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Resumo

A hipertensao arterial (HTA) pos-transplante € um fator de risco cardiovascular que pode
comprometer a longo prazo a eficacia do transplante. A Ciclosporina A (CsA) é um dos
imunossupressores mais utilizados na prevencdo da rejeicdo de o&rgdaos em doentes
transplantados, bem como em doencas autoimunes. No entanto, o seu uso clinico é
prejudicado pelo desenvolvimento de HTA, pela sua significativa nefrotoxicidade e, também,
pelo desenvolvimento de disfuncdo endotelial e vasculopatia a nivel do transplante.O
Sirolimus (rapamicina, SRL) é uma lactona macrociclica com um novo mecanismo de acgao
imunossupressora. O seu alto grau de sinergismo com a CsA permite uma eficiente prevencao
da rejeicao assim como uma minimizacao da toxicidade induzida pela CsA. Contudo, muito
pouco € conhecido tendo em consideracao os supostos mecanismos associados a protecao
cardiorenal e aos efeitos vasomotores, distintos dos associados a CsA. O objetivo desta
atividade experimental foi avaliar os efeitos vasculares do SRL e/ou CsA em culturas de
células da aorta de rato (A7r5) e, também, comparar os efeitos cardiorenais dos dois
farmacos num modelo animal (rato). As técnicas de whole cell patch clamp e de planar cell
surface area (PCSA) foram utilizadas para analisar a atividade dos canais de calcio tipo L
(LTCC) e a contratilidade celular, respetivamente. As respostas de relaxamento induzidas
pela CsA e SRL no efeito contratil da noradrenalina (NA, 1uM), serotonina (5-HT, 1uM) e Bay-K
(0.1nM) foram determinadas por PCSA. A CsA teve um efeito de relaxamento até um maximo
de 140% sobre o efeito contratil da 5-HT, 120% sobre o efeito da NA e 110% sobre o efeito do
Bay-K. O SRL exibiu uma percentagem maxima de relaxamento de 100% sobre os efeitos
contrateis da 5-HT e da NA e um maximo de 125% sobre o efeito do Bay-K. A combinacao dos
dois compostos evidenciou um efeito de relaxamento sobre a acao dos agentes contrateis (45-
140%). As analises eletrofisiologicas do whole cell patch clamp demonstraram um efeito
inibitorio da CsA (8nM-12nM) e SRL (10nM-10uM) sobre os LTCC. A adicao da concentracdo de
10puM de SRL a CsA 4uM potenciou este efeito inibitorio sobre este tipo de canais de calcio.
Estes resultados indicam que o efeito de relaxamento das células A7r5 do SRL e da CsA é
mediado pela inibicao dos LTCC. O modelo animal de 9 semanas com ratos envolveu o uso de
concentracées dos farmacos que mimetizam as usadas na pratica clinica. A CsA promoveu
disfuncao cardiorenal, caraterizada por desenvolvimento de HTA arterial, taquicardia,
aumento da ureia sérica, juntamente com dislipidemia. O SRL promoveu menos efeitos
secundarios cardiorenais, mas demonstrou ser igualmente pro-hipertensiva e pro-
dislipidémica. Em conclusao, este trabalho permitiu esclarecer alguns aspetos relativos aos
efeitos cardiorenais dos dois farmacos imunossupressores; todavia merece continuacao, de
forma a permitir a compreensao dos mecanismos celulares/moleculares destes farmacos, o
que serd muito importante para a prevencao destes efeitos secundarios graves pos-
transplante. Para além disso, podera ser essencial para o desenvolvimento de novos

imunossupressores, tao especificos e eficazes como os atuais, mas menos toxicos a nivel
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cardiovascular e renal, de forma a melhorar a sobrevida dos enxertos e prolongar a vida do

doente transplantado.

Palavras-Chave: ciclosporina A, sirolimus, células A7r5, whole cell patch clamp, planar cell

surface area, canais de calcio, modelo animal, efeitos cardiorenais
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Abstract

Post transplantation hypertension (HTA) produces serious cardiovascular risks that jeopardize
a long-lasting, successful organ transplant. Cyclosporine (CsA) is among the most widely used
immunosuppressant for preventing graft rejection and autoimmune diseases. However, its
clinical use is hampered by its significant nephrotoxicity and has also been implicated in the
development of endothelial dysfunction and transplant vasculopathy. Sirolimus (rapamycin,
SRL), is a macrocyclin lactone with a novel mechanism of immunosuppressive action. Its high
degree of synergy with CsA would not only more efficiently prevent rejection but also allow
minimization of CsA-induced toxicity. However, little is known concerning the mechanisms
underlying the putative cardio-renal protection afforded and whether the vasomotor effects
are distinct from those for CsA. Preliminary studies using animal models have provided
conflicting results. The aim of this study was to determine the vascular effects of SRL and/or
CsA in clonar cell line culture from embryonic rat thoracic aorta (A7r5) and also to compare
the cardiorenal effects in an animal model of both drugs. Whole cell patch clamp and the
planar cell surface area (PCSA) techniques were used to analyze L-type calcium channels
(LTCC) activity and cell contractility, respectively. The relaxation responses induced by CsA
and SRL on noradrenaline (NA, 1pM), serotonin (5-HT, 1 yM) and Bay-K (0.1nM) contractions
were assessed using PCSA. CsA relaxed to a maximum of 140% over the contractile effect of 5-
HT, 120% over NA and 110% over Bay-K effects. SRL relaxed to a maximum of 100% over the
contractile effects of 5-HT and NA and to a maximum of 125% over Bay-K effect. Both
compounds relaxed the effect of the contractile agents (45-140%). The electrophysiological
analysis showed that CsA (8nM-12uM) and SRL (10nM-10uM) inhibit LTCC. Combination of SRL
(10puM) with CsA (4uM) action potentiated the LTCC inhibition. Our data suggest that SRL and
CsA cause relaxation of A7r5 cells through the inhibition of LTCC.The 9-weeks rat animal
model involved the use of drugs’ doses that mimic those of the clinical practice. CsA
promoted cardiorenal impairment such as HTA, tachycardia, increased urea production,
together with dyslipidaemia. SRL promoted less cardiorenal side effects, but showed pro-
hypertensive and pro-dyslipidaemic effects.Understanding the molecular mechanisms of these
drugs will be important to prevent the serious side-effects post-transplantation and could be
pivotal for designing specific and less toxic immunosuppressant therapy that could efficiently

control blood pressure thus improving long term transplant outcomes.

Keywords: cyclosporine, sirolimus, A7r5, whole cell patch clamp, planar cell surface area,

calcium channels
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Capitulo |

Introducao

1.1. Farmacos Imunossupressores

1.1.1.Breve resenha da evolu¢cao da terapéutica imunossupressora

A imunossupressao, uma diminuicdo da atividade do sistema imunoldgico apés o transplante
de orgéos, ficou por muito tempo restrita a administracdo empirica e ndo monitorizada de
farmacos, como a azatioprina e a prednisona. A terapia da imunossupressao adequada é
imprescindivel para evitar a rejeicao aguda de transplantes de 6rgaos, evitando assim a perda
do enxerto. Porém, doses elevadas e/ou nao-controladas desses medicamentos conduzem ao
desenvolvimento de toxicidade. As opcdes terapéuticas para rejeicdo, como globulina anti-
linfocitica e o anticorpo anti-linfocitario monoclonal (CD3), precederam a introducao da CsA e
reduziram a frequéncia e a intensidade do processo inflamatério e da rejeicdo aguda quando
administradas de forma profilatica. A grande mudanca ocorreu a partir da década de 80, com
a utilizacdo da CsA como principal base da imunossupressdo que, associada a azatioprina e a
prednisona configurou o esquema terapéutico ideal (Garcia, 2004).

0 desenvolvimento de novos farmacos imunossupressores mais efetivos e eficazes promoveu
uma reducdo na incidéncia de rejeicao aguda para menos de 20%, com um aumento paralelo
da esperanca de vida de 40% para proximo de 90% no primeiro ano de transplante, a maioria
ultrapassando os cinco anos com funcao normalizada do o6rgdo. No inicio de 1980, foi
introduzida a CsA, um imunossupressor que revolucionou o transplante de 6rgaos. No entanto,
problemas associados a dosagem vieram a tona devido a sua pouca e imprecisa absorcao,
estreita janela terapéutica e seus efeitos colaterais, especialmente a nefrotoxicidade. Com a
disponibilizacdo de outros farmacos, como o tacrolimus (FK506) e o sirolimus, houve um
aprimoramento no controlo dessas terapias e os farmacos imunossupressores passaram a ser
quantificados em niveis sanguineos. A CsA e o FK506, inibidores da calcineurina, sdo a base da
imunossupressao clinica, podendo conduzir a efeitos toxicos, especialmente a nefrotoxicidade
relacionada com a dose (Korom, 2009). O mecanismo de acao de alguns imunossupressores
encontra-se representado na figura 1.

Como os farmacos imunossupressores representam um problema devido a estreita faixa entre
a dose terapéutica e seus efeitos toxicos, existe um potente estimulo para a monitorizacao
biologica desses farmacos, bem como para a necessidade de conhecer de forma cabal os seus

pardmetros farmacocinéticos e farmacodinamicos. E fundamental a manutencéo de farmacos
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imunossupressores em niveis estaveis que sejam suficientemente altas para prevenir a
rejeicdio mas, ao mesmo tempo, abaixo do limiar téxico para minimizar os efeitos

secundarios, como a nefro e a neurotoxicidade (Garcia, 2004; Reis et al., 2003).
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Figura 1 - Efeitos a nivel celular de alguns agentes imunosupressores conhecidos. Adaptado de Nature,
2006.

1.1.2. A Ciclosporina A - eficacia vs toxicidade

A CsA é um agente imunossupressor, da famila dos inibidores de calcineurina, derivado de um
metabolito do fungo Cylindrocarpon lucidum Booth e Tolypocladium inflatum Gams,
introduzido na década de 70 para provavel uso em transplante de 6rgdos solidos (Garcia,
2004; Morton & Powell, 2000). No entanto, a sua aplicacao efetiva ocorreu em 1983 no
European Multicenter Trial Group e, a partir desta data, tem melhorado substancialmente a
esperanca média de vida de varios doentes submetidos a transplantes cardiaco, renal,
hepatico, pancreatico e pulmonar. Trata-se de uma substancia lipofilica com caracteristicas
polipeptidicas ciclicas e, constituida por 11 aminoacidos (Podder et al., 2001; Roullet,1994;
Kahan, 1989). A sua principal caracteristica farmacolégica é a atividade imunossupressora
(Borel, 1976; Garcia, 2004) pois apresenta uma faixa muito reduzida de acdo antiflingica para
ser utilizada com essa finalidade. A CsA provoca lesao endotelial e vasoconstricao que
produzem isquémia renal, devido a uma maior sintese de proteinas da matriz extracelular.

Influencia ainda a deposicao de proteinas nos intersticios renais através de mecanismos nao

2
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hemodinamicos. Este efeito pode ser direto ou indireto; por mediadores como citocinas,
fatores de crescimento e tromboxanos (Kopp & Klotman, 1990). E altamente hidrofébica,
tendo assim uma alta capacidade de interacdo bioldgica e sintética com os fosfolipidos da
bicamada lipidica (Kopp & Klotman, 1990). Todas as evidéncias sugerem que a CsA atua
especificamente e de maneira reversivel nos linfocitos. Ao contrario dos agentes citostaticos,
este agente nao deprime a hematopoiese e nao tem efeito algum sobre a funcao das células
fagocitarias.

Os inibidores da calcineurina sao os mais utilizados no tratamento imunossupressor sendo o
uso da CsA mais frequente do que o da FK 506 (57% vs 37% (Garcia, 2004)). O desenvolvimento
de HTA é mais evidente nestes inibidores. Assim, a terapéutica encontra-se muitas vezes
combinada com inibidores de proliferacago mTOR, como SRL, e multiplos corticosteroides
(63%) durante o primeiro ano apoés o transplante (Korom, 2009). A utilizacdo de
corticosteroides apresenta efeitos secundarios assinalaveis como a perda de conteldo dsseo.
0 uso clinico da CsA esta associado ao desenvolvimento de HTA em 30% dos casos (Grzesk et
al., 2012). Em varios ensaios clinicos, a combinacdo com o SRL reduziu com sucesso a
toxicidade induzida pela CsA (Mota et al., 2004). A CsA ndao é um farmaco abrangente
exercendo o seu efeito numa populacao restrita de células linfoides e poupa as outras células
de linhagem mieldide, o que lhe confere certa seletividade (Roullet, 1994). Na formulacao
inicial, a CsA apresenta grande variacao na absorcao e na velocidade de metabolismo,
resultando na biodisponibilidade média de 30% (Garcia, 2004). Tanto a CsA como o FK506
alteram a hemodinamica glomerular com reducdao da filtracao, alteracdes histologicas
caracterizadas pela presenca de vacuolizacdo tubular, fibrose intersticial e hialinose
arteriolar (Garcia, 2004). Relativamente a administracdo oral, a absorcdo da CsA produz-se,
principalmente, no intestino delgado, a nivel do duodeno e do jejuno (Drewe, 1992) , de
forma rapida mas incompleta, sendo que a biodisponibilidade absoluta da CsA situa-se nos
30%. A expressao da glicoproteina P na membrana dos enterocitos parece ser o principal
determinante da biodisponibilidade da CsA e da sua variabilidade. Esta atua como uma
“bomba” que expele o farmaco, entre outras substancias estranhas, impedindo a sua entrada
na circulacdo sistémica, mediante o transporte de moléculas lipofilicas desde o interior do
enterocito até ao lumen intestinal. A maior percentagem de ligacdo da CsA as lipoproteinas
plasmaticas produz-se na fraccdo HDL (43-57%) e LDL (25%) (Gurecki, 1985). As LDL actuam

como transportadores da CsA e facilitam a sua entrada no interior das células.

Mecanismo de Acéo

A acao imunossupressora da CsA envolve a interacao da CsA com a calcineurina fosfatase, o
que reduz a producao de interleucina-2 (IL-2). O mecanismo de acao da CsA baseia-se na
inibicao especifica e reversivel das células linfocitarias T na fase GO ou G1 do ciclo celular

(Borel, 1977) como se observa na figura 2. O processo € iniciado pela ligacao da CsA as FKPBs,



Efeitos da ciclosporina e sirolimus ao nivel cardiovascular

imunofilinas citoplasmaticas, em que a isoforma FKBP12 é o principal efetor do efeito
imunossupressor (Rauch et al., 2009). A CsA liga-se com alta afinidade a ciclofilina, existindo
uma correlacao entre a capacidade imunosspupressora e a de ligacao (Dick, 1997). O
complexo farmaco-recetor inibe a ativacdo da fosfatase da calcineurina, um segundo
mensageiro na desfosforilacdo e ativacao do factor nuclear de ativacao das células T (NF-AT).
A NF-AT é uma proteina reguladora que promove a transcricdo e producao de IL-2 e outras
citocinas que promovem a proliferacdao e crescimento das células T e B. A inibicdo da
producéo de IL-2 pela CsA reduz a proliferacao e ativacao das células t citotdxicas e helper
(Naesens, 2009; Pallet, 2011; Yoon & Yang, 2009).

A calcineurina € um complexo heterodimérico composto por uma subunidade catalitica e uma
subunidade reguladora B, que possui actividade enzimatica fosfatase serina/treonina
dependente do complexo Ca**-calmodulina (Pitt, 2007; Saimi & Kung, 2002), a qual é inibida
pelo complexo CsA-ciclofilina (Clipstone, 1992; Liu et al., 1992; Liu et al., 1991; O'Keefe et
al., 1991; Swanson et al., 1992). Na auséncia da CsA, a calcineurina desfosforila o NF-AT,
levando a sua translocacao para o nicleo celular.

O resultado dos efeitos da CsA nos linfocitos é o bloqueio do ciclo celular e a inibicao da
expressao do mRNA que codifica a sintese proteica. Desconhece-se a existéncia de um
mecanismo semelhante no tecido vascular, ja que as vias de transmissao de sinal da CsA estao
por caraterizar nas células endoteliais e do misculo liso vascular.

As estratégias de minimizacdo dos efeitos secundarios da CsA passam por terapia conjunta
com outras farmacos, diminuicao das doses utilizadas ou remocao do imunossupressor (Sereno
et al., 2012). A nao-utilizacao de inibidores de calcineurina esta associada com uma maior
taxa de rejeicao sendo que este protocolo foi descartado. As estratégias baseadas na reducao
das doses de CsA ainda permanecem por elucidada de forma mais cabal. Os protocolos actuais
mais utilizados passam por uma terapéutica de conversao (precoce ou tardia) de CsA para
SRL, como forma de manter a necessaria imunossupressao e reduzir a nefrotoxicidade).
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Figura 2 - Local de acao da ciclosporina e sirolimus no ciclo celular.
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Principais efeitos secundarios - a HTA e nefrotoxicidade

Estudos epidemiologicos, avaliando predominantemente os regimes terapéuticos com CsA,
demonstraram que variacoes na creatina sérica durante o primeiro ano apos transplante sao
indicadoras da sobrevivéncia a longo-prazo. A CsA é um farmaco muito importante na
terapéutica imunossupressora, mas esta associada a efeitos secundarios graves, como a HTA e
nefrotoxicidade continuando a ser usada na clinica devido a sua eficacia. O uso da CsA
introduziu a monitorizacao farmacocinética na imunossupressao. Foi demonstrada, tanto para
a CsA como para o FK506, uma correlacdo entre o nivel residual minimo com a eficacia e a
toxicidade. O uso continuo e em altas doses destes farmacos tém como limitacao principal a
nefrotoxicidade.

Consequéncias como o aumento de peso, de pressdao arterial (PA) e risco cardiovascular
aumentado sao mais frequentes na terapia com a CsA. Também esta relacionada com elevado
risco cardiovascular e nefrotoxicidade, derivados da elevada reatividade vascular, mudancas
na producao de substancias enddgenas vasoativas como tromboxanos, endotelina, serotonina
e renina/angiotensiona; e atividade nervosa simpatica alterada com libertacdo de
catecolaminas (Reis et al. 2000). A CsA promove a peroxidacdo lipidica e os seus efeitos
hipertensivos estdo associados com deficiéncias em diferentes vias cardiovasculares (Reis et
al., 2009; Sereno et al., 2012). A CsA induz vasoconstricdo transitdria e intensa no rim apos a
administracao, reversivel com doses mais pequenas ou descontinuadas do farmaco. Os
inibidores da calcineurina contraem as arteriolas eferentes, causando flutuacées na perfusio
glomerular e um aumento da creatinina sérica. Esta vasoconstricdio é dependente da
concentracdo e irreversivel (Issa, 2012). A atividade maxima da calcineurina requere a
presenca simultanea de Ca?, calmodulina e outros catides bivalentes como o Mn?*, Ni** e Mg”*
como ativadores (Hulin et al., 2012). A inibicdo da calcineurina fosfatase, indispensavel para
o efeito imunossupressor da CsA, atenua a producao de o6xido nitrico (NO) e, assim, diminui a
vasodilatacao periférica.

A complicacao clinica mais relevante da CsA é a nefropatia cronica, caracterizada por uma
progressiva disfuncao renal, arteriolopatia aferente, influxo de células inflamatorias, fibrose
tubulointersticial e imunogeneicidade intrarenal aumentada (Yoon & Yang, 2009). A CsA causa
um aumento desproporcional dos niveis de ureia plasmatica e hipercalcemia. Os mecanismos
desses efeitos nao sdo claros, mas evidéncias experimentais demonstram toxicidade tubular e
acao sobre os vasos renais com consequente lesao vascular. Os tlbulos renais sao os sitios
primarios do efeito nefrotdxico da CsA. A funcao renal pode sofrer alteracdes discretas no
inicio do tratamento com CsA, porém deteriora-se rapidamente no primeiro més.

As mudancas hemodinamicas observadas no rim sao provavelmente resultado da
vasoconstricao renal das arteriolas aferentes. Estudos em ratos concluiram que grandes doses
de CsA estao associadas com ativacao da endotelina plasmatica. Alteracdes no balanco entre

fatores vasoconstritores e vasodilatadores produzidos pelo endotélio, como a endotelina, os
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eicosandides e o EDRF (endothelium-derived relaxing factor), poderiam contribuir para as
mudancas na hemodinamica renal durante a terapia com CsA.

A concentracdo de CsA que permite um ratio risco/beneficio o6timo ainda nado foi
estabelecido. Nos Ultimos anos, varias estratégias de minimizacdo foram propostas para
reduzir os elevados niveis de exposicao aos agentes imunossupressores necessarios com o
objetivo de limitar os efeitos adversos (Etienne et al., 2010). Apesar destes efeitos
secundarios extremos, os mecanismos subjacentes nao foram ainda elucidados, sendo este
trabalho experimental mais um passo para desvendar os mecanismos associados a toxicidade
do farmaco.

A hipertrofia ventricular esquerda é um potente fator de risco para a ocorréncia de
complicagbes cardiovasculares, tal como ilustrado na figura 3. O aumento do ventriculo
esquerdo (VE) que ocorre em pacientes com HTA essencial produz um alto risco para o
desenvolvimento de arritmias ventriculares, disfuncdo sistdlica e diastdlica, bem com

insuficiéncia cardiaca, o que também se verifica em pacientes com HTA induzida pela CsA.

Hipertrofia do

Coracdo normal ventriculo esquerdo

ventriculo ventriculo Hipertrofia

direito esquerdo

Figura 3 - Esquema representativo da hipertrofia do ventriculo esquerdo

Nesta terapéutica, verifica-se um aumento da massa ventricular superior ao normal,
associado a uma diminuicdo da funcéo sistolica do VE, levando a diminuicdo da fracdo de
ejecao. A reducdo da concentracdo de CsA e o uso de farmacos renoprotetoras (antagonistas
dos recetores de angiotensina Il, estatinas) sdao as possiveis solucdes encontradas na
atualidade (Yoon & Yang, 2011).

