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RESUMO

Os produtos naturais mostram-se como fonte proveitosa e interessante de inspiracdo para o
desenvolvimento de novos medicamentos, sendo a sintese laboratorial bem elaborada e
cuidadosa. Os alcaloides isoquinolinicos sdo compostos naturais ativos e que detém grande
capacidade terapéutica, nesta classe encontra-se o alcaloide isoquinolinico, 1-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP), mas sendo este totalmente
sintético. De acordo com alguns estudos prévios, foi demonstrado atividade relaxante do
MTHP em artéria mesentérica de ratos normotensos por meio da via NO-GMP. e produtos
das cicloxigenases, além disso, o composto induziu vasorelaxamento em aorta com
endotélio funcional por modulac&o positiva de canais para K*, bloqueio de canais para Ca?*
e por fatores relaxantes derivados do endotélio. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o mecanismo de acéo vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato na auséncia
de endotélio funcional. As contragdes isométricas foram monitoradas e os parametros de
poténcia e eficacia relativa foram determinados a partir de curvas concentracdes-resposta
cumulativas. O MTHP relaxou de maneira significante e dependente de concentracdo o0s
anéis aorticos pré contraidos com KCl a 80 mM com E5,=100% e sem reducgdo da poténcia
quando comparado & curva de relaxamento com anéis pré contraidos por FEN 3 x 107 M.
No entanto, na curva de relaxamento obtida pelo MTHP em anéis adrticos pré contraidos
com S-(-)-Bay K8644 notou-se a reducdo da poténcia em 2,6 vezes quando comparada a
curva de relaxamento obtida com anéis pré contraidos com FEN e 80 mM KCI, sugerindo a
participacdo dos Cayl. JA na andlise feita para os canais para K*, foi possivel observar que
o MTHP relaxou significativamente e dependente de concentracdo na auséncia e presenca
do bloqueador néo seletivo desses canais, TEA" 5 mM, mas que teve sua poténcia reduzida
3,3 vezes quando comparada a curva sem o bloqueador, sugerindo a participagdo destes no
mecanismo do MTHP. Na presenca de cloreto de bario e glibenclamida, a poténcia relaxante
do MTHP néo foi alterada, descartando os K; e Katp N0 mecanismo de acdo. No entanto, na
presenca de 1 mM de TEA", de apamina e 4-AP, sua poténcia foi atenuada cerca de 4, 3,3 e
2,6 vezes, respectivamente, sugerindo a participagdo dos BKc, SKc, € Ky no mecanismo de
acdo vasorelaxante do MTHP. Todos esses eventos levam a uma reducdo da [Ca®'] e

consequente relaxamento do musculo liso vascular.

Palavras-chave: MTHP, auséncia de endotélio funcional, canais para potéssio, canais para

calcio.



ABSTRACT

The natural products are essential for the development of new medicines, being a well
elaborated and careful synthetic laboratory. The isoquinolinic alkaloids are active natural
compounds with high therapeutic capacity, in this class the sintetic isoquinolinic alkaloid, 1-
(3-methoxy-4-hydroxyphenyl) -7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline (MTHP), but this
being totally synthetic. According to some previous studies, MTHP relaxing activity in the
mesenteric artery of normotensive rats was demonstrated by means of the NO-cGMP
pathway and cycloxigenases products and also in the functional endothelium aorta by
positive modulation of potassium channel and blocking of calcium channels and by
endothelium-derived relaxing factors. Thus, the objective of this study was to evaluate the
mechanism of vasorelaxant action of MTHP in rat-isolated aorta in the absence of functional
endothelium. Isometric contractions were monitored and parameters of potency and relative
efficacy were determined from cumulative concentration-response curves. The MTHP
relaxed significantly and concentration-dependent aortic rings in the absence of functional
endothelium pre-contracted with 80 mM KCI, the potency relaxing potency of MTHP not
changed when compared to the relaxation curve with rings pre-contracted by 3 x 10” M PHE.
However, in the relaxation curve obtained by the MTHP in a pre-contracted aortic rings with
S-(-)-Bay K8644, its potency was decreased about 2.6 times. In the analysis done for the
potassium channels, MTHP significantly relaxed and concentration-dependent manner in the
absence and presence of the non-selective blocker of these channels, TEA* 5 mM, the
potency relaxing potency of MTHP was decreased about 3.3 times, suggesting the
involvement of potassium channels on the vasorelaxant action mechanism. In the presence
of barium chloride and glibenclamide, the relaxing potency of MTHP was not altered,
discarding K;; and Karp in the mechanism of action. However, in the presence of 1 mM TEA",
apamine and 4-AP, its potency was attenuated approximately 4.3, 2.6 and 2.6 times,
respectively, suggesting the participation of BKc,;, SKca and Ky, in the mechanism of action
vasorelaxation of MTHP. All these events lead to a reduction of [Ca®]; and consequent

relaxation of the vascular smooth muscle.

Key-words: MTHP, absence of functional endothelium, potassium channels, calcium channels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais como embasamento para sintese organica de

moléculas bioativas

O estudo intensivo sobre as plantas serviu para investigagcdo dos seus
produtos e suas atividades. Através dele teve-se também o desenvolvimento da
guimica organica e, consequentemente, o advento da farmacologia, devido o
isolamento dos metabdlitos e descricdo estrutural a partir das andlises. Dos estudos
iniciais foi possivel estabelecer alguns principios ativos que sao utilizados de base
até hoje, como, por exemplo, a morfina (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Com o aparecimento de antibiéticos feitos a partir de fermentacdo microbiana
(penicilina, em 1928, por Alexander Fleming) junto com a producdo de
medicamentos por via sintética pela industria farmacéutica, proporcionados pelo
desenvolvimento de tecnologias no século XX, houve o decaimento no interesse por
uso de plantas medicinais e o consequente investimento em farmacos de origem
vegetal (MONTANARI; BOLZANI, 2001; VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Apesar da importancia encontrada nos produtos naturais, a producao sintética
de novos farmacos se consolidou devido a alguns fatores que limitam a utilizacéo
daqueles, como o alto custo que é empregado, a dificuldade, e o tempo para a
obtencdo, além ainda da pequena quantidade e a preocupacdo com questdes
ambientais (LAM, 2007).

No entanto, nos Uultimos anos o cenario vem sofrendo mudanca ao
proporcionar a fito-pesquisa, chamando atencéo da industria e, estimulando, assim,
a fabricacdo de medicamentos. Novos avancgos tecnoldgicos nesta area estdo sendo
desenvolvidos a fim de abordar as limitacdes encontradas e ajudar a pesquisa de
produtos naturais (LAM, 2007).

