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USO DE UM AGENTE ADRENERGICO E UM ANTAGONISTA DE
ENDOTELINA-A, COMPOSICAO E USO DE CENTAQUINA

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio de dados de
depdésito do pedido de patente proviséria U.S. n’
61/174.257, depositada em 30 de abril de 2009, incorporado
nesta inveng¢do por referéncia integralmente.

Campo da técnica

A presente invencgdo se refere a tratamentos
terapéuticos originais ao wutilizar centaquina. Em uma
modalidade, a centaguina é utilizada em conjunto com um
antagonista de endotelina no tratamento de hipertensdo, em
uma segunda modalidade, a centaquina é utilizada como um
analgésico no  tratamento de dor. Em uma terceira
modalidade, a centaquina ¢é utilizada no tratamento de
chogue hemorrdgico ressuscitativo.

Antecedentes da técnica

A hipertensdo é uma doenga grave que aflige muitas
pessoas em todo o mundo. E estimado que um em cada trés
norte-americanos sofra de pressdo alta, até um tergo dos
mesmos desconhece o problema. Além de mudangas no estilo de
vida como exercicio, perda de peso, e reduzir ingestdo de
sal, a mailoria das terapias anti-hipertensivas envolve o
uso de um ou mals farmacos anti-hipertensivos. Além de
diuréticos, Dbloqueadores de canal de ca'’, bldqueadores
adrenérgicos, inibidores ACE, e bloqueadores de receptor
angiotensina-I1, fédrmacos hipotensivos que agem
centralmente estdo disponiveis para o tratamento de

hipertensdo moderada a grave.
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A Clonidina, N- (2,6-diclorofenil) -4,5-diidro-1H-
imidazol-2-amina, & um farmaco anti-hipertensivo largamente
utilizado que wmedia seus efeitos hipotensivos por
estimulagédo de receptores adrenérgicos a; centrais
(Kobinger, 1978; Guyenet e abot, 1981). O mesmo tem uma
afinidade de ligag¢d3o aproximadamente 10 vezes mais alta
para os receptores adrenérgicos a; do que os
adrenorreceptores a; (U'Prichard et al., 1977). Os farmacos
anti-hipertensivos que agem centralmente sdo utilizados
para tratar hipertensdo incontrolavel e refratéaria.
Entretanto, o uso & limitado devido & a¢d3o dupla. Quando
administrado, primeiro os mesmos estimulam receptores
adrenérgicos a, periféricos que resulta em vasoconstrigdo e
um aumento na pressdo sanguinea, e segundo os mesmos agem
em receptores adrenérgicos centrais para inibir impulso
simpatico gque resulta em vasodilatagdo e uma redugdo na
pressdo sanguinea. A acdo central predomina sobre a
periférica, e logo o efeito geral de clonidina & redugdo na
pressdo sanguinea.

A centaquina (2- [2- (4- (3-metifenil) -1-piperazinil)
etil-quinolina) €& um farmaco anti-hipertensivo due age
centralmente. A estrutura da centaquina foi determinada
(Bajpai et al., 2000) e a conformagdo de centaquina foi
confirmada por difragdo de raio-X (Carpy e Saxena, 1991).
Embora seja estruturalmente diferente de clonidina, a
centaquina produz uma queda na pressdo arterial média (MAP)
e frequéncia cardiaca (HR) similar dquela vista com
clonidina em gatos e ratos anestesiados (Srimal et al.,

1990). Em camundongos, © mesmo tem LD50 de 600 mg/kg
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intraperitoneal e produz uma queda dependente de dose em
MAP em vArias espécies. A centaquina (0,05 a 0,2 mg/kg, iv)
produziu uma redugdo dependente de dose em MAP e HR em
ratos anestesiados com uretano. Entretanto, em ratos de
cervical seccionada, centaquina administrada
intravenosamente ndo produziu qualquer efeito em MAP ou HR
(Gulati et al., 1991a). A administra¢do intratecal de
centaquina n#8o produziu qualquer efeito em MAP ou HR
(Gulati et al., 1991a). A administra¢do intraduodenal de
centaquina (1,0 a 2,5 mg/kg) produziu uma queda de 40 a 50
mmHg em MAP, que n&o foi afetada pelo pré-tratamento com
anti-histaminicos e atropina (Murthi et al., 1976; Srimal
et al., 1990). Em ratos espontaneamente hipertensivos, a
centaquina (0,5 a 1,0 mg/kg) foi efetiva em reduzir a MAP
em 50 a 60 mmHg. A administracgdo repetida de centaguina uma
vez por dia por 15 dias ndo produziu qualquer potenciagdo
ou tolerancia (Murthi et al., 1976).

Descobriu-se que a centaquina (0,1, 1,0 e 10,0 pg/ml)
produz um aumento inicial seguido por redugdo de liberagdo
esponténea de norepinefrina (NE) e liberagdo de
norepinefrina inibida evocada por cloreto de potéssio e
cloreto de dimetil fenil piperazinio que indica que a
centaguina inibe liberagdo de norepinefrina (Bhatnagar et
al., 1985). Com administracgdo crénica em ratos, ambas
centaguina e clonidina produziram hipotensdo e bradicardia
agsociada com um super-regulagdo em receptores adrenérgicos
a no hipotédlamo e medula (Gulati et al., 1991a; Gulati et

al., 1991b). E possivel que uma redugdo na liberagdo de
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norepinefrina na sinapse leve a um aumento na densidade de
receptores adrenérgicos a.

A regulagdo <central de pressédo sanguinea foi
relacionada a um peptideo enddgeno de 21 residuos,
endotelina (ET). ET foi descoberta duas décadas atras em
células epiteliais arteriais de porcina, e desde entdo foi
reconhecida como um dos vasoconstritores mais potentes
(Hickey et al., 1985; Yanagisawa et al., 1988). Ha trés
isopeptideos estrutural e funcionalmente distintos (ET-I,
ET-2, e ET-3), que por sua vez se liga a trés diferentes
receptores (ETa, ETm1, € ETm2). Os receptores ET, e ETz, sdo
localizados no masculo vascular 1liso onde os mesmos
produzem vasoconstrigdo pelo aumento em Ca’* intracelular.
Por outro lado, os receptores ETm sdo encontrados no
endotélio vascular onde os mesmos mediam vasorrelaxamento
pela sintese e liberagdo de éxido nitrico e prostaciclina
(sakamoto et al., 1993; Shetty et al., 1993). A
administracdo de ET-1 intravenosamente produz uma alteragdo
difadsica dependente de dose na pressdo sanguinea,
caracterizada por uma breve fase hipdtensiva seguida por
uma. hiperténséo prolongada junto com um aumento em HR
(Ouchi et al., 1989; Kuwaki et al., 1990). ET est4 presente
no cérebro, e ET central demonstrou que regula o sistema
nervoso simpatico (Gulati et al., 1997a; Gulati et al.,
1997b) .

Foi anteriormente descoberto que ET pode modificar os
efeitos cardiovasculares de clonidina. O pré-tratamento com
ET em ratos produziu um efeito antagonista na hipotensdo e

bradicardia induzida por clonidina. Um mecanismo postulado



10

15

20

25

5/94

P

& um que ET aumentou a sensibilidade de receptores
adrenérgicos a periféricos, levando 4 potenciagdo dos
efeitos hipertensivos periféricos de clonidina (Gulati,
1992; Gulati e Srimal, 1993). Estudos mostraram gque ET
atenua a resposta de aumento de pressdo e liberagdo de
[*H] norepinefrina durante estimulagdo da artéria
mesentérica do rato e a artéria femoral do porquinho da
india, que resulta com isso em inibigdo pré-sindptica e um
subsequente aumento em sinal simpatico (Wiklund et al.,
1988; Tabuchi et al., 1989). Portanto, é possivel que os
efeitos hipotensivo central e bradicdrdico de clonidina
poderiam ser antagonizados por ET devido & inibigdo mediada
por ET de transmisséo neuronal pré-sinéptica.

£ conhecido que hd uma significativa alteragdo de
parametros cardiovasculares induzidos de clonidina por ET e
poucos antagonistas ET j& no mercado para o tratamento de
hipertensdo pulmonar e diversos estdo em distribuigdo. O
efeito de ET e seus antagonistas em mudangas induzidas por
agente anti-hipertensivo adrenérgico em parametros
cardiovasculares, portanto, foi estudado. Compostos
eétrutﬁralmgnte diferentes de - clonidina‘-e centaquina
demonstraram ter efeitos similares em pressio sanguinea ao
agir em receptores adrenérgicos a centrais e periféricos.
Os inventores, portanto, exploraram O envolvimento de ET na
modulacdo de efeitos adrenérgicos periféricos de clonidina
e centaquina. Os estudo foi conduzido em ratos ao utilizar
agonista ET (ET-1) e antagonistas (BMS-182874 (antagonista

especifico de ETa) e TAK-044 (antagonista ndo especifico de
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ETas) para investigar seu efeito em mudan¢as induzidas de
clonidina e centaquina em MAP, pressdo de pulso (PP), e HR.

Analgésicos sdo agentes que aliviam dor ao agir
centralmente para elevar limiar de dor, preferivelmente sem
perturbar a consciénecia ou alterar outras fungdes
sensoriais. Um mecanismo pelo qual farmacos analgésicos
diminuem dor (isto &, aumentam limiar de dor) foi
formulado.

O National Center for Health Statistics (2006) estima
que mais de um quarto dos norte-americanos (26%) acima de
20 anos, e mais de 76,5 milhdes de norte-americanos,
relatam ter tido um problema com dor de qualquer natureza
que persistiu por mais do que 24 horas e mais 191 milhles
eventos de dor aguda ocorreram nos Estados Unidos. Os
opioides sdo os analgésicos mais comumente utilizados para
o gerenciamento clinico de dox aguda e crdnica. H& varios
efeitos colaterais associados com o uso prolongado de
opioides que inclui o desenvolvimento de tolerédncia, dque
resulta em alivio inadequado da dor. H& diversos regimes
existentes projetados para aprimorar analgesia e gerenciar
efetivamente a dor, que inclui farmacos anti-inflamatérios
nio esteroidais (NSAIDS), opioides adicionais, e ndo
opioides em combinagdo com terapia de opioide. Embora estas
abordagens fornegam alivio sintomdtico, os mesmos tém pouco
efeito nos mecanismos subjacentes que contribuem para ©
desenvolvimento de tolerédncia e representam um
significativo risco de toxicidade, dependéncia, e vicio.

Logo, existe uma necessidade na técnica para

identificar agentes, ou combinagdes de agentes que reduzem
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tolerancia a analgésicos opioides e reduzem sintomas de
dor, e que podem agir como analgésicos ndo opioides
efetivos.

Ssumdrio da técnica

A presente invengdo & direcionada 4 administragdo de
um antagonista de endotelina em combina¢8o com centaquina
ou outros agentes adrenérgicos para um individuo em
necessidade dos mesmos. Em particular, a administragdo de
centaquina ou outros agentes adrenérgicos em combinagdo com
um antagonista de endotelina potencializa o efeito anti-
hipertensivo da centaquina.

Os agentes adrenérgicos fGteis de acordo com a presente
inveng¢do incluem, mas ndo estdo limitados a, centaquina,
clonidina, guanfacina, guanabenz, guanoxbenz, metildopa,
prazosina, tamsulosina, | doxazosina, terazosina,
fentolamina, fenoxibenzamina, mirtazapina, e misturas dos
mesmos. O agente adrenérgico & administrado em conjunto com
um antagonista de endotelina no tratamento de hipertenséao.
Os agentes adrenérgicos podem sexr administrados
individualmente ou em gualquer combinag¢do, junto com um ou
mais 'antagonista de endotelina para tratar hipertenséo.

Outro‘aspecto da presente invengdo é a administracgéo
de centaquina a um individuo em necessidade do mesmo coOmo
um analgésico para tratar dor. Em outro aspecto da presente
invencdo, a centaguina €& coadministrada com um analgésico
opidceo a um individuo em necessidade do mesmo em um

tratamento para dor.
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Ainda outro aspecto da presente invengao é
administracdo de centaquina a um individuo em necessidade
do mesmo para tratar choque hemorridgico ressuscitativo.

Ainda outro aspecto da presente invengdo & fornecer um
artigo de fabricagdo para uso farmacéutico humano gque
compreende (a) um encarte de embalagem, (b) um contéiner, e
(cl) uma composigdo embalada que compreende centaguina ou
(c2) uma composigdo embalada que compreende um antagonista
de endotelina e uma composigdo embalada que compreende
centaquina. O encarte de embalagem inclui instru¢des para
tratar dor ou chogque hemorragico ressuscitativo (cl) ou
para tratar hipertensdo (c2).

Estes e outros aspectos da presente inven¢ao tornar-
se-30 aparentes a partir da seguinte descrigdo detalhada
das modalidades preferidas da invengdo.

Breve descrigdo das figuras

A Figura 1 contém gréficos de Pressido Sanguinea Média

(mmHz) vs. tempo (min), Pressdo de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min), e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de 10, 30, e 90 ng/kg de clonidina a ratos;
A Figura 2 contém graficos de Pressdo Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Press@o de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min), e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de clonidina (10 ng/kg) sozinha e com 100,
300, ou 900 pg/kg de ET-1;

A Figura 3 contém gréaficos de Press8o Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Pressdo de Pulso (mmHz) vs. tempo

(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
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administracdo de clonidina (10 pg/kg) e com TAK-044 ou BMS-
182874;

A Figura 4 contém gridficos de Pressdo Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Pressdo de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracio de clonidina (10 pg/kg) sozinha e com ET-1,
prazosina, e centaquina ou clonidina;

A Figura 5 contém grdficos de Pressdo Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Press8o de Pulso (mmHz) wvs. tempo
(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de 0,05, 0,15, e 0,45 mg/kg de centaquina;

A Figura 6 contém graficos de Pressdo Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Pressdo de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de centaquina (0,15 mg/kg) sozinha e com 100,
300, e 900 mg/kg de ET-1; .

