einstein

Publicacao Oficial do Instituto Israelita
de Ensino e Pesquisa Albert Einstein

ISSN: 1679-4508 | e-ISSN: 2317-6385

Como citar este artigo:

Silva JD, Ballejo G. Caracterizagéo
farmacoldgica das vias de influxo de calcio
envolvidas na producao de dxido nitrico por
células endoteliais. einstein (Sao Paulo).
2019;17(3):eA04600. http://dx.doi.org/
10.31744/einstein_journal/2019A04600

Autor correspondente:

Janyerson Dannys Pereira da Silva
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo

Departamento de Farmacologia

Avenida Bandeirantes, 3.900 - Monte Alegre
CEP: 14049-900 - Ribeiréo Preto, SP, Brasil
Tel.: (16) 3315-3326

E-mail: janyersondannys@gmail.com

Data de submissao:
27/5/2018

Data de aceite:
20/12/2018

Conflitos de interesse:
ndo ha.

Copyright 2019

(e

Esta obra estd licenciada sob

uma Licenga Creative Commons
Atribui¢ao 4.0 Internacional.

ARTIGO ORIGINAL

Caracterizacao farmacoldgica das vias de
Influxo de calcio envolvidas na producéo

de oxido nitrico por células endoteliais

Pharmacological characterization of the calcium influx pathways
involved in nitric oxide production by endothelial cells

Janyerson Dannys Pereira da Silva', Gustavo Ballejo’
' Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, SP. Brasil.

DOI: 10.31744/einstein_journal/2019A04600

RESUMO

Objetivo: Caracterizar as vias do influxo de célcio envolvidas no aumento sustentado da
concentracao intracelular de célcio na célula endotelial, essencial para a sintese e a liberacéo
de fatores relaxantes. Métodos: Analisamos o efeito de derivados pirazélicos sintetizados
recentemente, descritos como inibidores seletivos para canais ORAIl (BTP2/Pyr2 e Pyr6) e
TRPC3 (Pyr3 e Pyr10), nos relaxamentos dependentes de endotélio e calcio extracelular,
produzidos por acetilcolina e tapsigargina, em anéis pré-contraidos da aorta toracica de rato.
Resultados: As respostas de acetilcolina e tapsigargina foram completamente revertidas
por Pyr2 e Pyr6 (1 a 3uM). Pyr3 (0,3 a 3uM) produziu reversao répida dos relaxamentos de
acetilcolina (6,2=0,08mg.s") e tapsigargina (3,9+0,25mg.s"), enquanto o bloqueador mais
seletivo para TRPC3, Pyr10 (1 a 3uM), nao apresentou efeito. ML204 (1 a 3uM), bloqueador
seletivo de TRPC4, descrito ha pouco tempo, reverteu os relaxamentos induzidos por acetilcolina
de forma completa, mas afetou minimamente aqueles produzidos por tapsigargina. Os
derivados pirazélicos ou ML204 nao afetaram os relaxamentos estimulados com GSK1016790A
(TRPV4-agonista). Ainda, apds pré-incubacdo com Pyr2 e Pyr6, acetilcolina e tapsigargina
provocaram relaxamentos transitérios semelhantes em magnitude e cinética aqueles observados
na auséncia de célcio extracelular. Os relaxamentos do nitroprussiato de sddio e as contracdes
induzidas pela fenilefrina (aorta sem endotélio) ndo foram afetados pelos compostos pirazélicos
(1 a 3uM). Conclusao: Essas observacoes revelaram uma complexidade desconhecida das vias
de influxo de célcio no endotélio da aorta de rato, que resultam na producéo e na liberagéo
de oxido nitrico. Vias distinguiveis farmacologicamente medeiam o influxo estimulado por
acetilcolina (ORAI TRPC, diferentes de TRPC3 TRPC4) e tapsigargina (TRPC4 nao requerido).

Descritpres: Células endoteliais; Calcio/metabolismo; Proteina ORAI1; Canais de cation TRPC;
Aorta; Oxido nitrico; Ratos; Relaxamento

