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Caracterizag@o do mecanismo de acédo relaxante do alcaloide isoquinolinico 1-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquilina (MTHP) em aorta isolada de rato
TRAVASSOS, R. A. (2015)
Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Tese de Doutorado, CCS/UFPB

RESUMO

Os produtos naturais sdo uma fonte rica de compostos para a descoberta de novos
medicamentos. A importancia destes produtos naturais na descoberta e inspiragéao de
drogas é comprovada e sua sintese é de interesse significativo. Os alcaloides
isoquinolinicos sdo comumente encontrados em uma variedade de produtos naturais e
em compostos biologicamente ativos. O alcaloide isoquinolinico sintético inédito, 1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP), demonstrou que
o MTHP apresentou atividade relaxante em artéria mesentérica superior de ratos
normotensos através da via NO-GMPc. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o
mecanismo de ag¢ao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato. As contragdes
isométricas foram monitoradas e os parametros de poténcia e eficacia relativa foram
determinados a partir de curvas concentragdes-resposta cumulativas. O MTHP relaxou
de maneira significante e dependente de concentragdo 0s anéis de aorta pré-contraidos
com fenilefrina na presenga (CEso= 2,7 + 0,2 x 10®M) e na auséncia (CEsp=5,7 + 1,1 x
10° M) de endotélio funcional, sendo 21 vezes mais potente na presencga do endotélio.
Na presenca de L-NAME, ODQ e Indometacina, a poténcia relaxante do MTHP foi
atenuada em 17, 24 e 36 vezes, respectivamente. Esses resultados sugerem a
participacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) no mecanismo de
acao do alcaloide. No entanto, na presenca de atropina, um antagonista nao seletivo
dos receptores muscarinicos, a poténcia relaxante do MTHP nao foi alterada,
descartando a participagao desses receptores. MTHP relaxou os anéis de artéria aorta
pré-contraidos com 30 ou 80 mM de KCI, sendo 3 vezes mais potente para KCI 30,
sugerindo uma modulagao positiva de canais para K*. No entanto, em contragbes
induzidas por S-(-)-Bay K8644, um ativador dos Cayl, MTHP relaxou a aorta de maneira
significante e dependente de concentrac¢ao, sugerindo um bloqueio do influxo de célcio
por esses canais e esse bloqueio se da por um antagonismo do tipo hao competitivo.
Na presenca de 10 mM de TEA, bloqueador nao seletivos dos canais de K*, MTHP teve
sua poténcia atenuada cerca de 14 vezes, confirmando a participagcédo desses canais.
Na presenca de glibenclamida e de 4-AP, a poténcia relaxante do MTHP nao foi
alterada, descartando os Karp € Kyv. NoO entanto, na presenga de 1 mM de TEA®, de
Apamina e BaCl,, sua poténcia foi atenuada cerca de 12, 13 e 74 vezes
respectivamente, sugerindo a participacao dos BKca, SKca € Kir no mecanismo de agéo
vasorelaxante do MTHP. Na presenga do Y-27632, um inibidor da ROCK, a poténcia
relaxante do MTHP nao foi alterada, descartando a participagcao da via RhoA/ROCK.
MTHP nao interfere com a viabilidade e apoptose celular em midéciotos de aorta de rato
marcados com anexina-V e iodeto de propideo. O MTHP diminuiu a fluorescéncia
induzida por 300 mM de KCI em midcitos de aorta carregados com Fluo-3 e inibiu as
correntes de Ba?* através dos Cay. Estes resultados sugerem que o MTHP promove
vasorelaxamento via FRDE, por uma modulagéo positiva da éxido nitrico sintase e das
cicloxigenases, bem como a ativagdo da ciclase de guanilil solavel. Além disso, o
alcaloide diminui o influxo de calcio por um bloqueio direto dos Cay-L, bem como por
uma modulagao positiva dos canais BKca, SKca € Kir. Todos esses eventos levam a uma
redugdo da [Ca?*]ie consequente relaxamento do musculo liso vascular.

Palavras-chave: 6xido nitrico, endotélio, canais de calcio, canais de potassio.
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Characterization of relaxing mechanism of isoquinoline alkaloids 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-
7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquilina (MTHP) in rat aorta

TRAVASSOS, R.A. (2015)

Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB

ABSTRACT

Natural products are a rich source of compounds for the discovery of new drugs. The
importance of these natural products in the discovery and inspiration drug is proven and
their synthesis is of significant interest. The isoquinoline alkaloids are commonly found
in a variety of natural products and biologically active compounds. The novel synthetic
isoquinoline  alkaloid, 1-  (3-methoxy-4-hydroxyphenyl) -7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline (MTHP), showed relaxing activity on the superior mesenteric
artery of normotensive rats by the NO-cGMP pathway. The aim of this study was to
investigate the vasorelaxant action mechanism of MTHP in rat aorta. Isometric
contractions were monitored, and relative potency and efficacy parameters were
determined from cumulative concentration-response curves. The MTHP relaxed
significantly and concentration-dependent manner the rings of aorta precontracted with
phenylephrine in the presence (ECso= 2.7 = 0.2 x 10° M) and absence (ECs0=5.7 + 1.1
x 10° M) of a functional endothelium, being 21 times more potent in the presence of
endothelium. In the presence of L-NAME, ODQ and indomethacin, the relaxing potency
of MTHP was decreased at 17, 24 and 36 times, respectively. These results suggest the
involvement of EDRF in alkaloid mechanism of action. However, in the presence of
atropine, non-selective antagonist of muscarinic receptors, the relaxing potency of MTHP
is not changed, discarding the involvement of these receptors. MTHP relaxed the aorta
rings precontracted with 30 or 80 mM KCI, 3 times more potent for 30 KCI, suggesting
upregulation of K *channels. However, on contractions induced by S-(-)-Bay K8644, an
activator of Cayl, MTHP relaxed significantly and concentration-dependent manner,
suggesting a blocking calcium influx through these channels and that locking takes place
by antagonism of the non-competitive type. In the presence of glibenclamide and 4-AP,
the relaxing potency of MTHP is not changed, discarding Kare and Ky in MTHP
mechanism. However, in the presence of 1 mM TEA™, apamin and BacCls, its potency
was decreased about 12, 13 and 74 times, respectively, suggesting the involvement of
BKca, SKca and K on the vasorelaxant action mechanism of MTHP. In the presence of
Y-27632, an inhibitor of ROCK, the relaxing potency of MTHP not changed, discarding
the participation of the RhoA/ROCK pathway. MTHP does not interfere with cell viability
and apoptosis in rat aorta calls labeled annexin-V and propidium iodide. The MTHP
decreased fluorescence induced by 300 mM KCI in myocytes loaded with Fluo-3 and
inhibited Ba?* currents through Cay. These results suggest that MTHP promotes
vasorelaxation via EDRF by a upregulation of NOS and cyclooxygenase, as well as
activation of soluble guanylyl cyclase (GCs). Furthermore, the alkaloid decreases
calcium influx by blocking a direct Cay-L, as well as by positive modulation of SKca, BKca
and Ki channels. All these events lead to a reduction of [Ca?*]iand consequent relaxation
of vascular smooth muscle.

Keywords: nitric oxide, endothelium, calcium channels, potassium channels.
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concentracdo de uma substancia necessaria para produzir

50% de seu efeito maximo

concentracdo de uma substancia necessaria para inibir 50%

do seu efeito maximo
ciclo-oxigenase

cloreto de césio
diacilglicerol

erro padrdo da média
efeito maximo

guanilil ciclase soluvel
proteina Gi ou proteina Go

proteina Gq ou proteina G11



G12113
Gs

GPCR
IP3
IPsR

KaTp

Kv
L-NAME
MLC
MLCK
NO
NOS
PGs
PKA
PKG
PLC
PLA2
PLD
PMCA
Rho
RyR
RS
SERCA

SKca

TEA®

proteina G12 ou proteina G13

proteina Gs

receptor acoplado a proteina G
1,4,5-trisfosfato de inositol

receptor de IP3

canais de potassio sensiveis ao ATP
canais de potassio retificadores de entrada
canais de potassio dependentes de voltagem
Nw nitro L arginina metil éster

cadeia leve da miosina

cinase da cadeia leve da miosina

oxido nitrico

sintase do oxido nitrico

prostaglandinas

proteina cinase dependente de AMPc
proteina cinase dependente de GMPc
fosfolipase C

fosfolipase Az

fosfolipase D

Ca?*-ATPase da membrana plasmatica
pequena proteina G ligante de GTP
receptor de rianodina

reticulo sarcoplasmatico

Ca?*-ATPase do reticulo endo-sarcoplasmatico

canais de potassio ativados por calcio de

condutancia

ion tetraetilamonio

pequena



OBS: as abreviaturas e os simbolos utilizados neste trabalho e que nao constam
nesta relacao, encontram-se descritas no texto ou sao convengdes que seguem
o Sistema Internacional de Unidades (S.1.).