De acordo com Calixto (2015), aproximadamente 30% de todas as drogas
com cunho terapéutico existentes sdo produtos naturais ou derivadas deles e esse
sucesso decorre de alguns fatores, como a heterogeneidade quimica, por exemplo,
gerando alta diversidade de moléculas e, consequentemente, de produtos
farmacolégicos (FEHER; SCHMIDT, 2003).
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No periodo de 1981 a 2010, foi feita uma andlise a cerca dos medicamentos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) nos EUA, constatando-se que,
do total dessas drogas, 34% foram produtos naturais ou derivados (HARVEY;
EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Complementar a isto, a partir de outra pesquisa,
neste mesmo tempo, apenas 36% de 1073 novas drogas nao possuem
embasamento natural (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Contudo, ao produzir medicamentos com tracos naturais €& preciso ter
cuidado, uma vez que a natureza desenvolve com maestria 0s seus produtos e a
mudanca deles pode acarretar problemas. A preocupacao da industria farmacéutica
com produtos quirais, por exemplo, intensificou-se depois dos graves efeitos devido
0 uso de drogas terapéuticas. A partir dai, deu-se inicio a “busca racional de drogas”,
onde é feito um planejamento racional do farmaco (MONTANARI; BOLZANI, 2001).
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, a ANVISA, é o 6rgdo maximo
na verificacdo de farmacos.

Considerando a importancia dos produtos naturais como base inspiradora no
desenvolvimento de novos farmacos, podemos destacar a sintese laboratorial
ajudando na criagdo de novas alternativas (STOCKIGT et al., 2011). Esta pratica €

recorrente e eficaz na producdo novos farmacos.

1.2 Alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides correspondem a uma classe de substancias quimicas
(metabdlitos secundarios) com distribuicdo abundante na natureza, derivadas de
diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, plantas e outros, além de se
apresentarem com estruturas variadas e importantes atividades farmacoldgicas
(BHADRA, KUMAR 2011).

A origem do termo “alcaloide” é proveniente do arabe alcali que significa
basico. O conceito para tal classe € de dificil estabelecimento, devido o grupo
heterogéneo que a compde. A definicAo mais aceita € a sugerida em 1983, por
Pelletier, onde diz que “um alcaloide € um composto ciclico organico que contém
nitrogénio no seu estado de oxidacdo negativo e de distribuicdo limitada em
organismos vivos” (PELLETIER, 1983 apud ROBERTS; WINK, 1998).

Dentro deste meio de moléculas ha subdivisbes que classificam melhor

determinados grupos pelo tipo de biossintese que foi gerado, como os alcaloides
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indolicos, provenientes do triptofano, alcaloides tropanicos provenientes da ornitina e
0s isoquinolinicos, provenientes da fenilalanina e tirosina (ROBERTS; WINK, 1998).

Os isoquinolinicos s8o o0s mais abrangentes no reino vegetal, onde
compreendem cerca de 400 membros. Os anéis isoquinolinico,
tetrahidroisoquinolinico e tetrahidroisoquinolinico 1-substituido s&o estruturas
geralmente encontradas em uma variedade de produtos naturais e em compostos
biologicamente ativos, respectivamente representados na Figura 1 (GRUNDON,
1976; AMAT et al., 2010; AWUAH; CAPRETTA, 2010).

Figura 1 - Nucleos isoquinolinico (A), tetrahidroisoquinolinico (B) e
tetrahidroisoquinolinico substituido (C)

Fonte: Cordeiro (2012).

O primeiro passo para a formacéo destes alcaloides € decorrente da rota do
acido chiquimico a partir de carboidratos, sendo este o responsavel pela formacéao
dos aminoéacidos aromaticos L-fenilalanina e L-tirosina, precursores desta classe.
Em sua maioria, sdo provenientes dos benzilisoquinolinicos, e a biossintese desse
esqueleto possui inicio na reacdo de condensacdo de duas unidades fendlicas,
todas derivadas do L-tirosina, a dopamina e o 3,4-di-hidroxi-fenilacetaldeido (AMAT
et al., 2010).

Seus efeitos tém ag¢des antimalarica, antitumoral (QUINN; IRANSHAHI, 2014)
e antimicrobiana (SHOKEEN et al., 2005), além de outros efeitos farmacologicos,
como analgésicos (CORDELL et al., 2001), antidepressivos, anti-inflamatorio (KUO;
CHI; LIU, 2004; CHAEA et al., 2007; LUO et al., 2010), contra célicas estomacais,
intestinais e menstruais, relaxante muscular, anti-hipertensivo (CORDELL, 1983;
DONG et al., 1992; CHUEH et, al., 1995; SILVA et al., 2009) e mais uma variedade
de acdes biologicas.

Pontualmente, a berberina pode ser considerada um dos mais potentes

alcaloides isoquinolinicos devido a suas diversas acdes, dentre elas, tem-se efeitos
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anti-inflamatoérios pela inibicdo de prostaglandina (PGE;) e expressdo de
cicloxigenase 2 (COXy) in vivo e in vitro (KUO; CHI; LIU, 2004), efeito hipotensor
associado a diminuicdo de presséo sanguinea acompanhado de bradicardia (CHUN;
YIP; LAU, 1979), hepatoprotecao, por inibicdo de correntes de potassio e calcio em
hepatécitos (WANG et al., 2003; TSAI; TSAI, 2004), efeitos neuroprotetores contra
danos isquémicos em ratos (CUI et al., 2009), regulacdo dos niveis de colesterol
(KONG et al., 2004), dentre outros. Alguns outros exemplos desta classe e suas
determinadas funcfes sdo: YS-S1 e a norisoboldina, com atividade anti-inflamatoria
(CHAEA et. al., 2007; LUO et al., 2010); a DL-tetrahidropalmatina e a discretamina,
com efeito hipotensor (CHUEH et. al., 1995; SILVA et. al., 2009); a morfina como
analgésico (STEIN et. al., 1991) e glaucina, como antitussigeno e broncodilatadora
(UJVARY, 2014).

Estando ciente das ac¢bBes que estas moléculas exercem tém-se a
comprovagdo da importdncia delas e um interesse significativo para o
desenvolvimento de novas drogas (STOCKIGT et al., 2011).

Especificamente, o 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoqui
nolina (MTHP) € proveniente de obtencdo sintética através da reacdo de
Picted-Spegler utilizando uma 4-metoxifeniletilamina (1) e uma vanilina (2), obtendo-
se como produto final uma isoquinolina inédita, a substancia teste do presente
estudo (3) (Figura 2) (CORDEIRO, 2012).

Pelos ensaios bioldgicos feitos por Cordeiro e colaboradores (2012), tém-se
efeitos comprovados de acgbes bioldgicas promovidas pelo MHTP. No sistema
imunoldgico foi observada uma reducédo significativa na liberacdo de interleucinas
pré-inflamatérias (IL-1, IL-6) e do TNF-a em camundongos com peritonite induzida
por zimosan, indicando acdo anti-inflamatéria e em ratos normotensos nao
anestesiados, a atividade hipotensora foi observada e atribuida ao relaxamento pela
via do NO/GMPc e produtos das cicloxigenases. Ja Travassos (2015), ao estudar o
mecanismo de acao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato na presenca
de endotélio funcional, observou que isso acontecia por uma modulagédo positiva de
canais para potassio, bloqueio de canais para calcio dependentes de voltagem tipo L
e pelo envolvimento de fatores relaxantes do endotélio, tais como a modulacdo
positiva da sintase do 6xido nitrico (NOS), da ciclase de guanilil solivel (CGs) e de

cicloxigenases (COXs).
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Figura 2 - Reacéo de Picted-Spegler - sintese do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi
1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP).

+ RPS
NH,
MeO

OMe

Fonte: Cordeiro (2012).

