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AVIAL-ARGININA-NO-GMPC VASCULAR E PLAQUETARIA
NA HIPERTENSAO ARTERIAL INDUZIDA PELA
CICLOSPORINA A: REVISAO BASEADA

NA INVESTIGACAO PESSOAL
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RESUMO

O desenvolvimento de hipertensdo arterial e o aumento do risco de
complicagdes tromboembolicas associados ao tratamento com a ciclosporina A
(CsA) estdao geralmente ligados a um praticamente consensual aumento da
reactividade vascular e plaquetaria. Na tentativa de explicar os mecanismos
envolvidos, varias possibilidades tém sido equacionadas e investigadas. Mais
recentemente tem sido dada uma atengao especial ao papel do mondxido de
azoto (NO) no aumento da vasoconstri¢cdo e/ou atenuacdo do vasorelaxamento
associados aquela hiperreactividade. Ao longo dos ultimos anos, utilizando um
modelo animal de hipertensao arterial induzida pela ciclosporina A ja bem definido
pelo grupo de investigacdo, temos vindo a desenvolver um conjunto de estudos
conducentes a, em primeiro lugar, caracterizagdo das hipotéticas alteracdes
promovidas pela CsA ao nivel da via L-arginina-NO-GMPc vascular e
plaquetaria e, em segundo lugar, a avaliag@o das potencialidades de farmacos
dadores de NO como prevencao das referidas desregulagdes. Dois importantes
farmacos tém vindo a ser investigados: o substracto natural da sintetase do NO,
a L-arginina, e um dador organico de NO, o 5-Mononitrato de Isossorbido
(IS-5-MN). E apresentada uma revisdo da via L-arginina-NO-GMPc na
hipertensdo arterial induzida pela CsA, tendo por base a investigagdo pessoal ja
realizada e os estudos encontrados na literatura.

Unidade de Terapéutica do Instituto de Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra

Boletim da SPHM Vol. 19 (2) Abril, Maio, Junho 2004



ARTIGO ORIGINAL A via L-arginina-no-GMPc vascular e plaquetaria na hipertensiao

ABSTRACT

The development of arterial hypertension and the increased risk of throm-
boembolic complications associated with CsA treatment are usually coupled to
an almost consensual increased vascular and platelet reactivity. Several possi-
bilities have been raised and investigated in order to explain the underlying mecha-
nisms. The NO role on the increased vasoconstriction and/or vasorelaxation
diminishment associated with those hyperreactivity has recently gain particular
attention. During the last years, by using a CsA-induced hypertension animal
model, already well defined by our research group, we have been developing
studies in order to, firstly, characterize the putative CsA-induced alterations in
the vascular and platelet L-arginine-NO-cGMP pathway and, then, to evaluate
the potentialities of NO donor drugs as preventives for those disturbances. Two
important drugs have been tested: the natural NO synthase substrate, L-arginine,
and an organic NO donor, the Isosorbide-5-Mononitrate (IS-5-MN). A revi-
sion of the L-arginine-NO-cGMP pathway in CsA-induced hypertension is pre-
sented, particularly focused on the personnel research already done and on other

studies on the literature.

INTRODUCAO

A ciclosporina A (CsA) ¢ um
farmaco imunossupressor usado ha
mais de duas décadas para prevenir a
rejeic¢do de orgdos em doentes
transplantados (1,2). Apesar da grande
imunoselectividade e eficacia tera-
péutica que apresenta, a sua utilizagdo
na pratica clinica esta geralmente
associada ao aparecimento de efeitos
secundarios graves, dos quais se
destacam a toxicidade renal, o aumento
do risco de complicagdes trom-
boembolicas e o desenvolvimento de
hipertensao arterial (HTA) (3-7).

Nao obstante a intensa investigacio
jarealizada e os dados ja conhecidos,
a importancia relativa de cada uma das
contribui¢des paraa HTA induzida pela
CsA permanece por clarificar, mas um
aumento da reactividade vascular e
plaquetéria parecem estar envolvidos
(8-11). O aumento da vasoconstrigéo e/
ou a diminui¢do da vasodilatagio

poderdo estar na base do aumento da
resisténcia vascular periférica obser-
vada durante o tratamento com CsA
em humanos e animais (12-15). Diversos
mecanismos tém sido propostos para
explicar aquele aumento da vaso-
constri¢ao: 1 - um efeito directo sobre
a contractilidade do musculo liso vas-
cular, nomeadamente por aumento da
concentracdo de calcio livre intracelular
([Ca?']i) e/ou um efeito indirecto,
através da potenciacao da contracgao
em resposta a vasoconstritores (11-16);
2 - um aumento da producdo/liber-
tagdo local de substancias hemo-
dindmicas vasoactivas, como a
noradrenalina (NA), o tromboxano A,
(TXA.,),aserotonina (5-HT), ou ainda
a angiotensina Il (ANG II) e a
endotelina (ET) (10,17,18); 3 - um
aumento da actividade do sistema
nervoso simpatico e/ou da libertagao
de catecolaminas (13,19,20); 4 — a
atenuagdo da vasodilatagdo e/ou da
produgdo/libertagdo de vasodilata-

Boletim da SPHM Vol. 19 (2) Abril, Maio, Junho 2004



ARTIGO ORIGINAL

A via L-arginina-no-GMPc vascular e plaquetar na hipertensao

dores, como o mondxido de azoto
(NO) ou a prostaciclina (PGIL),
contribuindo assim para o exacerbar
do desequilibrio no sentido da vaso-
constri¢do e, consequentemente do
aumento da resisténcia vascular
periférica (21,22).