SUMARIO

LINTRODUGAD ...ttt ettt ettt et et e n st 27
1.1 Produtos naturais, sintese organica e o planejamento racional de moléculas
DIOlOQICAMENTE ALIVAS .......cvvviiiiiiiiie e e e e 28
1.2 Alcaloides iSOQUINOIINICOS ....ccoiiiiiiiiiiiii it 30

1.2.1 Alcaloide feniltetrahidroisoquinilinico 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-

1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolind (MTHP) .......oiiiiiiiie e 33
1.3 Mecanismos de contracéo e relaxamento da musculatura lisa ................... 34
2 0OBUIETIVOS .. e e e e 43
2.1 GRIAL ..t 44
2.2 ESPECITICOS .o 44
3MATERIAL EMETODOS ..ottt ee et et en et n e s 45
B LMATERIAL oo e e e e e e e aa s 46
S L1 ProdUIO tESTE ..ottt e 46
.12 ANHIMAUS ettt e e e e e e s e 46
3.1.3 SUDSLANCIAS € FEAJENTES .....cvvvveieiiiii i e e e e e e e e e e e e aee e 46
3.1.4 SOIUGOES NULITIVAS ...eeeeeeieeieiieiiiiii st e s e e e e e e e e eneennenes 47
3.1.5 EQUIPAMENTOS ...t e e e e e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e neeaeeees 50
3.2 METODOS ..ottt ettt 51
3.2.1 Preparacéo da solugao-estoque da substanciateste ...........cccccevvevvvvnnnnns 51

3.2.2 Estudo do mecanismo de agao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada
(o[ =1 o LTS 51

3.2.2.1 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes tonicas
induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato na presenca e na auséncia de
endotélio fFUNCIONAI ...........eii i e e e e ee e 51

3.2.2.2 Avaliagao da participagédo do endotélio vascular no mecanismo de agao
vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato ..........ccccoeeeveeiiieeiiiiniiecieeinnns 53



3.2.2.3 Avaliacao da participagao dos metabdlitos da via da cicloxigenase ou dos
receptores muscarinicos no mecanismo de ag¢ao vasorelaxante do MTHP em
F=To] g - W EST0] F= o F= W [ -1 (o 53

3.2.2.4 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes tonicas
induzidas por 30 ou 80 mM de KCl em aorta isolada de rato ................coeeene 54

3.2.2.5 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre a dinamica do Ca?*em
= To] g r= W KT ] F= o F= e [ = (o 54

3.2.2.5.1 Efeito do MTHP nas contragdes ténicas induzidas por S-(-)-Bay K8644
em aorta isolada d@ ratO ...........uuuciiiiiii e e 54

3.2.2.5.2 Efeito do MTHP frente as concentragdes cumulativas induzidas por S-
(-)-Bay K8644 em aortaisolada de rato ............ceuuvuviiiiiiiniiiee e 55

3.2.2.6 Avaliagao da participacéo do canais de potassio no mecanismo de agao
vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato ...........ccccceveeiiieieeeeieeveeeeneee, 56

3.2.2.6.1 Efeito do MTHP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina
naausénciae napresengade TEAT ... 55

3.2.2.6.2 Efeito do MTHP sobre as contragdes ténicas induzidas por fenilefrina,
na auséncia e na presencga de bloqueadores seletivos de canais de potassio....56

3.2.2.7 Efeito do MTHP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina na
ausénciae Na presenGa de Y-27632 .......ieeeieiiieeieeieeeeeieeiii s ss e e e eeeaeeeeeaeennes 57

3.2.3 Obtencao dos midcitos de aorta de rato .........ccceevvevieeiieiiiiin e e 57

3.2.4 Avaliagao do efeito do MTHP sobre a viabilidade e apoptose celular em

MIOCItOS iSOlad0s de aorta de rato .............eeeeiiiiiiiiiiiiiieiee e 58
3.2.5 EletrofiSIOlOgia ......ccevvueeiiieieee e 59
3.2.5.1 Avaliagao do efeito do MTHP sobre as correntes de calcio do tipo L, em
midcitos de aorta de rato recém dispersos, na configuragao “whole cell” ......... 61
3.3 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 61
4 RESULTADOS ... ettt et e et e e e e ee e e e e eeeaes 65

4.1 Estudo do mecanismo de acgao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de
5= 10 TSP 65

4.1.1 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes tbnicas
induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato na presencga e na auséncia de
endotélio fUNCIONAI ...........ueii i e e e e 65



4.1.2 Avaliacdo da participagado do endotélio vascular no mecanismo de agao
vasorelaxante do MTHP em aortaisoladade rato ..............ccvvveviiiiiiiiiiiineeneeeee, 68

4.1.3 Avaliagao da participagao dos metabdlitos da via da cicloxigenase ou dos
receptores muscarinicos no mecanismo de agao vasorelaxante do MTHP em
F=To) g - W ESTo] F= o F= e [ > (o 72

4.1.4 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes ténicas
induzidas por 30 ou 80 mM de KCl em aorta isoladade rato ............cccvevveveeeeeen. 76

4.1.5 Avaliagao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre a dindmica do Ca?*em
oo g r= W ST ] F= o F= W e [ = (o P 79

4.1.5.1 Efeito do MTHP nas contragdes tdnicas induzidas por S-(-)-Bay K8644
em aortaisolada de rato ..........ccccovviiiiiiie e e e 79

4.1.5.2 Efeito do MTHP frente as concentragdes cumulativas induzidas por S-(-
)-Bay K8644 em aorta isolada de rato .............coveiiirieieiiniiiiiic e 82

4.1.6 Avaliagao da participacdo do canais de potassio no mecanismo de ag¢ao
vasorelaxante do MTHP em aortaisoladade rato ............ccccooeveveveiiiiievceiiv e, 84

4.1.6.1 Efeito do MTHP sobre as contragdes ténicas induzidas por fenilefrina na
ausénciae napresenGa de TEA ... ... i 84

4.1.6.2 Efeito do MTHP sobre as contragdes ténicas induzidas por fenilefrina, na
auséncia e na presenca de bloqueadores seletivos de canais de potassio ...... 87

4.1.7 Efeito do MTHP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina na
auséncia e Na presenGa de Y-27632 .......cccoeeveeeeeuuuemiiiiieeaseeeeeeeeereeeeeseeseennsnnnnns 95

4.1.8 Avaliacao do efeito do MTHP sobre a viabilidade e apoptose celular em

MIOCItOS iSOlados de aorta de rato.............uueureiiiiiiiiiii e 98
4.1.9 EletrofiSIOIOgIa ...uvu et 101
4.1.9.1 Avaliacao do efeito do MTHP sobre as correntes de calcio do tipo L, em
miodcitos de aorta de rato recém dispersos, na configuragao “whole cell” ........ 101
5 DISCUSSAD ..ottt ettt 104
B CONCLUSOES ...ttt 117
REFERENCIAS ..ottt ettt 119
ANEXOS . e e 131

ANEXO A - Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCI3) do 1-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP).............ccc.eevnee. 132



ANEXO B - Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCIs) do 1-(3-metoxi-
4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP). ..................... 133

ANEXO C - Espectro de RMN de 'H x ¥C— HMQC (500 MHz, CDCIs) do 1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP)........... 134

ANEXO D - — Certiddo de Aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais
do CBioteC CEUA NO 0605/13.......coiieiiieiieiiiaie et e e e e 135



AT,
Introducdo



Introducdo |28

1 INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais, sintese organica e o planejamento racional de

moléculas biologicamente ativas

Produtos naturais sdo uma fonte rica em compostos para a descoberta ou
que servem de inspiracdo na obtencdo de novos farmacos. E bem relatado na
literatura que os produtos naturais derivados de animais, plantas e micro-
organismos tem sido utilizados para o tratamento de diversas doencas humanas.
A natureza produz a maioria das substancias organicas conhecidas. Entretanto,
€ 0 reino vegetal que vem dando a contribuicdo mais significativa para o
fornecimento de novas moléculas usadas na prevencao e tratamento de diversas
patologias (MONTANARI; BOLZANI, 2001; MORA-PALE et al., 2014; HARVEY;
EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Com o desenvolvimento da quimica organica, que se deu em conjunto ao
estudo das plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram
registrados os primeiros estudos com base cientifica, alguns principios ativos de
plantas medicinais foram isolados e identificados, a exemplo da morfina, quinina,
canfora e cocaina (MONTANARI; BOLZANI, 2001; WANG et al., 2011). O
isolamento de produtos naturais em forma pura, no final do século XIX, foi
decisivo para a industria farmacéutica. (WANG et al., 2011; HARVEY; EDRADA-
EBEL; QUINN, 2015).

Nas Ultimas décadas, a pesquisa de produtos naturais derivados de
plantas tem progredido e despertado novamente o interesse da industria
farmacéutica. Aproximadamente 30% de todas os farmacos disponiveis como na
terapia, sdo produtos naturais ou derivados deles (CALIXTO, 2005, FEHER,;
SCHMIDT, 2013).