1.3 Contracdo, relaxamento e disfuncdo endotelial na musculatura lisa

vascular

O mdasculo liso estd presente em basicamente todos os 6rgdos do corpo,
podendo ser encontrado nos mais variados locais, desde o sistema reprodutor até as
paredes dos tubos de vasos sanguineos (WEBB, 2003). As atividades exercidas sao
controladas pelo Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) e influenciam comandos, como
respiracao, contratilidade uterina e controle da presséao arterial, por isso desbalangos
nos mecanismos de contracdo e relaxamento estdo envolvidos diretamente com
patologias variadas (STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014).

A contracdo acontece com o0 aumento da concentracao de calcio intracelular
[Ca®"]; e consequente interacdo da actina com a miosina. Esse fon pode ser
proveniente de duas fontes: extracelular, pelo influxo de célcio por canais
dependentes de voltagem presentes na membrana plasmatica, e intracelular,
advinda dos estoques internos, principalmente, liberado pelo Reticulo
Sarcoplasmatico (RS) (MA; PAN, 2003). Alem desse fator, para acontecer esse
evento no muasculo liso é necessario que a cadeia leve da miosina seja fosforilada,
diferentemente do que acontece no musculo esquelético, onde a actina é fosforilada
(HOROWITZ et al., 1996; WEBB, 2003)

Majoritariamente, a principal entrada do célcio vindo do meio externo séo os
canais para calcio dependentes de voltagem (Ca,) (CATTERALL, 2000). O influxo de

calcio no musculo liso visceral é controlado por potencial de membrana, uma vez
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gue este determina a abertura dos Cay. Os Cay1.2 sdo os principais no musculo liso
vascular (CATTERALL, 2011).

Neste musculo, o mecanismo de contracdo pode ser dividido em duas
classes, tanto pelo acoplamento eletromecanico (despolarizacdo da membrana)
quanto pelo farmaco-mecanico, podendo ser independente dessa despolarizacao
através de um agonista ligado ao receptor (SOMLYO, 1994; ZHU, et. a., 2007).

A contratilidade esta associada com a interacdo dos receptores de membrana
com uma proteina G, a Gqg/11. Quando ligados, é capaz de ativar a fosfolipase C
(PLC) promovendo hidrélise do 4,5-bifosfato de fosfatidil inositol (PIP;) em
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3). Este possui receptor no
reticulo sarcoplasmarico (RS) o receptor de IP3 (IP3R) que, uma vez ligado, promove
a liberacdo de calcio induzida por IP3 (IICR) (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001).
Além disso, h& receptores de rianodina (RyR) no RS que séo ativados por calcio e
assim promovem liberagdo de calcio induzida por calcio (CICR) (SANDERS, 2001;
McFADZEAN; GIBSON, 2002; McHALE et al., 2006).

Apos a liberacédo desse ion dos estoques, o primeiro alvo sera a Calmodulina
(CaM), uma proteina ligante de Ca®* no musculo liso. A associacéo é feita por quatro
ions célcio para cada CaM e isso gera uma mudanc¢a conformacional nesta proteina
e consequente interacdo com a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). Esta
associacdo resulta numa alteracdo conformacional no complexo [(Ca®*),-CaM-
MLCK] expondo o sitio catalitico da MLCK. Todos estes eventos culminam na
ativacdo da MLCK e a fosforilagdo do aminoacido Ser*® da subunidade regulatéria
da cadeia leve da miosina de 20 kDa (MLC20). Esta ultima fosforilacdo é o fator
determinante para a producdo da for¢ca na musculatura lisa e permite a ligacdo da
actina e miosina, resultando na contracdo (REMBOLD, 1996; OGUT; BROZOVICH,
2003).

Além do fon Ca®", que estd envolvido em apoptose, proliferacdo celular e
outras atividades bioldgicas, o fon de potassio (K') é participante do mecanismo
descrito, uma vez que esta diretamente ligado com a modulagdo do potencial de
acdo da membrana e isso tem resposta direta nos canais para calcio dependentes
de voltagem (Ca,). Dessa maneira, a contracdo € dependente do balanco entre o
aumento da condutancia ao ion K*, levando a hiperpolarizacéo, e a diminui¢do da

mesma, levando a despolarizacdo da membrana e consequente fechamento ou
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abertura dos Cay, respectivamente (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996; CARAFOLI,
2002).

No musculo liso vascular, os canais para K que fazem regulagio s&o varios,
entre eles estdo os abertos por voltagem (K,), retificadores de entrada (Kj),
sensiveis ao ATP (Katp) € 0S sensiveis ao calcio de baixa condutancia (SK¢,) e de
grande condutancia (BKcs), sendo este Ultimo o principal responsavel pela
repolarizacdo ou hiperpolarizacdo do miécito (THORNELOE; NELSON, 2005;
LEDOUX et al., 2006; STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014).

J& o relaxamento pode acontecer tanto pelo cessar de uma substancia quanto
pela acdo dela acometendo a inibicdo do estimulo contratil. Em ambos os casos
necessariamente ha a reducdo dos niveis intracelulares de calcio (WEBB, 2003).
Além disso, outro fator que também interfere na modulacdo desta resposta e que
tem grande importancia € o endotélio, produzindo os chamados fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRF) na musculatura lisa vascular e modulando o ténus
vascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1983; MONCADA; HIGS,
1993). Porém, podemos dizer que farmacos que modulam a atividade dos canais
para calcio e para potassio consistem em um mecanismo de vaso relaxamento
independente do endotélio.

Um dos mais comentados EDRF é o Oxido Nitrico (NO). Sua produc&o
acontece a partir da oxidacdo da L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS). Ha trés
isoformas da NOS, a endotelial (€)NOS, neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS), sendo
a eNOS a principal presente no endotélio (MONCADA,; HIGS, 1993). Como o NO é
lipossoluvel, difunde-se do endotélio para a musculatura ativando a ciclase guanilil
solivel (CGs) citoplasmatica, que metaboliza trifosfato de guanosina (GTP) em
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (FURCHGOTT, 1983). O aumento deste
mensageiro leva ao aumento da atividade da proteina cinase G (PKG), auxiliando no
relaxamento do musculo liso vascular.

Outros EDRF’s séo constitutivamente produzidos, como os eicosanoides que,
ao se ligarem em seus receptores acoplados a proteina Gs no musculo liso vascular,
ativam a adenilil clicase (AC) e convertem ATP em monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc). Os niveis aumentados de AMPc resultam na ativagéo da proteina cinase A
(PKA), auxiliando também no relaxamento vascular (TRIGGLE; DING, 2011).

Desbalancos na regulacdo promovida pelo endotélio, consequentemente,

podem desenvolver um complexo de patologias relacionadas ao sistema
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cardiovascular, como, por exemplo, doenca da artéria coronéria, diabetes, entre
outras (RAJENDRAN et. al, 2013). De acordo com Lerman e Burnett (1992), a
disfuncéo endotelial é caracterizada pela reducao da viabilidade dos vasodilatadores
fisiolégicos e/ou o aumento de moléculas constrictoras, ambas provindas do
endotélio (apud HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005). Adicionalmente, Rajendran e
colaboradores (2013) definiram que a disfuncdo endotelial é caracterizada pela
mudanca nas acfes do endotélio em direcdo a vasodilatacdo reduzida, um estado
pré-inflamatoério e propriedades pro-trombdoticas.

