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Resumo

O envelhecimento prejudica a funcdo endotelial, 0 que pode ser considerado um marco do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares em idosos. O cilostazol, um inibidor seletivo da
fosfodiesterase 3 (PDE-3), tem efeitos antiplaquetério, antitromboético e vasodilatador. No
presente estudo foi analisado se o tratamento com cilostazol melhora a funcdo vascular
(mecanismos contrateis e relaxamento) de ratos idosos e 0s possiveis mecanismos envolvidos.
Ratos Wistar machos com 18 meses de idade foram tratados com cilostazol durante 8 semanas
com uma dose de 100 mg/kg/dia administrado por gavagem. Ratos ndo tratados receberam
apenas veiculo. A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram medidas nos ratos
acordados. Artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) foram utilizadas para avaliar o
relaxamento a acetilcolina, ao nitroprussiato de sodio (NPS), a forskolina e ao isoproterenol, e
a contracdo induzida pela noradrenalina, enquanto o relaxamento a forskolina e ao
isoproterenol permaneceu inalterado em ambos 0s grupos, o relaxamento a acetilcolina e ao
NPS foi potencializado em AMR de ratos tratados com cilostazol. Nessas artérias, a
vasoconstricdo a noradrenalina foi semelhante nos dois grupos. A incuba¢do com L-NAME
ou ODQ aboliu a resposta vasodilatadora a acetilcolina em AMR de ambos 0s grupos.
Entretanto, na presenca de L-NAME e indometacina, o relaxamento a acetilcolina foi
semelhante nos dois grupos. O bloqueio de canais para K* ativados por Ca®* (Kca) (apamina +
TRAM-34) reduziu o relaxamento induzido pela acetilcolina em AMR de ratos tratados com
cilostazol, mas ndo em ratos nédo tratados. Em resumo, os resultados sugerem que o cilostazol
normaliza a funcdo endotelial em ratos idosos por um mecanismo dependente de GMPc,
envolvendo provavelmente um aumento da liberacdo de *NO e subsequente ativacao de canais
Kca no musculo liso vascular. Embora mais estudos sejam necessarios, estes resultados
indicam um possivel uso de cilostazol como uma alternativa para a prevencao/ tratamento de

desordens vasculares induzidas pelo envelhecimento.

Palavras Chaves: Envelhecimento, disfuncdo endotelial, cilostazol.



Abstract

Aging impairs endothelial function, which may be considered a hallmark of the development
of cardiovascular diseases in elderly. Cilostazol, a selective inhibitor of phosphodiesterase 3
(PDE-3), has antiplatelet, antithrombotic and peripheral vasodilator effects. In the current
study, we analyzed whether cilostazol could affect vascular function (contractile and
relaxation mechanisms) of old rats and possible mechanism involved. 18-month-old male
Wistar rats were treated with Cilostazol during 8 weeks at the dose of 100 mg.kg™ by gavage.
The untreated rats received vehicle alone. Mean arterial pressure and heart rate were
measured in conscious rats. Mesenteric resistance arteries were used to evaluate the relaxation
to acetylcholine, sodium nitroprusside, forskolin, and isoproterenol and noradrenaline-induced
contraction, while relaxation to forskolin and isoproterenol remained unmodified by
cilostazol, relaxation to acetylcholine and to SNP was increased in MRA from cilostazol-
treated than untreated rats. In these arteries, vasoconstriction produced by noradrenaline was
similar in both groups. The incubation with L-NAME or ODQ abolished the vasodilator
response to acetylcholine in MRA from both cilostazol-treated and untreated rats. However,
in presence of L-NAME and indomethacin, relaxation to acetylcholine was similar in both
groups. The blockade of calcium-activated K*-channel (Kca (TRAM-34 plus apamin)
attenuated acetylcholine-induced relaxation in MRA from cilostazol-treated rats, but in
untreated rats. In short, results suggests that cilostazol reverses endothelial function in aged
rats by a cGMP-dependent mechanism, involving probably an increase in *NO and
subsequent activation of the K¢, channel in vascular smooth muscle. Although further study is
needed, these results indicate a possible use of cilostazol as an alternative for the prevention/

treatment of vascular disorders induced by aging.

Keywords: Aging, endothelial dysfunction; cilostazol.
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1. INTRODUCAO

O século XX foi marcado pelo aumento mundial na longevidade do ser humano, cuja
expectativa de vida passou a equivaler quase o dobro da idade alcancada no inicio do século
(Carvalho & Garcia, 2003). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na
atualidade existem 600 milhdes de pessoas com idade igual ou superior a 60 anos, com
expectativa de dobrar em 2025 e alcangar dois bilhdes em 2050 (WHO, 2004). No Brasil, a
populacdo de idosos passard de 7% para 14% em 19 anos e sera a sexta maior populacao de
idosos do mundo em 2020 (Berqud, 1996).

O envelhecimento é um processo progressivo que ocorre com 0 avanco da idade,
independente de doenca, estilo de vida ou fatores ambientais (Masoro, 2006). E caracterizado
pela diminuicdo da eficacia dos mecanismos envolvidos na manutencdo da homeostase,
resultando em deficiéncias progressivas nas funcdes celulares que causam alteracbes nos
diferentes tecidos do organismo (Timiras, 1994; Rutten et al., 2003; Cutler & Mattson, 2006).
Entre as atividades corporais que se comprometem com o avango da idade ressaltam-se as
funcdes neuroenddcrinas, hepaticas, gastrointestinais, renais e cardiovasculares (Timiras,
1994; Cutler & Mattson, 2006).

O envelhecimento cardiovascular fisiolégico é caracterizado por uma série de
alteracdes, como: aumento progressivo na pressdo arterial sistolica, aumento da massa
ventricular esquerda; reducdo das respostas reflexas e da variabilidade da frequéncia cardiaca,
aumento da incidéncia de doenca arterial coronariana e menor vasodilatacdo em resposta a
estimulos beta-adrenérgicos ou vasodilatadores mediados pelo endotélio (Hongo et al., 1988;
Franklin et al., 2001; Lakatta & Levy, 2003a; Ferrara et al., 2014). Nos paises
industrializados, aproximadamente um quarto da populagdo acima dos 65 anos apresenta
algum tipo de doenca cardiovascular (DCV) (Williams et al., 2002). Dentre estas doencas se
destaca a hipertensdo arterial, que € considerada um importante fator de risco para outras
DCVs e esta associada a alta mortalidade e morbidade desta populacdo (Franklin et al., 2001;
Williams et al., 2002; Williams et al., 2004; WHO, 2011).

Em individuos normais o envelhecer também induz o desenvolvimento progressivo da
disfuncdo endotelial, que é caracterizada pela reducdo de fatores vasodilatadores e

predominancia da liberacdo de fatores vasoconstritores, fatores de crescimento, tendéncia a



10

agregacdo plaquetaria, maior adesdo de leucocitos e desenvolvimento de lesdes
aterotromboticas (Mombouli & Vanhoutte, 1999). A disfungdo endotelial parece ocorrer mais
precocemente em homens que em mulheres (Celermajer et al., 1994); nas mulheres esta
disfuncdo acontece durante a menopausa, a qual tem sido atribuida a perda do efeito protetor

de estrdgenos sobre a parede arterial.

Dentre as alternativas para melhoria da qualidade de vida dos individuos idosos esta a
terapia farmacologica. A utilizacdo de farmacos no tratamento de desordens cardiovasculares
pode ser capaz de melhorar a funcdo endotelial, fornecendo beneficios para a reducdo da
morbidade e mortalidade em individuos idosos que sofrem de DCVs. O uso de farmacos
antiagregantes plaquetarios esta consolidado como terapia de escolha na prevencgédo primaria e
secundaria de eventos clinicos relacionados a uma das DCVs que mais leva a ébitos no
mundo, a aterotrombose, que tem prevaléncia elevada na populacéo idosa (Silva et al., 2013).
A ocorréncia de eventos aterotrombdticos esta associada a existéncia prévia de lesdes
aterosclerdticas, que sao iniciadas normalmente por um processo cronico de injaria ao
endotélio vascular (Anderson et al., 1995; Davignon & Ganz, 2004). Alternativas terapéuticas
que visem prevenir ou retardar o desenvolvimento da disfuncdo endotelial tornam-se Uteis na
prevencdo ou tratamento destas lesdes ateroscleroticas. Neste sentido, os farmacos
antiagregantes plaquetarios da classe dos inibidores da fosfodiesterase (PDE) tém sido
intensivamente estudados nos Gltimos anos (Oyama et al., 2011; Hori et al., 2012). O
cilostazol é um dos representantes desta classe de farmacos, o qual inibe seletivamente a
fosfodiesterase-3 (PDE-3) (Kambayashi et al., 2003; Nakamura et al., 2006).

O cilostazol é um derivado quinolinénico classificado como antiagregante plaquetario
e antitrombdtico com acdo vasodilatadora (Kambayashi et al., 2003; Nakamura et al., 2006).
Promove aumento dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) por
produzir inibicdo potente e seletiva da PDE-3 (Okuda et al., 1993; Cone et al., 1999). Além
destas acOes, o cilostazol ainda possui atividade antiinflamatoria e inibidora da geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) (Park et al., 2005; Lee et al., 2005; Park et al., 2009).
Considerando estas agOes, o cilostazol poderia se tornar uma alternativa importante para
prevencdo ou retardo de desordens vasculares decorrentes do envelhecimento, uma vez que
todos esses fatores pro-inflamatorios e pro-oxidativos s@o ativados durante este processo e séo
importantes mediadores da disfuncédo endotelial na populacéo idosa. Além disso, falhas na via

de sinalizagdo do AMPc tém sido sugeridas como um mecanismo importante no
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desenvolvimento e manutencdo do processo hipertensivo (Marcil et al.,1997), um fator de

risco com alta incidéncia em individuos idosos.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Envelhecimento

O envelhecer é um processo natural que implica mudangas progressivas e inevitaveis
de aspectos fisicos e cognitivos relacionadas a idade. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) considera o envelhecimento como um “processo sequencial, individual, universal,
irreversivel, ndo patoldgico de deterioracdo de um organismo maduro, proprio a todos os
membros de uma espécie, de maneira que o tempo o torne menos capaz de fazer frente ao
estresse do meio ambiente, e assim, aumente sua possibilidade de morte” (WHO, 2002).
Segundo a OMS (WHO, 2002), o limite de idade entre o individuo adulto e o idoso € 65 anos
em nacdes desenvolvidas e 60 anos nos paises emergentes. O Brasil hoje estd ocupando a
sétima colocacdo mundial em quantidade de idosos, com projecdes estatisticas apontando que
em 2025 ocupe a sexta posicdo mundial e a primeira posi¢do da América Latina (WHO, 2002;
Ishizuka, 2003).

Considerado também como um fendmeno fortemente relacionado com os processos de
crescimento e de diferenciacdo celular, o envelhecimento procede da interacdo entre
informac@es genéticas e todas as outras variaveis individuais e socioculturais que compdem o
conjunto da longevidade do individuo (Tamer & Petriz, 2007). As mudancas sociais,
psicolégicas e fisiologicas que ocorrem durante o envelhecimento podem estabelecer
influéncias na qualidade de vida dessa populacdo, dificultando a realizacdo de atividades
diarias e a manutencdo de um estilo de vida saudavel (Santarém, 1997; Okuma, 1998;
Matsudo et al., 2000).