Uma analise dos medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos, entre 1981 e 2010, mostrou que 34%
desses medicamentos foram produtos naturais ou derivados diretos, a exemplo
das estatinas, drogas anticancer e imunossupressores (HARVEY; EDRADA-
EBEL; QUINN, 2015). Ainda nesse contexto e no mesmo periodo de 1981 a
2010, apenas 36% das 1073 novas substancias quimicas podem ser
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classificadas como verdadeiramente sintéticas, ou seja, desprovida de
inspiragéo natural na sua origem (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Um fator limitante na utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima
para o desenvolvimento de novos medicamentos € o baixo rendimento ou as
baixas concentracdes das substancias selecionadas, o que inviabiliza a
producdo e a comercializagéo desses produtos em larga escala. No entanto, a
sintese organica destas substancias e de seus derivados planejados, permite a
identificacdo do grupamento farmacoférico e que se module o perfil
farmacoldgico desejado (COSTA, 2009).

Faz-se entdo necesséria a realizacdo de um planejamento racional da
molécula candidata a farmaco, que compreende as etapas de descoberta,
otimizag&o e desenvolvimento do protétipo. Entende-se por descoberta a etapa
destinada a eleicdo do alvo terapéutico utilizando estratégias de modificacéo
molecular da Quimica Medicinal. Dentre os métodos para a obten¢do de novos
farmacos, a modificacdo ou variacdo molecular, € a metodologia mais utilizada.
Outras ferramentas que séo Uteis na descoberta de novas moléculas é o
emprego de técnicas computacionais como a modelagem molecular e a
“Quantitative Structure Activity Relationship” (QSAR) (LIMA, 2007).

A otimizagcdo compreende o melhoramento da molécula original, atraves
de modificacdes planejadas que podem identificar os diferentes niveis de
contribuicdo farmacoférica, fornecer informacfes sobre a conformacéo ativa e
antecipar o indice de reconhecimento molecular pelo alvo selecionado. Todas
essas informacdes visam o0 aumento da poténcia, eficacia, afinidade, reducéo da
toxicidade, adequacéo do perfil farmacocinético e estabelecimento da “Structure
Activity Relationship” (SAR). A fase de desenvolvimento do prot6tipo objetiva a
otimizacdo de suas propriedades farmacocinéticas e farmacotécnicas,
viabilizando a forma farmacéutica e seu uso na clinica (MONTANARI; BOLZANI,
2001; LIMA, 2007).

Diversas estratégias estdo disponiveis atualmente para a sintetize novos
farmacos. Um aspecto interessante relacionado ao estudo de plantas medicinais
€ 0 uso dos compostos naturais biologicamente ativos como modelo para a
sintese de protétipos analogos mais potentes e seletivos e de facil obtencéo
(BARREIRO, 2002; MONTANARI, 1995).
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Nesse contexto, a necessidade constante de novas substancias
terapéuticas mais eficazes, com baixa toxicidade e mais especificas, sdo os
desafios que impulsionam as pesquisas na obtencdo e descoberta de novos
farmacos ou novas classes terapéuticas, a serem empregadas como
ferramentas farmacoldgicas na pesquisa pré-clinica e/ou matéria-prima para a

producgéo de novos medicamentos (BARREIRO, 2002).

1.2 Alcaloides isoquinolinicos

Alcaloides sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma variedade de
organismos, como, bactérias, fungos, animais marinhos, microrganismos e
plantas. Sdo amplamente distribuidos na natureza, com diversas estruturas,
possuindo importantes atividades farmacolégicas (BHADRA; KUMAR, 2011).

O conceito mais aceito é o que define alcaloides como sendo substancias
organicas ciclicas contendo um nitrogénio em um estado de oxida¢éo negativo,
com baixo peso molecular e que séo divididos em subclasses por apresentarem
vias de sintese ndo evolutivamente relacionadas (SIMOES et al., 2004;
BHADRA; KUMAR, 2011)

Inseridos nessa classe estd a subclasse dos alcaloides isoquinolinicos,
que sdo um dos grupos de compostos mais abundantes no reino vegetal,
compreendendo aproximadamente 20 categorias. Os anéis isoquinolinico
(Figura 1A), tetrahidroisoquinolinico (Figura 1B) e o tetrahidroisoquinolinico
1-substituido (Figura 1C) sdo estruturas comumente encontradas em uma
variedade de produtos naturais e em compostos biologicamente ativos
(GRUNDON, 1976; AMAT et al., 2010; AWUAH; CAPRETTA, 2010).

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

A B C 5 4
N 6 3
_N NH 7 NH
s 1 2

Fonte: Cordeiro, (2012).
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A origem biossintética dessa subclasse de alcaloides se inicia pela rota
do &cido chiquimico a partir de carboidratos. O acido chiquimico é responsavel
pela formacdo dos aminoacidos aromaticos como a L-fenilalanina e L-tirosina,
sendo esses 0s precursores dos alcaloides isoquinolinicos.

Os alcaloides isoquinolinicos, em grande parte deriva dos
benzilisoquinolinicos, e a formacgéo biossintética tem inicio com a reacdo de
condensacao de duas unidades fendlicas, ambas derivadas do aminoéacido L-
tirosina, a dopamina e o 3,4-di-hidroxi-fenilacetaldeido (Figura 2) (AMAT et al.,
2010).

Vérias atividades farmacoldgicas ja sdo descritas para esses compostos.
Dentre elas podemos destacar: antitussigena, analgésica, antidepressiva,
célicas estomacais e intestinais, relaxante muscular (BISSET, 1985; CORDELL;
QUINNBEATTIE; FARNSWORTH, 2001); atividade inibitoria do crescimento de
células de carcinoma humano de nasofaringe (WARTHEN; GOODEN;
JACOBSON, 1969); atividade citotoxica e antitumoral (SONNET; JACOBSON,
1971; MARTINEZ-VAZQUEZ et al.,2005); atividade antimicrobiana (SHOKEEN
et al., 2005); antiprotozoaria (TEMPONE et al., 2005), atividade citotOxica contra
artemia salina; antiplaquetaria (CHANG et al.,1998a; CHANG et al., 1998b);
atividade anti-inflamatdria por diminuir a expressédo de COX2 in vitro e in vivo e
inibicdo da ativacdo de macréfagos (KUO; CHI; LIU, 2004; LUO et al., 2010);
diminuicdo da producdo de NO por inibir a expressdo da enzima éxido nitrico
sintase em osteoblastos (CHAEA et al., 2007).
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Figura 2 — Rota biossintética para a formacao da estrutura benzilisoquinolinica

L-Tirosina

0
H
NH
HO :
I
I ] " HOJ@ﬁ
anamma p-(OH)}-Fenilacetaldeido
HO
HO
HO
MNorcoclaurina Coclaurina
MeO MeO MeO
HO HO
OMe
Reticulina 5-(0OH -N-Metilcoclaurina - Mehlml:laurma

Fonte: Cordeiro, (2012).

7

Além dessas atividades, € relatada atividade hipotensora para varios
alcaloides isoquinolinicos, como por exemplo a discretamina, isolada de
Duguetia magnolioidea Maas, que produz efeito hipotensor por vasodilatacéo
periférica via 6xido nitrico/CGs em ratos normotensos ndo anestesiados (SILVA
et al., 2009); a beberina, alcaloide isoquinolinico encontrado em varias familias
como Berberidaceae, Papaveraceae, Fumaraceae, Menispermaceae dentre
outras (PREININGER, 1986), que apresenta efeito hipotensor e bradicardico em
ratos quando administrada por via intravenosa (CHUN; YIP; LAU, 1979); o CPU-
23

(1-{1-[(6-metoxi)-naft-2-il]}-propil-2-(1-piperidine)-acetil-6,7-dimetoxi-1,2,3,4,-tetr
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ahidroisoquinolina), uma tetrahidroisoquinolina substituida que possui efeito
hipotensor dose-dependente em ratos Sprague-Dawley, espontaneamente
hipertensos (SHR), Wistar Kioto (WKI) e normotensos (DONG et al., 1992) e a
DL-tetrahidropalmatina, um alcaloide encontrado nas plantas da espécie
Carydalis que ao ser administrado intravenosamente em ratos anestesiados
induz hipotensdo, bradicardia e diminuicdo na liberacdo de serotonina
hipotalamica (5-HT) (CHUEH et al.,1995).

A importancia destes produtos naturais na descoberta, inspiracdo e
sintese de novas drogas € significativa para a induastria de insumos
farmacéuticos (STOCKIGT et al., 2011). Em especial, as tetrahidroisoquinolinas
1-substituidas, embora simples, sdo de grande interesse ndo apenas como
alcaloides em si, mas também como intermediarios chave, uUteis na sintese de

alcaloides mais complexos (AMAT et al., 2010).

