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Efeito Anti-Hipertensivo de Novos Agonistas do Receptor de
Adenosina em Ratos Espontaneamente Hipertensos
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Resumo

Fundamento: A hipertensao arterial sistémica é um fator de risco para disfuncdes cardiacas, renais e metabdlicas. A
busca por novas estratégias para prevenir e tratar doencas cardiovasculares levou a sintese de novas N-acilidrazonas
para produzir efeito anti-hipertensivo. Os receptores de adenosina sao um alvo alternativo para reduzir a pressao arterial
devido a sua acao vasodilatadora e propriedades antioxidantes, que podem reduzir o estresse oxidativo caracteristico
da hipertensao arterial sistémica.

Obijetivo: Avaliar o perfil anti-hipertensivo de novos compostos contendo selénio desenvolvidos para melhorar sua
interagao com os receptores de adenosina.

Métodos: Foi avaliada a reatividade vascular, registrando-se a tensao isométrica da aorta toracica pré-contraida de ratos
Wistar machos apds exposicao a concentracoes crescentes de cada derivado (0,1 a 100 uM). Para investigar o efeito
anti-hipertensivo em ratos espontaneamente hipertensos, foram determinadas a pressao arterial sistélica, pressao
arterial diastélica, pressao arterial média e a frequéncia cardiaca ap6s administracao intravenosa de 10 e 30 umol/kg do
composto selecionado LASSBio-2062.

Resultados: Os compostos denominados LASSBio-2062, LASSBio-2063, LASSBio-2075, LASSBio-2076, LASSBio-2084,
LASSBio-430, LASSBio-2092 e LASSBio-2093 promoveram vasodilatacao com concentracoes efetivas médias de
15,5 + 6,5; 14,6 = 2,9; 18,7 = 9,6; 6,7 = 4,1; > 100; 6,0 = 3,6; 37,8 + 11,8; e 15,9 + 5,7 UM, respectivamente.
O LASSBi0-2062 (30 umol/kg) reduziu a pressao arterial média em ratos espontaneamente hipertensos de 124,6 =
8,6 para 72,0 = 12,3 mmHg (p < 0,05). A ativacao do receptor de adenosina subtipo A, e dos canais de potassio
parece estar envolvida no efeito anti-hipertensivo do LASSBio-2062.
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Conclusdes: O novo agonista do receptor de adenosina e ativador dos canais de potassio é um potencial agente
terapéutico para o tratamento da hipertensao arterial sistémica.

Palavras-chave: Hipertensao; Vasodilatacao; Canais de Calcio; Receptores Purinérgicos P1.

Abstract

Background: Systemic arterial hypertension is a risk factor for cardiac, renal, and metabolic dysfunction. The search for new strategies to prevent
and treat cardiovascular diseases led to the synthesis of new N-acylhydrazones to produce antihypertensive effect. Adenosine receptors are an
alternative target to reduce blood pressure because of their vasodilatory action and antioxidant properties, which may reduce oxidative stress
characteristic of systemic arterial hypertension.

Objective: To evaluate the antihypertensive profile of novel selenium-containing compounds designed to improve their interaction with
adenosine receptors.

Methods: Vascular reactivity was evaluated by recording the isometric tension of pre-contracted thoracic aorta of male Wistar rats after exposure
to increasing concentrations of each derivative (0.7 to 100 uM). To investigate the antihypertensive effect in spontaneously hypertensive rats,
systolic, diastolic, and mean arterial pressure and heart rate were determined after intravenous administration of 10 and 30 umol/kg of the
selected compound [ASSBio-2062.

Results: Compounds named LASSBio-2062, LASSBio-2063, LASSBio-2075, LASSBio-2076, LASSBio-2084, LASSBio-430, LASSBio-2092, and
LASSBio-2093 promoted vasodilation with mean effective concentrations of 15.5 + 6.5; 14.6 + 2.9; 18.7 + 9.6, 6.7 = 4.1; > 100; 6.0 = 3.6;
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37.8 £ 11.8; and 15.9 = 5.7 uM, respectively. LASSBio-2062 (30 umol/kg) reduced mean arterial pressure in spontaneously hypertensive rats
from 124.6 + 8.6 to 72.0 + 12.3 mmHg (p < 0.05). Activation of adenosine receptor subtype A, and potassium channels seem to be involved

in the antihypertensive effect of LASSBio-2062.

Conclusions: The new agonist of adenosine receptor and activator of potassium channels is a potential therapeutic agent to treat systemic

arterial hypertension.

Keywords: Hypertension; Vasodilation; Calcium Channels; Purinergic P1 Receptors.