O envelhecimento fisiologico envolve uma série de alteragdes nas func¢bes organicas e
estruturais resultantes do efeito do avango da idade sobre o organismo. Todas as alteracdes
qgue estdo envolvidas no processo fisioldgico do individuo idoso estdo associadas ao
envelhecimento celular (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Este € caracterizado também
pela reducdo da reserva fisioldgica global, trazendo um aumento exponencial de
vulnerabilidade a doencas. A relacdo entre o tempo de exposi¢do a fatores de risco para
diversas doengas e as alteracfes secundarias a idade, explicam a maior morbidade nas faixas
etarias mais avancadas (Miller, 2003). Embora seja um fendmeno universal, existe uma
grande disparidade observada entre aqueles que envelhecem. A busca do entendimento entre

as diferencas entre o envelhecimento bem sucedido, pautado na independéncia e autonomia, e
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o mal sucedido, permeado de incapacidades, é de suma importancia em nossa sociedade

contemporanea.

2.2. Envelhecimento e Doencas Cardiovasculares

O envelhecimento humano se manifesta ndo somente por modificacGes fenotipicas,
mas pelo estabelecimento de muitas doengas, dentre elas estdo as DCVs, o diabetes, o
Alzheimer e as neoplasias (WHO, 2004; Guarente & Kenyon, 2009). As DCVs se referem a
um grupo de enfermidades que afetam o coracdo e/ou 0s vasos sanguineos, e que geralmente
resultam de dano arterial. A prevaléncia e a incidéncia das DCVs aumentam subitamente com
o envelhecimento (Wolf & Lewis, 1993; Burt et al., 1995). Nos paises industrializados,
aproximadamente um quarto da populacdo acima dos 65 sofre de algum tipo de distlrbio do
sistema cardiovascular (Williams et al., 2002). Segundo Mackay & George (2004),
aproximadamente 75% das DCVs podem ser atribuidos aos fatores de riscos convencionais,
como hipertensdo arterial, dieta inadequada, inatividade fisica, anormalidade nos niveis de
colesterol, tabagismo e diabetes mellitus. E importante ressaltar que ndo s6 as DCVs
clinicamente diagnosticadas elevam-se com o0 avanco da idade; doencas ocultas e/ou de
apresentacdo subclinica como, por exemplo, a aterosclerose silenciosa da artéria coronaria,
também tem sua incidéncia aumentada com a idade (Fleg et al., 1990; Nagai et al., 1998;
O’Leary et al., 1999). Contudo, mesmo estudos epidemioldgicos mostrando fatores de risco
para DCVs, como citado anteriormente, o envelhecimento é, sem davida, um dos fatores que

culmina com maior risco (Lakatta & Levy, 2003a; 2003b).

O acometimento da DCV em individuos idosos reflete nas alteracdes fisioldgicas e
estruturais do envelhecimento normal e o declinio do desempenho deste sistema é uma
consequéncia da associagdo de problemas cardiovasculares e ndo cardiovasculares (Ferrari et
al., 2003). Com o envelhecimento ocorre também o aumento da incidéncia de doencas renais
e pulmonares, que podem acelerar as alteragbes da funcdo cardiovascular (Cheitlin, 2003).
Portanto, é complexo diferenciar as alteracfes relacionadas com o processo de
envelhecimento cardiovascular das alteracfes relacionadas com as doencas que a ele estdo
associadas, o que torna esta relagdo um pouco controversa (Andrews, 2001; Ferrari et al.,
2003; Lakatta & Levy, 2003a).

O perfil das DCVs em idosos difere dos individuos jovens. A pressdo sistolica, mas

ndo a diastolica eleva-se com o envelhecimento, e a hipertensao sistdlica desempenha papel
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chave nos eventos cardiovasculares, especialmente em mulheres. A insuficiéncia cardiaca,
com preservada funcéo sistolica é mais comum em idade avancada de ambos os sexos, sendo
mais comum em mulheres (Harris & Douglas, 2000). A doenca arterial coronéria, por
exemplo, envolvendo numerosos vasos e o tronco da coronaria esquerda ocorre em frequéncia
semelhante entre homens e mulheres idosos, assim como o infarto agudo do miocéardio (Harris
& Douglas, 2000; Lakatta & Levy, 2003b; Schwartz & Zipes, 2005).

As DCVs em pessoas idosas raramente estdo isoladas, frequentemente associam-se a
alguma condicdo cronica. E importante ressaltar a participacdo do sistema vascular na
patogénese das complicacOes cardiovasculares associadas ao envelhecimento, este sistema,
todavia, representa um dos principais alvos para o desenvolvimento de doencas como a
hipertensdo arterial, o acidente vascular cerebral, o infarto do miocardio, dentre outras, que

correspondem & principal causa de morbidade e mortalidade desta populacéo.

2.3. Sistema Vascular e Envelhecimento

O sistema vascular é uma complexa rede de vasos que conecta 0 coragdo com 0S
diversos 6érgdos e tecidos para manter sua homeostase em resposta a mudangas fisiologicas e
patoldgicas. Este sistema é responsavel por suprir as necessidades dos tecidos através do
transporte de nutrientes, da remocdo dos produtos de excrecdo, do transporte dos hormonios,
contribuindo para a criagdo de um ambiente apropriado para as condigdes 6timas de
sobrevivéncia e funcionamento das células (Guyton & Hall, 2002). Todos o0s vasos
sanguineos, menos os capilares, sdo estruturalmente e funcionalmente compostos por trés
camadas claramente distintas: camada adventicia (tecido conjuntivo), a média (tecido
muscular liso) e a intima (células endoteliais) (Opie, 1998). Cada uma dessas exerce papel
distinto sobre o suporte mecanico da parede arterial, a funcdo metabdlica e a interagdo com o0s

elementos do sangue (Martinez-Lemus, 2012).

A camada adventicia corresponde a camada mais externa dos vasos sanguineos. Sua
espessura varia de acordo com o tipo vascular e sua localizagdo. No tronco pulmonar e aorta,
por exemplo, existe relativamente pequena condensacéo de tecido conectivo fibroso que pode
ser envolto por tecido adiposo. Ja em artérias viscerais, Como nos ramos mesentéerico e renal,
existem camadas organizadas de fibras elasticas e colagenas (Glagov, 1984). Esta camada é
constituida de tecido conjuntivo denso, composto de fibroblastos e macrofagos residentes,

fibras de colageno, fibras elasticas e terminacbes nervosas que podem liberar também fatores
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vasoativos. Estes fibroblastos sdo capazes de produzir mediadores vasoativos como, por
exemplo, anion superoxido (¢O;) (Pagano et al., 1997; Gutterman, 1999; Rey et al, 2002) e
até mesmo o 6xido nitrico (*NO) (Kleschyov et al., 2000).

A tdnica média, por sua vez, é composta basicamente por células musculares lisas e
fibras elasticas, fibras reticulares e proteoglicanos. As células musculares lisas sdo a fonte dos
mecanismos de contracdo e relaxamento dos vasos. Elas recebem o0s sinais provenientes do
endotélio e de tecidos adjacentes metabolicamente ativos e das terminac@es nervosas (Cunha
& Ferreira, 2000), assim como sdo capazes de responder a estimulos mecénicos como o
estiramento da parede.

A camada intima é constituida pela lamina elastica interna e por uma monocamada de
células endoteliais que reveste a superficie interna dos vasos sanguineos, separando a luz dos
vasos da camada muscular lisa e da camada adventicia (O’Donnell, 2003). Essas células
assumem diversas fun¢ées como modulagéo do ténus vascular, o controle da permeabilidade
dos vasos, deposi¢cdo da matriz extracelular, proliferacdo celular local, resposta inflamatoria e
regeneracdo de danos locais (Cannon, 1998). Essas fun¢des decorrem de sua capacidade em
sintetizar e liberar substancias vasoativas (citados posteriormente) que interferem em
processos fisioldgicos e patoldgicos relacionados a homeostase vascular (Martinez-Lemus,
2012).

O processo de envelhecimento esta associado com alteragBes estruturais e funcionais
complexas da vasculatura, independente de outros fatores de risco, como a hipertenséo, o
diabetes ou a hipercolesterolemia (Barodka et al., 2011). Este processo promove diversas
modificacbes na parede vascular, como rigidez arterial, diminuicdo do lumen vascular,
espessamento das camadas intima e média e disfuncdo endotelial (Bortolotto et al., 1999;
Lakatta & Levy, 2003a; O’Rourke & Hashimoto, 2007). Assim, com o avancar da idade, a
artéria aorta e a arvore arterial sofrem reducdo da complacéncia, distensibilidade e dilatacdo,
como consequéncia da calcificacdo vascular, especialmente na camada média das grandes
artérias, e estes fatores geram a necessidade de aumento da pressao arterial sistdlica e de
pulso, o que atribui a0 aumento da pds-carga (Fleg, 1986; Vaitkevicius et al., 1993; Franklin
et al., 1997; Liao et al., 1999; Giachelli, 2004).

As artérias de resisténcia podem ser definidas como vasos pré-arteriolares que
contribuem passivamente e ativamente para a manutencdo da resisténcia basal e para o

controle do fluxo sanguineo durante alteracfes hemodinamicas (Feihl et al., 2008). A
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dissipacdo da energia indispensavel para superar a resisténcia vascular, evidenciada por um
marcante declinio na pressdo arterial ocorre principalmente nas arteriolas pré-capilares e nas
pequenas artérias, ou seja, nos vasos com diametro inferior a 350 um (Borders & Granger,
1986; Mulvany & Aalkjaer, 1990; Christensen & Mulvany, 2001). Alterac6es morfoldgicas e
funcionais nas artérias de resisténcia tém sido demonstradas durante o envelhecimento, dentre
elas estdo a reducdo da relacdo capilar-fibra mascular (Parizkova et al., 1971), espessamento
da parede arterial, reducdo do didametro (100 — 350 um de didmetro interno) e alteracdo da
funcdo endotelial (O’Rourke & Hashimoto, 2007). Estes eventos precedem a doenga clinica e
aumentam o risco de desenvolvimento clinico de aterosclerose, hipertensdo e acidente

vascular cerebral nesta populacao.

2.4. Endotélio VVascular e o Envelhecimento

O endotélio é composto por uma Unica camada de células epiteliais justapostas por
juncoes intercelulares diversas, determinadas entre as células adjacentes (Nicholson et al.,
2008). Suas funcdes incluem a atuagdo como barreira semipermedvel para troca de
macromoléculas, fluidos e eletrolitos entre espacgos intra e extracelulares (Klabunde, 2005),
regula a coagulacdo sanguinea e a resposta inflamatéria. Além disso, é um local de producéo
de moléculas de adesdo (Félétou et al., 2011), de regulacdo da angiogénese (Klabunde, 2005),
de protecdo contra o vasoespasmo, a trombose e a aterogénese (Batlouni, 2001). O endotélio é
importante para a adaptacdo vascular as mudancas cronicas no fluxo sanguineo e na pressao

arterial.

Entre os produtos derivados do endotélio, destacam-se as substancias vasodilatadoras,
antiproliferativas e antiagregantes plaquetarias como, o *NO, 0 fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF) e a prostaciclina (PGI,), e as substancias vasoconstritoras, indutoras do
crescimento celular e ativadoras plaquetarias, tais como, a endotelina-1 (ET-1), os
endoperoxidos ciclicos derivados do metabolismo do acido araquiddnico (a prostaglandina H,
e 0 tromboxano A,), a angiotensina Il (ANG I1) e as EROS (Virdis et al., 2010).

A integridade endotelial € essencial para a regulagdo do tonus vascular. Em condi¢es
fisiologicas existe um equilibrio importante entre a liberacdo de fatores vasorrelaxantes
(EDRF) e vasoconstritores (EDCF). No entanto, em vérias condi¢des patoldgicas, como na
hipertensdo arterial, no diabetes e no envelhecimento, esse equilibrio é alterado. Nao ocorre

somente reducdo dos EDRFs, mas também aumento na produ¢do de EDCFs (Hongo et al.,
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1988; Koga et al., 1989; Murohara et al., 1991; Miyata et al., 1992; Matz et al., 2000). Nos
ultimos anos, inimeros estudos tém demonstrado haver uma associa¢do entre 0 aumento da
producéo de prostaglandina H, (PGH,) e tromboxano A; (TxA;), derivados do metabolismo
do é&cido araquidbnico pela ciclooxigenase (COX), e o estabelecimento da disfuncéo
endotelial (Pannirselvam et al., 2005; Alfranca et al., 2006; Félétou et al., 2010).