Nao discutindo agora as primeiras
trés hipdteses, nos tlltimos tempos tem-
se assistido a uma maior atenc¢do ao
papel da CsA sobre os factores de
dilatagcdo, nomeadamente a via L-
arginina-NO-GMPc.

A CICLOSPORINAE A VIA
L-ARGININA-NO-GMPe¢
VASCULARE PLAQUETAR

Virios autores referem um efeito
toxico da CsA sobre o endotélio vas-
cular e uma atenuagao do relaxamento
dependente do endotélio (21-24). O prin-
cipal factor relaxante muscular
dependente do endotélio é o NO (25).
Ap0s sintetizado na camada endotelial
a partir da L-arginina por ac¢do da
sintetase do NO (NOS), este actua
especialmente no musculo liso vascu-
lar, por intermédio do GMPc¢ (3°,5°-
monofosfato de guanosina ciclico),
promovendo vasodilatagdo (26). O seu
papel na fisiopatologia das doencgas
cardiovasculares esta hoje mais
esclarecido. A atenuacdo patoldgica
do seu conteudo ou a diminuic¢do dos
seus efeitos esta geralmente associados
adisturbios da funcionalidade cardio-
vascular, designadamente na hiper-
tensdo arterial (26,27).

A via L-arginina-NO-GMPc pla-
quetaria foi também ja caracterizada,
sendo o NO um inibidor da adesdo e
agregacdo plaquetarias (28,29). A
existéncia de hiperreactividade pla-
quetaria associada ao tratamento com
CsA foi j& anteriormente demonstrada

pelo nosso grupo de investigacao
(10,11). Contudo, o papel desta via
plaquetaria na HTA induzida pela CsA
tem sido pouco aflorado pelos
investigadores, permanecendo muito
por elucidar. Uma vez que as plaquetas
podem ter também um papel
importante no desenvolvimento e/ou
manutencdo de elevadas pressdes
arteriais, nomeadamente por serem
mediadores das complicagdes trom-
boembodlicas, promotores da arterios-
clerose e vectores do tonus vascular
(30,31), ndo pode ser de todo excluida
a possibilidade de desempenharem
uma fung¢do importante nesta HTA.
Além disso, as plaquetas sdo consi-
deradas bons modelos para o estudo
dos neurdnios monoaminérgicos,
especialmente serotoninérgicos, e
possuem ainda muitas caracteristicas
em comum com as células do musculo
liso vascular (32).

Os resultados publicados na lite-
ratura referentes a trabalhos com
modelos experimentais ndo sdo uni-
formes. Por exemplo, relativamente ao
desenvolvimento de HTA, alguns
estudos demonstraram um aumento
das pressdes arteriais (33-41), enquanto
outros ndo observaram quaisquer
alteragdes significativas (42-45),
havendo mesmo alguns que relataram
uma diminuicdo (14). Tal heteroge-
neidade parece estar relacionada com
algumas variagdes metodologicas,
nomeadamente com o modelo animal
escolhido, com a formulagdo e as
doses de ciclosporina A estudadas,
com a via de administra¢do do
farmaco, com o veiculo utilizado, e
mesmo com o periodo de tratamento.
Em trabalhos ja publicados (10, 11, 19,
46) e em que adoptdmos como modelo
experimental ratos Wistar submetidos
a um tratamento oral durante 4 ou 7
semanas, com uma dose oral diaria de
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CsA (Sandimmun Neoral® -
microemulsdo, Novartis Farma, Por-
tugal) de 5 mg/kg/dia, cuja concen-
tragdo plasmatica de “vale” se corre-
laciona com a encontrada em doentes
transplantados a tomar uma “dose de
manuten¢do” pos-transplante, verifi-
cou-se um aumento declarado tanto
da pressdo arterial sistélica (PAS),
como da pressdo arterial diastdlica
(PAD) (Fig. 1) @7).

Relativamente aos distirbios da via
L-arginina-NO-GMPc associados a
diminuigdo do relaxamento vascular na
HTA induzida pela CsA os resultados
encontrados na literatura sdo também
muito dispares: enquanto alguns
estudos sugeriram uma diminuigdo da
produgdo de NO e da actividade da
NOS (48-55), outros relataram a ndo
existéncia de alteragdes significativas

ou mesmo um aumento da geragdo de
NO (56-60) e da actividade da NOS
(60).