1.2.1 Alcaloide tetrahidroisoquinilinico 1-substituido 1-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP)

O alcaloide tetrahidroisoquinolinico 1-substituido, objeto do nosso estudo,
foi obtido por sintese organica através da reacdo de Picted-Spegler utilizando
uma 4-metoxifeniletilamina (1) e uma vanilina (2), obtendo-se como produto final
uma isoquinolina inédita o 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina (3) (Figura 3).

O produto da reacao foi purificado, obtendo-se 3,5 g do alcaloide (93,45%
de rendimento). A substancia apresentava-se na forma de um liquido oleoso de
coloracdo amarelo claro. A caracterizacdo deste composto inédito se deu através
da andlise dos espectros de RMN 'H (500 MHz) e 3C (125 MHZz) uni e
bidimensional (Anexo A, B e C) (CORDEIRO, 2012).
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Figura 3 - Reacao de Picted-Spegler - sintese do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-
metoxi 1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP)

Fonte: Cordeiro, (2012).

Cordeiro (2012) e colaboradores observaram algumas atividades
farmacolégicas para esse alcaloide: atividade anti-inflamatéria (em
camundongos) por reducdo significativa da liberacéo de IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a
em modelo de peritonite induzida por zimosan e atividade hipotensora em ratos
normotensos ndo anestesiados mediado por relaxamento de artéria mesentérica

superior via NO/GMPc e produtos das cicloxigenases.

1.3 Mecanismos de contracao e relaxamento da musculatura lisa

A regulacdo da contratilidade do musculo liso € um mecanismo biol6gico
fundamental que subjaz funcdes fisioldégicas, como por exemplo a capacidade
de resposta das vias aéreas, motilidade gastrointestinal e a manutencdo da
pressao arterial.

Varios disturbios clinicos estdo associados a desregulacdo da atividade
do musculo liso, como a doenca isquémica cardiaca, hipertensdo, enxaqueca,
retencdo urinaria, parto pré-maturo, constipacao intestinal, dismenorreia,
diarreia, asma, dentre outros (KIM et al.,, 2008; WEBB, 2003; WIRTH;
OFFERMANNS, 2012). Dessa forma, ensaios farmacologicos utilizando como
modelo experimental a musculatura lisa, contribuem para o desenvolvimento de
futuros farmacos e/ou ferramentas farmacolégicas que venham a auxiliar no

tratamento das diversas doencas.
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Uma fator essencial para se compreender a regulacdo da contratilidade
dessa musculatura é a concentracdo intracelular de ions célcio ([Ca?*]). O Ca?*
desempenha um papel essencial em diversos processos biolégicos, como a
regulacdo enziméatica, expressao génica, trafego de proteina, proliferacdo
celular, apoptose e a coordenacdo do acoplamento excitacdo-contracdo dos
musculos esquelético, cardiaco e liso (CARAFOLI; BRINI, 2007).

No musculo liso, assim como nos outros tipos musculares, o0 aumento da
[Ca?*]i é inexoravel a contracdo, no entanto, os elementos contrateis da
musculatura lisa tem propriedades fisioldgicas, bioquimicas e celulares Unicas
em comparacao aos musculos estriados (KIM et al., 2008).

Em geral, existem duas fontes deste ion na célula: uma extracelular que
permite o influxo de Ca?*, através dos canais na membrana plasmatica, e outra
intracelular representada pelos estoques internos, principalmente o reticulo
sarcoplasmatico (RS) que liberam Ca?* para o citosol (PAN; MA, 2003).

A principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio extracelular sdo
0s canais para calcio abertos por voltagem (Cav) (CATTERALL, 2011), os quais
estdo presentes na membrana celular da maioria das células excitaveis, sendo
formado por 5 subunidades: a subunidade al, que é a maior delas e constitui o
poro do canal, além de possuir o sensor de voltagem que controla sua abertura;
as subunidades a2 e & estdo ligadas por uma ponte dissulfeto, formando um
dimero, a subunidade  que é intracelular e a subunidade y transmembranar
(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011; CATTERALL, 2011).

A entrada de calcio em musculo liso visceral é controlada pelo potencial
de membrana, uma vez que este determina a abertura dos Cav (SHMIGOL,;
EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al., 2001). Os Cavl (ativados por alta voltagem
e sensiveis a diidropiridinas) sdo os principais, e muitas vezes o Unico tipo de
canal para Ca?* expresso em muitos musculos lisos (THORNELOE; NELSON,
2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

No mdasculo liso, a contracdo pode ser alcangcada quer através da
despolarizacdo da membrana (acoplamento eletromecanico), levando a um
aumento da [Ca?'] e contracdo muscular, ou induzida por um agonista
(acoplamento farmaco-mecanico) que pode ser independente do potencial de
membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ativacdo de receptores acoplados a

proteina Gqi1 presentes na membrana plasmatica de musculos lisos pode ativar
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a fosfolipase C-p1 (PLC-B1) promovendo a hidrolise do 4,5 bisfosfato de fosfatidil
inositol (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), que
estimulam a liberacdo de Ca?* do RS via receptor de IP3 (IPsR) (FUKATA;
AMANO; KAIBUCHI, 2001), liberacédo de calcio induzida por IP3 (IICR). Além
disso, no RS ha os receptores de rianodina (RyR), que sdo canais de Ca?*
ativados pelo proprio Ca?* previamente liberado via IPsR num processo
denominado de liberacdo de Ca?* induzida pelo Ca?* (CICR) (Figura 4)
(SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 2002; MCHALE et al., 2006).

O primeiro alvo para o Ca?* aumentado no meio citosélico é a calmodulina
(CaM), um membro da familia de proteinas ligantes de Ca?* do musculo liso. A
ligacdo de 4 ions Ca?* a CaM proporciona uma mudanca conformacional nesta
proteina e sua subsequente interacdo com a cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK). Esta associacao resulta em uma mudanca conformacional no complexo
[(Ca?*)s-CaM-MLCK] expondo o sitio catalitico da MLCK. Essa série de eventos
leva a ativacdo da MLCK e subsequente fosforilacdo na Ser'® da subunidade
regulatéria da cadeia leve da miosina de 20 kDa (MLC20). A fosforilacdo da
MLC20 é o evento regulatorio para a producdo da forca em musculatura lisa e
permite a ativacdo do mecanismo de ciclizagdo das pontes cruzadas entre 0s
filamentos de actina e miosina, com consequente desenvolvimento da contracéo
(Figura 4) (GARRET; GRISHAM, 1995; REMBOLD, 1996; OGUT; BROZOVICH,
2003).

O musculo liso possui um sistema de manutencdo da contracdo mesmo
em baixa [Ca?*]i através de um balanco entre processos de
fosforilagbes/desfosforilagdes observados na via alternativa, conhecida como via
de sensibilizacdo ao calcio, que contribui para a contragdo do musculo liso, a
modulacao da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP). Esse mecanismo se
da a partir da pequena proteina G (RhoA) e o seu alvo Rho cinase (ROCK) que
desempenham um papel importante na regulagdo da atividade da MLCP. A
MLCP consiste em 3 subunidades: uma catalitica, PP1c; uma regulatoria,
MYPTL1 e outra de 20 kDa de funcao ainda desconhecida (SOMLYO; SOMLYO,
2003; MURTHY, 2006; COLE, 2011). A ROCK, uma cinase de serina/treonina,
fosforila a subunidade de ligacdo da miosina da MLCP, inibindo a sua atividade

e, assim, promovendo o estado fosforilado da MLC.
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Figura 4 — Mecanismo farmaco-mecanico de contracdo do musculo liso via
Ggn1-PLCp1

(Ca?*),-CaM «— Ca’**
V
MLCK
@
MLC-p
®y

CONTRACAO

Reticulo
Sarcoplasmatico

(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmatica e as proteinas Ggi11 trocam
GDP por GTP em sua subunidade q, tornando-se ativa; (2) a subunidade aq11 GTP ligado, ativa
a enzima PLC-Bs; (3) a PLC-B1 hidrolisa o fosfolipidio de membrana PIP2 em IP3 e DAG; (4) o IP3
ativa o IPsR na membrana do RS, liberando Ca?* dos estoques; (5) o Ca?* liberando ativa o RyR
aumentando a liberacéo de Ca?* para o citoplasma; (6) o Ca?* liberado pelo RS se liga na PKC
e a transloca para a membrana, onde é ativada pelo DAG; (7) a PKC uma vez ativada, fosforila
o Cav na membrana da célula promovendo um influxo de Ca?* para o citoplasma; (8) o aumento
global de [Ca?*] favorece a formag&do do complexo (Ca?*)s-CaM que ativa a MLCK; (9) a MLCK
ativada fosforila a MLC; (10) a MLC fosforilada favorece sua interacdo com os filamentos finos
de actina, desencadeando a contragdo do musculo liso.

Fonte: Autor, (2015).