2.4.1. Fatores vasodilatadores derivados do endotélio

Oxido nitrico (*NO)

Os experimentos pioneiros de Furchgott & Zawadzki (1980) demonstraram que 0
efeito vasodilatador da acetilcolina dependia da existéncia de um fator relaxante derivado de
endotélio, que foi posteriormente identificado como *NO (Deanfield et al., 2007). O *NO ¢
um dos mediadores vasoprotetores mais importantes secretados pelo endotélio. Esta
substancia € um gas soltvel de meia-vida curta, radical livre, sintetizado de maneira continua

pelas células endoteliais através da enzima 6xido nitrico sintase (NOS).

A NOS catalisa a produgdo de *NO, que ¢ produzido a partir da oxidacdo de um dos
dois nitrogénios guanidino da L-arginina, e convertido em L-citrulina (Moncada et al., 1991),
e necessita de cofatores como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NAD(P)H), o
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), o mononucleotideo de flavina (FMN) e a
tetrahidrobiopterina (BH4) para transferéncia de elétrons do dominio oxidase para o redutase
da enzima (Forstermann, 2010; Forstermann & Sessa, 2012). Ha trés isoformas da NOS: uma
induzida pelo estimulo imunoldgico (iNOS) e duas constitutivas, a NOS endotelial (eNOS) e
a NOS neuronal (nNOS), sendo que as NOS constitutivas sdo dependentes do ion calcio
(Ca’*) e de calmodulina para sua ativacdo, enquanto a iNOS é independente de Ca?*-
calmodulina (Moncada et al., 1991; Guix et al., 2005). A ativacdo da eNOS é mediada por
véarios agonistas, como acetilcolina, bradicinina, ion6foro de Ca®*, catecolaminas,
angiotensina Il, e por estimulos fisicos, como o estresse de cisalhamento, os quais originam
aumento da concentracdo intracelular de Ca**, formando o complexo Ca®*-calmodulina que
ativa a eNOS (Loscalzo & Welch, 1995).

O *NO produzido difunde-se rapidamente para as celulas vasculares e para o limen
vascular, devido a sua caracteristica lipofilica e seu tamanho; isto o torna crucial para o

entendimento de suas atividades biol6gicas (Moncada, et al., 1991; Busconi & Michel, 1993).



18

No interior da célula muscular, o *NO interage com 0 grupamento heme da enzima guanilato
ciclase soltvel (GCs), levando a alteracdo da conformacdo desta enzima, tornando-a ativa. A
GC catalisa a saida dos dois grupamentos fosfato da molécula da guanosina trifosfato (GTP),
resultando na sintese de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (Dussue et al., 2003). Com a
elevacdo da concentracdo de GMPc, que ativa a proteina quinase G (PKG) na célula
muscular, ocorre relaxamento vascular devido & diminuicdo do influxo de Ca?*, inibicéo da
liberacdo e/ou aumento de captacdo de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico (Gewaltig & Kojda,
2002). Tanto o *NO diretamente como a PKG podem aumentar a atividade dos canais para
potassio (K"), produzindo hiperpolarizacdo, o que reduz a entrada de Ca** do meio

extracelular, levando a mais vasodilatacdo (Rapaport et al., 1983).

A sintese de *NO ¢ bloqueada pela inibi¢dao do sitio ativo da eNOS com analogos da
L-arginina, como por exemplo a dimetilarginina assimétrica (ADMA), um aminoacido
encontrado em varios tecidos e no plasma (Yamagishi & Matsui, 2011). A L-arginina e a
ADMA estdo inversamente relacionadas com a funcdo endotelial. Cooke (2005) demonstrou
gue o aumento na producdo de ADMA parece ser um fator de risco cardiovascular ligado a
diversas doencas cardiovasculares, como a hipertensdo arterial. Além da importante fungéo
como vasodilatador enddgeno, o *NO também exerce muitas outras fungdes, incluindo a
regulacdo do crescimento da parede vascular, através da inibicdo da proliferacdo de células
musculares lisas, da producdo basal de colageno, da divisdo celular e da producdo de matriz
extracelular estimuladas pela ET-1 e/ou ANG II, além de estimular a apoptose, através de
mecanismos dependentes do GMPc (Pollman et al., 1996).

Taddei et al. (2001) demonstraram que o envelhecimento induz redugédo na producéo
de *NO e disfungdo endotelial, independente de outros fatores de risco. Todavia, segundo
Assar et al. (2013), o endotélio de individuos idosos produz *NO suficiente para atingir o
relaxamento completo da vasculatura mesentérica, porém seu efeito € parcialmente
contrabalancado por fatores vasoconstritores derivados da COX e por espécies reativas de
oxigénio (EROS), provavelmente anions superdxidos, os quais também sdo produzidos pelas
células endoteliais. O *NO ¢ um importante marcador da homeostasia e 0 prejuizo na sua
biodisponibilidade é observado na hipertensdo, diabetes e aterosclerose (Lerman & Zeiher,
2005). O envelhecimento também pode prejudicar a funcionalidade da eNOS por diversos
mecanismos. Em artérias de ratos, foi encontrada menor expressdo desta enzima, aléem da
resisténcia a oxidacdo estar diminuida ¢ a resposta do musculo liso vascular ao *NO

apresentar-se aparentemente diminuida com o avancar da idade (Wu et al., 2007). E esta
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reducao na expressdo € atribuida parcialmente a diminuicdo da L-arginina, principal substrato

da eNOS, que é degradada pela arginase Il (Santhanam et al., 2008).

No envelhecimento, a atividade e expressdo da arginase Il estd aumentada, o que
acarreta na menor atividade da eNOS e reduzida sintese de *NO, contribuindo assim para a
disfuncdo endotelial (Wu et al., 2014). Além da L-arginina, a BH4, importante cofator da
atividade da eNOS, também esta envolvido na disfuncdo endotelial relacionada com a idade
(Higashi et al., 2006). Este cofator é degradado rapidamente com o aumento do estresse
oxidativo, levando a deficiéncia da atividade da eNOS, enquanto que sua administracao
exogena melhora a vasodilatacdo dependente do endotélio, prejudicada pelo envelhecimento
(Higashi et al., 2006). A diminuicdo da atividade da eNOS relacionada com a idade esta
intimamente ligada com a disfuncdo microvascular e com o prejuizo da contratilidade

ventricular em pacientes idosos (O’Rourke et al., 2010).

Prostaciclina (PGl,)

A Prostaciclina (PGl,) é um membro da familia das prostaglandinas derivadas do
4cido araquidonico. E a principal prostaglandina produzida pelas células endoteliais, quando
sobre estas atuam fatores mecanicos, tais como pressdo pulsatil, substancias enddgenas
derivadas do plasma (bradicinina e trombina), ou produzidas por plaquetas ativadas,
destacando-se a serotonina, o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e
interleucina-1 (Moncada et al., 1978). A producdo da PGl inicia-se com a liberacdo de acido
araquidénico a partir dos fosfolipideos da membrana citoplasmatica por acdo da fosfolipase
A, (PLA,). Através da reacdo catalisada pela COX formam-se os endoperoxidos PGG; e
PGH; (Needleman et al., 1986). Por ultimo, através da acdo da prostaciclina sintetase origina
a PGI; (Needleman et al., 1986).

Existem duas isoenzimas da COX: a COX-1 e a COX-2, que sdo enzimas associadas a
membrana. A isoforma constitutiva, COX-1, induz a producao de prostaglandinas envolvidas
na regulacdo de funcdes fisioldgicas como citoprote¢do da mucosa gastrica, homeostasia renal
e funcdo plaquetaria. A segunda isoforma, a COX-2, codificada por um gene diferente, é
expressa em resposta a estimulos inflamatdrios e mitogénicos, sendo, portanto responsavel
pela formacdo das prostaglandinas associadas a resposta inflamatoria (Vane et al., 1998;

Félétou et al., 2010). Em determinadas condic@es, tais como o processo de envelhecimento e
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inflamacédo, a COX-2, pode ser expressa em celulas endoteliais e do musculo liso vascular,

participando das contragdes dependentes do endotélio (Shi et al., 2008).

No entanto, grande parte da PGI, produzida in vivo, principalmente as produzidas na
vasculatura pulmonar e sisttémica, parecem ser derivadas da COX-2 (Catella-Lawson et al.,
1999; MCadam et al., 1999). Esta prostaglandina é instavel ao pH fisiol6gico e possui tempo
de meia-vida curto (<2min), transformando-se rapidamente na forma inativa 6-keto-
prostaglandina Fi, (6-keto-PGF,,; Lewis & Dollery, 1983; Smyth & Fitzgerald, 2002). As
acOes desta prostaglandina sdo mediadas via receptor acoplado a proteina G (GPCR),
conhecido como receptor IP. Este receptor estd acoplado a subunidade Gs da proteina G
heterotrimétrica e medeia a ativacdo da adenilil ciclase, aumentando os niveis de AMPc (Boie
et al.,, 1994), e a estimulacdo da proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA) no
musculo liso vascular. A PKA tem um efeito semelhante a PKG, podendo ativar canais para
K*, induzindo hiperpolarizacio e estimulando assim a saida de Ca®* do citosol, inibindo a

contracdo (Carvalho et al., 2001).

A PGl possui diversos efeitos fisioldgicos; na vasculatura possui efeito vasodilatador
potente e é inibidora da agregacdo plaquetaria (Smyth et al., 2009). A PGl, inibe ainda a
proliferacdo da célula muscular lisa vascular e a desdiferenciacdo (Fetalvero et al., 2006;
Fetalvero et al., 2007), estimula as enzimas que metabolizam ésteres de colesterol nos
midcitos lisos vasculares, suprime o acumulo destes lipideos ao promover a sua fagocitose por
macrofagos (inibe a aterogénese) e impede a liberacdo de fatores de crescimento que
acarretam na hipertrofia da camada muscular da parede dos vasos (Fetalvero et al., 2007).
Existem condic@es, algumas das quais patolégicas, em que ocorre diminuicdo da capacidade
de producdo de PGlI, pelo endotélio, aumentando o risco de trombose ou desenvolvimento de
aterosclerose. Dentro destas salientam-se o diabetes mellitus, o tabagismo, a aterosclerose e o
envelhecimento (Dyerberg et al., 1978; Wang et al., 1989; Saito et al., 1997).

Em aorta de animais idosos, a expressdo do RNA mensageiro da PGl, ndo diminuiu
devido a idade, contudo a capacidade das células endoteliais de produzir esta prostaglandina
vasodilatadora esta reduzida (Nakajima et al., 1997). Adicionalmente, pesquisas mostram a
diminuicdo da expressdao do RNA mensageiro do receptor da PGIl, no musculo liso vascular
de animais idosos, enfatizando a contribuicdo da PGI, sobre o relaxamento dependente do

endotélio pode reduzir com a idade (Numaguchi et al., 1999).
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Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

Outro fator vasodilatador liberado pelas células endoteliais € o Fator Hiperpolarizante
Derivado do Endotélio (EDHF). Diversos estudos tém especulado a natureza do EDHF, o
qual causa hiperpolarizacdo das células do musculo liso vascular independente dos efeitos
hiperpolarizantes do *NO ou da PGI, (Shimokawa, 2010). Dentre os possiveis EDHFs
encontram-se 0 mondxido de carbono (CO), o sulfeto de hidrogénio (H.S), EROS,
metabolitos do acido araquidonico e os derivados do metabolismo da COX, da lipooxigenase
(LOX) e da monooxigenase citocromo P450 (Félétou & Vanhoutte, 2005).