Nos nossos trabalhos (47), em que
a determinagdo da concentragdo vas-
cular e plaquetaria de NO foi avaliada
indirectamente através da medigdo de
nitritos pelo método do reagente de
Griess (61), verificou-se uma diminuigao
muito significativa do conteudo de
nitritos em aorta total de ratos tratados
com CsA, relativamente ao controlo
(Fig. 2A), o que esta de acordo com
outros estudos de outros grupos (50-
52). Este resultado parece indicar a
diminui¢gdo em um dos passos da
geracdo de NO anivel endotelial, o que
estaria de acordo com um efeito pro-
tector da administragdo de L-arginina
na produg¢do de NO e no relaxamento
dependente do endotélio, como
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Fig. 1 — Pressoes arteriais sistolica e diastolica em ratos controlo e em ratos submetidos a dieta
com 5 mg/kg/dia de CsA durante 4 semanas. As pressoes arteriais foram determinadas
pelo método da manga insuflavel na artéria da cauda em ratos conscientes. Cada coluna
representa uma media + e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (**P<0.01: vs grupo controlo).
Valores retirados de Santiago M e col. Fund Clin Pharmacol 2003; 17: 43-50.
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Fig. 2 — Conteudo arterial de nitritos (A) e de GMPc (B) em ratos controlo e em ratos tratados com

5 mg/kg/dia de CsA durante 4 semanas. (A)) Conteudo de nitritos na aorta total. (A,)

Distribuig@o de nitritos entre a camada endotelial e a camada muscular lisa. A determinagao

de nitritos foi efectuada pelo método do reagente de Griess e o contetido de GMPc através

de imunoensaio enzimatico. Cada coluna representa a media + e.p.m. (percentagens do
controlo também expressas) de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs grupo
controlo).

Retirado (e traduzido) de Santiago M e col. Fund Clin Pharmacol 2003; 17: 43-50.
anteriormente sugerido por alguns entanto, ndo sera de excluir a possi-
estudos, ndo todos, encontrados na  bilidade de alteragdes na via NO-
literatura (48-52). Por outro lado, nos  GMPc no musculo liso vascular por
nossos resultados verificou-se ainda  efeito directo do tratamento com CsA.
que, apesar daquela diminui¢éo do No mesmo estudo (47), a CsA pro-
contetido em nitritos, a sua distribui¢do  moveu ainda uma diminuic3o do con-
entre a camada endotelial eamuscular  teido de GMPc na aorta, o que podera
lisa se manteve idéntica a do grupo  ser resultante da diminuigdo dos niveis
controlo (Fig. 2A,), o que podera de NO. Mas, como a percentagem
afastar a hipotese de uma diminui¢do  perdida em GMPc (67%) foi
do transporte em resultado da significativamente superior a perda em
alteragdo no contetdo total. No  NO (30%), ndo devera excluir-se um
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efeito directo da CsA no metabolismo
do GMPc, nomeadamente na
actividade das enzimas que regulam a
sua sintese, a guanilato ciclase (GC), e
a sua degradacdo, as fosfodiesterases
de nucleoétidos ciclicos (PDEs). Esta
explicagdo estd de acordo com a
hipotese ja atrds formulada de um
efeito da CsA ndo apenas na camada
endotelial mas também nas células
musculares lisas, onde o GMPc é
formado, também sugerido por outros
autores (22,41,52). Mais ainda, suporta
também a ideia de diminuigao do rela-
xamento independente do endotélio,
que outros estudos ja referiram
(8,22,41,62). Assim, 0S nossos resulta-
dos apontam para um efeito combinado
da CsA no metabolismo vascular do
NO e do GMPc, contribuindo para a
exacerbada diminuicdo de GMPc e,
consequentemente, para a desregu-
lagdo da reactividade vascular.

As plaquetas possuem igualmente
avia de produgdo de NO, que por sua
vez activa a guanilato ciclase e origina
0 GMPc, responsavel pela inibicdo da
actividade plaquetaria (28,29,63,64). O
principal dado obtido nos nossos estu-
dos foi 0 aumento do contetido de NO
e de GMPc nas plaquetas dos ratos
tratados com CsA relativamente ao
controlo, contrastando com os efeitos
que ocorrem a nivel vascular (47).

