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RESUMO




As doengas do miocdrdio constituem umas das principais causas de morbidade e
mortalidade da populacdo em geral. Hoje, as modalidades farmacoldgicas disponiveis sao
eficientes no tratamento dos sintomas, no entanto possuem poucos efeitos sobre a
progressdo das cardiopatias. Estudos preliminares evidenciam que a interferéncia nas vias
de sinalizacao celular relacionadas ao desenvolvimento das doencas cardiovasculares pode
ser um alvo potencial para bloquear a progressdao, bem como reverter o processo de

deterioracdo funcional e estrutural caracteristicos desta condi¢do clinica.

Atualmente sabe-se que as proteinas tirosina quinases estdo amplamente envolvidas em
mecanismos de transdu¢do de sinais especificos gerados na célula, bem como na patogenia

de diversas doengas como o cancer e do coragao.

Neste contexto, a disponibilidade de compostos quinazolinicos com propriedades inibidoras
de tirosina quinase permitiu propor estudos com o intuito de avaliar a potencialidade desses
farmacos sobre o bloqueio da evolucdo da insuficiéncia cardiaca. Primeiramente, para um
estudo bioldgico sistematico, torna-se importante investigar se existem efeitos diretos das
quinazolinas sobre o coragdo. Para tanto, no presente estudo, investigamos 0s possiveis
efeitos de trés compostos quinazolinicos,; DMA — Cloridrato de 6,7-dimet6xi-4-N-(3’-N,N-
dimetilfenil)aminoquinazolina; CLQUI — 6,7-dimet6xi-4-cloroquinazolina, PD153035 —
Cloridrato de 6,7-dimet6xi-4-N-(3’-bromofenil)aminoquinazolina, sobre a fung¢do cardiaca

em preparacdo de coragdo isolado (Langendorff).

Foram feitos experimentos concentracdo-resposta de DMA, CLQUI e PD153035 sobre a
pressao sistdlica do ventriculo esquerdo e frequéncia cardiaca de coracdes isolados de ratos.
Todos os compostos testados causaram aumento da pressdo ventricular, com diferentes
poténcias para este efeito . O DMA foi o composto que produziu maior resposta pressora
quando infundido em concentracdes entre 30pM - 2uM (resposta pressora maxima =
27 £ 3 mmHg), enquanto o PD153035 apresentou a menor resposta (resposta pressora
maxima = 8 £ 4 mmHg). Também ocorreu diminui¢do, concentracdo-dependente, da
freqii€ncia cardiaca . As respostas bradicardicas foram de aproximadamente 24%, 29% e

25% para DMA, CLQUI e PD153035, respectivamente.em relagdo aos valores basais.
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Para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos nas respostas pressoras e bradicardicas,
realizamos experimentos concentragdo-resposta apenas com DMA na presenca de
B-bloqueador (propranolol) e inibidor do canal tipo-L de cdlcio (diltiazem) e também com

redugdo da concentragdo de cdlcio no tampao de perfusao.

No entanto, o aumento da pressdo ventricular observado ndo era dependente da ativacdo de
receptores B-adrenérgicos e nem de receptores de cdlcio tipo-L, ja4 que a utilizagdo de
propranolol e diltiazem nos experimentos concentracdo-resposta com DMA em coragdes
isolados, ndo promoveu o bloqueio do efeito pressor. A redugdo da concentracdo de calcio
no tampao de perfusdo, apesar de diminuir o efeito pressor do DMA, nao nos esclareceu
por qual mecanismo a quinazolina estaria atuando para elevar a pressdo sistolica dos
coragdes . Por outro lado, observamos que existia uma correlagdo inversa estreita entre o
aumento de pressdo ventricular e a queda de freqiiéncia cardiaca observada em todos os
experimentos. Em experimentos onde a freqiiéncia cardiaca foi mantida constante durante a
infusdo de concentracdes crescentes de DMA, através da acdo de estimulador elétrico,
observamos que este procedimento aboliu a resposta pressora do DMA em coracdes
isolados. Levantamos, entdo, a hipétese de que o principal efeito desses compostos sobre o
coragdo seria a bradicardia. Com esses dados, obtivemos informacdes de que a adenosina
também produz efeitos, em coracdes isolados, semelhantes aqueles observados com os
compostos quinazolinicos (i.e. bradicardia e aumento da pressdo sistélica do ventriculo
esquerdo), comprovando este dado através de experimentos concentracdo-resposta de
adenosina (ADO) em coragdo isolado de rato. Sabe-se que a adenosina exerce papel
protetor no miocdrdio, principalmente sob condi¢des de injuria como , por exemplo, na
isquemia. Uma das possibilidades € a de que o composto quinazolinico estaria atuando de

forma direta ou indireta sobre receptores de adenosina.

Realizamos, entdo, experimentos de isquemia em coracdes isolados para verificar se a
quinazolina também poderia estar protegendo o miocardio. Optamos, neste caso, pela
utilizacdo do PD153035 j4 que este foi anteriormente caracterizado como um inibidor da
atividade das tirosinas quinases € encontra-se atualmente em testes terapéuticos em

pacientes com cancer.
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Os resultados comprovaram nossa hipétese, revelando o efeito protetor do PD153035 sobre
coracOes isquémicos a partir de concentracdes de 1 nM. Para comprovar esse resultado,
utilizamos o inibidor inespecifico dos receptores de adenosina, 8-fenil-teofilina (8-F T), em
experimentos de isquemia de coragdes perfundidos com PD153035. A presencga do inibidor

aboliu o efeito protetor do PD153035 sobre a isquemia do miocérdio.

De maneira geral, estes achados demonstraram que os efeitos cardiacos de compostos
quinazolinicos com propriedades inibidoras de tirosina quinase se ddo direta ou

indiretamente sobre os receptores de adenosina.
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Heart failure remains to be a major cause of morbidity and mortality worldwide. A variety
of drugs have been shown to improve symptoms, but most of them do not interfere in the
progress of heart failure. A number a signaling pathway has been shown to contribute to
cellular damage and deterioration observed in the cardiac myocytes in heart failure. Several
evidences support a role of protein tyrosine kinases (PTKSs) in the signaling mechanisms
underlying the myocardial dysfunction. In this context, the tyrosine kinases inhibitors may

have a key role to block the development of heart diseases.

Thus, this study was designed to investigate the effects of quinazoline compounds, with the
ability to inhibit tyrosine kinases, on isolated rat heart (Langendorff preparation).
DMA - 6,7-dimet6xi-4-N-(3°-N,N-dimethylphenyl) aminoquinazoline chloridrate;
CLQUI - 6,7-dimet6xi-4-chloroquinazoline chloridrate and PD153035 — 6,7-dimet6xi-4-
N-(3’-bromophenyl)aminoquinazoline chloridrate were used in this study. All these
compounds increased left ventricular systolic pressure and reduced heart rate in a
concentration-dependent fashion. These functional effects were more evident for DMA
(EC5LVSP= 0.1 £ 0.03 nM; ECs)0HR= 0.2 £ 0.02 nM and E;,,xLVSP= 0.9 £ 0.2; E,;,nyHR=
173 £ 8 bpm), followed CLQUI (ECsoLVSP= 0.6 + 0.5 nM; EC50HR= 0.9 + 0.3 nM and
EmaxLVSP= 0.6 = 0.2; EpoxHR= 173 £ 1 bpm) and PD153035 (ECso)LVSP= 6.0 + 1.2;
ECs0HR= 19.0 £ 9.0 and E;,,xLVSP= 0.3 +;0.1 E;,,xHR= 164 £ 3 bpm) (figure 10 and 11).
The quinazoline induced increases in left ventricular systolic pressure (LVSP) were caused
by the reduction in heart rate (HR) as demonstrated by the straight correlation between
LVSP and HR (figure 16 and 17) attained at various doses of these compounds and by the
abolition of pressor responses in isolated hearts in which heart rate was restored to control

levels through external pacing (figure 18).

Further studies revealed that the bradicardia induced by these compounds mimics the effect
of adenosine on isolated rat heart and is blocked by the unspecific adenosine receptor

antagonist 8-phenil-theophiline (8 PT) (figure 20).
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Finally, experiments performed to assess the functional effects of ischemia/reperfusion in
1solated rat heart revealed that the compound PD153035 protect the myocardium from
ischemia (figure 21). The administration of PD153035 at 1 uM avoided the myocardial
stunning and dysfunction observed after 40 min of continuous stop-flow ischemia. This
effect was completely abolished by the co-administration of the unspecific adenosine
receptor antagonist 8 PT (figure 22), indicating that this effect is also mediated by

adenosine.

In summary, we have shown in this study that the quinazoline compounds formerly
demonstrated to have the ability to inhibit tyrosine kinases produces 1) an indirect pressor
response via a reduction in heart rate, 2) a concentration-dependent reduction in heart rate
mediated by the activation of adenosine receptors, 3) protection of myocardium from
ischemia/reperfusion also by a mechanism mediated by the activation of adenosine
receptors. In conclusion, our results indicated that the quinazoline compounds tested in the
present study have additional pharmacological effects rather than the inhibition of tyrosine
kinases. These additional effects are mediated by adenosine receptors and might be
dependent on a direct activation of the adenosine receptors or even on the increase in
adenosine availability. Further studies are necessary to clarify the exact mechanisms by

which these compounds mimic the adenosine effects.
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As proteinas tirosinas quinases (PTKs) sdo um grupo de enzimas que
catalisam a transferéncia do fosfato terminal (y-fosfato) do ATP para o grupo OH

fendlico de residuos tirosina especificos (Figura 1).

o /NIL)

0 0
+ -2 —0—t —0—%—0 _ PIK
o b o
OH OH OH

o gfj

Figura 1- Mecanismo simplificado de transferéncia do fosfato terminal do ATP

para o grupo OH fendlico do residuo tirosina.

