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Sumario: Estudos recentes correlacionam disfuncdo endotelial e hipertensdo arterial
sisttmica (HAS), sendo evidenciado que individuos hipertensos apresentam maior
predisposicdo ao estabelecimento de disfuncdo endotelial e eventos aterotrombéticos.
Dentre os farmacos utilizados como adjuvantes no tratamento da hipertensdo, ha drogas
que sdo capazes de melhorar a funcdo endotelial fornecendo beneficios na reducdo da
morbidade e mortalidade. Os efeitos dos inibidores das fosfodiesterases (PDE) sobre a
funcdo vascular tém sido intensivamente investigados nos ultimos anos. Dentre eles, tém-
se o Cilostazol, um derivado quinolinénico inibidor da fofodiesterase tipo 3. O prejuizo na
resposta vascular é atribuido a uma maior resposta Alfa-adrenérgia e a uma menor resposta
Beta-adrenérgica. Acoplado ao receptor beta-adrenérgico ha a ativacdo da adenilil ciclase
por via de uma proteina G responsavel pela conversdo de ATP em AMPc, onde este ultimo
é considerado fator importante tanto para o mecanismo de relaxamento do musculo liso
vascular, como para a funcdo do endotélio. Tendo em vista que a manutencao de niveis
adequados de AMPc desempenha papel chave sobre a funcdo wvascular, e
consequentemente sobre a resisténcia periférica, fez-se necessario a investigacdo dos
efeitos AMPc vascular apos o tratamento com cilostazol. Para isso utilizou-se de ratos
espontaneamente hipertensos(SHR), os quais foram tratados por 8 semanas a partir da 162
semana de vida e ao atingir a 242 semana de vida, foram submetidos a medida direta da
pressdo arterial. Para o estudo de reatividade vascular, foram utilizados segmentos do 3°
ramo do leito mesentérico, apds isolados e dissecados foram montados em sistema de
registro de tensdo isométrica. Foram realizadas curvas concentracdo-resposta ao
isoproterenol na presenca ou ndo do propranolol e a noradrenalina em anéis integros e
desprovidos do endotélio. O deseamento do AMPc ciclico foi realizado ap6s exposi¢do a
fenilefrina por 10 minutos com posterior estimulo através de forskolin. Cilostazol foi capaz
de promover uma melhora na sensibilidade ao isoproterenol. Pode-se relacionar a melhora
do relaxamento a acetilcolina a um aumento da concentracdo do AMPc corroborando para
a comprovacéo da existéncia de um crosstalk entre a atuacdo do AMPc e a a¢do do NO
endotelial. Assim, péde-se constatar que o tratamento com cilostazol mostra-se capaz de
melhorar a resisténcia periférica elevada nesse modelo de hipertenséo através de melhora
da funcdo vascular respaldando seu uso como adjuvante no tratamento da hipertenséo
arterial sistémica.
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INTRODUCAO
Diante dos recentes estudos entre relacdo hipertenséo arterial sisttmica (HAS) e disfuncéo
endotelial, foi evidenciado que individuos hipertensos apresentam maior predisposicdo ao
estabelecimento de disfuncdo endotelial e eventos aterotrombéticos. O prejuizo na resposta
vascular em humanos e modelos experimentais é atribuido ao aumento da resposta
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vasoconstritora alfa-adrenoreceptora e uma menor resposta vasorrelaxante mediada por
receptores beta-adrenergicos, sendo acoplado a este receptor a ativacdo da adenilil ciclase
por via de uma proteina G responsavel pela conversdo de ATP em AMPc. O AMPc é
considerado fator importante tanto para o mecanismo de relaxamento do musculo liso
vascular, como para a funcdo do endoteélio, atraves do estimulo a producado de NO por via
da eNOS (oxido nitrico sintase endotelial). O NO basal liberado do endotélio leva a
ativacdo da guanilil ciclase soldvel no masculo liso vascular, levando a formacdo de
GMPc. Este ultimo, por sua vez, inibe a fosfodiesterase 3, aumentando dessa forma os
niveis de AMPc. Portanto, a manutencédo de niveis adequados de AMPc desempenha papel
chave sobre a funcdo vascular, e consequentemente sobre a resisténcia periférica. Nesta
perspectiva, o presente trabalho objetivou estudar a reatividade vascular ao agonista
adrenérgico isoproterenol e o papel do AMPc intracelular, ap6s o tratamento com
Cilostazol, em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) machos divididos em grupo
controle e tratado, onde o tratamento com cilostazol (100mg/Kg) iniciou-se a partir da 162
semana de vida durante 8 semanas. Na 24? semana 0s animais foram previamente
anestesiados e eutanasiados, tendo suas artérias mesentéricas cuidadosamente removidas e
imersas em solucdo de Krebs-Henseleit. Para o estudo de reatividade vascular, foram
utilizados segmentos do 3° ramo do leito mesentérico, depois de isolados, foram montados
em sistema de registro de tensdo isométrica A funcdo endotelial vasorrelaxante foi
analisada através da construgdo de curvas concentragdo-resposta ao isoproterenol (10° —
10 M), na presenca ou ndo de propranolol (antagonista beta-adrenérgico). A resposta
contrétil foi analisada através das curvas concentracio-resposta a noradrenalina (10° — 10
M) e CaCl, (0,3 — 30 mM), usando-se anéis com endotélio integro ou desprovidos de
endotélio, removidos mecanicamente.