A Figura 7 contém graficos de Pressé&o Sanguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Pressio de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de centaquina (0,15 mg/kg) sozinha e com TAK-
044‘Qu BMS 182874;

A Figura 8 contém graficos de Preéséo Sahguinea Média
(mmHz) vs. tempo (min), Pressdo de Pulso (mmHz) vs. tempo
(min) , e Frequéncia Cardiaca (batidas/min) para
administracdo de centaquina (0,15 mg/kg) sozinha ou com ET-
1 (300 mg/kg) e prazosina (0,1 mg/kg);

A Figura 9 contém grdficos de laténcia de retirada de

cauda (segundo) vs. tempo (min) para veiculo e centaquina

(0,1, 0,3, ou 0,9 mg/kg);
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A Figura 10 contém graficos de temperatura (°C) wvs.
tempo (min) para ratos tratados com veiculo, centaquina,
morfina, ou centaquina e morfina;

As Figuras 11 a 13 contém graficos de laténcia de
retirada de cauda (segundo) vs. tempo (min) para ratos
tratados com veiculo, centaquina, morfina, ou centaquina e
morfina;

A Figura 14A contém um imunotransferéncia que mostra
expressdo de receptor ET, em cérebro de rato apés 1 hora de
tratamento com centaquina;

A Figura 14B contém graficos de barra de mudanga de
dobra na expressdo de receptor ET, normalizado em B-actina,
como avaliado por densitometria;

A Figura 15 contém gréficos de lactato de sangue
(mmol/L) vs. tempo (min) em ratos ressuscitados com lactato
de Ringer sozinho ou com centaquina no modelo de choque
hemorragico;

A Figura 16 contém graficos de déficit de base padrao
(mEq/L) vs. tempo (min) em ratos ressuscitados com lactato
de Ringer sozinho ou com centaquina no modelo de choque
hemorrégico;

A Figura 17 contém graficos de barra gue mostra tempo
de sobrevivéncia (min) em ratos ressuscitados com lactato
de Ringer sozinho ou com centaquina no modelo de choque
hemorragico;

As Figuras 18 e 19 contém ciclos de pressdo-volume
para ratos ressuscitados com lactato de Ringer; e

Figura 20 contém ciclos de pressdo-volume para ratos

ressuscitados com lactato de Ringer e centaquina.
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Descricdo detalhada das modalidades preferidas

A presente invengdo & direcionada a administrag¢do de
centaquina ou outros agentes adrenérgicos e um antagonista
de endotelina para tratar hipertensdo. A presente invengdo
também & direcionada & administragdo de centaquina para
tratar dor ou choque hemorragico ressuscitativo.

Os métodos descritos nesta invengdo se beneficiam do
uso de um agente adrenérgico, como centaguina, e um
antagonista de endotelina no tratamento de hipertensdo. O
agente adrenérgico e o antagonista de endotelina pode ser
administrado ao mesmo tempo ou sequencialmente para atingir
o efeito desejado.

Para os propdsitos da invengdo revelados nesta
invencdo, o termo "tratamento" inclui baixar, atenuar, ou
eliminar dor, hipertenséo, ou choque hemorragico
ressuscitativo, e sintomas associados de cada condig¢do.
Como tal, o termo ‘"tratamento" inclui administragao
terapéutica médica e, nenhum tratamento de dor, uma
administracdo profildtica.

O termo "contéiner" significa qualquer receptéculo e
fechamento, portanto adequado par armazenar, remessa,
distribuicdo, e/ou manuseio de um produto farmacéutico.

O termo "encafte" significa informagdes que acompanham
um produto que fornece uma descrigdo de como administrar o
produto, junto com os dados de seguranca e de eficacia
exigidos para permitir que o médico, farmacéutico, e
paciente tomem uma decisdo informada com relagdo ao uso do
produto. O encarte de embalagem geralmente & referido como

o "rétulo" por um produto farmacéutico.
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O termo "agente adrenérgico" significa um composto que
estimula o sistema nervoso simpdtico, por exemplo, dJue
imita os efeitos de norepinefrina e epinefrina. Como
utilizado nesta invencdo, o termo "agente adrenérgico" é
singular ou plural.

ET & um fator de vasoconstrigdo derivado de endotélio
extremamente potente (Hickey et al., 1985) que foi isolado,
sequenciado, e clonado (Yanagisawa et al., 1988). As
endotelinas sdo peptideos vasoconstritores altamente
potentes de 21 aminodcidos com duas ligagdes dissulfeto. As
endotelinas s3o produzidas biologicamente ao clivar
enzimaticamente preproendotelina em proendotelina, entdo em
endotelina por enzimas conversoras de endotelina. ET exerce
efeitos biolégicos ao se ligar a receptores de superficie
de célula, que sdo 7 receptores de transmembrana acoplados
é G-proteinas. H& dois tipos distintos de receptores de
epdotelina: (a) os receptores ET. seletivos de ET-1
primariamente encontrado em misculo vascular 1liso e
responsavel por vasoconstrigdo, e (b) receptores ETz né&o
seletivos primariamente encontrados em endotélio vascular e
responsavel for vasodilatagdo.

Os efeitos ?asoconstritores de ET-1 sdo mediados
predominantemente por G-proteina acoplada a receptores ETa.
ET-1 também & produzido em altas concentragdes pela
prdéstata, cénceres metastaticos, e SNC. ET no SNC &
produzido  por células endoteliais e células ndo
gndoteliais, como neurdnios, atrdcitos, e células gliais.

A distribuicdo global de ET e seus sitios de ligagdo

no cérebro sugerem que, além de ser um vasoconstritor, o
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mesmo pode estar agindo como um importante neuropeptideo no
SNC (Gulati et al., 1992). Os antagonistas receptores de
endotelina (ET), em particular ET, seletivo ou antagonistas
balanceados ETA/ETs, representam uma &rea terapéutica pra
doengas como insuficiéncia cardiaca congestiva (CHF) e
hipertens8o pulmonar. BQ- 123 e BMS-182874 sdo antagonistas
especificos de receptores ETa (Stein et al., 1994). Os
antagonistas de endotelina tém efeitos profundos na nos
vasos sanguineos pulmonares € no coragdo direito, em que
inibidores ACE afetam primariamente o vaso periférico e o
coragdo esquerdo.

Diversos estudos indicam que os receptores ET centrais
sdo predominantemente do subtipo ETs. Os atrécitos
cerebrais de rato demonstraram expressar majoritariamente o
tipo ETB de receptores e células gliais também demonstraram
expressar intensamente receptor ET; de mRNA. Entretanto, a
administrag¢do central de um agonista receptor ETs altamente
seletivo, IRL-1620, ndo produz qualquer efeito no sistema
cardiovascular, e os efeitos circulatérios sistémicos e
regionais de ET-1 centralmente administrado demonstraram
ser mediados através dos receptores ETx (Gulati et al.,
1995; Rebello et al., 1995).

A administra¢§o intracerebroventricular de ET-1 produz
uma aumento tempordrio seguido por queda prolongada na
pressdo sanguinea arterial média (BP). O efeito pressor foi
acompanhado por um aumento em atividade nervosa simpatica
renal e niveis de plasma de catecolaminas e arginina-

vasopressina.
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O mesmo também demonstrou que os efeitos de
administracdo central de ET-1 s&o mediados através de
ativacdo do sistema nervoso simpatico porque estes efeitos
foram atenuados por bloqueadores de génglio. A
administracdo intracisternal de ET-1 provocou um aumento
tempordrio em BP, atividade nervosa simpédtica renal, e
atividade nervosa frénica. Uma subsequente queda em BP foi
acompanhada por uma redugdo em atividade nervosa simpéatica
renal e atividade nervosa frénica. A observagdo que ET-1
central induzida aumenta em resposta pressor foi suprimida
por pré-tratamento com fenoxibenzamina (Ouchi et al., 1989)
implica ainda na participagdo ativa do sistema nervoso
simpatico na fase inicial pressora.

Um antagonista de endotelina utilizado na presente
invencdo pode ser qualquer dos antagonistas receptores de
endotelina conhecido na técnica. Como utilizado nesta
invenc8o, o termo "antagonista receptor de endotelina" e
nantagonista de endotelina" s&o sindnimos e sdo utilizados
alternadamente, e se referem & administragdo de um ou mais
dos antagonistas. A endotelina & um potente vasoconstritor.
Os antagonistas de endotelina sé&o utilizados para tratar
insuficiéncia cardiaca agudo, insuficiéncia cardiaca
congestiva/crdnico, hipertensdo arterial pulmonar, edema
pulmonar, hemorragia subaracnoide, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, infarto do mioc&rdio, isquemia cerebral
aguda, sindromes coronarianas agudas, insuficiéncia renal
aguda, tratamento pbés-operatdrio em operagdes de figado, e
cancer de préstata. Nenhum efeito adverso & esperado quando

a um paciente & administrado um antagonista de endotelina.
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Os antagonistas de ET preferidos sdo antagonistas
seletivos para receptores de endotelina A (ETa) ou séo
antagonistas de ETa/endotelina B (ETg) balanceados. Tais
antagonistas de ET sdo estabelecidos nos Apéndices A e B
nesta invencdo. Entretanto, os antagonistas de endotelina B
e antagonistas de endotelina diversos, como estabelecidos
nos BApéndices C e D nesta invengdo, témbém podem ser
utilizados em uma composigdo ou método da presente
invenc3o. Os antagonistas de endotelina adicionais fteis
podem ser encontrados em Pedidos de Publicagdo de Patente
U.S. n° US 2002/0082285 e US 2003/0232787, e em Wu,
Patentes Exp. Opin. Ther. (2000), 10(11), padginas 1653 a
1668, cada um incorporada nesta invengdo por referéncia
integralmente.

Exemplos especificos de antagonistas de endotelina
Gtil na presente invengdo incluem, mas ndo estdo limitados
a, atrasentano, tezosentano, bosentano, sitaxsentano,
enrasentano, BMS-207940 (Bristol-Myers Squibb), BMS-193884,
BMS-182874, J-104132 (Banyu Pharmaceutical), VML 588/Ro 61-
1790 (Vanguard Medica), T-0115 (Tanabe Seiyaku), TAK-044
(Takeda), BQ-788, BQ1l23, YM-598, LU 135252, PD 145065, A-
127722, ABT-627, A-192621, A-182086, TBC3711, BSF208075, S-
0139, TBC2576, TBC3214, PD156707, PD180988, ABT-546, ABT-
627, 21611, RPR118031A, SB247083, SB217242, S-Lu302872,
TPC10950, SB209670, e misturas do mesmo.

O BQ 123 & um antagonista especifico de endotelina A,
e 6 o sal de sédio de ciclo(-D-Trp-D-Asp-Pro-D-Val-Leu-).
BQ-788 & um antagonista especifico de endotelina B, e & o

sal de sédio de N-cis-2,6-dimetilpiperidinocarbonil-L-gama-
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metilleucil-D-1-methoxicarbonil triptofanil-DNIe (ver Proc.
Natl. Acad. Sd. EUA, 91, paginas 4892 a 4896 (1994)).

Além de um antagonista convencional de endotelina, um
composto que inibe a formagdo de endotelina enddgena também
pode ser utilizado como o antagonista de endotelina na
presente invengdo. Tais compostos sio Gteis porque impedem
formacdo de endotelina, e, portanto, reduzem a atividade de
receptores de endotelina. Uma classe de tais cdmpostos sdo
os inibidores de enzima conversora de endotelina (ECE).

Os inibidores de ECE fteis incluem, mas ndo estéo
limitados a, CGS34225 (isto &, N-((1-((2(8)-(acetiltio)-1-
oxopentil)—amino)-1-ciclopentil)-carbonil—s—4—fenilfenil—
alanina metil éster) e fosforamidona (isto é&, N-|(a-
ranopiranosiloxihidroxifosfinil)-Leu-Trp).

Testes foram conduzidos para ilustrar os efeitos de um
antagonista de endotelina em um agente adrenérgico, como
clonidina e centaquina, administrados a um mamifero, que
inclui humanos. Testes também foram conduzidos para
ilustrar os efeitos de centaquina em analgesia e choque
hemorridgico ressuscitativo.

Os testes e dados mostram que uma combinagdo de um

'agente adrenérgico, como centaquina ou clonidina, e um

antagonista de endotelina pode ser administrado a mamiferos
em métodos para tratar hipertensdo. Os testes e dados
também mostram gque centaquina pode ser administrado a
mamiferos, sozinha ou com um analgésico opidceo, em métodos
para tratar dor, e em métodos para tratar choque
hemorragico ressuscitativo. 0 agente adrenérgico e

antagonista de endotelina, ou a centaquina sozinha, pode
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ser formulada em excipientes adequados para administracgdo
oral, ou para administragdo parenteral. Tais excipientes
sio bem conhecidos na técnica. Os agentes ativos (por
exemplo, centaguina e, em algumas modalidades, um
antagonista de endotelina e agente adrenérgico) estdo
tipicamente presentes em tal composigdo em uma quantidade
de cerca de 0,1% a cerca de 75% em peso, seja sozinha ou em
combinagdo.

Para cada uma das modalidades reveladas nesta
invencdo, composig¢gdes farmac&uticas que contém os agentes
ativos da presente invengdo sao adequados para
administracdo a humanos ou outros mamiferos. De forma
tipica, as composigdes farmacéuticas sido estéreis, e ndo
conté&m compostos tdéxicos, carcinogénicos, ou mutagénicos
que poderiam causar uma reagao adversa quando
administradas.

O método da invencdo pode ser executado ao utilizar os
agentes ativos como descrito acima, ou como um sal
fisiologicamente aceitédvel ou solvato do mesmo. Os agentes
ativos, sais, ou solvatos podem ser administrados como os
compostos puros, ou como uma composicdo farmacéutica que
contém uma ou ambas as entidades.

Os agentes ativos podem ser administrados por qualquer
via adequada, por exemplo administrag¢do oral, bucal,
inalagao, sublingual, retal, vaginal, intracisternal
através de pun¢do lombar, transuretral, nasal, percutdnea,
isto &, transdermal, ou parenteral (que inclui intravenosa,
intramuscular, subcuténea, e intracoronédria) . A

administracdo parenteral pode ser executada ao utilizar uma
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agulha e seringa, ou ao utilizar uma técnica de alta
pressdo, como POWDERJECT™. Uma administragdo dos agentes
ativos pode ser realizada antes, durante, ou apdés o inicio
da dor.

As composigdes farmacéuticas incluem aquelas em que Os
ingredientes ativos sdo administrados em uma gquantidade
efetiva par atingir seu propdsito pretendido. Mais
especificamente, uma "quantidade terapeuticamente efetiva"
significa uma quantidade efetiva para eliminar ou aliviar
dor ou hipertens3io. A determinagdo de uma quantidade
terapeuticamente efetiva estd dentro da capacidade daqueles
versados na técnica, especialmente & 1luz da revelagéo
detalhada fornecida nesta invengdo.

Uma "dose terapeuticamente efetiva" se refere a
quantidade dos agentes ativos que resulta em alcangar O
efeito desejado. A toxicidade e eficdcia terapéutica de
tais agentes ativos podem ser determinadas por
procedimentos farmacéuticos em culturas de célula ou
animais experimentais, por exemplo, determinar a LD (a
dose letal a 50% da populagéo) e a EDsg (a dose
terapeuticamente efetiva em 50% da populagdo). A razdo de
dose entre eféitos téxico e terapéutico €& o 1indice
terapéutico, que & expresso como a razdo entre LDso € EDso.
Um alto indice terapéutico & preferido. Os dados obtidos a
partir de tais dados podem ser utilizados para formular uma
faixa de dosagem para uso em humanos. A dosagem dos agentes
ativos preferivelmente fica dentro de uma faixa de
concentracdes circulantes que incluem a EDs, com pouca ou

nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta
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faixa dependendo da forma de dosagem empregada, e a via de
administrag¢do utilizada.

A formulagdo exata, via de administragdo, e dosagem é
determinada por um médico do individuo em vista da condigéao
do paciente. As quantidades e intervalos de dosagem podem
ser ajustados individualmente para fornecer niveis de
agentes ativos que s8o suficientes para manter efeitos
terapéuticos.