A primeira correlagdo entre esse problema e o0s riscos/doengas
cardiovasculares foi feita em 2003 a partir de estudos envolvendo a circulagcéo
coronaria humana. Com os dados em maos foi possivel concluir que a disfuncéo
endotelial prediz, sim, risco cardiovascular a longo prazo e tem papel importante
quanto a aterosclerose, no entanto, a presenca de camada endotelial ndo é
substituta para reducao do risco, visto que outros fatores também podem acarreta-lo
(QUYYUMI, 2003; QUYYUMI; PATEL, 2010; RAJENDRAN et. al, 2013).

A partir dos diferentes fatores que levam a disfuncdo endotelial foi possivel o
desenvolvimento de uma classificacéo, realizada por Evora e colaboradores (2000),
abrangendo desde causas genéticas até estilos de vida, como, por exemplo,
sedentarismo e tabagismo, e ajudando a melhor compreenséo do distarbio. Porém,
independentemente da causa primaria, quando o quadro de alguma patologia é
decorrente do mau funcionamento endotelial, ha consigo a procura e o surgimento
de alternativas com o intuito de amenizar essa alteracdo na homeostase ou tentar
suprir a falta de fun¢des normais do organismo.

Algumas dessas alternativas ja sao estudadas e descritas na literatura sendo
associadas com diferentes doencas e causas primarias que levaram ao
desenvolvimento das mesmas. A melhoria na producéo de NO a partir de diferentes
estimuladores € uma das abordagens mais discutidas, como, por exemplo, a
suplementacdo com L-arginina para pacientes com diabetes (PIEPER; PELTIER,
1995) ou idade avancada (CHAUHAN et al., 1996; BODE-BOGER et. al., 2003)
relacionadas com a disfuncao endotelial (CATRAVAS; YETICK-ANACAK, 2006).

A partir de buscas relacionadas a disfuncdo endotelial foi possivel notar a
existéncia de sua relacdo com o desenvolvimento da hipertenséo arterial (TADDEI,
S. et. al,, 2001; THUILLEZ, C.; RICHARD, V., 2005 e QUYYUMI; PATEL, 2010). A

hipertensdo se mostra como uma das principais causas de mortalidade, sendo o
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maior fator de risco de doencas cardiovasculares e infarto, de acordo com dados do
estudo da American Heart Association, Heart Disease and Stroke Statistics (2015)
durante o periodo de 2001 a 2011. Ademais, neste mesmo estudo também foi
constatado que a taxa de morte por hipertensdo aumentou cerca de 13%.

A pressdo alta € caracterizada pela alteracdo crénica no produto do débito
cardiaco e resisténcia vascular periférica total, ou seja, dependente, por
conseguinte, da modulacdo do ténus vascular (SANJULIANI, 2002). Dessa maneira,
ja sabendo que a hipertensdo é bem corriqueira em quadros de disfuncéo endotelial
e que artéria aorta, foco do trabalho, € um dos principais contribuintes para o
balanco do ténus vascular, dependente especialmente do endotélio para o
vasorelaxamento, se faz logica a afirmativa de que qualquer perturbacédo prolongada
na camada edotelial dessa artéria seja possivel promover a doenca citada. Além
disso, a manipulacdo de aorta de ratos é mais simples para estudar a funcéo
vascular, se mostrando como alternativa barata e rapida para a investigagao.
(LOWE, H. C.; JAMES, B.; KHACHIGIAN, L. M., 2005; OYAMADA, S. et. al., 2011,
apud RAMESHRAD, et. al. 2016).

Ainda ndo se sabe com plena certeza se essa instabilidade é a causa ou um
efeito proveniente da hipertensdo, porém é constatado tal associacdo e o
comprometimento da saude do paciente (DHARMASHANKAR; WIDLANSKY, 2010;
VITA, et. al., 1990; PANZA, et. al., 1993).

Diante dessa premissa, o desafio, portanto, € a procura de novos farmacos e
novos locais de acdo que produzam real impacto na saude de quem lida com tais
patologias, logo, a justificativa para se estudar o MTHP em aorta isolada de rato sem
endotélio funcional parte do principio da tentativa de mostrar uma alternativa para
obtencdo de uma nova droga que possa ser usada na terapéutica no futuro ou sirva
de ferramenta farmacologica para ajudar a compreender melhor os mecanismos
envolvidos na regulacdo da contracdo e do relaxamento da musculatura lisa

vascular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Investigar a participacdo do canais para calcio e potassio no mecanismo de
acdo do alcaloide isoquinolinico 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (MTHP) em aorta isolada de rato sem endotélio vascular
funcional.

2.2 Especificos

Elucidar a participagdo de canais i0nicos no mecanismo de acao
vasorelaxante do MTHP em aorta de rato sem endotélio funcional avaliando:
a) O envolvimento dos canais para calcio dependentes de voltagem (Cay);
b) A participacdo dos canais para potassio e seus subtipos:
e Canais para potassio retificadores de entrada (Kj),
e Canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp),
e Canais para potassio sensiveis de grande condutancia ao célcio (BKc,),
e Canais para potassio sensiveis de pequena condutancia ao calcio (SKca),

e Canais para potassio dependente de voltagem (K,).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Substancia teste

O alcaloide isoquinolinico  1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (MHTP), foi cedido pelo Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues, do

Departamento de Biotecnologia do Centro de Biotecnologia da UFPB.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250 e 350 g,
provenientes do Biotério “Prof. Thomas George” localizado no Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos — IPeFarM/UFPB.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob controle alimentar a
base de racéo tipo pellets (Purina) com acesso a agua ad libitum, com ventilacdo e
temperatura (21 + 1°C) controladas e constantes. Todos os procedimentos para 0s
experimentos foram relizados de acordo com as diretrizes do conselho Nacional de
Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da UFPB (CEUA/UFPB), certiddo € 0605/13 (Anexo A e B).

3.1.3 Substancias e reagentes

O cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN); cloridrato de acetilcolina (ACh);
4-aminopiridina (4-AP); cloreto de bario (BaCl,); cloreto de tetraetilaménio (TEA®);
apamina; cloridrato de glibenclamida foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

O S-(-)-1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-3-acido piridinecar
boxilico (BAY K8644) foi obtido da Invitrogen™ Life Thecnologies, Molecuar Probes®
(EUA).

A glicose (CeH1205), 0 fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), o cloreto de
sodio (NacCl), o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQO,), o cloreto de calcio di-

hidratado (CacCl,), o bicarbonato de sédio (NaHCO3) e o cloreto de potassio (KCI)
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foram obtidos da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi obtida da White Martins (Brasil).

A glibenclamida foi dissolvida com DMSO e o S-(-)-Bay K8644 foi dissolvido
em etanol absoluto. As demais solucdes estoques foram dissolvidas em agua
destilada. As concentracdes utilizadas de DMSO e etanol absoluto nas solugées néo
apresentaram qualquer efeito sobre as preparagcdes controle (dados nao

demonstrados).