A nefrotoxicidade cronica da CsA (figura 4) é caraterizada por uma disfuncdo renal
progressiva, arteriolopatia aferente, influxo inflamatorio e fibrose intersticial. Uma
administracao a longo prazo de CsA rapidamente diminui a taxa de filtracao glomerular e o
fluxo sanguineo renal induzindo vasoconstricao ou aumento da resisténcia vascular intrarenal
que resulta em Ultimo caso em dano isquémico. Esta isquémia crénica esta associada com a

formacao anormal de espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica (Reis et al., 2003;
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Yoon & Yang, 2009). Apds reducdo ou completo corte na terapéutica com inibidores de

calcineurina, uma melhoria na funcao renal foi observada (Yoon & Yang, 2009).
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Figura 4 - Administracdo cronica de ciclosporina conduz a disfuncao renal.

Os efeitos adversos da CsA devem-se em parte a irregular distribuicdo das ciclofilinas nos
tecidos e ao seu conteldo lipidico (Bueno, 2002). Mas os efeitos, embora dependentes da
dose, apresentam uma grande heterogeneidade entre os diversos individuos e uma
insuficiente correlacdo com os niveis plasmaticos de CsA (Myers, 1986).

Estudos tanto in vitro como in vivo tém descrito de forma consistente que a CsA exerce uma
potente accdo na vasculatura. Outra implicacdo destas observacdes € de que a HTA induzida
pela CsA pode resultar de uma sensibilidade vascular alterada as substancias vasoconstritoras
e/ou vasodilatadoras.

Um aumento transitdrio do calcio intracelular é fundamental na mediacao das respostas
contracteis do musculo liso vascular (Marks, 2000). A CsA pode aumentar tanto o influxo de
Ca’* a partir dos compartimentos extracelulares (Meyer-Lehnert e Schrier, 1989; Rego et al,
1990) como a partir dos compartimentos intracelulares que o armazenam (Bokemeyer et al,
1994), factos que levam a colocar a hipotese de que os mecanismos de armazenamento e de

libertacdo do calcio estarem alterados apds o tratamento (Grzesk et al., 2012).

1.1.3.Sirolimus - nova op¢dao em imunoterapia

As propriedades imunossupressoras do SRL s6 foram reconhecidas alguns anos apds a sua
descoberta quando se verificou a supressao da producao de IgE em varias patologias (Morelon,

2001). Também, verificou-se o potencial fungicida (particularmente contra Candida) e a sua
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acao antitumoral em varios estudos in vitro pelo Instituto Nacional do Cancro nos EUA
(Morelon, 2001). Apesar de tudo, a investigacdo nao continuou e s6 em 1989 este farmaco
reapareceu em varios estudos clinicos como imunossupressor em transplantes de oOrgaos
(Chapman et al., 2007). Este ressurgimento deveu-se as suas semelhancas estrutrais com a
FK506 (Abraham & Wiederrecht, 1996; Rangan et al., 2009).

Este farmaco aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), desde 1999, é utilizado para
a prevencao da rejeicao de transplante renal (Rapamune®), apresentando um mecanismo de
acao por ligacao a proteinas citosdlicas especificas, chamadas imunofilinas.

Muitas comparacoes e protocolos experimentais revelaram que o SRL exibe minima
nefrotoxicidade a doses imunossupressoras clinicas quando comparada com a CsA (Rangan et
al., 2009).

Os efeitos nefrotoxicos da administracao de inibidores de calcineurina criaram a necessidade
da procura de agente imunossupressores com menos efeitos secundarios. O SRL apresenta
efeitos adversos em menor quantidade e extensao na funcao cardiorenal (Stallone, 2009).
Apesar de tudo quando combinada com antagonistas da calcineurina, ha um aumento na
toxicidade derivada da interacdao farmocinética existente (Mota et al., 2004). Uma
combinacédo eficaz sera a que utiliza os inibidores de calcineurina numa taxa de exposicao
menor que 80% mais o SRL.

O SRL ¢é rapidamente absorvida, num maximo de 2 horas, com baixa biodisponibilidade oral e
uma proporcao linear a nivel de dose. O tempo médio de vida é de 62 horas e a clearance é
dependente do individuo e dose (Dupont, 2003). Apds uma repetida administracdo oral, o SRL
acumula-se nos orgaos, sendo as maiores concentracdes encontradas no intestino, figado,
coracao e rim, numa concentracao descendente.

Apesar de todos os estudos demonstrados na literatura ao longo dos anos, o mecanismo
preciso pelo qual o SRL atua como terapia continua a evoluir (Rangan et al., 2009). Pouco é
conhecido dos efeitos vasomotores do SRL e estudos preliminares em varios modelos animais

conduziram a resultados conflituosos.

Mecanismo de acc¢ao

O SRL atua através de um mecanismo intracelular diferente da CsA, que passa pela inibicao
da mTOR (mammalian target of rapamycin), apresentando aparentemente uma menor cardio
e nefrotoxicidade (Reis et al., 2009). E uma lactona macrociclica lipofilica isolada do fungo
actinomycete Streptomyces hygroscopicus, com estrutura analoga a FK506, que apds formar
um complexo com o receptor intracelular FKBP12 (FK506 binding protein-12), liga-se ao
mTOR, ao nivel do dominio FRB (FKBP12-rapamycin binding domain). O complexo binario
SRL/FKBP12 nao se liga a calcineurina, ndo tendo um perfil neurotéxico e nefrotoxico tao

pronunciado como na terapéutica com inibidores desta (Morrisett et al., 2002).
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O mTOR tem um papel critico como promotor do crescimento e diferenciacao celular assim
como apoptose. O complexo SRL/FKBP12 liga-se ao mTOR, uma cinase regulatoria essencial. A
disrupcao da mTOR impede a sinalizacao pelas citocinas, resultando na inibicao do
crescimento e diferenciacado linfocitario. Em células T estimuladas pela IL-2, o SRL impede a
progressao do ciclo celular na transicdao G1/S, resultando numa paragem na etapa G1 devido a
inibicdo da atividade enzimatica (Dupont, 2003) (figura 5). Devido ao carater anti-
proliferativo deste imunossupressor é desenvolvido um ambiente que favorece a apoptose das
células que reagem a antigénios especificos do transplante, sendo desenvolvida a tolerancia
deste modo (Dupont, 2003).

A mTOR, proteina cinase serina/treonina que existe numa forma de proteina multimérica
sensivel a rapamicina (MTORC1) e insensivel a rapamicina (mMTORC2), funciona como um
sensor de energia e regula a sintese proteica e funcdes maiores celulares (Haidinger et al.,
2010; J. Ma et al., 2010). A mTORC1 promove a progressao G1 e a proliferacao celular através
de multiplos mecanismos, sendo que a sua inibicdo pelo SRL é especifica a nivel celular.
Contudo, algumas linhas de fibroblastos e linhas celulares hepaticas sdo insensiveis ao
farmaco (Cruzado et al., 2011; Kramer et al., 2008; Rangan et al., 2009). A mTOR possui um
papel bastante essencial na homeostase lipidica, fato observavel pelos efeitos adversos do
SRL, que incluem a hiperlipidémia, aumento de peso e resisténcia a insulina (Brown, 2007). A
hiperlipidémia é um efeito adverso relevante numa terapéutica com SRL e frequentemente

conduz a doenca cardiovascular e a lesdes renais pos transplante (Morrisett et al., 2002).

~ Eliminacdo
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® = +e

Progressdo do Ciclo
Celular

Figura 5- Mecanismo de acao do sirolimus (rapamicina). Ligacao SRL com FK506 forma complexo que
se associa ao mTOR (mammalian target of rapamycin). Este complexo inibe as vias bioquimicas que sdao
necessarias para a progressao do ciclo celular na fase G1, existindo assim um boqueio na transducao
do sinal. Adaptado de Expert Reviews in Molecular Medicine, Oxford University, 2000.
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Os inibidores da mTOR apresentam consideraveis efeitos secundarios que sdo por vezes
limitantes da terapéutica, afetando cerca de 30-50% dos doentes. Alguns destes efeitos
secundarios sda o aumento do nivel lipidico sérico, hemoglobina reduzida, edemas
periféricos, distUrbios gastrointestinais, entre outros. A nivel renal, estes inibidores afetam a
estrutura e a sua funcao (Morath et al., 2007). Num rim saudavel, o SRL é considerada nao
nefrotdxica enquanto num lesionado, o SRL pode ser benéfica ou prejudicial (Rangan et al.,
2009).

Efeitos cardiovasculares e renais - eventual renoproteccao

Inicialmente, o SRL foi utilizado em terapéutica coadjuvante, substituindo a azatioprina, mas
devido a sua baixa nefrotoxicidade tem potencial para ser aplicada em monoterapia (Dupont,
2003; Lee, 2012). Os efeitos a nivel celular do SRL sdao mediados pela ligacdo ao seu recetor
citosolico, a proteina FK506, o que resulta num bloqueio na progressao do ciclo celular na
transicao G1/S (figura 5). Os efeitos inibitorios no crescimento celular e na migracdo em
vasos sanguineos sao atualmente reconhecidos e tém um papel significante na sua eficacia
clinica. Apesar disto, os efeitos funcionais nos vasos sanguineos siao desconhecidos e,
particularmente, importantes quando o SRL é libertado diretamente na circulacao onde pode
afetar o fluxo sanguineo e a perfusao dos tecidos. Uma exposicao cronica ao SRL pode alterar
o diametro arterial causando disfuncao no endotélio e consequéncias a nivel da PA. Por fim, a
sua lipofilicidade pode ser importante na absorcao, distribuicao e retencao nas paredes das
artérias (Ghatta, 2007). Pouco é conhecido dos efeitos vasomotores do SRL e estudos
preliminares em varios modelos animais conduziram a resultados conflituosos (Sehgal, 1998;
Rangan et al., 2009).

A nivel tumoral, verifica-se que os niveis dos alvos downstream da TORC1, como por exemplo
o VEGF (vascular endothelium growth factor) encontram-se aumentados. Assim, o tratamento
com inibidores desta proteina cinase TORC1 tem potencial terapéutico (Rangan et al., 2009),
verificando-se um carater anti-proliferativo. Durante a administracdo de SRL, os niveis de
colesterol plasmatico, LDL e niveis de triglicéridos encontram-se aumentados até um maximo
de 50%. Estas modificaces a nivel de concentracao sao reversiveis, repetiveis e dependentes
da dose. Estes resultados demonstram que o SRL afeta a via de sinalizacao da insulina
aumentando/diminuindo a atividade da lipase dos adipdcitos, resultando num aumento da
sintese hepatica de triglicéridos, na secrecao de VLDL e hipertriglicéridemia (Morrisett et al.,
2002).

A dislipidémia é definida como a presenca de niveis elevados ou anormais de lipidos e/ou
lipoproteinas no sangue. As anormalidades nos lipidos e lipoproteinas sao extremamente
comuns na populacao geral e sdo consideradas um factor de risco altamente modificavel para

doencas cardiovasculares, devido a influéncia do colesterol.
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Para o diagnostico sdao medidos laboratorialmente os niveis plasmaticos de colesterol total,
LDL, HDL e triglicerideos (Ma, 2007). O efeito anti-ateroesclerdtico do SRL esta relacionado
com mudancas no local de metabolismo lipidico e com o seu efeito anti-proliferativo e anti-
inflamatorio (Rangan & Coombes, 2007). A hiperlipidémia esta associada com a progressao da
doenca renal cronica. O SRL encontra-se associado com a hiperlipidémia nos transplantes
renais, pancreaticos e hepaticos mas o seu impacto na funcéo renal é inconclusivo (Rangan et
al., 2009). De realcar o facto de que a investigacao feita neste farmaco ter permitido revelar
a importancia bioldgica da sinalizacdgo do mTOR no organismo e em varias patologias,

permitindo a criacao de novas terapias para varias patologias (Rangan et al., 2009).

1.2. Doencas cardiovasculares - a Hipertensao

As doencas cardiovasculares sdao um grupo de patologias do coracdo e dos vasos sanguineos e
incluem a doenca coronaria aguda, cerebrovascular, cardiaca congénita e tromboses e
embolias pulmonares (Black, 2006; Izzo & Black, 2003; Kaplan, 2012).

A
Deficiéncia em Ferro TI 0,70%

Sexo desprotegido ‘l 0,80%
Abuso de drogas | J 1,80%
Estilo de vida sedentario | J 3,30%

Baixo consumo de frutas e vegetais _ 3,90%

|
Obesidade | INEG—_— 7,40%

Consumo de alcool | ‘ ) 9,20%
Hipercolesterolemia | 1 7,60%
Consumo de tabaco | ¥ 12,20%
Hipertensao | J 10,90%

Figura 6 - Principais fatores de risco da doenca cardiovascular a nivel mundial.

O enfarte agudo do miocardio ocorre porque ha diminuicao do fluxo sanguineo para as
coronarias do coracao e provocam isquémia localizada. As causas mais comuns a nivel dos
paises desenvolvidos sdo o tabagismo (12,2%), seguido pela HTA (10,9%) e aterosclerose ou
formacao de placas de ateroma nas paredes dos vasos sanguineos (7,6%) como observamos na
figura 6. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cardiovasculares sdao
responsaveis por 35% da mortalidade mundial. A projecdao da OMS é que esse grupo de
doencas seja a primeira causa de morte em todos os paises em desenvolvimento até 2015. As
doencas cardiovasculares sao responsaveis por cerca de 40% dos obitos em Portugal, liderando

a nivel europeu a taxa de mortalidade por acidente vascular cerebral. Os fatores considerados
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mais importantes sao os de impacto independente e significante no risco para doencas
isquémicas e acidente vascular cerebral; e os modificaveis ou passiveis de controlo (Black,
2006; Izzo & Black, 2003; Kaplan, 2012). Por apresentarem esses trés critérios de relevancia,
enfatiza-se o controlo dos factores de risco como diabetes, obesidade, sedentarismo, tabaco
ou HTA. A HTA é um desafio para a saude publica mundial devido a elevada prevaléncia e o
seu concomitante risco cardiovascular e renal (Michael et al., 2008).

Para a OMS, a HTA pode ser definida como uma elevacao dos valores da PA sistolica e/ou
diastolica acima de 140 e 90 mmHg, valores variaveis para diferentes sexos e idades: os
homens apresentam valores mais elevados do que as mulheres e os idosos valores mais altos
do que individuos mais jovens. A prevaléncia e seriedade da HTA aumenta acentuadamente
com a idade e algumas estatisticas referem que 90% dos adultos acima dos 70-80 anos irdo
sofrer HTA sistdlica (Black, 2006; Kaplan, 2012; Kotlikoff & Hall, 2003).

Para 95% das pessoas com PA elevada, a causa é desconhecida. Esta HTA é designada por
essencial ou primaria. Quando as causas sdo conhecidas designa-se por HTA secundaria. A HTA
essencial & assintomatica e multifatorial. As causas mais comuns da HTA secundaria (menos
frequente) sdo disfuncdes ao nivel da maquinaria vascular e do fluxo sanguineo sistémico,
especialmente no rim (doencas do parénquima ou estenose da artéria renal) ou nas glandulas
endodcrinas (Black, 2006; Filipa & Castro, 2010; Kaplan, 2012).

A incidéncia da HTA e a consequente insuficiéncia cardiaca apresenta consequéncias ao nivel
estrutural e funcional. A maior mudanca é o espessamento dos vasos que leva a um aumento

do nivel sistdlico na PA com uma pressao diastolica reduzida como se observa na figura 7.
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FLUx’o ELUXO Aumento PA sistdlica
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Diminuic3do PA diastdlica

Figura 7 - Variacdes de pressao arterial sistélica e diastolica na HTA arterial.

O desenvolvimento da HTA tem por base a interacao entre a predisposicao genética de um
dado individuo e fatores ambientais, ainda que ndao sejam completamente conhecido como

estas interacdes ocorrem. Sabe-se que a HTA é acompanhada por alteracdes funcionais do

12



Efeitos da ciclosporina e sirolimus ao nivel cardiovascular

sistema nervoso auténomo simpatico, da atividade renal, do sistema renina-angiotensina,
para além de outros mecanismos humorais e de disfuncdo endotelial (Black, 2006; Brunner,
1983; Kaplan, 2012). A HTA resulta de varias alteracoes estruturais do sistema cardiovascular,
que amplificam o estimulo hipertensivo e causam dano cardiovascular como podemos

observar na figura 8, que inclui o exemplo da aterosclerose.
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Figura 8 - Doenca cardiovascular - possiveis efeitos da aterosclerose, como por exemplo a HTA, a nivel
das artérias e outros vasos.

Estas alteracdes hemodinamicas iniciam mudancas adaptativas nos vasos de conducdo e de
resisténcia caraterizadas por hipertrofia e hiperplasia do muUsculo liso da média, aumento da
matriz extracelular, diminuicdo da compliance e aumento da resisténcia.
Nos modelos - animal e humano da HTA essencial - foi demonstrado que o tonus vascular em
repouso e a resposta contractil a um nimero elevado de estimulos fisiologicos encontram-se
aumentados face aos normotensos (Rensen, 2007). Estas duas modificacées contribuem para
um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo. Na vasculatura do musculo liso existe uma
permeabilidade idnica alterada em cenarios hipertensivos que pode conduzir a danos
patofisiologicos a longo prazo (Kaplan, 2012; Martens & Gelband, 2008). A duracao e iniciacao
do tratamento, local de administracdo e agente usado sao importantes na eficacia da
reversao dos danos causados, embora nao esteja totalmente claro se a permeabilidade i6nica
alterada segue as mudancas na PA ou se os danos sao irreversiveis a nivel das concentracoes
dos canais ionicos (Martens & Gelband, 2008). Em suma, varios fatores estdao envolvidos neste
processo como observado na figura 9 aos quais se acrescenta:

i.  Alteracoes histologicas nos vasos sanguineos: endotélio, intima e média.

ii.  Aumento da permeabilidade da membrana a varios ides como sodio (Na*) e calcio

(Ca*).
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jii.  Alteracdo do metabolismo do Ca®** que leva a um aumento intracelular, facto que
facilita a contracao desencadeada pelas substancias vasoconstritoras.

iv. Reducéo da atividade da Ca?*-ATPase da membrana celular e do reticulo sarcoplas-
matico e da troca Na*- CaZ*, aumentando o Ca®* livre intracelular.

v.  Modificacdo da atividade da bomba de Na® da membrana plasmatica.

vi.  Alteracdes no sistema renina-angiotensina-aldosterona.

vii.  Alteracdo do endotélio vascular com producdo de substancias vasoconstritoras e faci-
litando a producao de mitogénios.

viii.  Presenca de substancias enddgenas que inibem a bomba de Na® presente nas células
musculares lisas vasculares e nos terminais nervosos noradrenérgicos. Esta inibicao
aumenta os niveis intracelulares de Ca*, ao facilitar o influxo de Ca?* através do
permutador Na*-Ca’*, aumento do ténus vascular e da libertacdo de noradrenalina

(NA), respetivamente.
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Figura 9 - Mecanismos patofisioldgicos da HTA. Setas vermelhas: mecanismos hipertensores; setas
cinzentas: mecanismos opostos a HTA; Ang (1-7), angiotensina (1-7); SNC, sistema nervoso central; Gl,
gastrointestinal; NO, dxido nitrico. Adaptado de (Black, 2006).

Apesar dos recentes avancos farmacoldgicos, as doencas cardiovasculares estdo associadas a
um declinio na qualidade e esperanca de vida. Os transplantes de coracdo mantém-se como a
Unica opcéao terapéutica suficientemente eficaz para estes doentes. Importa referir que nos
ultimos anos a esperanca de vida dos transplantados regista um aumento para os 84%, nao

obstante ainda seja verificavel falta de dadores para colmatar as necessidades. A HTA pos-
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transplante é reconhecida como factor de risco para uma falha no transplante (Black, 2006;
Izzo & Black, 2003; Kaplan, 2012).

Qualquer inovacdo na terapéutica hipertensiva responde a varios critérios: (i) capacidade
para aumentar o controlo da PA, (ii) eficacia no tratamento da HTA resistente e (iii) potencial
na reducdo de riscos pelo impacto a nivel funcional, estrutural e metabolico (Saurina et al.,
2006). Em adicao as patologias ja existentes, o efeito combinado de corticosterdides, a
inibicao da calcineurina e a reducdo da funcao renal levam a picos na PA de cerca de 65-
100%. A maioria dos estudos identifica a terapia com CsA como a maior responsavel por esta
HTA. O SRL partilha o mesmo final da via de inibicao da calcineurina mas difere em termos de
poténcia e magnitude dos efeitos indesejaveis mais facilmente controlaveis (Dupont, 2003;
Reis, 2009; Saurina et al., 2006).

Os niveis plasmaticos de triglicéridos e colesterol - LDL podem também aumentar o risco de
doenca coronaria, embora nao haja certezas no seu grau de independéncia em relacdo ao
colesterol - HDL baixo e outros fatores de risco interrelacionados (incluindo LDL pequenas e
densas, resisténcia a insulina e determinados perfis de coagulacdo). Devido as relacoes
metabodlicas reciprocas entre os niveis plasmaticos de colesterol - HDL e de triglicéridos, os
fatores de risco que influenciam a reducéo de colesterol HDL associam-se também a elevacao
dos niveis de triglicéridos (Cristina & Pereira, 2008).Varios autores afirmam que a disfuncao
de canais i6nicos, mais precisamente os canais de potassio e dos canais de calcio, podera
levar a HTA. Defeitos na funcdo do canal de potassio podera provocar uma vasoconstricao e
assim levarem a alteracoes que podem envolver mecanismos patogénicos como a HTA (Nelson
and Quayle, 1995).

1.3. O ténus vascular e o endotélio

O tonus vascular, isto é, o grau de contracdo sustentada do sistema vascular, regula a
resisténcia vascular periférica. O sistema vascular periférico responde com vasoconstricdo e
hemostase ao trauma e com hipertrofia e crescimento a HTA luminal. O tonus vascular é
ativamente aumentado pela reducao da magnitude absoluta do potencial membranar.
Despolarizacées na ordem dos 5-20mV tém sido demonstradas em varios modelos de HTA
(Bratz et al., 2002; Fisher, 2010).

