UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS

Programa Interinstitucional de Pés-graduacédo em Ciéncias Fisiologicas —
PIPGCF - Associacdo Ampla UFSCar/UNESP

LUIS HENRIQUE OLIVEIRA DE MORAES

ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS PARA POTENCIALIZACAO DO EFEITO
VASODILATADOR INDUZIDO PELA FOTOBIOMODULACAO

SAO CARLOS-SP
2021



LUIS HENRIQUE OLIVEIRA DE MORAES

ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS PARA POTENCIALIZACAO DO EFEITO
VASODILATADOR INDUZIDO PELA FOTOBIOMODULACAO

Dissertacdo apresentada ao Programa
Interinstitucional de Poés-Graduacdo em
Ciéncias Fisiolégicas, Associacdo Ampla
UFSCar/UNESP, para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias Fisiologicas, Area de
Concentracdo em Ciéncias Fisiologicas.

Orientador: Prof. Dr. Gerson Jhonatan
Rodrigues

SAO CARLOS-SP
2021



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha irma, Edinéia Aparecida de Carvalho Jesus, que
faleceu no dia 19 de maio de 2021, por complicacdes cardiovasculares e
Covid-19. Pessoa integra, especial e de bom coracdo, exemplo de filha, de
mae e de irma para todos nés.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por toda forca e protecdo, me permitindo concretizar mais uma etapa
da minha vida.

A minha mi3e, Dilma de Fatima Oliveira, por todo o carinho, amor, incentivo e cria¢do.

As minhas irm3s, Edinéia Ap. C. Jesus (in memorian) e Lucineia de Fatima C. Ribeiro,
por todo o amor e cuidado ao longo da minha vida, e da vida das minhas sobrinhas
lindas, Adrielle de Jesus e Gabrielle de Jesus, Elisa Ribeiro e Livia Ribeiro.

Ao meu orientador - Prof. Dr. Gerson Jhonatan Rodrigues - por toda a confianca,
companheirismo, dedicacdo e ensinamentos que vao além do laboratério. Mostrou-se
durante estes 7 anos de convivéncia um exemplo de profissional e humano, portanto,

meus sinceros agradecimentos.

A Pesquisadora Luciana da empresa DMC por generosamente emprestar o
equipamento principal pra execugao do presente trabalho.

Aos professores e pesquisadores membros da banca examinadora, Dra. Daniela
Bonaventura e Dra. Hilde Buzza, pela disponibilidade, criticas e sugestdes que
agregarao muito valor a minha dissertacao.

Aos meus professores do Mestrado, os quais contribuiram grandiosamente
para minha formagao como Mestre em Ciéncias Fisioldgicas.

Aos meus antigos colegas de trabalho, Ariane Martinelli, Barbara Macedo, Julio
Conceicdo, Jorge Qishi, Izabela Vatanabe, Carla Rodrigues, Thiago de Moraes e em
especial, a Cynthia Castro e Tereza Buzinari, meus principais exemplos de
pesquisadoras, que eu tenho muito carinho e admiracao.

Aos meus atuais colegas de trabalho, Bianca, Patricia Garest, Patricia Correa, Vanessa
Castro, Stefany e principalmente a: Barbara Terroni, Camila P. Sabadini, Nayara S.
Formenton Mayer, que suavizaram meus dias de luta por este titulo, me dando todo
apoio, protecdo, carinho e cumplicidade.

As minhas companheiras de Mestrado, Livia e Emily, por todo compartilhamento e
amizade criada nestes dois anos.

Aos meus amigos David Maués, Henrique Matheus, Jaqueline Verissimo e Lucas
Oliveira, por serem meus alicerces durante toda essa jornada, me dando todo o
carinho e forca que eu precisava.



Ao meu grande companheiro Thiago Nascimento, por toda dedicagao,
companheirismo, sabedoria, paciéncia e serenidade, por me entender e fazer o que
precisava para acalmar o coragao.

Ao meu Psicélogo Paulo e a Médica Gabriela, por toda ajuda, dedicacdo e
profissionalismo durante este periodo turbulento.

Ao Sr. Sérgio, por cuidar dos animais e por toda ajuda nos experimentos, além
dos meus sinceros agradecimentos aos funciondrios do Biotério Central pelo
cuidado no tratamento dos animais, e ao Professor Wladimir R. Beck
por ceder gentilmente um espaco no Biotério do Laboratério
de Neuroendocrinologia.

A funcionéria Janaina, por toda prestacdo de servico para o nosso Departamento.

A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), FAPESP
(Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo) e ao
CNPqg (Conselho Nacional de Pesquisa), pelo auxilio financeiro para realizacdo
desta pesquisa.

Aos ratos Wistar, que involuntariamente doaram suas vidas para a conclusao
deste trabalho em prol do estudo de base de terapias utilizadas na saude

humana.

E agradeco também a todos que torceram por mim e que ajudaram direta ou
indiretamente na conclusdo deste trabalho.

Muito obrigado!