3.1.4 Solugdes nutritivas

Nos experimentos eram utilizadas solu¢des nutritivas aeradas com mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). O pH era ajustado para valores entre 7,2 e
7,4 com solucao de HCI ou NaOH (1M) e mantidas a temperatura constante de 37 +

1°C. As composicdes estdo descritas nas tabelas abaixo:

Tabela 1 - Composicdo da Solugéo de Krebs

Composicéao Concentracao (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,6
KH,PO,4 11
MgSO, 57
CacCl, 2,5
NaHCO; 25,0
Glicose 11,0

Tabela 2 - Solucao de Krebs despolarizante com 80 mM de KCI

Composicao Concentragao (mM)
NacCl 42,6
KCI 80,0
KH2PO,4 1,1
MgSO, 5,7
CaCl, 2,5
NaHCOs3; 25,0

Glicose 11,0
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3.1.5 Equipamentos

Para o registro das contracfes isométricas, 0s 0rgdos eram sSuspensos em
cubas de banho para 6rgaos isolados (10 mL) e conectados a transdutores de forca
isométricos modelo TRI201AD Panlab (Cornella, BCN, Espanha) acoplados a um
amplificador Quad Bridge modelo Powerlab 4/35 ADInstruments. Este, por sua vez,
estava conectado a um sistema de aquisi¢do de dados com o software LabChart® 7
Pro versdo 7.3.1 para aquisicdo e analise dos dados. O sistema continha uma
bomba termostatica modelo LE 13206 Panlab Harvard Apparatus, que controlava a
temperatura das cubas.

Os valores de pH foram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 GEHAKA (Sdo Paulo, SP, Brasil). As substancias foram pesadas em
balanca analitica modelo FA-2104N CETALC (Sé&o Paulo, SP, Brasil) e os animais
em balancga semianalitica GEHAKA (S&o Paulo, SP, Brasil).

3.2 Métodos
3.2.1 Preparacgao da substancia estoque

Para a obtencdo e uso do alcaloide isoquinolinico MHTP, este foi dissolvido
em dimetilsuféxido (DMSO), formando uma solucdo de concentracdo de 10" M
(solucdo estoque) e estocada a -20 ‘C, sendo diluida em &gua destilada de acordo
com a necessidade de cada protocolo experimental. A concentracao final de DMSO
nas cubas ndo ultrapassou 1% (v/v) e nessa concentracdo ndo possui efeito

relaxante significativo em aorta isolada de rato (dados ndo mostrados).

3.2.2 Avaliacdo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre os canais para Ca®" em

aorta isolada de rato sem endotélio funcional

3.2.2.1 Efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes tonicas induzidas por

80 mM de KCI em aorta isolada de rato sem endotélio funcional

Os ratos eram eutanasiados por guilhotina, seguindo as diretrizes

estabelecidas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
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(CONCEA), e a aorta, dissecada. Em seguida, eram obtidos os anéis aodrticos de 2 a
4 mm livres de tecido conjuntivo e adiposo a partir da aorta tordcica. Como o
trabalho requer a auséncia de camada endotelial, esta era removida de maneira
mecanica a partir do contato da parede interna com as hastes metalicas.

Para a medicdo e avaliagdo das respostas isométricas, estes anéis eram
suspensos por hastes em cubas individuais de vidro (10 mL) para banho isolado de
orgaos contendo solucdo de Krebs normal a 37° C, aerada com carbogénio (95% O,
e 5% CO,), onde permaneciam por um periodo de uma hora de estabilizacdo, sob
tensdo de repouso de 1g e renovacdo da solugao nutritiva a cada 15 min para
prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA, ALTURA, 1970).

ApoOs o periodo de estabilizac&o, era induzida uma contracdo com fenilefrina
(FEN) em uma concentracdo de 3 x 107 M. A presenca de camada endotelial era
verificada pela adicdo de acetilcolina (ACh) na concentracdo de 10° M durante a
resposta de fase tbnica da contracdo induzida por FEN. O endotélio vascular era
considerado ausente quando ndo houvesse relaxamento ou este fosse inferior a
10%. (AJAYA; GILANI; MUSTAFAA, 2003). Todos os protocolos experimentais
foram realizados na auséncia de endotélio funcional.

Apds 30 minutos decorridos da primeira contracdo, uma segunda resposta
contrétil era induzida por solucbes de Krebs despolarizantes com 80 mM de KCI
(SORDI et al., 2011). Apds a formacgdo do componente tonico da contracdo o MTHP
(10 a 10 M) era adicionado cumulativamente a cuba. O relaxamento foi expresso
como a percentagem reversa da contracdo inicial induzida por 80 mM de KCI. O
relaxamento foi obtido como descrito anteriormente e a poténcia relaxante da

substancia era avaliada comparando-se os valores de CExso.

3.2.2.2 Efeito do MTHP nas contracdes tonicas induzidas por S-(-)-Bay K8644 em

aorta isolada de rato sem endotélio funcional

Apoés o periodo de estabilizacdo, os anéis adrticos, sem endotélio funcional,
eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Ap6s 30 minutos decorridos
da primeira contracao induzida por FEN a aorta era parcialmente despolarizada pela
adicdo de 10 mM de KCI (por 10 minutos), concentracdo capaz de potencializar o
efeito de ativadores de canais de calcio dependentes de voltagem (Cay) (ZHENG et

al., 1991). Em seguida, uma contracéo era induzida pela adicdo de 3 x 107 M de
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S-(-)-Bay K8644, um ativador dos Cayl.2 por se ligar em sua subunidade a1
(FERRANTE et al., 1989). Apds a formacdo do componente ténico da contracdo era
adicionado cumulativamente a cuba concentracfes crescentes do MTHP
(10%a 102 M). O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da

contracao inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644.

3.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais para K* no mecanismo de ac&o

vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato sem endotélio vascular

3.2.3.1 Efeito do MTHP sobre as contracfes tbnicas induzidas por fenilefrina na

auséncia e na presenca de TEA"

ApoOs o periodo de estabilizacdo, os anéis adrticos, sem endotélio funcional,
eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Depois da constatacdo de
auséncia do endotélio, eram feitas trés lavagens para que as substancias aplicadas
nao interferissem no processo e, apos isso, 0s anéis eram incubados com 5 mM de
TEA" por 10 minutos. Nessa concentracdo, TEA" € um bloqueador n&o seletivo dos
canais para potassio (NIU et al., 2008).

Depois de transcorrido o tempo necessario para o bloqueio de todos os tipos
de canais para potassio era induzida uma nova contracdo com 3 x 107 M de FEN e
com a formacdo do componente ténico era adicionado o MTHP de forma cumulativa
(10® a 10° M). O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contragdo produzida pela FEN, tendo o relaxamento méaximo quando a tensao
registrada era reduzida aos niveis basais.

3.2.3.2 Efeito do MTHP sobre as contra¢des tbnicas induzidas por fenilefrina, na

auséncia e na presenca de bloqueadores seletivos de canais de potassio

Apoés o periodo de estabilizacdo, os anéis adrticos, sem endotélio funcional,
eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da obtencdo da
segunda contracdo induzida por FEN, os anéis eram incubados, em experimentos
distintos, com TEA" 1 mM por 30 minutos, que nessa concentragdo é um blogueador
seletivo dos BKca (NEVALA et al., 2001), apamina (5x10®° M por 30 minutos), um
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bloqueador seletivo dos SKca (ISHIDA et al., 1999), glibenclamida (10° M por 30
minutos), um bloqueador seletivo dos canais Karp (ERSOY et al., 2008), 4-
Aminopiridina (1 mM por 15 min), bloqueado seletivo dos K, e BaCl, (3 x 10> M por
30 min), blogueador seletivo dos Kij.