ABSTRACT

Objective: To characterize the calcium influx pathways implicated in the sustained elevation
of endothelial intracellular calcium concentration, required for the synthesis and release
of relaxing factors. Methods: We evaluated the effect of the newly synthesized pyrazole
derivatives, described as selective inhibitors for ORAI (BTP2/Pyr2 and Pyr6) and TRPC3 (Pyr3
and Pyr10) channels, upon endothelium- and extracellular calcium-dependent relaxations
stimulated by acetylcholine and thapsigargin, in pre-constricted rat thoracic aortic rings.
Results: Acetylcholine and thapsigargin responses were completely reverted by Pyr2 and
Pyr6 (1 to 3uM). Pyr3 (0.3 to 3uM) caused a rapid reversal of acetylcholine (6.2+0.08mg.s™)
and thapsigargin (3.9+0.25mg.s™") relaxations, whereas the more selective TRPC3 blocker
Pyr10 (1 to 3uM) had no effect. The recently described TRPC4/5 selective blocker, ML204
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(1 to 3uM), reverted completely acetylcholine relaxations, but
minimally thapsigargin induced ones. Noteworthy, relaxations
elicited by GSK1016790A (TRPV4 agonist) were unaffected by
pyrazole compounds or ML204. After Pyr2 and Pyr6 pre-incubation,
acetylcholine and thapsigargin evoked transient relaxations similar
in magnitude and kinetics to those observed in the absence of
extracellular calcium. Sodium nitroprusside relaxations as well
as phenylephrine-induced contractions (denuded aorta) were not
affected by any of pyrazole compounds (1 to 3uM). Conclusion:
These observations revealed a previously unrecognized complexity
in rat aorta endothelial calcium influx pathways, which result
in production and release of nitric oxide. Pharmacologically
distinguishable pathways mediate acetylcholine (ORAI/TRPC other
than TRPC3/TRPC4 calcium-permeable channels) and thapsigargin
(TRPC4 not required) induced calcium influx.

Keywords: Endothelial cells; Calcium/metabolism; ORAI1 protein;
TRPC cation channels; Aorta; Nitric oxide; Rats; Relaxation

INTRODUCAO

Evidéncias acumuladas até o presente indicam que o
célcio extracelular é necessario para a producao con-
tinua de oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais
(CE), sugerindo o envolvimento do influxo de célcio.!
Por exemplo, muitas substancias endogenas e sintéticas
que causam relaxamentos dependentes do endotélio e
de NO em artérias isoladas, ou estimulam a produgao de
NO em culturas de CE, também induzem um rapido au-
mento na concentragao de calcio intracelular ([Ca**]),
dependente da concentracdo externa de Ca?*. De fato,
ja foi demonstrada correlacao entre as alteracOes na
[Ca**]. endotelial e a producdo de NO.“* Apesar des-
ses dados indicarem que o influxo de célcio em CE ¢
essencial para a sintese e a liberagao de fatores de rela-
xamento, ainda nao se conhece a identidade dos canais
envolvidos nesse influxo, e nem se sabe se os diferentes
estimulos das CE que dependem do Ca?* extracelular
envolvem os mesmos canais ou um conjunto diferente.
Diversas proteinas envolvidas nas vias de entrada de
célcio foram identificadas nas tultimas duas décadas.®
Interesse especial tém recebido as proteinas ORAI re-
centemente descobertas, bem como alguns membros da
familia de canais TRP permedaveis a cations e nao seleti-
vos, que medeiam a entrada de célcio operada por esto-
que (SOCE) (capacitativa) ou o influxo nao capacitativo
de Ca?* em diferentes tipos de células.*” Como os canais
ORALI e TRP estao presentes nas CE, essas moléculas
surgem agora como possiveis mediadores do influxo de
Ca?* necessario para a producao de NO nessas células.
Sendo assim, investigamos o efeito de derivados pi-
razdlicos recentemente disponibilizados, que provocam
um bloqueio seletivo dos canais ORAI (Pyr2 e Pyr6) e
TRPC3 (Pyr3 e Pyrl0), bem como do bloqueador de
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TRPC4, ML204,81) sobre os relaxamentos dependentes
do endotélio induzidos por acetilcolina ou thapsigargina.

OBJETIVO

Caracterizar farmacologicamente as vias de influxo de
calcio envolvidas na producdo de 6xido nitrico pelas
células endoteliais em resposta a acetilcolina e tapsi-
gargina.

METODOS

Animais

Ratos Wistar machos (200 a 220g) criados no bioté-
rio da Universidade de Sdo Paulo (USP), campus de
Ribeirao Preto, foram usados neste estudo. Os animais
foram alojados sob ciclo claro-escuro de 12 horas e
temperatura controlada, com acesso livre a alimentos
e agua. Os procedimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos de pesquisa com animais adota-
dos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
(COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacido Animal (CETEA, protocolo 024/2011).

Os ratos foram colocados sob anestesia profunda
com pentobarbital sédico (50mg/kg, intraperitoneal)
e sacrificados por exsanguinacdo. Apds a abertura da
cavidade toracica, a aorta toracica descendente foi
cuidadosamente retirada e logo transferida para pla-
cas de Petri contendo solucao de Krebs modificada
(116,0mM de NaCl; 4,5mM de KCI; 1,16mM de MgCl;
2,5mM de CaCl; 1,14mM de NaH,PO,; 25,0mM de
NaHCO,; ¢ 11,ImM de glicose). Removeu-se todo e
qualquer tecido perivascular das artérias, as quais fo-
ram, entdo, cortadas em pequenos segmentos cilin-
dricos (anéis, 3,5 a 4mm de comprimento). Tomou-se
muito cuidado para preservar o endotélio, mas, em
alguns experimentos, a remog¢ao mecanica do endoté-
lio foi realizada intencionalmente, esfregando-se com
delicadeza as superficies do limen dos anéis adrticos
entre os dedos, por 40 segundos.