‘A melbor de Todas 41 coisan € aprenden.
O dirbeine pode 1r prdideo ou

rowbado, 4 1aide ¢ [orga podem [ilbar, mas o qut vock
Adedicon & wa mante ¢

Win pirs e,

- Lawis L. Ao



RESUMO

Trabalhos anteriores indicam que o LASER vermelho (660 nm) induz
relaxamento vascular por um mecanismo dependente do Oxido Nitrico (NO). O
NO ativa a guanilato ciclase soltuvel (sGC), que produz cGMP, o principal efetor
na via de vasodilatacdo. Uma estratégia farmacoldgica interessante € controlar
0s niveis de cGMP intracelular, evitando seu efluxo (com bloqueadores de
proteinas multirresistentes, como o MK-571 e a probenecida), ou prevenindo
sua degradacdo (com o sildenafil, que inibe a enzima responsavel pela
degradacdo do cGMP, a fosfodiesterase-5 PDES5). O objetivo deste trabalho foi
estudar estratégias farmacoldgicas para melhorar o efeito vasodilatador do
LASER em ratos normotensos e hipertensos L-NAME. Foi realizado estudo de
reatividade vascular em aneéis aorticos isolados de ratos normotensos e
hipertensos, com aplicagdo Unica de LASER e tratamento com nitroprussiato
de sodio (NPS). Em anéis adrticos de ratos normotensos, o MK-571, a
probenecida e o Sildenafil potencializaram o relaxamento induzido pelo LASER,
em comparacdo ao controle. A vasodilatacdo induzida pelo NPS também foi
potencializada pelo MK-571, probenecida e Sildenafil, em comparacdo ao
controle. Em anéis adrticos de ratos hipertensos, o efeito vasodilatador
induzido pelo LASER e pelo NPS foi potencializado apenas pelo MK-571, em
comparacao ao controle, sem potencializacdo pelo Sildenafil. Os resultados
pdem em evidéncia que a vasodilatacdo induzida pelo LASER vermelho é
potencializada por MK-571, probenecida e sildenafil em anéis adrticos de ratos
normotensos. Porém, em anéis adrticos de ratos hipertensos L-NAME a
potencializacdo na vasodilatacéo foi induzida apenas pelo MK-571.

Palavras-chave: proteinas multirresistentes; fosfodiesterase,
fotobiomodulacao; hipertenséo; vasodilatacéo, 6xido nitrico.



ABSTRACT

Previous work indicates that the red LASER (660 nm) induces vascular
relaxation by a mechanism Nitric Oxide (NO) dependent. NO activates soluble
guanylate cyclase (sGC), which produce cGMP, the main effector in the
vasodilation pathway. An interesting pharmacological strategy is to control the
levels of intracellular cGMP, preventing its efflux (with Multidrug Resistant
Proteins blockers, such as MK-571 and probenecid), or preventing its
degradation (such as Sildenafil, which inhibits the enzyme responsible for
cGMP degradation, the phosphodiesterase-5 PDE5). The aim was to study
pharmacological strategies to improve vasodilation LASER effect in
normotensive and L-NAME hypertensive rats. It was performed vascular
reactivity study in isolated aortic rings from normotensive and hypertensive rats,
with a single LASER application and Sodium Nitroprusside (SNP) treatment. In
aortic rings from normotensive rats, MK-571, probenecid and Sildenafil
potentiated the relaxation induced by LASER, compared to control. The
vasodilation induced by SNP was potentiated by MK-571 and Sildenafil,
compared to control. In aortic rings from hypertensive rats, vasodilation effect
induced by LASER and by SNP was potentiated just by MK-571, compared to
control, with no potentiation by Sildenafil. The results support the evidence that
the vasodilation induced by red LASER is potentiated by MK-571 and sildenafil
in aortic rings from normotensive rats. However, in aortic rings from L-NAME
hypertensive rats the potentiation in vasodilation was induced just by MK-571.

Key-Words: multidrug resistance proteins; phosphodiesterase,
photobiomodulation; hypertension; vasodilation, nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

Terapia a LASER de baixa poténcia (do inglés, Low Level Laser Terapy
- LLLT), atualmente relatada como terapia de fotobiomodulacdo ou
simplesmente fotobiomodulagédo, apresenta-se como alternativa mais
econbmica, sem (ou com poucos) efeitos colaterais; sendo um método né&o
invasivo e indolor, além de ter sido usada desde 1971, para acelerar a
cicatrizacao de feridas e, atualmente, para o tratamento do vitiligo (Byun et al.,
2015), psoriase, acne e outras dermatites (Erceg et al, 2013). A
fotobiomodulacéo reduz processos inflamatorios e edema, altera as respostas
micro e macrovasculares e é capaz de promover analgesia (Tomimura et al.,
2014).

Em 1955, observou-se em um estudo realizado em miégrafo, que a luz
promoveu o relaxamento do vaso sanguineo (Furchgott et al., 1955). Mais
tarde, varios autores demonstraram que ha foto-relaxamento com diferentes
comprimentos de onda. Desde entdo, varios estudos tém mostrado varias
fontes de luz capazes de promover o relaxamento do musculo liso vascular
(Furchgott et al., 1987; Matsunaga e Furchgott, 1989; Plan et al., 2012).

Anteriormente, verificamos que a aplicacdo aguda de LASER vermelho
(660 nm) induziu um importante efeito hipotensivo de longa duracdo em ratos
hipertensos (delta sistolico em torno de: -24,5 mmHg), com aproximadamente
50 minutos de efeito hipotensor. No mesmo trabalho, o LASER vermelho (660
nm) induziu efeito de vasodilatacdo em anéis aorticos isolados de ratos, por um
mecanismo dependente de NO e independente de endotélio e da enzima NO
Sintase endotelial (Oishi et al., 2017). Ha evidéncias na literatura de que o NO
seja liberado de estoques teciduais, com a fotobiomodulacdo feita pelo
comprimento de onda 660 nm (Oishi et al., 2017; Keszler et al., 2019). Desta
forma, diferentes concentracdes de estoque de NO podem modular este efeito
vasodilatador.

A enzima guanilato ciclase soltuvel (GCs) é o principal alvo do NO,
enzima a qual é responsavel por catalisar a saida de dois grupos fosfato da
molécula de trifosfato de guanosina (GTP), resultando na produgédo de
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (Rapport et al.,, 1983). Como um

segundo mensageiro, GMPc ativa a proteina quinase dependente de GMPc



(PKG), que fosforila proteinas celulares no musculo liso vascular responsaveis
pelos efeitos vasodilatadores induzidos pelo NO (Gewaltig et al., 2002).