A quantidade de agentes ativos administrados &
dependente do sujeito sendo tratado, do peso do sujeito, a
gravidade da afecgdo, a maneira de administra¢do, e o
julgamento do médico ao prescrever.

De forma especifica, para administragdo a um humano no
tratamento curativo de hipertensdo, dosagens orais do
agente adrenérgico e do antagonista de endotelina,
individualmente em geral sdo cerca de 0,01 a cerca de 200
mg diariamente para um paciente adulto médio (70 kg),
tipicamente dividido em duas a trés doses por dia. Logo,
para um paciente adulto tipico, tabletes individuais ou
cédpsulas contém cerca de 0,1 a cerca de 200 mg de
centaquina e cerca de 0,1 a cerca de 50 mg antagonista de
endotelina, em um adequado veiculo farmaceuticamente
aceitavel ou carreador, para administragdo em doses Ginicas
ou miltiplas, uma vez ou diversas vezes por dia. As
dosagens para administragdo intravenosa, bucal, ou
sublingual sdo tipicamente cerca de 0,1 a cerca de 10 mg/kg
por dose Ginica como exigido. Na pratica, o médico determina
regime de dosagem corrente dque & mais adequado para um

paciente individual, e a dosagem vara com a idade, peso, e
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resposta do paciente em particular. As dosagens acima sd&o
exemplificativas do caso médio, mas pode haver ocorréncias
individuais nas quais dosagens maiores ou menores sdo
consideradas, e tais estdo dentro do escopo desta invengdo.
Os agentes ativos da presente inveng¢do podem ser
administrados sozinhos, ou em mistura por adigdo com um
carreador farmacéutico selecionado com relagdo & via de
administracsio pretendida e pratica farmacéutica comum. As
composi¢Bdes farmacéuticas para uso de acordo com a presente
invencdo logo pode ser formulada de uma maneira
convencional ao utilizar um ou mais carreadores
fisiologicamente aceitédveis que compreende excipientes e
auxiliares que facilitam o processamento dos agentes ativos
em preparagdes que podem ser utilizadas farmaceuticamente.
Estas composigdes farmacéuticas podem ser fabricadas
de uma maneira convencional, por exemplo, por mistura
convencional, dissolug¢do, granulagdo, produgdo de dragea,
emulsificacdo, encapsulamento, aprisionamento, ou processos
1iofilizantes. A formulacdo apropriada & dependente da via
de administragédo escolhida. Quando umé quantidade
terapeuticamente efetiva dos agentes ativos €& administrada
oralmente, a composigdo tipicamente estd na forma de um
tablete, capsula, po, solugdo, ou elixir. Quando
administrado em forma de tablete, a composigdo pode
adicionalmente conter um carreador sdélido, como uma
gelatina ou um adjuvante. A tablete, capsula, e pd contém
cerca de 5% a cerca de 95% de um agente ativo da presente
invencdo, e preferivelmente a partir de cerca de 25% a

cerca de 90% de um agente ativo da presente invengéo.
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Quando administrado em forma liquida, um carreador ligquido,
como &gua, petrdleo, ou &leos de origem animal ou vegetal,
pode ser adicionado. A forma liquida da composigdo pode
conter ainda solucgdo fisioldégica salina, dextrose ou outras
solucdes de sacarideo, ou glicdis. Quando administrado em
forma liquida, a composigdo contém cerca de 0,5% a cerca de
90% em peso de agentes ativos, e preferivelmente cerca de
1% a cerca de 50% de um agente ativo.

Quando uma quantidade terapeuticamente efetiva dos
agentes ativos €& administrada por injegdo intravenosa,
cutinea, ou subcut@nea, a composigdo estd na forma de uma
solugédo aquosa parenteralmente aceitéavel livre de
pirogénio. A preparagdo de tais solugdes parenteralmente
aceitaveis, com relagdo ao pH, isotonicidade, estabilidade,
e sgimilares, estd dentro da habilidade na técnica. Uma
composigdo preferida para injegdo intravenosa, cuténea, ou
subcutinea tipicamente contém, além de um composto da
presente invengdo, um veiculo isoténico.

Os agentes ativos adequados podem ser prontamente
combinados com carreadores farmaceuticamente aceitédveis bem
conhecidos na técnica. Tais carreadores capacitam os
agentes ativos a serem formulados como tébletes, pilulas,
drageas, capsulas, liquidos, géis, xaropes, lamas,
suspensdes e similares, para ingestdo oral por um paciente
a ser tratado. As prepara¢des farmacéuticas para uso oral
podem ser obtidas ao adicionar os agentes ativos com um
excipiente s6lido, opcionalmente triturar a mistura
resultante, e processar a mistura de gréanulos, apds

adicionar auxiliares adequados, se desejado, para obter
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tabletes ou nficleos de dradgea. Os excipientes adequados
incluem, por exemplo, reforgos e prepara¢gdes de celulose.
Se desejado, agentes desintegrantes podem ser adicionados.

Os agentes ativos podem ser formulados para
administracdo parenteral por injegdo, por exemplo, por
injegdo de bolo ou infusdo continua. As formulagdes para
injegdo podem ser apresentadas em forma de dosagem f{nica,
por exemplo, em ampolas ou em contéineres de doses
mGltiplas, com um conservante adicionado. As composigdes
podem tomar tais formas como suspensdes, solugdes, ou
emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos, € podem conter
agentes formulatérios, como agentes de suspensao,
estabilizantes, e/ou dispersantes.

As composigdes farmacéuticas para administragdo
parenterais incluem solugdes aquosas do agente ativo em
forma solavel em &gua. De forma adicional, as suspensdes
dos agentes ativos podem ser preparadas como suspensdes de
injegdo oleosas apropriadas. Os solventes 1lipofilicos
adequados ou veiculos incluem O&leos graxos ou ésteres
sintéticos de &cido graxo. As suspensdes aquosas de injegdo
podem conter substéncias que aumentam a viscosidade da
suspensdo. De forma opcional, a suspenséo também pode
conter adequado estabilizantes ou agentes que aumentam a
solubilidade dos compostos e permitem a preparagdo de
solucBes altamente concentradas. De forma alternativa, uma
composigdo presente pode ser em forma de pd para

constituicdo com um veiculo adequado, por exemplo, agua

estéril livre de pirogénio, antes de uso.
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Os agentes ativos também podem ser formulados em
composigdes retais, como supositbérios ou enemas de
retencdo, por exemplo, que contém base convencional se
supositério. Além das formulagdes descritas anteriormente,
os agentes ativos também podem ser formulados como uma
preparagdo de deposigdo. Tais formulagdes de agdo
prolongada podem ser administradas por implantagdo (por
exemplo, subcuté@nea ou intramuscularmente) ou por injegédo
intramuscular. Logo, por exemplo, os agentes ativos podem
ser formulados com materiais poliméricos ou hidrofdbicos
adequados (por exemplo, como uma emulsio em um O&leo
aceitivel) ou resinas de troca de ion, ou como derivados
esparsamente sollGveis, por exemplo, como um sal
esparsamente soldvel.

Em particular, os agentes ativos pode ser administrado
oralmente, bucalmente, ou sublingualmente na forma de
tabletes que contém excipientes, como amido ou lactose, ou
em capsulas ou O6vulos, seja sozinhos ou em mistura por
adicdo com excipientes, ou na forma de elixires ou

suspensdes que contém agentes aromatizante ou colorante.

‘Tais preparagdes liquidas podem ser preparadas com aditivos

farmaceuticamehté aceitéveis, como agentes de suspensdo. Um
agente ativo também pode ser injetado parentefalmente, por
exemplo, intravenosamente, intramuscularmente,
subcutaneamente, intratecalmente, intracisternalmente, ou
intracoronariamente. Para administracdo parenteral, o
agente ativo é mais bem utilizado na forma de uma solugdo

aquosa estéril que pode conter outras substéncias, por
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exemplo, sais, ou monossacarideos, como manitol ou glicose,
para tornar a solugdo isotdnica com sangue.

Para uso veterindrio, os agentes ativos sdo
administrado como uma formulagdo adequadamente aceitavel de
acordo com a pratica veterindria normal. O veterindrio pode
determine prontamente o regime de dosagem e via de
administracdio que & mais apropriada para um animal
particular.

Agentes adrenérgicos como agentes anti-hipertensivos
que agem centralmente

A clonidina é um agente anti-hipertensivo que age
através de central receptores adrenérgicos a, para baixar a
pressdo arterial média (MAP), mas também age em receptores
adrenérgicos periféricos a (a-ARs) para produzir
vasoconstricdo. A endotelina (ET) demonstrou modular a agédo
de receptores adrenérgicos periféricos. Os testes presente
mostram o envolvimento de ET nos efeitos cardiovasculares
de clonidina e centaquina. A clonidina (10, 30, e 90 ng/kg,
i.v.) produziu uma queda dependente de dose na pressdo
arterial média (MAP), pressdo de pulso (PP), e uma redugao
em frequéncia cardiaca (HR). O tratamento com ET-1 (100,
300 e 900 pg/kg, i.v.), atenuou significativamente queda
induzida por clonidina (10 pg/kg, i.v.) em MAP de uma
maneira dependente de dose. Em ratos tratados com uma alta
dose de ET-1 (900 pg/kg, i.v.) clonidina produziu 42,58% de
aumento em MAP comparado com ratos ndo tratados. A
clonidina (10 pg/kg, i.v.) produziu 37,42% de aumento em HR
em ratos tratados com ET-1 (900 ug/kg, i.v.) comparado com

ratos nio tratados. Um antagonista de ETas, TAK-044 (1



10

15

20

25

25/94

mg/kg, i.v.), € um antagonista de ET,, BMS-182874 (9 mg/kg,
i.v.), potencializou o efeito hipotensivo de clonidina em
17,68% e 4,81%, respectivamente, comparado a ratos ndo
tratados.

A interacdo de ET com centaquina também foi estudada,
que produz um gqueda em MAP similar & clonidina. A
centaquina (0,05, 0,15, e 0,45 mg/kg, i.v.) produziu um
queda dependente de dose em MAP, e uma redugdo em HR. A
mesma ndo afetou pH de sangue arterial, p6., e pCO:. Nenhum
dos niveis de plasma de ET-1 foi alterado. O tratamento com
ET-1 (100, 300, e 900 mg/kg) atenuou significativamente
queda induzida por centaquina (0,15 mg/kg, i.v.) em MAP de
uma maneira dependente de dose. Em ratos tratados com 900
mg/kg dose de ET-1, a centaquina produziu 33,48% de aumento
em MAP comparado a ratos ndo tratados. A centaquina
produziu 21,44% de aumento em HR em ratos tratados com ET-1
comparado a ratos ndo tratados. O efeito hipotensivo de
centaquina foi significativamente potencializado em ratos
tratados com TAK-044 (1 mg/kg) em 16,48% ou BMS-182874 (9
mg/kg) em 30,67% comparado a ratos ndo tratados. A
bradicardia induzida por centaquina foi significativamente
potencializada em ratos tratados com TAK-044 em 12,74% ou
BMS-182874 em 29,00% comparado a ratos ndo tratados.

O pré-tratamento com prazosina, um antagonista de
receptor adrenérgico a, (0,1 mg/kg, i.v.) bloqueou
completamente mudangas induzidas por ET-1 em efeitos
cardiovasculares de clonidina, assim como centaquina. Foi
concluido, portanto, que ET modula os efeitos de receptores

adrenérgicos vasculares que levam a altera¢des nos efeitos
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cardiovasculares de clonidina e centaqguina. Esta & a
primeira mostra de que antagonistas de ET podem
potencializar os efeitos anti-hipertensivos de clonidina e
centaquina, isto &, um agente adrenérgico, ao aumentar a
responsividade de receptores adrenérgicos vasculares ao
efeito constritor de centaquina. Uma combinagdo de
antagonista de ET com clonidina ou centaquina, ou outro
agente adrenérgico, portanto é uma op¢do Gtil para tratar
hipertensédo.

Materiais e métodos

Animais

Ratos Sprague-Dawley machos pesando 250 a 300 g
(Harlan, Indianapolis, IN) foram encerrados por pelo menos
4 dias antes de serem utilizados em uma sala com
temperatura controlada (23 + 1°C), umidade (50 + 10%) e luz
(6:00 da manhd até 6:00 da tarde). Alimento e adgua foram
disponibilizados continuamente. Cuidado animal e uso em
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité
institucional de cuidado e uso animal. Todos os

procedimentos anestésicos e cirGrgicos estiveram em

consonédncia com as normas estabelecidas pelo Comité de

Cuidado Animal.

Farmacos e substéncias quimicas

Centaquina: 2-[2-(4- (3-metifenil)-1-piperazinil) etil-
guinolina (Central Drug Research Institute, Lucknow,
fndia), clonidina, prazosina, uretano (Sigma-Aldrich St
Louis, MO, EUA) , hidrocloreto de BMS-182874: (5-
Dimetilamino) -N- (3,4-dimetil-5-isoxazolil) -1l-nafataleno

hidrocloreto de sulfonamida) um antagonista especifico de
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ET, (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA); TAK-044:
ciclo [D-a-aspartil-3-[(4-fenilpiperazin-1-il)carbonil]-L-
alanil-L-a-aspartil-D-2-(2-tienil) sal de glicil-L-leu-Cil-
D-triptOfiljdissédio) um antagonista ndo especifico de ETa/s
5 (Takeda Chemical Industries, Osaka, Japdo), Endotelina-1
(Research Biochemicals International, Natick, MA, EUA), Kit
de Ensaio Imunométrico de Enzima Endotelina-1 (EIA) (n° de
Catdlogo 900-020A, Assay Designs, Inc., Ann Arbor, MI,
EUA). Outros reagentes utilizados foram do maior grau

10 comercialmente disponivel.

S /\
hf/ (n45—13H2"hl N
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Centaquina

15 Cl

Clonidina
Determinagdo de resposta cardiovascular de farmacos enm
ratos anestesiados
Os ratos foram anestesiados com uretano (1,5 g/kg
20 i.p.) e preparados para determinagédo de parametros

hemodinidmicos (Gulati e Srimal, 1993; Gulati et al.,
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1997b) . Os ratos anestesiado foram raspados e imobilizados
para preparar para canulagdo. Uma incis8o de 2 a 3 cm foi
realizada acima da veia e da artéria femoral, e os vasos
foram dissecados e limpos. A veia femoral foi canulada
(tubagem PE-50, Clay Adams, Parsipanny, NJ) e seguras por
administracdio de férmaco. Uma ultraminiatura de transdutor
de pressdo SPR-320 (2F Poliuretano), com um Gnico lado
sensor de pressdo montados na ponta (Millar Instruments,
Houston, TX), foi inserida na artéria femoral esquerda para
captar os sinais hemodin@micos. O transdutor de pressédo foi
conectado ao amplificador de ponte (ML221 Bridge Amp; AD
Instruments, Mountain View, CA, EUA) com conector Viking
(REC-IOC) e os sinais foram captados continuamente a uma
taxa de amostragem de 1000 8! ao utilizar sistema de
aquisig¢do de dados Millar PowerLab 16/30 (AD Instruments,
Mountain View, CA, EUA). MAP, HR, e PP foram determinados e
analisados com programa de software LabChart-5.00 (Millar
Instruments) . Apds o experimento ser finalizado, os animais
foram sacrificados com alta dose de uretano (3 mg/kg) .