Os anéis de aorta toracica (AAT) foram suspen-
sos em um banho para 6rgao isolado (Letica Scientific
Instruments, Espanha), contendo solugdo de Krebs a
37°C, eborbulhados continuamente com 95%0,/5%CO,
para o registro de contracOes isométricas. As variacoes
de forga dos anéis adrticos foram monitoradas conti-
nuamente com um sistema de aquisicao de dados (pro-
grama PowerLab, ADInstruments/LabChart v.5.0).

Os AAT foram estirados gradualmente até 2g e,
depois, aguardou-se que atingissem o equilibrio duran-
te 1 a 2 horas (washout em intervalos de 20 minutos).
A tensao em repouso foi ajustada para 2g, caso ocorres-
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sem alteracoes durante os primeiros 40 minutos. Usou-se
fenilefrina (FE, 30-100nM) a cada 60 minutos, para in-
duzir contracoes. Para evitar qualquer interferéncia
vasomotora de produtos derivados da ciclo-oxigenase,
adicionou-se sempre diclofenaco (10uM) a solucao de
Krebs. Para os experimentos, selecionou-se concentra-
cao de FE que causasse contragdes subméaximas (60 a
80% da resposta maxima). As substancias foram testa-
das assim que as contragdes atingiram um plato (cerca
de 7 a 8 minutos).

A viabilidade do endotélio foi avaliada pela deter-
minacdo da resposta de relaxamento mediante ACh
(1uM). Os AAT foram considerados com o endotélio
intacto (+E, =80% relaxamento) ou o endotélio remo-
vido (-E, sem relaxamento).

Substancias quimicas

Acetilcolina, FE e GSK1016790A foram comprados da
Sigma Aldrich; diclofenaco, tapsigargina, Pyr2 e nitroprus-
siato de sodio (NPS) foram adquiridos da Calbiochem™;
HC-067047 e ML204, da Tocris Bioscience; e L-NNA
da Research Biochemicals International-USA. Os com-
postos pirazélicos (Pyr3, Pyr6 e Pyr10) foram sintetiza-
dos conforme descrito por Glasnov et al.,'? e fornecidos
por Dr. Klaus Groschner (Instituto de Biofisica-MedUni
Graz, Austria).

Representacao e analise de dados

Os relaxamentos ou contracoes foram expressos como
alteracOes na tensao das contragdes induzidas por FE,
calculadas de acordo com a formula a seguir: AT(%) =
[(Tfinal - TFE-platG)/ (TFE-plam - Tchouso)] X100; valores nega-
tivos correspondem a relaxamentos. A andlise dos resul-
tados (curso temporal, area sob a curva — ASC, duragao
e cinética) foi realizada nos programas GraphPad Prism
(v.5.01) e LabChart Pro (v.7.3.8). Todos os dados sao ex-
pressos como médiaxerro padrdo da média (EPM). O
teste ¢ de Student foi usado para determinar a significan-
cia estatistica (p>0,05: nao significativo). O asterisco
indica diferengas significativas: *p<0,05; **p<0,01;
*#4n<0,001.

RESULTADOS

Inicialmente, foram concebidos experimentos para con-
firmar a necessidade de endotélio, sintese de NO e con-
centragdo de célcio extracelular ([Ca**] ) para os relaxa-
mentos de ACh, Thap e GSK101 (ativador de TRPV4).
Os trés agentes causaram relaxamentos sustentados,
estritamente endotélio-dependentes e abolidos pelo

L-NNA (Figuras 1A a 1E); o inicio dessas respostas foi
rapido para ACh/Thap (<3 segundos) e mais lento para
GSK101 (>2 minutos), e estes atingiram o estado de
equilibrio em 4 a 6 minutos, persistindo por, no mini-
mo, 10 minutos. O L-NNA ndo teve efeito algum sobre
o relaxamento independente de endotélio causado pelo
NPS. O papel do [Ca**]  foi avaliado por meio da incu-
bagdo de preparacoes arteriais (endotélio intacto) em
uma solucéo livre de Ca** por 40 minutos (Figuras 1A
a 1C, direita). Nessas condigdes, os relaxamentos endo-
télio-dependentes provocados por ACh e Thap foram
transformados em relaxamentos transitdrios, enquanto
aqueles provocados por GSK101 foram abolidos. A fi-
gura 1F mostra o curso temporal dessas respostas em
ambas as condicoes. Observe o perfil distinto dessas
respostas na solucao sem Ca’*. Para quantificar essas
diferencas, determinou-se a ASC (%.s) (Figura 1G). Os
valores da ASC indicaram que os relaxamentos NO-de-
pendentes na aorta de ratos foram modificados pela
auséncia de [Ca**] ; os relaxamentos transitérios com
ACh e Thap exibiram amplitudes semelhantes, mas os
respectivos valores da ASC foram diferentes. Curiosa-
mente, a cinética inicial dos relaxamentos provocados
por ACh e Thap nao foi afetada pela auséncia de [Ca**] .
Além disso, os relaxamentos transitorios no meio livre
de Ca?* demonstraram tempo até o pico de relaxamento
e duragao de resposta semelhantes (Figura 1H).