Full texts in English - https://abccardiol.org/en/
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Introducao

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Satde, a
morte de aproximadamente 23,6 milhes de pessoas ocorrerd
até 2030 em decorréncia de doengas cardiovasculares.'
Mesmo com a grande variedade de tratamentos existentes,
a hipertensao arterial continua a ser a principal causa de
morte cardiaca em todo o mundo, sendo responsével por
10,4 milhdes de mortes por ano, com o maior nlimero de
individuos afetados pela hipertensao em paises de baixa e
média renda.?®

Embora existam diversas terapias modernas para o
tratamento da hipertensdo, ela continua sendo a principal
causa de doencas cardiovasculares, como cardiopatia
isquémica, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral,
agravadas pelo envelhecimento populacional.®®

Devido ao cardter assintomdtico, a hipertensao arterial
sistémica pode evoluir com alteragdes estruturais e/ou
funcionais em érgaos-alvo (coragao, cérebro, rins e vasos)."”
E importante buscar novas estratégias para a prevengao
e o tratamento da hipertensdao; dessa maneira, foram
projetadas novas N-acilidrazonas, sintetizadas a partir da

3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilhidrazona (LASSBio-294)
para testar a atividade vasodilatadora. O LASSBio-294,
caracterizado como agente inotrépico cardiaco positivo
com atividade vasodilatadora, preveniu a disfungao cardiaca
induzida por infarto do miocardio em ratos normotensos e
hipertensos, possivelmente devido a ativagao de receptores
de adenosina A,,."""® Para melhorar a interagao entre a
molécula e seu sitio de agao, os novos compostos possuem o
atomo de enxofre (-S) em vez de selénio (-Se), o que confere
uma conformacao restrita, levando a uma melhor interagdo
composto-receptor'” e, consequentemente, aumentando
a poténcia vasodilatadora. Algumas alteragdes na estrutura
molecular poderiam gerar compostos com mecanismos de
acao multialvos, favorecendo a adesao dos pacientes a terapia,
uma vez que a polifarmacia é comum para o controle da
hipertensao arterial na maioria dos pacientes.'® A busca por
novas terapias para hipertensao é uma tentativa de aumentar
a adesao dos pacientes ao tratamento, pois este é um grande
desafio para os cardiologistas, devido ao uso de miiltiplos
medicamentos e/ou administragdes, alta incidéncia de efeitos
adversos e doenca primdria nao diagnosticada."*°
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O principal objetivo deste estudo foi identificar uma nova
N-acilidrazona, na qual a substituicdo do d&tomo de enxofre
pelo selénio pudesse aumentar a atividade vasodilatadora e
produzir um efeito anti-hipertensivo. Com base nos resultados,
foi selecionado o LASSBio-2062, que foi um vasodilatador
potente através da ativagdo dos receptores de adenosina
A, e dos canais K. O LASSBi0-2062 poderia ser uma nova
abordagem a monoterapia para hipertensao, uma vez que
promoveu a normalizagdo da pressdo arterial em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR).

Métodos

Os experimentos estavam de acordo com o Comité de Ftica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(017/19). Os animais incluidos neste estudo foram divididos
aleatoriamente, com base no peso e/ou idade. Cinco ratos
Wistar machos (220 a 250 g) ou quatro SHR machos (12 a 15
semanas e 220 a 250 g) foram utilizados para cada protocolo
conduzido em experimentos in vitro e in vivo, respectivamente.
Os SHR foram tratados com injegdo intravenosa de dose Gnica
de LASSBio-2062 e foram eutanasiados com administracao
intraperitoneal (IP) de tiopental (120 mg/kg) imediatamente
ap6s a medicao da pressao arterial.?' Todos os animais foram
mantidos sob controle de temperatura e ciclo claro/escuro de
12 horas, com acesso a dgua e alimentos ad libitum.

Compostos

Os derivados (Figura 1) foram sintetizados e fornecidos pelo
Laboratério de Avaliagcao e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro. O
protétipo, 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilhidrazona e seus
analogos foram denominados LASSBio-294, LASSBio-2062,
LASSBio-2063, LASSBio-430, LASSBio-2075, LASSBio-2084,
LASSBio-2076, LASSBio-2092 e LASSBio-2093.

Experimentos in vitro

Reatividade vascular

A aorta tordcica de ratos Wistar machos foi removida e
cortada em anéis de 2 a 3 mm, os quais foram posicionados
em camaras experimentais contendo 20 mL de solugao de
Tyrode modificada composta por (em mM): 123 NaCl; 4,7
KCl; 15,5 NaHCO,; 1,2 CaCl,; 1,2 KH,PO,; 1,2 MgCl,; e

11,5 glicose. Foram oxigenados com mistura de carbogénio a
37 °CepH 7,4. Apés 2 horas de equilibrio e sob 1 g de tensao
inicial, os anéis adrticos foram inicialmente expostos a 10 uM
de fenilefrina para promover a contracao maxima registrada
por meio de um transdutor de forga (MLT884, ADInstruments,
Austrélia), conectado a um sistema de aquisicao (Powerlab,
ADInstruments, Austrdlia), utilizando o programa Lab
Chart (versao 7.0, ADInstruments, Australia). Os anéis pré-
contraidos foram expostos a 10 uM de acetilcolina para
promover relaxamento que, quando igual ou superior a 80%,
determinou a presenga de endotélio intacto. Em contrapartida,
quando os anéis adrticos submetidos a remogao mecanica do
endotélio produziram menos de 10% de relaxamento, houve
falta de endotélio funcional. Concentragoes crescentes (0,1 a
100 uM) de todos os andlogos (LASSBio-2062, LASSBio-2063,
LASSBio-430, LASSBio-2075, LASSBio-2084, LASSBio-2076,
LASSBi0-2092, LASSBio-2093) foram adicionadas as cAmaras
contendo os anéis adrticos contraidos com fenilefrina para
obter as curvas de concentracao-resposta de relaxamento.?