Inibidores farmacoldgicos da ROCK bloqueiam a sua atividade por
competir com o sitio de ligagdo do GTP na enzima (UEHATA et al., 1997;
CHITALEY; WEBER; WEBB, 2001). A inibicdo da MLCP é iniciada pela ativagao
da RhoA, dependente das proteinas G heterotriméricas Gi2i13 € Ggi1, via uma
pequena proteina G associada a um fator de troca de nucleotidios de guanina
(RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a RhoA troque GDP por GTP e uma vez
RhoA-GTP ligado estimula a sua cinase associada (ROCK) e uma fosfolipase D
(PLD) especifica para fosfatidilcolina, liberando &cido fosfatidico que é
desfosforilado a diacilglicerol (DAG) levando a ativagdo sustentada da proteina
cinase C (PKC) (EXTON, 1997; MURTHY, 2006). A ativacdo da PKC pode
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resultar da ativacéo, dependente de Ggn1, da fosfolipase C (PLC) que forma DAG
a partir da hidrélise do 4,5-bisfosfato de inositol (PIP2). A ROCK e a PKC agem
isoladas ou cooperativamente para inibir a atividade da MLCP (SOMLYO;
SOMLYO, 2003). Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC20
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua acao principal na sensibilizacdo ao calcio
parece ser a inibicdo da MLCP, esta acdo se da pela fosforilagdo direta dos
residuos de Thr®%7 e Thr®®® da subunidade regulatéria da fosfatase da miosina
(MYPT1) (COLE; WELSH, 2001; SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK pode
também ativar uma proteina cinase independente de Ca?*, mais conhecida como
proteina cinase de interagéo “zipper” (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente
a MLC20, no entanto seu alvo principal € o residio de Thr8° da MYPT1 o qual é
fosforilado inibindo a acdo da MLCP (MURTHY, 2006). A PKC pode fosforilar o
residuo de Thr38 da proteina inibitéria endégena CPI-17, aumentando assim sua
poténcia inibitéria sobre a subunidade catalica da MLCP (PP1c) por mais de
1.000 vezes, inibindo assim a acao da fosfatase (Figura 5) (SOMLYO; SOMLYO,
2003; MURTHY, 2006; FEHER, 2012).

Figura 5 — Via de sensibilizacdo ao calcio para a manutencéo da contracdo do
musculo liso via Gi12/13-ROCK
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(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasméatica e as proteinas Giz:13 trocam
GDP por GTP em sua subunidade a, tornando-se ativa. A subunidade a1213 GTP ligado, ativa a
RhoGEF; (2) a RhoGEF promove a troca de GDP por GTP da RhoA, sendo translocada para a
membrana e ativando a ROCK, que tem vérios alvos intraceluares: (3) fosforila a MLC; (4) inibe
a MLCP via MYPTL1,; (5) fosforila a ZIPK que inibe a MLCP via MYPT1. (6) A RhoA-GTP ligado
também pode ativar a PLD; (7) a PLD cliva a PC em PA, o qual é desfosforilado a DAG ativando
a PKC; (8) o DAG também pode ser formado através da via Gg11-PLCg1 aumentando a ativacéo
PKC; (9) a PKC uma vez ativa, fosforila a CPI-17 ativando-a; (10) a CPI-17 inibe a acdo da MLCP
via PPlc. Todos esses eventos favorecem a MLC em seu estado fosforilado, e
consequentemente a sua interacdo com os filamentos finos de actina, mantendo a contracéo.

Fonte: Autor, (2015).

O movimento dos ions K* através de canais localizados na membrana
plasmaética regulam o influxo de Ca?* através dos Cav (THORNELOE; NELSON,
2005). Os canais para potassio desempenham um papel chave na regulacéo do
potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contracdo no
musculo liso dependente do balanco entre 0 aumento da condutancia ao ion K*,
levando a uma hiperpolarizacéo, e a diminui¢do da condutancia, levando a uma
despolarizacdo (KNOT et al., 1996).

No musculo liso vascular, o tdnus basal pode ser regulado por varios tipos
de canais para K*, entre eles: canais para K* abertos por voltagem (Kv); canais
para potassio de grande condutancia ativados por calcio (BKca); canais para K*
de pequena condutancia ativados por Ca?" (SKca); canais para K* retificadores
de entrada (Ki); canais para K* sensiveis ao ATP (Kartp), entre outros
(THORNELOE; NELSON, 2005; STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014). Sendo
que, a repolarizagdo ou hiperpolarizagdo de membrana ocorre devido,
principalmente, a ativacdo dos BKca, que séo ativados quando a [Ca?*]i se eleva
na ordem de uM, e a ativagdo dos Kv, em decorréncia a despolarizacdo de
membrana (LEDOUX et al., 2006). Tal ativacao leva a uma reducao no influxo
de Ca?* através dos Cav por sua inibicdo e, consequentemente, a uma reducéo
da [Ca?*]i (LEDOUX et al., 2006).

O relaxamento no musculo liso ocorre como resultado da remoc¢édo do
estimulo contratil ou pela acao direta de uma substancia que estimula a inibicédo
do mecanismo contratil. Independente do mecanismo, 0 processo requer uma
diminuicdo da [Ca?'] e aumento da atividade da fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP) (SOMLYO et al., 1994).
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Quando falamos em relaxamento de musculatura lisa vascular, a
producdo de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF) € de extrema
importancia. Inameros trabalhos descrevem a participacao do endotélio vascular
em relaxamentos induzidos por uma gama de substancias quimicas
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1983, MONCADA et al.,
1993).

Eicosanoides, como as prostaciclinas (PGlz2), derivadas do acido
araquidénico (AA) séo constitutivamente produzidos pelas células endoteliais e
regulam a funcéo vascular. Ao se ligar em seus receptores acoplados a proteina
Gs no musculo liso vascular, ativam a adenilil ciclase (AC), resultando na
metabolizacdo do ATP em monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (TRIGGLE;
DING, 2011).

Um outro EDRF e uma das moléculas sinalizadoras mais importantes
sintetizadas pela célula endotelial é o 6xido nitrico (NO), um radical livre, gasoso,
lipofilico, incolor, com uma meia vida relativamente curta (MONCADA; PALMER,;
HIGGS, 1991). A producdo de NO, promovida pela conversdo enzimatica do
aminonodcido L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS), é constituida de duas
etapas. A primeira € uma N-hidroxilagdo do grupo guanidina da L-arginina,
formando um intermediario N*-hidréxi-L-arginina (L-NOHA) na presenca de Oz e
cofatores essenciais como NAD(P)H e (6R-)5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina
(BH4), na segunda etapa, L-NOHA €& metabolizada em L-citrulina e NO
(RAFIKQV, et. al. 2011).

Devido a sua caracteristica lipofilica, o NO funciona como um mensageiro
pardcrino e/ou autécrino que rapidamente se difunde através das células da
musculatura lisa adjacentes, e pode atuar estimulando a ciclase da guanilil
soluvel (CGs) citoplasmatica, metabolizando o GTP em monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) (FURCHGOTT, 1983; VANHOUTTE; BOULANGER,
1995).

O aumento na [GMPc] ativa a proteina cinase G (PKG), enquanto que o
aumento na [AMPc] ativa tanto a PKA como a PKG, quando em altas
concentragbes (REMBOLD, 1996).

Ambas as proteinas cinases (PKA e PKG) com sua atividade aumentada
irdo favorecer o relaxamento da musculatura lisa por diversos mecanismos,

dentre os quais podemos destacar: (1) aumento na atividade da Ca?*-ATPase
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tanto do RS (SERCA) como da membrana plasméatica (PMCA) através da PKG
ou da PKA, levando a um aumento do seqlestro e da saida de Ca?*,
respectivamente, diminuindo assim a [Ca?*];; (2) diminuicdo da formacéo do IPs,
levando a uma diminuicéo da liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares; (3)
reducédo da [Ca?*] pelo AMPc-PKA ou GMPc-PKG por diminuir o influxo de Ca?*
indiretamente por hiperpolarizacéo via abertura de canais para potassio ou por
acdo direta nos Cavl bloqueando-os, (4) diminuicdo da [Ca?']i por estimulagdo
do trocador Na*/ Ca?* (NCX) (BLAUSTEIN, 1989), (5) reducéo da liberacdo de
Ca?* do RS pela PKG, mas ndo pela PKA através da fosforilagdo dos IP3R
(MURTHY, 2006; BERRIDGE, 2009a); (6) inibicdo da MLCK, reduzindo sua
afinidade pelo [(Ca?*)s-CaM], causando uma reducdo nos niveis de MLC20
fosforilada (REMBOLD, 1996); (7) inativacdo da RhoA por fosforilacdo do
residuo Ser'®8, translocando-a para o citosol; (8) fosforilacdo do residuo de Ser®%®
da MYPT1 impedindo a fosforilacdo do residuo de Thr%% pela ROCK; (9)
fosforilacdo do telokin (ativador endégeno da MLCP), sendo esse um mecanismo
independente da RhoA (MURTHY, 2006) (Figura 6).