Em seguida, foram examinadas as potenciais vias
envolvidas no influxo de célcio em resposta a ambos os
agentes. Inicialmente, o efeito de Pyr2 e Pyr3 foi de-
terminado em AAT pré-contraidos sem endotélio, para
detectar os eventuais efeitos desses compostos direta-
mente sobre o musculo liso. Conforme mostrado nas
figuras 2A e 2B, ambos os compostos a 1 a 3uM tiveram
efeito inexpressivo nas contragdes produzidas por FE,
com lenta reducdo da tensido a 10uM. Em experimen-
tos posteriores, Pyr2 e Pyr3 foram usados em concen-
tracoes menores que 10uM. Tanto Pyr2 quanto Pyr3
causaram reversao completa e dependente de concen-
tracao dos relaxamentos provocados por ACh e Thap.
Ja os relaxamentos provocados por GSK101, de mag-
nitude comparavel, nao foram afetados. Além disso, os
efeitos da ACh e Thap nao pareceram envolver o in-
fluxo de calcio pelo canal TRPV4, ja que o bloqueador
seletivo de TRPV4, HC-067047, nao conseguiu reverter
essas respostas quando usado na mesma concentragao
em que reverteu totalmente os relaxamentos provoca-
dos por GSK101 (Figuras 2C a 2G).

Como a seletividade de Pyr2 e Pyr3 para canais ORAI
e TRPC3 foi questionada® — por exemplo, o Pyr3, que
foi previamente sugerido como inibidor seletivo de
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Figura 1. Os relaxamentos endotélio-dependentes sustentados produzidos por ACh e Thap necessitam de célcio extracelular. Registros originais mostrando o efeito da
ACh (A), Thap (B) e GSK101 (C) em anéis de aorta toracica pré-contraidos com fenilefrina (FE). Os efeitos foram analisados em anéis de aorta toracica com endotélio
intacto (4E), endotélio removido (-E), ou quando os anéis de aorta toracica de ratos com endotélio foram incubados em solugéo nominalmente sem célcio (sem

Ca?", preparada sem CaCl,) durante 40 minutos. Os niimeros embaixo das abreviagdes indicam a concentragéo do farmaco em uM. As barras de escala indicam as
variagoes de tempo em minutos (horizontal) e de tensao em g (vertical). (D) e (E) Variacéo da tenséo (A) em percentagem da contragéao induzida por FE produzida por
ACh, Thap e GSK101 em anéis de aorta toracica +E ou -E. (E) Efeitos da adigéo de L-NNA (100M) no platd de relaxamentos causados por ACh, Thap e GSK101, ou
nitroprussiato de sddio (NPS; 100nM). (F) Curso temporal representativo dos relaxamentos produzidos por ACh (1uM), Thap (30nM) ou GSK101 (3nM) na presenca
(tragos azuis) ou au§éncia (tragos vermelhos) de célcio extracelular. As respostas foram normalizadas para redugéo (%) na contracéo induzida por FE em cada uma
das condicdes. (G) Area sob a curva (ASC) das respostas de ACh, Thap e GSK101 obtidas em meios contendo ou néo célcio. (H) Pardmetros dos relaxamentos
transitorios produzidos por ACh e Thap: (1) pico, (2) 4rea sob a curva, (3) tempo até o pico e (4) tempo de retorno ao valor basal (N=3-6 experimentos)

TRPC3, poderia também inibir a entrada de Ca?* media-
da por ORAI1 e TRPC3 —, testamos o efeito de dois no-
vos compostos pirazolicos, Pyr6 e Pyr10, que demons-
traram seletividade superior. Pyr6 e Pyrl0 conseguem
distinguir entre a entrada de Ca?* mediada por TRPC
e ORALI, e poderiam ser ferramentas tteis na anélise de
fungdes celulares desses canais de Ca**.®) Pyr6 reverteu
rapida e completamente os relaxamentos provocados
por ACh, enquanto Pyr10 (1 a 3uM), um bloqueador
mais seletivo de TRPC3, nao afetou de nenhuma forma
esses relaxamentos (Figuras 2E e 2F). Curiosamente,
Pyr6 também reverteu as respostas de Thap, mas com
cinética mais lenta do que aquela observada para os
relaxamentos induzidos por ACh.