Determinagdo de nivel de ET-I em plasma de rato

A fim de analisar a alteragdo no nivel de ET-I,
amostfas de sangue foram retiradas apds tratamentb de
farmaco através da artéria femoral direita dos ratos
anestesiados antes e 1 hora apdés o tratamento de farmaco e
foram coletadas em tubos EDTA resfriados (1 mg/ml de
sangue) contendo aprotinina (500 KIU/ml de sangue). As
amostras de sangue foram centrifugadas a 1.600 x g por 15
minutos a 0°C e o plasma separado foi armazenado a -70°C

até ser analisado. O nivel de ET-I foi estimado com uso do
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Equipamento de Ensaio Imunométrico de Enzima Endotelina-1
do Projeto do Ensaio (Nowicki et al., 2005; Brondani et
al., 2007). Brevemente, as amostras de plasma e padrdes
foram adicionadas a pogos revestidos com um anticorpo
monoclonal especifico para ET-I. A placa entdo foi lavada
apés 24 horas de incubagdo, deixando somente ET-I de
ligacdo na placa. Uma solugdo de anticorpo monoclonal
marcado com peroxidase de rabano silvestre (HRP) para ET-I
foi entdo adicionada ao ET-I capturado na placa. A placa
foi incubada por 30 min, entdo lavada para remover O
excesso de anticorpo marcado com HRP. Uma solugdo de
substrato de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina ('TMB) foi
adicionada, que gera uma cor azul quando catalisada pele
HRP. Acido cloridrico (IN) foi adicionado, para parar a
reacdo do substrato, e a cor amarela resultante foi lida em
450 nm com uso do detector DTX 800 Multimode. Os dados
foram analisados com o Multimode Detection Software
(Beckman Coulter, Inc., Harbor Boulevard, Fullerton, CA,
EUA). A densidade éptica medida & diretamente proporcional
4 concentragdo de ET-I.

Andlise de gés sanguineo

O pH, po,, pCO2, Na*', K', e lactato de sangue arterial
foram monitorados antes e apds a administrag@o do farmaco.
As amostras de sangue foram extraidas da cdnula arterial
com uso de seringas de amostragem de gas sanguineo
(Innovative Medical Technologies, Inc. Leawood, KS) e
analisadas com uso de uma unidade GEM Premier 3000

(Instrument Laboratory, Lexington, MA, EUA).



10

15

20

25

30/94

Determinagdo de resposta de clonidina no arco adértico
abdominal

A aorta abdominal foi isolada e dissecada de ratos
anestesiados por uretano (1,5 g-kg* i.p.) e foi
transferida para tampd3o de bicarbonato Krebs pH 7,4
(composigdo em mM, NaCl, 112,0; KCl, 4,7; KH;PO,, 1,2;
MgsoO,, 1,2; CaClz, 2,5; NaHCOs, 25,0; glicose, 11,0) com
fornecimento continuo de 95% de O, e 5% de CO, a 37 % 1°C.
O tecido foi cortado em segmentos de anel (3 mm de
comprimento) e montado em banhos de 6rgdo com uso de
suportes de anel de vidro Radnoti de 10 mm. Cuidado extra
foi tomado enquanto se cortou e montou o segmento de anel
para prevenir a perda de camada endotelial. O tecido foi
equilibrado por 45 min por aplicagdo de 2 g de tensdo com
alteracdo de tampdo regular a cada 15 min. Os vasos foram
pré-contraidos com 100 wM de KCl para determinar a
viabilidade. As contragdes induzidas por clonidina do arco
adrtico foram medidas com uso de banho de tecido de unidade
Radnoti 8 (Radnoti Glass Technology, Monrovia, CA) e o
transdutor de forca acoplado a um poligrafo Grass P7D. A
resposta de dose foi registrada para 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6,
8, e 10 uM de clonidina com ou sem tratamenté de ET-I (4
nM) e o valor de EDg foi calculado. Os experimentos foram
realizados no Grupo 1: Veiculo + Clonidina (0,25 a 10 M) ;
e Grupo 2: ET-I (4 nM) + Clonidina (0,25 a 10 pM) com uso
de (n=6) ratos em cada grupo.

Determinagdo de express@o de ET.r no cérebro e aorta

abdominal
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O cérebro e aorta abdominal isolados de ratos tratados
com veiculo e clonidina foram homogeneizados em tampdo RIPA
(20 mM de Tris-HCl pH 7,5, 120 mM de NaCl, 1,0% de Triton
X100, 0,1% de SDS, 1% de deoxicolato de sbé6dio, 10% de
glicerol, 1 mM de EDTA e inibidor de protease IX, Roche).
As proteinas foram isoladas em forma solubilizada e as
concentracdes foram medidas por reagente fenol de Folin-
Ciocalteu. A proteina solubilizada (10 pg) foi desnaturada
em tampdo de amostra Laemmli (Bio-Rad), redissolvida em 10%
de SDS-PAGE e transferida em membrana de nitrocelulose
seguido por bloqueio de membrana com 5% de BSA (w/v) em
TBST (10 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 0,1% de Tween 20). As
membranas foram incubadas com anticorpos anti-ETA
policlonais de coelho (1:1000), seguido por anticorpos
secundarios conjugados por HRP (1:1000) e visualizadas por
sistemé de deteccdo de transferéncia por western blot ECL
Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire UK). As membranas
retiradas foram retestadas com anticorpo primdrio B-actina
(1:1000) por um controle de carga de proteina.

Projeto de estudo

Foi permitido que os animais se estabilizassem por ao

menos 20 min seguindo-se procedimentos cirGrgicos.

Estudos em clonidina:

Os estudos seguintes foram realizados para determinar
o envolvimento de ET em efeitos cardiovasculares induzidos
por clonidina (MAP, HR, e PP).

Estudo 1: Determinar os efeitos cardiovasculares de

clonidina (N=4).
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Grupo 1: Clonidina (10 ng/kg, Lv.); Grupo 2: Clonidina
(30 pg/kg, i.v.); e Grupo 3: Clonidina (90 ng/kg, i.v.)

Estudo 2: Determinar o efeito de ET-I em efeitos
cardiovasculares induzidos por clonidina (N=4).

Grupo 1 : ET-I (100 ng.kg™); Grupo 2: ET-I (300 ng.kg
'y; Grupo 3: ET-I (900 ng.kg™?*); Grupo 4: Veiculo (1 ml.kg"
) 4+ clonidina (10 pg.kg™t); Grupo 5: ET-I (100 ng.kg™?) +
clonidina (10 pug-kg™?); Grupo 6: ET-I (300 ng.kg®) +
clonidina (10 pg.kg™); e Grupo 7: ET-I (900 ng-kg™t) +
clonidina (10 ng.kg™).

Estudo 3: Determinar o efeito de TAK-044 (blogueador
de receptor ET./ETy ndo seletivo) e BMS-182874 (receptor de
ETs seletivo) em efeitos cardiovasculares induzidos por
clonidina (N=4).

Grupo 1: TAK-044 (1 mg.kg™); Grupo 2: BMS-182874 (9
mg.kg®) ; Grupo 3: Veiculo (1 ml.kg™) + clonidina (10 ng.kg"
), Grupo 4: TAK-044 (1 mg.kg™') + clonidina (10 ng.kg™?); e
Grupo 5: BMS-182874 (9 mg.kg!) + clonidina (10 ug.kg™?) .

Estudo 4: Determinar o efeito de prazosina em

alteracdes induzidas por ET-I em respostas cardiovasculares

‘de clonidina (N=4)

Grupo 1 : Veiculo (1 ml.kg™) + clonidina (10 ng.kg™) ;
Grupo 2: Prazosina (0,1 mg.kg'') + clonidina (10 pg.kg™); e
Grupo 3: ET-I (300 ng.kg?) + prazosina (0,1 mg.kg™) +
clonidina (10 pg.kg™).

Estudo 5: Determinar o nivel de ET-I de plasma em
ratos tratados com clonidina (N=4)

Grupo 1 : Veiculo (1 ml/kg, i.v.); Grupo 2: Clonidina

(10 pg/kg, Lv.); e Grupo 3: Clonidina (90 pg/kg, i.v.)
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Estudos em centaquina:

Os estudos seguintes foram realizados para determinar
o envolvimento de ET em efeitos cardiovasculares induzidos
por centaquina (MAP, HR, e PP).

Estudo 1: Determinar os efeitos cardiovasculares de
clonidina (N=5).

Grupo 1 : Centaquina (0,05 mg/kg, 1i.v.); Grupo 2:
Centaquina (0,15 mg/kg, i.v.); e Grupo 3: Centaquina (0,45
mg/kg, i.v.)

Estudo 2: Determinar o efeito de ET-I em efeitos
cardiovasculares induzidos por centaquina (N=4).

Grupo 1 : ET-I (100 ng.kg™®); Grupo 2: ET-I (300 ng.kg"
). Grupo 3: ET-I (900 ng.kg™); Grupo 4: Veiculo (1 ml.kg
!y 4+ centaquina (0,15 mg.kg™); Grupo 5: ET-I (100 ng.kg™?)
+ centaquina (0,15 mg.kg™'); Grupo 6: ET-I (300 ng.kg?) +
centaquina (0,15 mg.kg™?); e Grupo 7: ET-I (900 ng-kg) +
centaquina (0,15 mg.kg™).

Estudo 3: Determinar o efeito de TAK-044 (blogueador
de receptor de ETA/ETB ndo gseletivo) e BMS-182874 (receptor
de ETB seletivo) em efeitos cardiovasculares induzidos por
centaquina (N=4).

Grupo 1 : TAK-044 (1 mg.kg™') + veiculo (1 ml.kg™?t);
Grupo 2: BMS-182874 (9 mg.kg™) + veiculo (1 ml.kg™?); Grupo
3. Veiculo (1 ml.kgl) + centaquina (0,15 mg.kg™); Grupo 4:
TAK-044 (1 mg-kg™!) + centaguina (0,15 mg.kg™'); e Grupo 5:
BMS-182874 (9 mg.kg™!) + centaquina (0,15 mg.kg™).

Estudo 4: Determinar o efeito de prazosina em
alteragdes induzidas por ET-I em respostas cardiovasculares

de centaquina (N=4)
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Grupo 1 : Veiculo (1 ml.kg*) + centaquina (0,15 mg.kg"
1), Grupo 2: Prazosina (0,1 mg.kg™’) + centaquina (0,15
mg.kg'); e Grupo 3: ET-I (300 ng.kg*) + prazosina (0,1
mg.kg?) + centaquina (0,15 mg.kg™?) .

Estudo 5: Determinar o nivel de ET-I de plasma em
ratos tratados com centaguina (N=4)

Grupo 1: Veiculo (1 ml/kg, Lv.); Grupo 2: centaquina
(0,15 mg/kg, i.v.); e Grupo 3: centaquina (0,45 mg/kg,
i.v.)

Nos estudos acima, todos os férmacos foram injetados
através da veia femoral esquerda e as alteragdes em MAP,
HR, e PP apbés a injegdo de clonidina e centaquina foram
registradas por 1 hora com uso do sistema de aquisigdo de
dados Millar PowerLab 16/30.

Andlise estatistica de dados

Os dados sdo apresentados como média + S.E.M. A
significincia de diferengas foi estimada por anilise
unidirecional de varifncia (comparagdo intra grupo com
relacdo aos dados de linha de base) e andlise bidirecional
de variincia (comparac¢do inter grupo com relagdo aos pontos
de tempo correspondentes de cada grupo) seguida por
aplicagdo das Comparagdes Mdltiplas de Dunnett e teste
Bonferroni respectivamente. Um valor P de menos que 0,05
foi considerado como sendo significante. A andalise
estatistica foi processada com o software GraphPad Prism
Versdo 5.00.

Resultados

Efeito de clonidina e centaquina em gases de sangue

arterial
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O pH, p62, pCOz, Na*, K', lactato e hematdcrito de
sangue arterial foram monitorados antes e uma hora apds a
administracdo de clonidina (90 npg/kg) e centaquina (0,45
mg/kg), e foi descoberto que ndo houve alteragdes
gsignificantes nesses paré@metros com ambas a clonidina ou a
centaquina (Tabela 1). As amostras de sangue foram
extraidas da cénula arterial com uso de seringas de
amostragem de gas sanguineo (Innovative Medical
Technologies, Inc. Leawood, KS) e analisadas com uso de uma
unidade GEM Premier 3000 (Instrument Laboratory, Lexiﬁgton,
MA) .

A Tabela 1 sumariza os niveis de pH, pO:, pCO:z, Na',
K*, lactato, e hematdcrito de sangue arterial antes e apds
a administraciio de clonidina (90 pg/kg) e centaquina (0,45
mg/kg) . Foi descoberto que ndo  houve alteragdes

significantes nesses par@metros com ambas a clonidina ou a

centaquina.
Tratamento pH pCO, PO, Na* K* Lactato | Hct
(133,3 (133,3 | (mmol/1l) (mmol/1l) | (mg/dl) (%)
Pa) Pa)
Linha de | 7,28 |47 + 3 114 + | 140 + 2 3,6 +12,42 4+ |46
base -+ 3 0,2 0,32 + 2
0,02
Clonidina 7,28 |46 + 4 100 + (139 + 2 4,3 +/1,35 +]50
: + 14 0,6 0,25 + 4
) 0,03
Linha de | 7,30 |47 + 4 104 +|144 +3 [3,5 + 2,42 + |46
base + 1 0,3 0,17 + 2
0,03
Centaquina 7,27 |53 + 2 96 + 9 | 140 + 1 4,0 +121,25 + |52
+ 0,2 0,55 + 1
0,02

Envolvimento de ET em efeitos cardiovasculares
induzidos por clonidina
Efeitos cardiovasculares dependentes de dose de

clonidina
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A clonidina administrada de forma intravenosa produzir
uma diminuicdo significante em MAP. Doses baixas de
clonidina (10 pg/kg) produziram uma queda em a MAP de
24,02% (p<0,01; comparada 4 linha de base), enguanto uma
dose de 30 pg/kg dose produzir uma queda em MAP de 26,15%
(p<0,01; comparada & linha de base). A queda em MAP foi de
19,48% (p<0,01; comparada & linha de base) com 90 ug/kg
dose de clonidina. A queda em MAP induzida por clonidina
com dose de 10 e 30 npg/kg foi significantemente (p<0,01)
maior que aquela induzida por dose de 90 ng/kg dose de
clonidina (Figura IA).

A administracio de clonidina produzir uma redugdo
significante em PP. A diminuigdo em PP foi de 33,81% com
dose de 10 pg/kg, 36,39% com dose de 30 png/kg, e 34,27% com
dose de 90 pg/kg de clonidina. A diminuigdo em PP foi
estatisticamente significante  (p<0,01) comparada a
respectiva linha de base. A diminuicdo em PP foi similar
com todas as doses de clonidina (Figura IB).