A hiperpolarizacdo reduz o influxo de Ca** pela diminuicdo da abertura dos canais
para Ca** dependente de voltagem (VOCC) ou pela reducéo da liberacdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (Nelson et al., 1990; Bolton et al., 2002; Del Valle-Rodriguez et al., 2003),
resultando em reducdo da concentracdo deste ion no citoplasma da célula e em relaxamento
vascular (Busse et al., 2002). Em contrapartida, a despolarizacdo das células musculares lisas
vasculares provoca contragdo abrindo VOCC e favorecendo liberacdo de Ca®* induzida por
Ca®* (Félétou & Vanhoutte, 2009). Os canais para potéassio (K*), em especial os canais para
K* ativados por Ca** (Kc,), sd0 importantes proteinas na regulacdo de eventos elétricos da
membrana (Nelson & Quayle, 1995); nas células endoteliais, eles contribuem para 0 aumento
da concentracdo intracelular de Ca®* e, por conseguinte, regulam a liberacdo de fatores
vasoativos derivados do endotélio. Além disso, estes canais sdo 0s principais constituintes
moleculares na geracdo de substancias hiperpolarizantes derivadas do endotélio e nas
respostas mediadas pelo EDHF (Félétou & Vanhoutte, 2005; Ledoux et al., 2006).

A familia dos canais K¢, € dividida em trés subfamilias: canais para Kc, de alta
(BKCa), intermediaria (IKCa) e baixa (SKCa) condutancia. Os canais IKca e SKca
desempenham papel chave na resposta mediada pelo EDHF (Stankevicius et al., 2006; Sheng
& Braun, 2007). Ambos apresentam distribuicdo subcelular distinta, sendo que os canais SKc,
sdo amplamente expressos ao longo da membrana plasmatica, enquanto os IKc, sdo
preferencialmente localizados nos locais de projec6es endoteliais frequentemente associados
com juncdes GAP mioendoteliais (Sandow et al., 2006). Em ratos, o niumero de jungdes GAP
mioendoteliais e a expressdo dos canais SKc, e 1Kc, aumentam com a reducdo do diametro
das artérias (Sandow & Hill, 2000; Hilgers et al., 2006), um fendmeno que esta associado
com o0 aumento na contribui¢do da resposta mediada por EDHF no relaxamento dependente
do endotélio (Hwa et al., 1994; Shimokawa et al., 1996).
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As respostas mediadas pelo EDHF estdo alteradas no envelhecimento e em diversas
doencas cardiovasculares (Félétou & Vanhoutte, 2009). A contribuicdo destes fatores na
vasodilatacdo de artérias de humanos tem sido demonstrada em diversas regiGes vasculares,
tais como artérias corondrias (Nakashima et al., 1993), microvasos omentais e subcutaneos
(Pascoal & Umans, 1996; Mackenzie et al., 2008) e artérias de resisténcia peniana (Angulo et
al., 2003). O prejuizo na vasodilatacdo mediada pelo EDHF tem sido observado em artérias
mesentéricas (Goto et al., 2004) e renais (Long et al., 2005) de ratos idosos. Este prejuizo foi
atribuido ao aumento na regulacdo do sistema renina-angiotensina (RAS), uma vez que a
inibicdo cronica da enzima conversora de angiotensina (ECA), bem como o bloqueio do
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT,), restaurou a resposta a estes fatores hiperpolarizantes
em artérias mesentéricas de ratos idosos (Goto et al., 2004).

Khodja et al. (2012) observaram danos na vasodilatacdo mediada por EDHF nas
artérias mesentéricas de ratos com 46 semanas de idade, 0 que estaria associado ao aumento
da expressdo do receptor AT, reduzida expressao do receptor AT, e aumento da ECA. Assim
como em modelos de hipertensdo induzidos por ANG Il (Hilgers & Webb, 2007), o prejuizo
dos componentes do EDHF na vasodilatagdo dependente do endotélio relacionado com a
idade envolve a diminuicao da expressao dos canais para IKc, € SKc, (Khodja et al., 2012), ja
os canais para K* dependente de Ca®" de alta condutancia (BKCa) se apresentam reduzidos

em artérias coronarianas de ratos idosos (Albarwani et al., 2010).

2.4.2. Fatores vasoconstritores derivados do endotélio

Além dos fatores vasodilatadores, o endotélio sintetiza substancias vasoconstritoras,
nomeadas de fatores de contracdo derivado do endotélio (EDCFs), incluindo os produtos
derivados do metabolismo do acido araquiddnico pela COX (prostanoides), a endotelina, a

angiotensina Il e os anions superéxidos.

Prostanoides

Os prostanoides s@o derivados do metabolismo do acido araquidénico e incluem as
prostaglandinas e o tromboxano. Os mais comuns sdo: prostaglandina E, (PGE,),
prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina F,, (PGF,,) € o tromboxano A, (TxA;). Como

citado anteriormente, ap0s a conversao de PGG, em PGH,, os prostanoides séo formados pela
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acao de sintases especificas. Estes produtos gerados podem variar de acordo com cada tecido
e sdo determinados primariamente pela quantidade de sintases expressas em cada local (Bos et
al., 2004). O &cido araquidénico ainda pode ser oxidado pelas LOX e originar o &cido 15-s-
hidroxieicosatetraenoico (15-HETE), uma substancia capaz de produzir contracdo vascular
(Vanhoutte & Eber, 1991). Ha diversos prostanoides derivados da via &cido araquidénico-
COX, como foram citados anteriormente. Cada substancia exerce sua funcéo através de sua
ligagdo a receptores especificos. Estes sdo receptores acoplados a proteinas Gs (estimulatoria)
ou G; (inibitéria), que quando sdo ativados estimulam ou inibem vias de sinalizacdo
intracelular (Félétou et al., 2010). Os prostanoides vasoconstritores mais comuns sdo a PGE,,
a PGF,, e 0o TxA,. Estes se ligam a receptores especificos chamados EP, FP e TP,
respectivamente. Esta ligacdo ativa a fosfolipase C (PLC) formando segundos mensageiros,
como inositol trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG), que ativa a mobilizagdo do Ca**

intracelular e a proteina quinase C (PKC), dando lugar a contracdo (Bos et al., 2004).

O TxA; é sintetizado a partir da acdo da enzima TxA,-sintetase (TXS) sobre a PGH,, e
é considerado o principal produto final do metabolismo do acido araquiddnico formado pelas
plaquetas (Sellers & Stallone, 2008). Os efeitos do TxA; s&o mediados pelo receptor TP e
incluem além de vasoconstri¢do, agregacdo plaquetaria, aumento da expressdo de moléculas
de adesdo e da infiltracdo de macrdfagos através da modulacdo de receptores do tipo tirosina
quinase (Fonlupt et al., 1991; Nakahata, 2008). Os receptores TP sd0 expressos em Varios
tecidos, incluindo plaquetas, cérebro, células musculares lisas e endoteliais, entre outros (Bos
et al., 2004). Nas células musculares lisas, a transducdo de sinal deste prostanoide envolve
uma proteina Gq, estimulando a PLC, 0 que promove aumento na concentracdo intracelular de
Ca®* resultando em vasoconstricdo (Mayeux et al., 1989). Ha duas isoformas para o receptor
TP em tecidos humanos, mas ndo em roedores: TPa e TP, 0s quais diferem apenas nas suas

por¢des C-terminais (Hirata et al., 1996).

A liberacdo tanto de TxA, como de outras prostaglandinas pelas células endoteliais
ocorre através da acdo de agonistas vasoconstritores (serotonina, fenilefrina, noradrenalina,
ET-1, ANG II), vasodilatadores (bradicinina, acetilcolina) e por estimulos mecanicos (Taddei
& Vanhoutte, 1993). Pesquisas recentes tém demonstrado que EROS sao capazes de aumentar
a densidade de receptores TP na membrana de células musculares lisas (Valentin et al., 2004;
Wilson et al., 2009) e, ainda, a ativacdo de receptores TP reduz a producédo de *NO em células

endoteliais (Liu et al., 2009; Xavier et al., 2009), podendo provocar prejuizo na fungéo
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endotelial, mostrando a importancia deste prostanoide no desenvolvimento de desordens

vasculares.

Vaérios estudos relataram que em artérias de ratos idosos 0 TxA, estd aumentado em
até 2-5 vezes e 0 RNA mensageiro da TXS estad aumentado em 4 vezes quando comparados
com ratos jovens (Martin, 1984; Matz et al., 2000; Kang et al., 2007; Tang & Vanhoultte,
2008), apesar de o envelhecimento nédo ter alterado a expressdo do RNA mensageiro do
receptor TP (Tang & Vanhoutte, 2008). Em contrapartida, existem relatos de estudos como de
Heymes (2000) que mostra ndo haver diferenca significativa na liberacdo de TxA, em aortas
de ratos jovens e idosos. Um aumento na producdo deste prostanoide em nivel sistémico foi
encontrado em pacientes e modelos animais de varias doencas cardiovasculares, tais como
angina instavel (Fitzgerald et al., 1986), isquemia do miocardio e infarto (Shinmura et al.,
2005), vasoespasmo cerebral, hipertensdo induzida na gravidez (Fitzgerald et al., 1990; Keith
et al., 1993) e cardiopatia congénita (Adatia et al., 1993).

A PGE; é a prostaglandina mais abundante do organismo (Serhan & Levy, 2003),
produzido por diversas células como fibroblastos, leucécitos e células renais. Pode ser
sintetizada por trés tipos de Prostaglandinas E sintetase (PGES), a PGES citosélica (cPGES) e
duas PGES membranares, mPGES1 e mPGES2 (Hara et al., 2010), sendo a mPGE1 a
principal responsavel pela producdo da PGE,. De uma forma geral, as prostaglandinas da série
E tém uma ampla capacidade de promover resposta imunol6gica, vasodilatacdo ou
vasoconstricdo, inibicdo ou ativacdo da proliferacdo celular, protecdo da mucosa gastrica e
inibicdo da secrecdo acida do estdmago, entre outras. Estes efeitos resultam da ativacdo de
diferentes tipos de receptores denominados: EP;, EP,, EP3; e EP4 (Sugimoto & Narumiya,
2007).

Todos estes receptores possuem arquitetura de sete dominios transmembrana,
caracteristica de receptores acoplados a proteina G, apesar de cada um deles ser codificado
por um gene distinto e promover respostas celulares atravées da ativagdo de diferentes tipos de
proteina G (Coleman et al., 1994). No sistema vascular, os subtipos EP; e EP3 induzem
vasoconstricdo, a qual ocorre através da ativacdo da via do IPs/Ca?* (receptor EP;) ou da
reducdo dos niveis intracelulares de AMPc (receptor EP3) por inibicdo da adenilil ciclase
(Funk et al., 1993; Coleman et al., 1994). A ligacdo da PGE, aos receptores EP, e EP,4
promove vasodilatacdo através da elevacdo nos niveis de AMPc via ativacdo da adenilil

ciclase (Coleman et al., 1994).
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Existem poucas informacGes disponiveis sobre possiveis alteracdes da PGE,, PGES ou
receptores EP com o avanco da idade. Tang & Vanhoutte (2008) demonstraram que enquanto
a cCPGES e mPGES1 ndo sofreram alteracdo em células endoteliais de aorta de ratos idosos, a
expressao do RNAm da mPGES2 nestes ratos € 5 vezes maior, 0 que pode presumivelmente
resultar no aumento dos niveis de PGE,. O nivel de PGE, se mostrou aumentado nas artérias
coronérias de ratos idosos quando comparado com ratos jovens (Ishihata et al., 2005) e a
expressao de receptor EP; e EP, estd aumentada em artérias de ratos com 72 semanas de idade
quando comparados com ratos de 36 semanas. O aumento na expressdo do receptor EP, nas
artérias de ratos idosos poderia funcionar como um sistema compensatorio na regulacdo do

tonus vascular local (Tang & Vanhoutte, 2008).