O endotélio assume uma posicdo anatomica estratégica na parede vascular uma vez que se
localiza entre o sangue circulante e a musculatura lisa vascular, ocupando uma area de 1000
m?. Regula a vasoatividade, mantém a fluidez do sangue, contribui para o correto balanco
entre mediadores pré e anti-inflamatorios assim como a atividade pro e anticoagulante
(Malyszko, 2010). A integridade do endotélio apresenta-se essencial no controlo do tonus
vascular. A HTA pode causar disfuncao ou desintegracdo endotelial, resultando no

desaparecimento dos vasos pequenos e hipoxia tecidular (Malyszko, 2010). Uma funcao renal
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diminuida pode afetar os niveis de varias moléculas inflamatorias como a proteina C reativa,
IL-6 e acido hialurénico, correlacionado inversamente com a clearance de creatina (Malyszko,
2010). A regulacdo do sistema vascular periférico esta dependente da modificacdo do
diametro dos vasos de resisténcia (predominantemente as arteriolas), i.e., da vasoconstricao
e da vasodilatacéo, respetivamente. As células endoteliais desempenham um papel crucial na
regulacdo do tonus vascular através da libertacdo de substancias vasoconstritoras e
vasodilatadoras (Barany, 1996). A presenca de endotélio é imprescindivel para acao relaxante
vascular de varios agentes como a acetilcolina, ATP, serotonina, histamina, entre outros. Em
processos hipertensivos, uma disfuncao no sistema endotelial advém da dificuldade na
libertagado dos fatores relaxante e contratil derivado do endotélio (Verde, Orallo, & Gil-Longo,
2010). Um desequilibrio no balanco entre vasopressores e vasodepressores tem sido
identificado em varias doencas cardiovasculares, incluindo a HTA arterial, a aterosclerose e a
diabetes (Vanhoutte, 1989) e stress oxidativo (Chiu & Chien, 2011) como podemos ver na

figura 10.
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Figura 10 - Efeitos da HTA no endotélio e consequéncias no musculo liso.

1.4. Mecanismos de remodelacao vascular

A hipertrofia cardiaca € uma resposta compensatoria/adaptativa a pressdao ou um volume
exagerado para tentar preservar a funcao cardiaca. Ha uma forte ligacdo entre um processo
hipertrofico prolongado e a falha cardiaca (Ding et al., 1999; Hannigan, 2007). A remodelacao
vascular descreve uma variedade de modificacoes na estrutura vascular, incluindo a
hipertrofia. Na hipertrofia, a remodelacdo ocorre com a diminuicdo no diametro do lUmen,
associado com um aumento da parede do vaso e uma divisao e alargamento celular (Giles,
1997). A hipertrofia do VE e o aumento da massa do coracao ocorrem frequentemente na HTA

e na doenca coronaria arterial. Estas mudancas podem ser revertidas através da remodelacao
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ventricular que permite ao coracdo adaptar-se a mudancas hemodinamicas mas acaba, por
comprometer a estrutura ventricular e funcao diastélica (Kushwaha et al., 2008). O objetivo
da terapia antihipertensiva € diminuir a PA e intervir nestes fatores patofisioldgicos que
promovem a hipertrofia e a disfuncao diastolica do VE (Kosaka, 2009). A HTA cronica aumenta
a peroxidacao lipidica na parede do vaso. As espécies reativas de oxigénio reduzem a
presenca de NO com as consequéncias esperadas. Apesar das VSMCs terem um baixo ritmo de
proliferacdo na parede vascular, em estados patoldgicos, elas podem perder o seu estado de
diferenciacao e proliferacao e contribuir para a remodelacao vascular como na aterosclerose
e HTA (Cribbs, 2006).

1.5. Artérias

As artérias sdo geralmente constituidas por trés tunicas que se distinguem pela sua diferente
morfologia como se observa na figura 11. A camada interna é designada de tlnica intima,
constituida por células endoteliais e controla a permeabilidade e tonus vascular. A camada
intermédia é designada de tunica média constituida pelas células do musculo liso (SMC) e
constituintes da matriz extracelular (proteoglicanos e fibras). As SMC sado responsaveis pela
contratilidade das artérias. A tinica média é mais proeminente nas artérias e pouco distinta
nas veias (Izzo & Black, 2003; Kaplan, 2012). Por Gltimo, a camada externa é designada de
tlnica adventicia. A tlnica adventicia é constituida por fibroblastos, colagénio e elastina,
sendo o colagénio uma proteina mecanicamente rigida que serve tipicamente para limitar o
raio de distensao dos vasos a grandes fluxos (Gosline et al., 2002). Os fibroblastos sao
normalmente definidos como células de origem mesenquimais que produzem uma variedade
de componentes da matriz extracelular, incluindo varios tipos de colagénio assim como
fibronectinas (Souders et al., 2009). A principal funcdo da elastina é fornecer a elasticidade e
subsequente distensdo/contracao das artérias, fazendo que estas se contraiam/distendam
para fornecer um pulso ao fluxo sanguineo (Dobrin, 1978; Ferguson and Dodson, 2009; Gosline
et al., 2002; Lu et al., 2004).

A importancia e a complexidade destas trés tinicas dependem do tipo de artéria. O sistema
arterial possui artérias de grande calibre (1-2,5 cm), de médio calibre (0,1-1 cm) e arteriolas
(menores de 0,1 cm). As artérias elasticas, de maior diametro, como a aorta e as artérias
pulmonares, tém uma grande capacidade de expansdo. Gracas a este mecanismo, o sangue
que sai do coracdo com grande turbuléncia transforma-se num fluxo continuo que chega a
todo o organismo. A parede rica em tecido elastico, permite a dilatacdo ou expansao das
artérias de forma eficiente, nao provocando ao seu rompimento apos alguns ciclos cardiacos
(Kaplan, 2012).

As artérias musculares sao vasos de diametro mediano, distribuidos por todo o organismo, e

contam com uma grande proporcao de fibras musculares dispostas de forma concéntrica. As
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arteriolas sdo as artérias de menor diametro, um pouco como as ramificacoes finais da rede
arterial, que imediatamente se transformam em capilares. Relativamente as arteriolas pode-
se referir que estas apresentam uma ou duas camadas de células musculares lisas. Estas
recebem um fluxo sanguineo elevado que provém das artérias do qual, cerca de 80% de fluxo
que recebem é excessivo para a sua capacidade, o que faz com que sejam consideradas parte
da resisténcia vascular. A sua principal funcao é a regulacao da hemodinamica, contribuindo
para o controlo da pressao sanguinea e distribuicdo do sangue por cada regidao (Martinez-
Lemus, 2011).

Lamina Eldstica Interna
i Tunica Intima
Endotélio 33 |
Tecido Fibrocolagenoso

Musculo Liso Tunica Média

Tecido tibrocolagenoso com uma
lamina eldstica externa

Tecido Fibrocolagenoso

Tunica Adventicia

Figura 11 - Constituicdo das artérias dos vasos sanguineos humanos.

A classificacao do sistema venoso é similar ao descrito para o arterial; assim, este sistema
possui vénulas e veias de grande e médio calibre. Na circulacao sistémica, o sistema venoso
tem como funcao recolher o sangue dos orgédos e transporta-lo para o coracdo. Este sistema

funciona a pressdes baixas ja que estes vasos expandem-se para recolher o sangue.

1.6. Disfuncao renal e a hipertensao

A incidéncia de doenca renal terminal esta a aumentar no Mundo inteiro, o que determina um
grande encargo a nivel econémico para os Paises. Na ultima década, a populacdo em dialise
tem aumentado num ritmo constante de 7% ao ano. Atualmente, aproximadamente um milhao
de pessoas encontram-se em hemodialise, transplantacdo ou farmacoterapia, niUmero que ira
duplicar em dez anos (Chaaya et al., 2011; Chen et al., 2008; Gagliardini & Benigni, 2006).

O rim desempenha processos essenciais a manutencao da vida e participa da manutencao da
composicao do meio extracelular necessaria para o funcionamento celular. Esta é obtida pela
excrecao de produtos do metabolismo, regulacdo da concentracao de eletrdlitos, como sodio,
potassio, hidrogénio, por meio da filtracao glomerular, secrecao e reabsorcao tubulares e

manutencao da volémia mediante a regulacao da concentracao urinaria (Malyszko, 2010).
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A fisiologia renal é um processo muito complexo, que comeca com a filtracdo e vai até a
formacdo final da urina. Em cada minuto o rim recebe entre 1.200 a 1.500 ml de sangue (os
quais sao filtrados pelos glomérulos) e geram 180 ml/minuto de um fluido praticamente livre
de células e proteinas. Os tubulos proximal e distal, a ansa de Henle e o ducto coletor
encarregam-se de garantir o equilibrio homeostatico, regulado por uma série de hormonas,
destacando-se o sistema renina-angiotensina-aldosterona e a hormona antidiurética (ADH),
além de outras substancias, como o NO (Higgins, 2004).

Uma funcao renal reduzida esta associada com uma alta taxa de mortalidade em doentes
hipertensivos e carateriza-se por um aumento na creatinina sérica acima dos 2mg/dl assim
como alteragdées na clearance e/ou na presenca de albumina ou de outras proteinas na
excrecdo urinaria. A creatinina € um derivado de aminoacido com 113-Da oriunda do
metabolismo muscular e da ingestdo de carne, formada no musculo a partir de uma reacgao
ndo enzimatica da creatina e fosfocreatina (Leoncini et al., 2004; Luis, 2007). A fibrose
intersticial renal, ou seja, a acumulacdo anomala de proteinas da matriz extracelular no
intersticio renal é um fator determinante na progressao de varias doencas do foro renal,
envolvendo diretamente niveis fisiologicos de TGF-B alterados (Gagliardini & Benigni, 2006;
Wang, 2010).

A proteinlria é reconhecida como um importante fator de risco cardiovascular e pode ser um
indicador de dano terminal nos 6rgaos. Altos niveis de proteinas na urina estdao associados
com um progresso avancado da doenca (Gagliardini & Benigni, 2006). Estas variacoes sao
exarcerbadas pelas modificacdes patoldgicas na PA e na arquitetura renal (Price, 2005).

O rim e a PA elevada encontram-se intimamente relacionados. Uma capacidade deficiente em
lidar com os niveis de sodio ingeridos resulta em desregulacdes renais ou uma resposta
inadequada do 6rgao a um mecanismo externo, levando ao processo hipertensivo. Além disto,
a excessiva vasoconstricao renal é uma caracteristica nos estagios iniciais da HTA. Em
estagios mais avancados, a resisténcia vascular renal encontra-se permanentemente elevada
devido a lesdes estruturais nos vasos renais (Ruilope, 2001). A persisténcia de niveis de PA
elevados determina alteracdes estruturais progressivas nas artérias e arteriolas renais, com
hipertrofia da camada muscular, duplicacdo da lamina elastica interna e espessamento da
camada intima, algumas vezes com deposicao de material hialino subintimal. Em virtude do
estreitamento das arteriolas renais aferentes e eferentes, ocorrem danos glomerulares e
tubulointersticiais (Luis, 2007; Reis, 2010).

1.7. Musculo Liso

O tecido muscular liso é um constituinte de diferentes estruturas do corpo humano, como por
exemplo, paredes do tubo digestivo, vias respiratorias, artérias, veias e grandes vasos

linfaticos (Karaki et al., 1997). Embora se possa generalizar, cada 6rgao possui um tipo de

19



Efeitos da ciclosporina e sirolimus ao nivel cardiovascular

musculo liso especifico (Gabbiani et al., 1981; Webb, 2003). A classificacao mais funcional é a
dicotomia fasico/tonico. O fasico é carateristico do sistema gastrointestinal e urogenital
devido a atividade ritmica contratil. O ténico é carateristico das artérias e veias de grande
porte e encontra-se permanentemente contraido (Karaki et al., 1997).

O musculo liso vascular € uma estrutura altamente especializada tendo como principais
funcées a contracdo e regulacdo do tonus vascular, pressao sanguinea e fluxo sanguineo
(Yoshida & Owens, 2005). As células responsaveis pela contratilidade sdao as células
musculares lisas (SMC) que possuem proteinas contrateis, canais ionicos e outros elementos
(Owens et al., 2004; Rensen et al., 2007; Rzucidlo et al., 2007; Shi and Tarbell, 2011;
Wagenseil and Mecham, 2009).

O uso destas células é essencial para o estudo de varias vias de sinalizacdo, como por

exemplo, o metabolismo do calcio e reatividade vascular (Cairrdo, 2009).
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Figura 12 - Carateristicas ultraestruturais das células do muUsculo liso Adaptado (Rensen, Doevendans et
al. 2007).

As SMC das artérias podem apresentar multiplos fenotipos e por isso uma elevada
heterogeneidade que vao desde o contractil até ao sintético. Quando se realizam culturas, a
presenca de fatores de crescimento leva a um aumento de células com fenotipo sintético,
com grande nimero de organelos para sintese proteica e elevada taxa de crescimento como
se observa na figura 12.

Contrariamente, células com fendtipo contratil apresentam reduzida atividade sintética e
proliferativa apresentando proteinas implicadas na regulacao da contracdo vascular, canais
ionicos e enzimas (Rensen et al., 2007; Yoshida & Owens, 2005). Assim, a identificacao dos
fendtipos ocorre com a analise de presenca/expressdao de algumas proteinas assim como pela
morfologia celular, sendo o fenotipo contratil mais alongado e o sintético com maior

semelhanca com células endoteliais (Gabbiani et al., 1981; Webb, 2003).
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Em resposta a lesdao arterial, as SMC passam do estado quiescente e contratil para
proliferativo e sintético. Esta mudanca de fenotipo leva a um aumento de componentes da
matriz extracelular (ECM), proliferacao e migracdo das SMC (cruciais na resposta a lesao) que
leva a reducdo do fluxo sanguineo (Daniel and Sedding, 2011). A variabilidade fenotipica
assim como a elevada taxa de proliferacdo, migracao e capacidade sintética sdo essenciais na
reparacao vascular (Owens et al., 2004).

O citoesqueleto € constituido por microfilamentos (actina), microtibulos e filamentos
intermédios, sendo grande mediador das propriedades mecanicas da célula (Nakamura et al.,
2000). Canais e outros transportadores ionicos estdo integrados na membrana plasmatica e
ligados, principalmente, aos filamentos de actina (Nakamura et al., 2000). A proteina mais
abundante ao nivel das células é a actina que existe sob a forma sollvel ou filamentosa. A
actina filamentosa apresenta-se numa estrutura polimérica assimétrica bilobada de cerca de
42-kDa de monomeros organizados numa dupla estrutura helical. Nas SMC, os filamentos de
actina encontram-se na membrana através de um complexo de proteinas de adesao associado
as cadeias citoplasmaticas das integrinas, enquanto o citoesqueleto se liga a matriz
extracelular (Gunst & Zhang, 2008).

1.8. Regulacao da Contratilidade do Musculo liso Vascular

Sydney Ringer (Ringer, 1883) ficaria surpreendido com as implicacées da sua simples
experiéncia ha 120 anos demonstrando que o musculo cardiaco ndo batia na auséncia de Ca*'.
Este papel do Ca®" influenciou a investigacdo e conhecimento sobre a funcéo cardiaca normal,
mas também o progresso de faléncia cardiaca como em casos de hipertrofia, HTA e morte
sUbita por doenca cardiovascular (Bodi, 2005; Hill-eubanks et al., 2012).

O Ca* é um determinante critico do paradigma estimulo-resposta, incluindo excitacao-
contracao e estimulo-secrecao, ativacao de genes e morte celular, servindo como um segundo
mensageiro e como transportador de corrente (Cribbs, 2006; Martonosi & Pikula, 2003; Orallo,
1996). A desregulacdo da homeostase do Ca®* intracelular pode levar a processos patologicos
ao nivel do tecido e da célula (Orallo, 1996; T. Zhang, 2004). Normalmente, dentro da célula,
o Ca* estd armazenado na mitocondria e/ou no reticulo endoplasméatico. O reticulo
sarcoplasmatico (SR) tem um papel de relevo na regulacdo da concentracio do Ca®'
intracelular como ativador, assim como tampao desta mesma ativacdo pelo Ca** nas VSMCs. O
SR contém dois tipos de canais de libertacio de Ca®*, ndo dependentes de voltagem, sendo
eles os sensiveis ao IP3 e os sensiveis a rianodina que se encontram colocalizados na
membrana do reticulo (Akata, 2007). A maioria do Ca** extracelular existe ndo na forma
ionica mas sim ligado através de interaccoes ionicas na superficie celular (Loutzenhiser & van

Breemen, 1983). Por exemplo, os grupos carboxilo do acido sialico na camada glicoproteica
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exterior servem de sitios de ligacdo ao Ca®* com baixa ou alta afinidade levando ao seu
influxo (H Karaki & Weiss, 1979).

A contracao das SMC é controlada pelo sistema nervoso autonomo, sistema hormonal e acao
paracrina, dependendo da modificacdo da concentracdo intracelular de Ca®* (Ledoux et al.,
2006). Durante a excitacdo, a concentracéo intracelular de Ca’* eleva-se, tanto pela entrada
de ides pela membrana plasmatica ou canais ligados a voltagem, como pela libertacdo das
vesiculas intracelulares. Os sensores de Ca*" que controlam a atividade de bombas, enzimas e
outros alvos detetam os niveis elevados de Ca** e controlam o processo de homeostase. Em
estado de repouso, existe um gradiente de concentracdo muito elevado. O Ca®" intracelular é
mantido a concentracdoes extremamente baixas apesar das concentracdoes plasmaticas nos
milimolar. Um s6 estimulo produz um aumento (10-100 pM) a nivel local (1% do volume da
célula), aumentando o nivel intracelular até <2nM (Berridge et al, 2003; Jaggar et al., 2000).
Os principais mecanismos que controlam o aumento de Ca® no citosol incluem: canais e
transportadores situados na membrana plasmatica (ROC, SAC, SOC, VOCC, PMCA e NCX);e na
membrana do ER (SERCA, IP3R e RYR) (Berridge et al., 2003).

A miosina € uma proteina assimétrica de grande tamanho que é constituida por seis cadeias
polipeptidicas altamente conservadas. Possui duas cadeias pesadas idénticas que formam um
dimero e dois pares de cadeias leves diferentes, duas cadeias reguladoras de 20kDa (MLCy) €
duas cadeias essenciais de 17 kDa (MLC47) (Cole & Welsh, 2011; Gunst & Zhang, 2008).
Durante a contracao muscular, as “cabecas” de miosina formam pontes com os filamentos de
actina, originando um complexo quimico conhecido como actomiosina (Bootman et al., 2001;
Owens, 1995).

No musculo-esquelético, a interacdo actina-miosina e o ciclo das “pontes cruzadas” comeca
com a ligacdo do Ca®* a subunidade C da troponina C dos filamentos delgados. O musculo liso
nao expressa troponina, mas contém no seu lugar uma grande quantidade de outra proteina
reguladora, a calmodulina (CaM). A CaM é uma proteina sollvel de 17 kDa muito abundante
no musculo liso, sendo essencial a sua ligacdo ao Ca’" e interacdo com uma populacio
heterogénea de proteinas alvo (Saimi & Kung, 2002).

0O mecanismo contratil é ativado pelo recetor de ativacdo mecanica das proteinas contrateis
actina e miosina como se observa na figura 13. Uma mudanca de potencial de membrana ou
através de canais i6nicos na membrana plasmatica também podem ativar a contracdo das
células (Hilgers, 2005). O mecanismo inicia-se pela ligacdo do Ca** & CaM e pela formacéo do
complexo Ca**-CaM (Ca-CaM) (Morgado & Cairrao, 2011). O complexo 4Ca’*-CaM liga-se e ativa
a proteina cinase das cadeias leves da miosina (MLCK). A MLCK é uma proteina cinase de
serina/treonina, da qual se conhecem trés isoformas, a MLCK curta com um peso molecular
de 140 kDa, e duas MLCK de elevado peso molecular, uma de forma embrionaria expressa em
células sem atividade muscular e uma forma expressa nas células endoteliais (Arner & Pfitzer,
1999).
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Figura 13 - Papel do calcio na regulacdo do estado contractil das células vasculares do musculo liso.
Abreviaturas: setas para cima = aumento; setas para baixo = diminuicao; sinal+= estimulacao; ADP
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2007).

O complexo Ca-CaM-MLCK fosforila a MLC,o, permitindo a miosina adenosina trifosfatase ser
ativada pela actina, ocorrendo contracdo do musculo liso vascular (Akata, 2007; Somlyo &
Somlyo, 1994). Por outro lado, quando a concentracido de Ca’" cai para niveis inferiores a
1uM, o complexo Ca®"calmodulina fica dissociado e inativa a cinase (Akata, 2007). A
desfosforilacao da MLC,, realizada pela fosfatase das cadeias leves da miosina (MLCP) conduz
a desativacao do mecanismo contratil (Arner & Pfitzer, 1999).

O ciclo de pontes cruzadas de actomiosina é reconhecido como o mecanismo fundamental
para o desenvolvimento de uma tensao que leva ao encurtamento de todas as formas do
musculo, assim como na contracdo das células ndo musculares (Gunst and Zhang, 2008).

A ativacdo da miosina por um estimulo contratil permite que os filamentos de miosina
deslizem pelos filamentos de actina através da atividade ATPase da cabeca da miosina
resultando num encurtamento (contracdo) ou num gerar de tensado pelas células.

As duas principais fontes de Ca®* usadas na sinalizacdo celular sdo: (i) a sua libertacdo a partir
dos reticulos sarcoplasmatico e endoplasmatico (transiente e rapido) e (ii) a sua entrada

através da membrana plasmatica (Santos-Silva, 2010) como observado figura 14.
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Em resposta a um estimulo vasoconstritor, um aumento no Ca”" intracelular acontece devido a
abertura dos canais na membrana plasmatica permitindo o influxo de Ca®* ou através da
libertacao das reservas como as existentes no reticulo sarcoplasmatico (Morgado & Cairrao,
2011).
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Figura 14 - Modelo de contracdo e relaxamento no musculo vascular. (Adaptado de Opie LH: Heart
Physiology: From Cell to Circulation. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 2004. © LH Opie,
2004.)

Em resposta a um estimulo vasodilatador ou remocdo do estimulo vasoconstritor, a
concentracéo citosdlica de Ca®* diminui, principalmente devido a extrusdo plasmatica de Ca**
e/ou a absorcao de Ca*" pelo reticulo sarcoplasmatico, levando a inativacao da MLCK e, por
conseguinte, ao relaxamento (Morgado & Cairrao, 2011).