Essas enzimas, tanto aquelas associadas aos receptores transmembrana
(receptores de tirosina quinase — EGF) como aquelas de localizagao citosoélica
(FAK, Src), participam do controle diversas fungdes celulares.

A estrutura geral dos receptores tirosina quinases pode ser avaliada a partir

da estrutura do receptor do fator de crescimento da epiderme (EGF). Este receptor



€ uma glicoproteina com 170 KDa, que possui uma regiao de ligagao extracelular
que fixa o EGF, uma regido transmembrana e uma porcao intracelular, a qual
exibe atividade de tirosina quinase. A associacdo do EGF ao receptor resulta em
ativacao da tirosina quinase e conduz a autofosforilagdo de no minimo cinco
tirosinas localizadas em sua extremidade com COOH terminal. Estes eventos
iniciais sao seguidos de fosforilacdo de varias proteinas, o que €& responsavel
pelos inumeros efeitos celulares do EGF (OSHEROV, N. et al. 1994; WARD, W. H. J.
1994).

As tirosinas quinases citosélicas tém estruturas semelhantes no sitio
tirosina quinases e médulos funcionais nas regides N e C-terminal.

A expressao acentuada da atividade da tirosina quinase do receptor EGF,
normal ou mutagénica, assim como de outras tirosinas quinases, pode resultar em
perda do controle do crescimento celular e, entdo, levar a uma proliferacéo
irregular, associada a formacao de tumores malignos (CIARDIELLO, F et al. 2000).
Por outro lado, o bloqueio da funcdo do receptor de EGF por anticorpos
monoclonais, causa a regressdao de tumores em camundongos portadores de
carcinomas epiderméide humano A-431, colorretal SW948 e nasofaringeo
(BRIDGES, A. J et al.. 1996 ; GaziT, A. et al. 1996). Diversos estudos
demonstraram que existem correlagbes entre a atividade tirosina quinase do
receptor EGF e cancer de mama, préstata, pulmao, pescogo, eséfago etc.

O conhecimento do processo de inibicdo da atividade dessas enzimas da
familia do receptor EGF (EGFR), bem como de outras tirosinas quinases, pode
resultar em beneficio terapéutico, ja que estas enzimas tém funcbes celulares

multiplas e a alteragcdo de suas atividades pode contribuir para a patogenia de



varias doencas, incluindo algumas do sistema cardiovascular como hipertrofia
cardiaca e aterosclerose (YAMAzZAKI, T et al. 1998). Com este objetivo, foram
introduzidos compostos com estruturas capazes de atuar com poténcia e
especificidade sobre essas enzimas, tendo estes compostos recebido o nome
genérico de “tyrphotins (“tyrosine phosphorilation inhibitors”), (LEVITZKI, A. 1999).
Entre estes compostos existentes, se destacam as classes estruturais das
quinazolinas, piridopirimidinas e pirrolopirimidinas (FRYy, D.W. 1999; LEviTzkI, A
1999). Estes compostos sdo considerados competidores do ATP, ja que ocupam o
sitio de ligacdo do ATP nas tirosina quinases e impedem a transferéncia de
fosfatos para os residuos de tirosina.

A quinazolina (1) é uma 1,3-benzodiazina com a mesma estrutura das
bases pirimidinicas (uracila, timina e citosina) presentes nos acidos nucléicos. O
nome quinazolina foi proposto devido a estes compostos serem isébmeros com as

cinolinas (2) e quinoxalinas (3).
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Figura 2.Estrutura basica da quinazolina (1) e seus isémeros (2 e 3).

Os derivados de quinazolinas tém efeitos pleiotrépicos, com capacidade de
afetar as funcdes e atividades de receptores a1-adrenérgicos (BOLOGNESI, M. L. et
al. 2001), fosfodiesterases (TAKASE, Y et al.. 1994; WATANABE, N et al. 2000;
UKITA, T et al. 2001), tirosina quinases (LEVITzKI, A 1999) e descoberto mais
recentemente de adenosina quinases (Jarvis, M. F. et. al., 2000; COWART M et al..
2001). Nos ultimos anos, os estudos com derivados quinazolinicos tiveram grande
progresso no combate das doengas proliferativas como o cancer, baseados
principalmente na propriedade inibidora de tirosina quinases destes compostos.

As 4-anilinoquinazolinas foram descobertas ha 8 anos (FRy, D. W et al.
1994; Gazir, A et al. 1996), sendo que a 6,7-dimetoxi-4-(N-3-

bromofenil)aminoquinazolina (14 — figura 3) foi o primeiro composto identificado



como inibidor competitivo do ATP em células A-431 (ICso de 0,025 nM), com
elevada poténcia e alta especificidade sobre a atividade dessas enzimas.

O derivado da 4-anilinoquinazolinas 16 (ZD 1839 - Iressa) e 17 (CP 358774
— Pfizer) sao inibidores reversiveis de tirosina quinases (figura 3). Estes
compostos encontram-se em teste para o tratamento de pacientes com cancer
(FRY, D.W 1999; BARKER, A.J et al. 2001; MOYER, J.D. et al. 1997).

A 4-anilinoquinazolina 16 (ZD 1839 - Iressa) foi descoberta em 1996 e os
testes mostraram poténcias na faixa de 23 nM em células isoladas e 80 nM in vivo.
E um inibidor oralmente ativo e com alta especificidade sobre as tirosinas
quinases, sem afetar outras quinases. Os experimentos, em ratos tratados por um
periodo de 4 meses, mostraram que o composto possui biodisponibilidade oral
excelente e baixa toxicidade. Ja a quinazolina 17 (CP 358774 — Pfizer) mostrou
ser eficiente in vitro e in vivo, em células cancerosas de pescoco e cabeca (ICso de

2 nM) (MOYER, J.D. et al. 1997).
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Figura 3-Estruturas dos inibidores reversiveis da familia do receptor EGF

Como citado anteriormente, os compostos derivados de quinazolinas
podem apresentar atividade diferente daquela sobre as tirosinas quinases O
prazosim (4) é uma quinazolina com propriedades antagonistas competitivas nao
seletivas para receptores a-adrenérgicos. Este composto tem efeito vasodilatador
tendo sido utilizado na terapia anti-hipertensiva, assim como alguns de seus
derivados estruturais como o ciclazosim (5), que possui uma afinidade maior para
0s receptores al-adrenérgicos, com uso no tratamento da hiperplasia prostatica

benigna (MINARINI, A. et al. 1998).
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Figura 4- Estrutura dos derivados quinazolinicos com propriedades antagonistas

para receptores a-adrenérgicos.

Compostos quinazolinicos também podem ter efeito inibidor sobre
fosfodiesterases. As fosfodiesterases (PDEs) sdo enzimas responsaveis pela
hidrélise do cAMP (6) e cGMP (7) a 5-AMP e 5-GMP, respectivamente, através
da clivagem da ligacdo fosfodiéster entre os atomos de fésforo e oxigénio da
posicdo 3’ dos nucleotideos. Os nucleotideos ciclicos cAMP (adenosina 3’,5'-
monofosfato ciclico) (6) e cGMP (guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico) (7) séo
conhecidos como 0s mensageiros secundarios de receptores acoplados as
proteinas quinases A (PKA- proteina quinase cAMP dependente) e G (PKG-

proteina quinase cGMP dependente) e regulam muitas fungdes em varios tecidos,



tais como as do musculo cardiaco (vasoconstricdo e vasodilatagdo). As
concentracdes de cAMP (6) e cGMP (7) no interior das células sao controladas
através da ativacdo das enzimas adenilato e guanilato ciclases em resposta as

sinaliza¢6es extracelulares.
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Figura 5- Estruturas dos nucleotideos ciclicos cAMP (6) e cGMP (7)

O AMP ciclico (6) é sintetizado a partir do ATP (adenosina trifosfato) sob a
acao da enzima adenilato ciclase (ATP — cAMP + PPi). Muitas drogas, hormdnios
e neurotransmissores diferentes produzem seus efeitos ao aumentar ou reduzir a

atividade catalitica da adenilato ciclase, elevando ou diminuindo a concentracao



de cAMP (6) no interior da célula. Este nucleotideo ciclico regula enzimas que
participam no metabolismo energético, divisao e diferenciagdo celulares,
transporte de ions, canais ibnicos e proteinas contrateis no musculo liso (TAKASE,
Y. et al. 1994; WATANABE, N. et al. 2000; UKITA, T. et al. 2001).

O GMP ciclico (7) é sintetizado a partir do GTP (guanosina trifosfato) sob a
acao da enzima guanilato ciclase (GTP — cGMP + PPi). Esta enzima é ativada
por substancias tais como o fator natriurético atrial (ANF) (receptores que ocorrem
nas células do musculo liso dos vasos sanglineos) e Oxido nitrico (NO)
(encontrado no musculo liso do coragcédo e vasos sanguineos). A funcdo do cGMP
(7) no musculo cardiaco é sinalizar o relaxamento através da PKG e da retirada de
Ca** intracelular.