A PGF,,, outro prostanoide vasoconstritor, € formada a partir da PGH, através da
PGF,.-sintetase (PGFS) e representa uma das principais prostaglandinas vasoconstritoras
derivadas do acido araquidénico. No sistema vascular, este prostanoide atua
predominantemente através do receptor FP expresso no musculo liso vascular e no endotélio
(Fukunaga et al., 1993; Abramovitz et al., 1994; Lake et al., 1994; Sugimoto et al., 1994;
Sakamoto et al., 1995), podendo também interagir com o receptor TP (Gluais et al., 2005). A
PGF,, participa da regulacdo do ténus vascular, a partir da interacéo entre esta prostaglandina
e seu respectivo receptor provocando aumento do Ca** intracelular e assim resultando em
vasoconstricdo potente (Csepli & Csapo, 1975; Hata & Breyer, 2004; Smyth et al., 2009;
Wong et al., 2009). O receptor FP, acoplado & proteina G, estimula a via do IPs/Ca*

produzindo contragcdo da musculatura lisa (Pierce et al., 1999).

Tang e Vanhoutte (2008) demonstraram que a expressdo do RNA mensageiro da
PGFS esta elevada em aorta de ratos idosos, quando comparados com ratos jovens.
Corroborando com estes dados, Wong et al. (2009) relataram que niveis de PGF,, também
estdo elevados em hamster idosos, e que a contragcdo dependente do endotélio é mediada por
esta prostaglandina produzida a partir do metabolismo da COX-2. Contudo, ndo foi
encontrado alteragdes no RNA mensageiro do receptor FP nas células endoteliais de aortas de
ratos idosos (Tang & Vanhoutte, 2008).

Endotelinas (ETs)

A ET foi inicialmente isolada e identificada em culturas de células endoteliais suinas,

mostrando-se um potente peptideo vasoconstritor composto por 21 residuos de aminoacidos
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(Yanagisawa et al., 1988). Em condi¢cGes normais, as ETs ndo agem como hormonios
circulantes, mas sim como fatores autocrinos e paracrinos em varios alvos no organismo. Ha
trés isoformas enddégenas de endotelinas, chamadas de ET-1, ET-2 e ET-3 (Inoue et al., 1989).
Os precursores das ETs sdo processados por duas proteases para criar a forma ativa. As pré-
pré-endotelinas, com aproximadamente 200 residuos, sdo clivadas por peptidases, formando
intermediérios biologicamente inativos denominados de big-endotelinas (big ETs), estas séo
clivadas por enzimas conversoras de endotelinas (ECE), formando o produto final, a
endotelina-1 (D’Orléans-Juste et al., 2002). As células endoteliais sdo a maior fonte de ET,
com predominancia da isoforma ET-1, contudo, outros tecidos podem também sintetiza-la,
incluindo células do musculo liso vascular, queratindcitos, macréfagos, glandulas mamarias,

endomeétrio, placenta, algumas células nervosas e glandulas enddcrinas (Stjernquist, 1998).

A ET atua especificamente em receptores no musculo liso vascular, cujos subtipos
sdo: ETa e ETg, ja nas células endoteliais atuam no subtipo ETg (Tirapelli et al., 2005).
Ambos 0s receptores estdo acoplados a proteina G, ativando assim a PLC, levando ao
aumento dos niveis intracelulares de Ca®* e da fosforilagdo da miosina quinase que resulta em
contragdo duradoura do musculo liso (Lischer & Barton, 2000) e vasoconstricdo (Seo et
al.,1994; Haynes et al., 1995). Ja a ativacdo do receptor ETg pela ET-1 nas células endoteliais

promove ativacdo da eNOS e, como consequéncia, vasodilatacdo (Tsukahara et al.,1994).

Em artérias de ratos idosos foi demonstrado um aumento na resposta contratil a ET-1
(Donato et al., 2005; Korzick et al., 2005), enquanto o bloqueio do receptor ETa parece
reverter o prejuizo do relaxamento dependente do endotélio em artérias car6tidas de
camundongos idosos (Donato et al., 2009). J& em humanos, o envelhecimento estd associado
com a elevagdo dos niveis plasmaticos de ET-1 (Maeda et al., 2003; Donato et al., 2009) e
com a atenuacdo da vasoconstricdo induzida por ET-1 no leito do antebraco (Van Guilder et
al., 2007). Além disso, foi observado um aumento do fluxo sanguineo na perna de individuos
idosos ap0s o blogueio dos receptores ETA/ETg quando comparados com individuos jovens,
sugerindo elevacdo do tdnus vasoconstritor mediado por ET-1 em artérias periféricas de
idosos (Thijssen et al., 2007). Além disso, a expressdo deste peptideo nas células endoteliais
esta correlacionada negativamente com a vasodilatacdo dependente do endotélio no antebraco
(Donato et al., 2009).
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Angiotensina Il (ANG 1)

A ANG II, além de ser um hormdnio que desempenha papel central na homeostase
cardiovascular, regulando a pressao arterial e a vasoconstri¢cdo (Taubman, 2003; Wolf et al.,
2003), é uma citocina multifatorial que tem funcdo mitogénica, pro-inflamatéria e proé-
fibrinogénica (Irigoyen et al., 2005). A formagdo da ANG Il a partir da ANG | ocorre no
plasma e em varios tecidos, como rins, cérebro, glandulas adrenais, muasculo liso vascular e
também nas células endoteliais, a partir da conversdo do angiotensinogénio em ANG I, o qual
é subsequentemente convertido pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em ANG II.
Esta Gltima atua através de dois receptores AT; e AT, (Lemarié & Schiffrin, 2009; Stegbauer
& Coffman, 2011).

A maioria dos efeitos biologicos da ANG Il é mediada pela ativacdo de receptores
AT, enquanto alguns efeitos, geralmente opostos aos induzidos pela ativacdo de ATy, tém
sido atribuidos a ativacao de receptores AT, (Touyz & Berry, 2002). As suas principais acoes
sdo: contracdo e proliferacdo de células musculares lisas vasculares, aumento da
contratilidade e inducdo de hipertrofia cardiaca, estimulacdo da secrecdo de aldosterona e
consequente formacdo de colageno e outros elementos da matriz extracelular, estimulacdo do
sistema nervoso simpatico e liberacdo de vasopressina (Berk et al., 1989; Krieger et al., 1998;
Marrero et al., 2005). A ANG Il é um potente indutor da disfuncdo endotelial e do estresse
oxidativo (Khodja et al., 2012). Em ratos idosos, um inibidor da ECA ou antagonista do
receptor AT; melhora a funcdo endotelial nos vasos sanguineos destes, em parte, por
diminuicdo do estresse oxidativo (Goto et al., 2000; Kansui et al., 2002; Mukai et al., 2002).

Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERONS)

As ERONs sdo moléculas produzidas e eliminadas fisiologicamente pela parede
vascular de maneira controlada (Wassmann et al., 2004), desempenhando papel chave na
manutencéo do tonus vascular e da pressdo sanguinea (Ulker et al., 2003). Esse conjunto de
moléculas incluem o anion superoxido (¢O;), 0 radical hidroxil (*OH), e o peroxinitrito
(ONOO). Ainda, pode-se incluir o peréxido de hidrogénio (H,0,), o 0z6nio (O3) e 0 &cido
hipocloroso (HOCI), mesmo ndo sendo radicais livres, possui grande poder oxidante e
contribuem assim para o estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007). Estas espécies
reativas sdo produzidas no sistema vascular a partir de fontes endogenas e exdgenas. As

principais e mais importantes fontes enddgenas incluem a COX, a LOX, o citocromo P450, a
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mieloperoxidase (MPO), a xantina oxidase (XO), a NOS e a NAD(P)H-oxidase, sendo esta
ultima uma das mais importantes fontes de anion superdxido, tanto em celulas endoteliais
como em células do musculo liso (Paravicini et al., 2002; Cai et al., 2003; Taniyama et al.,
2003). Além disso, o nivel de producdo deste anion pela NAD(P)H oxidase determina a
severidade da disfuncdo endotelial e permite caracterizar clinicamente e experimentalmente o

perfil do risco cardiovascular (Guzik et al., 2000).

Em condicbes normais, as ERONs sdo inativadas por mecanismos de defesa
antioxidante endogenos, tanto enzimatico (isoformas cobre/zinco e manganés da superéxido
dismutase — SOD, glutationa peroxidase — GP, catalase) como ndo enzimatico (vitamina C, E,
acido urico), prevenindo assim o possivel desenvolvimento de danos tissulares. No entanto,
em condicBes patoldgicas, 0 aumento nos niveis destas espécies reativas causa acimulo de
proteinas defeituosas, aumento da frequéncia de mutagénese, inflamacdo, menor
biodisponibilidade do *NO, provocando disfunc¢do endotelial (Rabélo et al., 2009; Malinin et
al., 2011). Este aumento devido ao desbalanco redox (estresse oxidativo) foi constatado em
aorta, mesentérica, carotida e coronarias de ratos e camundongos com idade avancada,
sugerindo que este prejuizo esteja associado ao envelhecimento, com aumento da atividade da
NAD(P)H oxidase (Pacher et al., 2007).

2.5. Fosfodiesterases

Como mencionado anteriormente, as alteragcbes vasculares que ocorrem durante o
envelhecimento podem contribuir para o desenvolvimento de eventos cardiovasculares.
Estimulos fisicos, como aumento do fluxo sanguineo e da pressao arterial, podem desencadear
liberacdo de moléculas vasodilatadoras pelo endotélio vascular, tais como *NO, PGI; e outras
substancias quimicas que se difundem para o musculo liso causando aumento de segundos
mensageiros, adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e guanosina monofosfato ciclico
(GMPc), provocando vasodilatacdo. O AMPc e o GMPc regulam VArios processos
fisioldgicos, incluindo transducdo de sinal, proliferacdo celular e diferenciacdo, expressédo
génica, inflamacdo, apoptose e vias metabdlicas, tais como esteroidogénese, a secrecdo de
insulina e a sintese de glicogénio, bem como glicogendlise, a lipogénese e a lipblise (Conti &
Beavo, 2007; Francis et al., 2011; Keravis & Lugnier, 2012). Uma vez sintetizado pela acéo
da adenilil ciclase ou guanilil ciclase, respectivamente, o AMPc e o GMPc traduzem

informacdes codificadas de sinal atuando através de uma série de efetores celulares. Entre
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estes estdo as proteinas quinases ativadas por AMPc e por GMPc (proteina quinase A, PKA,
ou proteina quinase G, PKG), respectivamente), canais i6nicos dependentes de nucleotideos
ciclicos, proteinas EPACs (proteinas de troca diretamente ativadas por AMPc) e um grupo
limitado de enzimas da familia das fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDE) (Conti &
Beavo, 2007; Francis et al., 2011).

As PDEs sdo metalofosfohidrolases que catalisam a hidrdlise dos nucleotideos
ciclicos, AMPc e/ou GMPc, gerando os correspondentes nucleotideos AMP e GMP, dessa
forma finalizando a via de sinalizacdo dos nucleotideos ciclicos (Beavo, 1995). Sabe-se até o
momento que existem 11 familias diferentes de PDE (PDE 1-11), tornando como base a
sequéncia inicial de aminodacidos, a organizacdo de dominios regulatérios e as caracteristicas
cataliticas e regulatérias. Cada familia contém véarios genes que através de processamento
alternativo de RNA mensageiro gera em torno de 50 isoenzimas distintas (Beavo &
Reifsnyder, 1990; Beavo, 1995; Conti et al., 1995; Manganiello & Degerman, 1999; Conti,
2000; Soderling & Beavo, 2000; Francis et al., 2001). Existe um sistema de nomenclatura que
permite a identificacdo das PDEs, como exemplo a “HSPDE4D3”, que identifica a enzima
humana (HS, Homo sapiens) da familia PDE-4 codificada pelo gene D, variante de

processamento de RNA mensageiro numero 3 (Beavo et al., 1994).