Investigamos os mecanismos envolvidos no relaxamento
vascular induzido pelo composto selecionado, LASSBio-2062,
com pré-exposicao de anéis aérticos com endotélio intacto
a um antagonista do receptor de adenosina A,,, ZM-241385
(0,1 uM). Anéis adrticos sem endotélio foram pré-incubados
com um dos seguintes: um antagonista do receptor de
adenosina A; (MRE 3008F20, 0,1 uM); um antagonista dos
canais de potdssio sensivel a ATP (glibenclamida, 10 uM);
um bloqueador do canal de potassio voltagem-dependente
(4-aminopiridina, 3 mM); ou um bloqueador do canal de
potassio célcio-dependente de alta conduténcia (cloreto de
tetraetilamoénio, 3 mM).

Experimentos in vivo

Medicao da pressao arterial

Os SHR sob anestesia com cetamina (80 mg/kg, IP) e
xilazina (15 mg/kg, IP) foram submetidos ao cateterismo,
utilizando um cateter preenchido com solugao salina e
heparina, conectado a um transdutor de pressao (MLT884,
ADlInstruments, Australia). Esse procedimento possibilitou
o registro das pressoes arteriais sistélica e diastélica e da
frequéncia cardiaca durante a injegao intravenosa de
LASSBio-2062 (10 e 30 umol/kg) pela veia jugular esquerda.
Os parametros foram obtidos utilizando um sistema de
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Figura 1 - (A) Estrutura quimica do LASSBio-294. (B) Estrutura indicando os pontos de mudanga na molécula que originou os seguintes andlogos: X = S ou

Se; R1=-0CH,0- ou -3,4-OCH, ou -3-OCH, ou -4-OCH, e R2 = -H ou -CH,.
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aquisicao (Powerlab, ADInstruments, Australia) e o software
Lab Chart (versao 7.0, ADInstruments, Australia).

Analise estatistica

Os dados sao expressos como média * erro padrao
da média. Para cada substincia testada, calculamos a
concentragdo que causou metade do efeito maximo de
relaxamento (EC, ). Foi utilizada a andlise ANOVA bidirecional
seguida de poés-teste de Tukey para avaliar dados de
experimentos in vitro. Foi realizada a andlise pelo teste t de
Student em dados de experimentos in vivo. A diferenca entre
0s grupos experimentais foi considerada estatisticamente
significativa quando p < 0,05. Foram considerados poder
estatistico (B) de 80% e taxa de falsos positivos (a) de 5%.
Para identificar alteragbes com poder estatistico (B) de
80% e taxa de falsos positivos (o) de 5%, foi necessdrio um
ndmero experimental de 5 animais para o protocolo in vitro.
Dessa maneira, o teste estatistico diferencia as respostas com
variagdo de pelo menos 15% e desvio padrao médio de 8,0%,
em percentuais relativos a média do grupo controle. Quanto
aos protocolos in vivo, o desvio padrao médio foi de 7,0%
em relagao ao grupo controle, com niimero experimental de
4 animais para cada grupo. Foi utilizado o software http://
powerandsamplesize.com/Calculators para calcular o tamanho
da amostra.

Resultados

Reatividade vascular em anéis aérticos com ou sem
endotélio intacto

As N-acilidrazonas foram avaliadas quanto ao potencial
de produzir vasodilatagio em comparagdo ao protétipo
(LASSBio-294). Cada derivado foi testado em anéis aérticos
com e sem endotélio intacto, que foram expostos a
concentragoes crescentes (0,1 a 100 uM). A Tabela 1 inclui os
valores de EC,  nos anéis adrticos. As curvas de concentragao-
relaxamento vascular para todos os andlogos testados sao
exibidas na Figura 2. A remogao mecanica do endotélio
aumentou a EC de 15,5 = 6,5 para 49,4 + 10,0 uM para
o LASSBio-2062, indicando que o seu efeito é parcialmente
dependente da integridade funcional do endotélio vascular
(Figura 2A). Os valores de EC_ para o LASSBio-2063 foram
14,6 = 2,9 e 22,8 + 8,0 uM em anéis com e sem endotélio,
respectivamente, sugerindo que nao depende da integridade
endotelial (Figura 2B).

O design e a sintese do LASSBio-430 basearam-se na
abertura do anel 1,3-benzodioxol, cujos resultados indicam
que essa alteracao estrutural pode levar ao aumento da
eficdcia e da poténcia da vasodilatagdo, com relaxamento
maximo independente do endotélio de 99,2% + 0,8 % e
EC,, de 6,0 + 3,6 UM.

Em contrapartida, o LASSBio-2075, que possui presenca
adicional do anel selenofénico no lugar do anel tiofénico,
possui EC,, de 18,7 = 9,6 e o relaxamento vascular é
dependente da integridade do endotélio, porque o valor
passou a ser > 100 uM quando o endotélio foi removido. O
LASSBio-2084 nao apresentou melhora na poténcia indicando
que a metoxilagdo nao interfere na reatividade vascular.