Uma vez formado, o0 GMPc pode sofrer diferentes acdes: pode ativar
seu alvo principal (PKG), pode ser degradado pela enzima fosfodiesterase
(PDE), ou pode sofrer efluxo para o ambiente extracelular, por meio de
transportadores conhecidos como proteinas de resisténcia a multiplas drogas
(do inglés, Multidrug Resistant Protein - MRP) (Jedlitschky et al., 2000).

Em células endoteliais coronarias humanas e células musculares lisas
vasculares, foi verificado a presenca de MRP4 e MRP5 (Sassi et al., 2008).
Alguns estudos relatam que a expressdo de MRP4 é elevada na artéria
pulmonar de pacientes com hipertensdo pulmonar, em artérias de ratos
submetidos a hipdéxia (Haraet al., 2011) e em plaquetas de pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizacao (Mattielo et al., 2011).

O objetivo principal deste trabalho foi estudar ferramentas
farmacoldgicas para potencializar o efeito vasodilatador induzido pela luz
LASER vermelha de baixa poténcia (660 nm) em vasos isolados, utilizando
drogas capazes em atuar na via do GMPc, tanto inibindo seu efluxo quanto
controlando sua degradacdo, além de identificar drogas capazes de
potencializar o relaxamento em tecido de baixo estoque de NO, usando anéis
aorticos de ratos hipertensos induzidos por cloridrato de éster metilico de N (G)
- nitro-L-arginina (L-NAME).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Mecanismo de vasodilatacao

Sendo uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas, 0
oxido nitrico (NO) possui baixo peso molecular, sendo solUvel tanto em meio
hidrofilico, quanto hidrofobico. Tais caracteristicas conferem ao NO alta
difusibilidade (3300 um2s?) pelas células, sendo classificado como mensageiro
bioldgico, que independe de transportadores especificos (Chen et al., 2007).
Portanto, as acfes fisiologicas do NO estdo mais relacionadas a suas
propriedades fisico-quimicas do que necessariamente por sua conformacgao
espacial e interacdes com receptores de membrana (Feldman et al., 1993).

O NO é considerado um importante modulador fisiolégico do ténus
vascular, possuindo acdo fisiolégica sobre diversos leitos vasculares,
produzindo efeito vasodilatador por diversos mecanismos, com o objetivo de
diminuir a concentracéo intracelular de calcio [Ca?*] no musculo liso vascular
(Ignarro, 2000). No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro do
grupo heme da enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs), alterando a
conformacao desta enzima, tornando-a ativa. A enzima GCs catalisa a saida de
dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP),
resultando na formacao de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (Rapoport et
al., 1983).

O GMPc é um segundo mensageiro capaz de ativar a proteina quinase
dependente de GMPc (PKG), esta proteina realizar a fosforilacdo de diversas
proteinas celulares, resultando no relaxamento do musculo liso vascular devido
a diminuicdo do influxo de Ca?*, através da inibicdo da liberacdo e/ou aumento
do armazenamento de Ca?* no reticulo sarco-endoplasmatico (Gewaltig e
Kojda, 2002). O NO também ¢é capaz de promover relaxamento por via
independente de GMPc. No caso, esta pequena molécula realiza ativagédo
direta dos canais de potassio, resultando em hiperpolarizacdo da membrana
celular (Bolotina et al., 1994) e ativacdo da Ca?*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico aumentando o armazenamento do Ca?* no interior desta

organela (Cohen et al., 1999).

2.3 Mecanismos de regulacéo intracelular do GMP ciclico



Um sinal bioquimico gerado por um horménio ou neurotransmissor é
capaz de gerar uma resposta bioldgica no interior da célula. Este processo
denominamos de “transdugdao de sinal’, mecanismo pelo qual pode ser
classificado em dois grupos: Transducdo de sinal através de receptores
intracelulares e transducdo de sinal através de receptores de superficie celular
ou de membrana. O AMPc e o calcio sdo 0s mensageiros secundarios de maior
representatividade, embora as células possuam sistemas de sinalizacdo mais
especializados, como por exemplo, o sistema da Guanilato Ciclase sollvel
(GCs) (produzindo o segundo mensageiro GMPc) e o Oxido Nitrico (Champe e
Harvey, 1994).

A GCs é responsavel por diversas funcdes fisioldgicas, através da
conversdo de GTP em seu segundo mensageiro, 0 GMPc. E uma proteina
citosolica heterodimérica que apresenta quatro subunidades: duas a (a1 e a2)
gue sdo as subunidades maiores e duas B (B1 e B2), subunidades menores.
Cada uma destas subunidades possui um dominio regulatorio N-terminal
(grupo prostético heme), além de uma regido de dimerizagdo, e, um dominio
catalitico C-terminal. Vale ressaltar que é necessario a expressao das duas
subunidades para que ocorra a atividade catalitica da enzima (Rothkegel et al.,
2006).

Diversas moléculas ativam a GCs, sendo o 6xido nitrico a principal
molécula endbégena que € capaz de ligar-se diretamente ao grupo heme
formando um complexo heme-ferrosonitrosil. Esta ligacdo promove mudancas
conformacionais na enzima GCs, levando sua ativacdo e consequente
producdo de GMPc (Priora et al., 2011; Danielewski et al., 2005). Dentre os
efeitos produzidos pelo GMPc no mdusculo liso, podemos citar os seguintes
mecanismos: (1) inibicdo da geracdo de IP3; (2) aumento do sequestro de Ca?*
citosolico; (3) desfosforilacdo da cadeia leve da miosina; (4) inibicdo do influxo
de Ca?*; (5) ativacdo de Proteinas Kinases; (6) estimulacdo da Ca?* -ATPase
de membrana (7) e abertura de canais de potassio (Keh et al., 1996; Pernollet
et al., 1996; Mayer et al., 1998; Trepakova et al., 1999). Alguns doadores de
oxido nitrico, como o nitroprussiato de sédio (NPS), sdo bastante utilizados
como ferramenta para se entender o papel fisioldgico e patolégico da via do
NO-GMPc (Feelisch et al., 1998).