Figura 6 — Mecanismo farmaco-mecanico do relaxamento da musculatura lisa
pela ativacao da via Gs-AC-PKA e NO-CGs-PKG
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RELAXAMENTO

(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmatica e a proteina Gs troca GDP
por GTP em sua subunidade a, tornando-se ativa. (2) A subunidade as GTP ligado, ativa a adenilil
ciclase (AC) que converte ATP em AMPc. (3) O NO estimula a CGs que converte GTP em
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GMPc. Os nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc, ativam suas proteinas cinases correspondentes,
PKA (4) e PKG (5). (6) Fosforilagdo do IP3R pela PKG mas nao pela PKA. (7) Ambas as proteinas
cinases fosforilam véarios substratos: aumentam a atividade da SERCA e PMCA, ativacédo do
trocador Na*/Ca?* (NCX), ativam canais de K* e inibem os Cav; todos esses eventos levam a
diminuicdo do célcio intracelular. Além disso PKA e PKG podem ativar MLCP via MYPTL, inibir
a MLCK e a RhoA. Todos esses eventos impedem a fosforilagdo da MLC e consequentemente
a sua interacdo com os filamentos finos de actina, favorecendo o relaxamento.

Fonte: Autor, (2015).

Diante dessa premissa e de diversos dados da literatura que demonstram
0 desbalanco entre a vasoconstriccdo simpatica e o vasorelaxamento
dependente de NO serem decisivos na manuten¢ao da pressao arterial e que o
NO predomina em vasos de larga condutancia, a exemplo da aorta (ARNAL et
al., 1993; ZICHA et al., 2001; PECHANOVA et al., 2004); associado ao fato de
gque Cordeiro (2012) em triagem farmacolégica preliminar evidenciou que o
MTHP promove relaxamento dependente de endotélio em leito mesentérico de
ratos normotensos, decidimos investigar um possivel efeito desse alcaloide

isoquinolinico, em aorta isolada de rato.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar o efeito vasorelaxante do alcaloide isoquinolinico, o 1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (MTHP), em aorta

isolada de rato.

2.2 Especificos

Elucidar o mecanismo de acdo vasorelaxante do MTHP em aorta de rato
avaliando:

e 0s fatores relaxantes derivados do endotélio e a participacdo das vias

NO-GMPc e PGIl2/AMPc;

e 0 envolvimento dos receptor muscarinicos no endotélio vascular;

e a participacdo dos canais de calcio dependentes de voltagem (Cav);

e amodulagdo de canais de potassio e seus subtipos envolvidos;

e 0 envolvimento da via de sensibiliza¢do ao calcio - RhoA/ROCK;

e ainterferéncia do MTHP sobre a viabilidade celular em midcitos de aorta;

e 0 efeito do MTHP sobre as correntes de Ca?* através dos Cav.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Produto teste

O alcaloide isoquinolinico, 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (MTHP), foi sintetizado e gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Luis Cezar Rodrigues do Departamento de Biotecnologia do Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da UFPB.

3.1.2 Animais

Eram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus) pesando entre 250 e
350 g, todos procedentes do Biotério Prof. Thomas George da Universidade
Federal da Paraiba.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racdo com acesso a agua ad
libitum, com ventilagédo e temperatura (21 £ 1 °C) controladas. Os experimentos
eram executados no periodo de 08 as 20 h, sendo todos os procedimentos de
acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacado e aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do CBiotec (CEUA/CBiotec), certidao
n° 0605/2013 (Anexo D).

3.1.3 Substancias e reagentes

O cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN); cloridrato de acetilcolina (ACh);
4-aminopiridina (4-AP); cloreto de bario (BaClz2); sulfato de atropina;
tetraetilamoénio (TEAY); apamina; cloridrato de glibenclamida; o Nw-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME); ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3,a-quinoxalino-1-
ona); Y-27632; indometacina; S-(-)-1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-
(trifluorometil)fenil]-3-acido piridinecarboxilico (BAYK 8644); acido etilenoglicol-
bis-(B-aminoetiléter) N, N, N’, N-tetraacético (EGTA); acido (N-[2-
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hidrohietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico]) (HEPES); dimetilsulféxido (DMSO);
ditiotreitol; papaina; hialuronidase; albumina sérica bovina (BSA) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O iodeto de propidio, anexina V e o
Fluo-3 AM foram obtidos da Invitrogen™ Life Thecnologies, Molecuar Probes®
(EUA). A colagenase foi obtida da Worthington Biochemical Corporation (EUA).

O fosfato monossédico anidro (NaH2PO4), a glicose (CsH120s), 0 fosfato
de potassio monobasico (KH2POa), o cloreto de sodio (NaCl), o sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgS0a4.7H20), o cloreto de calcio di-hidratado
(CaCl2.2H20), o bicarbonato de sédio (NaHCOs) e o cloreto de potassio (KCI)
foram obtidos da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A mistura
carbogénica (95% de Oz e 5% de CO3) foi obtida da White Martins (Brasil).

A indometacina foi dissolvida juntamente com o bicarbonato de sodio
(NaHCO3) a 5% em agua destilada, o ODQ e a glibenclamida foram dissolvidos
com DMSO e o S-(-)-Bay K8644 foi dissolvido em etanol absoluto. As demais
solugbes estoques foram dissolvidas em agua destilada. As concentragdes
utilizadas de NaHCOs (5%), DMSO e etanol absoluto nas solu¢gbes né&o
apresentaram qualquer efeito sobre as preparacdes controle (dados nao

demonstrados).

3.1.4 Solugdes Nutritivas
De acordo com os experimentos realizados, eram utilizadas solucdes
nutritivas (ajustada em pH 7,4), aeradas com mistura carbogénica e mantidas a

37 °C, cujas composicoes estado discriminadas nas tabelas a seguir:

Tabela 1 - Composicdo da Solucéo de Krebs

Composicao Concentracdo (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,6
KH2POs4 1,1
MgSOa4 57
CaClz 2,5
NaHCOs 25,0

Glicose 11,0
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Tabela 2 - Solucdo de Krebs despolarizante com 30 mM de

KCI

Composicao

Concentragdo (mM)

NacCl
KClI
KH2PO4
MgSOa4
CaClz

NaHCOs3

Glicose

92,6
30,0
1,1
5,7
2,5
25,0
11,0

Tabela 3 — Solucéo de Krebs despolarizante com 80 mM

de KCI

Composicao

Concentragdo (mM)

NacCl
KCI
KH2POa4
MgSO4
CaClz
NaHCOs

Glicose

42,6
80,0
11
5,7
2,5
25,0
11,0

Tabela 4 — Composi¢do da Solucao Salina Fisiologica (SSF)

para dissociacao de células de artéria aorta

Composicao

Concentragdo (mM)

NacCl
KCI
MgCl2
CaClz

NaH2PO4
Na2HPOa4

NaHCO3
Glicose
HEPES

137,0
5,6
1,0
2,6

0,44
0,42
4,17
5,0
10,0
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Tabela 5 — Composi¢do da Solugdo Salina Fisiol6gica
(SSF) com baixa concentracéo de célcio para dissociacdo

de células de artéria aorta

Composicéao Concentracdo (mM)

NacCl 137,0
KCI 5,6
MgClz 3,5
CaClz 0,05
NaH2PO4 0,44
Na2HPOq4 0,42
NaHCOs 4,17
Glicose 50
HEPES 10,0

Tabela 6 — Composi¢cao da solugdo interna da pipeta para

medir as correntes de calcio.

Composicao Concentragdo (mM)
CsCl 130,0
EGTA 10,0
HEPES 10,0
MgCl2 4,0
TEA-CI 10,0

Tabela 7 — Composi¢cao da solucéo externa para medir as

correntes de calcio

Composicao Concentragdo (mM)
NacCl 126,0
BaCl2 20,0
NacCl 126,0
HEPES 10,0
Glicose 10,0

CsCl 5,4
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3.1.5 Equipamentos

Para o registro das contracfes isométricas, oS Orgaos eram susSpensos
em cubas de banho para érgaos 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 aquisicdo de dados com o
software LabChart® 7 Pro versédo 7.3.1 para aquisicdo e andlise dos dados. O
sistema continha uma bomba termostatica modelo LE 13206 Panlab Harvard
Apparatus, que controlava a temperatura das cubas.

Os valores de pH eram aferidos atravées de um pHmetro digital modelo
PG2000 GEHAKA (S&o Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica modelo FA-2104N
CETALC (Séo Paulo, SP, Brasil) e os animais em balanca semianalitica
GEHAKA (Séo Paulo, SP, Brasil).

A determinacéo da viabilidade celular e apoptose em midcitos isolados de
aorta de rato foi utilizado um citobmetro de fluxo FACSCanto II BD
Immunocytometry Systems (San Jose, CA, EUA).