Tabela 1 - EC,, de analogos para relaxamento vascular em anéis
adrticos de ratos

EC,, (uM) EC,, (MM)
Composto R, R, X (com (sem

endotélio) endotélio)
LASSBio-294 -0CH,0- H S 65,4+ 30,0 > 100*
LASSBi0-2062  -OCH,0- H Se 185265 49,4 £ 10,0*
LASSBio-785 -0CH,0- CH, S 10,2+0,5 18,5+ 3,6
LASSBi0-2063  -OCH,0- CH, Se 14,6 +2,9 22,8+8,0
LASSBio-430 3,4-0CH, H S 6,0 £ 3,6 141+£28
LASSBio-2075  3,4-0CH, H Se 18,7 £ 9,6 > 100*
LASSBio-2084 4-0CH, H S > 100 > 100
LASSBio-2076 4-0CH, H Se 6,7 £ 4,1 60,1 £ 20,2*
LASSBi0-2092 3-0CH, H S 37,8118 59,8+ 11,9
LASSBi0-2093 3-0CH, H Se 15,9+ 5,7 > 100*

*p < 0,05, em comparagdo com os dados com endotélio intacto usando
analise ANOVA bidirecional. EC.; concentragdo que produziu metade do
efeito maximo; R,: radical 1; R, radical 2.

Da mesma forma, o relaxamento vascular induzido pelo
LASSBio-2093 foi dependente da integridade do endotélio,
uma vez que a EC, aumentou de 15,9 + 5,7 para > 100 uM.

A dependéncia da integridade vascular para a agao
vasodilatadora do LASSBio-2076 foi confirmada pelo
aumentoda EC_ de 6,7 + 4,1 para 60,1 = 20,2 uM. Assim,
a metoxilagao somada a presenca do anel selenofénico
promoveu um aumento na poténcia do LASSBio-2076
em anéis adrticos com endotélio integro. O anélogo
LASSBio-2092 apresentou valores de EC, de 37,8 + 11,8
€ 59,8 = 11,9 uM em anéis adrticos com e sem endotélio,
respectivamente.

O LASSBi0-2062 foi selecionado para investigagdo dos
mecanismos envolvidos no relaxamento vascular, devido a
grande semelhanga estrutural com o composto original.

Investigacao dos mecanismos envolvidos na acao
vasodilatadora do LASSBio-2062

Via do receptor de adenosina

Nao houve alteracao no relaxamento vascular promovido
pelo LASSBio-2062 na presenga de um antagonista do
receptor de adenosina A,,, ZM-241385 (Figura 3A). Porém,
quando os anéis aérticos foram pré-incubados com o
antagonista do receptor de adenosina A,, MRE 3008F20,
a curva de concentragao-resposta apresentou desvio para
a direita (Figura 3B). Além disso, o relaxamento maximo
induzido pelo LASSBio-2062 alterou de 72,1% = 4,0% para
23,6% = 7,7% na presenga do MRE 3008F20. Esses dados
indicam que o composto promove vasodilatagao pela ativagao
do receptor de adenosina tipo A,, mas nao do receptor de
adenosina tipo A,,.

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(2):e20230405



Rocha et al.
Atividade Anti-Hipertensiva de N-Acilidrazonas

Artigo Original

B -« (+)-endatélio c = (+)-endotélio
-©- (-}endotélio a (-)endotélio
__100 __ 100
£ 80 £ 80
2 e 2 &
£ 40 E 40
g 8 2
& 0 2 0
8 7 6 5 4 3 8 7 3
Log [LASSBi0-2062 (M)] Log [LASSBuc-zoﬁs (M)]
D i - (+)-endotélio
-endotél E |
:— meenrl,mg,f - (-)-endotélio
100 a,@100-
A -# Com endotélio £ 80 < 804
£ 60 £ 601
- S < -
100 g 40 § 40+
g @ m i 5
o & 0 e 0]
£ 0] 8 7 65 a4 3
£ 40 Log [LASSBl&ZUBd-(M)] Log [LASSBi0-2076 (M)]
@
3 20 F -+ (+)-endotélio = - (+)-endotélio
il < (endotélio < (-endotélio
e 0 __100 1007
. . ; ’ . £ a0 £ 804
8 7 -6 5 4 -3 £ 60 £ 604
Log [LASSBi0-294 (M)] g g 404 «
FREy 8§ 20 e
g 0 & D- T T T 1
8 7 5 3 7 6 -5 4 3
Log [LASSB|0-43{J (M)] Log [LASSBi0-2075 (M)]
H -» (+)-endotélio | = (+)-endotélio
-© (-)-endotélio © (-)}-endotélio
_. 100 __100
€ & E:
£ 60 2 &0 3
2 %
£ 40 13 40 *
g2 g 20 i
e 0 g o0
8 -7 6 5 3
Log [LASSB|0-2092 (M) Log [LASSBio-2093 (M)]

Figura 2 - Curvas de concentragdo-resposta vascular para (A) LASSBio-294; (B) LASSBio-2062; (C) LASSBio-2063; (D) LASSBio-2084; (E) LASSBio-2076;
(F) LASSBio-430; (G) LASSBio-2075; (H) LASSBio-2092; e (1) LASSBio-2093 em anéis adrticos com ou sem endotélio funcional. Os dados sdo apresentados
como média * erro padrdo da média. *p < 0,05 comparado ao endotélio intacto. Andlise por ANOVA bidirecional seguida de pds-teste de Tukey.