No que diz respeito ao controle intracelular de GMPc, ha uma familia
de proteinas envolvidas no transporte de drogas e metabdlitos enddgenos
através das membranas celulares, as quais sdo chamadas de “proteinas de
resisténcia a multidrogas” (ou Transportadores ABC), que compreendem 7
subfamilias (MRP1, MRP2, MRP3 e etc.). A identificacdo e caracterizacdo da
MRPs foram iniciadas em 1992, com a clonagem da MRP1 (Pankey et al.,
2011). De modo geral, as MRPs realizam o efluxo de diversas substancias, de
forma unidirecional (do meio intracelular para o meio extracelular) com gasto de
uma molécula de ATP de energia, sendo a isoforma 4 a responsavel pela
extrusdo de diversas substancias, dentre elas os nucleosideos ciclicos AMPc e
GMPc (Jedlitschky et al., 2000).

Estudo anterior demonstrou que a expressao proteica do MRP4 esta
elevada em artérias pulmonares de pacientes com hipertensdo pulmonar,
comparada as artérias pulmonares de individuos controle, além de que, em
camundongos com MRP4 silenciada ha um aumento expressivo de GMPc e
AMPc intracelular bem como valor reduzido destes nucleotideos ciclicos no
meio extracelular (Hara et al., 2011). Foi visto também que, 0 aumento dos
niveis intracelulares de AMPc e GMPc ap6s inibicdo de MRP4 levou ainda a
maior ativacdo de PKA e PKG (Hara et al., 2011; Decouture et al., 2015). Estes
dados corroboram com a ideia de que o bloqueio desta proteina pode ser uma
estratégia interessante para o aumento dos efeitos biolégicos do GMPc em

células do musculo liso vascular.

2.4 Drogas que atuam na via do GMP ciclico
Neste trabalho, foram prospectadas drogas que tivessem relato na
literatura sobre acao inibitéria na via de degradagéo ou de extrusdo do GMPc.
Aqueles relacionados a inibicdo de degradacdo do GMPc s&o os inibidores de
Fosfodiesterase-5 (PDE-5), como o Sildenafil. Ja para evitar a extrusao de
GMP ciclico, foi utilizado a Probenecida e o MK-571, que sdo agentes
farmacoldgicos capazes de bloquear o transportador ABC.

2.4.1 Sildenafil
O sildenafil, um inibidor da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), € um

medicamento aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos



utilizado para o tratamento de hipertensdo arterial pulmonar e disfuncdo erétil
(Velayati et al., 2016; Yafi et al., 2017). Este medicamento é capaz de reduzir a
degradacdo do GMPc, aumentando assim a sensibilidade do musculo liso
vascular ao NO enddgeno e exdgeno, promovendo vasodilatacao (Bivalacqua
et al., 2013). De fato, melhorias na funcdo endotelial foram relatadas apds o
uso de sildenafil em diferentes popula¢des (Deyoung et al., 2012; Halcox et al.,
2002; Schwartz et al., 2013).

As interagdes do sildenafil com outras drogas que nédo sejam doadores
de NO também sé&o possiveis. Niveis elevados de GMPc modulam a atividade
de outras isoformas de fosfodiesterase (por exemplo, fosfodiesterase 3) in vitro
(Wallis et al., 1999; Degerman et al.,, 1997; Lugnier et al., 1999). Logo, é
plausivel que a interagdo com a luz possa potencializar os efeitos deste

farmaco.

Fig. 1: Férmula estrutural do Sildenafil.

Sildenafil

2.4.2 Probenecida

A probenecida € um agente uricosurico utilizado na clinica para o
tratamento de gota, e vem sendo estudado com associagéo a outros farmacos
pela sua capacidade de bloguear de forma inespecificas as MRPs (Giacomini
et al., 2010). Foi verificado que a probenecida é capaz de aumentar, por

exemplo, a exposi¢cdo de N-acetilcisteina no cérebro e também no plasma, a



partir da inibicdo das isoformas MRP1 e MRP3. A fins de conhecimento, a
maior exposicdo de N-acetilcisteina cerebral revela-se como uma terapia
antioxidante em determinadas fisiopatologias relacionadas ao sistema nervoso

central (Hagos et al., 2017).

2.4.3 MK-571

Por inibir de modo eficaz os transportadores ABC, o MK 571 ((3-(3-(2-
(7-chloro-2-quinolinyl) ethenyl) phenyl) ((3-dimethylamino3 oxopropyl) thio)
methyl) thio) propanoic acid) € uma das principais ferramentas farmacoldgicas
utilizadas para se avaliar o papel destas proteinas. Sua acdo ocasiona o
aumento intracelular de nucleotideos ciclicos em diferentes tipos celulares e
tecidos, como artérias (Hara et al., 2011), fibroblastos (Sinha et al., 2013) e
plaguetas (Borgognone et al., 2012).

Estudos demonstraram que o MK-571 é capaz de exercer um
inotropismo cardiaco positivo, além de relaxamento da musculatura lisa de
artéria pulmonar diante do maior acumulo intracelular de AMPc visto em
pacientes (Carillion et al., 2015) e de AMPc e GMPc em animais (Hara et al.,
2011).

Diante da importante propriedade de inibicdo da extrusdo de GMPc e
AMPc para o meio extracelular, através dos transportadores ABC, e lembrando
gue os nucleotideos ciclicos sdo mediadores importantes no controle de varios
processos cardiovasculares e plaquetarios, o estudo destas proteinas e o
entendimento do seu papel na fisiologia Cardiovascular é importante para o
desenvolvimento de terapias eficientes para o tratamento de patologias como
aterosclerose (Belleville-Rolland et al., 2016) e trombose (Jedlitschky et al.,
2012), além de estudos em pesquisa basica, como a potencializa¢do do efeito

da luz via acumulo de GMPc (Moraes et al., 2021).