As PDEs possuem diferentes especificidades e afinidades a seus substratos, os
nucleotideos ciclicos, algumas hidrolisam especificamente o AMPc (PDE-4, -7 e -8),
enquanto outras 0 GMPc especificamente (PDE-5, -6 e -9) e algumas hidrolisam ambos (PDE
1, 2, 3, 10 e 11) (Maurice et al., 2003; Jeon et al., 2005). Além disso, as PDEs possuem
caracteristicas regulatérias distintas, sendo que algumas delas séo ativadas ou inibidas pelos
proprios nucleotideos ciclicos. Por exemplo, a PDE-1 € ativada pela ligacdo
Ca?*/calmodulina, PDE-2 e -5 sdo ativadas por GMPc, PDE-3 e PDE-6 sdo inibidas por
GMPc, enquanto que PDE-10 é inibida por AMPc (Conti & Beavo, 2007; Francis et al.,
2011). As familias de PDEs possuem caracteristicas semelhantes, com um nucleo catalitico
altamente conservado, de aproximadamente 270 aminoacidos, localizado na porcédo C-
terminal e dominios regulatorios localizados na regido N-terminal (Conti, 2000; Omori &
Kotera, 2007).

Os recentes avancos em estudos da farmacologia molecular das enzimas PDEs estéo
dando suporte a expectativa na aplicacdo de farmacos inibidores de segunda geracao

especificos destas enzimas para o tratamento de diversas doencas, dentre elas a hipertensdo e
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algumas desordens cardiovasculares. Sabendo que a hipertensdo arterial € uma doenca com
alta incidéncia em individuos idosos, alteracdes na via do AMPc tém sido sugeridas como um
mecanismo importante no desenvolvimento e manutengéo do processo hipertensivo (Marcil et
al., 1997). Diante disto, farmacos inibidores de PDEs poderiam ser uma ferramenta

importante para a prevencao de algumas desordens vasculares.

Por exemplo, a isoenzima PDE-4 é altamente expressa em quase todos os tipos de
células, exceto nas plaquetas sanguineas, e seus inibidores tém atividades anti-inflamatorias e
antidepressivas, mas foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento de DPOC (doenca
pulmonar obstrutiva crénica) e asma (Torphy, 1998; Rabe, 2011; Schudt et al., 2011), e ainda
tém sido testados em modelos de artrite reumatoide (Dyke & Montana, 1999). J4 a PDE-5
desempenha um papel importante sobre o ténus da musculatura lisa vascular, e a sua inibigdo
é util no tratamento da disfuncéo erétil, resultando em aumento do GMPc com relaxamento da
musculatura lisa vascular peniana (Ballard et al., 1998). A expressao da isoenzima PDE-1 tem
maior expressao no cérebro, mas também é encontrada no coracdo e no musculo esquelético,
e sua inibicdo aumenta o fluxo sanguineo cerebral e melhora a memoria (Sonnenburg et al.,
1995).

Outro exemplo é a familia da PDE-3, que possui dois genes, PDE-3A e PDE-3B. O
RNA mensageiro da PDE-3A é mais expresso em vasos sanguineos, coracdo, megacariocitos
e odcitos (Reinhardt et al., 1995), enquanto 0 RNA mensageiro da PDE-3B estd mais
expresso em hepatécitos, adipécitos, epitélio do ducto coletor renal e espermatécitos em
desenvolvimento (Reinhardt et al., 1995). Embora alguns tecidos possuam as duas isoformas,
em células que expressam ambos os produtos dos genes de PDE-3, os niveis de PDE-3A sédo
geralmente dominantes (Liu & Maurice, 1998; Manganiello & Degerman, 1999). Os
inibidores desta isoenzima foram aprovados para o tratamento agudo em adultos com
insuficiéncia cardiaca descompensada e refrataria (Movsesian & Kukreja, 2011); utilizados no
tratamento da claudicacdo intermitente, uma doenca arterial periférica que atinge
principalmente os membros inferiores, caracterizada por dores nas pernas induzidas por
isquemia, através da vasodilatacdo mediada por AMPc e a inibicdo da ativacdo das plaquetas
e da inflamacgdo da parede vascular (Kambayashi et al., 2007; Kanlop et al., 2011). Desta
forma, estas drogas se mostram capazes de melhorar a funcdo endotelial, e geralmente
fornecem beneficios na reducdo da morbidade e mortalidade em pacientes que sofrem de

DCVs, principalmente a populacédo de idosos.
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2.6. Cilostazol

O cilostazol, um potente e seletivo inibidor da PDE-3, € um derivado quinolinénico,
com efeitos farmacoldgicos que incluem inibicdo da ativacdo e agregacdo plaquetéria,
inibicdo de trombose (Kimura et al., 1985), vasodilatagdo (Kambayashi et al., 2003;
Nakamura et al., 2006), aumento do fluxo sanguineo dos membros inferiores (Yasuda et al.,
1985), reducdo de triglicerideos, aumento da lipoproteina de alta densidade do colesterol
(Toyota et al., 2001; Ikewaki et al., 2002) e inibicdo do crescimento das células do musculo
liso vascular (Tsuchikane et al., 1998; Ishizaka et al., 1999; Ahn et al., 2001). O tempo de
meia-vida é de aproximadamente 10 horas, e com administracdo repetitiva, resulta em
acumulo deste farmaco em até 2 vezes. A farmacocinética do cilostazol ndo é atingida pelos

fatores idade e género em individuos saudaveis (Suri et al., 1998).

A inibicdo da PDE-3 pelo cilostazol reduz a degradacdo do AMPc, ocasionando o
aumento deste substrato nas plaquetas, nas células endoteliais e musculares lisas (Schror,
2002), podendo ter acdo preventiva no inicio e na progressao da aterosclerose, por exemplo.
Quando isso ocorre na célula muscular lisa da parede arterial, existe uma redugdo do Ca®* no
seu interior, 0 que, em Ultima analise, produz relaxamento celular e, consequentemente,
vasodilatacdo. Ja quando acontece no interior da plaqueta, ha inibi¢do das enzimas PLA; e
COX, participantes da sintese do TxA, (elemento pré-agregante), o que resulta em
antiagregacédo plaquetéria (Igawa et al., 1990; Rosa et al., 2009). Por sua agdo antitrombotica
e vasodilatadora, o cilostazol tem sido utilizado no tratamento e/ou prevencdo de algumas
doencas de natureza isquémica, a partir do aumento das concentracdes intersticiais de
adenosina ao inibir a recaptacdo de adenosina pelas células e ao ativar o Akt e a eNOS
(Hashimoto et al., 2006). Nas plaquetas, isto resulta na estimulacdo dos receptores de
adenosina e aumento dos niveis de AMPc, melhorando as consequéncias da inibigdo da PDE
(Liu et al., 2000).

Além de inibir a agregacdo plaquetaria, o cilostazol bloqueia a expressao superficial
do receptor de fibrinogénio (GPIlIb/Illa), bem como a secrecdo da P-selectina, que esta
envolvida na mitogénese dependende de plaquetas (Inoue et al., 1999), e este efeito parece
contribuir para a inibigdo da reestenose. Ainda, atua inibindo o HB-EGF (fator de crescimento
semelhante ao fator de crescimento epidermal ligado a heparina), um potente mitégeno das

células do mdasculo liso vascular, mostrando desta forma sua atuacdo como um fator
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antimitogénico (Kayanoki et al., 1997). Em experimentos com ratos com injdria na artéria
carétida, a aplicacdo local do cilostazol resultou em uma inibigdo marcada da proliferacdo da
camada intima (Ishizaka et al., 1999), e em enxertos de veias de cdes suprimiu a formacéo

neointimal, que parece esta relacionado com a inibicdo de ANG Il (Takai et al., 2001).

Em 2005, Park et al. publicaram um estudo sobre as acOes anti-inflamatorias do
cilostazol, relatando que este farmaco suprime a adeséo de monacitos as células endoteliais de
veias umbilicais humanas, efeito que estava associado a diminuicdo da expressdo de VCAM-1
(molécula 1 de adesdo da célula vascular), de MCP-1 (proteina-1 quimioatraente de
monocito), da producdo de EROS e do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB).
Posteriormente, em 2009, este mesmo grupo demonstrou um efeito semelhante do cilostazol
em camundongos portadores de diabetes tipo 2, mostrando que este diminui os niveis de
TNF-0, uma importante citocina pro-inflamatdria, assim como reduziu os niveis de VCAM-1
e de EROS (Park et al., 2009). Corroborando com esses resultados, Lee et al. (2005)
comprovaram em um modelo de aterosclerose, que o cilostazol apresentou atividade anti-

inflamatoria, antioxidante e, portanto, atividade antiaterosclerdtica.

A acdo anti-inflamatéria deste inibidor também foi demonstrada em macréfagos ativados por
LPS (lipopolissacarideos derivados de bactérias), onde ele foi capaz de reduzir a expressdo da
INOS e da COX-2 (Park et al., 2011). E ainda, estes estudiosos relataram que a inibi¢do da
PDE-3 € capaz de ativar varios genes envolvidos no processo de sobrevivéncia neuronal
induzida por lesdo isquémica atraves da via CREB (proteina ligante ao elemento responsivo
ao AMPc). Alguns estudos mostram que inibidores da PDE-3 oferecem protecdo as células
endoteliais e ao tecido cerebral em modelos de isquemia focal, independentemente da
atividade antiagregante (Choi et al., 2002; Lee et al., 2003).

Em conjunto, essas agdes podem fazer do cilostazol uma alternativa importante para
prevencdo/tratamento de desordens vasculares envolvendo alteracdo da funcdo endotelial.
Esta ultima € um processo com alta incidéncia em individuos idosos; apresenta etiologia
variada e contribui para o desenvolvimento de varios distlrbios decorrentes do

envelhecimento, como por exemplo, aqueles associados ao processo aterosclerético.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Investigar o efeito da administracdo cronica do cilostazol sobre as consequéncias do

envelhecimento na funcdo vascular de ratos e os possiveis mecanismos envolvidos.

3.2. Especificos

e Analisar os efeitos do tratamento com cilostazol sobre a pressao arterial e frequéncia
cardiaca.
e Analisar em artérias de condutancia e de resisténcia destes animais se o tratamento

com cilostazol é capaz de alterar:
- O relaxamento dependente e independente do endotélio.