Envolvimento de canais de potassio

Quando os anéis adrticos foram pré-incubados com
glibenclamida (10 uM), que é um bloqueador do canal
de potéssio sensivel a ATP, a resposta de concentragoes
crescentes de LASSBio-2062 foi alterada (Figura 4A). Quando
na presenca de 4-aminopiridina (Figura 4B) ou cloreto de
tetraetilaménio (Figura 4C), a curva concentragao-relaxamento
do LASSio-2062 se deslocou para a direita, indicando que
a vasodilatacao induzida pelo LASSBio-2062 pode ser
consequente a ativagao do canal de potéssio sensivel a ATP,
do canal de potéssio voltagem-dependente e do canal de
potassio calcio-dependente (Figura 4).

Influéncia do influxo de calcio na acao das N-acilidrazonas

Para verificar se o LASSBio-2062 induzia vasodilatagao
através de uma interferéncia adicional na concentracdo
intracelular de Ca?*, anéis adrticos sem endotélio foram
expostos a concentrages crescentes de CaCl, (1 a 1000 uM),

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(2):e20230405

na auséncia ou presenga do analogo (50 uM) (Figura 5). A
curva concentragao-resposta se deslocou para a direita com a
€exposicao ao LASSBio-2062, com aumento da EC, de 157,6
+ 51,3 para 420,0 = 11,0 uM (p < 0,05).

Efeito anti-hipertensivo do LASSBio-2062

Apés administracao intravenosa do LASSBio-2062, a
pressao sistélica dos SHR reduziu de 155,1 = 10,1 para
110,6 = 8,0 e de 151,1 = 10,0 para 109,4 = 13,8 mmHg
nas doses de 10 e 30 umol/kg, respectivamente. A pressao
diastélica também foi reduzida com a administracao de
LASSBio-2062 de 111,0 = 9,1 para 63,9 = 14,7 (10 umol/
kg) e de 100,2 + 7,8 para 54,0 = 10,4 mmHg (30 umol/kg).
A pressao arterial média diminuiu de 132,0 = 9,2 e 124,6
+ 8,6 mmHg (grupo controle) para 82,1 = 12,6 (p < 0,05)
e 72,0 £ 12,3 mmHg (p < 0,05) apds injecao intravenosa
de 10 e 30 umol/kg de LASSBio-2062 nos SHR. A frequéncia
cardiaca alterou-se de 248,71 = 12,1 para 146,5 = 21,0 e de
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Figura 3 - Curvas concentragdo-relaxamento vascular do LASSBio-2062 em anéis adrticos com endotélio: (A) na auséncia ou presenca de ZM-241385
(0,1 uM), antagonista do receptor A2A da adenosina; e (B) na presenga de MRE 3008F20 (0,1 uM), um antagonista do receptor A3 de adenosina. Os dados sdo
apresentados como média * erro padrdo da média. *p < 0,05 comparado ao endotélio intacto. Andlise por ANOVA dois fatores sequida de pds-teste de Tukey.
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Figura 4 - Curvas de concentragdo-relaxamento vascular do LASSBio-2062 em anéis adrticos sem endotélio na auséncia ou presenga de: (A) glibenclamida
(10 uM), um bloqueador do canal de potassio sensivel a ATP; (B) 4-aminopiridina (4-AP, 3 mM), um bloqueador do canal de potéssio voltagem- dependente; e
(C) cloreto de tetraetilaménio (TEA, 3 mM), um bloqueador do canal de potassio calcio-dependente de alta condutancia. Os dados sdo expressos como média
* erro padrdo da média. *p < 0,05 comparado ao controle. Andlise por ANOVA bidirecional seguida de pés-teste de Tukey.

228,4 = 11,3 para 109,8 + 21,4 bpm com doses diferentes ~ em suas estruturas, que constituem a base para a promogao
de LASSBio-2062 (Figura 6). de efeitos biologicos especificos. Entre as diversas fungoes
biolégicas promovidas pelo selénio, tem sido descrita a agao
. - antioxidante.?

Discussao

As novas N-acilidrazonas testadas visaram identificar
A semelhanca nas propriedades quimicas do enxofre

novos agentes anti-hipertensivos que pudessem, além de
e do selénio incentivou o design, a sintese e a avaliagdo reduzir a pressao arterial, interferir no estresse oxidativo,
comparativa de uma ampla variedade de moléculas contendo  que é uma condicio comum na hipertensdo arterial. A
selénio. Porém, existem diferengas nas propriedades fisico-  comparacio entre os compostos demonstrou aumento
quimicas entre substancias que contém enxofre ou selénio  da poténcia do relaxamento vascular independente do
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Figura 5 — Curvas de concentragdo-resposta de CaCl, na auséncia ou
presenga do LASSBio-2062 em anéis adrticos sem endotélio. Os dados sdo
expressos como média + erro padrdo da média. *p < 0,05 comparado ao
controle. Anélise por ANOVA bidirecional sequida de pds-teste de Tukey.