A clonidina produzir uma diminuigdo em HR. Uma dose de
10 pg/kg produziu uma diminuigdo em HR de 20,84%, enquanto
30 ng/kg produziram 23,18% de diminuigdo, e 90 ng/kg
produziram 23,19% de diminuigdo. A bradicardia induzida por
clonidina foi similar com todas as doses (Figura 1C).

Efeito de ET-I em efeitos cardiovasculares induzidos
por clonidina

Nesses experimentos, uma dose baixa de clonidina (10
nug/kg) foi usada e foi descoberto que em ratos tratados com
ET-I (100, 300, ou 900 ng/kg), a queda em MAP normalmente

induzida por clonidina ndo foi observada. O tratamento com



10

15

20

25

37/94

ET-I (100 ng/kg) atenuou significantemente a queda induzida
por clonidina em MAP. A atenuagdo maxima foi de 27,63%
(p<0,01) comparada aos ratos tratados com veiculo due
receberam clonidina. Similarmente, uma dose de 300 ng/kg de
ET-I produziu uma atenuagdo de diminui¢do induzida por
clonidina em MAP de 27,41% quando comparada aos ratos
tratados com veiculo que receberam clonidina. O tratamento
com ET-I na dose de 900 ng/kg produziu atenuagdo
significante (42,58%; p<0,001) de diminuig¢do induzida por
clonidina em MAP, comparada aos ratos tratados com veiculo
que receberam clonidina. A andlise estatistica mostrou que
a atenuacdo de diminuigdo induzida por clonidina em MAP foi
similar em ratos tratados com doses diferentes (100, 300, e
900 ng/kg) de ET-I (Figura 23).

A diminuic3o induzida por clonidina em PP foi atenuada
por tratamento com ET-I. A dose de 100 ng/kg de ET-I foi a
mais efetiva na atenuacdo (33,66%) de queda induzida por
clonidina em PP e foi descoberto que & estatisticamente
significante (p<0,01). No entanto, as doses de 300 e 900
ng/kg mostraram atenuacdo, mas ndo alcangaram o nivel de
significéncia estatistica (Figura 2B) .

Os ratos tratados com ET-I (100, 300; ou 900 ng/kg).
gquando injetados com clonidina n&c mostraram redugdo
significante em HR comparada a linha de base. O tratamento
com ET-I na dose de 100 ng/kg mostrou 18,01% de atenuacgao
de diminuicdo induzida por clonidina em HR, quanto uma dose
de 300 ng/kg de ET-I mostrou 21,00% de atenuagdo e uma dose

de 900 ng/kg de ET-I produziu 37,42% (p<0,001) de atenuagéo
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de HR comparada aos ratos tratados com veiculo que
receberam clonidina (Figura 2C).

Efeito de antagonistas de ET em efeitos
cardiovasculares induzidos por clonidina

Os ratos tratados com um antagonista de receptor de
ET,/ETs, TAK-044 (1 mg/kg), ou um antagonista de receptor
de ET,, BMS-182874 (9 mg/kg), gquando injetados com
clonidina (10 pg/kg) mostraram significante redugdo em MAP
de 36,59% e 29,44%, respectivamente quando comparados com a
1inha de base, Nos ratos tratados com TAK-044, a clonidina
produziu uma diminuig¢do maxima de 17,68% (p<0,05) em MAP
comparados aos ratos tratados com veiculo que receberam
clonidina. No entanto, em ratos tratados com BMS-182874, a
clonidina produzir uma diminuic8o méxima de 4,81l% em MAP
comparados aos ratos tratados com veiculo que receberam
clonidina (Figura 3A4).

Os ratos tratados com TAK-044 ou BMS-182874, quando
injetados com clonidina, mostraram redugdo significante em

PP e wuma diminuicdio méxima de 52,72% e 44,97%,

respectivamente, comparada a linha de base. Nos ratos

tratados com TAK-044, a clonidina produziu uma diminuigdo
maxima de 31,42%, enquanto aqueles tratados com BMS-182874
produziram uma diminuigdo de 17,06% em PP comparados aos
ratos tratados com veiculo que receberam clonidina. A
diminuic3o em PP em ratos tratados com TAK-044 foi
significantemente maior comparada aqueles tratados com BMS-
182874 (Figura 3B).

A clonidina produziu uma diminuigdo em HR que foi

similar em ratos tratados com TAK-044 ou BMS-182874. Em
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ratos tratados com TAK-044, a clonidina produziu uma
diminuicdo maxima de 8,83% in HR quando comparados aos
ratos tratados com veiculo que receberam clonidina. Em
ratog tratados com BMS-182874, a clonidina produziu uma
diminuicdo méxima de 5,85% em HR quando comparados aos
ratos tratados com veiculo que receberam clonidina (Figura
3C). Os ratos tratados com TAK-044 (1 mg/kg) ou BMS-182874
(9 mg/kg) somente ndo mostraram alteragdo significante em
MAP, PP, e HR (Figuras 3A, 3B, e 3C).

Efeito de prazosina em alterag¢des induzidas por ET-I
em respostas cardiovasculares de clonidina

Em ratos tratados com ET-I (300 ng/kg) e prazosina
(0,1 mg/kg), a clonidina n&o produziu alteragdo em MAP
comparada & linha de base. A prazosina bloqueou
completamente as alteragdes produzidas em MAP por clonidina
em ratos tratados com ET-I (Figura 43).

Similarmente, em ratos tratados com ET-I e prazosina,
a clonidina ndo produziu alteragdo em PP comparada a linha
de base. A prazosina atenuou significantemente a diminuigdo
em PP induzida por clonidina em ratos tratados com ET-1
(Figura 4B).

Em ratos tratadoé com ET-I e prazosina, a clonidina
nio produziu alteracdio significante em HR comparada a linha
de base. A prazosina atenuou significantemente (p<0,05) a
diminui¢do em HR induzida por clonidina em ratos tratados
com ET-I (Figura 4C).

Nivel de plasma de ET-I em ratos tratados com

clonidina
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Os niveis de plasma de ET-I na linha de base foram
descobertos sendo de 12,18 + 0,42 pg/ml e apds 1 hora de
tratamento com veiculo, os niveis de ET-I de plasma forma
descobertos sendo de 11,97 + 1,29 pg/ml. Em ratos tratados
com 10 pg/kg de clonidina, os niveis de ET-I da linha de
base foram de 12,39 + 0,62 pg/ml e 1 hora de tratamento nao
produziu qualquer alteragdo no nivel de ET-I de plasma
(13,45 + 0,68 pg/ml). Similarmente, em ratogs tratados com
uma alta dose de clonidina (90 pg/kg), os niveis de ET-I de
linha de base foram de 12,59 % 0,77 pg/ml e o tratamento
com clonidina nfo produziu qualquer efeito significante nos
niveis de ET-I de plasma (11,31 % 0,92 pg/ml) .

Efeito de clonidina no arco aértico abdominal

A clonidina produziu uma contragdo dependente de dose
(0,25 a 10 pM) no arxrco adrtico abdominal dos ratos,
enquanto na aorta pré-tratada com ET-I a resposta contratil
de c¢lonidina foi significantemente potencializada
(p<0,001) . A contragdo por cento da aorta produzida por
clonidina (2 uM), na aorta tratada com veiculo e ET-I (4
nM) , foi de 51,017 + 1,70% e 75,95 + 1,36%,
respectivamente, enquanto com uma dose de 4 uM de
clonidina, a contragdo por cento na aorta tratada com
veiculo e ET-I foi de 80,27 + 2,48% e 96,83 ¢ 0,54%,
respectivamente. O valor de EDs, de clonidina foi de 2,64 %
0,02 puyM na aorta tratada com veiculo, enquanto na aorta
tratada com ET-I, o valor de EDs, de clonidina foi de 1,81
¢+ 0,04 uM, o que indica uma potenciagdo significante

(p<0,001) de resposta de clonidina por ET-I.
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Envolvimento de ET em efeitos cardiovasculares
induzidos por centaquina

Efeitos cardiovasculares dependentes por dose de
centaquina

A centaquina administrada de forma intravenosa em
ratos produziu diminuigdo dependente de dose significante
em MAP. As doses de 0,05 mg.kg™, 0,15 mg.kg™*, e 0,45 mg-kg
1 de centaquina produziram diminuigdo significante de
15,64, 25,15, e 28,08% (p<0,001), respectivamente,
comparadas & linha de base. A diminuicdo em MAP produzida
por doses de 0,15 ou 0,45 mg.kg? foi mais significante
comparada & dose de 0,05 mg.kg™* (Figura 5A).

Os ratos administrados com doses de 0,05 mg.kg™t, 0,15
mg/kg, e 0,45 mg.kg4 de centaquina mostraram 10,49, 12,57,
e 13,34% (p<0,01) de redugdo em HR, respectivamente,
comparados & linha de base (Figura 5B) .

Efeito de ET-I em efeitos cardiovasculares induzidos
por centaguina

Os ratos tratados com doses de 100, 300, e 900 ng.kg™’
de ET-I mostraram uma queda (p<0,001) seguido por elevagédo
significante (p<0,001) em MAP (Figura  6A), apesar de
nenhuma alteragdo em HR (Figura 6B) ter sido observada
comparado & linha de base. Uma dose média de 0,15 mg.kg™
de centaquina foi usada por estudos subsequentes. As doses
menores de ET-I (100 e 300 ng.kg™*) mostraram uma atenuagdo
estatisticamente insignificante pequena de diminuigao
induzida por centaquina em MAP, enquanto uma dose mais alta
de 900 ng.kg? mostrou atenuagdo significante (33,48%;

p<0,001) de diminuigdo induzida por centaquina em MAP
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comparada aos ratos tratados com veiculo que receberam
centaquina (Figura 7A).

A administracdo de centaguina (0,15 mg.kg?) produziu
uma diminuicdo em HR. A diminuigdo em HR produzida por foi
similar em ratos tratados com veiculo ou dose de 100 ng.kg
1 de ET-I. no entanto, em ratos tratados com dose mais alta
(300 ng.kg™') de ET-I, a diminuigdo induzida por centaquina
em HR foi significantemente atenuada. A dose de 900 ng/kg
de ET-I produziu uma atenuag¢do notdria de 21,44% (p<0,001)
em diminuic3o induzida por centaquina em HR comparada aos
ratos tratados com veiculo que receberam centaquina (Figura
7B) .

Efeito de antagonistas de ET em efeitos
cardiovasculares induzidos por centaguina

A centaquina (0,15 mg/kg) produziu uma diminuigdo em
MAP. No entanto, em ratos tratados com o antagonista de
receptor de ETA/ETs TAK-044 (1 mg/kg), a centaquina
produziu uma diminuigdo notdéria de 32,31% (p<0,01) em MAP
comparada & linha de base. Em ratos tratados com o
antagonista de receptor de ET, BMS-182874 (9 mg/kg), a
centaquina produziu diminuigdo ainda mais significante de
43,46% (p<0,001) em MAP comparé.da a4 linha de base. Foi
descoberto que o tratamento com TAK-044 produziu
potenciagdo de efeito de centaquina em 16,48% (p>0,05),
enquanto © tratamento com BMS-182874 produziu uma
potenciagdo de 30,67% (p<0,001) comparado aos ratos
tratados com veiculo (Figura 7A).

A centaquina produziu uma diminuigdo em PP. Em ratos

tratados com TAK-044, a centaqguina produziu uma diminuigédo
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em PP de 46,49% (p<0,001) comparada & linha de base. Em
ratos tratados com BMS-182874, a centaquina produziu uma
diminuicdo em PP de 49,68% (p<0,001) comparada & linha de
pase. A diminuicdio em PP induzida por centaquina foi
similar em ratos tratados com TAK-044 e BMS-182874 (Figura
7B) .

Uma diminuicdo em HR foi produzida por administragdo
de centaquina. Em ratos tratados com TAK-044, a centaquina
produziu uma diminuic3io em HR de 21, 94%, comparada a linha
de base. No entanto, em ratos tratados com BMS-182874, a
centaquina produziu uma diminui¢do em HR de 35,72%
(p<0,001), comparada 3 linha de base. Foi descoberto que
TAK-044 produziu potenciagdo de diminui¢do induzida por
centaquina em HR de 12.74%, enquanto BMS-182874 produziu
potenciagdo de 29,00% (p<0,001) em HR comparada aos ratos
tratados com veiculo. A potenciagdo de diminuig¢do induzida
por centaquina em HR por BMS-182874 foi significantemente
maior que a produzida por tratamento com TAK-044 de 18,63%
(p<0,05) (Figura 7C). Os ratos tratados com TAK-044 (1
mg/kg) ou BMS-182874 (9 mg/kg) somente ndo mostraram
alteraqao significante em MAP e HR (Flguras 7A e 7B).

Efeito de prazosina em alteragoes induzidas por ET-T
em respostas cardiovasculares de centaquina

Em ratos tratados com ET-I (300 ng/kg) e prazosina
(0,1 mg/kg), a centaquina nédo produziu nenhuma alteragdo em
MAP comparada & linha de Dbase. A prazosina blogqueou
completamente (p<0,01) as alteragdes produzidas em MAP por

centaquina em ratos tratados com ET-I (Figura 8A).
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Similarmente, em ratos tratados com ET-I e prazosina,
a centaquina ndo produziu alteragdo em PP comparada a linha
de base. A prazosina atenuou significantemente (p<0,001) a
diminuicdo em PP induzida por centaquina em ratos tratados
com ET-I (Figura 8B).

Em ratos tratados com ET-I e prazosina, a centaquina
ndo produziu alteragdo significante em HR comparada a linha
de base. A prazosina atenuou significantemente (p<0,05) a
diminuicdo em HR induzida por centaquina em ratos tratados
com ET-I (Figura 8C).

A prazosina também bloqueou as altera¢cdes em MAP e HR
fornecidas por centaquina em ratos tratados com veiculo
(Figuras 8A e 8B).

Nivel de ET-I de plasma em ratos tratados com
centaquina

Os niveis de ET-1 de plasma de linha de base foram
12,18+0,42 pg/ml, e apbés 1 hora de tratamento com veiculo
foram 11,97+1,29 pg/ml. Os niveis de ET-I de plasma ndo
mostraram qualquer alteragdo em ratos tratados com veiculo.
Em ratos tratados com centaquinab(o,ls’mg/kg); os niveis de
ET-I de linha de base foram 10,89 + 1,77 pg/mlle 1 hora de
tratamento ndo produziu qualquer alteragdo em nivel de ET-I
de plasma (10,39 + 1,75 pg/ml) . Similarmente, em ratos
tratados com uma alta dose de centaquina (0,45 mg/kg), os
niveis de ET-I de linha de base foram 11,83 + 1,04 pg/ml e
o tratamento com centaquina ndo produziu qualquer efeito

significante em nivel de ET-I de plasma (11,67 + 1,41

pg/ml) .
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A presente revelagdo ilustra a interagdo de agonistas
e antagonistas de ET com farmacos anti-hipertensivos de
acdo central, clonidina e centaquina.