A ligacao agonista de vasoconstritores como a norepinefrina ou a angiotensina Il a proteina G
estimula a atividade da fosfolipase C, resultando na producao de DAG e PIP,. A ligacao deste
altimo a recetores no reticulo resulta na libertacdo controlada de Ca®* para o citosol, sendo
uma entrada também mediada por canais de Ca?* na membrana plasmatica. A abertura dos
canais dependentes da voltagem ocorre em resposta a mudancas no potencial de membrana e
a cascatas de sinalizacao mediadas intracelularmente pelo DAG. O movimento pelos canais
ocorre de 6 tipos diferentes, sendo os tipos L e T essenciais para alteracdes cardiovasculares
(Bodi et al., 2005; Cribbs, 2006b; Pintérova et al., 2009).

Uma carateristica relevante dos bloqueadores dos canais de Ca** é a sua capacidade seletiva
de inibicdo do fluxo de ides Ca®*. Os bloqueadores especificos dos canais de calcio tipo-L

demonstraram-se eficientes no controlo da PA, sendo toleraveis com poucos efeitos
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secundarios Esta reducao na PA ocorre pela reducao da resisténcia vascular periférica e
resultante vasodilatacdo das artérias coronarias para melhorar a oxigenacao do miocardio
(Liao et al., 2005).

Todos os processos envolvidos na vasoconstricao sao suportados pela energia fornecida pela
fosforilacdo oxidativa e pela glicolise aerdbia. A fosforilacdo oxidativa fornece ATP
principalmente a elementos contrateis, sendo que a glicolise aerobia fornece energia as
bombas de i6es membranares (Karaki et al., 1997).

A proteina G de baixo peso molecular, RhoA, e o seu alvo Rho-cinase, tém um papel direto na
regulacdo da MLC fosfatase (Martin-Martin et al., 2012). A Rho-cinase, uma cinase de
serina/trionina, fosforila a subunidade de ligacdo a miosina inibindo a sua atividade e
promovendo o estado de fosforilacdo. Isto é importante pois a adesdao celular a matriz
extracelular resulta da ativacao da Rho (K. Lee et al., 2012). Em varios estudos, Y-27632, um
inibidor seletivo da Rho-cinase, induz relaxamento de vasos contrateis e diminui a PA em
ratos hipertensivos mas nao normotensos. Assim, podemos dizer que a Rho-cinase contribui
para uma resisténcia periférica elevada na HTA essencial (Asano & Nomura, 2003).

A MLC cinase e a MLC fosfatase sdo reguladas por outros fatores. A proteina cinase Il
dependente da calmodulina diminui a sensibilidade da cinase ao Ca®', promovendo a
vasodilatacdo. Independente da MLC, mdltiplas proteinas como a caldesmona e calponina
modelam a actina influenciando a ligacao.

0 mecanismo de vasodilatacdo ocorre como resultado da diminuicdo do Ca’" intracelular e a
atividade aumentada da MLC fosfatase (Hirano K, 2004). Varios mecanismos envolvendo o
reticulo sarcoplasmatico e a membrana plasmatica estdo implicados na remocido do Ca®'
citosdlico. A absorcdo de Ca?" no SR é concomitante com a hidrélise do ATP e é dependente
do ATP e Mg*. Esta Ca, Mg-ATPase, quando fosforilada, liga 2 Ca*" e sdo translocados para o
limen do SR e depois libertado. Mg?* liga-se ao lado catalitico do Ca,Mg-ATPase para mediar a
reacdo. A membrana plasmatica também contém Ca,MgATPases que ajudam a remocao de
Ca’ da célula. Estas enzimas diferem das proteinas do SR pois possuem um dominio
As bombas de extrusdo de Ca’' localizadas na membrana plasmatica ajudam no decréscimo do

Ca® intracelular.

1.9. Potencial de Membrana

No geral, a contracdo do musculo liso arterial deve-se a um aumento na concentracao de
Ca®, podendo este aumento ocorrer pela ativacdo induzida por agonistas de recetores
especificos e pela despolarizacdo da membrana.

Devido as diferentes concentracoes dos ides no meio intracelular e extracelular, as SMC tém
um potencial de membrana em repouso que, dependendo do vaso sanguineo, varia entre -40 e

-60 mV. Estas variacbes levam a contracdo e ao relaxamento das SMC vasculares devido a
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ativacao de canais dependentes de voltagem (VOCC) o que faz com que a concentracao
intracelular de i6es oscile (Jackson, 2000).

Os canais de potassio regulam o potencial da membrana nas SMC vasculares. A abertura dos
canais de K" nas SMC vasculares provoca um aumento da saida de ies do meio intracelular
para o meio extracelular, o que pode causar hiperpolarizacao/repolarizacdo da membrana
celular. Estes mecanismos encerram os VOCC, com consequente diminuicao da entrada de
ides de Ca’ para o interior da célula, provocando assim o relaxamento vascular
(vasodilatacao). Inversamente, o encerramento dos canais do K* pode causar despolarizacao,
abertura dos VOCC, aumento da concentracao de Ca" intracelular e vasoconstricao (Ghatta,
2006; Zhang et al., 2012). Como foi referido anteriormente, quatro tipos de canais de
potassio foram identificados como reguladores do potencial de membrana nas SMC vasculares.
Os canais K, regulam o potencial de membrana em resposta a despolarizacdo da membrana.
Os canais Kc, respondem a alteracdes na concentracao de Ca”" intracelular e parecem ter um
papel fundamental na regulacdo do tonus das artérias de maior resisténcia, auxiliando na
regulacdo da resposta arterial a pressdo e aos vasoconstritores. Os canais Kir parecem mediar
a vasodilatacao provocada pelo K' extracelular, sendo ativados por hiperpolarizacao,
permitindo assim o influxo de ides K* (Jackson, 2000). Os canais Karp constituem o alvo de
numerosos estimulos vasodilatadores (Jackson, 2000).

Na membrana plasmatica, a distribuicdo dos canais ionicos ndao € homogénea, existindo
clusters de canais essenciais para o desenvolvimento das respostas fisiologicas. Nas SMC, a
abertura dos RYR localizados em zonas do ER proximas da membrana plasmatica provoca a
libertacdo muito rapida e breve de Ca®', alterando significativamente a concentracio no
microdominio mas ndo a concentracao global intracelular deste idao (McCarron et al., 2006).
Esta libertacdo pode ser responsavel pela contracao do musculo liso vascular mas pode ter o
efeito inverso (McCarron et al., 2006). Quando a concentracdo inicial de Ca®" atinge no
microdominio valores de aproximadamente de 1 pM, ocorre uma profunda alteracao no
potencial de membrana nesta zona, despolarizando-a. Assim, ocorre a abertura dos VOCC do
tipo L do microdominio e provoca um grande aumento na concentracio de Ca*, proveniente
do meio extracelular, dando origem as calcium sparks. Por outro lado, existem os picos de
Ca® que sdo pequenas quantidades de Ca®* libertadas pelo SR, espontaneamente e
localmente, na auséncia da abertura dos canais de Ca?* tipo-L. A quantidade libertada é
muito reduzida o que nao provoca a ativacdo dos canais de calcio na vizinhanca e assim o
processo contratil ndo é iniciado. Quando os canais de Ca?* dos tUbulos T se encontram
abertos, varias centenas de picos de Ca?* podem combinar-se para formar uma onda
despolarizante iniciadora da contracao. Em patologias diversas, quando o SR se encontra
sobrecarregado, estes picos podem conduzir a despolarizacées, sendo o risco de arritmia e o
processo contratil anormal bastante elevado. A libertacio prolongada de Ca®" intracelular nos
reservatorios leva ao seu esgotamento. Isto é ultrapassado pela entrada de Ca** extracelular,
através da membrana citoplasmatica, por canais catidonicos denominados SOCs (“Store

Operated Channels”), que permitem reencher os reservatérios de Ca®* (Jaggar et al., 2000).
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Quando a concentracdo de Ca** nos microdominios atinge valores mais elevados (figura 15),
na ordem dos 10 pM, ocorre a ativacdo de correntes de saida espontanea através da
estimulacao dos canais de Kc. Nesta situacdao, sao ativados os Kc, provocando
hiperpolarizacao da membrana, encerramento dos VOCC do tipo L e vasodilatacao (Er et al.,
2007; Jaggar et al., 2000; Zamponi, 2003).

Abertura canais K* Encerramento canais K*
K-
/7 \ O . </
. . ~ K* S . ~
Hiperpolarizacao \'\ Despolarizacao
-8 Co”
o
Encerramento VOCCS Abertura VOCCS
y[Ca*7in 4 [Ca®Tin
o ‘ ﬂ
" Abertura dos Encerramento dos o
Cana1s K" ‘ Canais K* .0‘
Y
Vasodilatacdo Vasoconstricao

Figura 15 - Diagrama esquematico de uma célula do musculo liso arteriolar com canais de potassio
abertos ou fechados. Adaptado de (Jackson, 2005).

As VSMCs sao altamente especializadas e expressam uma variedade de proteinas contrateis,
canais ionicos e moléculas de sinalizacdo que regulam a contracdo. A atividade contratil
resulta da interacdo entre Ca’" e calmodulina para estimular a fosforilacio da cadeia leve da
miosina. Esta sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?* é modelada pelo sistema de
sinalizacao RhoA/Rho-cinase (Hilgers et al., 2005).

As células mantém um balanco homeostatico que necessita de uma regulacdo do volume e do
pH intracelular. Os mecanismos de controlo do volume celular sao ainda desconhecidos mas
as possibilidades incluem modificacbes nas concentracdées dos eletrolitos citoplasmaticos,
mudancas conformacionais na célula e alteracdes nas cinases que regulam a forma, como as
Rho-cinases e a MLC. A regulacdo do volume é naturalmente importante nas VSMCs; estas nao
s6 mudam rapidamente de volume durante as contracées mas também modificam lentamente
o seu volume durante casos de hipertrofia. As modificacées na forma das células acontecem
por mudancas no citoesqueleto, principalmente envolvendo a actina, ou pelas forcas geradas

pela rede actinamiosina (Cinnamon et al., 2009).
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1.10. Mecanismo de acao dos varios mensageiros

Diversos estimulos externos provocam respostas fisiologicas nas SMC, devido a existéncia de
recetores e de mecanismos intracelulares de transducao do sinal, nos quais podem participar
diferentes mensageiros quimicos extracelulares e intracelulares. A superfamilia dos recetores
associados as proteinas G heterotriméricas possui varios recetores para muitas hormonas,
neurotransmissores e neuromodeladores com importantes funcoes fisiologicas (Kristiansen,
2004).

Todas as proteinas G heterotriméricas seguem o mesmo principal ciclo de ativacdo/inativacao
permitindo uma reversivel transmissao especifica do sinal dentro das células (Cabrera-Vera et
al., 2003). Quando o GDP se liga a subunidade a, o complexo associado com as subunidades
By para formar um heterotrimero inativo. Quando se liga um agonista o recetor torna-se
ativado e sofre uma mudanca conformacional resultado numa maior afinidade para a proteina
G. Este por sua vez permite uma libertacao rapida da GDP do local de ligacdo na subunidade
a. Em condicoes fisiologicas o GDP é substituido por uma molécula de trifosfato de guanosina
(GTP) cuja concentracao excede a do GDP.

A mudanca leva a uma reducao na afinidade da subunidade a para a o complexo By levando a
dissociacdo do heterotrimero. Estas subunidades dissociadas podem ativar varias proteinas
efetoras, entre as quais canais ionicos, vias de sinalizacdo das proteinas cinase e cinases de
tirosina.

O estado ativado da subunidade a dura até a mesma hidrolisar o GTP em GDP pela sua
atividade intrinseca de GTPase, voltando depois a sua conformacao inicial inativa, assim como
a sua afinidade pelo dimero By, formando de novo o complexo inicial (Kristiansen, 2004).

0 aumento do Ca®* intracelular é um passo essencial para aumentar a atividade contratil das
VSMCs. A proteina G estimula a fosfolipase C beta (PLCB) que vai catalisar um lipido de
membrana, o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) em dois importantes segundos mensageiros,
o diacilglicerol (DAG) e o 1,4,5 trifosfato de inositol (IP;) como se observa na figura 16.

A ligacao do IP5 ao seu recetor especifico (IPsR) no reticulo sarcoplasmatico induz a libertacao
de Ca¥, que por sua vez vai ativar as proteinas contrateis e iniciar a contracdo. A PKC, que
fosforila multiplas proteinas envolvidas na sinalizacdao das SMC vasculares, vai inibir a
fosfatase da miosina, que nao é desfosforilada, na cadeia leve da miosina, levando a

contracao.
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Figura 16 - Ativacao da proteina G acoplada ao recetor e que resulta numa quebra do PIP2 mediada pela
PLC. R, recetor; GDP, guanosina-5'-difosfato; GTP, guanosina-5-trifosphato; PLC, fosfolipase C; PIP2,
fosfolipido fosfatidinlinositol 4,5-bisfosfato; proteina G, guanosina-5'-trifosfato ligada a proteina; IP3,
inositol 1, 4, 5-trifosfato; DG, 1,2-diacilgicerol. Adaptado de (Akata, 2007).

Esta cinase possui outros alvos como o recetor no reticulo sarcoplasmatico, o recetor de
rianodina (RyR). Os RyR formam uma classe de canais de Ca*" intracelulares encontrados em
varias formas de tecido animal excitavel, como musculos e neurdnios. Sdo importantes
mediadores da libertacdo de Ca’" induzida pelo proprio ido em células animais (Bastin and
Heximer, 2011). Agonistas como noradrenalina, angiotensina IlI, ATP, serotonina e endotelina
provocam uma contracao via recetores acoplados a fosfolipase C.

Outra via é a entrada do Ca®* pelos canais de célcio dependentes de voltagem (VOCC), que vai
provocar um aumento do Ca’ intracelular, levando & formacdo do complexo Ca*'
calmodulina. Este complexo leva a contracdo das cadeias de actina e miosina levando assim a
contracao do musculo (Akata, 2007; Webb, 2003).

A calponina é uma proteina ligante a Ca’* que inibe a atividade ATPasica da miosina na
musculatura lisa. A sua fosforilacdo liberta a inibicdo da ATPase do musculo liso (Gunst &
Zhang, 2008). A caldesmona liga-se a actina e a calmodulina, provocando inibicdo da
interacdo actina-miosina por competicdo com a cabeca de miosina. Esta inibicdo é revertida
aquando da fosforilacao da caldesmona.

A contracao necessita de ser sustentada para permitir que o tonus vascular tenha efeito na
regulacao da PA. Deste modo, a contracdo vascular é do tipo tonico e pode ser explicada pelo
mecanismo de formacao das latchbridges. Apds a ligacdo inicial da miosina com a actina,
estas proteinas mantém-se unidas e so relaxam apods novo estimulo. Deste modo, a tensdo

inicial requer cerca do dobro do nivel de Ca* citosdlico do necessario para manter a tensao
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subsequente. A medida que aumenta a concentracdo do catido, liga-se, na razao de 4/1,
proteina calmodulina, cooperativamente.

As células musculares lisas vasculares possuem dois tipos de canais do Ca®* sujeitos a
diferentes estimulos. Os VOCC operam em resposta a estimulacdo adrenérgica, a
despolarizacao induzida pelo potassio e a automaticidade espontanea. Os canais de calcio
dependentes de recetores (ROC) respondem a estimulacdo dos recetores da endotelina, da

angiotensina Il, por exemplo.

1.11. Canais de Calcio

No coracdo humano em condicdes de repouso, o tempo necessario para ocorrer
despolarizacao, libertacdo de Ca®', relaxamento e recuperacido ¢ de 600 ms. Este processo
ocorre aproximadamente 70 vezes por minuto e mais de 2 mil milhées de vezes no tempo de
vida médio de um adulto. O Ca®* é necessario para a manutencéo da integridade celular e
expressao génica assim como o crescimento e desenvolvimento do coracdo no estado
embrionario.

As células estdao delimitadas por uma membrana impermeavel contendo proteinas
especializadas para troca de atomos ou moléculas entre o meio intra e extracelular. Os
transportadores, como as bombas de Ca*', as bombas de s6dio-potassio e o permutador sodio-
calcio, transportam ides contra gradientes de concentracdo e/ou elétricos e acoplados ao
consumo energético. A entrada de Ca®* envolve varios tipos de canais de Ca*', os quais podem
ser classificados canais de Ca’* dependentes de voltagem e independentes de voltagem
(Lacinova, 2005). Os canais independentes de voltagem incluem canais como: os canais
operados por recetores (ROCs) os quais sao regulados por interacao agonista-recetor; os
canais operados por depositos intracelulares (SOCs) os quais sdo ativados pela libertacao do
Ca® dos depositos intracelulares; e os canais ativados por stress fisico (SACs) os quais sdo
ativados por estiramento das membranas das SMC (Guibert et al., 2008).

O canal de Ca*" é parte integrante da complexa estrutura definida como recetor de rianodina
que controlam os canais de libertacdo do catido e, também, funcionam como proteinas
scaffold regulatorias. Estas proteinas contém a molécula estabilizadora FKBP-12.6 que
responde a fosforilacdo coordenando a abertura controlada dos canais proximos. O processo
de libertacio de Ca®*" por este complexo induz uma mudanca conformacional e influxo de
ides. Este aumento leva a contracdo e termina quando a onda despolarizante passa e mais
nenhum ido entra, ndo exisitindo mais libertacao por parte do reticulo sarcoplasmatico (SR),
para ndao haver um overload indesejavel (disfuncoes no ciclo cardiaco, taquicardias e
arritmias). Este turn-off deve-se a inativacdo e resisténcia dos recetores de rianodina e a
deplecao do calcio existente no SR.

Os modelos de excitacao/contracdo descrevem um papel essencial dos canais de calcio

dependentes de voltagem tipo-L. Estes canais sao macromoléculas criadoras de poros que
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ficam na bicamada lipidica do sarcolema permitindo uma via de alta seletividade para a
transferéncia de ides na célula cardiaco quando os canais passam para o estado ativado. Os
canais idnicos tém 2 possiveis estados: permeabilidade e abertura, sendo a despolarizacao a
que permite a ativacdo. Os canais de calcio tipo-T estdao envolvidos na regulacdo da
proliferacdo celular. Por seu turno, os canais de calcio tipo-L regulam o processo contratil

sendo a principal via de entrada de Ca®" (Santos-Silva, 2010).

1.11.1. Canais de Calcio Dependentes da Voltagem

Os VOCC sao membros da superfamilia de genes dos canais idnicoproteicos transmembranares
que regulam o fluxo de Ca’* em resposta a uma despolarizacdo e processos intracelulares
como a contracdo, secrecdo, neurotransmissao e expressao génica em varios tipos de células
(Catterall et al., 2005; Ledoux et al., 2006). Assim, os VOCC sdo proteinas membranares que
aumentam a entrada de Ca® durante a despolarizacio e diminuem-na durante a
repolarizacao.

A sua atividade é essencial para ligar sinais elétricos a evento fisioldgicos na superficie da
célula. A abertura do canal é um fenomeno termodinamicamente favoravel que ocorre em
alguns milissegundos (ms) ap6s a despolarizacdo, enquanto o encerramento ocorre
aproximadamente em 1 ms depois da repolarizacao da membrana (Carafoli, 1994; Zamponi,
2005). A inativacdo € basicamente o encerramento do canal durante uma despolarizacao e
pode ocorrer por dois mecanismos diferentes, um dependente do Ca®* (rapido) e outro
provocado pela despolarizacao prolongada da membrana (lento). Ocorre principalmente pela
entrada de i6es Ca’" para a célula, que causam uma modificacdo para um estado nao
condutor. Por outro lado, o mecanismo dependente da voltagem é similar para os varios
VOCC, e ocorre durante uma despolarizacdo prolongada (Lacinova, 2005; Welling,
Technischen, & Str, 2009). Como os VOCCs sao ativados perto do potencial de repouso das
células do musculo liso podem ter um papel importante no controlo dos processos
dependentes do calcio intracelular como a regulacéo do tonus vascular (Akaike et al., 1989).
A classificacdo dos VOCCs é distinta quer eletrofisiologicamente quer farmacologicamente,
existindo varios canais: L (tabela 1), N, P/Q, R, | e tipo T. Os canais tipo L sdo primariamente

modulados por fosforilacao e os N, P/Q e tR sdo modulados pelas proteinas G.
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Tabela 1 - Fungdes Fisiologicas e Farmacologicas dos canais de Calcio Adaptado (Catterall et al., 2005)

Fungées Fisiologicas e Farmacologicas dos canais de Calcio

Canal Corrente Localizacao Antagonistas Funcées Celulares
. . Dihidropiridinas; L B
Musculo-esqueletico, ) o Excitacao-contracao de
Cay1.1 L ) fenilalquilaminas;
tubulos transversos ) ) acoplamento;
benzotiazepinas
Miocitos cardiacos e do Dihidropiridinas; Libertacao da hormona;
Cay1.2 L musculo liso, células fenilalquilaminas; regulacao da transcricao,
endocrinas; benzotiazepinas integracao sinaptica

Células enddcrinas; . o ) B
. ] o Dihidropiridinas; Libertacao da hormona;;
cardiaca atrial miocitos e ) o ,
Cay1.3 L , fenilalquilaminas; pacemaker cardiaco;
células pacemaker;

benzotiazepinas audicao;
Bastonetes da retina e o L Libertacao de
, . Dihidropiridinas; .
células bipolares, medula . _ neurotransmissores de
Cay1.4 L . . fenilalquilaminas;
espinhal, glandula fotorrecetores

. benzotiazepinas
adrenal; mastocitos

Varios estudos permitiram observar que alguns canais eram ativados por baixos niveis de
despolarizacdo de membrana, proximos do potencial de repouso, enquanto outros eram
ativados por valores de voltagem elevados (Lacinova, 2005). Segundo este critério, os canais
de Ca® foram divididos em dois grandes grupos: canais de “baixo limiar” e de “elevado
limiar”. Os canais de baixo limiar (-50mV) sdo os canais do tipo T (do inglés “tiny” e “
transiente”) devido a sua baixa condutancia e ao seu encerramento rapido (Triggle, 1998). Os
canais do tipo T parecem desempenhar um papel primordial em varias funcoes fisiologicas,
como na proliferacao celular e no ciclo celular das SMC vasculares (Cribbs, 2006). Sao
ativados por niveis de despolarizacdo da membrana préximos do potencial de repouso (a
partir dos -50mV), possuem uma baixa condutdncia e sdo caraterizados por rapidas
ativacbes/inativacoes (Perez-Reyes, 2003). Os canais do tipo T sdo igualmente permeaveis
para os ides de Ca’* e Ba®* (Zamponi, 2005). As SMC vasculares em cultura, durante a fase
proliferativa, isto é, até atingirem a confluéncia, apresentam predominantemente correntes
de Ca® do tipo T (Perez-Reyes, 2003). Estes canais foram também relacionados com o ciclo
celular das SMC vasculares, sendo a sua expressao predominante na fase S (Akaike, 1989). A
estrutura destes canais continua sobre intensa investigacdo e aparentemente nao tém a
subunidade B. Relativamente as restantes subunidades auxiliares, ainda nao foi demonstrada
a sua presenca e o potencial efeito na modulacao/regulacao da subunidade principal. O poro
deste tipo de canal é mais reduzido em relacao aos canais de calcio do tipo L (LTCC) (Cataldi,
2002).
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Os canais de elevado limiar (-20mV) apresentam uma elevada condutancia e uma cinética de
inativacao mais lenta, sendo designados por canais de calcio tipo L (do inglés “large” e “long-
lasting”) (Zamponi, 2003; Zuccotti, Clementi, & Reinbothe, 2011). Birnbaumer analisou,
através da utilizacdo de bancos de cDNA, os diferentes tipos de subunidades dos VOCC
(Birnbaumer et al., 1994; Zamponi, 2003). As experiéncias de clonagem revelaram que os
canais de Ca’" eram formados por complexos com multissubunidades onde se destacam uma
subunidade principal a1 e subunidades auxiliares (B, a2/6 e Y). Cada uma das subunidades
auxiliares possui varias isoformas com diferentes funcdes reguladoras. A subunidade principal
€ responsavel pelas propriedades farmacoldgicas e eletrofisiologicas, como a cinética e limiar
de ativacdo. A subunidade a1 é a maior subunidade (190 a 250 kDa) e nela esta incorporada o
poro condutor, o sensor de voltagem e a zona de ligacdo de segundos mensageiros, farmacos
e toxinas (figura 17).