Apdbs os tempos necessarios para o bloqueio de cada subtipo de canal para
potassio era induzida uma contracdo com 3 x 107 M de FEN e ap6s a formagéo do
componente ténico dessa contracdo era adicionado o MTHP (10 a 10 M) de forma
cumulativa. O relaxamento produzido pelo MTHP foi expresso como a percentagem

reversa da contragédo inicial induzida pelo agonista.

3.3 Andlise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média £ o e.p.m. e analisados
estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student ndo pareado, onde valores de
p < 0,05 foram considerados significantes.

As curvas concentracdo-resposta do MTHP foram ajustadas por uma
regressao nao-linear descrita pela equacéo:

Y = min + (max-min)/(1+10(-09(CES0-X)S)

Onde “X” é o logaritmo na base 10 da concentragcdo molar da substancia
testada, “Y” é a resposta relaxante da substancia testada em percentagem, “min” é o
menor efeito assumido para “Y”, “max” € o maior efeito assumido para “Y” e “S” é o
valor da constante de Hill (MOTULSKY; CHRISTOPOULOQOS, 2003).

A partir dessa equacéao, foram calculados os valores de CEsp (concentracao
molar de uma substancia em que ela é capaz de causar 50% de seu efeito maximo),
servindo como parametro de poténcia relativa de uma substancia, e 0 Enax (valor
médio, em percentagem, do efeito maximo obtido por uma substancia em relagéo ao
maior valor possivel num dado tecido), servindo como parametro de eficacia relativa

entre duas substancias (NEUBIG et al., 2003).



33

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre os canais para Ca* em

aorta isolada de rato sem endotélio funcional

4.1.1 Efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contracdes tdnicas induzidas por 80

mM de KCI em aorta isolada de rato sem endotélio funcional

O MTHP (de 10®a 3 x 10™ M), adicionado de maneira cumulativa a cuba,
relaxou os anéis de aorta de rato sem endotélio pré-contraidos com elevadas
concentracdes de KCI (80 mM) (CEso=4,6+0,7x10°M, n=23), com eficacia
méaxima (Emax) de 100%.

A poténcia relaxante do MTHP em anéis aorticos sem endotélio funcional
(CEsp=5,7 + 1,1 x 10 M, n = 5) nao foi alterada quando o 6rgdo era pré-contraido
com 3 x 107 M de FEN, como podemos observar pelos valores de CEsy que ndo

apresentam diferenca significante entre si (Figura 3, A e B).
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Figura 3 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CE 5, (B) do MTHP sobre as
contracdes tdnicas induzidas 3 x 107 M de FEN (M) ou 80 mM de KCI (H), em
aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o0 e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado, (FEN (E-)
vs. 80 mM KCl,).
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4.1.2 Efeito do MTHP nas contragfes tbnicas induzidas por S-(-)-Bay K8644 em
aorta isolada de rato sem endotélio funcional

O MTHP (10%a 10° M, n = 3) relaxou de maneira significante e dependente
de concentracdo a aorta isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraida com
3 x10® M de S-(-)-Bay K8644 (CEso = 1,2 + 0,2 x 10 M), um ativador dos canais de
calcio dependentes de voltagem do tipo 1 (Ca,l), com efichcia maxima (Emax) de
96,8 + 3,2%.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 2,6 vezes (p < 0,0277)
guando comparada ao relaxamento induzido pelo alcaloide quando a aorta era
pré-contraida com FEN (CEsp = 5,7 = 1,1 x 10° M, n = 5) e por elevadas
concentracdes (80 mM) de KCI (CEso=4,6 + 0,7 x 10° M, n = 3) na auséncia de

endotélio funcional (Figura 4, A e B).
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Figura 4 — Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEsy (B) do MTHP sobre as
contragﬁes ténicas induzidas por 3x 10’ M de FEN (H), 80 mM de KCI (M) ou
3x10" M de S-(-)-Bay K8644 (M), em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
*p <0,0277 (FEN (E-), 80 mM KCI vs. S-(-)-Bay K8644), n = 5.
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4.2 Avaliagdo da participagdo dos canais para K* no mecanismo de acdo
vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato sem endotélio vascular

4.2.1 Efeito do MTHP sobre as contracBes tbnicas induzidas por fenilefrina na

auséncia e na presenca de TEA"

O MTHP (10® a 10° M, n = 5) relaxou a aorta de rato sem endotélio funcional
pré-contraida com 3x10°M de FEN de maneira significante e dependente de
concentracdo tanto na auséncia (curva controle) (CEsp = 5,7+ 1,1 x 10° M, n = 5)
como na presenca de 5 mM de TEA" (CEsp = 1,9+ 0,3 x 10* M, n = 5), onde nessa
concentracdo é um bloqueador ndo seletivo dos canais para potassio, com eficacia
maxima (Emax) 100%, respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 3,3 vezes (p < 0,0023)
quando comparada ao relaxamento na auséncia de 5 mM de TEA" (Figura 5, A e B;
Tabela 3).
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Figura 5 Efeito vasorrelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 10 M de FEN na auséncia () e na presenca
(M) de 5 mM de TEA", em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
** p < 0,0023 (FEN (E-) vs. TEA® 5 mM), n =5.
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4.2.2 Efeito do MTHP sobre as contragdes tOnicas induzidas por fenilefrina, na
auséncia e na presenca de bloqueadores seletivos de canais de potassio

O MTHP (10® a 10 M) relaxou a aorta de rato sem endotélio funcional
pré-contraida com 3 x 10’ M de FEN de maneira significante e dependente de
concentracdo tanto na auséncia (curva controle) como na presenca de 1 mM de
4-AP (bloqueador seletivo dos Ky), 10° M de glibenclamida (bloqueador seletivo dos
Kate), 1 mM de TEA* (bloqueador seletivo dos BKca), 5 x 10® M de apamina
(bloqueador seletivo dos SKca) e 3 x 10 M de BaCl, (bloqueador seletivos dos Kir).

Na presenca de 3 x 10° M de BaCl, e 10°M de glibenclamida a curva de
relaxamento do MTHP em aorta de rato pré-contraida com 3 x 107 M de FEN sem
endotélio funcional néo foi alterada. Por outro lado, na presenca de 1 mM de TEA®,
5x10%M de Apamina e 1 mM de 4-AP a curva de relaxamento do MTHP foi
desviada para a direita de maneira significante.

A poténcia relaxante do MTHP (CEsp = 5,7+1,1x10° M, n = 5) n&o foi
alterada na presenca de BaCl, (CEsp = 7,9 + 2,2 x 10™ M) (Figura 6, A e B; Tabela 3)
ou de glibenclamida (CEsp = 8,2 + 1,7 x 10 M) (Figura 7, A e B; Tabela 3), como
podemos observar pelos valores de CEsg que ndo apresentam diferenca significante
entre si.