A clonidina é um farmaco anti-hipertensivo, que age
estimulando os receptores a-adrenérgicos no cérebro
(Schmitt, 1969; UTrichard et al, 1977; Kobinger, 1978)
levando & diminuicdo o rendimento cardiaco, resisténcia
vascular periférica e pressdo sanguinea. Esta tem
especificidade direcionada aos receptores ap-adrenérgicos
pré-sindpticos no centro vasomotor na haste do cérebro
(Schmitt, 1969; Kobinger, 1978). Esta diminui os niveis de
cdlcio pré-sindptico, e inibe a liberagdo de norepinefrina
e o efeito liquido é a diminuigdo em tom simpdtico (Langer
et al., 1980; van Zwieten et al., 1984; Chen et al., 199%4).
A clonidina também tem atividade agonista a;-adrenérgica
periférica, que pode produzir vasoconstrigdo transiente e
hipertens3o quando administrada sistematicamente em doses
mais altas. Tem uma afinidade mais alta de aglutinagdo de

aproximadamente 10 vezes para os receptores az-adrenérgicos

que para ©O8 receptores a,-adrenérgicos, ambos em ensaios de

aglutinac8o e em 6rgéos isolados (UTrichard et al., 1977).
O efeito hipotensivo da clonidina & mediado através da
estimulacdo de receptores a;-adrenérgicos (Kobinger, 1978;
Guyenet e Cabot, 1981), engquanto O efeito hipertensivo &
devido A& vasoconstrig¢do causada por estimulagdo de
receptores a;-adrenérgicos periféricos (Timmermans e Van
Zwieten, 1980; Bousquet e Schwartz, 1983) .

Embora estruturalmente diferente da clonidina, a

centaguina produz uma queda em MAP e HR similar aquela
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vista com a clonidina em gatos|e ratos (Srimal et al.,
1990) . Acredita-se que a centaquina, como a clonidina, age
principalmente nos a;-adrenoreceptores centrais. Mediante
administracdo crénica em ratos, ambas a centaquina e a
clonidina produzira hipotensdo e bradicardia associada com
uma regulagdo ascendente em receptores ap-adrenérgicos no
hipot4lamo e medula (Gulati et al., 1991la; Gulati et al.,
1991b) .

A clonidina ou a centaquina administradas de fora
intravenosa produziram uma hipotensdo e bradicardia
dependentes de dose. O tratamento com ET-I atenuou
completamente a hipotensdo e bradicardia induzidas pox
clonidina e centaquina. Em ratos tratados com uma alta dose
de ET-I, hipertensfio e taquicardia foram observadas gquando
clonidina ou centaquina foram administradas. Esta atenuagédo
de efeito de clonidina ou centaquina por ET-I poderia ser
devido a sensibilizagdo agentuada de receptores
adrenérgicos periféricos que resulta em bloqueio funcional
de hipotensdo induzida por clonidina (Gulati e Srimal,
1993) ou centaquina. Pode ser teorizado; mas ndo
assegurado, = que O tratémento com ET-I vaﬁmentou. a
sensibilidade de receptores a-adfenérgicos'periféiicos na
extensdo em que, quando clonidina ou centaquina foi
administrada, um efeito hipertensivo notério foi produzido
de forma que efeito hipotensivo central foi mascarado e ndo
foi observado.

A fim de confirmar o envolvimento de ET enddgeno na
modulacio de receptores adrenérgicos periféricos estudos

foram executados com uso de antagonistas de ET. Dois
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antagonistas de ET diferentes foram usados: TAK-044

(bloqueador de receptor de ET,/ETB ndo seletivo) (Dceda et

al., 1994)e BMS-18287 (bloqueador de receptor de ETa

seletivo) (Stein et al., 1994). Os ratos pré-tratados com

TAK-044 e BMS-182874 mostraram potenciagdo do efeito

hipotensivo de clonidina ou centaquina, indicando o

envolvimento de ET endégeno na hipertensdo periférica
causada por clonidina. A potenciagdo foi descoberta como
sendo mais proeminente com TAK-044 comparado a BMS-182874,
indicando o possivel envolvimento de receptores de ETs nos
efeitos periféricos induzidos por clonidina (Tabela 2). O
tratamento com prazosina também foi usado para determinar
se receptores a-adrenérgicos estdo envolvidos na
potenciag8o de ET-I de efeitos cardiovasculares induzidos
por clonidina ou centaquina. Os ratos tratados com ET-I e
prazosina quando injetados com clonidina mostraram bloqueio
completo de atenuagdo induzida por ET-I de resposta de
clonidina, confirmando que esse efeito é mediado através de
receptores a-adrenérgicos periféricos.

A Tabela 2 sumariza o efeito de antagonista de
receptor de ETA/ETs ndo seletivo TAK-044 e antagonista de
receptor de ET, seletivo BMS—182874 em alteragdes induzidas
(10 ng/kg)

pressdo arterial, pressdo de pulso e frequéncia cardiaca

por clonidina e centaquina (0,33 mg/kg) em

P

médias. Uma alteracdio por cento é expressa comparada a

resposta de clonidina ou centaquina em ratos de controle.

Hipotensdo Diminuigdo em pressdio | Bradicardia
de pulso
Clonidina | Centaquina | Clonidina [ Centaquina | Clonidina Centaquina
TAK-044 ++ ++ ++t+t +++ + ++
(17,68%) (16,48%) (31,42%) (23,83%) (8,83%) (12,74%)
BMS-~ + +t+t+ ++ +++ + +4+++
182874 (4,81%) (30,67%) (17,06%) (28,72%) (5,85%) (29,00%)
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0 envolvimento de receptores adrenérgicos periféricos
na modulacdo de efeito de clonidina por ET-I foi
demonstrado anteriormente por estudos conduzidos em ratos
de segdo cervical em que clonidina dada de forma
intravenosa ndo produziu qualquer efeito na pressédo
sanguinea e frequéncia cardiaca, o que indica que devido a
clonidina de secdo cervical ndo €& possivel produzir sua
acdo em CNS. No entanto, resposta hipertensiva significante
foi obtida quando clonidina foi administrada em seguida ao
tratamento com ET-I em ratos em segdo cervical (Gulati e
Srimal, 1993). Esses resultados confirmaram o envolvimento
do sistema vascular periférico no efeito hipertensivo de
clonidina em ratos tratados com ET-I.

Os presentes resultados foram suportados por estudos
que mostram que ET-I & um importante modulador de tom
vasomotor e tem sido demonstrado que ET-I €& capaz de
amplificar a resposta contratil de diversos compostos
vasoativos (Consigny, 1990; Nakayama et al., 1991; Gondre e
Christ, 1998). Interferéncia entre receptores de ET, e
receptores a;-adrenérgicos foi registrada. Em fibroblastosb
de rato transfectados com receptores a;-adrenérgicos de
hamster, a ativag8o de receptores de ETa resultou em
fosforilagdo de receptores a,-adrenérgicos e inibigdo de
ativagdes de receptor a,-adrenérgico (Vazquez-Prado et al.,
1997; D'Angelo et al., 2006). O papel de modulador de
endotélio em vasoconstrigdo induzida por agonista a-
adrenérgico foi mostrada, devido ao fato de que a remogao

de endotélio acentuou a sensibilidade e resposta contratil

méxima a agonistas adrenérgicos mostrando envolvimento de
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éxido nitrico (Carrier e White, 1985). Os resultados do
presente estudo conduzido in vivo claramente demonstram gque
ET-I altera as respostas de farmacos adrenérgicos, por
exemplo, clonidina e centaquina, potencializando a
vasoconstricdo periférica mediada por meio de receptores
adrenérgicos. Embora a clonidina esteja agindo
principalmente em receptores az-adrenérgicos e menos em
receptores a;-adrenérgicos, os estudos mostraram que a
prazosina (um antagonista de receptor a;-adrenérgicos)
bloqueia as contragdes induzidas por clonidina da artéria
dorsal (Kennedy et al., 2006). Isso da suporte a descoberta
de que a modulagdo de respostas cardiovasculares induzidas
por clonidina e centaquina por ET-I poderiam ser
completamente bloqueadas pela prazosina. O envolvimento de
receptores a;-adrenérgicos & ainda suportado por estudos em
que foi descoberto que esses receptores mediam as respostas
contriteis & norepinefrina na artéria femoral (Jarajapu et.
al., 2001). As preparagdes de arco vascular da artéria da
orelha do coelho e torAcica aorta do rato mostraram que
subtipos de receptores a;-adrenérgicos est&o envolvidos nas
contracdes (Fagura et al., 1997). Um estudo recente mostra
que h& um aumento no estimulo simpdtico e atividade
parassimpatica reduzida séguido ao tratamento de 7 dias com
um antagonista de receptor de ET./ETB ndo seletivo,
bosentano, (Souza et al., 2008) indicando que o ET endbégeno
exerce um papel importante no controle autonémico.

E interessante notar que um antagonista de receptor de
ET./ET; ndo seletivo, TAK-044, foi significantemente mais

efetivo em potencializar a hipotensdo e bradicardia
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induzidas por clonidina comparada a4 centaquina. Por outro
lado, um antagonista de receptor de ET, seletivo, BMS-
182874, foi mais efetivo em potencializar a hipotensdo e
bradicardia induzidas por centaquina comparada a clonidina.
Além disso, TAK-044 produziu potenciagdo mais ou menos
similar de respostas de MAP, PP, e HR de clonidina e
centaquina, enquanto BMS-182874  produziu potenciagdo
significantemente mais notdria de efeito de centaquina em
MAP, PP e HR comparado & clonidina (Tabela 2). Esses
resultados indicacdo que adicionalmente aos receptores a,-
adrenérgicos outros receptores também podem exercer um
papel, e que o mecanismo de agdo da clonidina e centaquina
sio diferentes. 1Isso também suporta o envolvimento de
receptores ET, ao invés de receptores de ETz na modulagdo
de efeitos cardiovasculares de férmacos adrenérgicos por
ET.

Optros receptores também podem estar envolvidos devido
ao fato de que foi descoberto que a administragdo repetida
de clénidina ou centaquina produziu regulagdo ascendente de
recep?ores 5-HT, na medula (Gulati et al., 1991a; Gulati et
al., 1991b) indicando que ambas a centaquina e a clonidina
também} podem estar agindo em receptores 5-HT,. Diversos
regis#ros mostraram que concentra¢des limite ou prdéximas ao
limite de ET-I potenciam a resposta contratil a outros
agentes vasoativos como 5-HT (Consigny, 1990; Nakayama et
al., 1991). No tratamento com clonidina ou centaquina ndo
produ% qualquer alteragdo em niveis de ET-I de plasma, é
mais provavel que haja uma intera¢do de receptores de ET

com receptores adrenérgicos.
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Quando a clonidina é administrada a um paciente com
funcdo autondémica intacta, resulta em uma elevagdo
transiente na pressdo sanguinea, seguida por uma queda
prologada na pressdo sanguinea e, a fim de que a clonidina
seja efetiva em abaixar a pressédo sanguinea, a integridade
autondmica & uma necessidade (Naftchi e Richardson, 1997) .
Em pacientes com danos na medula espinhal, os efeitos que
agem perifericamente da clonidina e centaquina podem
dominar levando a vasoconstrigdo e hipertensdo (Backo et
al., 2002). Em tais casos, o0 uso de um antagonista de ET
juntamente com um agente adrenérgico, por exemplo,
clonidina ou centaquina, pode ser uma oOpgao terapéutica
Gtil para prevenir efeitos adversos.

Ccagos de intoxicacdo por clonidina foram registrados
(Pai e Lipsitz, 1976), e os sintomas de intoxicag¢do de
forma geral resultam de agdo central de clonidina, embora
hipertensdo qué complica a dosagem excessiva tenha sido
também registrada (Kobinger e Walland, 1967; Hunyor et al.,
1975). Um caso de emergéncia hipertensiva foi relatado em
um paciente mantido com clonidina e mirtazepina prescritas
concorrentemente (Abo-Zena et al., 2000). Um possivel
mecanismo  especulativo dessa interagdo e urgéncia
hipertensiva & que a clonidina exerce seu efeito anti-
hipertensivo através de atividade agonista em receptores
inibitérios a,-adrenérgicos centrais e a mirtazepina
antidepressante age como um antagonista nos mesmos
receptores a,-adrenérgicos (Troncoso e Gill, 2004). Em uma
dose alta, isso desloca a clonidina, levando a uma possivel

perda de efeito anti-hipertensivo. A hipertensdo de
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religagdo adicional de retirada de clonidina parece
exacerbar o estado hipertensivo anterior. Pode ser
especulado que em tais casos oOs antagonistas de ET podem
ser de uso para reduzir os efeitos adversos da clonidina.

Foi descoberto que ET pode modular os efeitos
cardiovasculares mediados através de receptores
adrenérgicos vasculares. Esse & o primeiro relato que
mostra que antagonistas de ET podem potencializar os
efeitos anti-hipertensivos da clonidina e centaquina. Um
antagonista de ET pode, entdo, ser Gtil no tratamento de
efeitos téxicos devido a uma overdose de clonidina. Como os
dois antagonistas de ET Jj& no mercado americano para o
tratamento de hipertensdo pulmonar, e diversos estdo em
distribuicdo, pode ser importante explorar a interagdo
desses agentes com outros farmacos anti-hipertensivos que
agem no sistema adrenérgico. Devido ao fato do uso de
clonidina ser limitado devido a seus efeitos adversos, uma
combinacio de antagonista de ET com clonidina ou centaquina
pode ser uma opgdo Gtil para tratar hipertensao.

A Tabela 3 sumariza o mecanismo proposto pelo qual os

antagonistas de receptor de ET-I e ET modulam alteracgdes

‘induzidas por clonidina e centaquina em pressdo arterial

média. A clonidina e centaquina agem nos receptores
adrenérgicos centrais assim como periféricos. A estimulagdo
de (a) receptores periféricos produz vasoconstrig¢do, e (b)
receptores centrais diminui o estimulo que produz
vasodilatacdo, o resultado liquido é a queda na pressao
sanguinea devido ao fato de que o efeito central domina

sobre o efeito periférico. O tratamento com ET-I



10

15

20

53/94

notoriamente aumenta o efeito vasoconstrictor periférico e
agora o efeito periférico domina sobre o central e o
resultado liquido & um aumento na pressdo sanguinea. No
entanto, o tratamento com antagonista de ET diminui o
efeito vasoconstrictor periférico, sendo assim, o efeito
central sobre domina e o resultado liquido é& um efeito

hipotensivo notédrio.

Pressdo arterial média
Tratamento Vasodilatagd | Vasoconstrigéd | Alteragdo na
o Central o Periférica |presséo
sanguinea
Nenhum +++ + v
ET-1 +++ ++++ ?
Antagonista de | +++ - 2272’
ET

A Figura 1 mostra os efeitos cardiovasculares da
clonidina (10, 30, e 90 ug/kg) em ratos anestesiados com
uretano. O efeito de resposta por dose de clonidina foi
registrado por 60 minutos e os valores para MAP (Figura
TA), PP (Figura IB), e HR (Figura 1C) s&o expressos como
média + SEM com n=4 em cada grupo. *p<0,05 comparado a
linha de base e #p<0,05 comparado & dose de 10 ng/kg de
clonidina.