Para dosagem do AMPc foram utilizadas as artérias mesentéricas de resisténcia
(AMR), apo6s cuidadosa remocao do tecido conectivo os segmentos foram seccionados em
anéis e em seguida seu endotélio retirado mecanicamente. Apés estabilizacdo, os
segmentos foram expostos a fenilefrina por 10 minutos, e entdo estimulados com forskolin
(utilizado como controle positivo para dosagem dos niveis de AMPc) por 20 minutos. Em
seguida, os tecidos serdo imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Posteriormente,
a amostra congelada sera entdo pulverizada, homogeneizada em 66% de etanol e
centrifugada a 10 000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante sera utilizado para a medida
do AMPc por ELISA. O preparo do marcador, das amostras, dos padrfes e a incubacao
com o anticorpo serd realizado de acordo com a descri¢do dos kits (Cyclic AMP EIA Kit;
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).

RESULTADOS
O acompanhamento do peso semanal permitiu a constatacdo de que o Cilostazol, na dose

administrada, ndo foi capaz de promover alteracdes significativas entre os grupos. O
ocorrido j& era esperado, uma vez que nao ha relatos na literatura dados referentes a
capacidade do farmaco alterar peso corporal, bem como ingestdo alimentar. A analise da
funcdo vascular, mediante realizacdo de curvas de relaxamento concentracdo-resposta ao
isoproterenol, apos pré-contracdo com fenilefrina, mostrou diferenca significativa entre o
grupo controle e o grupo tratado, como mostra a Figura 1. A curva de relaxamento ao
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isoproterenol sofreu um desvio a esquerda no grupo tratado, o que sugere uma melhora na
sensibilidade a este agonista adrenérgico.
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Associando esses achados aos anteriormente encontrados por nosso grupo de trabalho,
pode-se relacionar a melhora do relaxamento a acetilcolina a um aumento da concentracéo
do AMPc (Figura 2). Além disso, nossos resultados corroboram para a comprovacao da
existéncia de um crosstalk entre a atuacdo do AMPc e a acdo do NO endotelial. Sendo
assim, é possivel verificar que a inibicdo da PDE3 vascular, através do cilostazol, aumenta
0s niveis de AMPc nas células vasculares e isso implica em aumento da
disponibilidade/acdo do NO endotelial.

CONCLUSOES
Diante disso, pode-se constatar que o tratamento com cilostazol mostra-se capaz de
melhorar a resisténcia periférica elevada nesse modelo de hipertensdo através de melhora
da funcdo vascular. Portanto, esses resultados respaldam a utilizagdo do medicamento
como adjuvante no tratamento da hipertensdo arterial sistémica, além dos demais
beneficios do uso do medicamento demonstrados em estudos anteriores como seu efeito
antitrombdtico.
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