As PDEs sao classificadas em varias familias de isoenzimas, de acordo
com a sequUéncia de aminoacidos, propriedade bioquimica e sensibilidade a varios
agentes farmacoldgicos. Algumas PDEs sao altamente especificas na hidrélise do
cAMP (PDE4, PDE7 e PDES), outras sao especificas para o cGMP (PDES5, PDE6
e PDE9) e algumas apresentam especificidade para ambos cAMP e cGMP (PDET1,
PDe2, PDE3 e PDE10). No entanto, entre as 10 familias de PDEs, a
fosfodiesterase do tipo 5 (PDES5), que é altamente especifica para cGMP, tem sido
objeto de muita atencéo por parte dos pesquisadores. Como o nucleotideo ciclico
cGMP controla fungbes vasculares, um inibidor de PDE5, que eleva o nivel de
cGMP no interior das células, é considerado um farmaco potencial para o
tratamento de doencas cardiovasculares, como por exemplo, hipertens&o, angina,

insuficiéncia cardiaca e impoténcia.
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Figura 6- Inibidores de fosfodiesterase do tipo 5 (PDE5)

Para este fim, varias classes estruturais tém sido investigadas quanto a
poténcia e especificidade na inibicdo da PDES. Dentre estes inibidores, o Sildenafil
(8, Viagra), que é utilizado no tratamento de impoténcia, € reconhecido como o
mais potente inibidor de PDES5 (ICso ~4 nM). O zaprinast (9) € o inibidor classico e
apresenta uma moderada seletividade para esta enzima (ICso= 800 nM). No
entanto, inibidores potentes e seletivos tais como DMPPO (10) e derivados de
quinazolinas (11-13) (TAKASE, Y. et al. 1994) tém sido relatados como farmacos

potenciais para o tratamento de doencas cardiovasculares.



Nos ultimos anos observou-se um grande progresso no entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na manutencdo da atividade contratil do
coracao, bem como nos que geram o desenvolvimento da hipertrofia e da faléncia
miocardica. Estudos preliminares evidenciam a ativacao de tirosina quinases em
processos de degeneracao do coracao, seja ela aguda ou crbnica, evidenciando a
importante participacdo destas enzimas na ocorréncia de cardiopatias
(RAPUNDALO, S. T. 1998). Dentre essas enzimas, destaca-se 0 complexo
FAK/Integrinas responsavel pela ativacao de vias de sinalizacao que levaria ao
processo de hipertrofia cardiaca (FRANCHINI, K. G. et al. 2000; DOMINGOS, P. P et
al. 2002). Neste contexto, a interferéncia nas vias de sinalizacdo relacionadas ao
sistema FAK/Integrinas ou outras tirosinas quinases teria grande relevancia para o
tratamento da insuficiéncia cardiaca. No entanto, a utilizacdo de quinazolinas e
seus derivados no estudo do desenvolvimento das cardiopatias ainda € pouco ou

nada explorado (NOMOTO, Y. et al. 1990).



2. OBJETIVOS



O presente estudo teve como objetivos:

1- Avaliar os efeitos de compostos quinazolinicos com propriedades inibidoras de
tirosina quinase sobre a fungéo cardiaca (pressao e freqiiéncia) em preparacoes
de coragdes isolados de ratos (Langendorff).

2- Avaliar os efeitos do composto quinazolinico PD153035 durante a isquemia do

miocardio de coracoes isolados de ratos.



3. MATERIAL E METODOS




3.1- Compostos Quinazolinicos

Os derivados quinazolinicos foram gentiimente cedidos pelo Dr. Roberto
Rittner e pela Dra. Silvana Rocco do Laboratério de Fisico-Quimica Organica do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas. Utilizamos os
compostos PD153035 - Cloridrato de 6,7-dimetdxi-4-N-(3’-
bromofenil)aminoquinazolina; DMA - Cloridrato de 6,7-dimetéxi-4-N-(3’-N,N-
dimetilfenil)aminoquinazolina; CLQUI - Cloridrato de  6,7-dimetdxi-4-

cloroquinazolina (figura 7)
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Figura 7- Estrutura dos compostos quinazolinicos utilizados.



3.2- Animais

fornecidos pelo Centro de

Foram utilizados ratos Wistar, machos,

Bioterismo da Unicamp (CEMIB), Campinas-SP, com pesos entre 200 e 250g.

3.3- Sistema de Perfusao de coracao isolado (Técnica de
Langendorff)
O sistema de perfusédo de coragdo isolado foi constituido com um sistema cata-

bolhas de vidro e envolvido por jaqueta de agua conectada a um circulador para

aquecimento do tampao de perfusdo a 37°C, como indicado no esquema da Figura 8.
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Figura 8- Esquema do sistema de perfusdo de coracgao isolado e registro da

pressao ventricular esquerda utilizado.



A extremidade superior do cata-bolhas foi conectada a um reservatério
constituido de um frasco de Mariotti contendo a solucdo tampao de perfusao.
Neste reservatério, o tampao era oxigenado com O, a 100% com fluxo controlado
de forma a manter a pressao no frasco préxima a 70mmHg. A extremidade inferior
do cata-bolhas foi conectada a uma cénula de vidro que por sua vez, era
conectada a aorta ascendente para perfusao retrégrada. Em paralelo, foi montado
um baldo de latex preenchido com salina e conectado a uma seringa de Hamilton
para controle de seu volume e também a um transdutor de pressao para registro

continuo da pressao intraventricular.

3.3.1- Canulacao e Acoplamento do Coracao ao Sistema

Ratos Wistar foram anestesiados com Pentobarbital Sédico (50mg/Kg) e
receberam injecao intraperitoneal de heparina sédica (1000 Ul). Os animais foram
colocados em mesa cirlrgica aquecida a 38°C, entubados por via orotraqueal com
tubo plastico de Gelco®™ e submetidos a ventilagdo controlada com ventilador
Harvard e ar enriquecido com oxigénio a 100%. A temperatura corpérea e a
ventilacdo permaneceram controladas durante o periodo de retirada do coragao
da cavidade torécica.

A cavidade torécica foi aberta através de seccao sagital do esterno; a aorta
ascendente foi identificada, seccionada e conectada ao sistema de perfusdo, onde
foi fixada com fio de algodao 3.0, sendo iniciada imediatamente a perfusao com
solucao tampao de HEPES: Tampao HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-

etanosulfénico ) 20mM, NaCl 137mM, MgSO4 1,2mM, KCI 5mM, CaCl, 1,5mM e



Glicose 6 mM, com pH 7,4, acrescentando insulina (100 Ul), xilocaina (1000 Ul) e
heparina (1000 Ul), enriquecido com 100% de oxigénio a uma pressao hidrostatica

de 70mmHg e temperatura a 37°C.

3.3.2- Sistema de Registro e monitoracao da pressao intraventricular

A monitoragdo da presséao intraventricular esquerda foi realizada com baléao
de latex, inserido no ventriculo esquerdo (VE) através do atrio esquerdo (AE). Este
cateter foi conectado a um transdutor de pressao (COBE, ARVADA, USA) para
registro continuo de pressao intraventricular. Para tanto, utilizou-se sistema de
registro Datag (USA) com programa de aquisicao e analise Windaq PRO.

O sinal da onda de pulso da pressao foi amplificado em amplificador GP4A
Steamtech, USA, convertido em sinal digital (freqiiéncia de amostragem de 300
Hz) e gravado em computador para analise posterior. A onda de pressao
ventricular foi analisada quanto ao pico maximo (Pressdao Sistélica), nadir
(Pressao Diastélica), derivada da pressao em relacdo ao tempo (xdP/dT) e

freqUéncia cardiaca.

3.4- Procedimento para Construcao da Curva Concentracao-Efeito
de Compostos Quinazolinicos em Coracoes Isolados de Ratos

As curvas concentracao-efeito (efeito de aumento da presséao do ventriculo
esquerdo e queda da frequéncia cardiaca) de compostos quinazolinicos foram

obtidas em coracéo isolado de rato, através do aumento das concentracdes dos



compostos em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas. Os dados
obtidos das curvas concentracado-efeito em coracdes isolados de ratos foram
avaliados segundo a equacéao descrita a seqguir:

E = Emax/ (1+(10°/10)") + ¢)

A letra E representa o aumento da pressdo do ventriculo esquerdo ou a
queda da frequéncia dos batimentos cardiacos em resposta a injecao de
quinazolina (efeito); Emax representa o efeito maximo que a quinazolina pode
produzir; ¢ representa o logaritmo da ECsy, definida como a concentragdo do
composto quinazolinico que produz metade da resposta maxima; x representa o
logaritmo das concentragdes das quinazolinas; o exponencial n € o coeficiente
angular ou inclinacao, o qual define o tipo de curva concentragdo-efeito obtida e,
finalmente, o simbolo ¢ representa a resposta observada na auséncia da
quinazolina (¢ = zero).

A analise de regressdao nédo linear para determinar os parametros Emax,
logECsp € n foi obtida utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad

Softwer, San Diego, CA).

3.4.1- Protocolos

Protocolo 1- Experimentos para obtencao de curvas concentracao-resposta
de compostos quinazolinicos em coracoes isolados de ratos.

Os coracoes foram conectados ao sistema de perfusdo, estabilizados

durante 15 minutos e registradas as pressdes ventriculares e freqiiéncia cardiaca



durante periodo controle (10 minutos) e durante injecoes de concentracoes
crescentes de compostos quinazolinicos, com 1 (um) minuto de intervalo entre
uma injecao e outra, mantendo-se a pressao diastélica em 5 mmHg. O volume
maximo de quinazolina injetado foi de 200uL com fluxo de 100 uL/minuto através
de bomba de infusdo continua KD Scientific 200 - USA.