As plaquetas sdo vulgarmente usa-
das como modelos das células muscu-
lares lisas e, desta forma, os resultados
obtidos sdo, numa primeira analise,
muito surpreendentes. Dois possiveis
mecanismos poderdo estar na base
deste efeito: - uma auto-regulacao
plaquetéria em resposta a hiperactivagéo
resultante do tratamento com CsA; ou
- um mecanismo hemodinamico de con-
tra-regulagdo em resposta a diminuicao
dos niveis vasculares de NO e GMPc.
Em estudos anteriores havia ja sido

demonstrado um aumento da reac-
tividade plaquetaria associado a
administra¢do de CsA (10,11), nomea-
damente através de um aumento da
[Ca?']i (11), que podera contrariar
aquela hiperactivacdo plaquetaria pela
libertagdo de NO e, consequente-
mente, de GMPc. Um efeito seme-
lhante, ainda que ndo na hipertensao
arterial induzida pela CsA, havia sido
sugerido por Radomski et al (28),
como um mecanismo fisioldgico de
activag@o-inibicao das plaquetas, uma
vez que a actividade da NOS cons-
titutiva, presente nas plaquetas, € esti-
mulada pelo aumento da [Ca*]i.

A exposicdo das plaquetas in vitro a
CsA, naauséncia do ambiente vascular,
resultou igualmente num aumento do
conteudo plaquetario de nitritos,
maioritariamente resultante da eleva-
¢do da sua libertacdo pelas plaquetas
(47). Assim, ndo excluindo a hipdtese
de um efeito hemodindmico compen-
satdrio resultante da diminuigdo vas-
cular de NO e de GMPc, os dados
que obtivemos parecem apontar para
uma regulacdo (dependente de NO e
de GMPc) plaquetaria em resposta a
propria agressdo promovida pela CsA.
Os mecanismos bioquimicos subja-
centes a esta nova e interessante pers-
pectiva merecem ulterior clarificagdo.

Em suma, a CsA parece afectar a
via Larginina-NO-GMPc¢ nao apenas
por efeitos a nivel do endotélio arte-
rial, onde o NO € produzido por
ac¢do da NOS, mas igualmente a nivel
da camada muscular lisa, onde a acti-
vacdo da guanilato ciclase resulta na
geragdo de GMPc, com os conse-
quentes efeitos na funcionalidade vas-
cular. A resposta plaquetaria que
acompanha estas alteragdes € no sen-
tido da gerag@o/libertagdo de adicional
quantidade de NO e de GMPc, que
podera ser o resultado de um me-
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canismo hemodindmico compensatdrio
ou de uma auto-defesa a propria
hiperactivagdo plaquetaria induzida pela
CsA, também ja bem documentada em
estudos anteriores.

NOS e do relaxamento dependente do
endotélio (21,22, 48-55), outros ou ndo
registaram alteracdes a nivel dos refe-
ridos mecanismos ou obtiveram
mesmo uma diminuicdo da actividade
da NOS (56-58). Os estudos encon-
trados na literatura sdo igualmente

EFEITO DE UMA DIETA discordantes relativamente a eficacia
SUPLEMENTAR COM da administracdo de L-arginina, o
L-ARGININA substracto da NOS, na prevengdo das

Os estudos encontrados na litera-
tura acerca do papel do NO no au-
mento da reactividade vascular e
plaquetaria na hipertensao arterial indu-
zida pela ciclosporina revelam resul-
tados dispares. Assim, enquanto alguns
apontam para uma diminui¢do da
producdo de NO, da actividade da

alteracdes induzidas pela CsA. Assim,
enquanto alguns sugerem que a L-
arginina poderd prevenir a desre-
gulacdo da producdo de NO e do
relaxamento dependente do endotélio
(48,49,52), outros sugerem que o
aumento no conteido de NO que
obtiveram constitui um mecanismo de
contra-regulagdo originado pelo
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Fig. 3 — Conteudo plaquetar de nitritos (A) e de GMPc (B) em ratos controlo e em ratos tratados
com 5 mg/kg/dia de CsA, durante 4 semanas. A determinacdo de nitritos foi efectuada pelo
método do reagente de Griess ¢ o conteudo de GMPc através de imunoensaio enzimatico.
Cada coluna representa media = e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs
grupo controlo).

Retirado (e traduzido) de Santiago M e col. Fund Clin Pharmacol 2003; 17: 43-50.
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Fig. 4 — Conteudo arterial de nitritos (A) e de GMPc (B) em ratos controlo, em ratos tratados com
5 mg/kg/dia de CsA e em ratos tratados conjuntamente com 1,25g/1 de L-arginina+CsA (5
mg/kg/dia), durante 4 semanas. A determinag¢ao de nitritos foi efectuada pelo método do
reagente de Griess e o conteudo de GMPc através de imunoensaio enzimatico. Cada coluna
representa a media + e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs grupo
controlo; *P<0.05; 2P<0.01: vs grupo CsA).

Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Proc Eur Soc Microcirc 2002; 257-261.

aumento da vasoconstri¢do induzido
pela CsA (56,58,65,66).