endotélio induzido pelo LASSBio-2062, que teve substituigao
do anel tiofénico pelo anel selenofénico. A N-metilagao
observada no LASSBio-2063 proporcionou ndo somente o
aumento da poténcia da agao vasodilatadora, mas também
a independéncia da integridade do endotélio vascular,
semelhantemente ao observado para o LASSBio-785, que
apresenta N-metilacdo em seu estrutura, mas com atomo
de enxofre.?* A N-metilagdo parece estar envolvida com
o aumento da poténcia, possivelmente porque o grupo
metil, ligado a ligacdo amida da N-acilidrazona, é capaz de
induzir alteragdo na conformagao da estrutura molecular da
substancia. Assim, a avaliagdo desses novos derivados reafirma
que as modificagbes estruturais introduzidas pelo grupo metil

sao essenciais tanto para o aumento da eficdcia e da poténcia
vasodilatadora quanto para alteragdes nas vias envolvidas para
o efeito vascular.?* A abertura do anel benzodioxol, além da
substituigdo do dtomo de enxofre pelo selénio (LASSBio-2075)
resultou em relaxamento vascular dependente da integridade
endotelial, diferentemente do LASSBio-430, que possui um
atomo de enxofre em sua estrutura.

Dentre todos os derivados testados, apenas o LASSBio-2084
nao apresentou melhora na poténcia em comparagdo ao
prot6tipo LASSBio-294, indicando que a para-metoxilagao
reduziu tanto a poténcia quanto a eficacia da substancia
para relaxamento vascular, caracteristicas revertidas pela
presenca do dtomo de selénio (LASSBio-2076). Os derivados
metoxilados na meta-posicdo contendo atomo de enxofre
(LASSBi0-2092) ou selénio (LASSBio-2093) ndo apresentaram
alteragao significativa da poténcia.

A substituicao do anel tiofénico pelo anel selenofénico
proporcionou aumento ou manutengdo da poténcia de
relaxamento vascular, que foi mediada pela ativacao
de receptores presentes no endotélio vascular. Assim, a
N-metilagdo proporciona relaxamento vascular diretamente
relacionado a acdo na musculatura lisa vascular, de forma
semelhante ao LASSBio-785, que é N-metilado, com dtomo de
enxofre.?* A acao direta na musculatura lisa vascular produzida
pelo LASSBio-2063, LASSBio-430 e LASSBio-2092 pode ser
vantajosa devido ao fato de que a disfungao endotelial e o
remodelamento vascular que ocorrem na hipertensao arterial
podem prejudicar a vasodilatacao dependente do endotélio.

As modificagoes estruturais e os respectivos resultados
principais quanto as alteragdes de poténcia dos derivados
N-acilidrazonicos avaliados neste estudo estdo resumidos
na Figura 7.
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Figura 6 - Pardmetros hemodinamicos observados em ratos espontaneamente hipertensos antes (controle) e apés administragao intravenosa de LASSBio-2062.
(A) Pressao sistolica; (B) presséao diastdlica; (C) pressdo média; e (D) frequéncia cardiaca, medidas antes e apos a administragdo de 10 umol/kg (n = 4) e
30 umol/kg (n = 4) de LASSBio-2062. Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da média. *p < 0,05 versus controle. Anélise pelo teste t de Student.
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Figura 7 - Lista de modificagbes estruturais e respectivos resultados relacionados a reatividade vascular (Imagem criada por Tadeu L. Montagnoli).

Os mecanismos envolvidos na acao vasodilatadora e no
efeito anti-hipertensivo induzidos pelo LASSBio-2062 foram
investigados pelos seguintes motivos: (1) sua semelhanga com
a estrutura quimica do LASSBio-294 (protétipo) diferia apenas
pela substituicao do anel tiofénico pelo anel selenofénico; e
(2) apresentou poténcia 4 vezes maior que o prototipo* em
promover relaxamento vascular com a¢ao no endotélio e na
musculatura lisa vascular.

A agao vasodilatadora devido a ativagdo de receptores
de adenosina subtipo A,,, localizados tanto na musculatura
lisa vascular quanto no endotélio, ja foi demonstrada
anteriormente para muitos derivados N-acilidrazonicos.'%2¢%
Assim, foi inicialmente investigado o envolvimento de
receptores de adenosina A,, para relaxamento vascular
induzido pelo LASSBio-2062. A eficicia e a poténcia nao
foram alteradas na presenga de um antagonista do receptor
de adenosina A,,, devido ao fato de que a relacao entre
a concentragdo e o relaxamento vascular permaneceu
inalterada, sugerindo a nao participagdo da ativagdo desses
receptores no tecido vascular (Figura 3A).