- A resposta contratil a fenilefrina e a noradrenalina em artérias aorta e mesentéricas de

resisténcia, respectivamente.

e Definir a participagéo dos canais para K* ativados por Ca®* na resposta vasorrelaxante

em artérias mesentéricas induzida pelo cilostazol.

e Verificar a participacdo da via endotelial NO/GMPCc neste efeito vasorrelaxante.
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Abstract

Aging impairs endothelial function, which may be considered a hallmark of the development
of cardiovascular diseases in elderly. Cilostazol, a selective inhibitor of phosphodiesterase 3
(PDE-3), has antiplatelet, antithrombotic and peripheral vasodilator effects. In the current
study, we analyzed whether cilostazol could affect vascular function (contractile and
relaxation mechanisms) of old rats and possible mechanism involved. 18-month-old male
Wistar rats were treated with Cilostazol during 8 weeks at the dose of 100 mg.kg™ by gavage;
untreated rats received vehicle. Blood pressure (BP) was measured in conscious rats.
Mesenteric resistance arteries (MRA) were used to evaluate the relaxation to acetylcholine,
sodium nitroprusside (SNP), forskolin, and isoproterenol and noradrenaline-induced
contraction. While relaxation to forskolin and isoproterenol remained unmodified by
cilostazol, relaxation to acetylcholine and to SNP was increased in MRA from cilostazol-
treated than untreated rats. In these arteries, vasoconstriction produced by noradrenaline was
similar in both groups. In a similar manner, incubation with L-NAME or ODQ abolished the
vasodilator response to acetylcholine in MRA from both cilostazol-treated and untreated rats.
In presence of L-NAME plus indomethacin, relaxation to acetylcholine was similar in both
groups. On the other hand, TRAM-34 plus apamin attenuated acetylcholine-induced
relaxation in MRA from cilostazol-treated rats, but in untreated rats. The present study
suggests that cilostazol reverses endothelial function in aged rats by a cGMP-dependent
mechanism, involving probably an increase in *NO and subsequent activation of the Kc,
channel in vascular smooth muscle. Although these results are preliminary, they suggest a
possible use of cilostazol as an alternative for the prevention/ treatment of vascular disorders

induced by aging.
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Introduction

Age-associated vascular changes may lead to the development of cardiovascular
diseases (CVD), which means 50% of clinical diseases present in the elderly (Assar et al.
2012). It is known that the aging process involves several structural and functional changes in
the vasculature. One of these abnormalities is characterized by changes on the communication
routes between the endothelium and the smooth muscle cells, independently of other risk
factors such as arterial hypertension, diabetes or hypercholesterolemia (Barodka et al. 2011).
The maintenance of the normal endothelial function is thought to be a key factor of healthy

cardiovascular system in aging (Virdis et al. 2010; Toda et al. 2012).

Endothelial integrity is essential for the regulation of vascular tone. Under
physiological conditions, there is an important equilibrium between the release of
endothelium-derived relaxing factors (EDRF), including nitric oxide (*NO), endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) and prostacyclin (PGl,), and the constricting factors
(EDCF), such as endothelin-1, angiotensin Il and cyclooxigenase (COX)-derived contractile
prostaglandins (Rubanyi, 1991; Vanhoutte, 1997). However, this equilibrium is altered in
elderly subjects (Matz et al. 2000), which leads to impaired endothelium-dependent relaxation
in several vascular bed from aged humans and animals (Matz & Andriantsitohaina, 2003;
Brandes et al. 2005; Rodriguez-Marias et al. 2009; Toda, 2012). This impairment is mainly
characterized by a progressive reduction of the bioavailability of *NO and an increase in the
production of COX-derived vasoconstrictor factors (Hongo et al. 1988; Koga et al. 1989;

Murohara et al. 1991; Matz et al. 2000; Minamino & Komuro, 2008).

Cilostazol, 6-[4-(1-cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxyl]-3,4-dihydro-2(1H)-
quinolinone, is a potent and selective inhibitor of PDE-3 which increases intracellular cAMP

and activates the protein kinase A (PKA) (Kambayashi et al. 2003). It has some
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pharmacologic effects including inhibition of platelet activation and aggregation (Kimura et
al. 1985) and vasodilation (Tanaka et al. 1988; Nakamura et al. 2006). In addition, cilostazol
is able to reduce triglyceride levels and increase high-density lipoprotein cholesterol (Toyota
et al. 2001; Ikewaki et al. 2002), and inhibits the growth of vascular smooth muscle cells
(Kim et al. 2005). Cilostazol is currently used in the treatment of intermittent claudication in
diabetic patients (Dawson et al. 1998), ischemic symptoms related to chronic peripheral
arterial obstruction and also in prevention of secondary cerebral ischemia (Gotoh et al. 2000;

Kambayashi et al. 2003), which represents a major cause of death in the elderly.

In recent years, preclinical studies have shown that cilostazol protects endothelial cells
from apoptosis induced by high glucose concentration, serum deprivation, and
lipopolysaccharide exposition (Morishita et al. 1997; Kim et al. 2002). Moreover, it has been
reported that this drug attenuates the expression of cell adhesion molecules and monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), thus preventing monocyte adhesion to endothelial cells
(Nishio et al. 1997; Otsuki et al. 2001). Lee et al. (2005) have shown that cilostazol has anti-
atherosclerotic effects through its actions as anti-inflammatory and antioxidant drug. This
anti-inflammatory effect of cilostazol was also demonstrated in macrophages activated by
LPS (lipopolysaccharide derived from bacteria), where it was able to reduce the expression of
INOS and COX-2 (Park et al. 2011). In addition, some studies show that PDE-3 inhibitors
provide protection to endothelial cells and nervous tissue in focal ischemia models

independently of its antiplatelet activity (Choi et al. 2002; Lee et al. 2003).

Taken together, these actions can make cilostazol an important alternative for the
prevention/ treatment of vascular disorders involving endothelial dysfunction, which has a
high incidence in elderly subjects. Thus, the present work was designed to evaluate the effect
of chronic treatment with cilostazol on vascular function (contractile and relaxation

mechanisms) of aged rats and the possible mechanisms involved.
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Methods

Animals

All procedures used in this study conforms with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH publication no.
85-23, revised 1996) and were approved by the Ethics Committee of the Centro de Ciéncias
Bioldgicas from the Universidade Federal de Pernambuco (Protocols: 23076.057069/2014-
31). 3- and 18-month-old male Wistar rats were obtained from colonies maintained at the
Animal Quarters of the Departamento de Fisiologia e Farmacologia of the Universidade
Federal de Pernambuco. Rats were housed at a constant room temperature humidity and a

light cycle (12:12 h light-dark), with free access to standard rat chow and tap water.

18-month-old rats were divided in two groups: cilostazol-treated (100 mg/kg/day) and
untreated groups. Cilostazol was administered by gavage during two months. Untreated group
received only distilled water (vehicle). After the treatment period, both groups were subjected

to experiments of blood pressure measurements and vascular reactivity studies.

Arterial blood pressure measurement in conscious rats

Rats were anesthetized with ketamine, xylazine, and acetopromazin mixture (64.9, 3.2,
and 0.78 mg.kg'1, respectively, i.p.) and allowed to breathe room air spontaneously. The
femoral artery was cannulated with a polyethylene catheter (PE-50 with heparinized saline)
that was exteriorized in the midscapular region. After 24 h, arterial pressure and heart rate
were measured in conscious animals by a pressure transducer (model MLT844,
ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) and recorded using an interface and software

for computer data acquisition (ADinstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).
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Vascular Reactivity Study

Rats were anaesthetized with ketamine, xylazine and acetopromazin mixture (64.9, 3.2
and 0.78 mg.kg—1, respectively, i.p.) and killed by exsanguination. The mesenteric vascular
bed were carefully removed and placed in cold oxygenated Krebs-Henseleit bicarbonate
buffer. The buffer consisted of (in mM): NaCl 118, KCI 4.7, NaHCO3 25; CaCl,.2H,0 2.5,
glucose 11, KH,PO,4 1.2, 1.2 and EDTA MgSQ,.7H,0 0.01). The third-order branch of the
mesenteric arcade was dissected and cut into segments of approximately 2 mm in length.
Segments of mesenteric resistance arteries were mounted in a small vessel chamber myograph
(Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark) to measure isometric tension according to

the method described by Mulvany & Halpern, 1977.

Experimental protocols

After a 15-min equilibration period in oxygenated KHS at 37°C and pH 7.4, arterial
segments were stretched to their optimal lumen diameter for active tension development.
Optimal lumen diameter was determined based on the internal circumference/wall tension
ratio of the segments by setting the internal circumference, Lo, to 90% of what the vessels
would have if they were exposed to a passive tension equivalent to that produced by a
transmural pressure of 100 mmHg. Optimal lumen diameter was determined using specific
software for normalization of resistance arteries (DMT Normalization Module;
ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia). Segments were washed with KHS and left to
equilibrate for 30 min. Vessel contractility was then tested by an initial exposure to a high-K*
(120 mmol/L) solution. After washout, segments of mesenteric resistance arteries were

contracted with concentration of noradrenaline inducing 50-70% of the contraction induced
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by KCI, and then acetylcholine (1 pmol/L) was added to assess the integrity of the
endothelium. After 60 min, cumulative concentration—response curves for noradrenaline (0.1
nmol/L to 10 pumol/L), isoproterenol (1 nmol/L to 10 pmol/L), acetylcholine (1 nmol/L to 10
umol/L), sodium nitroprusside (1 nmol/L to 10 pmol/L) or forskolin (1 nmol/L to 10 umol/L)

were generated.

Additionally, concentration—response curves to acetylcholine and noradrenaline were
performed in presence of the soluble guanylyl cyclase inhibitor, 1H-1,2,4-oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one (ODQ, 0.1 uM), the nonselective nitric oxide synthase inhibitor N-nitro-I-
arginine methyl ester (L-NAME, 100uM), the COX inhibitor indomethacin (10uM) plus L-
NAME (100 uM) or the intermediate-conductance K¢, channel blocker TRAM-34 (1uM) plus
the small-conductance K¢, channel blocker apamin (1uM). All drugs were added 30 min

before generating the concentration-response curve.

Chemical compounds

Drugs used were phenylephrine hydrochloride, acetylcholine, sodium nitroprusside,
indomethacin, L-NAME, noradrenaline, isoproterenol and forskolin (Sigma, St. Louis, MO,
USA), ODQ (Tocris®, USA). For experiments in vitro stock solutions (10 mmol/L) of drugs
were made in distilled water, except indomethacin and apamina that were dissolved in
ethanol. These solutions were kept at —20°C, and appropriate dilutions were made on the day

of the experiment.

Statistical analysis
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The relaxation responses are expressed as a percentage of the contraction induced by
noradrenaline. Contractile responses are expressed as a percentage of the response to KCI. All
results are expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.) of the number of rats
used in each experiment. Results were analyzed using Students t-test, one way or “two-way”
ANOVA. When ANOVA showed a significant treatment effect, Bonferroni’s post hoc test
was used to compare individual means (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, E.U.A).

Differences were considered statistically significant at P<0.05.
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Results
Blood pressure

In this study there were no significant differences in systolic or diastolic blood
pressures and heart rate between 3- and 18-month-old rats (Figure 1). Cilostazol treatment did

not affect these parameters in 18-month-old rats (Figure 1).

Effects of chronic cilostazol treatment on endothelium-dependent and independent relaxation

and contraction

KCI evoked similar contractions in mesenteric resistance arteries (MRA) from
cilostazol-treated group and untreated group rats (cilostazol-treated: 20.4+0.78 vs. untreated:
21.4+1.34 mN.mm™, P>0.05). Acetylcholine- and sodium nitroprusside-induced vasodilator
responses were impaired in arteries from 18-month-old untreated rats (Figure 2A and B)
compared with 3-month-old rats. Noradrenaline induced similarly a concentration-dependent

contraction in MRA from both groups (Figure 2C).

Chronic cilostazol administration produced a marked increase in the acetylcholine-
(Figure 3A) and sodium nitroprusside-induced relaxation (Figure 3B) in MRA from 18-
month-old. On the other hand, the contractile response to noradrenaline was similar in both
cilostazol-treated and untreated groups (Figure 3C). In another set of experiments, we
evaluate the relaxing responses to P-adrenergic agonist isoproterenol and to the adenilate
cyclase activator forskolin. Both of them produced similar responses in arteries from

cilostazol-treated and untreated rats (Figure 4).