Nestes procedimentos foram avaliados os efeitos dos receptores -
adrenérgicos e canais de calcio tipo L nas respostas ao compostos quinazolinico
DMA através de bloqueio com propranolol (2uM) e diltiazem
(2uM),respectivamente, administrados no tampao de perfusdo. Além disso
,também verificamos os efeitos da reducao da concentracdo de calcio no tampao

de perfuséo sobre a resposta ao DMA

Protocolo 2- Experimentos para obtencao de curvas concentracao-resposta

de DMA em coracoées isolados submetidos a controle de freqiiéncia cardiaca
(240bpm).

Os coracoes foram conectados ao sistema de perfusdo, estabilizados
durante 15 minutos e registradas as pressdes ventriculares e freqiéncia cardiaca
durante periodo controle (10 minutos) sendo a frequéncia mantida estavel a 240
bpm ,através de estimulador elétrico modelo CP&D-CEB/UNICAMP-OS e durante
injecdes de concentragcbes crescentes de DMA, com 1 (um) minuto de intervalo
entre uma injecdo e outra, mantendo-se a pressao diastélica em 5SmmHg. O
volume maximo de DMA injetado foi de 200uL com fluxo de 100uL/minuto através

de bomba de infusdo continua KD Scientific 200 — USA.



Protocolo 3- Experimentos para obtencao de curvas concentracao-resposta
de adenosina em coracoes isolados de ratos.

Os coracdes foram conectados ao sistema de perfusdo, estabilizados
durante 15 minutos e registradas as pressdes ventriculares e freqiiéncia cardiaca
durante periodo controle (10 minutos) e durante injecbes de concentracbes
crescentes de adenosina, com 1 (um) minuto de intervalo entre uma injecéo e
outra, mantendo-se a pressdo diastélica em 5mmHg. O volume maximo de
adenosina injetado foi de 200uL com fluxo de 100uL/minuto através de bomba de
infusdo continua KD Scientific 200 — USA.

Também verificamos os efeitos do inibidor dos receptores de adenosina, 8
fenilteofilina (8-F T), administrado no tampéo de perfusdo na concentracao de

1uM, sobre a resposta a adenosina.

Protocolo 4.- Avaliacao do efeito do PD 153035 sobre a isquemia miocardica

em coracoes isolados de ratos.

Os coracgdes foram conectados ao sistema de perfusao e apds um periodo
de 15 minutos de estabilizacao iniciou-se periodo de registro controle da pressao
do ventriculo esquerdo (10 minutos), seguidos de um periodo de 40 minutos de
isquemia provocada por interrupcao do fluxo coronario. Apds este periodo, foi
reiniciada a perfusao e a pressao ventricular registrada por mais 35 minutos

Para a avaliagao do efeito do composto quinazolinico PD 153035 sobre a

funcado ventricular apdés a isquemia miocardica, utilizamos coragdes isolados



perfundidos com diferentes concentracées de PD 153035. (10pM, 1nM e 100nM),
desde o inicio do experimento. Para identificar os mecanismos responséaveis pela
protecdo miocardica conferida pelo PD 153035, utilizamos o inibidor inespecifico
de receptores de adenosina, 8-fenilteofilina (1uM), administrado no tampao de

perfuséo.

3.5- Analise Estatistica

Dados sao apresentados como médias e erro padrdao. As curvas
concentracao-resposta aos compostos quinazolinicos em coracgdes isolados foram
ajustadas ao modelo sigmdide, analisando-se os valores de efeito maximo (Emax) €
as concentracdes que causam 50% de Emax (ECsp). O programa InStat (GraphPad
Software) foi utilizado para as analises estatisticas. Diferencas entre valores
médios foram testadas com ANOVA sendo o teste pos hoc o de Bonferroni.

Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.



4. RESULTADOS
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1. EFEITO DE COMPOSTOS QUINAZOLINICOS PD153035, CLQUI E DMA
SOBRE A PRESSAO SISTOLICA DO VENTRICULO ESQUERDO E
FREQUENCIA CARDIACA DE CORACOES ISOLADOS DE RATOS.

Na figura 9 estdo representados exemplos tipicos de registro de pressao, realizados
para avaliar o efeito de injecOes de concentracdes crescentes de compostos quinazolinicos,
bem como do veiculo dimetil sulfé6xido (DMSO), sobre a fun¢do de coragdes isolados de
ratos. Foram avaliados os efeitos de trés compostos quinazolinicos diferentes, além do
veiculo. Todos os compostos causaram aumento de pressao sistolica do ventriculo esquerdo
(PSVE) dependente da concentracdo injetada, com exce¢do do DMSO. Como pode-se
observar dos exemplos da figura 9, os compostos testados apresentaram diferentes
poténcias quanto aos seus efeitos pressores em coragdes isolados. O DMA foi o composto
que produziu maior resposta pressora quando infundido em concentragdes entre

30pM - 2uM (resposta pressora maxima = 27 £ 3 mmHg), enquanto o PD 153035

apresentou a menor resposta (resposta pressora maxima = 8§ £ 4 mmHg).
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Figura 9- Exemplos representativos de registros de pressdo sistlica do ventriculo
esquerdo (PSVE) de experimentos concentragdo-resposta de compostos quinazolinicos

em coracoes isolados de ratos.
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Na figura 10 e figura 11 estdo representadas as relacdes concentracao-resposta
de pressdo arterial e de freqiiéncia cardiaca, respectivamente, dos trés compostos
quinazolinicos mencionados anteriormente. As respostas de pressdo sistélica do ventriculo
esquerdo (Fig. 10) foram expressas como valores fracionais, enquanto as respostas de
freqiiéncia cardiaca (Fig 11) foram expressas como valores absolutos. O aumento de
pressdo sistdlica foi de aproximadamente 35%, 30% e 14% para DMA, CLQUI e
PD153035 em relacdo aos valores basais absolutos de pressdo sistdlica, respectivamente.
Os valores de En.x calculados para as respectivas curvas foram de 0,9+0,2 (DMA);
0,6+0,2 (CLQUI); 0,3+0,1 (PD153035), em valores fracionais (tabela 1), sendo que o teste
estatistico nado demonstrou diferencga significativa entre os grupos. As ECsy para as curvas
de pressdo do DMA e do CLQUI foram estatisticamente maiores que aquela do PD153035,
no entanto ndo houve diferencga entre as ECso de DMA e CLQUI (Tabela 1).

Em resposta as 3 drogas mencionadas, ocorreu diminui¢do concentragdo-
dependente da freqiiéncia cardiaca (Fig 11). A respostas bradicardicas ndao foram diferentes
entre si, sendo de aproximadamente 24%, 29% e 25% para DMA, CLQUI e PD153035,

respectivamente, em relagcdo aos valores basais (tabela 2).
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Tabela 1- Valores de E,.x, ECsp ( nM ) e LogECs) na resposta pressora fracional a infusdo
de concentracdes crescentes de DMA, CLQUI e PDI153035 em coracdes

isolados de ratos (média = E.P.M.).

DMA CLQUI PD
Emax 0,9+0,2 0,6 £ 0,2 0,3+0,1
ECs 0,1£0,03 0,6 £0,5 6,0t1,2
LogECs -9,9+0,3 -9,2+0,5 -8,210,2

1.1 ECgy: 0,120,03 niv
ECqy: 0,60,5 n

ECay: B, 2nM

* DMA
«  CLQuUI

= PD
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Figura 10- Curvas concentracdo-resposta ao DMA, CLQUI e PD1503035 sobre a pressao
sistolica do ventriculo esquerdo de coragdes isolados de ratos (expressas em

valores fracionais). Os dados sdo representados como médias + E.P.M..
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Tabela 2- Valores de freqii€ncia cardiaca inicial e final ( bpm ) em resposta a infusdes de
concentragdes crescentes de DMA, CLQUI e PD153035 em coragdes isolados
de ratos ( média £ E.P.M.).

DMA CLQUI PD
Freqiiéncia 228 +7 242 +£5 219+ 12
Cardiaca inicial
Freqiiéncia 173 £8 173 £1 164 +3
Cardiaca final
o 280- = DMA
.E & (;IE.)QUI
'U ¥
g _ 250
S5,
g2
S ECqy 0,240,02 nM
e
g 1909 o 0s03mm
= ECsy 19,049,0 v
160+ X

I ] | ]
-13 12 11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log[Droga]: M

Figura 11- Curvas concentragdo-resposta ao DMA, CLQUI e PD153035 sobre a freqiiéncia
cardiaca de coracodes isolados de ratos (expressas em valores absolutos). Os

dados sao representados como médias + E.P.M..
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2. EFEITO DOS BLOQUEIOS COM PROPRANOLOL, DILTIAZEM E REDUCAO
NA CONCENTRACAO DE CALCIO SOBRE OS EFEITOS PRESSOR E
BRADICARDICO DO DMA.