Considerando que Pyrl0 nao conseguiu reverter os
relaxamentos provocados por ACh/Thap, e que ja foi
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demonstrado que os canais TRPC4 medeiam o influxo
de célcio nas CE de aortas de ratos em resposta ao ATP,
surgiu o interesse em se determinar se o antagonista se-
letivo de TRPC4, ML204, teria algum efeito sobre os
relaxamentos endotélio-dependentes. O ML204 rever-
teu totalmente e com rapidez os relaxamentos induzidos
por ACh, mas afetou minimamente aqueles provocados
pela Thap (Figuras 3A a 3B). Em anéis +E incubados
com ML204, ACh (1 a 3uM) e Thap (30nM) ainda con-
seguiram produzir relaxamentos sustentados. A fase
rapida inicial desses relaxamentos, conforme mostrado
na analise de curso temporal, ndo foi afetada, mas a
magnitude do efeito da ACh foi significativamente re-
duzida (Figuras 3C a 3E). Curiosamente, a pré-incuba-
¢ao com ML204 aumentou a magnitude das contragoes
por FE (Figura 3F).
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Figura 2. Efeito dos inibidores seletivos de canais ORAI, TRPC e TRPV4 nos relaxamentos endotélio-dependentes provocados por ACh, Thap e GSK101 na aorta

tor4cica de ratos. (A) Registros originais mostrando o efeito de Pyr2 e Pyr3 (1 a 3uM) na contracéo induzida por fenilefrina (FE) em anéis sem endotélio (-E). (B)

Curva concentracéo-resposta do efeito inibitério de compostos pirazélicos (1 a 10uM) na contracéo induzida por FE. (C a G) Registros originais mostrando o efeito da
adicdo de Pyr3 (1uM), Pyr2 (3uM), Pyr10 (3uM), Pyr6 (1uM) ou HC-067047 (3 ou 10uM) no platd dos relaxamentos provocados por ACh ou Thap. Gréficos de barras
resumindo o efeito da adicdo de compostos pirazélicos e HC-067047, respectivamente, no platé dos relaxamentos provocados por ACh (1uM), Thap (30nM) ou GSK
(3nM). Os resultados séo apresentados como variagdes da tensédo (A) em percentagem da contragao evocada por FE nos anéis adrticos de ratos (N=23-6 experimentos)

Para explorar de maneira mais aprofundada o efei-
to inibitdrio dos compostos pirazélicos e do ML204 nos
relaxamentos dependentes de endotélio, examinamos
o curso temporal do efeito desses agentes apds adicio-
na-los ao platd de respostas da ACh/Thap (Figura 4).
Interessante observar que 0s compostos separa-
ram-se em dois padroes: um padrao rapido, que incluiu
o pyr3/ML204, e um padrao mais lento, que incluiu o
Pyr2/Pyr6, conforme revelado pela laténcia para ini-
ciar a reversao e pela analise da primeira derivada
(dT/dt, mg.s'). Chama a atencdo o fato de Pyr2 e Pyr3
exibirem uma cinética mais rapida contra ACh
(5.6x0.44mg.s' e 6.1x0.08mg.s”, respectivamente) do
que contra a Thap (3.6=0.39mg.s' e 3.9+0.25mg.s™),
ao passo que Pyr6 exibiu valores de laténcia e dT/dt se-
melhantes ao reverterem os efeitos da ACh e Thap.

Finalmente, avaliamos as respostas de ACh/Thap
em AAT pré-tratados com diferentes bloqueadores de
influxo de célcio. A pré-incubagdo com pyr2 ou pyr6
transformou as respostas endotélio-dependentes sus-

tentadas da ACh e da Thap em relaxamentos transito-
rios. Ainda mais interessante foi o fato de que as res-
postas ao GSK101 (3 a 10nM) continuaram nao sendo
afetadas nesses experimentos (Figuras 5SA a 5C). O cur-
so temporal representativo dos relaxamentos induzidos
por ACh ou Thap na presenca dos compostos pirazoli-
cos, ML204 e HC-067047 é mostrado nas figuras 5D a
SE. Pyr3 e Pyr10, bem como HC-067047, ndo tiveram
efeito algum sobre os relaxamentos com ACh ou Thap.
A amplitude de efeito da Thap foi um pouco mais afeta-
da pelo Pyr2/Pyr6 do que a da ACh. Nao houve diferen-
cas significativas entre os relaxamentos induzidos por
ACh ou Thap em termos de ASC e duracao (Figura 5F).
Além disso, os relaxamentos transitorios obtidos apds
pré-tratamento com Pyr6/Pyr2 foram comparaveis aos
relaxamentos provocados por ACh e Thap na auséncia
de [Ca**], (comparar as Figuras SF ¢ 1F).