Os estudos eletrofisiolégicos foram realizados através da técnica de
“patch-clamp” (HAMILL et al., 1981), utilizando um amplificador de “patch-clamp”
modelo EPC 10 USB (HEKA Eletronics Inc., Alemanha), um microscépio
invertido, modelo Axio Vert.Al (Carl-Zeiss, Alemanha), uma mesa pneumatica
antivibracdo (TMC, EUA), micromanipulador hidraulico de alta precisédo
(Narishige, Japéo) e gaiola de Faraday (TMC, EUA). Para aquisicdo dos dados
foi utilizado o software PatchMaster® v2x32 e Fitmaster® (HEKA Elektronik,

Alemanha).
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparacao da solucao-estoque da substancia teste

O alcaloide sintético isoquinolinico, 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (MTHP), era dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO) formando uma solugéo de concentracéo de 10! M (solugdo-estoque),
gue foi estocada a -20 °C, sendo diluida em agua destilada de acordo com a
necessidade de cada protocolo experimental. A concentracao final de DMSO nas
cubas nunca excedeu 1% (v/v), nessa concentracdo o DMSO néo possui efeito

relaxante significante em aorta isolada de rato.

3.2.2 Estudo do mecanismo de acao vasorelaxante do MTHP em aorta

isolada de rato

3.2.2.1 Avaliacao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes
tonicas induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato na presenca e na

auséncia de endotélio funcional

Os ratos eram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina. Os anéis
aorticos de 3-5 mm eram obtidos livres de tecido conjuntivo e adiposo a partir da
aorta toracica. Para obtencdo das respostas isométricas, 0os anéis eram
suspensos individualmente por uma haste de aco inoxidavel em cubas para
banhos de érgédos isolados (10 mL) contendo solucdo de Krebs a 37 °C. e
aeradas com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de COz2). As preparagdes
eram estabilizadas por um periodo de 60 min, durante o qual eram mantidas sob
uma tensao de repouso de 1 g. Durante esse periodo, a solucéo fisioldgica era
renovada a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Apés o periodo de estabilizacdo, era induzida uma contracdo com
fenilefrina (FEN) na concentracdo de 3 x 10”7 M. A integridade do endotélio
vascular era verificada pela adi¢éo de acetilcolina (ACh) (10 M) a cuba, durante
a fase tOnica da primeira contracdo induzida por FEN (FURCHGOTT,;

ZAWADZKI, 1980). Anéis sem endotélio funcional eram obtidos pela remocéo
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mecénica da camada endotelial, através do atrito provocado por haste metalica
em contato com a parede interna do vaso. O endotélio vascular era considerado
funcional, quando apresentavam relaxamento induzido por ACh igual ou superior
a 50% (em relacdo a forca maxima da contracéo inicial) e a retirada do endotélio
era confirmada quando nao havia relaxamento, ou esse era inferior a 10%. Os
experimentos foram realizados com anéis de aorta na presenca e na auséncia
de endotélio funcional (AJAYA; GILANI; MUSTAFAA, 2003).

Apoés a verificacdo do endotélio funcional, as preparacdes eram lavadas a
cada 15 min durante um periodo total de 30 min e entdo uma segunda contracéo
era induzida pela adicdo de 3 x 10" M de FEN. Durante a fase tonica dessa
segunda contracéo, o MTHP (10 a 3 x 10* M) era adicionado a cuba de maneira
cumulativa, sendo avaliado o seu efeito relaxante na presenca e na auséncia de
endotélio funcional. As concentracdes foram adicionadas em incremento de 3
vezes para obter-se as concentragfes que produzissem de 0% até seu efeito
maximo.

Apos o efeito maximo (Emax) induzido pelo MTHP ser atingido, a solugéo
do banho era trocada a cada 15 min, durante um periodo total de 30 min.
Decorrido esse tempo, uma terceira contracao era induzida por FEN, onde era
observado se a tensdo maxima alcancada era de magnitude similar & primeira
contracdo, o que é indicativo da reversibilidade do efeito relaxante do MTHP. A
reversibilidade foi rotineiramente observada para assegurar que o relaxamento
do tecido néo foi ocasionado por um possivel dano ao érgéao.

O relaxamento produzido por MTHP foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por FEN, onde o relaxamento maximo era
obtido quando a tenséo registrada era reduzida aos niveis basais. Os valores de
CEso (concentracdo de uma substancia que produz 50% do seu efeito maximo)
para o MTHP foram calculados por regressao néo linear a partir das curvas de

relaxamento na presenca e na auséncia de endotélio funcional.
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3.2.2.2 Avaliacao da participacao do endotélio vascular no mecanismo de

acao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato

Apés o periodo de estabilizacdo, os anéis aodrticos com endotélio funcional
eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da obtencédo da
segunda contracdo induzida por FEN, os anéis eram incubados por 30 minutos,
com 10*M de L-NAME, um inibidor competitivo da enzima sintase do 6xido
nitrico (NOS) (REES et al., 1990; MONCADA; HIGGS, 1993) ou durante 15 min
com 10 M de ODQ, um bloqueador seletivo da ciclase de guanilil solivel (CGs)
(GARTHWAITE et al., 1995). Ap6s o periodo de incubacéo, os anéis aorticos
eram contraidos com 3 x 107 M de FEN e sob o componente ténico desta
contracgdo era adicionado cumulativamente a cuba concentragdes crescentes do
MTHP (102 a 102 M). O relaxamento foi obtido como descrito anteriormente e a
poténcia relaxante da substancia era avaliada comparando-se os valores de

CEso na auséncia e na presenca dos bloqueadores.

3.2.2.3 Avaliacao da participacdo dos metabdlitos da via da cicloxigenase
ou dos receptores muscarinicos no mecanismo de acao vasorelaxante do

MTHP em aorta isolada de rato

ApOs o periodo de estabilizagdo, os anéis adrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da
obtencédo da segunda contragdo induzida por FEN, os anéis eram incubados por
15 min com 10°° M de indometacina, um inibidor n&o seletivo das cicloxigenases
(SIGTHORSSON et al., 2000) ou com 10° M de atropina, um antagonista ndo
seletivo dos receptores muscarinicos (BARNES, 2000). Ap6s o periodo de
incubacdo, os anéis adrticos eram contraidos com 3 x 107 M de FEN e sob o
componente tbnico desta contracdo era adicionado cumulativamente a cuba
concentracdes crescentes do MTHP (10 a 103 M). O relaxamento foi obtido
como descrito anteriormente e a poténcia relaxante da substancia era avaliada
comparando-se os valores de CEso na auséncia e na presenca dos

bloqueadores.



Material e Métodos | 54

3.2.2.4 Avaliacdo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contracdes

tonicas induzidas por 30 ou 80 mM de KCl em aorta isolada de rato

ApOs o periodo de estabilizagdo, os anéis adrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Apds 30
minutos decorridos da primeira contragdo, uma segunda resposta contratil era
induzida por solucdes de Krebs despolarizantes com 30 ou 80 mM de KCI
(SORDI et al., 2011). Apés a formagcdo do componente tbnico da contracdo o
MTHP (108 a 103 M) era adicionado cumulativamente a cuba. O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contragao inicial induzida por 30 ou
80 mM de KCI e sua eficacia (Emax) foi obtida para contragGes induzidas por
solucdo de 30 ou 80 mM de KCI em anéis de aorta com endotélio funcional. O
relaxamento foi obtido como descrito anteriormente e a poténcia relaxante da

substancia era avaliada comparando-se os valores de CEso.

3.2.2.5 Avaliacdo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre a dindmica do

Ca?" em aortaisolada de rato

3.2.2.5.1 Efeito do MTHP nas contra¢gfes tonicas induzidas por S-(-)-Bay

K8644 em aorta isolada de rato

Apdés o periodo de estabilizacdo, os anéis aodrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Apos 30
minutos decorridos da primeira contracdo induzida por FEN a aorta era
parcialmente despolarizada pela adicdo de 10 mM de KCI (por 10 minutos),
concentragcdo capaz de potencializar o efeito de ativadores de canais de calcio
dependentes de voltagem (Cav) (ZHENG et al.,, 1991). Em seguida, uma
contracdo era induzida pela adicdo de 3 x107’M de S-(-)-Bay K8644, um
ativador dos Cavl por se ligar em sua subunidade a1 (FERRANTE et al., 1989).
Ap6s a formacdo do componente tdnico da contracdo era adicionado
cumulativamente a cuba concentracdes crescentes do MTHP (10® a 10 M). O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
produzida pelo S-(-)-Bay K8644.
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3.2.2.5.2 Efeito do MTHP frente as concentracdes cumulativas induzidas

por S-(-)-Bay K8644 em aorta isolada de rato

ApOs o periodo de estabilizagdo, os anéis aorticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Apds 30
minutos decorridos da primeira contracdo 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 célcio
dependentes de voltagem (Cav) (ZHENG et al., 1991). Em seguida, uma curva
concentragdo-resposta cumulativa ao S-(-)-Bay K8644, um ativador dos Cavl
por se ligar em sua subunidade a1, era obtida (controle). Apos lavagem da
preparacao e uma nova estabilizacdo de 30 min, o MTHP era adicionado a cuba
nas concentracdes de 10°, 3 x 10, 10* e 3 x 10 M, para observarmos o tipo
de bloqueio exercido nos Cavl. Apos 15 minutos de incubagdo com o MTHP,
adicionava-se 10 mM de KCI por 10 minutos e em seguida um nova curva
cumulativa ao S-(-)-Bay K8644 era obtida.