A subunidade a; é formada por quatro dominios homdlogos (I-1V), com seis dominios
transmembranares, cada um (51-S6). O segmento S4 foi identificado como o sensor de
voltagem. O loop entre o segmento S5 e S6 determina a seletividade dos iGes e a sua
condutancia. Varias subunidades a1 foram ja identificadas nos canais de Ca*" do tipo L. A
subunidade B, intracelular, é transmembranar e ligada por pontes dissulfureto a subunidade
a2/0 (Morgado et al., 2011).

O potencial de membrana nas VSMCs, como determinado in vitro usando as técnicas
eletrofisiologicas como o whole cell patch clamp, compreende-se entre -45 e -70mV (Orallo,
1996; Somlyo & Somlyo, 1994). No entanto, este potencial medido in vivo é mais positivo (-40
a -55mV) englobando a faixa de ativacdo dos LTCC demonstrando o seu papel de relevo na
manutencao do tonus vascular (Gollasch & Nelson, 1997; Orallo, 1996). Dos 6 canais descritos,
as VSMCs possuem os canais do tipo-L e do tipo-T (Hughes, 1995; J R Martens & Gelband,
1998).

Com o avancar da ciéncia, a detecdo de novos canais, assim como novas propriedades dos
canais, levou a que varios autores denominassem um canal com varias nomenclaturas
(Catterall et al., 2005; Sonkusare et al., 2006). A ultima a ser adotada foi a de Ertel et al. na
qual a denominacdo dos canais segue o esquema Cay X.y, onde x € o nimero da subfamilia do
canal e y o nimero do membro da subfamilia. Esta classificacdo permite assim dividir os

canais, de acordo com a sua estrutura e funcionalidade.
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Figura 17 - Esquema hipotético da estrutura geral dos VOCC. A subunidade principal a1 é uma proteina
transmembranar que contém o poro do canal, através do qual os ides de calcio passam, uma vez aberto.
Esta subunidade é regulada pelas subunidades auxiliares, a subunidade B citosolica, o complexo a2/0 e
a subunidade y transmembranar. Adaptado de (Lacinova, 2005).

Canais de calcio tipo L (LTCC)

Apesar das origens diversas, ha um fator comum em todos estes tipos de HTA: o tonus
vascular alterado que é mediado pelo influxo de Ca®* pelos LTCC (Satin, 2011; Sonkusare et
al., 2006). O interesse nos LTCC comecou na Bioquimica e continuou para uma caraterizacao
molecular, culminando na clonagem na subunidade a1, formadora do poro e da subunidade
acessoria a2/9 do musculo-esquelético de rato (Bodi et al., 2005). Os LTCC sao regulados pelo
sistema nervoso adrenérgico e interagem com recetores acoplados a proteina G (Bodi et al.,
2005). Cada LTCC no sarcolema controla 6-20 canais de libertacdo no SR devido a
aproximacao anatémica dos canais de calcio no tibulo T com os do SR.

Os LTCC tém um papel essencial na secrecdo endocrina, assim como no mecanismo de
excitacdo/contracdo no musculo-esquelético, liso e cardiaco. Além da sua expressdao no
miocardio e vasculatura, os LTCC encontram-se também presentes no nodulo sinoatrial e
atrioventricular no coracao onde ajudam na propagacao do potencial de acao. No tratamento
da HTA e arritmia, estes canais sdo alvos ideias para uma intervencao terapéutica, devido ao
seu papel essencial no controlo da atividade cardiaca e na regulacdo do tonus vascular
periférico. Estes canais sao ativados por despolarizacoes de membrana mais positivas (a partir
dos -20 mV), possuem uma condutancia elevada e a sua inativacdo é mais lenta e
biexponencial pois é dependente da voltagem e da concentracdo de Ca** (300 a 600
ms)(Hughes, 1995; Santana & Navedo, 2009; Sonkusare et al., 2006). Os LTCC da familia de
genes Ca, 1,2 sao estruturas heteromultimétricas constituidas por uma subunidade a1C

constitutiva e uma subunidade reguladora B e por subunidades a2/6 nas células vasculares do
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musculo liso, mUsculo-esquelético e coracao (figura 18). A seletividade do poro para o iao
Ca’ é dependente da presenca, em cada dominio homélogo, de um par de residuos de
glutamato (Cataldi et al., 2002; Sonkusare et al., 2006). A subunidade a1l (190-250 kDa)
contém o poro do canal, o sensor de voltagem e o controlo da abertura e encerramento do
canal, sendo esta regulacao mediada pelos locais de ligacao de segundos mensageiros,
farmacos e toxinas (Catterall et al., 2005; Moosmang et al., 2005). A sua estrutura inclui 4
dominios com 6 segmentos transmembranares. O terminal carboxilo e amino tém um papel
especifico na transducdo do sinal dependente do Ca® incluindo a ligacdo constitutiva a
calmodulina. Varias linhas de investigacdo sugerem que a CaM é um sensor critico na
mediacao do processo de inativacao do LTCC. A CaM liga-se a um motivo na subunidade
principal do canal, sendo um motivo constituido por isoleucina e glutamina, exercendo assim
a sua funcao de autorregulacao (Bodi et al., 2005).

A subunidade auxiliar B (~53-71 kDa) € principalmente citosolica e o complexo a2/6 (170 kDa)
esta maioritariamente localizado na face extracelular glicoproteica da membrana plasmatica,
sendo a subunidade a2 inteiramente extracelular. Esta ultima esta ligada por pontes
dissulfidicas a subunidade O, apresentando uma pequena regiao intracelular que serve de
ancora entre a subunidade a2 e a membrana plasmatica. O complexo a2/ regula a amplitude
das correntes de Ca’ e a cinética de ativacdo/inativacido dos canais. A subunidade beta
intervém na regulacdo da cinética e dos limiares de ativacdo e inativacdo destes canais
(Sonkusare et al., 2006).

A entrada de Ca’" citosdlico via LTCC estimula uma grande libertacdo de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico via RyR e recetor de IP3. Os LTCC sdo inativados pelo aumento da voltagem
durante a despolarizacao, acima do potencial necessario para a ativacdo, e pelo aumento da

concentracéo intracelular de Ca®* (Guibert et al., 2008; Satin et al., 2011).
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No caso hipertensivo, um maior influxo de Ca* leva a disfuncées a nivel do ténus vascular e
resisténcia vascular periférica. Uma PA elevada parece promover a expressao deste tipo de
canais e associado a este aumento esta o estimulo da despolarizacao da membrana (Amberg
et al., 2003). Inicialmente, durante aumentos agudos na PA, pequenas artérias e arteriolas
sofrem uma imediata despolarizacdo e uma constricdo chamada de resposta miogénica, que
advém da abertura dos LTCC. Estes pequenos aumentos podem amplificar a subida inicial e
conduzir a uma PA permanentemente elevada (Sonkusare et al., 2006).

Os LTCC atuam rapidamente sob a acao de agentes anti-hipertensivos o que pode afetar
negativamente a funcao cardiaca por ativacao do tonus simpatico, que vai induzir o aumento
do ritmo cardiaco, taquicardia reflexa que esta associada a um aumento da mortalidade em

doentes com condicao cardiovascular (Shimizu, 2003).

1.12. O stress oxidativo e a hipertensao

O sistema cardiovascular esta num constante estado de vasodilatacao ativa dependente da
formacdo de NO. O NO é uma importante molécula mensageira e esta envolvido em diversas
funcoes fisioldgicas como a neurotransmissao, a regulacdo do tonus vascular, a integridade da
parede vascular, a reatividade plaquetar e a citotoxicidade mediada pelo sistema imunitario.
E marcadamente lipofilico, o que lhe permite atravessar as membranas por um processo de
difusdo simples nao utilizando transportadores de membrana especificos. A manutencao do
tonus vascular normal resulta, para além da intervencao do sistema nervoso simpatico, da
interacdo dos mediadores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio. Em
condicoes fisioldgicas basais, este balanco resulta a favor da vasodilatacao (Vanhoutte, 1989).
0 mecanismo através do qual o NO relaxa os vasos sanguineos consiste na interacao deste com
o centro heme da guanilciclase soluvel resultando na formacao de cGMP (Ignarro et al., 1981;
Katsuki e col., 1977). A acumulacdo de cGMP resulta na ativacdo da proteina cinase
dependente do cGMP, na diminuicao da fosforilacdo das cadeias leves de miosina e no
relaxamento (Fiscus, Rapoport e Murad, 1984). Esta acao do cGMP é desencadeada através da
diminuicao do Ca*" livre intracelular (Cornwell, 1988; Johnson, 1985).

O stress oxidativo € um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes, sendo privilegiada a primeira. Esta disfuncdo pode levar a danos a nivel
macromolecular como por exemplo na membrana celular, lipidos, proteinas e DNA (Al-Khyatt
& Al-Gazally, 2011). As VSMCs formam a camada intermédia dos vasos sanguineos e
representam um componente dinamico na vasculatura. Com um estimulo patologico, podem
conduzir a hipertrofia ou a um fenotipo indiferenciado, sintetizando um excesso de matriz
extracelular e citocinas inflamatorias, dividindo-se e migrando para a a intima (Clempus &
Griendling, 2006). As ROS estao implicadas nestes processos (Nishiyama et al., 2003). As
VSMCs contém inUmeras fontes de ROS como as NADPH, xantina oxidase, cadeia respiratoria

mitocondrial e as d6xido nitrico sintetases (NOs) (Djamali et al., 2007).

36



Efeitos da ciclosporina e sirolimus ao nivel cardiovascular

Como os ROS possuem um tempo de meia-vida muito baixo, o stress oxidativo é determinado
indiretamente pelos niveis plasmaticos das substancias reativas de acido tiobarbitlrico
(TBARS) que se encontra aumentado em casos de falha renal aguda e relacionado com a
reatividade vascular dependente do endotélio e pressao sistolica (Malyszko, 2010). Os TBARS
sao formados como um produto secundario da peroxidacéo lipidica que pode ser detetada por
um ensaio usando o acido tiobarbitUrico como reagente.

Este teste mede o malondialdeido (MDA) presente na amostra, assim como o resultante dos
hidroperoxidos lipidicos pelas condi¢des hidroliticas da reacdo. O MDA é um dos varios
produtos finais na decomposicao da peroxidacao lipidica. A oxidacdo de lipidos inicia-se com
a formacdo de radicais livres e os produtos da oxidacdo lipidica podem desencadear a
peroxidacao, resultando em problemas de salde. A membrana celular é muito atingida pela
peroxidacao lipidica. Ha perda da seletividade na troca idnica e libertacdo do conteldo de
organelos e formacao de produtos citotoxicos (como o malonaldeido), conduzindo a morte
celular.

A diminuicao do conteldo da elastina na aorta relacionada com a HTA e o aumento da dureza
vascular sao outros dos efeitos patogénicos do stress oxidativo. Alteragdes na sintese de NO,
na sinalizacao pela via NO-cGMP e na reducao da bioviabilidade do NO derivado do endotélio
pelo aumento do stress oxidativo sdo elementos chave da patogénese da HTA. (Pacher,
Beckman, & Liaudet, 2011).
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Capitulo I

Objetivos

A CsA e SRL sao dois farmacos usados como imunossupressores para prevenir a rejeicao de
orgaos em transplantacdo, que atuam por diferentes mecanismos intracelulares. Contudo,
ambos apresentam efeitos secundarios importantes, que para o caso da CsA sao
essencialmente aumento da tensao arterial e a nefrotoxicidade, efeitos destes que parecem
ser maioritariamente originados por perturbagées a nivel vascular. O SRL, por sua vez, parece
ser menos nefrotdxico, apresentando um caracter anti-proliferativo, o que pode ser um
importante fator para os diferentes efeitos vasculares que poderao apresentar. O SRL
apresenta um diferente mecanismo de acdo imunossupressora com elevada eficacia de
prevencao da rejeicao e uma minimizacdo da toxicidade dos inibidores de calcineurina. No
entanto, os efeitos diretos destes farmacos ao nivel do musculo liso vascular, na atividade
vasomotora direta sobre o tonus e protecao cardiorenal ainda ndo foram analisados. A7r5 é
uma linha celular de células de aorta de rato que pode ser um bom instrumento para avaliar
os diferentes efeitos destes dois farmacos imunossupressores a este nivel.

O objetivo do protocolo experimental é avaliar os efeitos vasculares do SRL e/ou CsA em
culturas de células A7r5 através de experiéncias eletrofisiologicas e de contratilidade. A
compreensao destes mecanismos celulares sera essencial para a prevencao de efeitos
secundarios graves pos-transplante.

Numa fase posterior, comparar-se-ao os efeitos cardiorenais num modelo animal de 9
semanas (rato Wistar) para potenciar a comparacdo com as experiéncias eletrofisiologicas
(whole cell patch clamp) e de contratilidade (planar cell surface area), avaliando diversos
parametros biologicos assim como a funcao cardiaca e a disfuncao renal.

O objetivo final é a compreensao dos efeitos na contratilidade vascular para posteriormente
desenvolver novas metodologias e terapéuticas imunossupressoras. Pretendem-se farmacos
menos toxicos a nivel sistémico, mais especificos e eficazes do que os atuais para uma

melhoria da esperanca média de vida dos transplantes e da qualidade de vida dos doentes.
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Capitulo Il

Metodologias

3.1. Materiais

Para as experiéncias do modelo animal, utilizou-se ciclosporina (Sandimun Neoral®) da
empresa Novartis Farma, Produtos Farmacéuticos, SA (Sintra, Portugal) e
sirolimus/rapamicina (Rapamune®) da Wyeth Europe, Ltd. (Berkshire, UK) através dos
Laboratorios Pfizer, Lda (Lisboa, Portugal). Para as experiéncias eletrofisiologicas e de
contratilidade, utilizou-se CsA e SRL da Sigma-Aldrich-Quimica (Sintra, Portugal) inicialmente
dissolvidas em etanol absoluto, sendo as solucdes experimentais obtidas pela diluicao em
agua ultrapura - sistema MiliQ (Milipore/Waters). A serotonina e noradrenalina também foram
dissolvidas nas concentragdes experimentais em agua sistema Mili-Q. A solucao stock de (-)-
Bay K 8644 preparou-se em etanol absoluto e armazenada a -20°C.Os reagentes quimicos para
as solucdes fisiologicas foram adquiridos na Merck (Lisboa, Portugal). Tripsina, colagénio,
antibioticos, DMEM-F12, BSA foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha). A solucao
de PBS, com pH 7,4, contém: 135 mM NaCl, 8.09 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4, 2.68mM
KCL, 0.9 mM CaCl2, 0.48 mM MgCl2 e 5.55 mM glucose.

Os restantes reagentes e quimicos utilizados foram comprados na Sigma-Aldrich Quimica
(Sintra, Portugal) e utilizados sem mais nenhum passo de purificacao. As diluicbes necessarias
foram realizadas no dia da experiéncia, respeitando as normas laboratoriais. Por fim, para
nao afetar os resultados experimentais, a concentracao final de etanol nunca excedeu 0,1%

nas experiéncias.

3.2. Cultura de Células A7r5

Um dos problemas decorrentes da realizacdo de culturas primarias e de subculturas é o
fenotipo desenvolvido por estas células. As SMC vasculares em cultura podem apresentar
multiplos fendtipos, que vao desde o contratil ao sintético. Esta multiplicidade de fenotipos
pode ser detetada morfologicamente, através da analise de marcadores de expressdo, do
potencial proliferativo e das propriedades migratorias (Owens, 2007; Rensen et al., 2007).
Entre os marcadores de expressao mais usados para distinguir SMC vasculares com fenoétipo
contratil sdo: a alfa-actina do musculo liso (a-SMA); as cadeias leves de miosina do musculo
liso (SM-MHC); a calponina do musculo liso (SM-calponina); a h-caldesmona, e os VOCC tipo L (
Owens, 2007; Rensen et al., 2007; Yoshida, 2005). Estas proteinas estdao envolvidas na
contracao das SMC vasculares, como componente estrutural ou de regulacao do aparelho

contratil.
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A linha celular A7r5 (figura 19) € uma linha comercial de células vasculares do misculo liso
obtidas da aorta de ratos no estado embrionario (Promochem, Spain) (Kimes & Brandt, 1976).
Para a obtencao de culturas de A7r5 estes procedimentos foram realizados numa camara de
fluxo laminar, sob condicoes de esterilidade. As células cresceram em meio de cultura
Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12 (DMEM-F12) (Sigma Aldrich; Portugal) suplementado
com NaHCOs (1,2 g/L), L-acido ascorbico (20 mg/L; Sigma-Aldrich), albumina sérica bovina
(0.5%; Sigma-Aldrich), soro fetal bovino inativado ao calor (FBS; 10% Biochrom) e uma mistura
de penicilina (100 pg/mL), streptomicina (100 pg/mL) e anfotericina B (250ng/mL) (Sigma-
Aldrich). As células foram mantidas numa atmosfera himida a 37°C com 5% de CO, e 95% de
0;. O meio de cultura foi substituido a cada 2-3 dias e culturas confluentes obtiveram-se a
cada 5-7 dias. Depois de atingirem a confluéncia, substituiu-se o meio DMEM-F12 com 10% de
soro, por meio com mesma composicao, mas sem o suplemento de soro, durante as 24 a 48
horas prévias a realizacdo de experiéncias. A tripsinizacdo ocorreu usando uma solugcdo com
tripsina (0,3%) numa solucdo tampao livre de calcio e magnésio com EDTA (0.025%).
Seguidamente, as células mantiveram-se a 4°C em meio sem FBS até a realizacdo das

experiéncias eletrofisioldgicas. Subculturas foram obtidas até a 30* passagem.

Baixa Densidade

Figura 19 - Imagens microscopicas das culturas celulares de a7r5 de alta e baixa densidade.

Foi recentemente demonstrado que esta linha celular exibe um fendtipo do musculo liso
adulto (Firulli et al., 1998). Estas células expressam diferentes marcadores especificos das
células musculares lisas, como a miosina, a alfa actina e a calponina (Firulli et al., 1998) e
apresentam uma elevada quantidade de um marcador carateristico das SMC vasculares
diferenciadas, o SM22-a. O aparelho contratil esta funcionalmente intacto, uma vez que
respondem a concentracdes elevadas de KCL, a i6noforos e a vasopressina (Brueggemann et

al., 2007). Estas células sdao consideradas um modelo adequado para o estudo da funcdo
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contratil no musculo liso vascular, particularmente no estudo da homeostasia do calcio.
Nestas células coexistem dois tipos diferentes de VOCC, os do tipo L (Cav 1,2) e os do tipo T
(Cav 3,1) e canais TRP, os quais também foram detetados em SMC isoladas da aorta de rato
(Byron & Taylor, 1995; Marks, 1990; Obejero-Paz, 1991). Estas células sdao utilizadas
convencionalmente para o estudo dos canais do tipo L, existindo atualmente varios trabalhos
sobre a cinética e o efeito de varios agentes inibidores e ativadores destes mesmos canais.

A linha cellular A7r5 apresenta-se como um conjunto de células de forma flat ribbon que se
diferenciam em arrays de células em forma de fuso, derivadas da aorta toracica de rato no
estado embrionario (figura 22). Quando as células se encontram numa fase estacionaria ha um
aumento na miocinase e na atividade da creatina fosfocinase (PKC). Apds o fim da divisao
celular, um tipo muscular da isoenzima PKC é sintetizada. Apds a ressuscitacao das células,
pode demorar até 7 dias para se formar uma monocamada, sendo o seu crescimento pouco
acelerado.

Esta linha celular possui membranas com capacidade de gerar potenciais de acdo de Ca®
espontaneamente através da ativacao dos canais de calcio tipo L, processo independente da
libertacio de Ca’" das vesiculas intracelulares. As células encontram-se eletricamente
acopladas, sendo que estes sparks de Ca** nas células do mUsculo liso conduzem a um efeito
vasomotor nas arteriolas e artérias de pequena resisténcia. As atividades especificas das

enzimas miocinase e PKC encontram-se 2 a 5 vezes aumentadas.