Nos nossos trabalhos (67) verificou-
se que a administragdo concomitante
de L-arginina com CsA permitiu
prevenir a diminuicdo dos niveis
arteriais de NO e de GMPc em ratos
tratados somente com o imunossu-
pressor (Fig. 4). Este dado parece
indicar um papel da CsA ao nivel da
actividade da NOS, por efeito direc-
tamente em algum dos seus compo-
nentes ou cofactores, o que concor-
daria com outros estudos encontrados
na literatura (54,55).

Anivel plaquetar, a administragdo
de L-arginina conjuntamente com a
CsA produziu uma normalizag¢ao dos
valores de NO e de GMPc, para os
niveis encontrados no grupo controlo

(Fig. 5). Ou seja, o aumento do
contetido plaquetario de NO e de
GMPc resultante do tratamento com
CsA foi prevenido pela administragdo
concomitante de L-arginina (67). Estes
dados, conjuntamente com uma dimi-
nuicdo da agregagdo plaquetdria
induzida pela CsA (dados néo incluidos
em grafico) sugerem que na presenca
de L-arginina ndo mais sera necessaria
a contra-regulacdo plaquetaria em
respostas a essas agressdes. Isto
estaria de acordo com o anteriormente
sugerido para explicar as alteragcdes
dos niveis plaquetarios de NO (nitritos)
e de GMPc nos ratos do grupo CsA
relativamente ao controlo (Fig. 3). Isto
¢, anormalizacdo do sistema vascular e
plaquetario ao nivel da viaNO-GMPc
pela administragdo da L-arginina torna
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Fig. 5 — Contetido plaquetar de nitritos (A) e de GMPc (B) em ratos controlo, em ratos tratados
com 5 mg/kg/dia de CsA e em ratos tratados conjuntamente com 1,25g/1 de L-arginina+CsA
(5 mg/kg/dia), durante 4 semanas. A determinacdo de nitritos foi efectuada pelo método do
reagente de Griess e o contetido de GMPc através de imunoensaio enzimatico. Cada coluna
representa a media + e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs grupo

controlo; ®P<0.01: vs grupo CsA).

Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Proc Eur Soc Microcirc 2002; 257-261.

desnecessaria a resposta plaquetaria no
sentido de aumentar os seus niveis em
NO (nitritos) e GMPc.

Uma explicacdo semelhante foi
avancada em trabalhos de outros autores.
A hipétese que levantaram aponta para
um hiperactivagdo da via L-arginina-
NO-GMPc vascular como resposta a
uma exacerbada vasoconstri¢do induzida
pela CsA (56,58). Esses trabalhos,
contudo, reportam-se a vasculatura, o
que claramente contrasta com os
nossos dados, podendo no entanto ser
retida a semelhanga na explicacdo por
eles avangada. A grande maioria dos
trabalhos encontrados na literatura
apontam, no entanto, para uma
diminui¢@o da producdo vascular de
NO/GMPc e do relaxamento vascular
associados a HTA induzida pela CsA
(21-23,52-55,68).

A hipdétese de existirem diferentes
mecanismos para as plaquetas e vasos
recomenda, contudo, que o uso das
plaquetas como modelos para as
células musculares lisas vasculares na
HTA induzida pela CsA seja visto com
as necessarias precaucdes e reservas,
pelo menos no que ao sistema L-
arginina-NO-GMPc diz respeito.

Relativamente as pressdes arteriais,
0s nossos resultados indicaram que a
administracdo de L-arginina em
conjunto com a CsA n@o previne o
desenvolvimento de hipertensio arte-
rial (Fig. 6) (67). Este dado ¢ de certa
forma surpreendente dados os efeitos
benéficos que a administragdo de L-
arginina havia produzido, normalizando
os conteudos vascular e plaquetario de
NO e de GMPc. Em conjunto, os
resultados obtidos parecem sugerir que
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Fig. 6 — Pressdes arteriais sistolica (A) e diastolica (B) em ratos controlo, em ratos tratados com

5 mg/kg/dia de CsA e em ratos tratados conjuntamente com 1,25g/1 de L-arginina+CsA (5
mg/kg/dia), durante 4 semanas. As pressdes arteriais foram determinadas pelo método da
manga insuflavel na artéria da cauda em ratos conscientes. Cada coluna representa a media
+e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (**P<0.01: vs grupo controlo). Reis F. e col. J Vasc Res

2002; 39(S1): 27

Dados retirado de Reis F e col. Proc Eur Soc Microcirc 2002; 257-261.

adesregulagdo da via L-arginina-NO-
GMPc induzida pela CsA ndo resultara
unicamente de alteragdes ao nivel da
disponibilidade do substracto ou da
actividade da NOS, podendo ainda
outros alvos contribuir para aquela
alteragcdo. Ou, como também € co-
nhecido, a hipertensdo arterial induzida
pela CsA ndo resultara apenas de
alteragGes desta via.