Esses resultados sugerem que o influxo continuo de
calcio requeriam pelo menos duas vias farmacologica-
mente distinguiveis. Para determinar se a via sensivel
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Figura 3. Efeitos do inibidor seletivo de TRPC4 na aorta toracica de ratos. (A) Registros representativos do efeito do ML204 (3uM) adicionado sobre o platé de
relaxamentos produzido por ACh (esquerda) ou Thap (direita) em anéis de aorta toracica de ratos pré-contraidos com fenilefrina (FE). (B) Efeito do ML204 apresentado
na forma de tenséo (%) — **p<0,01 e ***p<0,001, Teste ¢ de Student (pareado, bicaudal). (C) Registros originais mostrando as respostas de relaxamento com ACh
(1 a 3uM) ou Thap (30nM) observadas em anéis de aorta toracica de ratos pré-incubados com ML204 (+ML204, 3uM, por 5 minutos). (D) Curso temporal
representativo dos relaxamentos com ACh e Thap antes (controle, tracos azuis) e depois (tragos vermelhos) da pré-incubacéo dos anéis arteriais com ML204. (E)
Variagdes da tens@o (A) em percentagem da contracéo evocada por FE produzida pela ACh ou Thap na auséncia (-) e presenca (+) de ML204. (F) A esquerda:

curso temporal da contragdo com FE em anéis de endotélio intacto (relaxamento com ACh >95%) antes (controle) e depois da pré-incubagéao com ML204. A direita:
contragdo com FE em gramas (g) para os mesmos anéis — **p<0,01, Teste t de Student (pareado, bicaudal) (N=5-11 experimentos)
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Figura 4. Cinética da reverséo produzida pelos inibidores de canais ORAI e TRPC. (A e B) Curso temporal representativo para o efeito de reversao dos compostos
pirazélicos e ML204 sobre as respostas de ACh (1M, A) e Thap (30nM, B). O platé dos relaxamentos com ACh ou Thap foi considerado a 100%. Concentracées
testadas: Pyr2 (3uM), Pyr6 (1uM), Pyr3 (1uM) e ML204 (3uM). (C) Plotagem X-Y comparando o tempo necessario para os inibidores de canais ORAI e TRPC
produzirem uma reverséo de 20%, 50%, 80% e 100% dos relaxamentos com ACh ou Thap. (D) Laténcias para iniciar a reversao das respostas de ACh (1uM) e Thap
(30nM). A inibicéo foi considerada iniciada apés reverséo de 10%. (E) Velocidade (dT/dt, mg.s™') da reversao produzida por cada um dos compostos nos relaxamentos
endotélio-dependentes indicados (ACh, Thap) (N=3-6 experimentos)
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Figura 5. Efeitos da pré-incubac@o com blogueadores de canais ORAI, TRPC e TRPV4 sobre os relaxamentos endotélio-dependentes. (A a C) Registros originais em anéis

de aorta toracica de ratos com endotélio intacto (relaxamento com ACh >95%) mostrando o efeito da pré-incubagao (5 minutos) com Pyr2 (3uM, (A) e Pyr6 (1uM, B e C)
sobre os relaxamentos endotélio-dependentes provocados por ACh, Thap ou GSK101. (D e E) Curso temporal representativo dos relaxamentos induzidos por ACh (1uM, D)
ou Thap (30nM, e) na presenca de Pyr2 (3uM), Pyr6 (1uM), Pyr3 (1uM), Pyr10 e HC-067047 (ambos a 3uM). As setas indicam o0 momento da aplicagao da ACh ou Thap.
As respostas foram normalizadas para reducéo (%) da contragéo por fenilefrina (FE) em cada uma das preparagdes. (F) Pardmetros dos relaxamentos transitérios produzidos
por ACh e Thap na presenca de Pyr2 ou Pyr6: (1) pico, (2) area sob a curva (ASC), (3) tempo até o pico e (4) tempo de retorno ao valor basal (N=3-5 experimentos)
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Figura 6. A pré-incubacéo dos anéis adrticos de ratos com Pyr3 facilitou a reversao por Pyr2 dos relaxamentos induzidos por ACh. (A a B) Registros originais mostrando
a reversao com Pyr2 (0,3uM) dos relaxamentos induzidos por ACh em anéis adrticos de ratos pré-contraidos com FE. Em (B), os anéis adrticos foram pré-incubados
com pyr3 (1uM, 5min). (C) Alteragdes na tenséo (A) da contracéo por fenilefrina (FE) produzida pela ACh antes (-) e depois (+) da pré-incubacéo de anéis de aorta
toracica de ratos com Pyr3. (D) Curso temporal representativo, comparando a reversao produzida por Pyr2 (0,3uM, seta) na auséncia (-) e presenga (+) de