3.3. Experiéncias Eletrofisiologicas - Whole Cell Patch Clamp

A técnica de Patch Clamp foi desenvolvida ha mais de 30 anos e é usada amplamente em
investigacdo da excitabilidade celular manifestada a partir de correntes ionicas
transmembranares (um canal ou complexo de canais) e/ou formacao de potenciais de acao. A
configuracdo de whole cell patch clamp é mais comum para a medicao de correntes ionicas e
a Unica a permitir a medicdo de potenciais de acao. Este método permite, detalhadamente, a
analise mecanica e estrutural dos VOCC assim como a analise da regulacao da atividade do
canal por vias de sinalizacdo intracelulares e agentes farmacoldgicos (Karmazinova &
Lacinova, 2010). Com a aplicacdo de succao adicional da membrana, ira ser formado um
contato elétrico entre o citoplasma e o elétrodo da pipeta, com solucdo interna.
Adicionalmente, a solucao intracelular lentamente difunde-se da pipeta para o citoplasma. A
célula a examinar é colocada na camara experimental cheia com solucdo BSA e contendo o
segundo elétrodo. Este elétrodo mantém o potencial elétrico fora da célula a 0 mV (elétrodo
terra) (Karmazinova & Lacinova, 2010). O contato com a célula indicado pela subida na
resisténcia da pipeta. A formacao do selo pode ocorrer imediatamente ou ndo e pode ser

ajudado pela polarizacdo da pipeta aos -40 mV (Kaneez, 2012). Uma alta resisténcia de selo
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reduz o ruido da gravacdo, permitindo uma muito boa resolucao das correntes dos canais na
ordem dos 1 pA.

A estabilidade mecanica do selo entre a membrana e a micropipeta permite a realizacao de
varias configuracoes para o estudo dos canais i6nicos. Quando existe a rutura do patch de
membrana dentro da micropipeta, gera-se uma continuidade entre a solucao dentro da
micropipeta e o interior da célula, originando-se uma via de baixa resisténcia elétrica entre
os dois meios, tornando possivel o controlo de voltagem da célula. Esta configuracao é
designada de “whole-cell”, uma vez que permite medir as correntes ionicas associadas a
todos os canais i6nicos existentes na membrana da célula.

0 equipamento é uma combinacao de varios equipamentos mecanicos (microscopio invertido
e micromanipuladores) e elétricos (amplificadores, osciloscopio, interface com o
computador). A solucdo interna da micropipeta varia de acordo com as células em estudo e
tipos de canais ionicos utilizados. A solucao externa utilizada também varia segundo as
células/correntes analisadas.

Células A7r5 de diferentes passagens foram tripsinizadas e usadas para experiéncias
eletrofisiologicas. A intensidade da corrente foi medida com diferentes meios externos e
internos. A amplitude basal foi medida a cada 3-5 minutos apos o selo para permitir o
equilibrio entre a pipeta e as solucdes intracelulares. A célula foi mantida num potencial de -
80 mV e despolarizada rotineiramente a cada 8 s até um potencial de teste de -10 mV durante
500 ms. Nao houve compensacdo em termos de capacitancia e de fugas de corrente. Todas as
experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (21-25° C) e a variabilidade da
temperatura nao excedeu 1°C. O equipamento utilizado foi o amplificador patch-clamp
Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, CA). As correntes foram mantidas a 10-kHz de
frequéncia e filtradas a 0,05 kHz usando a interface analdgica-digital Digidata 1322A (Axon
Instruments) ligado a um computador com o software Pclamp 8 (Axon Instruments). A solucao
externa foi aplicada na proximidade da célula colocando-a perto de um tubo capilar de 250
pm com um fluxo de 20 pl/min. A informacao recolhida do patch clamp foi obtida e a
amplitude da corrente estabilizada, normalmente, apds ~3min apos a ruptura da membrana
celular. Apenas células com uma resisténcia de entrada de 2-3 GQ sem run-down foram
analisadas. Intensidade de corrente estavel foi gravada apos 5-10 min e seguiu-se a aplicacao
dos agentes farmacologicos. A composicdo da solucdo interna em A7r5 para se analisar as
correntes de canais de calcio tipo L é: 119,8 mM CsCl, 4,0 mM MgCL2, 0,06 mM CaCl2, 3,1 mM
Na-ATP, 0,4 mM Na-GTP, 5,0 mM EGTA, 10,0 mM HEPES, 10,0 mM TEA com pH 7,3 (utilizacao
de CsOH). A composicao da solucao externa em A7r5 para se analisar as correntes de canais
de calcio tipo L é: 124,0 mM NaCl, 5,0 mM CaCl2, 5,0 mM HEPES, 4,7 mM KCl, 6,0 mM
Glucose, 10,0 mM TEA com pH 7,4 (utilizacao de NaOH).

Os elétrodos para a técnica sao feitos de vidro 2-4MQ (Drummond, Broomall, PA) contendo a
solucao interna. A presenca de Cs+ em vez de K+ nas solucées tem um efeito bloqueador das
correntes de potassio. A configuracao whole-cell patch clamp foi usada para analisar a

intensidade de corrente dos LTCC (ICa,L) basal e estimulada por BAY (10 nM) na presenca de
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diferentes concentracoes de CsA (8nM - 12uM) e SRL (10nM - 10uM) dissolvidas na solucao

externa.

3.4. Experiéncias Contratilidade - Planar Cell Surface Area

Uma das experiéncias inovadoras deste protocolo experimental envolveu estudos de
contratilidade em células A7r5 previamente descritas, utilizando novos fluoroforos como a
wheat germ agglutinin (WGA) e a concanavalina A (ConA). Em contraste com a fluoresceina,
estes fluoroforos apresentam um tempo de atividade superior, eliminam o efeito de
photobleaching e nao influenciam os resultados experimentais pois nao interagem com o meio
onde estdo as células como na figura 20. O seu inovador método de aplicacao €, também,
uma vantagem sobre métodos mais lentos e com varios passos desnecessarios. A marcacao de
células vivas em experiéncias de contratilidade é indispensavel e a alta espeficidade destes

fluordforos sobre a fluoresceina é essencial para uma correta analise da reatividade celular.

Figura 20 - Células A7r5 inviaveis para o estudo e eliminacdo total da fluorescéncia, apos utilizacao da
fluoresceina como marcador (esquerda). Fendmeno de photobleaching (perda de fluorescéncia e/ou
fluorescéncia do meio exacerbada), apos utilizacdo da fluoresceina como marcador (direita). Sistema
Zeiss Axio Observer Z1

Assim, este novo método de planar cell surface drea (PCSA) é extremamente importante para
corretamente verificar os efeitos dos dois agentes farmacoldgicos sobre as células vasculares
do musculo liso. Um novo e detalhado protocolo experimental foi elaborado para considerar
todas as variaveis em estudo. A nivel do desenvolvimento deste protocolo, o marcador ideal
sera aquele que consegue marcar preparacoes vivas de células com o minimo de condicdes de
otimizacao e que funcione com solucdes-tampao fisiologicas e meios de cultura. E pertinente
considerar a diferente experessao de proteinas em varios locais da célula e garantir que o

fluréforo nao interfira com o funcionamento e desenvolvimento da célula em estudo.
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A WGA (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) apresenta a seguinte constituicao: 10mM
HEPES; 0,15M NaCl; 0,1mM Ca2+ e 0,08% Azida de Sodio. A ConA (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) apresenta a seguinte constituicao: 10mM HEPES; 0,15M NaCl; 0,1mM
Ca2+; 0,08% Azida de Sodio; 0,01mM Mn2+. A WGA é uma lectina heterodimérica catiénica a

pH fisiologico de 36 kDa que protege o trigo (Triticum Vulgaris) de agentes nocivos.

Figura 21 - Células A7r5 marcadas com WGA numa ampliacdo de 40x (esquerda); Imagem microscopica de
células A7r5 corretamente marcadas por WGA, numa ampliacdo de 10x. (direita) Sistema Zeiss Axio
Observer Z1

Pode ligar-se a oligossacaridos contendo a parte terminal N- acetilglucosamina, presentes em
muitas proteinas membranares. Exibe uma excelente ligacdo temporal e estavel, podendo
chegar a uma marcacado de varias horas, sendo este facto essencial para experiéncias com
estruturas celulares. Apesar da sua lipofilicidade, a WGA esta pronta a ser solubilizada em
solucdo aquosa e compativel com solucoes-tampao como é o PBS e meios de cultura
potenciados ou nao com soro. Estas sondas moleculares conseguem marcar seletivamente
varios tipos de organelos, citoplasma, nlcleo e membrana plasmatica, sendo que o
pretendido neste estudo é a marcacdo do perimetro celular para efeitos de contratilidade
(figura 21).

A ConA é uma lectina tetramérica de 104 kDa que liga seletivamente residuos de a-
manopiranose e a-glucopiranose. E isolada do feijao Canavalia ensiformes, sendo um
mitogénio vegetal. Apos a succinalizacao da ConA, ocorre uma conversao irreversivel para um
dimero com manutencdo da capacidade de ligacdo especifica. Durante o processo de
otimizacdo, o uso da ConA foi descartado devido a eficacia e especificidade menor e,
também, por interagir nocivamente com células vasculares do musculo liso. Na procura da
explicacao para estes eventos, verificamos que a existéncia de uma ligacdo entre a CsA e a
ConA. A CsA inibe a resposta de varios mitogénios e esta lectina € a mais sensivel a sua acao,

sendo assim descartado o seu uso (Al-Aghbar et al., 1986).
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Sumariza-se agora o protocolo experimental desenhado. Todo o procedimento é realizado no
escuro, com temperatura ambiente, numa camara de fluxo laminar esterilizada
corretamente. Células A7r5 confluentes foram incubadas com WGA (concentracdo final
1pg/ml) durante 12 horas com meio de cultura sem soro previamente descrito. Apos a
tripsinizacao, as células foram colocadas em placas de fluorescéncia de 12 mm revestidas
com 15 pg/ml de colagénio, previamente incubadas numa atmosfera de 95% de O, e 5% de
CO,, a 37°C. A densidade de células nas placas é baixa para permitir uma melhor visualizacao
no microscopio de fluorescéncia e a adesao das células em estufa ocorre durante cerca de 4
horas, seguida de 2-3 lavagens com PBS. Apos este processo, as células foram expostas a
diferentes concentracdes de CsA (8nM - 12uM) e SRL (10nM - 10uM) em presenca prévia de
agentes vasoconstritores conhecidos, que sao 5-HT, NA e BAY. Em cada experiéncia, a placa
de fluorescéncia foi analisada usando um microscopio invertido Zeiss Axio Observer Z1 e
diferentes imagens em diferentes tempos foram tiradas por uma camara digital lateral
incorporado no equipamento. Estas imagens das diferentes amostras foram analisadas com o
software Axio Vision Real 4.8 e apenas foram consideradas as células corretamente marcadas.
A fluorescéncia foi excitada com um laser de argon de 488 nm e detetou comprimentos de

onda entre 500-520 nm, correspondentes a zona de acdo da WGA e eGFP.

3.5. Modelo animal

Como modelo animal, escolheu-se o rato, visto, entre outras vantagens, ser muito utilizado
para estudos de HTA arterial, nomeadamente da HTA induzida pela CsA. Foram utilizados
ratos da estirpe Wistar, machos, com cerca de trés meses de idade e um peso de 310 - 330gr,
provenientes do biotério Charles-River (Barcelona, Espanha). Os animais foram mantidos
durante as experiéncias no biotério de manutencdo do Laboratério de Farmacologia e
Terapéutica Experimental, IBILI, da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, de
acordo com as normas legislativas europeias e em vigor no nosso pais, mantidos em gaiolas
apropriadas (2 por gaiola) em condicbes de temperatura (22+1°C) e humidade (50+10%)
controlada e ciclos de luz/escuro de 12 horas diarios, com dieta sintética de manutencao para
rato, IPM-R20 (Letica, Espanha). Tanto a alimentacdo como a agua foram fornecidas ad

libitum.

3.5.1.Grupo de ratos

Apb6s um periodo de duas semanas para aclimatizacdo, os ratos foram divididos por forma
randomizada em 5 grupos, de 6 ratos cada, com pesos idénticos e submetidos diariamente,

durante 9 semanas, as seguintes dietas:
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Grupo controlo - ratos aos quais foi administrado sumo de laranja e fornecida agua destilada

ad libitum.

Grupo ciclosporina A (CsA) - ratos tratados com 5 mg/Kg/dia de ciclosporina A (Sandimmune
Neoral®, Sandoz Pharma, Basel, Suica), diluida em sumo de laranja, e fornecida

agua destilada ad libitum.

Grupo sirolimus (SRL) - ratos tratados com 1 mg/Kg/dia de sirolimus (Rapamune®,
Laboratorios Pfizer, Lisboa, Portugal), diluida em sumo de laranja, e fornecida agua

destilada ad libitum.

Os tratamentos foram administrados ao final da tarde e sempre a mesma hora (17h) de cada
dia, por sonda esofagica, durante as 9 semanas. Todos os animais, de todos os grupos,
completaram o protocolo experimental e o seu peso corporal (PC) foi monotorizado durante o
estudo, de uma forma continua (semanalmente).

Neste modelo experimental (ratos Wistar machos), foi escolhida a via oral para administracao
da CsA e SRL, na dose de 5 mg/Kg/dia e 1 mg/Kg/dia respetivamente, as quais correspondem
aos valores farmacocinéticos normalmente obtidos em doentes sujeitos ao tratamento com
uma “dose de manutencdo” deste imunossupressor. Tal dose é assim designada por
corresponder a chamada a “concentracdao de vale”, de aproximadamente 0,1 uM, que se
mantém durante 20-22 horas. Os farmacos foram administrados durante nove semanas para

simular um efeito prolongado no Humano.

3.5.2.Recolha de sangue e tecidos

No final dos tratamentos, os ratos foram injetados com anestesia intraperitoneal com 2mg/kg
numa razao 2:1 (v:v) 50 mg/ml de solucdo de Cetamina (Ketalar, Parke-Davis, Laboratorios
Pfizer, Seixal, Portugal) em 2,5% de cloropromazina (Largatil, Rhone-Poulenc Rover,
Laboratorios Vitoria, Amadora, Portugal). As amostras de sangue foram imediatamente
recolhidas por venopuncao na veia jugular com agulhas sem anticoagulante (para recolha de
amostras de soro) ou com anticoagulante apropriado (EDTA) para analise das células do
sangue. Varios orgaos, como o coracdo e rins, foram imediatamente removidos, pesados e

colocados em tampao Krebs frio.

3.5.3. Medicao da pressao arterial e frequéncia cardiaca

A PA sistolica e diastolica, assim como a frequéncia cardiaca, foram medidas de forma nao
invasiva através do método de “tail cuff” previamente descrito usando um esfigmomandémetro

(LE 5001 Pressure meter, Letica Scientific Instruments, Espanha) no inicio (semana 0) e no
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final do tratamento (semana 9). As medicoes foram realizadas em ratos conscientes, em
condicoes de repouso para se evitar induzir qualquer tipo de “stress” nos animais, tendo-se
submetido a cauda dos ratos a uma temperatura de cerca de 30°C durante 20 minutos, para

obter uma dilatacao dos vasos periféricos.

3.5.4.Doseamento das concentracdes sanguineas dos farmacos

As concentragdes de CsA e de SRL em sangue total foram medidas por imunoensaios, através

de métodos automaticos (reagente Flex e equipamento Dimension RxL, Siemens, Alemanha).

3.5.5.Ensaios bioquimicos

Varios parametros bioquimicos foram analisados através do soro recolhido, por métodos e
equipamentos automaticos e anteriormente validados (Hitachi 717 analyser, Roche
Diagnostics Inc, MA, EUA), incluindo ureia, creatinina sérica, proteina C reativa, triglicéridos
e colesterol total.

A peroxidacao lipidica no coracdo, rim e vasos (aorta) foi analisada pelo método das TBARS,
definido pelos niveis de MDA como previamente descrito (Estepa, Rodenas, & Martin,
2009).Este teste mede o malondialdeido (MDA) presente na amostra, assim como o resultante
dos hidroperoxidos lipidicos pelas condicdes hidroliticas da reacdo. Sucintamente, o acido
tiobarbiturico (TBA) é dissolvido em DMSO seguindo-se a adicao de agua ultrapura Mili-Q
(Milipore, Waters) e utilizado como reagente neste protocolo. Este método baseia-se na
reacao entre o MDA e TBA, que forma produtos fluorescentes muito estaveis passiveis de

quantificacao por espectrofotometria de absorcao.

3.5.6. Andlise Histopatologica

Utilizou-se a coloracdo com acido periodico-Schiff (PAS) para avaliar lesdes renais. As
amostras foram fixadas em formalina 10%, embebidas em parafina e seccées de 3 ym foram
imersas em agua e tratadas subsequentemente com 1% de acido periédico em solucao aquosa
e, posteriormente, tratadas com reagente Schiff. Todas as amostras foram examinadas por
microscopia, usando o Zeiss Axioplan 2, e o grau de lesdao no tecido foi analisado através de
uma analise semi-quantitativa, em que 0 representa sem lesdo, 1 apresenta até 25% de area
com lesao, 2 apresenta entre 25 e 75% de area com lesao e 3 apresenta> 75% de area com

lesao.
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3.6. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrao da média das experiéncias, para cada
condicdo experimental analisada. A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o
programa estatistico SigmaStat Statistical Analysis System, versao 3.5 (2011) e o software
OriginPro 8.5.2 para desenho grafico. Significancia estatistica entre dois grupos foi alcancada
com o t-test student. A significancia estatistica entre os diferentes grupos e o controlo foi
analisada usando a one-way ANOVA seguida do teste Dunnet’s post hoc. Os niveis de
probabilidade inferiores a 5% foram considerados significativos (P <0,05). A nivel das
condicoes eletrofisioldgicas, as amplitudes das Ic,. foram automaticamente calculadas pela
diferenca entre o pico maximo de corrente e a baseline perto do final de cada pulso de 8 s
aplicado e é expresso em percentagem sobre a intensidade de corrente basal dos canais de
calcio tipo-L. A nivel das experiéncias de contratilidade e eletrofisiologicas, n indicam o
numero de células usadas na experiéncia. A nivel da analise de PA no modelo animal, as
diferencas entre duas médias foram avaliadas pelo teste do t de Student para observacoes
emparelhadas ou nao-emparelhadas de acordo com a situacdo ou pelo teste de Fisher*s
através da analise da variancia de uma via (ANOVA). Os niveis de probabilidade inferiores a
0,05 (p*0,05) foram considerados como estatisticamente significativos. O ndmero de
determinacgdes efetuadas para cada parametro € o indicado nos varios graficos. Os resultados

foram expressos em mmHg.
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Capitulo IV

Resultados e discussao

O objetivo desta atividade experimental foi a determinacdo dos efeitos vasculares do SRL
e/ou CsA em culturas de células da aorta de rato (A7r5) e, também, para comparar os efeitos
cardiorenais num modelo animal com os dois farmacos. As técnicas de whole cell patch clamp
e de planar cell surface drea (PCSA) foram utilizadas para analisar a atividade dos canais de
calcio tipo-L (LTCC) e a contratilidade celular, respetivamente, com baixas concentragdes dos
farmacos. O modelo animal de 9 semanas com ratos mimetizou as doses farmacologicas
usadas na pratica clinica, para melhor compreender a acéo e o sinergismo entre elas.

Em primeiro lugar, realizaram-se as experiéncias eletrofisiolégicas com recurso as
metodologias previamente descritas. Estas experiéncias eletrofisiologicas serviram para
demonstrar a acdo da CsA e do SRL sobre as células A7r5, sendo estas um modelo adequado
para o estudo da funcado contratil no misculo liso vascular, particularmente no estudo da
homeostasia do calcio, importante na mecanica da HTA como previamente foi descrito. Todas

as experiéncias eletrofisioldgicas foram realizadas a temperatura ambiente.

€sA 0,008 pM

CsA0,08 pM

CsA0,8 uM

CsA8 uM
CsA12 uM
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(c)

'"T"‘. VE'.

Figura 22 - Efeitos da aplicacdo direta de CsA sobre a intensidade de corrente dos canais de calcio
tipo-L gravados a partir de uma célula A7r5 na técnica whole cell patch clamp. (a) controlo; (b)
aplicacao de varias concentracoes de CsA (0,008 - 12 pM); (c) depois de varios segundos de washing
out.
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O efeito da aplicacao direta da CsA sobre a intensidade de corrente dos LTCC em A7r5 (figura
22) demonstra o seu efeito de bloqueador dos canais de calcio tipo-L e nao ativador, como
seria expectavel, tendo em conta o seu carater vasoconstritor e indutor de disfuncdes a nivel
cardiorenal. Este facto nao se verifica num efeito dependente da concentracao, mas sim num
efeito aditivo em que as concentracdes mais baixas provocam um efeito bloqueador elevado e
a concentracao mais alta provoca um efeito inibidor muito elevado. Na maioria das
experiéncias realizadas, inutilizou a célula em estudo, pois o processo de washing out nao
conseguiu reverter o efeito do farmaco na concentracdao 12 pM, o que pode indicar algum
efeito prejudicial a nivel de reatividade celular com concentracdes mais elevadas do que as

consideradas.

SRLO,01 pM
™ SRLO,1 uM

SRL1 puM
SRL 10 uM

1Ca (bA)

(c)

P, SRS

(b)

Figura 23 - Efeitos da aplicacdo direta de SRL sobre a intensidade de corrente dos canais de calcio tipo-
L gravados a partir de uma célula A7r5 na técnica whole cell patch clamp. (a) controlo; (b) aplicacdo de
varias concentracoes de SRL (0,001-10 uM); (c) depois de varios segundos de washing out.

O efeito da aplicacao direta de SRL (figura 23) sobre a intensidade de corrente dos canais em
estudo a partir de uma célula A7r5 com esta técnica é inovador. Apds varios resultados
controversos na literatura em outras técnicas, tentamos elucidar o efeito a nivel das células
do musculo liso deste agente farmacologico. Sem nenhum resultado expectavel, verificou-se
com elevado nimero de experiéncias realizadas, um efeito de inibicdo da corrente dos LTCC,
numa razao dependente da concentracao e com grande amplitude. Este resultado pode
explicar os efeitos mais benéficos verificados em ensaios clinicos com este agente
farmacologico assim como verificar que uma baixa concentracao de SRL (em relacdo a pratica
clinica) pode conduzir a um efeito dilatador de grande impacto. A boa recuperacao das
células em estudo apos o passo de washing out vem reforcar a ideia de efeitos

potencialmente mais desejaveis para a célula.
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Com os resultados evidenciados, potenciou-se o sinergismo entre o protocolo experimental a
nivel celular com o modelo animal posteriormente realizado. Para esse efeito, pretendeu-se
verificar se os resultados de cada agente farmacologico (inibidores dos canais LTCC) se
aplicavam com a aplicacao combinada dos mesmos. Mais uma vez a literatura é controversa e
o método eletrofisiologico foi, também, inovador para este estudo de sinergia com resultados
reproduziveis. Para este estudo utilizou-se a maior concentracdo de SRL (10 pM), pois nao
apresentou efeitos indesejaveis na célula e uma concentracao média de CsA (4 pM), ja que a
concentracdo maior provocara danos irreversiveis na corrente das células no estudo prévio.
Pretendia-se verificar ou ndo o efeito combinado e se seria irreversivel, sem causar danos

irreparaveis nas células A7r5.