Por outro lado, sua poténcia foi atenuada de maneira significante cerca de 4
vezes na presenca de 1 mM de TEA* (CEso = 2,3 + 0,5 x 10™* M) (Figura 8, A e B;
Tabela 3), cerca de 3,3 vezes na presenca de 5 x 10® M de apamina (CEsp=1,9 +
0,3 x 10 M) (Figura 9, A e B; Tabela 3) e cerca de 2,6 vezes na presenca de 1 mM
de 4-AP (CEso= 1,5 + 0,3 x 10 M) (Figura 10, A e B; Tabela 3).
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Figura 6 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEsp (B) do MTHP sobre as
contragdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de FEN na auséncia (M) e na presenca de
3 x10™ M BaCl, (W), em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)

representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado, p = 0,3661
(FEN (E-) vs. BaCly), n = 3.
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Figura 7 — Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de FEN na auséncia (M) e na presenca
de 10 M de glibenclamida (M), em aorta isolada de rato com endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)

representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado, p = 0,3513
(FEN (E-) vs. glibenclamida), n = 3.
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Figura 8 Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEsy (B) do MTHP sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de FEN na auséncia (H) e na presenca
(W) de 1 mM de TEA", em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
** n < 0,0086 (FEN (E-) vs. TEA* 1 mM), n = 5.
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Figura 9 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEsy (B) do MTHP sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de FEN na auséncia (M) e na presenca
(M) de 5 x 10® M de apamina, em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o0 e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
**p <0,0011 (FEN (E-) vs. apamina), n = 5.
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Figura 10 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEsy (B) do MTHP sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de FEN na auséncia (M) e na presenca
(M) de 1 mM de 4-AP, em aorta isolada de rato sem endotélio funcional
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Os simbolos e as barras verticais (A) e as colunas e as barras verticais (B)
representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado, p < 0,0315
(FEN (E-) vs. 4-AP), n = 5.



Tabela 3 — Valores CEsp (M) € Enax (%) do MTHP na auséncia (controle) e na
presenca de bloqueadores de canais para potassio em aorta de rato sem
endotélio funcional

Condicao
Experimental CEs0 (M) Emax (%)
Controle 57+11x10° 91,7+2.2
TEA' 5 mM 19+03x10%* 100
BaCl, 7,9+22x10° 100
Glibenclamida 82+17x10° 100
TEA" 1 mM 2.3+0,5x 10%** 100
Apamina 1,9 + 0,3 x 1074 *** 100
4-AP 1,5 £ 0,3 x 107 #¥x* 100

Teste t, ndo pareado, * p < 0,0027, ** p < 0,0086, *** p < 0,0011, **** p < 0,0305 (controle vs.
bloqueadores).
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5 DISCUSSAO

A producdo de medicamentos € resultado da pesquisa elaborada e
cuidadosa. Grande parte dessas drogas € obtida a partir do embasamento natural e
manipulagdo quimica por meio de um planejamento, conhecido pela “busca racional
de drogas”. Aproveitando a biodiversidade nacional, o Brasil se mostra como um
Otimo cenério para criagdo de novos produtos provenientes de sintese laboratorial,
mas com inspiracao natural (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Nesse contexto, o alcaloide isoquinolinico 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (MTHP) se comporta como uma nova molécula obtida
exclusivamente por sintese organica (CORDEIRO, 2012) e ¢é objeto desse estudo a
fim de investigar sua funcionalidade em desregulacdes no tbnus vascular, mais
especificamente, na disfungcéo endotelial.

O endotélio apresenta-se como uma das chaves regulatorias para a
homeostase vascular e uma disfuncdo nesta camada é capaz de promover
modificacdes na circulagcdo e sinalizacdo celular, por exemplo, gerando doencas
(DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007). Uma das maiores associacoes feitas
entre esta perda e alguns problemas de saude € o desenvolvimento da hipertensao
arterial.

A hipertensdo € uma doenca de carater cardiovascular que possui alta
incidéncia na populacéo e representa fator de risco para outras de mesmo cunho.
Também é um dos maiores problemas de saude publica e responsavel por uma
determinada taxa de internacdes e custos médicos (FUCHS, 2004). Dessa maneira,
farmacos que regulem a musculatura lisa dos vasos sanguineos possivelmente
podem se tornar drogas com potencial terapéutico.

Uma das abordagens para o tratamento de algumas doencas é a modulagéo
de canais participantes na resposta de efeitos fisiolégicos de células e alternativas
gue consigam influenciar nestes pontos podem ser bastante eficazes. Quanto a
regulacdo do tdnus vascular, a participacdo dos canais para célcio e potassio &
efetiva no relaxamento e na contracdo da célula muscular lisa.

Necessariamente, para haver contracdo ou relaxamento € preciso haver um
aumento ou reducdo, respectivamente, de calcio intracelular, logo, este evento
acontece também por modulacdo dos Ca,. E possivel ter substancias que ajam

diretamente neste ponto, como é o caso de agonistas farmacolégicos. (WEBB, 2003)
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A familia dos Ca, é composta por 10 membros divididos em subfamilias. A
subfamilia Ca,-1 ou do tipo L sdo os principais envolvidos no processo de contracdo
e necessitam de grande variacdo no potencial de membrana para serem ativados, o
que justifica o “L” do inglés “large”; a subfamilia dos Ca,-2 também necessita de
grande despolarizacdo, porém, diferentemente dos Ca,-1, ndo sdo sensiveis a di-
hidropiridina e sdo expressos principalmente nos neurénios; a subfamilia Ca,-3 ou
do tipo T séo ativados por mudancas pequenas na despolarizacdo e sdo transitorios,
0 que justifica o “T” do inglés “transiente”, sendo expressos em diversos tipos de
células (CATTERALL, 2011).

Nas células musculares lisas temos a presenca dos Ca,-L se comportando
como importantes alvos de bloqueadores usados na terapéutica (WATERMAN,
2000). Para verificarmos a hipétese de que o MTHP poderia bloquear o influxo de
calcio atraves de Ca,, provocando um efeito vaso relaxante, pré contraimos 0s aneéis
aorticos livres de endotélio com 80 mM KCI ou S-(-)-Bay-K 8644. Este ultimo é um
agonista direto que consegue ativar os Ca,-1 pela ligagcdo na subunidade a1 do
canal, mesma subunidade para seus bloqueadores, ja a utilizacdo de 80 mM KClI
baseia-se em propriedades eletroquimicas da célula, onde nesta concentracédo
extracelular elevada de K* é capaz de reduzir de maneira intensa o efluxo desse ion
levando a despolarizagéo, abrindo os Cay (GURNEY, 1994).

Observando os resultados podemos notar que a curva de relaxamento
provocada pelo MTHP em anéis controlados com KCI néo foi alterada de forma
significativa quando comparada a curva de relaxamento gerada em anéis pré
contraidos por 3 x 107 M de FEN (Figura 3). Este dado sugere, portanto, que ha um
mecanismo em comum para estes dois estimulantes contrateis, estando envolvido
no efeito vaso relaxante do MTHP. Tendo em mente as informagdes sobre o modo
de acdo da FEN e do KCl| podemos sugerir uma possivel participacdo do Cay no
mecanismo de acdo do MTHP,

A fim de constatarmos tal afirmacao, utilizamos, entéo, o ativador dos Ca,-1:
S-(-)-Bay-K 8644. Ao assumir que o MTHP se comporta como um bloqueador destes
canais esperava-se diferenca entre as curvas de relaxamento entre KCI e
S-(-)-Bay-K 8644, tendo este sua curva deslocada para a direita de maneira
significante, com diminuicdo da poténcia (Figura 4).