Fig. 2: Formula estrutural da Probenecida e do MK-571
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2.5 Formagcéo de estoques de Oxido Nitrico

A S-nitrosilacdo € um processo fisioldégico de extrema importancia para
a funcdo cardiovascular (Stamler, 1994; Wink et al., 1998; Maron; Tang;
Loscalzo, 2013) sendo capaz de regular varios mecanismos celulares, como
atividades enziméticas, manutencéo do equilibrio redox intracelular e a morte
celular programada (Hess et al., 2005).

Neste processo, ha a ligacdo do NO a um determinado metal de
transicdo ou também ha a possibilidade de ligacdo a um grupamento tiol. Se
este processo ocorre no grupo tiol de uma cisteina, a reacdo é denominada s-
nitrosilacdo. Se esta reacdo ocorre em um metal de transicdo, denominaremos
de nitrosilacdo de metal (Fernando et al., 2019).

Os S-nitrosotidis agem como doadores de NO através de um processo
denominado denitrosilacdo, o qual consiste na clivagem homolitica da ligagédo
S-Nitrosil, ocorrendo na presenca de agentes redutores como: ions metalicos
de cobre (Cu?*), ascorbato, aumento da temperatura e luz ultravioleta (UV),
(Manoj et al., 2009; Zhang et al., 2017; Fernando et al., 2019) héa relatos
também que podem ocorrer por Fotobiomodulacdo (Oishi et al., 2017; Keszler
et al. 2018). Sendo a fotdlise uma maneira alternativa de obter a clivagem da

ligagdo S-Nitrosil (Hunter; Schoenfisch, 2015).

2.6 Fotobiomodulacéo no tecido vascular



Como ja destacado, a fotobiomodulacdo surge como um método
menos dispendioso, ndo invasivo e indolor, j& sendo utilizado para diversos
tratamentos na estética, odontologia e fisioterapia.

Além dos pontos ja4 citados, sabe-se que em modelo animal, a
irradiacdo de ratos com LASER vermelho (660 nm) induz aumento de PPARYy
em lavado bronquioalveolar (de Lima et al., 2013). Lim e colaboradores (Lim et
al., 2013) verificaram, em cultura de fibroblastos humanos, que a irradiacdo
com LASER vermelho (635 nm), em baixa poténcia, diminuiu a producédo de
prostaglandina E2 (PGE2), bem como diminuiu a expresséo da cicloxigenase 1
e 2 (COX-1 e COX-2).

Considerando-se que o LASER vermelho (660 nm) pode induzir
liberacdo de NO, aumentar a expressdo PPARYy, e diminuir a expressao de
COX-1 e COX-2; esta faixa de LASER pode ser util na melhora da funcao
endotelial, e da inflamacdo vascular observada na Hipertensdo Arterial.
Considerando também que ha aumento de NO provindo da reacdo de fotdlise
diante da fotobiomodulacdo (Keszler et al., 2019), e que este NO seja capaz de
perfundir o musculo liso e ativar a Guanilato Ciclase solluvel, elevando a
producdo de GMPc, entdo temos uma estratégia interessante que consiste em
bloquear os meios de degradacéo e extrusdo de GMPc a fim de aumentar o
efeito vasodilatador tanto em ratos normotensos quanto em ratos hipertensos

no modelo L-NAME, como foi proposto neste trabalho.
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3 HIPOTESE

Bloqueadores de MRPs e/ou a inibicdo de fosfodiesterase potencializa

o efeito vasodilatador induzido pelo LASER vermelho (660 nm).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Identificar drogas capazes de potencializar o efeito vasodilatador
induzido pelo LASER vermelho (660 nm), atuando em vias de sinalizagdo no
musculo liso, envolvendo tanto a inibicdo da degradacdo quanto o bloqueio do

efluxo de GMP ciclico intracelular.

4.2 Objetivos Especificos

e Verificar qual droga proporciona a maior eficacia na vasodilatacao induzida
pelo LASER vermelho, em anéis adrticos isolados;

e Em ratos hipertensos (modelo L-NAME), verificar se o efeito vasodilatador
induzido pelo LASER vermelho é potencializado por estas drogas;

Verificar se em anéis aorticos de ratos normotensos a utilizacdo prévia do
extrato de beterraba potencializa o efeito vasodilatador induzido pelo
LASER,;

Verificar a dependéncia de estoques de oOxido nitrico para o efeito

vasodilatador induzido pelo LASER;
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos (entre 180 a 250 g),
fornecidos pelo Hospital Central de Animais da Universidade Federal de S&o
Carlos - UFSCar. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos, sob o numero de
protocolo: 7936070618.

Para 0 modelo de rato hipertenso induzido por cloridrato de éster
metilico de N (G) -nitro-L-arginina (L-NAME), a droga foi administrada na agua
de beber dos animais, para aumentar os valores da presséo arterial por inibicdo
da producdo de nitrico 6xido por NOS (6xido nitrico sintase), causando um
desequilibrio entre fatores vasoconstritores e fatores vasodilatadores
(Rodrigues et al., 2017). O tratamento da agua da bebida foi realizado por 2

semanas, e a pressao desses ratos foi medida por meio do software LabChart.

5.2 Parametros do laser

Foi utilizado o equipamento Photon Laser da empresa DMC
Equipments, programado com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de
100 mW (area do spot: 0,0586 cm?) por 56 segundos, sob irradiancia de 1,71

W/cm?, resultando na energia de 5,6 Joules por aplicacao.