EFEITO DE UMA DIETA
SUPLEMENTAR COM
5-MONONITRATO DE
ISOSSORBIDO

Um dos principais passos atras na
investigacdo deste tema foram os
resultados controversos relativamente

aos hipotéticos beneficios do trata-
mento com L-arginina na actividade
vascular e plaquetaria associada a
hipertensao arterial induzida pela CsA
(56,58,67). Todavia, sendo a L-arginina
o substracto da NOS, podera
perguntar-se o0 que acontece com 0
fornecimento de um dador de NO,
como o 5-mononitrato de isossorbido
(IS-5-MN). Este nitrato organico € ja
h4a muitos anos utilizado como
vasodilatador corondrio na terapéutica
da angina de peito (69,70). Dadas as
suas propriedades de dador de NO
(71,72), seré possivel que tenha efeito
vasodilatador e que contrarie nao
apenas a hipertensao arterial induzida
pela CsA mas também, e especial-
mente, as altera¢des estruturais e
funcionais a ela subjacentes?
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Fig. 7 — Contetdo arterial de GMPc em ratos controlo, em ratos tratados com 5 mg/kg/dia de CsA
e em ratos tratados com 150 mg/kg/dia (bid) de IS-5-MN por 2 semanas e conjuntamente
com CsA por mais 7 semanas, em condigdes basais e apds incubacdo com 0,1 mM NPS;
1.0 mM L-NNA ou 10 mg/ml de LPS+100 U/ml de IFN-g. O conteudo arterial de GMPc
foi determinado através de imunoensaio enzimatico. Cada coluna representa a media +
e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs grupo controlo; 2P<0.05: vs

grupo CsA).

Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Proc Eur Soc Microcirc 2002; 305-309.

Nos resultados que publicamos
(67,73) verificou-se que a administracdo
conjunta de [S-5-MN com CsA, apds
um periodo prévio de duas semanas
de administragdo isolada com IS-5-
MN, permite prevenir as alteragdes nos
contetdos vasculares de GMPc (Fig.
7). De destacar que ao nivel basal, sem
apresenca de inibidores da actividade
da NOS constitutiva ou indutores da
NOS indutivel, o contetido de GMPc¢
obtido no grupo IS-5-MN+CsA ¢
mesmo superior a concentragdo do
grupo controlo, podendo este resultado
estar associado ao facto de se iniciar
previamente a administragdo isolada de
[S-5-MN neste grupo, o que podera
ser essencial a preservacdo dos niveis
basais apds o inicio do tratamento com
a CsA.

Este resultado confirma os nitratos
organicos, nomeadamente o IS-5-
MN, como farmacos com potencia-
lidades para serem usados preventi-
vamente nas altera¢des vasculares
bioquimico-funcionais associadas a
hipertensao arterial induzida pela CsA.

Relativamente ao efeito do IS-5-
MN ao nivel do sistema NO-GMPc
plaquetario, verificou-se que este
reverte totalmente a diminuicdo da
actividade da NOS induzida pela
ciclosporina (Fig. 8), e tende a impe-
dir o aumento dos niveis plaquetarios
de GMPc (Fig. 9) (74). Tratando-se de
um dador de NO, a tendéncia para
uma diminui¢@o da concentragdo de
GMPc é, em primeira analise, um
paradoxo. Mais, os resultados obtidos
confirmam que, contrariamente ao que

16
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parece suceder a nivel arterial, a CsA
promove um aumento dos teores de
NO e de GMPc nas plaquetas,
hipoteticamente como um mecanismo de
auto-regulagdo plaquetario resultante
de uma hiperreactividade induzida pela
CsA, como previamente sugerido e
explicado. O facto do IS-5MN
diminuir parcialmente os contetidos de
GMPc podera significar uma dimi-
nui¢do da agressdo a nivel vascular e
plaquetario, e uma tendéncia para a
normalizagdo da actividade plaquetar
e das interac¢des e contra-regulacdes
vaso-plaqueta.

De facto, as plaquetas de ratos
tratados com [S-5-MN+CsA
demonstraram niveis normais de
[Ca?']i estimulada por trombina e

agregacdo plaquetaria induzida por
colagénio, comparativamente aos ratos
tratados isoladamente com a CsA
(73,74). Esta normalizag¢ao da funcéo
plaquetar foi reforcada por estudos de
microscopia electronica da morfologia
plaquetaria (73). O efeito do IS-5-MN
na funcdo plaquetédria de ratos
submetidos a tratamento com CsA ¢
original na literatura e, desta forma,
nenhuma comparagdo podera ser
estabelecida com outros estudos.
Contudo, uma melhoria da fung¢ao
plaquetaria apds administragdo de [S-
5-MN foi demonstrada em outro tipo
de trabalhos com plaquetas (75-77).
Também neste estudo (73), o IS-5-
MN preveniu a diminui¢do da acti-
vidade da NOS induzida pela CsA

129 B csa

Controlo

IS-5-MN+CsA

de [*H]-L-Arginina em [PH]-Citrulina)
=
1

Actividade da NOS Plaquetar (% de conversio

L-NNA LPS (10 pg/ml)
+
(1 mM) IFN-y (100 U/ml)