Com base nos resultados apresentados no item anterior, optamos por avaliar os
possiveis mecanismos envolvidos nas respostas pressora e bradicardica apenas do DMA.
Na figura 12 sdo representadas relacdes concentragdo-resposta de (A) pressio ventricular e
(B) freqiiéncia cardiaca em valores absolutos a0 DMA em coragdo perfundidos com tampao
HEPES puro ou tampao HEPES acrescido de propranolol (2 uM), de diltiazem (2uM) ou
com baixa concentragdo de célcio. Escolhemos mostrar inicialmente os resultados das
respostas pressora e bradicdrdica em valores absolutos para que ficassem evidentes o0s
efeitos dos bloqueadores e da redu¢do da concentracdo de cdlcio nos niveis basais destas
varidveis. Como esperado a perfusdo com propranolol, diltiazem ou solucdo com
concentracdo reduzida de cdlcio provocaram reducdo na pressdo ventricular basal.
Os coragdes perfundidos com propranolol, diltiazem ou com menor concentracao de calcio
tiveram reducdo nos valores de pressdo basal de 14%; 34% e 41%, respectivamente
(tabela 3-A), comparados aos valores observados em coragdes perfundidos com tampao
HEPES puro. No entanto, os grupos de cora¢des perfundidos com propranolol ou diltiazem
ndo apresentaram alteragdes na resposta pressora ao DMA, comparados ao controle. J4 a
reducdo da concentracdo de cdlcio a metade da usada no controle ([Ca+2] = 0,75mM),
reduziu a resposta pressora fracional do DMA em 30% (tabela 6), comparada com a
resposta pressora fracional dos coragdes perfundidos com HEPES com concentracdo
normal de célcio. Por outro lado, tanto o propranolol, como o diltiazem, como a baixa
concentracdo de cdlcio, ndo modificaram significativamente a frequéncia cardiaca basal,

tampouco a bradicardia em resposta ao DMA (tabela 3-B).
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Tabela 3-A- Valores de E,,x (mmHg), ECso (nM) e LogECsp na resposta pressora a infusao
de concentracdes crescentes de DMA em coragdes isolados perfundidos com
tampao HEPES puro e acrescido de propranolol, diltiazem ou com reducdo na

concentragdo de célcio (DMA — Ca™) ( médias + E.P.M.).

DMA DMA + DMA + DMA -
(HEPES puro) Propranolol Diltiazem Ca*
Emax 118+ 1 101 £1 78 £1 70+£3
ECs 0,17 £ 0,05 0,24 £ 0,01 0,13+ 0,05 0,31 £ 0,07
LogECs -9,9+0,2 -9,6 £ 0,2 -9,91+0,2 -9,5+0,6

Tabela 3-B- Valores de frequéncia cardiaca inicial e final (bpm) na resposta a infusao de
concentragdes crescentes de DMA em coracdes isolados perfundidos com
tampao HEPES puro e acrescido de propranolol, diltiazem ou com reducdo na

concentragdo de célcio (DMA — Ca2+) (médias = E.P.M.).

DMA DMA + DMA + DMA -
Propranolol Diltiazem Ca®
Frequéncia
Cardiaca inicial 240+ 15 247+ 13 256+ 5 221+ 17
Frequéncia
Cardiaca final 174 + 10 150+ 1 162+9 162 +7
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Figura 12- Curvas concentracdo-resposta ao DMA em relagdo a pressao sistdlica (A) e
freqiiéncia cardiaca (B) (expressas em valores absolutos) na presenga de
propranolol, diltiazem e reducdo na concentracdo de célcio em coragdes
isolados de ratos. Os dados sdo representados como média + E.P.M. para 4

experimentos.
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Na figura 13, estd representada a relagdo concentracdo-resposta de pressao
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os coracdes foram
perfundidos com propranolol (2uM) ou tampdao HEPES puro. Este grafico confirma nossa
observacgdo anterior de que o propranolol mesmo reduzindo a pressao ventricular basal ndao
modifica a resposta pressora ao DMA, indicando que o efeito pressor do DMA nido €

dependente de ativacdo -adrenégica.

Tabela 4- Valores de En.x, ECsp (nM) e LogECs) na resposta pressora fracional a infusio
de concentracdes crescentes de DMA em coracdes isolados perfundidos com

tampao HEPES puro ou acrescido de propranolol ( médias = E.P.M.).

DMA DMA + Propranolol
Emax 0,93 +,03 0,91 £ 0,03
ECs 0,14 £ 0,07 0,20 + 0,03
LogECs -99+0,2 -9,7£0,1
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Figura 13- Curvas concentragdo-resposta a0 DMA em relacdo ao aumento de pressdo
sistolica (expressas como resposta fracional) de coracdes isolados controle e

perfundidos com 2uM de propranolol. E,x: 0,9£0,03; 0,9+0,03 Os dados sao

representados como média = E.P.M. para 4 experimentos.
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Na figura 14, estd representada a relacdo concentracdo-resposta de pressao
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os coracdes foram
perfundidos com diltiazem (2uM) ou tampao HEPES puro. Este gréifico confirma nossa
observacgdo anterior de que o diltiazem mesmo reduzindo a pressdo ventricular basal ndo
modifica a resposta pressora ao DMA, indicando que o efeito pressor do DMA nido €

dependente de ativacdo de canais tipo L de célcio.

Tabela 5- Valores de Enax, ECso (nM) e LogECs na resposta pressora fracional a infusao

de concentracdes crescentes de DMA em coracdes isolados perfundidos com

tampao HEPES puro ou acrescido de diltiazem
(médias + E.P.M.).
DMA DMA + Diltiazem
Emax 0,93 £ 0,03 0,93 £0,03
ECs 0,14 £ 0,07 0,13+ 0,07
LogECs -9,9+0,2 -9,9+0,1
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Figura 14- Curvas concentragdo-resposta ao DMA em relacdo ao aumento de pressao
sistolica (expressas como resposta fracional) de coragdes isolados controle e
perfundidos com 2uM de diltiazem. Ep,= 0,940,03. Os dados sao

representados como média + E.P.M. para 4 experimentos
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Na figura 15, estd representada a relacdo concentracdo-resposta de pressao
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os coracdes foram
perfundidos com tampao HEPES com reduzida concentragcdo de cdlcio ou tampdao HEPES
puro. Os resultados mostrados neste grafico confirmam nossa observacao anterior de que a
redugdo da concentracdo de cdlcio reduz tanto o nivel basal de pressdo ventricular como a

resposta pressora ao DMA. No entanto, no houve diferenca significativa entre as ECsy.

Tabela 6- Valores de En,.x, ECso (nM) e LogECsy na resposta pressora fracional a infusao
de concentracdes crescentes de DMA em coragdes isolados perfundidos com

tampao HEPES puro ou com baixa concentragdo de calcio ( médias = E.P.M.).

DMA DMA - Ca**
Emax 0,93 + 0,03 0,65 + 0,02 *
ECs 0,14 + 0,07 0,36 + 0,06
LogECsy 9,9+0,2 9,5+0,2
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Figura 15- Curvas concentragdo-resposta ao DMA em relacdo ao aumento de pressdo
sistélica (expressas como resposta fracional) de coragdes isolados controle e
perfundidos com metade da concentragdo de cdlcio no tampdo de perfusdo.
Emax: 0,6510,02 O dados sdo representados como média + E.P.M. *p <0,05

comparados a valores controle.
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3. CURVAS DE CORRELACAO ENTRE PRESSAO SISTOLICA E FREQUENCIA
CARDIACA.

De acordo com os resultados anteriores, em todos os experimentos
concentragdo-resposta de DMA em coracdo isolado, observamos aumento de pressiao
sistélica do ventriculo esquerdo com queda simultinea de freqiiéncia cardiaca, ambos
dependente da concentracdo de DMA. Como em coracdes isolados e perfundidos com
solucdes cristaloides as variagdes de freqii€éncia cardiaca podem modificar o aporte de
oxigénio ao miocdrdio e conseqiientemente a fungdo miocdrdica, € possivel que reducdes
da freqiiéncia cardiaca per se provoquem aumento na pressdo sistdlica. Desta forma, os
efeitos pressores observados em resposta ao DMA poderiam ser conseqiiente ao seu efeito
bradicardico e ndo a um estimulo inotrépico direto Para avaliar esta hipétese, estudamos
inicialmente, se havia correlagdo entre os niveis de pressdo e de freqiiéncia cardiaca
observados em doses crescentes de DMA. Na Fig. 16, estd representada a correlacao entre a
pressdo ventricular e a freqii€éncia cardiaca, indicando existir uma relagdo inversa entre a

pressao ventricular e a freqii€ncia cardiaca na presenca de doses crescentes de DMA.

Como observado na Fig.17, também houve correlagcdo inversa entre os niveis de
pressdo ventricular e de freqiiéncia cardiaca em coragdes isolados tratados com doses
crescentes de DMA na presenga de bloqueadores propranolol e diltiazem e concentracdes

reduzidas de célcio no tampao de perfusao.
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Figura 16- Grifico de correlacdo entre o aumento de pressdo sistdlica e queda de
frequéncia cardiaca de coragdes isolados submetidos a inje¢des (bolus) de

DMA. O dados sao representados com média + E.P.M.
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Figura 17- Gréficos de correlacdo entre o aumento de pressdo sistdlica e queda de
frequéncia cardiaca de coragdes isolados submetidos a inje¢des (bolus) de
DMA perfundidos com propranolol, diltiazem e com redu¢do da concentragio

de cdlcio no tampdo de perfusdo. O dados sdo representados com média +

E.P.M.
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4. EFEITO DO CONTROLE DA FREQUENCIA CARDIACA SOBRE AS
RESPOSTAS PRESSORAS AO COMPOSTO QUINAZOLINICO DMA EM
CORACOES ISOLADOS DE RATOS.

