantidade de noradrenalina liberada apés
estimulacao elétrica.

Em relacdo aos fatores liberados do endotélio oriundos da via da
ciclooxigenase, as principais substancias vasoativas liberadas sao a
prostaglandina Dy, prostaglandina Ez, prostaglandina F»,, tromboxano Az (TXA2)
e prostaciclina (PGly). Desses, a PGE,, PGF,, e TXAzsé0 os principais agentes
contrateis. Em artéria pulmonar principal e intrapulmonar de coelho a ACh
induziu contracado, devido, principalmente, a liberacdo de TXA,, sendo este
efeito mais pronunciado nas artérias intrapulmonares. A indometacina reduziu
significativamente a contragdo induzida pela ACh tanto em endotélio intacto
como removido, sugerindo assim que tanto o endotélio como a musculatura lisa
sado importante fonte de prostanoides (Altiere et al., 1986; Pfister & Campbell,
1996). Por outro lado, estudos preliminares realizados em nosso laboratério
mostraram que o relaxamento induzido pela ACh foi significativamente reduzido
na presenca de indometacina, mostrando que neste leito e espécie animal os
agentes relaxantes oriundos da via da ciclooxigenase modulam a reatividade
vascular. Entretanto, o relaxamento induzido pelo BAY 60-2770 nao parece
envolver esta via, uma vez que a indometacina nao interferiu nesta resposta.

As células musculares lisas podem expressar quatro tipos de canais de

potassio a saber: os ativados por calcio (Kc.>*), por voltagem (Kv), por ATP
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(KaTp) € corrente de potassio retificadora tardia (Kir). Estes canais sdo proteinas
transmembrana e tem papel importante na manutencao do ténus vascular (Dick
& Tune, 2010), e ndo vascular (Petkov, 2011; Perez-Zoghbi et al., 2009). Assim
como observado com os estimuladores da GCs (Teixeira et al., a,b; Bau et al.,
2010) os bloqueador dos canais de potassio ativados por ATP também nao

interferiram no relaxamento induzido pelo BAY 60-2770.

6. Sumario

O relaxamento induzido pelo ativador da GCs, BAY 60-2770 foi
potencializado na presenca de ODQ, Tadalafil e discretamente na
presenca do L-NAME;

e A auséncia do endotélio, a presenca de doador de NO, o sequestro de
NO, a indometacina ou bloqueio dos canais de potassio ativados pelo
ATP nao alteraram o relaxamento induzido pelo BAY 60-2770;

e A contracdo induzida estimulagéo elétrica apresentou redugcdo quando o
ativador BAY 60-2770 foi co-incubado com ODQ;

e A contragdo induzida pela estimulacdo elétrica apresentou pequena

reducdo quando o ativador BAY 60-2770 foi co-incubado com L-NAME,

porém n&o sendo estatisticamente significante.
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7. Conclusao:

Nossos dados in vitro sugerem que em situagées onde ha oxidagéo do
grupamento heme da GCs e/ou menor biodisponibilidade de NO, o relaxamento
do ativador BAY 60-2770 néao foi interferido negativamente, diferentemente do

que ocorre com a classe de estimuladores da GCs.
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