Pyr3 (1uM). O platd dos relaxamentos com ACh foi considerado a 100%. (E) Parametros da reversdo com Pyr2, medida na auséncia (-) e presenca (+) de Pyr3: (E1)
laténcia em segundos até o inicio (definido como o intervalo entre a adigao de Pyr2 e a producéo de 10% de reversao) (E2) tempo (em minutos) necessario para produzir
50% de reversao da resposta a ACh (N=4 experimentos). (F) Representacéo esquemética mostrando o envolvimento dos canais ORAI e TRPC nas diferentes fases

dos relaxamentos endotélio-dependentes produzidos por ACh ou Thap. 0 esquema foi sugerido considerando as propriedades cinéticas da reversao causada pelos

compostos pirazélicos e o efeito de sua pré-incubagéao sobre o relaxamento provocado pela ACh/Thap
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ao Pyr3 interagia com a via sensivel ao Pyr2, testamos
uma combinacdo de Pyr2/Pyr3 frente ao efeito da ACh.
A pré-incubacao com Pyr3 facilitou a reversao produ-
zida por 0,3uM de Pyr2 (Figura 6). Esses achados in-
dicam que os canais ORAI e TRPC operavam em dife-
rentes fases dos relaxamentos endotélio-dependentes,
conforme resumido no esquema da figura 6F. A fase
rapida inicial exigiria a ativagao dos canais ORAI, en-
quanto o influxo de célcio pelos canais TRPC seria
responsavel pela fase sustentada.

DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo revelaram uma
complexidade previamente desconhecida nas vias de in-
fluxo de calcio CE da aorta de ratos, ativadas por Ach
e Thap. Além disso, esses achados confirmam que, em
AAT, a producgao e a liberacdo de NO sao inteiramente
responsaveis pelos relaxamentos endotélio-dependen-
tes provocados por ACh/Thap; demonstram também
que, indiscutivelmente, o influxo de [Ca**] € essencial
para a produgao continua de NO em resposta a esses
agentes. A auséncia de efeito dos bloqueadores seleti-
vos de influxo de célcio nas contragdes por FE em anéis
sem endotélio indica que as CE sao o principal sitio de
acgao desses inibidores, para a reversao ou a prevengao
dos relaxamentos endotélio-dependentes. E importante
destacar que, como os compostos pirazolicos e 0o ML204
nao afetaram os relaxamentos provocados pelo doador
de NO, NPS, isso permite interpretar esses achados em
funcao da principal acdo farmacologica dessas subs-
tancias, ou seja, o bloqueio do influxo de calcio. Além
disso, a seletividade desses compostos foi confirmada
em nossos experimentos pela auséncia de efeito dos
compostos pirazolicos e do ML204 nas respostas ao
GSK101, que promove o influxo de célcio nas CE por
meio da ativacdo dos canais TRPV4. A interpretacao
mais simples desses achados consiste em propor que (1)
canais farmacologicamente distinguiveis parecem ter
participacdo na iniciagdo € na manuten¢ao do influxo
de célcio; e (2) canais farmacologicamente distinguiveis
mantém a entrada de cdlcio durante a estimulagao com
ACh ou Thap (conforme ilustrado na figura 6F).

A observagao de que a pré-incubacao com Pyr2 ou
Pyr6 (mas nao Pyr3/ML204) resultou em relaxamento
transitério em resposta a ACh/Thap, bastante seme-
lhante ao produzido na auséncia de [Ca**] , € totalmen-
te compativel com a interpretacido de que o influxo de
calcio € necessario para a produgao e a liberacao susten-
tada de NO. Os relaxamentos transitorios provocados
por esses agentes poderiam ser atribuidos a liberacao
de célcio dos estoques existentes nos reticulos endo-
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plasmaticos (RE). Demonstrou-se que a ACh interage
com 0s receptores muscarinicos da membrana celular,
os quais estimulam a fosfolipase C e a subsequente gera-
cao de IP,, que, por sua vez, ativa o IP,R localizado no
RE, levando a liberacao de cilcio.® O efeito da Thap
¢ atribuido a uma acao inibitoria do SERCA, levando a
difusao do calcio em direcao ao citosol e a consequente
deplecao dos estoques de calcio do RE; essa deplecao é
detectada pelas proteinas STIM, que interagem com o0s
canais ORAI, promovendo seu agrupamento e levando
ao influxo de calcio;®'¥ essa sequéncia de eventos foi
denominada “entrada de calcio operada por estoque”.®
Nossos achados indicam que, em CE de aortas de ra-
tos, tanto a ACh quanto a Thap promovem a entrada de
calcio por uma via inicial sensivel a Pyr2/Pyr6, levando
a conclusao de que a interagdo STIM/canais ORAI me-
deia a entrada de calcio ap6s a deplecao dos estoques de
calcio no RE. No entanto, € importante lembrar que a
ativacao da entrada de calcio por agonistas de recepto-
res da membrana celular nao é necessariamente prece-
dida pela deplecgao dos estoques de calcio.”® Como Pyr3
foi capaz de reverter no plato o relaxamento provocado
por ACh/Thap, mas néao evitou o relaxamento quando
pré-incubado, é provavel que o alvo do Pyr3 seja recru-
tado na via de influxo de calcio ap0s a ativacao dessa via
pelos alvos de Pyr2/Pyr6 (STIM/ORAI). O fato de Pyr2
e Pyr6 também terem sido capazes de reverter os relaxa-
mentos indica que os canais ORAI continuam necessa-
rios para o influxo de calcio sustentado, o que implicaria
no envolvimento de um complexo multicomponente de
canais STIM/ORAI/TRPC na mediacdo do influxo de
calcio, durante a fase sustentada da sintese e da libe-
ragdo de NO, ap6s a estimulacao com ACh e Thap. De
fato, ja foi proposto que um complexo de canais TRPC:
ORAI seria responsavel por mediar a entrada de cal-
cio operada por estoque e por receptores em células
HEK-293 com expressao heterdloga dessas proteinas.¥
Além disso, os canais STIM também interagem com
diversos canais TRPC, promovendo a funcido desses
ultimos como canais de SOCE.("