A Figura 2 mostra o efeito de tratamento com ET-I
(100, 300 e 900 _ng/kg) em respostas cardiovasculares
induzidas por clonidina em ratos anestesiados com uretano.
O MAP (Figura 2A), PP (Figura 2B), e HR (Figura 2C) foram
registrados por 60 minutos apb6s a administragdo de
clonidina (10 pg/kg), e os valores s8o expressos COmO média
+ SEM com n=4 em cada grupo. p<0,05 comparado a linha de

base e #p<0,05 comparado & dose de 10 pg/kg de clonidina.
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A Figura 3 mostra o efeito do tratamento com
antagonista de receptor de ETA/ETB ndo seletivo TAK-044 (1
mg/kg) e com antagonista de receptor de ET, seletivo BMS-
182874 (9 mg/kg) em respostas cardiovasculares induzidas
por clonidina em ratos anestesiados com uretano. O MAP
(Figura 3A), PP (Figura 3B), e HR (Figura 3C) foram
registrados por 60 minutos apbés a administragdo  de
clonidina (10 pg/kg), e os valores s&8o expressos Como média
+ SEM com n=4 em cada grupo. *p<0,05 comparado a linha de
base e #p<0,05 comparado & dose del0 pg/kg de clonidina.

A Figura 4 mostra o efeito de prazosina (0,1 mg/kg) em
alteragdes induzidas por ET-I (300 ng/kg) em respostas
cardiovasculares de clonidina (10 1ng/kg) em ratos
anestesiados com uretano. O MAP (Figura 4A), PP (Figura
4B), e HR (Figura 4C) foram registrados por 60 minutos apdbs
a administragdo de clonidina (10 pg/kg), e os valores sdo
expressos como média + SEM com n=4 em cada grupo. 'p<0,05
comparado & linha de base e #p<0,05 comparado a dose de 10
pg/kg de clonidina.

A Figura 5 mostra os efeitos cardiovasculares de
centaquina (0,05, 0,15, e 0,45 mg/kg) em ratos anestesiados
com uretano. O efeito de resposta por dose de centaquiha
foi registrado por 60 minutos, e os valores para MAP
(Figura 5A), PP (Figura 5B) e HR (Figura 5C) s&o expressos
como média + SEM com n=4 em cada grupo. p<0,05 comparado a
linha de base e #p<0,05 comparado & dose de 0,33 mg/kg de
centaquina.

A Figura 6 mostra o efeito do tratamento com ET-I

(100, 300, e 900 ng/kg) em respostas cardiovasculares
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induzidas por centaquina em ratos anestesiados com uretano.
O MAP (Figura 6A), PP (Figura 6B), e HR (Figura 6C) foram
registrados por 60 minutos apés a administragdo de
centaquina (0,15 mg/kg), e os valores S3o0 exXpressos Como
média + SEM com n=4 em cada grupo. p<0,05 comparado a linha
de base e #p<0,05 comparado & dose de 0,15 mg/kg de
centaquina.

A Figura 7 mostra © efeito de tratamento com
antagonista de receptor de ETA/ETB ndo seletivo TAK-044 (1
mg/kg) e antagonista de receptor de ET, seletivo BMS-182874
(9 mg/kg) em respostas cardiovasculares induzidas por
centaquina em ratos anestesiados com uretano. O MAP (Figura
7a), PP (Figura 7B), e HR (Figura 7C) foram registrados por
60 minutos apds a administragdio de centaquina (0,15 mg/kg) ,
e os valores sdo expressos como média + SEM com n=4 em cada
grupo. ‘p<0,05 comparado & linha de base e #p<0,05
comparado & dose de 0,33 mg/kg de clonidina.

A Figura 8 mostra o efeito de prazosina (0,1 mg/kg) em

alteragdes induzidas por ET-I (300 ng/kg) em respostas

cardiovasculares de centaquina (0,15 mg/kg) em ratos

anestesiados com uretano. O MAP (Figura 8A), PP (Figura
8B), e HR (Figura 8C) foram registrados por 60 minutdsiapés
a administracdo de centaquina (0,33 mg/kg), e os valores
sdo expressos como média + SEM com n=4 em cada grupo.
p<0,05 comparado & linha de base e #p<0,05 comparado & dose
de 0,15 mg/kg de centaquina.
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Métodos para Tratar Dor

A presente invengdo também se refere ao uso de
centaquina como um analgésico para tratar dor em um
sujeito.

Em um aspecto, a invengdo fornece um método para
tratar ou prevenir dor que compreende administrar e um
mamifero em necessidade da mesma uma quantidade
terapeuticamente efetiva de centaquina. Em uma modalidade,
a centaquina é coadministrada com um analgésico opiato.

Em uma modalidade, a centaquina é administrada em uma
faixa de dose de cerca de 10 pg a cerca de 300 ng.

O presente método comtempla que o©O sujeito a ser
tratado & um mamifero. Em uma modalidade, o sujeito
mamifero & humano, ou qualgquer modelo animal ndo humano
para pesquisa média humana, ou um animal de importéncia
como gado ou petes, por exemplo, animais de companhia. Em
uma modalidade relacionada, o sujeito & um humano.

Em uma modalidade, a dor a ser tratada & dor crdnica
ou dor aguda. Em uma modalidade relacionada, a dor é
selecionada do grupo que consiste de causalgia, alodinia
tatil, dor neuropatica, hiperalgesia, hiperpatia, dor

inflamatéria, dor pds-operatbébria, dor lombar crbébnica,
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cefaleias em salvas, neuralgia pbés-herpética, dor de membro
artificial ou fantasma, dor central, dor de dente, dor
neuropitica, dor resistente a opioide, dor visceral, dor
cirfirgica, dor de dano &sseo, dor neuropidtica diabética,
dor neuropética pés-cirurgia ou traumdtica, dor neuropatica
periférica, dor neuropdtica de aprisionamento, neuropatia
causada por abuso de &lcool, dor de infecgdo por HIV,
hipotiréoidismo de esclerose mGltipla ou dor por
quimioterapia anticé@ncer, dor durante trabalho e entrega,
dor resultante de queimaduras, incluindo queimadura de sol,
dor pbs-parto, enxaqueca, dor angina, e dor relacionada ao
trato geniturindrio incluindo cistite.

Em um aspecto adicional, a centaquina €& util para
potencializar os efeitos analgésicos de um analgésico de
opiato. Como tal, a invengdo fornece um método para tratar
ou prevenir dor que compreende administrar a um mamifero em
necessidade da mesma uma quantidade terapeuticamente
efetiva de um analgésico de opiato e uma quantidade
terapeuticamente efetiva de uma centaquina.

O analgésico de opiato €& selecionado do grupo que

consiste de morfina, sulfato de morfina, codeina,
diacetilmorfina, dextrometorfano, hidrocodona,
hidromorfona, hidromorfona, levorfanol, oximorfona,

oxicodona, levalorfano, e sais dos mesmos.

Em uma modalidade, o analgésico de opiato e a
centaquina sdo administrados simultaneamente. Em uma
modalidade relacionada, o analgésico de opiato e a
centaquina s3o administrados a partir de wuma dGnica

composigdo ou de composigBes separadas. Em uma modalidade
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adicional, o analgésico de opiato e a centaquina sdo
administrados sequencialmente.

Em uma modalidade, a presente invengdo se refere a
métodos para tratar dor com uso de centagquina que produz
analgesia e significante alivio de estimulo de dor.

O termo '"tratamento" conforme usado na presente
invencdo, se refere a prevenir ou de outra forma melhorar
ou eliminar a dor. Como tal, o termo "tratamento" inclui
ambas as administragdes terapéutica e/ou profildctica
médica, conforme apropriado. O tratamento e alivio de
sintomas de dor podem ser medidos com uso de escalas de
avaliacdo de dor conhecidas na técnica. Protocolos
exemplificativos incluem medigdo do limite de dor subjetivo
(escala andloga visual) e o limite de reflexo de flexdo
nociceptiva objetiva (R III).

O termo "dor" conforme usado no presente documento, se
refere a todos os tipos de dor. Em um aspecto, O termo se
refere a dores agudas e crdnicas. Os tipos exemplificadores
de dor incluem, mas n3o se limitam a, causalgia, alodinia
tatil, dor neuropitica, hiperalgesia, hiperpatia, dor

inflamatéria, dor pbés-operatéria, dor lombar crdnica,

- cefaleias em salvas, neuralgia pds-herpética, dor no membro

e coto de amputagdo fantasma, dor central, dor dental, dor
neuropatica, dor resistente a opioide, dor visceral, dor
cirGrgica, dor de lesdo 6ssea, dor de neuropatia diabética,
dor pds-cirurgia ou de neuropatia traumdtica, dor de
neuropatia periférica, dor de neuropatia por
aprisionamento, neuropatia causada por abuso de dlcool, dor

por infecgdo de HIV, dor de quimioterapia anticé@ncer ou
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hipotireoidismo de esclerose mGltipla, dor durante o
trabalho de parto, dor resultante de queimaduras, incluindo
queimadoras solares, dor pbs-parto, enxaqueca, dor de
angina e dor relacionada ao trato geniturinario incluindo
cistite.

O termo "analgésico" conforme usado no presente
documento se refere a um agente ativo que alivia a dor em
um individuo. O termo "analgésico opiato" ou "analgésico
opioide" se refere a um analgésico narcdtico usado, por
exemplo, como um adjunto para anestesia ou para aliviar a
dor. O termo "analgésico ndo opiato" se refere a um agente
ndo narcdtico indicado para dor.

Uma "dose terapeuticamente eficaz" se refere a
gquantidade do agente ou agentes ativos gque resulta em
alcancar o efeito desejado. A toxicidade e eficéacia
terapéutica de tais agentes ativos sé&o determinadas por
procedimentos farmacéuticos padrdo em culturas celulares ou
animais experimentais, por exemplo, determinando a LD50 (a
dose 1letal para 50% da populagdo) e a ED50 (a dose
terapeuticamente eficaz em 50% da populagédo). A razdo de
dose entre efeitos téxicos e terapéuticos é o indice
terap@utico, que & expresso como a razdo entre LD50 e ED50.
Um alto indice terapéutico é preferencial. Os dados obtidos
de tais dados sd3o usados na formulagdo de uma faixa de
dosagem para uso em seres humanos. A dosagem dos agentes
ativos, em um aspecto, se situa dentro de uma faixa de
concentracdes de circulagdo gque incluem a ED50 com pouca ou

nenhuma toxicidade. A dosagem varia dentro dessa faixa
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dependendé da forma de dosagem empregada e da rota de
administragédo utilizada.

"Administracéo concorrente, " "administrado em
combina¢§#," "administracdo simultédnea" ou frases similares
significam que uma composigdo que compreende dois ou mais
agentes & administrada concorrentemente ao individuo a ser
tratado. Por ‘"concorrentemente," & entendido que cada
agente & administrado ao mesmo tempo ou sequencialmente em
qualquer ordem em diferentes pontos no tempo. Todavia, se
ndo forem administrados ao mesmo tempo, esses sdo, em um
aspecto, administrados de suficientemente préximos em
tempo, a fim de fornecer a potenciacdo desejada do efeito
do trataﬁento. Os intervalos de dosagem adequados e ordem
de dosagem com tais compostos serdo prontamente aparentes
para aqueles elementos versados na técnica. Também é
contemplado que dois ou mais agentes sdo administrados em
composi¢des separadas e, em um aspecto, uma composigdo é
administrada antes ou subsequente a administracéo do
primeiro agente. A administragéo anterior se refere &
administracio dos agentes dentro da faixa de um dia (24
horas) antes do tratamento até 30 minutos antes do
tratamento. E adicionalmente contemplado que um agente &
administrado subsequente & administrag¢do do outro agente. A
administracdo subsequente se destina a descrever a
administracdo a partir de 30 minutos apds a administragdo
do primeiro agente até um dia (24 horas) apdés a
administracdo do primeiro agente. O periodo de 30 minutos
até 24 horas pode incluir a administragdo em 30 minutos, 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 20 ou 24 horas.
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O termo "dose baixa" conforme usado no presente
documento se refere a uma dose de um ingrediente ativo em
uma composigdo, em que a quantidade de ingrediente ativo na
composigdo é inferior do que aquela tipicamente dada no
tratamento de um individuo. Por exemplo, a dose baixa de
agente ativo pode ser administrada em combinagdo com um
segundo agente ativo, tal que os agentes ativos exibam um
efeito sinergético e a dose de cada agente ativo no
tratamento de combinag¢io seja menor do gque a dose
necessidria quando o agente ndo for administrado em
combinacdo com um segundo ingrediente ativo.

Os analgésicos opioides e opiatos disponiveis séo
derivados de cinco grupos quimicos (isto &, fenantrenos,
fenilheptilaminas, fenilpiperidinas, morfinas e
benzomorfanos). Farmacologicamente, os opiatos e ndo
opiatos se diferem significativamente em atividade. Alguns
s8o agonistas fortes (morfina), outros sdo agonistas
moderados a brandos (codeina). Em contraste, alguns
derivados de opiato exibem atividade agonista-antagonista
misturada (nalbufina), enquanto que outros sdo antagonistas
opiatos (naloxona). A morfina & o protbétipo dos analgésicos
opiatos e opioides, em que todos desses tém a¢des similares
no sistema nervoso central.

A morfina é gquimicamente derivada do &pio. Outros
fsarmacos, como heroina, sdo processados a partir da morfina
ou codeina. Tais opiatos tém sido usados tanto medicamente
quanto ndo medicamente durante séculos. No inicio do século
19, a morfina era extraida sob uma fora pura adequada para

solucdo. Com a introdugdo da agulha hipodérmica, a injegdo
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de uma solucdo de morfina se tornou o método mais comum de
administracdo. Dentre os vinte alcaloides contidos no &pio,
apenas a codeina e morfina ainda estdo em uso clinico
amplamente difundido.

O grupo de 6pio de farmacos narcdticos estd entre os
farmacos mais poderosamente atuantes e clinicamente Gteis
que produzem a depressdo do sistema nervoso central. Os
firmacos desse grupo gdo usados principalmente como
analgésicos, mas possuem outras numerosas propriedades
Giteis. A morfina, por exemplo, €& usada para aliviar a dor,
induzir o sono na presenga de dor, controlar a diarreia,
suprimir a tosse, facilitar a dispneia e facilitar a
anestesia.

Quando a morfina e compostos relacionados sdo
administrados ao longo de um grande periodo de tempo, a
toleradncia ao efeito analgésico se desenvolve e a dose,
entdio, deve ser aumentada periodicamente para obter alivio
de dor equivalente. Eventualmente, a tolerdncia e
dependéncia fisica se desenvolvem que, combinadas com
euforia, resultam em wuso excessivo e vicio daqﬁeles
pacientes que tém personalidades suscetiveis. Por esse
motivos, a morfina e seus derivados devem ser usados
somente como diretamente por um médico (isto &, ndo em
maior dose, com mais frequéncia ou mais tempo do que o
prescrito), e ndo devem ser usados para tratar dor quando
um analgésico diferente é suficiente para tal.