5.3 Reatividade vascular

Para registro da tensdo isométrica, foram utilizados preparos de aorta
toracica isolados desses ratos, os quais foram eutanasiados por decapitagédo. A
artéria adrtica foi retirada, isolada e dissecada, sendo cortada em aneéis de
aproximadamente 4 mm de comprimento e mantida em solucédo de Krebs. Os
anéis adrticos foram montados no miégrafo entre dois ganchos de metal e
mantidos em banho de 6rgao isolado contendo 5 mL de solucéo fisiologica de
Krebs, para analise da tenséo isométrica. Os aneis adrticos foram estimulados
com fenilefrina EC50 (0,1 umol/L) até que as contragdes fossem reproduzidas
(Paulis et al., 2010). Para ambos os protocolos era necessaria a presenca de
endotélio, portanto, os experimentos foram conduzidos somente em aortas de

ratos que apresentavam relaxamento minimo de 80% para o0s animais



normotensos, e relaxamento minimo de 60% para animais hipertensos, apés a
aplicacdo da Acetilcolina (1 pmol/L). Apos estes testes, foram iniciados
protocolos especificos para cada objetivo. Para estabilizacéo, as preparacdes
permaneceram em repouso por 60 minutos sob tenséao basal de 1,5 g.

Foram realizados os seguintes protocolos: Tanto em ratos normotensos
guanto em ratos hipertensos, houve incubacéo prévia do farmaco (com MK-57,
probenecida, nitrito de sodio ou sildenafil) por 30 minutos, ou nenhuma
incubacéo do farmaco correspondente ao grupo controle. Apds esse tempo, as
aortas foram estimuladas com fenilefrina ECso (0,1 umol/L) e foi realizada a
aplicacao do LASER diretamente nos anéis aorticos. (

Apos a aplicacdo do LASER pode-se verificar relaxamento, com
posterior estabilizacdo do tdbnus anterior, e novo tratamento foi realizado com
aplicacdo Unica de Nitroprussiato de Sodio (NPS) em baixa concentracao
(2x10° M) conforme consta no registro representativo (Figuras 3 e 4). O NPS

foi utilizado como controle positivo, como doador de éxido nitrico.

Fig. 3: Registro representativo obtido de experimentos de reatividade
vascular, por Software LabChart do protocolo de ratos normotensos.
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Fig. 4. Regqistro representativo obtido de experimentos de reatividade
vascular, por Software LabChart do protocolo de ratos hipertensos.
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Em outro protocolo, o cloridrato de L-cisteina (3 M) foi incubado por 30
minutos, para remover o estoque de tecido de NO (Alencar et al., 2003). ApGs o
tratamento, foi realizada pré-contracdo (Fenilefrina 107 M) com posterior
aplicacao de LASER.

Na aplicacdo do LASER, os anéis aorticos foram lavados varias vezes
com solucdo de Krebs para retornar a tensdo basal antes da contragdo com
fenilefrina. Quando a tensdo basal foi atingida, o NPS do farmaco (2x10° M) foi
incubado por 30 minutos, para restaurar o estoque de NO no tecido e uma
nova contracao foi feita com fenilefrina. ApOs estabilizar a contracdo, novo
estimulo LASER foi realizado e foi observada resposta vasodilatadora (Figura
3).

Figura 5: Registro representativo obtido de experimentos de
reatividade vascular, por Software LabChart de ratos normotensos. O estoque
de NO foi removido pela L-cisteina e apés recuperacdo pelo NPS, com
consequente efeito vasodilatador LASER.
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5.4 Anélise estatistica

Apoés a coleta, a andlise estatistica dos resultados foi realizada com
auxilio do programa GraphPad Prism versao 5.0. Os dados foram analisados
adequadamente usando ANOVA de uma via seguida por um poés-teste de
Newman-Keuls para determinar a significancia da diferenca entre os grupos
dentro do mesmo ensaio. Foi adotado nivel de significancia de 5% para que as

diferencas fossem consideradas estatisticamente significativas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em anéis adrticos de ratos normotensos, 0 MK-571 (46,20 + 5,45%; n =
6), a probenecida (40,12 + 4,40%; n = 6) e o sildenafil (59,40 + 1,86%; n = 6)
potencializaram o relaxamento induzido pelo LASER, em comparacdo ao
controle (26,46 £ 1,62%; n = 6) como mostrado na figura 6. Como controle
positivo, foi usada baixa concentracdo de NPS como doador de NO, para
induzir vasodilatacdo. Como esperado, a vasodilatagdo induzida pelo NPS foi
potencializada por Sildenafil (85,58 + 8,64%; n = 6), MK-571 (51,51 + 19,55%; n
= 6) e probenecida (25,351 £+ 19,682%; n = 6) em comparacdo com o controle

(5,62 £ 2,21%, n = 6, p <0,05), conforme mostrado na figura 7.