Fig. 8 — Actividade da NOS plaquetar em ratos controlo, em ratos tratados com 5 mg/kg/dia de
CsA e em ratos tratados com 150 mg/kg/dia (bid) de IS-5-MN por 2 semanas e
conjuntamente com CsA por mais 7 semanas, em condi¢des basais e apds incubagdo com
1,0 mM L-NNA ou 10 mg/ml de LPS+100 U/ml de IFN-g. Cada coluna representa a
percentagem da conversdo de [*H]-L-arginina em [*H]-L-citrulina+ e.p.m. de 10 ratos de
cada grupo (*P<0.05; **P<0.01: vs grupo controlo; *P<0.05; *P<0.01: vs grupo CsA).
Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Thromb Res 2003; 110: 107-115.
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(Fig. 8) e, mais surpreendentemente,
promoveu uma diminui¢o tendencial
do contetido plaquetario de GMPc
para niveis préximos do controlo (Fig.
9). Tratando-se de um farmaco dador
de NO, esperar-se-ia a partida um
efeito oposto. Contudo, uma vez que
ocorreu uma normalizacdo da funcéo
plaquetaria, como previamente co-
mentado, o aumento da concentragdo
de GMPc, hipoteticamente originado
para regular a hiperreactividade
plaquetaria, ndo mais sera necessario
quando o IS-5-MN esta presente e a
[Ca®']i e agregacdo plaquetares estdo
normalizadas. Um efeito semelhante foi
também atras relatado em ratos
sujeitos a tratamento com L-arginina,

confirmando o efeito benéfico da dieta
suplementar com dadores de NO na
hiperactivag¢do plaquetaria induzida
pela CsA. Em suma, este resultado
confirma ainda a prévia suposi¢do de
um aumento de GMPc como meca-
nismo compensatdrio plaquetario em
resposta a exacerbada activacao.

Relativamente as pressoes arteriais,
o tratamento preventivo com [S-5-
MN permitiu prevenir o aumento da
pressdo arterial sistolica e diastolica
encontrado em ratos a tomar
isoladamente CsA (Fig. 10), o que
contrasta com os resultados obtidos
quando se testou 0 mesmo tratamento
com outro farmaco dador de NO, a
L-arginina (74).

BASAL

= 40 —
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g 35 4 M| csa
= IS-5-MN+CsA
= 30 1
=
S 25
£
o
~ 20 4
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]
= 15
v
=
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&
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Z
— 0

(0,1 mM)

Fig. 9 — Contetdo plaquetar de GMPc em ratos controlo, em ratos tratados com 5 mg/kg/dia de
CsA e em ratos tratados com 150 mg/kg/dia (bid) de IS-5-MN por 2 semanas e
conjuntamente com CsA por mais 7 semanas, em condic¢des basais e apds incubagdo com
NPS (100 mmol/L). O contetido arterial de GMPc foi determinado através de imunoensaio
enzimatico. Cada coluna representa a média = e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (*P<0.05:

vs grupo controlo).

Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Thromb Res 2003; 110: 107-115.
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Fig. 10 — Pressdo arterial sistolica (A) e diastélica (B) em ratos controlo, em ratos tratados com 5
mg/kg/dia de CsA e em ratos tratados com 150 mg/kg/dia (bid) com IS-5-MN por 2
semanas ¢ conjuntamente com CsA por mais 7 semanas. As pressdes arteriais foram
determinadas pelo método da manga insuflavel na artéria da cauda em ratos conscientes.
Cada valor representa a média + e.p.m. de 10 ratos de cada grupo (**P<0.01: vs grupo

controlo; ®P<0.01: vs grupo CsA).

Retirado (e traduzido) de Reis F e col. Proc Eur Soc Microcirc 2002; 305-309.

A obtencdo de pressdes arteriais
similares ao grupo controlo mesmo
apos 7 semanas de tratamento conjunto
com a CsA, parece indicar que a
administrag@o deste nitrato organico,
nestas condi¢des, ndo origina o
desenvolvimento de tolerancia,
geralmente associada a terapéutica
com farmacos deste grupo (78). A este
facto ndo deverdo ser alheias as
precaugdes metodologicas introdu-
zidas: por um lado a preservagdo de
um periodo livre de farmaco de pelo
menos 4 horas, resultante da adminis-
tragdo bididria assimétrica e, por outro,
o inicio da administragdo de IS-5-MN
de forma isolada por um periodo de 2
semanas antes da administracéo

concomitante com CsA por um
periodo adicional de 7 semanas, o que
poderd permitir a criagdo de uma
reserva de NO antes dos efeitos da
CsA sobre a via NO-GMPc se
iniciarem.