Para confirmar nossa hipétese de que a resposta pressora ao DMA depende da
bradicardia e ndo a uma acao direta do DMA no inotropismo de coragdes isolados de rato,
realizamos experimentos onde a freqiiéncia cardiaca foi mantida constante durante a
infusdo de concentracdes crescentes de DMA, através da acdo de estimulador elétrico. Na
figura 18 estd representada a relagdo concentragdo-resposta ao DMA em coragdo isolado
submetido a estimulo elétrico. O controle da freqiiéncia cardiaca praticamente aboliu a

resposta pressora ao DMA.
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Figura 18- Curva concentragao-resposta ao DMA em relacdo a pressdo sistolica (expressa
como valores absolutos) de coragdes isolados submetidos a estimulo elétrico.

Os dados sdo representados como média + E.P.M. para 4 experimentos.
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5. EFEITOS DOS COMPOSTOS QUINAZOLINICOS SOBRE CORACOES
ISOLADOS SAO SEMELHANTES AOS EFEITOS DA ADENOSINA.

Os resultados obtidos com DMA e outros compostos quinazolinicos indicaram
que o principal efeito funcional destes compostos em coragdes isolados de rato € a
bradicardia, sendo o efeito pressor dependente da bradicardia e portanto, conseqiiéncia de
peculiaridades da preparagdo utilizada (I.e. coracdo isolado) e ndo um efeito direto. Como a
resposta bradicardica ndo foi alterada pelo bloqueio com propranolol ou diltiazem ou ainda
com a reducdo na concentracdo de célcio no tampdo de perfusdo levantamos a hipétese
geral de que este efeito dos compostos quinazolinicos € dependente ou de efeito direto dos
mesmos sobre as células marcapassos ou de efeito indireto através da secrecdo de
compostos autdcrinos ou pardcrinos. Um dos possiveis responsédveis por estes efeitos € a
adenosina, composto produzido endogenamente pelas células miocdrdicas que produz
efeitos, em coragcdes isolados, semelhantes aqueles observados com os compostos
quinazolinicos (i.e. bradicardia e aumento da pressao sistélica do ventriculo esquerdo). Para
confirmar nossa hipétese, realizamos experimentos do tipo concentracdo-efeito com
adenosina que demonstraram, como indicado na figura 19 que a adenosina produz aumento
de pressdao ventricular de 16 2 mmHg e reducdo da freqiiéncia cardiaca de
aproximadamente 19% (tabela 7-B) , em relacdo aos valores basais absolutos, na
concentracdo de 1uM de adenosina (Resposta maxima). A ECsy para a resposta pressora da
adenosina foi 7,0 £1,4nM (tabela 7-A) e para a resposta bradicdrdica de 1.8+1,4nM. Ambos
os efeitos foram alterados pela acdo do inibidor inespecifico do receptor de adenosina,
8-fenilteofilina (1uM) (8-F T), adicionado no tampao de perfusdo. De acordo com a figura
19-A, o aumento de pressao sistolica em resposta a infusdo de concentracdes crescentes de
adenosina, tanto em coracdes controle, como naqueles tratados com o inibidor do receptor
de adenosina, foi praticamente o mesmo. No entanto, na presen¢a do inibior, houve
deslocamento da ECsy para a direita, assumindo o valor de 30 £ 19 nM (tabela 7-A). Em

relacdo a freqiiéncia cardiaca (Figural9-B), o efeito bradicardico da adenosina foi atenuado
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na presenc¢a do inibidor, com reducao de aproximadamente 15%, comparado com valores

basais (tabela 7-B).

Com esses resultados, realizamos experimentos em coragdes isolados
perfundidos com tampdo HEPES puro (controle) ou tampdo HEPES acrescido de
InM de PDI153035 (PD 1nM) ou tampao HEPES acrescido de 1nM de PDI153035
mais 1uM de inibidor inespecifico dos receptores de adenosina, 8-fenil-teofilina (8-F T)
(PD+Inibidor), que demonstraram, como indicado na figura 20.que a perfusdo de coragdes
com PDI153035 reduz a freqiiéncia cardiaca em aproximadamente 17% (tabela 8),
comparados com os valores de frequéncia cardiaca de coragdes controle. No entanto, a
perfusdo de coragdes com PD153035 acrescido de 8-fenil-teofilina (8-F T), aboliu a
bradicardia promovida pelo PD153035, confirmando assim a nossa hipdtese de que o
composto quinazolinico estaria atuando de forma direta ou indireta sobre receptores de

adenosina.
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Tabela 7-A- Valores de E.x, ECsp (nM) e LogECsy na resposta pressora fracional a
infusdo de concentracdes crescentes de adenosina em coracoes isolados
perfundidos com tampao HEPES puro ou com tampao HEPES acrescido de

8-F T ( médias + E.P.M.).

Adenosina Adenosina

+8-fenil-teofilina

Emax 0,9310,05 0,91+0,04
ECs 7,0x1,4 3019
LogECsy -8,210,2 -7,810,1

Tabela 7-B- Valores de frequéncia cardiaca inicial e final (bpm) na resposta a infusdo de
concentragdes crescentes de adenosina em coragdes isolados perfundidos com

tampao HEPES puro e tampao HEPES acrescido de 8-F T. (médias = E.P.M.).

Adenosina Adenosina

+8-fenil-teofilina

Frequéncia 22842 232+1

Cardiaca Inicial

Freqiiéncia 185+2 197+1

Cardiaca Final
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Figura 19- Curvas concentragdo-resposta a adenosina (ADO) em relagdo a (A) pressdo
sistOlica (expressas como valores relativos) e (B) freqiiéncia cardiaca

(expressas em valores absolutos) de coragdes isolados de ratos.
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Tabela 8- Valores de frequéncia cardiaca (bpm) de experimentos individuais de coragdes
isolados perfundidos com tampdao HEPES puro (controle), tampao HEPES
acrescido de 1nM de PD153035 (PD 1nM) ou tampao HEPES acrescido de I1nM
de PD153035 ¢ 1uM de 8-F T (média .= E.P.M.).

Controle PD InM PD 1InM

+ 8-fenil-teofilina

Freqiiéncia 23317 194+7 * 234411
Cardiaca
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Figura 20- Gréfico representativo das freqiiéncias cardiacas de coragdes isolados de ratos
perfundidos com tampao HEPES puro (controle) ou tampao HEPES acrescido
de 1nM de PD153035 (PD InM) ou tampao HEPES acrescido de 1nM de
PD153035 mais 1uM de inibidor inespecifico dos receptores de adenosina, 8-
fenil-teofilina (PD+Inibidor). Os dados estdo representados com médias +

E.P.M. para 4 experimentos. * p < 0,05 comparado ao controle.
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6. EFEITO DO COMPOSTO QUINAZOLINICO PD153035 SOBRE CORACOES
ISOLADOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA-REPERFUSAO.

Com base no fato conhecido de que a adenosina protege o miocdrdio de
isquemia e também em nossos resultados que indicaram serem os efeitos cardiacos dos
composto quinazolinicos por nds testados dependentes ou miméticos da adenosina,
testamos entdo a hipotese de que estes compostos também protegem o coragdo de isquemia.
Para tanto, estabelecemos protocolo de isquemia total de 40 minutos em coragdes isolados
de ratos por interrup¢do do fluxo corondrio. Nestes experimentos decidimos utilizar o
composto PD153035 porque este foi anteriormente caracterizado como um inibidor da
atividade das tirosinas quinases e encontra-se atualmente em testes terapéuticos em

pacientes com cancer (BRIDGES, A. J. et al.1996; CIARDIELLO, F. 2000).

Na figura 21 estdo representados exemplos tipicos de registros de pressao
sistlica do ventriculo esquerdo de experimentos em coracdes isolados realizados para
avaliar o efeito do PDI153035 nas concentragcbes de 10pM, 1nM e 100nM
(Figuras. 21-B,C e D, para as respectivas concentragdes), sobre a isquemia do miocérdio.
Os coragdes controle (Figura. 21-A) apresentaram, como esperado, queda abrupta da
pressdo ventricular e parada de batimentos apés a interrup¢ao do fluxo corondrio. Apds os
40 min de isquemia, estes coracdes apresentaram retorno gradual dos batimentos
(inicialmente bastante irregulares) e aumento da pressdo ventricular diastélica e redugdo da
pressdo ventricular sistélica como esperado, permanecendo neste estado por até 30 min
apo6s a reperfusao, que foi o periodo de observacdo. A infusao continua de PD153035 nao
impediu a parada de batimentos durante a isquemia, mas apOs a reperfusdo estes coragdes
apresentaram discreto aumento da pressao distolica e retorno aos niveis de pressao sistolica
para aqueles observados no periodo de pré-isquemia, principalmente nos coragdes
perfundidos com InM el00nM de PD153035.(Figura21-C e D, respectivamente)
O bloqueio com o inibidor inespecifico da a¢do da adenosina em seus receptores (8-F T)
aboliu completamente o efeito protetor do PD153035 (Figura 22), indicando ser este efeito

dependente da adenosina ou da ativacao dos receptores de adenosina.
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Figura 21- Exemplos representativos de registros de pressdo sistdlica do ventriculo
esquerdo de experimentos isquemia-reperfusdo em coracgdes isolados de ratos