Pre-treatment of arteries with L-NAME or ODQ similarly inhibited the relaxation to

acetylcholine in both cilostazol-treated and untreated groups (Figure 5). However, the effect
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of these drugs was greater in arteries from cilostazol-treated group. To investigate the
component of EDHF on the acetylcholine-induced relaxation, we performed the
concentration-response curve to acetylcholine in presence of L-NAME plus indomethacin.
This EDHF type-relaxation was not different between cilostazol-treated and untreated groups

(Figure 6A).

Preincubation with apamin plus TRAM-34 attenuated acetylcholine-induced
relaxation in arteries from cilostazol-treated rats (Figure 6C). On the other hand, incubation
with these K*-channel blockers did not alter the relaxation to acetylcholine in arteries from

untreated rats (Figure 6B).
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Discussion

In the present study, we provided evidences that chronic oral administration of
cilostazol increased the *NO/ cGMP pathway and restored endothelial function of resistance
arteries from 18-month-old rats. Our results also revealed a functional contribution of K¢,

channels on *NO-mediated vasodilation in cilostazol-treated rats.

Aging is associated with changes in the structure and function of blood vessels leading
to cardiovascular disorders. These alterations are multifactorial and include, among others,
changes in endothelial function (Lakatta & Levy, 2003a; Minamino & Komuro, 2008). This
process favors platelet aggregation, thrombosis, increased vasoconstriction and inflammation
leading to atherosclerosis, which is considered an important event in the development of
various vasculopathies in elderly subjects (Virdis et al. 2010). Evidence exists that
endothelium-dependent vasorelaxation is impaired in arteries from aging human and animals
without hypertension (Matz & Andriantsitohaina, 2003; Brandes et al. 2005; Rodriguez-
Marias et al. 2009; Toda, 2012). In the present study, the blood pressure was unaltered in
aging rats compared with young ones. However, the dilation response to acetylcholine, an
endothelium-dependent vasodilator, was decreased in aging resistance arteries. It suggests that
even the aging animals without hypertension present impairment of the endothelium-
dependent relaxation. The existence of endothelial dysfunction in aging may explain the
susceptibility to vasculophathies in elderly subjects. The present study also measured dilation
responses to the *NO donor, sodium nitroprusside, which was decreased in aging resistance
arteries compared with young resistance arteries. Taken together these results indicates that
the decreased relaxation in the aging rats is due, at least in part, to decreased vascular smooth
muscle sensitivity to *NO. This effect may be due decreased cGMP levels, as previously

reported in aging resistance arteries (Ma et al. 2014).
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In recent years, phosphodiesterase 3 (PDE-3) inhibitors are being widely used for
producing broad vasodilatory effects. PDE-3 inhibitors, in particular cilostazol, have
antithrombotic, antiplatelet (Nishi et al. 1983; Kimura et al. 1985) and vasodilator actions
(Ohashi et al. 1985; Tanaka et al. 1988), by elevating intracellular cAMP levels. It reduces
proliferation of vascular smooth muscle cells (Matsumoto et al. 1992) and decreases the
restenosis in animals and humans (Tsuchikane et al. 2007; lida et al. 2008). The beneficial
vascular effects of cilostazol have been quite studied in various disorders that course with
endothelial dysfunction. The results obtained here showed that oral administration of
cilostazol for 8 weeks was able to reverse the endothelium-dependent relaxation of mesenteric
resistance arteries from 18-month-old rats. Consistent with our results, Matsumoto et al.
(2008) also demonstrated an increase in endothelium-dependent relaxation induced by
cilostazol in mesenteric arteries from old diabetic rats. Our results also revealed that cilostazol
treatment increased endothelium-independent relaxation induced by the NO donor sodium
nitroprusside, which indicate that effect of cilostazol on vascular relaxation in aging resistance
arteries can be attributed, at least in part, to improved responsiveness of smooth muscle to
nitric oxide. Previous studies demonstrated that cilostazol decreased cGMP hydrolysis in
human and animal arteries even at low doses (Birk et al., 2004). This effect could help us to
explain how cilostazol increases the relaxation to acetylcholine and sodium nitroprusside in
aging resistance arteries. On the other hand, it is important to emphasize that the effect of
cilostazol treatment on relaxation to acetylcholine was greater than to sodium nitroprusside,

which suggest the action of this PDE-3 inhibitor on endothelial cells.

Previous studies show that endothelial dysfunction is associated to an increase in the
vasoconstrictor responses to different agonists (Wiggers et al. 2008; Xavier et al. 2008;

Xavier et al. 2011). In our experiments, vasoconstriction produced by noradrenaline remained
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unmodified in 18-month-old compared to 3-month-old rats. In addition, cilostazol treatment

did not affect the contractile response to noradrenaline in aging resistance arteries.

Alterations of endothelial function present in aging arteries rats may result from
increased oxidative stress and/ or reduced *NO synthesis due decreased endothelial *NO
synthase (eNOS) activity (Taddei et al. 2001; Sun et al. 2004; Wu et al. 2007). In order to
analyze the involvement of endothelial *NO on effect of cilostazol, we preincubated aging
arteries with L-NAME. In presence of this NOS inhibitor, the acetylcholine-induced
relaxation was practically abolished in both cilostazol-treated and untreated rats, suggesting
that «NO is the main endothelium-derived factor released by acetylcholine in aging rats. We
also found that the inhibitory effects of NOS blockade by L-NAME on acetylcholine-induced
relaxation were comparable to those seen with preincubation with ODQ (a guanylate cyclase
inhibitor), reinforcing our hypothesis that cilostazol act via *NO in aging resistance arteries.
The effect of L-NAME in arteries from cilostazol-treated rats was greater when compared to
untreated rats. This suggest that effect of cilostazol in aging arteries involves an increase in
*NO-dependent pathway. Consistent with our results, Tanano et al. (2013) demonstrated that

cilostazol increased the vasodilation via «NO in porcine retinal arterioles.

High intracellular levels of cAMP and cGMP produce relaxation of vascular smooth
muscle mainly by reducing Ca®* intracellular concentrations (Cornwell & Lincoln, 1989;
Lincoln et al. 1990). In vascular smooth muscle cells, increases in CAMP levels may be
produced by stimulation of various membrane receptors among them is p-adrenoceptors
(Kukovetz et al. 1981). These receptors are also expressed on endothelial cells, whose
stimulation leads to *NO release (Gray & Marshall, 1992). It has been demonstrated that
cilostazol increases CAMP levels in several cell types (Umekawa et al. 1984; Tanaka et al.
1988). In the current study, we analyzed the contribution of cCAMP pathway on actions of

cilostazol in aging arteries. Results obtained here revealed that cilostazol treatment did not
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modify the relaxation induced by isoproterenol (a B-adrenoceptor agonist) or by forskolin (an
adenylate cyclase activator) in aging resistance arteries. This result was surprising, since by its
ability to increase cCAMP levels, we expected that cilostazol would potentiate the relaxation
induced by isoproterenol and/or forskolin. Thus, given these results we postulate that
cilostazol in aging resistance arteries act preferentially by increasing cGMP-dependent

pathway.

In rat mesenteric resistance arteries, relaxation to acetylcholine is also mediated by
EDHF release (Lagaud et al. 1999). The relaxation mediated by this endothelial factor is
resistant to a combination of NOS and COX inhibitors and leads to hyperpolarization and
relaxation of vascular smooth muscle (Triggle et al. 2012). Thus, to investigate the role of
EDHF on effects of cilostazol in aging resistance arteries, we assessed the acetylcholine-
induced relaxation in presence of L-NAME plus indomethacin. The response to acetylcholine
decreased drastically in arteries from both cilostazol-treated and untreated rats. In presence of
these inhibitors there were no differences on relaxation to acetylcholine between cilostazol-
treated and untreated groups. This suggest that EDHF does not play a role on effects of
cilostazol in aging resistance arteries, contrasting previous results showing that cilostazol
restored acetylcholine-induced EDHF-type relaxation in diabetic aged rats (Matsumoto et al.
2008). On the other hand, this results reinforces the main role of *\NO/cGMP on cilostazol

effects in aging resistance arteries.

It has been suggested that sNO/cGMP activates K¢, channels, which are present in rat
mesenteric resistance arteries. In the current study, we analyzed the possibility that the
increase in acetylcholine response by cilostazol was mediated by activation of K¢, channels.
The preincubation of arteries with apamin (a small conductance calcium-activated K'-
channel, SKc,, blocker) plus TRAM-34 (an intermediate conductance calcium-activated K*-

channel, IKc,, blocker) decreased relaxation to acetylcholine only in cilostazol-treated group.



69
This suggests that aging courses with decrease in K¢, channels activity in resistance arteries,
which in turn can contribute to decreased acetylcholine-induced relaxation. Cilostazol
treatment seems to restore the participation of these channels on endothelium-dependent
relaxation in aging resistance arteries. The mechanism involved in this cilostazol effect is
unknown, but could involve increased cGMPc levels and PKG-dependent phosphorylation of
these K¢, channels. On the other hand, a direct effect of cilostazol cannot be discarding. Li et
al. (2015) showed that the cilostazol induces vasodilation by activation of K* channels in

vascular smooth muscle rabbits.

In summary, results obtained here indicate that cilostazol reverses endothelial function
in aged rats by a *NO/cGMP-dependent mechanism, involving probably an increase in
endothelial *NO release and ¢cGMP levels and subsequent activation of the K¢, channel in
vascular smooth muscle. Although these results are preliminary, they suggest a possible use

of cilostazol as an alternative for the prevention/ treatment of vascular disorders induced by

aging.
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Legends for figures

Figure 1. Systolic (A), diastolic (B), mean arterial pressure (C) and heart rate (D) from 3- and
18-month-old untreated and cilostazol-treated rats. Results are expressed as mean = S.E.M.

ANOVA one-way: P>0.05, N=6.

Figure 2. Endothelium-dependent and -independent relaxation to acetylcholine (A) and
sodium nitroprussiate (SNP, B), respectively, and concentration-dependent vasoconstriction
to noradrenaline in mesenteric resistance arteries (MRA) from 3-and 18-month-old rats.

Results are expressed as mean + SEM. N=6-8 rats in each group.

Figure 3. Relaxation to acetylcholine (A) and sodium nitroprussiate (SNP, B), and
concentration-dependent vasoconstriction to noradrenaline in mesenteric resistance arteries
(MRA) from 18-month-old cilostazol-treated and untreated rats. Results are expressed as

mean + SEM. N=6-8 rats in each group.

Figure 4. Cumulative concentration—relaxation curves for isoproterenol (A) and forskolin (B)
in mesenteric resistance arteries (MRA) from 18-month-old cilostazol-treated untreated and

rats. Results are expressed as mean + SEM. N=6-8 rats in each group.

Figure 5. Effect of preincubation with L-NAME (A,B) or ODQ (C,D) on the concentration-

dependent relaxation to acetylcholine in mesenteric resistance arteries (MRA) from 18-
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month-old cilostazol-treated and untreated rats. Results are expressed as mean £ SEM. N=6-8

rats in each group.

Figure 6. Effect of preincubation with L-NAME plus indomethacin (A) and apamin plus
TRAM-34 (B,C) on the concentration-dependent relaxation to acetylcholine in mesenteric
resistance arteries (MRA) from 18-month-old cilostazol-treated and untreated rats. Results are

expressed as mean £ SEM. N=6-8 rats in each group.
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4, CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram que a administracao
cronica de cilostazol é capaz de reverter o prejuizo da funcéo vascular em ratos idosos. Esta
acdo parece ser decorrente do provavel aumento na biodisponibilidade do *NO, do aumento
da participacdo da via de sinalizacdo mediada pelo GMPc no mausculo liso vascular e
subsequente ativacdo dos canais para o K' neste tecido. Estes resultados sinalizam um
possivel uso deste inibidor de fosfodiesterase 3 na prevencdo/ tratamento de desordens

vasculares induzidas pelo envelhecimento, porém serdo necessarias investigacdes adicionais.