A obtengdo de efeitos benéficos da
administragdo preventiva de IS-5-MN
ndo apenas ao nivel das pressodes
arteriais, mas, e especialmente, ao nivel
da via NO-GMPc vascular e
plaquetaria, faz crer que este farmaco
podera vir a desempenhar um papel
importante na prevengdo da hiper-
tensdo arterial induzida pela CsA.
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CONCLUSOES NO-GMPc, e da fungdo vascular a ela
inerente. Ao nivel das plaquetas, e em
No modelo animal de hipertensdo  contraste com os dados obtidos na
arterial induzida pela CsA utilizado  vasculatura, a CsA originou um au-
pelo nosso grupo de investigacdo, o mento tanto de NO como de GMPc.
tratamento com a CsA promoveuuma  Este efeito podera ser visto como um
diminuigdo do contetido arterial deNO  mecanismo de auto-defesa das pla-
e de GMPc, sendo ainda mais quetasem respostaa propria hiperac-
acentuado o deste ultimo. Este dado  tivagdo induzida pela CsA, ou um
faz supor um efeito ao nivel daviade mecanismo hemodindmico compen-
sintese de NO no endotélio vascular, satdrio as altera¢des ocorridas a nivel
pela supressao do proprio substracto,  arterial.
a L-arginina, e/ou pela diminuigdo da A administragdo concomitante de
actividade daenzimaresponsavel pela  L-arginina com a CsA preveniu as
sintese, a NOS e, paralelamente, um alteragcdes vasculares e plaquetarias
efeito na propria camada muscular lisa,  induzidas pela CsA. Contudo, e de
onde o GMPc é formado e desenvolve  forma algo surpreendente, ndo teve
as suas fungdes. Esta combinagdo efeito benéfico significativo ao nivel da
devera contribuir para o agravamento  prevencdo da hipertensdo arterial
dadisfuncionalidade da via L-arginina-  induzida pela CsA (Fig. 11). Este
Dador de NO
Substrato
da NOS Plaqueta
( Normalizago
NOS V da fungéo plaquetar
Normalizagdo
Célula (/ do NO/GMPc
endotelial vascular/ plaquetar
Controlo da
\ X Presséo Arterial
1S-5-MN
* Preservagio da
funcionalidade ??
e estrutura vasculat
. v
muscular lisa
Inibigio
Vasodilatagio Plaquetar

Fig. 11 — Diagrama representativo da via L-arginina-NO-GMPc¢ vascular ¢ plaquetérias e das
implicagdes fisiopatoldgicas do tratamento, concomitante com a CsA, de L-arginina (o
substrato da NOS) ou do IS-5-MN (nitrato orgédnico), quer a nivel das pressdes arteriais

quer a nivel da funcionalidade vascular e plaquetaria.
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falhango da L-arginina fez pensar em
outra escolha terapéutica que ndo se
cingisse a simples administragdo do
substrato da NOS. Com efeito, a
administragdo preventiva de [S-5-MN
conjuntamente com a CsA promoveu
a normalizacdo das alteragoes da via
L-arginina-NO-GMPc vascular e
plaquetéria, mas preveniu também, e
de forma aparentemente sustentada, o
desenvolvimento de hipertensao arte-
rial (Fig. 11). Estes resultados parecem
indicar, uma vez mais, que os disturbios
originados pela CsA nd@o ocorrem
apenas na sintese endotelial de NO
mas também na geracdo de GMPc ao
nivel da camada muscular lisa. Assim,
um farmaco que ndo seja meramente
o substrato da NOS, mas um dador
de NO mais efectivo, podera ser
terapeuticamente mais bem sucedido
na normalizagdo das alteragoes da via
L-arginina-NO-GMPc (Fig. 11).

A constatagdo de efeitos benéficos
ao nivel da via L-arginina-NO-GMPc
vascular e plaquetar, abre grandes
esperangas relativamente a eficacia do
IS-5-MN nao apenas em baixar e
controlar a pressdo arterial, mas, e
especialmente, em prevenir e/ou re-
verter as altera¢des funcionais ¢
estruturais subjacentes a lesdo vascu-
lar e a HTA. A confirmar-se tal efi-
cacia, podera vir a propor-se o [S-5-
MN como terapéutica preventiva da
hipertensdo arterial secundaria a
utilizagdo de CsA e, eventualmente,
também como preventivo da evolugao
das suas habituais lesdes car-
diovasculares que os anti-hipertensores
classicos ndo se tém mostrado capazes
de evitar. Todavia, ndo deverdo ser
desprezados em estudos ulteriores os
hipotéticos riscos da sua utilizagdo
continuada, designadamente: - um
efeito vasodilatador e anti-agregante
exacerbado e descompensatdrio ou,

por outro lado, - a perda de eficacia
pelo estabelecimento de tolerancia.
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Dr. Flavio Reis

Instituto de Farmacologia e Terapéutica
Experimental

Faculdade de Medicina

—Universidade de Coimbra

3004-504 Coimbra
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E-mail: flavio@ci.uc.pt
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