E contemplado que a centaquina €& G4til para
potencializar os efeitos analgésicos de um analgésico

opiato. Os analgésicos opiatos incluem, mas ndo se limitam
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a, (a) 6pio; (b) alcaloides de épio, como morfina, sulfato
de morfina sulfate, codeina, fosfato de codeina, sulfato de
codeina, diacetilmorfina, cloridrato de morfina, tartrato
de morfina e cloridratro de diacetilmorfina; e (e)
analgésicos opiatos semissintéticos, como bromidrato de
dextrometorfano, bitartrato de hidrocodona, hidromorfona,
cloridrato de hidromorfona, tartrato de 1levorfanol,
cloridrato de oximorfona e cloridrato de oxicodona.

E contemplado que o individuo tratado com o uso dos
métodos descritos no presente documento é um individuo
mamifero. O individuo mamifero pode ser um ser humano ou um
modelo de animal ndo humano para pesquisa médica humana ou
um animal de grande importdncia como gado ou animais de
estimacdo, por exemplo, animais de companhia.

A administracdo da(s) composigdo(Ses) farmacéutica(s)
pode ser realizada antes, durante ou apds o inicio da dor.

A presente inveng3o fornece métodos para aliviar e
tratar sintomas que surgem em um individuo que sente a dor.
Em um aspecto, a invengdo fornece um método de tratamento e
prevengdo de dor que compreende administrar a um mamifero
uma quantidade terapeuticamente eficaz de centaquina.

As causas de dor incluem, mas ndo se limitam a,
inflamagdo, leééo, doenca, espasmo muscular e o inicio de
um evento ou sindrome neuropdtica. Uma dor aguda &
usualmente autolimitada, enquanto que a dor crdnica, em
geral, persiste por 3 meses ou mais e pode levar a mudangas
significantes na personalidade de um, estilo de vida,
capacidade funcional e qualidade de vida geral. A dor

tratada de forma ineficaz pode ser prejudicial & pessoa que



10

15

20

25

66/94

vivencia a mesma, limitando fun¢des, reduzindo a
mobilidade, complicando o sono e interferindo na qualidade
de vida geral.

A dor inflamatdria (nociceptiva) pode ocorrer quando o
tecido & lesionado, conforme resultado de uma cirurgia ou
devido a um evento fisico, quimico ou térmico adverso ou de
uma infeccio por um agente bioldgico. A dor neuropatica é
uma sindrome de dor persistente ou crdnica que pode
resultar de uma lesio do sistema nervoso, dos nervos
periféricos, do génglio da raiz dorsal ou raiz dorsal ou do
sistema nervoso central. As sindromes de dor neuropaticas
incluem alodinia, varias neuralgias como neuralgia pds-
herpética e neuralgia trigeminal, dor fantasma sindromes de
dor regional complexa, como distrofia simpatico-reflexa e
causalgia. A causalgia €& caracterizada por dor ardente
espontdnea combinada com hiperalgesia e alodinia. A
hiperalgesia & caracterizada por sensibilidade extrema a um
estimulo doloroso. (Meller et al., Neuropharmacol. 33:1.471
a 1.478, 1994). Essa condig3o pode incluir hiperalgesia
visceral que gera a sensagdo de dor nos 6rgdos internos. A
dor neuropdtica também inclui hiperpatia, em que o estimulo
que €& normalmente inofensivo se proporcionado durante um
periodo de tempo prolongado resulta em dor severa.

O tratamento de dor crénica em pacientes humanos é
executado, em geral, conforme descrito na patente n° U.S.
6.372.226. Em um aspecto, um paciente que vivencia a dor
inflamatéria aguda, dor neuropdtica, condigdes convulsivas
ou outra dor crénica a partir de uma lesdo é& tratado por

administracdo intratecal, por exemplo, por pungdo lombar na
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regido lombar, com uma dose apropriada de uma composigdo
descrita no presente documento para O uso em um método da
invencdo. Em um exemplo adicional, se o individuo sofrer de
artrite ou outra dor na articulagdo, as composigdes sdo
administradas intra-articularmente. A dose particular sitio
de injeg¢do, bem como a frequéncia de administragdes,
depende de uma variedade de fatores dentro da habilidade do
médico envolvido.

0 melhoramento de sintomas de dor & medido com o uso
de métodos conhecidos na técnica, incluindo a escala
analégica visual (VAS), a escala de classificag¢do verbal
(VRS) e a escala de classificagdo numérica (NRS)
(Williamson et al., J Clin Nurs. 14:798 a 804, 2005;
Carlsson, A., Pain. 1983 16:87 a 101, 1983). Para a escala
analdégica visual, a escala de classificagédo verbal e a
escala de classificacdo numérica, em geral, os pacientes
sdo perguntados para classificarem sua dor em uma escala
numérica antes e depois do estimulo da dor. A dor cdnica
também & avaliada por um teste escalonado objetivo como o
Leeds Assessment of Neuropathic Symptoms and Signs (LANSS)
Pain Scale (Bennett, M. Pain. 92:147 a 157, 2001). Uma
diminuic8o na hipersensibilidade ao estimulo de dor apbés o
tratamento cdm uma composic¢do que compreende um agonista
adrenérgico a, e/ou um antagonista receptor de endotelina
indica que interferindo na atividade normal, receptores
adrenérgico qa; e/ou receptores de endotelina aliviam os
sintomas associados & dor crdénica. Em outro aspecto da
invencdo, as composigdes descritas no presente documento

s3o0 administradas em conjunto com outras medicagdes para
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dor conforme descrito acima, em que as terapias fornecem um
efeito sinérgico no alivio de sintomas de dor crdnica.

O aperfeigoamento na dor & medido em pontos de tempo
diferentes apés a administragdo de analgésico ser
administrada e a reducdo na dor baseada na escala de
medicdo €& avaliada. Em uma modalidade, a avaliagdo dos
sintomas de dor & executada a cada 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 8
semanas, ou conforme determinada por um medico envolvido.
Em uma modalidade, o aperfeigoamento nos sintomas de dor em
um individuo, quando comparado com a avaliagdo dos sintomas
de dor antes do tratamento, pode ser pelo menos 10%, pelo
menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%,
pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo
menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% ou 100% conforme medido com o uso de escalas
de dor reconhecidas na técnica.

Como um aspecto adicional, a inveng&do inclui kits que
compreendem um ou mais compostos ou composigdes empacotados
em um modo que facilita seu uso para métodos préaticos da
invengdo. Em uma modalidade ais simples, tal kit inclui um
composto ou composigdo descrito no presente documento como
Gtil para a prética de um método da invencdo (isto §€,
centaguina), empacotado em um recipiente como um garrafa ou
vaso vedado, com uma etiqueta fixada ao recipiente ou
incluida no pacote gque descreve o uso do composto ou
composigdo para a préatica do método da invengdo. De
preferéncia, o composto ou composigéo é empacotado em uma

forma de dosagem  unitéria. 0 kit pode incluir
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adicionalmente um dispositivo adequado para administrar a
composigdo de acordo com uma rota de administragao
preferencial.
Os dados nas Figuras 9 a 13 mostram que:
(a) centaquina (0,1, 0,3 e 0,9 mg/kg, 1iv) produziu
analgesia dependente de dose;
(b) centaquina (0,3 e 0,9 mg/kg, iv) potencializou a
analgesia com morfina;
(c) o efeito analgésico de centaquina (0,3 mg/kg, iv) foi
compardvel & dose de 4 mg/kg de analgesia com morfina; e
(d) o efeito analgésico de centaquina (0,9 mg/kg, iv) foi
significativamente maior do que a dose de 4 mg/kg de
analgesia com morfina.
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Métodos para Tratar Choque Hemorradgico Ressuscitativo
A presente invencdo também é direcionada a métodos de
tratamento de chogque hemorrdgico ressuscitativo que

compreende a administragéo de uma quantidade
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terapeuticamente eficaz de centaquina a um individuo em
necessidade do mesmo.

Em geral, o choque hemorrdgico €& sinalizado por uma
reducdo critica na perfusdo tecidual, levando a acidose
tecidual e hipoxia, comprometendo a atividade metabdlica
celular e a funcdo celular e de 6rgdos. A hiporreatividade
a vasoconstritores durante o choque hemorrdgico foi
documentada. Os estados de choque hemorrédgico que variam de
brando a severo abrangem inGmeros processos
patofisioldgicos, imunolégicos e metabdlicos. Um aumento em
déficit de base durante o choque traumdtico se correlaciona
bem com faléncia wmdltiplas dor o6érgdos e um estado de
descompensagdo seguido pela mortalidade em seres humanos. O
déficit de base foi comparado &s varidveis hemodindmicas
incluindo pressdo arterial média, frequéncia cardiaca e
debito cardiaco. As alteragdes na entrega e consumo de
oxigénio durante a reanimagdo que aperfeigoaram uma
compensa¢do de choque s8o precisamente refletidas nas
alteracdes de déficit de base. Enquanto que o déficit de
base €& um indicador de tensdo metabédlica com inicio e
progressdo de choque, as células musculares lisas e
endoteliais nos vasos sanguineos podem liberar inlmeros
vasomediadores com lesdo e principio de perda de sangue.

Entretanto, as informa¢des limitadas estdo disponiveis
para definir o papel dos vasomediadores no estado de
descompensagdo vascular durante o choque hemorragico. Uma
elevacdo na concentragdo de plasma de circulagdo ET-I foi
observada. Ni3o & evidente se a duragdo de choque

hemorrégico estd ou ndo correlacionada com os niveis de ET-
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I sistémicos ou regionais (locais) durante estados
diferentes de choque hemorragico. E possivel que uma
necessidade de compensag¢do répida para o volume de perda de
sangue durante o choque hemorrégico estimule a producdo de
ET-I que, por sua vez, pode modular oOs receptores
adrenérgicos. Portanto, a centaquina foi usada como um
agente adrenérgico como um componente principal de uma
solucdo de reanimagdo para o tratamento de condigdes
associadas a estados compensatdérios e descompensatdrios de
choque hemorrdgico. O método ndo estd limitado ao choque
hemorragico, mas pode ser usado para tratar qualquer choque
devido & insuficiéncia circulatéria.

A Figura 14 mostra a mudanga de dobra na expressao de
receptores de ET, normalizada para B-actina avaliada por
densitometria. Os valores sdo expressos como média i+ SEM.
*p<0,05 comparado a um controle de veiculo. Mais
particularmente, a Figura 14 & uma imunotransferéncia que
mostra a expressdo de ET,I' em um cérebro de rato (Lane-2 a
Lane-4) e aorta abdominal (Lane-5 a Lane-7) apdés 1 h de
tratamento com clonidina. Lane-1: Marcador de proteina;
Lane-2: Tratamento com veiculo; Lane-3: Tratamento com

clonidina (10 pg.mf?); Lane-4: tratamento com clonidina

(90 pg.mld); lLane-5: Tratamento com veiculo; Lane-6:
Tratamento com clonidina (10 ng.ml™!); Lane-7: Tratamento
com clonidina (90 pg.ml™®). O método de blot &

representativo de quatro experimentos diferentes com
resultados similares (A). O grafico de barras que mostra a
mudanga de dobra na expressdo de ETAI' em cérebro de rato e

aorta abdominal normalizada para p-actina avaliada por
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densitometria. Os valores sdo expressos como média + SEM,
com n=4 ratos em cada grupo. p<0,05 comparado com
tratamento com veiculo.

A Figura 15 mostra os niveis de lactato em ratos
reanimados com lactato de Ringer e centaguina em um modelo
de choque hemorrdgico. Os valores para lactato s&o
expressos como média + SEM. Com n=5 ratos/grupo. #p<0,05
comparado com a linha de base e *p<0,05 comparado a LR-100
e nivel de lactato de linha de base apds a indugdo de
choque. LR-100 ndo & eficaz em reverter os niveis de
lactato de sangue. LR-300 é eficaz na redugdo dos niveis de
lactato de sangue. Os graficos mostram uma queda em lactato
(mmol/l) com administracdio de 0,05 a 0,45 mg/kg de
centaquina. As doses inferiores de centaquina foram mais
eficazes do que as doses superiores.

A Figura 16 mostra o déficit de base padréo (mEq/l) ao
longo do tempo para ratos reanimados com lactato de Ringer
e centaquina em modelo de choque hemorrdgico. Os valores
para déficit de base s&do expressos como média + SEM com n=5
ratos/grupo. #p<0,05 comparado com linha de base, *, V,
p<0,05 comparado com base de linha de base apds choque
hemorragico (t-alto déficit de base, (-baixo déficit de
base) .

A Figura 17 mostra o aperfeigoamento no tempo de
sobrevivéncia para ratos reanimados com lactato de Ringer e
centaquina no modelo de choque hemorridgico. Os valores sdo
expressos como média + SEM com n>5 ratos/grupo. *p<0,05

comparado a LR-100. #p<0,05 comparado com LR-300. Os dados
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mostram um aumento no tempo de sobrevivéncia quando a
centaquina & administrada com LR-100.

As Figuras 18 e 19 s8o ciclos de volume de pressédo
para reanimar ratos com LR-100 e LR-300 ao longo do tempo,
respectivamente. A Figura 20 contém ciclos de volume de
pressio que mostram o efeito de reanimagdo com LR-100 e
centaquina (0,05 mg/kg). O aperfeigoamento através da
administracdo de centaquina em adigdo a LR-100 & observado
pela comparagdo dos ciclos de volume de pressdo da Figura
20 em relacgdo aos ciclos da Figura 18.
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As modificacdes e variagdes da invengdo conforme
apresentadas anteriormente no presente documento podem ser
feitas sem que se afaste do espirito e escopo do mesmo, e,
portanto, apenas tais limitagdes devem ser impostas

conforme indicadas pelas reivindicagdes em anexo.
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REIVINDICACOES:

1. Uso de centagquina caracterizado pelo fato de ser

para a producdo de um medicamento para o tratamento de
choque hemorrédgico ressuscitativo ou choque devido a

5 insuficiéncia circulatdéria em um mamifero.
2. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a centagquina é administrada

com lactato de Ringer.
3. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,

10 caracterizado pelo fato de que a centaquina é administrada

em uma dose de 0,05 a 0,45 mg/kg.
4. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a centaquina é administrada

em uma dose de 0,05 a 0,15 mg/kg.
15 5. Uso, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizado pelo fato de que o lactato de Ringer &

administrado em uma gquantidade volumétrica de 100% de uma
quantidade volumétrica de perda de sangue (LR-100).
6. Uso, de acordo com a reivindicacéo 2,

20 caracterizado pelo fato de que o lactato de Ringer &

administrado em uma gquantidade volumétrica de 300% de uma

quantidade volumétrica de perda de sangue (LR-300).
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