Visto que a ativacdo dos receptores de adenosina A,
também desempenha um papel importante no processo de
relaxamento vascular,?® a agdo do LASSBio-2062 foi avaliada
na presenca do antagonista MRE 3008F20. A poténcia e a
resposta maxima de relaxamento vascular foram reduzidas
na presenca do antagonista do receptor de adenosina A,,
indicando a participagdo da ativagao desses receptores na
vasodilatacao induzida por esses derivados (Figura 3B). Nas
artérias corondrias de ratos, a ativacdo de receptores de
adenosina do subtipo A,* pelos agonistas N, -(3-iodobenzil)-
adenosina-5’-N-metiluronamida (IB-MECA) e 2-cloro-N -(3-
iodobenzil)-adenosina-5’-N-metilcarboxamida (CI-IB-MECA)
produz vasodilatagao corondria.*

A cardioprotecdo ocorre com a ativagao dos receptores
de adenosina A,, que é abolida pela glibenclamida, um
bloqueador do canal de potéssio sensivel a ATP, indicando
que esse receptor pode interferir na ativagao desses canais,

resultando na sua abertura®'** e hiperpolarizagao celular.

Nao foi observado relaxamento vascular induzido pelo
LASSBio-2062 apés pré-incubacao com glibenclamida em
anéis adrticos sem endotélio funcional (Figura 4A). A ativagao
de canais de potassio sensiveis a ATP expressos na musculatura
lisa vascular leva a hiperpolarizacdo da membrana celular do
masculo vascular, promovendo vasodilatagao.** A ativagao
dos receptores de adenosina A, influencia a atividade dos
canais de K+, especialmente dos canais de potassio sensiveis
a ATP, podendo induzir sua abertura,®?® o que resulta em
hiperpolarizagao e consequente bloqueio dos canais de Ca?*.
A reducao do influxo de calcio leva a menor concentragao
intracelular de célcio e resulta em vasodilatagao* (Figura 8).

Dessa maneira, a ativagdo do receptor de adenosina
A, promove a inibicdo da adenilato ciclase via proteina
Gi e, consequentemente, leva a redugdo da produgao de
adenosina monofosfato ciclico. O receptor de adenosina A,
também esta acoplado a proteina Gq, que ativa a proteina
quinase C, que interage com canais de célcio no reticulo
sarcoplasmatico e canais de potéssio sensiveis a ATP para
promover vasodilatagao.?®*'#73% Além disso, através da
ativagao de proteinas Gi/o, via subunidades Gy, resulta na
ativagao de canais de potassio sensiveis a ATP e na redugao
da entrada de calcio no ambiente intracelular.®® A ativacao
de canais de potdssio sensiveis a ATP pelo LASSBio-2062
pode ocorrer diretamente neste canal e/ou através da
ativagao do receptor de adenosina A,. A ativacdo dos canais
de potassio pelo LASSBio-2062 nao se restringe ao canal
de potéssio sensivel a ATP, uma vez que a vasodilatagao foi
inibida pela exposicao aos antagonistas dos canais de potassio
voltagem-dependentes e célcio-dependentes (Figura 4B e
4C, respectivamente).“>*" A ativagao desses canais pode
ser um alvo farmacolégico alternativo ao tratamento da
hipertensao arterial. O maior efluxo de potéssio, através de
diferentes canais de potassio ativados pelo LASSBio-2062,
resultaria em hiperpolarizagdo das células musculares lisas,
o que poderia levar ao fechamento dos canais de calcio
e a consequente reducdo da concentracao intracelular de
calcio e vasodilatacao. De acordo com os resultados obtidos,
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Figura 8 - Possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos do LASSBio-2062. A ativagdo do receptor de adenosina A3 pelo LASSBio-2062 pode promover a
inibigdo da AC através da proteina Gi e, consequentemente, levar a redugdo na produgdo da AMPc. A subunidade GBy pode promover a ativagdo da PLC, bem
como a ativagdo dos canais de K* e o bloqueio dos canais de Ca?*. O receptor de adenosina também estéa acoplado a proteina Gq, que ativa a PKC e a PLC para
promover a vasodilatagéo. A ativagao dos canais K, e o bloqueio dos canais de Ca** tipo L pelo LASSBio-2062 podem ocorrer diretamente neste canal ou como
resultado da ativagéo do receptor de adenosina A, A ativagdo dos canais de potassio pelo LASSBio-2062 néo se restringe ao K,,, pois os antagonistas dos
canais K, e K, reduziram a vasodilatagdo. A R: receptor de adenosina subtipo A,; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; ATP: trifosfato de

adenosina; By: subunidade By; BK,: canal de potassio calcio-dependente de alta condutancia; Gi/0: proteina Gi/0; Gq: proteina Gg; K: canal de potassio sensivel

a ATP; K, canal de potassio voltagem-dependente; PKC: proteina quinase C; PLC: fosfolipase C.

0 LASSBio-2062 pode promover vasodilatacao ativando o
receptor de adenosina A, e os canais de K+ e bloqueando
diretamente os canais de Ca?*, conforme indicado na Figura 8.