(A) controle e perfundidos com PD153035 nas concentragdes de 10pM (B), (C)
InM e (D) 100nM.
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Figura 22- Exemplos representativos de registros de pressdo sistdlica do ventriculo

esquerdo (PSVE) de experimentos isquemia-reperfusdo em coragdes isolados

de ratos perfundidos com PD153035 InM acrescido de 1uM de 8-F T

Resultados

63



Na figura 23 sdo representados os valores médios de (A) pressdao ventricular
esquerda desenvolvida e (B) pressdo diastdlica de experimentos de isquemia em coracdes
isolados controle e perfundidos com concentragdes de 10pM, 1nM e 100nM de PD153035
submetidos a isquemia-reperfusdo. Os valores pressores no periodo pré-isquémico nao
apresentaram diferenca entre os coragdes controle e perfundidos com PD153035. A
perfusdo de coracdes isolados individuais nas concentragdes de 10pM, 1nM e 100nM de
PD153035 aumentou significativamente a pressdo ventricular esquerda desenvolvida no
periodo pds-isquémico em 68%, 140% e 140%, para as respectivas concentragdes de
PD153035 utilizadas e atenuou o aumento de pressao diastélica em 46%, 64% e 68%, para
as respectivas concentragdes, comparadas aos valores controle de pressdo ventricular

esquerda desenvolvida e pressdo diastélica.
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Figura 23- Grifico representativo do efeito do PD153035 sobre a pressao ventricular
esquerda desenvolvida (A) e pressdo diastdlica (B) em coragdes isolados
controle e perfundidos com 10pM, 1nM e 100nM de PD153035, submetidos a
isquemia-reperfusdo, . Os dados sdo representados como média + E.P.M. para

4 experimentos. * p < 0,05 comparado a valores controle.
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Na figura 24 estd representada a relacdo entre os valores médios de pressao
ventricular esquerda desenvolvida (PVED) e pressdo diastdlica de coracdes isolados
controle, perfundidos com 1nM de PD153035 e perfundidos com 1nM de PD153035
acrescido de 1uM de 8-fenilteofilina (8-F T), submetidos ao protocolo de isquemia descrito
anteriormente. O aumento da PVED no periodo pds-isquémico, em experimentos de
isquemia com PD153035 acrescido com 8-F T, foi de aproximadamente 21% em relagao
aos valores controle. Da mesma maneira, o efeito de diminui¢do da pressao diastélica foi de
aproximadamente 18%. Nossos resultados mostraram que a perfusdo de coracdes com
PD153035 acrescido do inibidor aboliu o efeito protetor do PD153035, comparados com

grupos perfundidos apenas com a quinazolina.
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Figura 24- Gréfico representativo do efeito do PD153035 sobre a pressdo ventricular
esquerda desenvolvida (A) e pressdo diastdlica (B) em coracdes isolados
controle e perfundidos com 1nM PDI153035 acrescido de 1uM de 8-F T,
submetidos a isquemia-reperfusdo. Os dados sdo representados como média +

E.P.M. para 4 experimentos. * p <0,05 comparado a valores controle.
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5. DISCUSSAO



No presente estudo avaliamos o efeito de compostos quinazolinicos com
propriedades inibidoras de tirosina quinase sobre a funcédo de coragdes isolados
de ratos perfundidos em sistema de Langendorff. Os resultados demonstraram
que 1) Derivados de compostos quinazolinicos induzem a aumento de pressao
ventricular de maneira dependente da concentracao com potencias na seqiéncia
DMA>CLQUI>PD153035; 2) simultaneamente aos aumentos de pressao 0s
compostos quinazolinicos produzem bradicardia, também dependente da
concentracao, no entanto, com potencias semelhantes entre si; 4) O efeito pressor
€ dependente da bradicardia como demonstrado pela abolicdo das respostas
pressoras ao DMA quando a frequiéncia cardiaca foi mantida em nivel constante
pela estimulagéo elétrica através de marcapasso externo; 5) O efeito bradicardico
do PD153035 é dependente da ativacdo direta ou indireta dos receptores de
adenosina, como demonstrado pela abolicdo deste efeito quando administrou-se
bloqueador inespecifico de receptores de adenosina (8-fenil-teofilina) e 6) O
derivado PD153035, confere protecdo do miocardio de rato a isquemia através da
ativacao de receptores de adenosina, como demonstrado pela manutencao da
funcao contratil apds a isquemia miocardica prolongada e o bloqueio deste efeito
pelo inibidor inespecifico do receptor de adenosina 8-fenil-teofilina.

De maneira, geral estes resultados indicam que o0s compostos
quinazolinicos testados agem no coracao isolado de ratos de maneira semelhante
a adenosina. Nao foi possivel demonstrar neste estudo o mecanismo especifico
pelo qual os derivados de quinazolina avaliados no presente estudo mimetizam os
efeitos de adenosina, i.e. se por efeito direto nos receptores de adenosina ou se

por aumentar a biodisponibilidade da adenosina no miocéardio. Tampouco, foi



possivel demonstrar se a atividade inibidora de tirosina quinase destes compostos
exerce algum efeito sobre a funcédo de coracdes isolados de ratos.

O efeito pressor que acompanha a bradicardia em coracdes isolados de
ratos perfundidos com solugdes cristaléides € um fendmeno ja conhecido. Os
estudos que exploraram este fendmeno indicam que este efeito se deve a
limitacdes inerentes da preparacdo e da capacidade de solugdes cristaléides de
suprir adequadamente a demanda energética do miocardio. Assim, em situacoes
de bradicardia, ocorre uma redu¢dao no consumo energético do miocardio, o que
permite a melhora no desempenho contratil e consequentemente um aumento na
pressao sistdlica. Este efeito foi nitidamente demonstrado em nossos
experimentos onde os coragdes foram submetidos a controle de freqiéncia
cardiaca com o uso de estimulagdo elétrica externa onde o impedimento da
bradicardia induzido pelos compostos quinazolinicos aboliu a resposta pressora
aos mesmos. Da mesma forma, em estudos paralelos, demonstramos que o efeito
pressor da adenosina verificado em coracdes isolados também é abolido pelo
controle de freqtiéncia cardiaca .

Nossos resultados também demonstraram que o bloqueio com antagonista
inespecifico do receptor de adenosina bloqueia a bradicardia produzida pelo
derivado quinazolinico PD153035, o que indica que este efeito é dependente da
acao da adenosina em seus receptores ou da acao direta nos receptores de
adenosina.

No coracdo os efeitos diretos da ADO sao observados em cardiomiécitos
(reducdo da frequéncia cardiaca), nas células da musculatura vascular lisa e

células endoteliais (vasodilatacdo) e indiretamente sobre a transmissao sinaptica



do sistema nervoso autbnomo ou em células inflamatérias (cardioprotecao)
mediados através da ativacdo de receptores de ADO do tipo Ai, Ay € As
(SHRYOCK, J.C. et al 1997; FREDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K. et
al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001; Cross, H.R. et al. 2002). O efeito bradicardico da
adenosina é bem conhecido e depende da acao deste composto sobre receptores
A1, que sao receptores tipo G proteinas, nas células marcapasso do n6 sino-atrial,
bem como nas células do né atrio-ventricular. Estes receptores, por sua vez atuam
ativando canais de potassio, e inibindo a agdo da adenilato-ciclase, o que prolonga
a despolarizacao diastdlica.

Da mesma forma, nossos resultados demonstraram que os derivado
quinazolinico PD153035 também protege o miocéardio de isquemia prolongada,
efeito este observado em concentracbes baixas do composto (~1 nM), o que
sugere alta especificidade de acdo e mecanismos de controle celular envolvidos
na resposta de protecdo miocardica a isquemia. Por outro lado, a protecao
miocardica conferida pelo PD153035 também foi bloqueada pelo antagonista
inespecifico dos receptores de adenosina, o que indica que este efeito é também
dependente da ativacao direta ou indireta de receptores de adenosina como 0 € 0
efeito bradicardico deste derivado.

A adenosina protege o miocardio e outros tecidos de hipoxia e isquemia
através da ativacdo do receptor A1 e possivelmente do receptor A3. Os
mecanismos envolvidos neste efeito ndo sdao bem conhecidos, no entanto,
postula-se que a adenosina ativa os mecanismos de protecdo tecidual por
aumentar a atividade de canais de potassio ATP dependentes da mitocdndria

através de vias de sinalizacao que envolvem a ativacdo da PKC (SHRYoOCK, J.C. et



al 1997; FReDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K. et al. 2001; SAFRAN,
N. et al. 2001; CRosS, H.R. et al. 2002).

A demonstracdo no presente estudo de que os derivados quinazolinicos
agem no coragcao isolado de ratos através de mecanismos semelhantes a
adenosina esta de acordo com demonstracdes anteriores de estes compostos tém
estrutura semelhante ao derivados purinicos ATP, ADP, AMP e a prépria
adenosina. Inclusive a agao inibidora de tirosina quinase tem por base a ocupacéao
dos sitios de acoplamento do ATP por estes compostos nas referidas enzimas,
provocando a inibicdo da atividade quinase das mesmas (REWCASTLE, G. W et
al.1995). Além disso, existem comprovacdes de que derivados piridopirimidinicos
tém efeito inibidor sobre a atividade de adenosina quinase (COWART, M. et al.
2001). No contexto do presente estudo, é importante ressaltar que a adenosina
quinase contribui de maneira importante para a biodisponibilidade de adenosina, ja
que com adenosina deaminase constituem-se nas duas principais vias de
degradacdo da adenosina nas células. Desta forma, por bloquear a adenosina
quinase, os derivados quinazolinicos utilizados no presente estudo poderiam
produzir maior biodisponibilidade da adenosina no miocardio que, por sua vez
produziria os efeitos bradicardico e de protecdo miocardica observados nos
coracgdes isolados no presente estudo. No entanto, permanece por ser esclarecido
se estes compostos realmente bloqueiam a atividade de adenosina quinase em
coracOes, bem como se este bloqueio é capaz de aumentar significativamente a
concentracdao local de adenosina no miocardio, explicando as respostas

observadas.