Figura 6: Vasodilatacdo induzida por LASER vermelho em anéis
aodrticos de ratos normotensos. * representa a diferenca entre Controle vs MK-
571; Probenecida vs Controle e Sildenafil vs Controle, com valor de p <0,05.
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Figura 7: Vasodilatagédo induzida por NPS em anéis aorticos de ratos
normotensos. *** representa a diferenca entre Controle vs MK-571; Sildenafil vs
Controle; e MK 571 vs Sildenafil, com valor de p <0,05.
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Como visto, as proteinas de multirresisténcia sdo responséaveis pelo
transporte de varias substancias, incluindo nucleotideos ciclicos (cGMP e
cAMP) (Jedlitschky et al., 2000). O aumento dos niveis intracelulares desses
segundos mensageiros apés a inibicdo de MRP4 (com o uso de MK-571 e
probenecida, por exemplo) resulta em uma maior ativacdo de PKG e PKA, pela
via classica cGMP e cAMP, respectivamente (Hara et al., 2011). Como bem
descrito, o sildenafil € um inibidor da Fosfodiesterase tipo 5, responséavel por
catalisar a clivagem hidrolitica da ligacdo 3' fosfodiéster dos nucleotideos
ciclicos, controlando seus niveis intracelulares. Considerando que o LASER
vermelho (660 nm) é capaz de induzir vasodilatacdo por um mecanismo
dependente de NO (Oishi et al., 2017), os resultados sugerem que a
potencializacdo da vasodilatacdo induzida por LASER mediada por MK-571,
probenecida e sildenafil se deve ao maior acumulo de cGMP intracelular em
células do musculo liso e nas células do endotélio. O aumento da concentracao
de GMPc em células musculares lisas resulta na ativagdo de PKG, que induz o
relaxamento dessa célula por diversos mecanismos (Decouture et al., 2015;
Cornwell et al., 1991; Furukawa et al., 1991; Fischer et al., 2002). Além disso, 0
acumulo intracelular de GMPc nas células endoteliais € capaz de estimular a
producdo de NO, por um mecanismo dependente de NOS (Lincoln et al., 1994).
Dessa forma, nossos resultados mostraram que as estratégias farmacoldgicas
citadas contribuem para o aumento da sensibilidade do tecido vascular a

vasodilatacao induzida pelo LASER vermelho.



Para os animais tratados por 14 dias com a solugcdo de extrato de
beterraba diluida na dgua de beber, foi visto que na reatividade vascular dos
anéis destes ratos ndo houve aumento da resposta vasodilatadora induzida
pelo LASER (4,004 = 2,674%; n = 7), comparado ao controle (12,026 + 4,364%;
n = 8), inclusive percebe-se uma diminuicdo da resposta dos animais

submetidos a este tratamento, conforme mostrado na figura 8.

Fig. 8: Vasodilatagéo induzida por LASER vermelho em anéis adrticos
de ratos normotensos controle e ratos submetidos a tratamento com extrato de
beterraba. ** representa a diferenca entre Controle vs Extrato de Beterraba,

com valor de p <0,05.
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Nitrato e compostos polifendlicos presentes em frutas e vegetais estdo
envolvidos na suplementacdo e melhoria das vias de producdo de NO
(Bondonno, Croft, Ward, Considine, & Hodgson, 2015; Duarte, Francisco, &
Perez-Vizcaino, 2014). Dentre os vegetais, a beterraba e a rdcula sédo fontes
ricas em nitrato e polifendis na dieta. A beterraba contém altos niveis de nitrato
com uma faixa de 644 a 1800 mg/kg (Lidder & Webb, 2013). Contém ainda
compostos fenolicos benéficos a saude, como acido cumarico, acido ferulico,
bem como betalainas e betacianinas, que sdo responsaveis pela pigmentacéo
vermelha na planta (Georgiev et al.,, 2010). Por conta dos altos niveis de
nitrato, esperava-se que a suplementacdo do extrato de beterraba na agua de
beber dos animais fosse aumentar a atividade das vias de producdo do Oxido

nitrico na forma de nitratos, e a partir da enzima nitrato redutase, haveria a



converséo futura de nitrato para nitrito e de nitrito para NO. No entanto, em um
trabalho publicado (Andrade et al., 2004) foi demonstrado que em amostras de
Beterraba encontramos em torno de 0,81 £ 0,01 mcg/g de cobre (Cu), sendo o
cobre o agente responsavel por catalisar a decomposicao dos estoques de NO,
diminuindo a concentragcdo de RSNO, logo, explicaria a diminuigéo da resposta
vasodilatadora do LASER em anéis de animais previamente tratados com o
extrato de Beterraba.

Em anéis aorticos de ratos hipertensos L-NAME (pressdo arterial
sistolica: 167,11 + 13,92 mmHg, n = 9) a vasodilata¢do induzida por LASER
vermelho € menor (6,75 + 4,90%, n = 7), em comparacdo com ratos
normotensos (26,45 + 1,62 %; n = 6, p <0,05), conforme mostrado na figura 9.

Os ratos hipertensos L-NAME s&o mediados pela inibigdo de NOS.

Fig. 9: Vasodilatacédo induzida por LASER vermelho em anéis aorticos
de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME). *** representa a diferenca entre
normotenso vs hipertenso, com valor de p <0,05.
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Consequentemente, ha um desequilibrio entre os fatores
vasodilatadores e vasoconstritores, visto que a inibicAo dessa enzima
proporciona uma menor producdo de NO enddgeno, que apresenta importante
participacdo no tdbnus vascular fisiolégico, mediada pelo efeito vasodilatador
(Alencar et al., 2003). Portanto, com a diminuicdo da sintese de NO, sabe-se
gue este modelo pode reduzir o armazenamento de NO no plasma e nos

tecidos, pelo deslocamento do NO dos S-nitrosotidis em um processo de



transnitrosilagdo, assim, ocorre a desestabilizacdo da ligacdo R-SNO nas
proteinas e a consequente liberacdo de NO desses reservatorios (Tare et al.,
1990; Wanstall et al., 2001). Com baixos estoques (induzidos pelo tratamento
com L-NAME), o efeito vasodilatador do LASER vermelho diminuiria e haveria
baixa liberacdo de NO no sistema (Hebeda et al., 2011), com consequente
diminuicdo do efeito vasodilatador para o LASER vermelho, como pode ser
verificado na figura 9.