Alteragbes estruturais dos receptores de adenosina A,
ou alteragdes nos diferentes estagios da via de sinalizagao
interferem no desenvolvimento da hipertensao arterial
essencial. Os receptores de adenosina A, encontrados em
humanos estao envolvidos em vdrias fungbes citoprotetoras,
enquanto sua ativacao esta ligada a efeitos anti-inflamatérios
e cardioprotetores.*? O agonista do receptor de adenosina A,
namodenoson, tem efeitos anti-inflamatérios, antifibréticos
e de anti-esteatose, uma vez que mostrou resultados
promissores em um estudo de fase Ill para o tratamento do
cancer de figado e em um estudo de fase Il para o tratamento
da esteatohepatite ndo alcodlica. A namodenoson atua
ativando os receptores de adenosina A,, inibindo a
producao de citocinas inflamatérias como fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina (IL)-12, interferon-y, IL-17
e IL-23 e regulando negativamente o NF-kB.** Existe uma
regulagao negativa da expressao do receptor de adenosina
A, no coragdo de animais hipertensos,?® indicando que
esses receptores sao potenciais alvos farmacoldgicos para o
tratamento da hipertensao arterial. O efeito vasodilatador do
LASSBi0-2062 pode ser mediado pela ativagao do receptor
de adenosina A, e sua administragdo intravenosa em SHR
reduziu a pressao arterial média nas duas doses utilizadas,
10 e 30 umol/kg (3 e 10 mg/kg). Quando comparamos
o efeito anti-hipertensivo do LASSBio-2062 com alguns
medicamentos clinicamente disponiveis, identificamos que
a inibicao dos efeitos da angiotensina Il pelo inibidor da
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enzima conversora de angiotensina enalapril ocorre com
a administracdo intravenosa de 8,2 ug/kg em ratos.** Em
contrapartida, a agao anti-hipertensiva desse agonista do
receptor de adenosina A, foi comparavel a descricdo da
administracao intravenosa em ratos hipertensos do anti-
hipertensivo losartana (10 mg/kg de antagonista do receptor
da angiotensina I1).**

A ocorréncia de bradicardia ap6s administragao intravenosa
de LASSBio-2062 pode ser benéfica devido a auséncia das
caracteristicas de taquicardia reflexa de muitos medicamentos
vasodilatadores.*®

Devido a ativagdo dos canais de potéssio sensiveis a ATP
induzida pelo LASSBio-2062, seria esperado o surgimento
de efeitos colaterais adversos, como hiperglicemia, por causa
da possivel reducao da liberagao de insulina nas células
beta pancreaticas.*'*” Entretanto, ha uma diferenca entre as
subunidades dos canais de potassio sensiveis a ATP nos varios
tecidos onde sao expressos, que incluem pancreas, cérebro,
coragao e musculo liso e esquelético.*® O LASSBio-2062
usado como agente anti-hipertensivo provavelmente nao
afetaria pacientes com diabetes, pois os canais de potassio
sensiveis a ATP presentes nos vasos sao diferentes daqueles
localizados no pancreas. A auséncia de alteragao no nivel de
glicose plasmatica apés injegdo intravenosa de LASSBio-2062
reforca a falta de interferéncia nos distarbios metabélicos. A
glicemia foi de 139,5 =+ 5,0 e 127,0 = 11,0 mg/dL 10 e 30
minutos apés a injegao intravenosa do veiculo. O tratamento
com LASSBio-2062 (30 umol/kg, intravenoso) nao alterou
significativamente esse parametro com 172,0 = 24,0 e
149,5 = 24,0 mg/dL.
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O novo agonista do receptor de adenosina A,,
LASSBio-2062, representa uma alternativa terapéutica para o
tratamento da hipertensao arterial, indicando que o sistema de
adenosina é um novo potencial alvo farmacolégico. A ativacao
do receptor de adenosina A, tem efeitos benéficos no sistema
cardiovascular, pois atenua a condicao aterosclerética,*
previne lesao de isquemia/reperfusdo miocardica® e induz
vasodilatagcdo coronariana.?® Além disso, a ativagao desses
receptores expressos em neutréfilos, baséfilos, eosindfilos
e mastécitos reduz a resposta inflamatéria.®'** Assim, a
ativacdo dos receptores de adenosina A, pode, além de
produzir vasodilatagao, reduzir o componente inflamatério
da hipertensao arterial sistémica, sugerindo maltiplos efeitos
benéficos, que sao fatores importantes, por se tratar de
uma doenga multifatorial. O LASSBio-2062 parece atuar
em mdltiplos alvos, o que poderia facilitar o uso em regime
de monoterapia ou combinado com outros medicamentos,
proporcionando interagao medicamentosa ideal e reduzindo
a dose utilizada. A combinagao é capaz de reduzir os efeitos
adversos e melhorar o controle da doenca.>

Conclusao

Com excecao do LASSBio-2084, todas as N-acilidrazonas
apresentaram acao vasodilatadora mais potente que o protétipo
LASSBio-294, provavelmente devido a substituigao do anel
tiofénico pelo anel selenofénico. O aumento da poténcia indica
melhora na interagao alvo molecular-substancia. O relaxamento
vascular induzido pelo LASSBio-2062 pode ocorrer através da
ativacdo dos receptores de adenosina A, e da ativagao direta/
indireta dos canais de potassio. A administracao intravenosa de
LASSBio-2062 promoveu efeito anti-hipertensivo, sugerindo
que o receptor de adenosina A, é um alvo farmacolégico
inovador para o tratamento da hipertensao arterial.
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