Em conclusao, no presente estudo, avaliamos os efeitos de trés derivados
quinazolinicos com acao potencial de inibicao da atividade de tirosinas quinases
sobre o coracdo isolado de ratos. Demonstramos que em faixas amplas de
concentracbes (i.e de picomolar a micromolar), estes compostos produzem
bradicardia e protecdo miocardica a isquemia através da ativacdo direta ou
indireta de receptores de adenosina. Estudos adicionais sdo necessarios para
verificar se a acao de inibicdo de tirosina quinase destes compostos produz algum
efeito funcional no coragdo ou mesmos se estes compostos influenciam o
desenvolvimento de patologias cardiacas que se acompanham de hipertrofia e

faléncia miocardicas.



No presente estudo avaliamos o efeito de compostos quinazolinicos com
propriedades inibidoras de tirosina quinase sobre a fun¢do de coracdes isolados de ratos
perfundidos em sistema de Langendorff. Os resultados demonstraram que 1) Derivados de
compostos quinazolinicos induzem a aumento de pressdo ventricular de maneira
dependente da concentragdo com potencias na seqiiéncia DMA>CLQUI>PD153035;
2) simultaneamente aos aumentos de pressdo os compostos quinazolinicos produzem
bradicardia, também dependente da concentragdo, no entanto, com potencias semelhantes
entre si; 3) O efeito pressor € dependente da bradicardia como demonstrado pela aboli¢dao
das respostas pressoras ao DMA quando a freqiiéncia cardiaca foi mantida em nivel
constante pela estimulacdo elétrica através de marcapasso externo; 4) O efeito bradicardico
do PD153035 é dependente da ativacdo direta ou indireta dos receptores de adenosina,
como demonstrado pela abolicdo deste efeito quando administrou-se bloqueador
inespecifico de receptores de adenosina (8-fenil-teofilina) e 5) O derivado PD153035,
confere protecdo do miocardio de rato a isquemia através da ativacdo de receptores de
adenosina, como demonstrado pela manutencdo da fungdo contratil apos a isquemia
miocdardica prolongada e o bloqueio deste efeito pelo inibidor inespecifico do receptor de

adenosina 8-fenil-teofilina.

De maneira, geral estes resultados indicam que os compostos quinazolinicos
testados agem no coragdo isolado de ratos de maneira semelhante a adenosina. Ndo foi
possivel demonstrar neste estudo o mecanismo especifico pelo qual os derivados de
quinazolina avaliados no presente estudo mimetizam os efeitos de adenosina, i.e. se por
efeito direto nos receptores de adenosina ou se por aumentar a biodisponibilidade da
adenosina no miocardio. Tampouco, foi possivel demonstrar se a atividade inibidora de
tirosina quinase destes compostos exerce algum efeito sobre a funcdo de coracdes isolados

de ratos.

O efeito pressor que acompanha a bradicardia em coracdes isolados de ratos
perfundidos com solucdes cristaldides € um fendmeno ja conhecido. Os estudos que

exploraram este fendmeno indicam que este efeito se deve a limitagdes inerentes da
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preparacdo e da capacidade de solucdes cristaldéides de suprir adequadamente a demanda
energética do miocardio. Assim, em situagdes de bradicardia, ocorre uma redugdo no
consumo energético do miocardio, o que permite a melhora no desempenho contritil e
consequentemente um aumento na pressdo sistolica. Este efeito foi nitidamente
demonstrado em nossos experimentos onde os coragdes foram submetidos a controle de
freqiiéncia cardiaca com o uso de estimulacdo elétrica externa onde o impedimento da
bradicardia induzido pelos compostos quinazolinicos aboliu a resposta pressora aos
mesmos. Da mesma forma, em estudos paralelos, demonstramos que o efeito pressor da
adenosina verificado em coracdes isolados também ¢é abolido pelo controle de freqiiéncia

cardiaca .

Nossos resultados também demonstraram que o bloqueio com antagonista
inespecifico do receptor de adenosina bloqueia a bradicardia produzida pelo derivado
quinazolinico PD153035, o que indica que este efeito é dependente da acdo da adenosina

em seus receptores ou da acao direta nos receptores de adenosina.

No coracdo os efeitos diretos da ADO sdo observados em cardiomidcitos
(reducdo da frequéncia cardiaca), nas células da musculatura vascular lisa e células
endoteliais (vasodilatacdo) e indiretamente sobre a transmissdo sindptica do sistema
nervoso autonomo ou em células inflamatérias (cardioprotecdo) mediados através da
ativacdo de receptores de ADO do tipo A}, Az, € Az (SHRYOCK, J.C. et al 1997; FREDHOLM,
B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MuUBAGWA, K. et al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001;
Cross, H.R. et al. 2002). O efeito bradicardico da adenosina € bem conhecido e depende da
acdo deste composto sobre receptores Al, que sdo receptores tipo G proteinas, nas células
marcapasso do né sino-atrial, bem como nas células do né Adtrio-ventricular. Estes
receptores, por sua vez atuam ativando canais de potdssio, e inibindo a agdo da

adenilato-ciclase, o que prolonga a despolarizagdo diastdlica.

Da mesma forma, nossos resultados demonstraram que os derivado
quinazolinico PD153035 também protege o miocardio de isquemia prolongada, efeito este

observado em concentragdes baixas do composto (~1 nM), o que sugere alta especificidade
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de acdo e mecanismos de controle celular envolvidos na resposta de protecao miocardica a
isquemia. Por outro lado, a protecdo miocardica conferida pelo PD153035 também foi
bloqueada pelo antagonista inespecifico dos receptores de adenosina, o que indica que este
efeito € também dependente da ativacao direta ou indireta de receptores de adenosina como

0 € o efeito bradicardico deste derivado.

A adenosina protege o miocardio e outros tecidos de hipdxia e isquemia através
da ativagcdo do receptor Al e possivelmente do receptor A3. Os mecanismos envolvidos
neste efeito ndo sdo bem conhecidos, no entanto, postula-se que a adenosina ativa 0s
mecanismos de prote¢do tecidual por aumentar a atividade de canais de potdssio ATP
dependentes da mitocondria através de vias de sinalizacdo que envolvem a ativacdo da PKC
(SHRYOCK, J.C. et al 1997, FREDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K.
et al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001; Cross, H.R. et al. 2002).

A demonstracdo no presente estudo de que os derivados quinazolinicos agem
no coracdo isolado de ratos através de mecanismos semelhantes 4 adenosina estd de acordo
com demonstracdes anteriores de estes compostos t€m estrutura semelhante ao derivados
purinicos ATP, ADP, AMP e a prépria adenosina. Inclusive a a¢@o inibidora de tirosina
quinase tem por base a ocupacdo dos sitios de acoplamento do ATP por estes compostos
nas referidas enzimas, provocando a inibi¢do da atividade quinase das mesmas
(REWCASTLE, G. W et al.1995). Além disso, existem comprovacdes de que derivados
piridopirimidinicos tém efeito inibidor sobre a atividade de adenosina quinase (COWART,
M. et al. 2001). No contexto do presente estudo, € importante ressaltar que a adenosina
quinase contribui de maneira importante para a biodisponibilidade de adenosina, ji que
com adenosina deaminase constituem-se nas duas principais vias de degradacdo da
adenosina nas células. Desta forma, por bloquear a adenosina quinase, os derivados
quinazolinicos utilizados no presente estudo poderiam produzir maior biodisponibilidade da
adenosina no miocardio que, por sua vez produziria os efeitos bradicardico e de protecao

miocardica observados nos coracdes isolados no presente estudo. No entanto, permanece
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por ser esclarecido se estes compostos realmente bloqueiam a atividade de adenosina
quinase em coragdes, bem como se este bloqueio € capaz de aumentar significativamente a

concentracdo local de adenosina no miocardio, explicando as respostas observadas.

Em conclusdo, no presente estudo, avaliamos os efeitos de trés derivados
quinazolinicos com ac¢do potencial de inibicdo da atividade de tirosinas quinases sobre o
coracdo isolado de ratos. Demonstramos que em faixas amplas de concentragdes (i.e de
picomolar a micromolar), estes compostos produzem bradicardia e protecdo miocédrdica a
isquemia através da ativacdo direta ou indireta de receptores de adenosina. Estudos
adicionais sdo necessdrios para verificar se a acdo de inibicdo de tirosina quinase destes
compostos produz algum efeito funcional no coragdo ou mesmos se estes compostos
influenciam o desenvolvimento de patologias cardiacas que se acompanham de hipertrofia

e faléncia miocardicas.
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6. CONCLUSOES




Com base em nossos achados, podemos concluir que:

1. Os compostos quinazolinicos induzem bradicardia, sendo este o principal efeito sobre

coragdes isolados de ratos.

2. Os efeitos da adenosina em coragdes isolados sdo semelhantes aos efeitos produzidos

pelas quinazolinas.

3. Em concentragdes muito baixas, o composto quinazolinico PD153035 atua como

protetor durante a isquemia do miocérdio, indicando alta especificidade para este efeito.

4. O efeito protetor do PD153035 se dd através da ativagao direta ou indireta de receptores

de adenosina do miocardio.
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