CsA 4 pM

(a)

V\f/ SRL10 pM + CsA 4 puM

460 SRL10 pM

1 Ca (pA)

(b) (e)

(d)
A (c)

Figura 24 - Efeitos da aplicacao combinada de CsA e SRL sobre a intensidade de corrente dos canais de
calcio tipo-L gravados a partir de uma célula A7r5 na técnica whole cell patch clamp. (a) controlo; (b)
aplicacao de CsA 4 uM; (c) efeito combinado dos dois agentes; (d) aplicacao de SRL 10 uM; (e) depois
de varios segundos de washing out.

Verificou-se, apds a aplicacdo da concentracdo de CsA, um decréscimo na amplitude de
corrente o que corrobora o efeito inibidor sobre os canais LTCC. A aplicacao combinada das
duas concentracdes provocou um potenciamento do efeito inibidor sobre os LTCC para
amplitudes de correntes mais perto dos 0 mV como se observa na figura 24. O mais
importante apos verificar a acdo combinada de inibicao foi o facto de ser uma sinergia

reversivel que se observou com a aplicacdo da concentracdao de SRL que provocou um
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aumento na intensidade de corrente. Por fim, o processo de recuperacao foi total, nao
afetando a estabilidade da célula em estudo. A rapidez dos efeitos, a nivel celular, sugere
que o efeito dos dois agentes terapéuticos € mediado por uma via de sinalizacdo nao
gendmica.

Apos a caraterizacao inovadora do efeito dos dois agentes farmacolégicos, tentou apurar-se o
efeito direto seria reproduzivel, em maior ou menor extensdao, numa aplicacao indireta, ou
seja, apods a utilizacdo de um estimulo contrario ao efeito conhecido (figura 25). Assim, para
contrariar o efeito inibidor dos LTCC utilizou-se um agente ativador destes mesmos canais.
Para isso utilizou-se o BAY, em concentracao 0,1nM, e apds a sua aplicacao verificou-se uma
ativacao dos canais com um aumento da amplitude sobre o controlo para intensidades mais
negativas. Apds a observacdo de que o efeito do BAY se encontrava consonante com a
literatura e estudos prévios do nosso grupo, aplicaram-se os dois agentes farmacoldgicos CsA
e SRL assim como a combinac@o previamente referida. Na figura 25, exemplifica-se uma das
experiéncias analisadas em que o efeito da CsA foi de inibicao dos canais de LTCC mesmo
apos a estimulacdo com BAY, sendo o efeito totalmente recuperador da acdo do BAY, com

todas as concentracoes de CsA em estudo.
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Figura 25 - Efeitos da aplicacao de CsA, apds estimulacdo com BAY 0,1 nM, sobre a intensidade de
corrente dos canais de calcio tipo-L gravados a partir de uma célula A7r5 na técnica whole cell patch
clamp. (a) controlo; (b) aplicacao de BAY; (c) aplicacao de diferentes concentracées de CsA (0,8 - 12
pM); (d) depois de varios segundos de washing out.
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Novamente, este efeito inovador corrobora os efeitos prévios e consegue fornecer-nos uma
verdadeira ideia da acdo do farmaco sobre a intensidade de corrente dos LTCC na célula. Este
efeito inibidor sobre um agente vasodilatador conhecido é extensivel ao SRL e a acdo
combinada dos dois farmacos.

Sumariza-se agora os resultados obtidos na totalidade das experiéncias eletrofisiologicas

previamente descritas.
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Figura 26 - Efeitos direto das diferentes concentracoes de CsA (0,008 - 12 uM) em células de cultura
A7r5 usando a técnica de whole cell patch clamp. Os dados encontram-se expressos em percentagem (%)
de inibicao da intensidade de corrente dos LTCC (Ica¥, L). As barras representam o valor médio e as
linhas representam o erro padrdao da média (S.E.M) das experiéncias entre parénteses. P <0,01 vs
concentracao 0,008 pM.

E de salientar a acdo ndo dependente da concentracdo da CsA, sendo que na totalidade das
experiéncias se observaque as concentracées 0,08 até 8 pM possuem uma percentagem de
inibicdo similar, o que nos permite afirmar a existéncia de um efeito cumulativo (figura 26).
Além disso, verifica-se o carater prejudicial da concentracdgo de 12 pM, com uma
percentagem de inibicdo bastante elevada de mais de 50%, com elevada significancia
estatistica (P <0,01). As margens de erro e a relevancia estatistica permitem-nos efetuar uma
distincao nos efeitos observados. Em suma, verifica-se que a CsA consegue inibir os canais

LTCC e induzir relaxamento nas células A7r5, o que nos permite elucidar pela primeira vez o
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efeito de uma concentracao inferior a pratica clinica. Este efeito apresenta potencialidades

bastante menos prejudiciais na questao cardiovascular da HTA.
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Figura 27 - Efeitos direto das diferentes concentracdes de SRL (0,01 - 10 uM) em células de cultura A7r5
usando a técnica de whole cell patch clamp. Os dados encontram-se expressos em percentagem (%) de
inibicao da intensidade de corrente dos LTCC (ICa2+, L). As barras representam o valor médio e as linhas
representam o erro padrao da média (S.E.M) das experiéncias entre parénteses. ** P <0,01 vs
concentracao 0,01 pM.

Na totalidade das experiéncias em whole cell patch clamp, o SRL apresenta um carater de
inibicao dos LTCC. A percentagem de inibicdio aumenta de uma maneira dependente da
concentracao consoante o aumento da concentracdo como se observa na figura 27. A
percentagem maior é alcancada com a concentracado de 10 pM de SRL que é bastante proxima
da pratica clinica, apresentando uma significancia estatistica elevada (P <0,01). O protocolo
inovador implementado neste trabalho permite concluir que o SRL induz relaxamento nas
células A7r5, através da inibicdo dos LTCC. As margens de erro e a relevancia estatistica
permitem-nos efetuar uma distincdo nos efeitos observados. Em suma, estes resultados
permitem-nos corroborar os efeitos benéficos, devido ao relaxamento vascular provocado,
observados na terapéutica com este farmaco.
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Figura 28 - Efeitos direto das diferentes concentracées de SRL (10 pM), CsA (4 pM) e concentracao
combinados dos farmacos em células de cultura A7r5 usando a técnica de whole cell patch clamp. Os
dados encontram-se expressos em percentagem (%) de inibicdo da intensidade de corrente dos LTCC
(ICa2+, L). As barras representam o valor médio e as linhas representam o erro padrao da média (S.E.M)
das experiéncias entre parénteses. * P <0,05 vs concentracao CsA 4 uM; # P <0,05 vs concentracao SRL
10 pM.

Para terminar a analise das experiéncias eletrofisiologicas, sumarizam-se na figura 28 os
efeitos verificados nas experiéncias combinatodrias dos farmacos em estudo. Assim, verifica-se
que as duas concentracdes escolhidas em combinacdo potenciaram o efeito de relaxamento
nas células A7r5, verificavel pela maior percentagem de inibicdo dos LTCC alcancada (cerca
de 45%), sendo este aumento estatisticamente significante sobre os dois grupos de farmacos
isoladas (P <0,05). Além disso, salientar o carater reversivel do sinergismo entre farmacos e
ainda a capacidade das células A7r5 recuperarem completamente com o processo de washing-
out, o que demonstra a acao benéfica do SRL quando em sinergia com a CsA. Em suma, pode-
se extrapolar com estes resultados inovadores que os tratamentos que utilizem os dois
farmacos podem levar a efeitos mais duradouros e menos prejudiciais para a arquitetura
renal.

De seguida, procedeu-se a verificacdo do comportamento de uma cultura de células A7r5 a
influéncia indireta, apos estimulacdo constritora, dos dois agentes farmacologicos. As
experiéncias eletrofisiologicas caraterizaram um modelo em que se verificou a inibicdo dos
canais de calcio tipo-L mas, também, onde os canais de potassio, extremamente importantes

para o mecanismo contratil, estiveram bloqueados devido a composicao das solucoes
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interna/externa utilizadas. A experiéncia eletrofisiologica analisou especificamente os LTCC
devido ao facto de que em todas as formas de disfuncao cardiovascular, incluindo a HTA, os
canais de calcio tipo-L se encontrarem envolvidos como foi observado anteriormente.

0 objetivo das experiéncias de contratilidade no planar cell surfasse area (PCSA) é identificar
corretamente como se da o processo contratil na célula e em que grau. Se as células
respondessem com uma dilatacdo a CsA e/ou SRL, apds uma contracdo com 3 agentes
vasoconstritores (noradrenalina - NA; BAY-K; serotonina - 5-HT), isso indicaria com elevada
probabilidade que a acdo contratil dos LTCC seria superior a contribuicdo dos canais de
potassio no tipo de células escolhido. Este facto pode ser extremamente importante,
porquepode confirmar o carater vasodilatador dos farmacos e, assim, as suas condicoes
benéficas em concentragdes inferiores as da pratica clinica. Este facto € de incrivel
relevancia pois com a descoberta de estes mecanismos de acao podera deixar de existir uma
aplicacdo terapéutica apenas empirica. O procedimento de PCSA aplicado conseguiu com
sucesso verificar contracdes e dilatagcdes em células A7r5 com concentracoes diferentes de
varios agentes tanto vasodiltadores como vasoconstritores. Os 3 agentes contrateis referidos
induzem uma despolarizacdo na membrana plasmatica que pode ativar os canais dependentes
da voltagem, como os LTCC, que aumentam a concentracao de calcio e levam a um efeito

contratil. Apos o extenso processo de otimizacdo e pela primeira vez, estabeleceu-se um

protocolo para um correto estudo de contratilidade com recurso ao fluoréforo de alta
especificidade e durabilidade WGA.

Figura 29 - Efeito da aplicacao do agente CsA 4 pM (VIOLETA) sobre o efeito da NA 1 pM (AZUL) na
resolucao 40x - ESQUERDA; Efeito da aplicacao do agente SRL 10 pM (VERDE) sobre o efeito da NA 1 pM
(AZUL) na resolucao 40x - DIREITA Sistema Zeiss Axio Observer Z1 com aplicacdo fluoréforo WGA e
diferentes canais para as diferentes variaveis.

Com recurso ao sistema Zeiss Axio Observer Z1, pudemos utilizar o protocolo experimental
previamente descrito. A primeira observacao é a evidéncia de que enquanto nas experiéncias
eletrofisiologicas o efeito dos farmacos CsA e SRL era praticamente imediato numa questao
de segundos, nas experiéncias de contratilidade isso ndo acontece. Apos a aplicacdo do

estimulo contratil (NA, 5-HT ou BAY) especificou-se o tempo 0 da experiéncia e aplicaram-se
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as varias concentracoes dos farmacos (exemplo figura 29). A monitorizacdo continua
demonstrou que o efeito aconteceu 15 minutos depois, em média. O efeito adquirido tanto
com a CsA como com o SRL com os diferentes agentes contrateis foi de dilatacdo, o que
indica que a contribuicdo dos canais LTCC e a sua inibicao sobrepde-se a contribuicdo dos
outros constituintes envolvidos na maquinaria contratil. A CsA teve um efeito de relaxamento
até um maximo de 140% sobre o efeito contratil da 5-HT, 120% sobre o efeito da NA e 110%
sobre o efeito do Bay-K. O SRL exibiu uma percentagem maxima de relaxamento de 100%
sobre os efeitos contrateis da 5-HT e da NA e um maximo de 125% sobre o efeito do Bay-K. A
combinacao dos dois compostos evidenciou um efeito de relaxamento sobre a acao dos
agentes contrateis (45-140%)(figura 30). Além disto, nao se verificaram mudancas

morfologicas nas células A7r5 utilizadas o que indica o efeito benéfico e de recuperacgao

observado nas experiéncias eletrofisiologicas.

Figura 30 - Combinacao dos resultados das experiéncias em PCSA. (A) efeito 5-HT 1 pyM (azul) sobre o
basal (branco); (B) efeito CsA 4 uM (verde) sobre o efeito do agente contratil (azul); (C) efeito SRL 10 pM
(vermelho) sobre o efeito de CsA 4 uM (verde); (D) comparacao efeito agentes combinados (verde claro)
sobre o basal (branco); Sistema Zeiss Axio Observer Z1 com marcacao com WGA e diferentes canais para
diferentes variaveis.

Sumariza-se agora as experiéncias de contratilidade realizadas em células A7r5 com os
agentes farmacoldgicos em estudo. De realcar a reprodutiibilidade dos efeitos demonstrada

pelo elevado nimero de amostras utilizadas.
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Figura 31 - Efeito de relaxamento, em percentagem, da CsA (0,4-8 pM) em células da linha A7r5
contraidas previamente com 5-HT (1pM), noradrenalina (1pM) e Bay-K 8644 (0,1nM). Os dados estao
expressos como percentagem de inibicdo sobre o efeito contratil. As barras representam o valor médio e
as linhas representam o erro padrao da média (S.E.M) das experiéncias entre parénteses. * P <0,05 vs
concentracao CsA 8 uM de NA; ## P <0,01 vs concentracao CsA 8 uM de BAY;

Como se observa na figura 31, a CsA teve um efeito de relaxamento até um maximo de 140%
sobre o efeito contratil da 5-HT, 120% sobre o efeito da NA e 110% sobre o efeito do Bay-K,
num nimero elevado de células consideradas, com siginificAncia estatistica (P <0,01). E
importante realcar que o efeito da CsA em analise da contratilidade da célula ndo aparece
como cumulativo, mas sim dependente da concentracao, facto que demonstra a existéncia de
um outro mecanismo que explique esta diferenca. Apesar de tudo, o relaxamento indica mais
uma vez que a CsA inibe os LTCC e demonstra que estes canais sao de grande relevancia neste
tipo de células e, consequentemente, um fator importante a considerar na patologia
considerada.
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Figura 32 - Efeito de relaxamento, em percentagem, do SRL (0,1-10 pM) em células da linha A7r5
contraidas previamente com 5-HT (1uM), noradrenalina (1uM) e Bay-K 8644 (0,1nM). Os dados estdo
expressos como percentagem de inibicao sobre o efeito contratil. As barras representam o valor médio e
as linhas representam o erro padrao da média (S.E.M) das experiéncias entre parénteses.

Como se observa na figura 32, o SRL exibiu uma percentagem maxima de relaxamento de
100% sobre os efeitos contrateis da 5-HT e da NA (P <0,05) e um maximo de 125% sobre o
efeito do Bay-K (P <0,01) num nimero elevado de células A7r5 consideradas. E importante
realcar que o efeito do SRL em analise da contratilidade da célula mantém-se dependente e
proporcional a concentracao utilizada. Este relaxamento indica mais uma vez que o SRL inibe
os LTCC e demonstra que estes canais sdao de grande relevancia destes canais neste tipo de
células.

Tabela 2 - Efeito de relaxamento da CsA (4pM), SRL (10 pM) e combinado em células A7r5 contraidas
com: serotonina (5-HT;1 pM); noradrenalina (NA; 1uM); and Bay-K (0,1 nM).

% de relaxamento no

cteito contratil SRL 10pM CsA 4uM SRL 10pM + CsA4 uM
5-HT 100,43 + 3,21 90,86 + 2,37 150,02 + 1,05
NA 105,37 + 2,85 95,45 + 4,56 150,67 + 2,34
Bay - K 118,14 + 1,76 98,91 + 7,81 140,49 + 5,68

Os dados estdo expressos em percentagem de inibicdo sobre o efeito contratil. Os valores sao a
média + desvio padrao das experiéncias realizadas.
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Na tabela 2, apresentamos os valores das experiéncias de contratilidade com os agentes
combinados. Assim, verificamos que o SRL (10 pM) e a CsA (4pM) apresentam valores similares
aos registados na experiéncia com os agentes isolados. A combinacao dos dois agentes volta a
realcar o potenciamento do efeito inibitorio sobre os LTCC e do relaxamento sobre o efeito
contratil de varios agentes. Esta acdo combinada pode levar a valores entre os 140 e os 150%
sobre o efeito dos agentes vasoconstritores, o que demonstra a eficacia destes agentes
farmacologicos no relaxamento das células A7r5.

Estes resultados permitem uma extrapolacdo para conjunto de células e outros tecidos
superiores. A interacao presente com outros elementos e o balan¢o constricao/relaxamento
ser favoravel para o segundo indica que mesmo com outros fatores os agentes farmacologicos,
nestas concentracbes, podem ser benéficos e contrariar a toxicidade inerente com as
concentragoes clinicas empiricamente usadas. A utilizacdo de outros equipamentos pode
fornecer uma visao ainda maior do mecanismo de acao do SRL e CsA. A utilizacao das duas
técnicas supracitadas permitiu desvendar um papel mecanistico da CsA e SRL ainda
desconhecido, a nivel das células vasculares do musculo liso.

Em siimula, CsA e SRL sao bloqueadores dos canais de calcio, exercendo o seu efeito inibitorio
na subdivisdo L destes canais de extrema importancia no processo hipertensivo. Os
bloqueadores de canais de calcio atuam bloqueando os VOCC no musculo cardiaco e
vasculatura. Consequentemente, o Ca”" intracelular diminui, levando ao processo contratil.
Nos vasos sanguineos, esta diminuicao leva a uma menor capacidade de contracao do misculo
liso e, por conseguinte, um aumento no diametro arterial - dilatacdo (estes bloqueadores nao
atuam nas veias do musculo liso). A vasodilatacdo diminui a resisténcia total periférica,
enquanto uma diminuicao na capacidade contratil cardiaca reduz o output cardiaco. A acéo
destes bloqueadores diminui a pressao sanguinea, o que pode provocar uma acao reflexa na
atividade simpatica (ativacdo do reflexo barorrecetor) que leva a um aumento da
contratilidade e frequéncia cardiaca, sendo estes efeitos indesejaveis e verificaveis pela

concentracao de catecolaminas (Reis et al., 2000).

Caraterizacdo do modelo animal experimental

ApOs as experiéncias iniciais, realizadas primeiramente numa célula isolada e depois na célula
na sua totalidade, verificamos que a CsA e o SRL apresentam um perfil inibitorio dos canais de
calcio do tipo-L, importantes na maquinaria contratil e em patologias como a HTA. Este perfil
conduz a um relaxamento deste tipo de células no vaso considerado com potencialidades de
comparacao com a aorta humana. Existiu sinergismo quando se combinaram os farmacos em
estudo, o que indica um processo de vasodiltacao aumentado e um potencial efeito
hipertensivo reduzido.

O passo seguinte passou pela caracterizacdo de um modelo experimental que mimetize o

melhor possivel as condicbes da pratica clinica, para se poder efectuar uma comparacao
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sustentada e analisar o impacto dos tratamentos prolongados com os farmacos, a nivel da sua
toxicidade e da evolucao da HTA. Os dados anteriores demonstram um relaxamento que nao é
consistente com os efeitos indesejaveis hipertensivos secundarios da CsA.

O nosso grupo de trabalho desenvolveu e caracterizou um modelo animal de HTA arterial
secundaria a CsA e SRL. Na verdade, o rato Wistar (utilizado neste estudo) reproduz o
desenvolvimento humano de HTA arterial sequente a administracdo dos agentes em estudo.
Morfologicamente, através de microscopia electronica e de técnicas anatomopatologicas,

constatou-se a existéncia de lesdes compativeis com os efeitos secundarios dos farmacos:

i. a nivel renal foram encontradas lesbes ligeiras, sobretudo com CsA, que pode ou néo
ser a causa daquela HTA arterial;

ii. foram registadas alteragdes cardiacas dependentes da dose elevada;

iii. as lesdes vasculares encontradas apresentavam uma severidade ligeira, predominando
a ruptura e a desorganizacdo das fibras elasticas. A aorta apresentava um perfil de lesdes
arterioscleroticas precoces associadas a alteragées hemodinamicas;

iv. a nivel celular, a microscopia electronica revelou um aumento da sintese de colagénio

com uma aparente relacao entre este facto e a ruptura das fibras.

Antes do inicio dos tratamentos (semana 0) e no final (semana 9) foram avaliados os seguintes

parametros:

i Peso corporal, do coracao e do ventriculo esquerdo;

ii. Concentragdes sanguineas de CsA e SRL;

iii. Pressao arterial e frequéncia cardiaca.

iv. Marcadores séricos de funcéo renal (creatinina e ureia), creatina cinase, pefil lipidico
(TGs e colesterol total), e peroxidacao lipidica tecidular (aorta e rim);

V. Analise da histomorfologia renal.

A concentracao sanguinea de CsA e SRL, obtida pela administracdo continua de doses de 5
mg/kg/dia e 1 mg/kg/dia, respetivamente, encontram-se dentro da média das que sao
encontradas em modelos humanos com regimes imunosupressores. Assim, nos ratos Wistar
deste estudo as concentracées foram de 367.0 +45.5 ng/ml (CsA) e de 7,8 £1,9 ng/ml (SRL).
Estes valores sao superiores aos utilizados na primeira parte deste projeto com uma
finalidade comparativa. Pretende-se avaliar o efeito dos farmacos em diferentes 6rgaos,
sendo efeitos dependentes da presenca dos farmacos em concentracdoes equiparadas as

humanas.
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Figura 33 - Peso corporal (em gramas) dos grupos de ratos sujeitos aos diferentes tratamentos, no
inicio (semana 0) e no final do estudo (semana 9). Dados expressos em médias + e.p.m. de n=6 em
cada grupo. # P <0,05 vs grupo CsA e grupo Controlo, semana 9;

Em relacao ao peso corporal (figura 33), verificou-se um aumento do peso em todos 0s grupos
mas em diferente extensao. Nos ratos tratados apenas com a CsA registou-se uma variacao de
peso similar a encontrada no grupo controlo. Contudo, nos ratos tratados com SRL verificou-
se uma diminuicao estatisticamente significativa (P <0,05). A diminuicdo do peso corporal é
considerada um efeito secundario da administracdo de SRL, sendo carateristica da sua
capacidade anti-proliferativa e anti-tumoral, proveniente da sua acao no ciclo celular. O
menor peso corporal dos ratos tratados com SRL no tempo final (semana 9) relativamente aos
ratos controlo e CsA podera ficar a dever-se a uma diminuicdo da massa muscular, uma
hipotese com alguma relevancia, ja que a simples observacdo dos ratos permitia visualizar
uma atrofia muscular neste grupo.