Embora Pyr3 tenha sido inicialmente descrito como
um inibidor seletivo de TRPC3, os relaxamentos provo-
cados por ACh/Thap nao foram afetados por um blo-
queador seletivo de TRPC3 recentemente descrito, o
Pyr10,” o que indica que o TRPC3 talvez nao seja o
canal envolvido na fase sustentada do influxo de calcio
ativado nas CE da aorta de ratos. Essa interpretagao é
condizente com constatacdes anteriores de que os rela-
xamentos endotélio-dependentes observados em expe-
rimentos de perfusao de membros posteriores ou pro-
ducao endotélio-dependente de NO em AAT nao foram
alterados em camundongos knockout para TRPC3.(9
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O fato de as respostas a Thap terem sido comple-
tamente revertidas pelo Pyr3, mas inexpressivas pelo
ML204, poderia indicar que as vias de influxo de célcio
envolvidas na manutencdo do influxo de célcio ativado
por ACh e Thap sao farmacologicamente distinguiveis.
Como o ML204 ndo reverteu o relaxamento provoca-
do por Thap, os canais TRPC4 parecem exercer um
papel menos importante na fase sustentada do influxo
de célcio desencadeada por Thap. O efeito observa-
do do ML204 no relaxamento com ACh € totalmente
condizente com o relato de que AAT de camundongos
knockout para TRPC4 apresentam reducio, mas nao
auséncia, de relaxamentos induzidos por ACh.!"” Fi-
nalmente, embora ja se tenha demonstrado que os ca-
nais TRPC4 interagem essencialmente com os canais
ORAI™ o fato de os canais TRPC4 contribuirem com
o influxo de calcio apenas em células estimuladas com
ACh indica que esses canais ndo sao ativados pela sim-
ples deplecao dos estoques de célcio do RE. Como os
canais TRPC4 sao insensiveis ou inibidos pelo DAG, um
produto da hidrolise do PIP, mediada pela PLC, € prova-
vel que sua ativagao decorra da deplecao pelo PIP,, que,
sabidamente, inibe a atividade dos canais TRPC4.("

Embora os achados atuais apontem para uma con-
tribuicao dos canais sensiveis aos derivados pirazélicos
na mediacao da entrada de Ca** nas CE (necessaria para
a producado e liberacdo de NO), medicoes diretas da
concentragio citosdlica de Ca** em CE ainda seriam
necessdrias para confirmar nossas interpretagcoes/resul-
tados obtidos in vitro. Além disso, considerando que
analisamos o efeito de relaxamento exercido pelo NO
liberado pelas CE da aorta de ratos (mediante estimu-
lagao por ACh/Thap), experimentos adicionais, medin-
do simultaneamente a concentragao endotelial de Ca**
e o relaxamento do musculo liso, poderiam ser uteis
para a compreensdo e a elucidacio dos mecanismos
reais. No entanto, em ensaios destinados a determinar
a concentracao de [Ca’*]. e sua mobilizacao, usando
indicadores fluorescentes e microscopia confocal, os
achados iniciais indicam que as respostas de mobiliza-
cao de calcio mediante a presenca de acetilcolina sao
reduzidas e/ou ausentes em culturas de CE primarias
preparadas a partir de aortas de ratos.

CONCLUSAO

Os canais STIM/ORAI/TRPC sao componentes inte-
grais da via de influxo de célcio ativada por ACh e
Thap, resultando na liberacdo de oxido nitrico na aorta
toracica de ratos. Além disso, nossos achados sao as
primeiras evidéncias indicando que a composicao das
vias de influxo de calcio depende do estimulo, ou seja,

TRPC4 contribui com a entrada de célcio operada por
estoque provocada por ACh, mas nao por Thap. Essas
observacoes podem ser clinicamente relevantes, ja que
a identificacdo dos canais de calcio envolvidos na pro-
ducao sustentada de 6xido nitrico pelas células endote-
liais poderia permitir o desenvolvimento de farmacos
especificos para bloquear esses canais em caso de pro-
ducdo excessiva de 6xido nitrico (choque circulatorio),
ou ativa-los para promover a vasodilatacao em casos de
redugao da irrigacio sanguinea (isquemia).
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