Em anéis adrticos de ratos normotensos, foi utilizado L-cisteina para
diminuir o armazenamento de NO no tecido, e foi visto que a vasodilatagcéo
induzida pelo LASER foi menor (2,31 + 3,65%, n = 6), em comparacdo ao
controle (26,45 £+ 1,62%; n = 6, p <0,05). Para recuperar o armazenamento de
NO no tecido vascular de ratos normotensos ap0s o tratamento com L-cisteina,
foi feito o tratamento dos anéis adrticos com um doador de NO (NPS), e como
esperado a vasodilatacdo induzida por LASER foi aumentada (14,24 + 4,86%,
n = 6), como podemos verificar na figura 10. Conforme indicado na literatura, a
L-cisteina é capaz de induzir a desestabilizacdo da ligacdo R-SNO em
proteinas com consequente liberacdo de NO desses reservatérios (Keszler et
al., 2019), por isto, ha baixa resposta vasodilatadora induzida pelo LASER,
uma vez que seu efeito € dependente do armazenamento de NO, como j& foi
demonstrado (Choi et al., 2011). Concluimos que o uso do NPS, conforme
mencionado anteriormente, restaura os estoques de NO no vaso, aumentando

a resposta vasodilatadora ao LASER.



Fig. 10: Vasodilatacéo induzida por LASER vermelho em anéis aorticos
de ratos normotensos pré-NPS e po0s-NPS. *** representa a diferenca entre
pré-NPS vs pds-NPS com valor de p <0,05.
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Além disso, realizaram-se experimentos para encontrar ferramentas
farmacoldgicas para aumentar o efeito vasodilatador induzido pelo LASER em
situacdes com baixos estoques de NO, como verificado em ratos hipertensos,
modelo L-NAME (Furukawa et al., 1991). Em anéis aorticos de ratos L-NAME,
o MK-571 potencializou a vasodilatacdo induzida pelo LASER vermelho (10,02
* 6,75%, n = 8), em comparacao ao controle (6,75 £+ 4,90%, n = 7, p <0,05),
sem potencializacdo encontrada com Sildenafil (5,09 + 2,33%, n = 8) conforme
mostra a figura 11. Assim, apenas o MK-571 é capaz de aumentar o

relaxamento nessa condi¢c&do, com baixos estoques de NO.



Fig. 11: Vasodilatacéo induzida por LASER vermelho em anéis adrticos
de ratos hipertensos (L-NAME). * representa a diferenca entre MK-571 vs
Controle e Sildenafil com valor de p <0,05.
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Semelhante ao efeito vasodilatador do LASER, em anéis aorticos de
ratos L-NAME, o MK-571 potencializou a vasodilatacdo induzida pelo NPS
(67,37284 = 17,9728%, n = 8), em comparacdo com o controle (54,78 +
15,33%, n =7, p < 0,05), sem potenciacao pelo Sildenafil (43,43 + 20,72%, n =
8) como mostrado na figura 12. A vasodilatacdo induzida pelo NPS nédo é

dependente do estoque de NO, ja que € um farmaco doador de NO.



Figura 12: Vasodilatacdo induzida por LASER vermelho em anéis
aorticos de ratos hipertensos (L-NAME), apoOs tratamento com NPS. *
representa a diferenga entre MK-571 vs Controle e Sildenafil, com valor de p
<0,05.
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Um fato interessante é que a vasodilatacao induzida pelo NPS foi maior
em anéis aorticos de ratos L-NAME (54,78 £+ 15,33%, n = 7), em comparacao
com anéis adrticos de ratos normotensos (5,62 + 2,21%, n = 6). A auséncia de
NO induzida pela remocdo do endotélio ou pela inibicdo da NOS resulta em
aumento da sensibilidade dos vasos aorticos ao NO, enquanto a incubacgéo
com o préprio 6xido nitrico (por exemplo, com doadores de NO) leva a reverséo
desse estado sensivel (Kumar et al., 2010; Moncada et al., 1991;
Mullershausen et al., 2001). Existem estudos que mostram um aumento nos
niveis de GMPc em até 130 vezes apés o estimulo com doador de NO (com a
prépria utilizacdo do NPS) em ratos L-NAME em comparagdo com o controle

(Brands et al., 2000), o que corrobora com nossos resultados.
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7 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados evidenciam que a vasodilatacio
induzida por LASER vermelho é potencializada por MK-571 e sildenafil em
anéis aorticos de ratos normotensos. No entanto, em anéis aorticos de ratos
hipertensos L-NAME, a potencializacdo da vasodilatacdo foi induzida apenas
por MK-571 e n&o por sildenafil, indicando que o bloqueio da bomba de efluxo
€ mais efetivo em animais com baixo estoque de 6xido nitrico, comparado a

inibicdo da fosfodiesterase.
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Os anexos a seguir sdo referentes ao documento de aprovacdo do
Comité de Etica no Uso de Animais da UFSCar, além aos trabalhos realizados

e publicados nestes dois anos de Pés-graduacao.
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Original Article | Published: 18 March 2021
Violet LED induces vasodilation in rat aortic rings by
soluble guanylate cyclase—dependent mechanism and
increases SOD activity

Luis Henrique Oliveira de Moraes &, Marilia Wellichan Mancini, Luciana Almeida-Lopes & Gerson
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Lasers in Medical Science (2021) ‘ Cite this article

119 Accesses | 1 Citations | Metrics

Abstract

We found several studies that have used the aortic rings as an experimental model, mainly for
the testing of new drugs or new therapies that try to reverse or prevent endothelial dysfunction
or characterize its mechanism of action in a biological system, creating the knowledge

necessary to obtain the treatment of those several diseases, where many of these treatments
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Multidrug-resistant protein inhibitor and
phosphodiesterase inhibitor potentiate the vasodilator
effect induced by photobiomodulation in isolated aortic
rings

Luis Henrique Oliveira de Moraes &, Barbara Terroni, Nayara Formenton da Silva Mayer & Gerson

Jhonatan Rodrigues
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Abstract

A previous work indicates that the red LASER (660 nm) induces vascular relaxation by nitric
oxide (NO)—dependent mechanism. NO activates soluble gnanylate cyclase (sGC) which

produces cGMP, the main effector in the vasodilation pathway. An interesting