No inicio do estudo (semana 0), os valores de PA e de frequéncia cardiaca equiparavam-se

para os trés grupos de ratos em estudo e encontravam-se entre 330 e 335 mmHg.
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Figura 34- Frequéncia cardiaca de ratos dos 3 grupos de ratos em estudo no final do tratamento
(semana 9). Dados apresenta em médias + e.p.m. de n=6 em cada grupo. * P <0,05 vs grupo controlo.

No final do estudo (semana 9), como se observa na figura 34, a frequéncia cardiaca aumentou
no grupo tratado com CsA em relacao ao controlo (P <0,05), sem alteracdes significativas no
grupo tratado com SRL. A resposta simpatoexcitatdria associada com a acao imunossupressora
deve-se a mecanismo de reinicio do reflexo barorrecetor arterial para um nivel superior de
PA. O rapido aumento da PA activa o reflexo barorreceptor que diminui o tonus simpatico e
aumenta o tonus vagal. A CsA provoca uma mudanca acentuada a nivel do controlo da
frequéncia cardiaca associada a este reflexo (Ryuzaki, 1997). O efeito deste farmaco a nivel
do sistema nervoso simpatico, demonstrado pelo aumento na concentracdo de catecolaminas
(Reis et al, 2000), também tem influéncia na funcéo renal, reduzindo o fluxo sanguineo no
rim. Podemos verificar em varios protocolos experimentais com CsA como terapéutica que os
niveis de PA sistolica e diastolica assim como a PA média encontram-se bastante aumentados

(Bader, 2005) e neste estudo esses valores encontram-se aumentados.
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Figura 35 - Peroxidacao lipidica (esquerda) na artéria aorta e pressao arterial sistdlica (direita) e nos 3
grupos em estudo a nona semana de tratamento. Dados apresentados em médias + e.p.m. de de n=6 em
cada grupo. * P <0,05 vs grupo de controlo e ** P <0,01 vs grupo de controlo.

A analise dos efeitos dos farmacos nos vasos principais, como é a aorta, e no coracao, foi
feita recorrendo a varios parametros, dos quais se destacam a peroxidacao lipidica na aorta e
a pressao sistolica. Estes parametros e as suas concluses, juntamente com o previamente
abordado, podem permitir obter uma ideia mais correta da acdo dos farmacos a nivel
cardiovascular. Pela analise da figura 35, observa-se que a peroxidacao lipidica na aorta foi
significativamente superior no grupo tratado com SRL (P <0,01) do que nos grupos controlo e
CsA, com valores bastante similares. Este facto pode ser explicado pelo metabolismo lipidico
alterado provocado pela inibicao da mTOR, importante reguladora deste metabolismo. O
efeito anti-ateroesclerotico do SRL esta relacionado com mudancas no local de metabolismo
lipidico nos varios tecidos-alvo e com o seu efeito anti-proliferativo e anti-inflamatorio
(Rangan, 2009). Este facto é suportado pelos aumentos verificados nos niveis de HDL e de LDL
plasmaticos e tecidulares, em varios modelos animal e humano, de acordo com a literatura
existente (Ma, 2007). O SRL possui efeitos diretos e especificos no metabolismo dos lipidos,
promovendo a beta-oxidacdo enquanto diminui o fluxo para as vias de anabolicas de
armazenamento dos lipidos (Brown, 2007). Juntamente com a actividade alterada e muito
elevada da creatina cinase no grupo de tratamento de CsA verifica-se que o estado
hipertensivo é, também, alcancado com um aumento substancial na pressao sistolica até
perto dos 150 mm/Hg (P <0,01), muita acima do grupo de controlo. O efeito hipertensivo
confirma-se ser em menor escala no caso do SRL verificando-se um aumento estatisticamente
siginificativo (P <0,05) mas nao suficientemente patologico ou indutor de estadios de HTA

superiores.
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Figura 36 - Ratio peso do coracao/peso do ventriculo esquerdo dos 3 grupos de ratos em estudo no final
do tratamento (semana 9). Dados apresenta em médias + e.p.m. de de n=6 em cada grupo. * P <0,05 vs
grupo controlo.

Na figura 36, observa-se no grupo tratado com CsA uma reducao estatisticamente significativa
(P <0,05) da razédo peso cardiaco/peso do ventriculo esquerdo, o que sugere uma hipertrofia
ventricular esquerda. A hipertrofia do tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) normalmente
envolve um aumento da massa cardiaca devido ao crescimento dos cardiomiocitos,
consequente de uma sintese proteica anormal. A CsA, a nivel vascular, é pro-proliferativa
sendo que esta carateristica advém do seu mecanismo de acdo. Mais especificamente,
provoca a proliferacao da intima que depois da origem a patologias como a aterosclerose,
sendo que também induz a proliferacdo da massa ventricular, fator exacerbado pelas

elevadas pressoes arteriais e de ejecdo no ventriculo esquerdo.
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Tabela 3 - Parametros bioquimicos analisados as 9 semanas de tratamento.

Parametros c l CsA SRL
o) o
Séricos (5 mg/kg/dia) (1 mg/kg/dia)

Triglicéridos

(mmolll) 2,22 + 0,20* 1,48 £ 0,15
Colesterol Total 1,44 + 0,05* 1,48 + 0,13*
(mmol/l)
Creatinina 41.12 + 2.51* 40,81 + 2,16
(umol/l) Y R
Creatina Cinase 51094 + 20221** 28356 + 8001

(umol/l)

Os valores sdao expressos em médiatdesvio padrao da média em n=6 ratos por grupo considerado. *
P <0,05 vs grupo controlo, ** P <0,01 vs grupo controlo.

Considerando o perfil lipidico, o grupo CsA induziu um aumento nos niveis de triglicéridos em
relacdo ao controlo (P <0,05), sendo este aumento em menor escala no grupo do SRL. Os
niveis de colesterol encontram-se aumentados em todos os grupos de tratamento versus o
grupo de controlo (tabela 3). Estes valores aumentados podem estar correlacionados com as
lesdes a nivel da vasculatura provocados pelos farmacos, como por exemplo, arteriosclerose e
congestao vascular. Os inibidores da calcineurina contraem as arteriolas eferentes, causando
flutuacées na perfusao glomerular e um aumento da creatinina sérica, cujo valor estava
aumentado nos dois grupos tratados com os farmacos versus controlo, em especial para a CsA.
Por fim, de assinalar o facto dos niveis de creatina cinase, um indicador de lesdo muscular
cardiaca, estarem aumentados nos dois grupos de tratamento, sendo o aumento mais
acentuado no grupo de CsA (P <0,01). Uma funcao renal diminuida pode afetar os niveis de
varias moléculas inflamatorias como a creatina cinase e creatinina (Malyszko, 2010).

Para além dos niveis de ureia, para a caraterizacdo da eventual nefrotoxicidade foram
avaliados parametros séricos de ureia e os niveis de peroxidacéao lipidica no rim (TBARS), bem

como a analise da morfologia do tecido renal.

66



Niveis Ureia ( mg/dL )

Efeitos da ciclosporina e sirolimus ao nivel cardiovascular

484 164
48 .
i (6) ~ 14+
3
44 4 g *
e 124 (6)
o
424 s
(6) é 104
404 @ (6)
8 06+
184 (6) : )
[ 5 '
064 AR
38 4 T, Q \\\‘\\\\\\‘
AN g NN
\&\\ E 044 \\\ AR
344 \ N N
N : NN
RN & g2 N \s\
= NN NN
% RN s RN
Controlo CsA SRL Controlo CsA SRL <
S mgkg/dia 1 mg/kg/dia 5 mg/kg'dia 1 mgkg/dia

Figura 37 - Marcadores de nefrotoxicidade: niveis de ureia (esquerda) e de peroxidacao lipidica no rim -
TBARS (direita) nos 3 grupos em estudo a nona semana de tratamento. Dados apresentados em médias *
e.p.m. de n=6 em cada grupo. * P <0,05 vs grupo de controlo e de SRL 1 mg/Kg/dia.

Na figura 37, considerando os niveis de ureia, verifica-se que o grupo de administracao de CsA
possui uma elevacao estatisticamente significativa em relacdo aos grupos controlo e de
administracao de SRL (P <0,05), no qual se verifica uma minima elevacao. Estes niveis de
ureia, tal como os de creatinina, sdao importantes marcadores séricos da (dis)funcao renal.
Ambos os marcadores estao aumentados no grupo tratado com CsA em relacao ao grupo
controlo, o que sugere disfuncdo renal, ja expectavel. Estes dados foram complementados
com os niveis de peroxidacao lipidica no rim, um marcador da accao nefasta das espécies
reativas sobre os lipidos do tecido renal Foram encontrados niveis elevados de TBARs no grupo
tratado com CsA. Estes valores elevados nao foram registados no grupo de tratamento com
SRL, o que demonstra o caracter menos nefrotoxico deste agente ja anteriormente referido.
Apresentam-se ainda os dados da analise histopatoldgica renal efectuada nos grupos em
estudo, apds as 9 semanas de tratamento. Constata-se, em consonancia com os parametros
séricos de funcao renal (creatinina e ureia), a existéncia de lesdo renal no grupo tratado com
CsA em relacdo ao grupo controlo, incluindo hiperémia, congestao vascular, arteriosclerose e
vacuolizacao arterial. O tratamento com SRL provocou igualmente algum grau de lesao renal
(Tabela 4 e Figura 38).

A CsA danificou significativamente a morfologia renal em comparacao com grupos controlo
(figura 38), demonstrando uma extensa degeneracao na zona cortical, em particular na zona
dos tubulos proximais (Tutanc et al., 2011).

A proliferacao miointimal € um dos efeitos mais proeminentes nas doencas decorrentes dos
transplantes associados a um tratamento com CsA. Além disto, as células endoteliais e do

musculo liso apresentam deposicdo da matriz e assim tem-se a patogénese das lesoes
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vasculares (Esposito et al., 2000). Esta excessiva deposicao da matriz extracelular resulta de
uma disfuncao a nivel das proteinas que regulam a matriz.

Fisiologicamente, esta degradacao proteica deve-se as metaloproteinases presentes na matriz
(Doller et al., 2007). O SRL é mais renoprotectora e menos fibrogénica ndo apresentando
danos tao severos (Luo, 2012).

Tabela 4- Analise semi-quantitativa das lesoes renais vasculares com os diferentes grupos de

tratamento.

Hiperémia Vacuolizacao Arteriosclerose

Congestao

Arterial Vascular

Controlo
0,17 + 0,17 0,17 + 0,17

CsA (5 mg/Kg)
1,67 + 0,33* 1,17 + 0,40* 0,67 + 0,07*

SRL (1 mg/Kg)
0,83 £ 0,30 0,23 + 0,15# 1,00 + 0,00*

Os dados encontram-se expressos como médiastdesvio padrao das médias de cada grupo de 6 ratos.
* P <0,05 vs controlo; # P <0,05 vs CsA.

As lesdes mais comuns nas imagens histopatoldgicas foram: hiperémia, vacuolizacao arterial,
arterioesclerose e congestdao vascular. A hiperémia resulta da congestdao a nivel arterial,
resultando numa vasodilatacao e num aumento do peso do 6rgao pela acumulacdo de sangue
dentro dos vasos, sendo caracteristica da inflamacao aguda. Pode haver rebentamento da
circulacdo para a marginacao dos leucdcitos. Microscopicamente ha uma boa visao dos vasos,
que se encontram cheios de sangue e dilatados. Na tabela 4, podemos verificar que a CsA e
SRL apresentaram hiperémia em relacao ao controlo (P <0,05).

A vacuolizacao arterial demonstra a presenca de vaclolos dentro das paredes das artérias. A
arterioesclerose é uma doenca multifatorial, com um metabolismo lipidico alterado e uma
inflamacéao cronica seguidos da perda de elasticidade e espessamento. Apenas o grupo da CsA
apresentou um dano significativamente consideravel em relacdo ao controlo, no caso da
vaucuolizacao arterial, e em relacao ao controlo e grupo SRL no caso da arteriosclerose.

Por fim, a congestdo vascular esta relacionada com o aumento da quantidade de sangue
dentro do sistema vascular. Os dois grupos de tratamento apresentam um aumento

estatisticamente significativo (P <0,05) em relacao ao grupo controlo do estudo.
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Figura 38 - Diferentes lesdes renais verificadas nas analises histopatologicas com amostras dos grupos
de tratamento de CsA e SRL.
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Capitulo V

Conclusao e Perspetivas Futuras

Apos a conclusdo deste protocolo experimental, sumarizam-se agora os factos mais relevantes
da aplicacao deste método assim como as perspectivas futuras para a maior compreensao do
efeito e mecanismo de acao da CsA e SRL.

A HTA pos-transplante gera sérios riscos cardiovasculares que podem prejudicar a longo prazo
um transplante eficaz. A CsA é um dos imunossupressores mais utilizados na prevencao da
rejeicao do transplante e de doencas autoimunes. No entanto, o seu uso clinico é prejudicado
pela sua significativa nefrotoxicidade bem como pelo desenvolvimento de disfuncao
endotelial e vasculopatia a nivel do transplante. O SRL é uma lactona macrociclica com um
novo mecanismo de acao imunossupressora e alto grau de sinergismo com a CsA que permite
uma eficiente prevencao da rejeicao assim como uma minimizacdo da toxicidade induzida
pela CsA. Contudo, muito pouco é conhecido tendo em consideracao os supostos mecanismos
associados a protecao cardiorenal e aos efeitos vasomotores, distintos dos associados a CsA.
Neste estudo utilizaram-se as células da aorta de rato embrionario, A7r5. A célula do mUsculo
liso, de facil obtencao, permite investigar os diferentes tipos de sinalizacao intracelular que
ocorrem e sao o modelo com maior proximidade a fisiologia das células humanas. Assim,
foram as escolhidas para mimetizar um modelo para acdao dos agentes imunossupressores
considerados.

O objectivo desta atividade experimental foi a determinacao dos efeitos vasculares do SRL
e/ou CsA em culturas de células da aorta de rato (A7r5) e, também, para comparar os efeitos
cardiorenais num modelo animal com os dois farmacos.

O SRL e a CsA tém efeitos nao genomicos vasculares que incluem a vasodilatacdo que parece
envolver uma modulacado de varios canais ionicos, especialmente os canais de calcio tipo-L,
que sao importantes em todos os modelos hipertensivos ja estudados na literatura. Neste
estudo, analisamos o efeito de dois agentes imunossupressores, na intensidade de corrente
dos LTCC pelo whole cell patch clamp em células A7r5, o que foi uma experiéncia inovadora
nunca antes realizada. Neste estudo, analisamos os efeitos de cada um dos agentes
imunossupressores referenciados sem considerar o processo de transplantacao, abordando
apenas os efeitos dos agentes, per se. No entanto, mesmo que o estudo nao verifique a forte
influéncia da transplantacdo no processo de recuperacao e os seus efeitos adversos, este é o
primeiro estudo a analisar os efeitos da CsA e do SRL a nivel celular e cardiorenal, através de
uma cuidada analise desde o sistema celular até ao organismo completo - modelo animal. A
complexidade de resultados a nivel da acdao da CsA sobre preparacées multicelulares
cardiacas ou apenas de uma célula ainda precisa de ser explicada embora este trabalho tenha

elucidado o carater vasodilatador deste agente, em concentracdes menos elevadas mas com
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poder imunossupressor consideravel descrito na literatura. Os inibidores de calcineurina
possuem uma toxicidade que é derivada da sua concentracdo no sangue e nos varios tecidos
como se observa pelas diferencas entre utilizar uma concentracao superior ou nao de CsA e a
sua influéncia na pratica clinica actual. O facto inovador deste estudo observado com as
concentracoes mais baixas de CsA apresenta-se como um bom indicador do verdadeiro
mecanismo de acdo deste agente. A nivel farmacocinético na pratica clinica, os farmacos
podem ter efeitos imprevisiveis, devido as diferencas entre individuos, incluindo grandes
diferencas a nivel do metabolismo hepatico e absorcao do farmaco o que pode afetar os
resultados observados a nivel sistémico. Isto ndo ocorre com os estudos eletrofisiologicos e de
contratilidade apresentados pois consideram os efeitos a nivel de células isoladas,
respeitantes de varias condicoes de otimizacao.

Este protocolo experimental permitiu demonstrar que a CsA inibe os LTCC de uma maneira
nao dependente da concentracao e, a concentragoes mais elevadas, induz uma instabilidade
celular irrerversivel, o que pode corroborar a tese de que altas concentracdes do farmaco
sejam prejucidiais a médio-longo prazo, facto também sustentado pelas lesdes na
arquitectura renal verificadas no modelo animal. O SRL apresenta uma agdo, também,
inibitoria dependente da concentracdo considerada e sem provocar disfuncdao a nivel da
reatividade celular. Verifica-se o sinergismo entre os dois farmacos com uma inibicao dos
LTCC potenciada e totalmente irreversivel. Estes efeitos demonstram a importancia a nivel da
reatividade vascular e sugerem que este efeito vascular observado ndo é responsavel pelo
desenvolvimento de HTA observavel em doentes transplantados tratados com estes farmacos.
A acdo do SRL e CsA na célula na totalidade da célula foi verificada em experiéncias de
contratilidade. O elevado efeito de relaxamento dos dois agentes nas concentracoes
consideradas sobre a acado de variados agentes contrateis permite afirmar o seu papel de
relevancia na reatividade vascular, assim como admitir uma contribuicdo superior dos LTCC
sobre os canais de potassio na maquinaria contratil de excitacao-relaxamento.

0 modelo animal de 9 semanas com ratos envolveu o uso de doses dos farmacos que
mimetizam as usadas na pratica clinica em contraste com as experiéncias eletrofisiologicas e
de contratilidade. Este facto permitiu uma comparacao dos efeitos dos agentes
farmacologicos. Muitas comparacoes e protocolos experimentais revelaram que o SRL exibe
minima nefrotoxicidade a concentracées imunossupressoras normais quando comparada com a
CsA, o que se observou no modelo animal em estudo. A CsA promoveu disfuncao cardiorenal,
caracterizada por HTA arterial, taquicardia, aumento da ureia sérica, dislipidémia. O SRL
promoveu menos efeitos cardiorenais mas demonstrou ser pro-hipertensiva e pro-
dislipidémica. No entanto, a CsA promoveu stress oxidativo renal e taquicardia, enquanto o
SRL interfere principalmente no perfil lipidico dos grandes vasos (aorta). Os efeitos
hipertensivos estao associados com deficiéncias em diferentes vias cardiovasculares e renais.
Pouco é conhecido dos efeitos vasomotores do SRL e estudos preliminares em varios modelos
animais conduziram a resultados conflituosos, razao pela qual se pretendeu aprofundar esta

tematica de elevada relevancia clinica. O conhecimento mais aprofundado do mecanismo de
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vasodilatacao provocada pela CsA e SRL pode contribuir para o desenvolvimento de
terapéuticas mais especificas no tratamento e prevencao de doencas cardiovasculares. A
compreensao dos mecanismos moleculares destes farmacos podera ser muito importante para
a prevencao e/ou controlo dos graves efeitos secundarios pos-transplante que lhes estao
associados, o que teria um impacto nas taxas de sobrevivéncia dos transplantes que, apesar
de bastante superiores hoje em dia, ainda podem ser elevadas de forma a melhorar a
qualidade de vida dos doentes. A investigacao € intensa nesta area, mas existem muitos
resultados contraditorios, sendo importante obter confirmagdes futuras das observaces agora
obtidas. A reprodutibilidade dos nossos resultados € de especial importancia para futuros
trabalhos de investigacao. O uso de concentracées menos elevadas dos farmacos, mas ainda
assim eficazes e dentro da janela terapéutica, especialmente da CsA, pode conduzir a
abolicao total da nefrotoxicidade e cardiotoxicidade. Estudos eletrofisiologicos devem ser
continuados para analise da contribuicao de outro tipo de canais na maquinaria contratil da
célula assim como a utilizacdo de concentragdes ainda mais reduzidas para potenciar o efeito
benéfico verificado na reatividade vascular. Outras linhas celulares, principalmente de linhas
celulares do figado e rim, devem ser estudadas por este inovador protocolo para verificacao
da extensdo sistémica do SRL e CsA. A nivel dos estudos de contratilidade, devem-se aplicar
diferentes concentracdes com outros agentes constritores para definicio do balanco
relaxamento/constricao nos diferentes tipos celulares. Novas condicoes experimentais devem
ser consideradas assim como utilizacdo de novos fluoroforos para marcacdao de outras
estruturas celulares.

Este protocolo experimental deve ser complementado com experiéncias em banho de o6rgaos
com aorta e outros tecidos (renal e hepatico) para verificacdo do efeito dos farmacos sobre os
mesmos e confirmar a vasodilatacdo. Além destes protocolos mais especificos devem ser
utilizados protocolos para aferir a acdo genomica dos dois agentes com analise da expressao
de canais de calcio tipo-L e de potassio para verificar se a vasodilatacdo se mantém como
fator majorante.

Todo este trabalho de investigacao, apesar de trabalhoso foi bastante recompensador pelo
seu carater de inovacdao e pelas potencialidades geradas pelos seus resultados. Estas
observacdes comparadas com as do modelo animal utilizado poderao no futuro ajudar a
melhorar o conhecimento sobre os mecanismos subjacentes aos efeitos secundarios
cardiorenais dos farmacos. Este conhecimento podera ser determinante para reducdo ou
controlo daqueles efeitos graves, melhorando assim a sobrevida dos enxertos, reduzindo a

mortalidade cardiovascular dos doentes transplantados e melhorando a sua qualidade de vida.
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