Pelos dados obtidos foi possivel ver que o MTHP relaxou significativamente e

dependente de concentracdo os anéis pré contraidos com S-(-)-Bay-K 8644, porém



48

sua poténcia foi reduzida cerca de 2,6 vezes quando comparado com a curva de
relaxamento contraido por FEN e 80 mM de KCI, confirmando o que era acreditado
(Figura 4).

Na literatura também ja é bem estabelecido a participacédo dos canais para K*
para a regulagéo do potencial de membrana, sendo uma resposta direta no balanco
entre 0 aumento da condutancia ao  ion, levando a uma
repolarizacao/hiperpolarizacdo, e a diminuicdo da mesma, levando a uma
despolarizacdo. Sem a funcéo endotelial ativa, estes canais surgem como uma nova
alternativa para promover o relaxamento através da regulacdo do potencial de acéo,
j& que este mecanismo é capaz de exercer acdo sobre o influxo do fon Ca** a partir
da abertura e fechamento dos seus canais dependentes de voltagem, os Ca,
(KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996; THORNELOE; NELSON, 2005).

Para verificarmos se o0 MTHP estaria modulando de forma positiva os canais
para K na sua resposta vaso relaxante em aorta de rato sem endotélio funcional,
utilizamos como ferramenta farmacologica o TEA", onde na concentragdo de 5 mM é
um bloqueador ndo seletivo desses canais (NIU, et. al., 2008). Observou-se que a
curva de relaxamento obtida pelo MTHP foi deslocada para a direita na presenca do
bloqueador com uma poténcia reduzida de 3,3 vezes quando comparada ao
relaxamento sem o bloqueador (Figura 5), sugerindo, assim, a participacdo desses
canais no efeito relaxante do alcaloide.

Sabendo da presenca de varios tipos de canais para K* na musculatura
vascular, como os abertos por voltagem (K,), os retificadores de entrada (Kj), os
sensiveis ao ATP (Katp) € 0s sensiveis ao calcio de baixa condutancia (SKc,) e de
alta condutancia (BKcy) (THORNELOE; NELSON, 2005; LEDOUX et al., 2006;
STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014), surgiu a necessidade de verificar o efeito do
MTHP sobre os canais para K.

Para verificar quais canais estariam participando, utilizamos os bloqueadores
3 x 10° M BaCl,, 10 M Glibenclamida, 1 mM TEA®, 5 x 10® M Apamina e 1 mM 4-
aminopiridina para seus respectivos canais, os Kj, Katp, BKC,, SKC; e K,.

Analisando os resultados, percebemos que as curvas de relaxamento obtidas
pelo MTHP na presenca e na auséncia dos bloqueadores BaCl, (Figura 6) e
Glibenclamida (Figura 7) ndo possuiram diferenca significativa e ndo houve
alteracdo da poténcia. Uma vez que a curva manteve-se sem alteracées nos dois

casos, isso sugere que o mecanismo de acdo ndo depende dos canais bloqueados,



49

uma vez que o relaxamento acontece de maneira igual, apontando para outros
canais. Ou seja, sugere-se que os canais K e Katp Ndo estdo envolvidos no
mecanismo vasorelaxante do MTHP.

Por outro lado, ao utilizarmos os bloqueadores 1 mM TEA*, 5x 10% M
Apamina, e 4-aminopiridina, percebemos que houve o deslocamento para a direita
das curvas de relaxamento a partir do MTHP quando comparado &s curvas na
auséncia dos mesmos. As poténcias foram respectivamente reduzidas 4 (Figura 8),
3,3 (Figura 9) e 2,6 (Figura 10) vezes com os bloqueadores. Estes dados nos dao
suporte para sugerir que o mecanismo de acdo do MTHP pode envolver a
modulacao positiva dos canais BKca, SKca € K.

Em conjunto, os resultados mostrados fornecessem subsidio, em parte, para
a caracterizacdo do mecanismo de acdo relaxante do MTHP em aorta de ratos
normotensos na auséncia de endotélio funcional. Estes eventos envolvem a
modulacdo negativa de canais para calcio e a modulacdo positiva de canais para

potassio, em especial 0s BKca, SKca € K.
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6 CONCLUSOES

A partir do que foi exposto podemos concluir que o efeito relaxante induzido
pelo MTHP em aorta isolada de rato sem endotélio funcional envolve o bloqueio do
influxo de calcio, provavelmente através da modulacéo negativa dos canais de calcio
operados por voltagem (Ca, tipo L). Além disso, também ha& uma possivel
participacdo de alguns canais para potassio (sensiveis ao célcio de grande
condutancia (BKca), dos sensiveis ao calcio de baixa condutancia (SKc,) e dos
dependentes de voltagem (K,) ) sendo modulados positivamente no mecanismo de
relaxamento do MTHP.

No entanto, ndo podemos descartar 0 envolvimento de outras vias
intracelulares, ainda ndo investigadas, sendo, assim, necessarios maiores estudos

para uma confirmacao e visao total do mecanismo de acdo do alcaloide em questao.
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ANEXO A — Certiddo 0605/13 da Comissao de Etico no Uso de Animais da UFPB

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIDAO (22 via)

Jodo Pessoa, 09 de agosto de 2015.
CEUA n® 0605/13.

limo(a)s: Prof. Dr. Demetrius Antonio Machado de Aratjo e Prof. Dr. Rafael de
Almeida Travassos

Departamento de Biotecnologia — CBiotec — UFPB

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba analisou
e APROVOU a execugdo do projeto BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS
SINTETICOS COM ATIVIDADE MODULADORA SOBRE CANAIS IONICOS EM
MUSCULATURA LISA.

Com previsdo de empregar 188 ratos Wistar, 08 camundongos Swiss machos e 08
camundongos Swiss femeas,

Animais do Biotério Prof. Thomas George;

Para serem utilizados no periodo de junho/2013 a julho/2016.

Atenciosamente,

’ . - )
Momul WAQ M {W%LL %@YYT‘GQ/\M
Profa. Dra. Islania Giselia Albuquerque Gongalves
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB
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ANEXO B - Certificado de dilatacdo de prazo da certiddo 0605/13

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) \

Certificamos que o

[l

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA @

—_—

CERTIFICADO

projeto intitulado “BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS MATURAIS E

SINTETICOS COM ATIVIDADE MODULADORA SOBRE CANAIS IONICOS EM MUSCULATURA
LISA", protocolo n? 0060513 sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Rafael de Almeida
Trawvassos —que envolve a produgdo, manutengao efou a utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com o5 preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Macional de controle da Experimentagdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPE).

Vigéncda do Projeto

2013 -2016

Espécie/linhagem

Ratos Wistar e camundongos Swiss

MNimero de animais

188 ratos machos e 08 amundongos machos e 08 fémeas

Idade/Peso 230e 20-35 g
Sexo Machos e fémeas
Origem Biotério Thomas George — UFPB

..-F"‘f:_.—"_;:_l_,__ '..-:!'iﬂ;l
— :;_,.-' = }{" =
--"'.l'_,/H -—";f.-

Prof. Dr. Ricardo Romdo Guerra
CEUA-UFPB

CEUA-UFPE — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua & ufph br — Site: www.ufpb._br/ceua/’
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