O tipo de antagonismo exercido pelo MTHP foi analisado com base nos
valores da inclinacdo do grafico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959) e
sua poténcia pelo valor do pD’2, que é definido como logaritmo negativo (na base
10) da concentragao molar de um antagonista que reduz a 50% uma resposta
méaxima de um agonista (VAN ROSSUM, 1963).

3.2.2.6 Avaliacao da participacdo do canais de potassio no mecanismo de

acao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato

3.2.2.6.1 Efeito do MTHP sobre as contracdes tbnicas induzidas por

fenilefrina na auséncia e na presenca de TEA*

ApoOs o periodo de estabilizagdo, os anéis adrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da
obtencé&o da segunda contracdo induzida por FEN, os anéis eram incubados com
10 mM de TEA* por 10 minutos. Nessa concentracdo, TEA* € um bloqueador
nao seletivo dos canais de potassio (NIU et al., 2008). ApGs transcorrido o tempo

necessario para o bloqueio de todos os tipos de canais de potassio era induzida
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uma nova contracdo com 3 x 10" M de FEN e com a formacédo do componente
tonico era adicionado o MTHP (10 a 10-* M) de forma cumulativa.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao
produzida pela FEN. Os valores de CEso foram obtidos como descrito

anteriormente e comparados na auséncia e na presenca bloqueador.

3.2.2.6.2 Efeito do MTHP sobre as contracdes tbnicas induzidas por
fenilefrina, na auséncia e na presenca de blogueadores seletivos de canais

de potéassio

AplOs o periodo de estabilizacdo, os anéis adrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da
obtencao da segunda contracéo induzida por FEN, os anéis eram incubados, em
experimentos distintos, com TEA® (1 mM por 30 minutos) que nessa
concentracdo € um bloqueador seletivo dos BKca (HAN et al., 2009), BaCl:
(3 x 10°°M por 30 minutos), um bloqueador seletivo dos Kir (TEP-AREENAN;
KENDALL; RANDALL, 2003), 4-AP (1 mM por 15 minutos), um bloqueador
seletivo dos Kv (NEVALA et al.,, 2001; RATTMANN et al., 2009), apamina
(5x10®°M por 20 minutos), um bloqueador seletivo dos SKca (ISHIDA et al.,
1999), glibenclamida (10-° M por 30 minutos), um blogueador seletivo dos canais
Katp (ERSQY et al., 2008) e BaClz (3 x 10> M por 30 minutos), um blogueador
seletivo dos Kir (ANDERSSON et al., 2000; TEP-AREENAN; KENDALL;
RANDALL, 2003), apds os tempos necessarios para o bloqueio de cada tipo de
canal de potassio era induzida uma contragdo com 3 x 10 M de FEN e apés a
formacdo do componente tbnico dessa contracdo era adicionado o MTHP
(10® a 102 M) de forma cumulativa.

O relaxamento produzido pelo MTHP foi expresso como a percentagem
reversa da contracado inicial induzida pelo agonista. Os valores de CEso foram
calculados como descrito anteriormente e comparados na auséncia e na

presenca de cada bloqueador, em preparacdes distintas.
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3.2.2.7 Efeito do MTHP sobre as contracdes tdnicas induzidas por

fenilefrina na auséncia e na presenca de Y-27632

ApOs o periodo de estabilizagdo, os anéis adrticos, com endotélio
funcional, eram obtidos e montados como descrito no item 3.2.2.1. Antes da
obtencédo da segunda contracdo induzida por FEN, os anéis eram incubados com
Y-27632 (10 M por 10 minutos) um inibidor seletivo da Rho cinase (RhoK)
(CHITALEY; WEBB, 2002). Apos o periodo de incubacéo, os anéis aorticos eram
contraidos com 3 x 107 M de FEN e sob o componente ténico desta contracdo
era adicionado cumulativamente a cuba concentra¢gdes crescentes do MTHP
(10®a 103 M). O relaxamento foi obtido como descrito anteriormente e a
poténcia relaxante da substancia era avaliada comparando-se os valores de

CEso na auséncia e na presenca do bloqueador.

3.2.3 Obtencao dos midcitos de aorta de rato

As células musculares lisas dissociadas enzimaticamente foram
provenientes da artéria aorta de ratos como descrito no item 3.2.2.1. Os
segmentos eram livres de tecido conjuntivo e adiposo, mantidos sob aeracéo
carbogénica durante todo procedimento. Todo 0 processo ocorreu em uma
solucéo fisioldgica (SSF baixo-Ca?*). O procedimento para dissociacédo descrito
por Xu et al., (1999) foi adaptado como detalhado a seguir. Uma vez dissecado,
o tecido foi transferido para um tubo Falcon (15 mL), contendo papaina
(0,7 mg/mL), albumina sérica bovina (BSA - 1 mg/mL) e ditiotreitol (DTT- 1
mg/mL) que foram diluidos em 3 mL de SSF normal, permanecendo 30 minutos
em temperatura de 37 °C. Em seguida, as amostras foram transferidas para a
um segundo tubo Falcon (15 mL) contendo 3 mL de solugdo SSF baixo-Ca?*,
colagenase (1 mg/mL), hialuronidase (0,9 mg/mL) e BSA (1 mg/mL) para a
digestdo do tecido por um periodo entre 15 e 30 minutos. Transcorrido esse
tempo o tecido era centrifugado (1200 rpm) por 1 minuto e 30 segundos. O
sobrenadante era desprezado e o pellet formado era lavado e ressuspenso com

a ajuda de uma pipeta Pasteur em 1 ou 3 mL de SFF baixo-Ca?*.
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3.2.4 Avaliacao do efeito do MTHP sobre a viabilidade celular em miécitos

isolados de aorta de rato

Para avaliarmos o efeito do MTHP sobre a viabilidade celular e apoptose
em miocitos de aorta de rato foi utilizado um citdmetro de fluxo FACSCanto |l
BD.

Os midcitos foram obtidos como descrito no item 3.2.3. Em seguida foi
realizada a quantificagdo dos midcitos por mililitro em camara de Neubauer para
padronizar o nuimero de células (aproximadamente 108 células/mL) nas
marcacgoes analisadas.

As células foram visualizadas em grafico de pontos (dot plot)
bidimensional onde foram analisados os parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), em escala linear, para identificacdo das populacbes
celulares e exclusdo de debris. Em seguida, realizou-se um “gate” eletrdnico
anico em torno das células de interesse para excluir células inviaveis da regido
analisada. Além disso, foram feitos dot plots para analise em escala logaritmica
de cada marcador. Cada amostra foi lida em duplicata e, de cada uma, foram
adquiridos 20.000 eventos.

Para determinacdo de viabilidade e apoptose celular foi utilizada a
marcacdo com o reagente Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit
(Invitrogen™ Molecular® Probes, EUA), composto por anexina-V conjugada ao
fluoréforo Alexa Fluor® e do corante intracitoplasmatico iodeto de propideo (PI:
Propidium lodide).

Este ensaio consiste na ligacdo eficiente da proteina anexina-V aos
residuos do fosfolipidio fosfatidilserina (FS). Na célula viavel, estes residuos se
encontram na face interna da membrana plasmatica. Entretanto, quando o
processo de morte celular programada (apoptose) € iniciado, estes residuos séo
rapidamente translocados para a face externa da membrana, permitindo a
ligagdo da proteina anexina-V. O PI, marcador padrdo de viabilidade, € usado
para distinguir células viaveis de ndo-viaveis, uma vez que células viaveis com
membrana intacta sdo impermedveis ao corante, enquanto que membranas de
células mortas ou danificadas sdo permeaveis. Além disso, o Pl é usado em
conjunto com a anexina-V para permitir a identificacdo de células em estagio
inicial e final de apoptose (VAN ENGELAND et al., 1996).
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Portanto, neste ensaio é possivel determinar a proporcéo de células vivas
(anexina-V/PI); células em estagio inicial de apoptose onde ocorre apenas a
exposicdo da FS na face externa da membrana plasmatica com consequente
marcacdo com a anexina-V (anexina-V*/PI'); células em estagio tardio de
apoptose ou em necrose onde além da exposicdo da FS, a membrana
plasmética sofre colapso e se torna permeéavel ao PI, fazendo com que a célula
possua dupla marcacéo (anexina-V*/PI").

Os midcitos (6 x 10 células) foram transferidos para tubos de citometria

previamente identificados, onde foram acrescentados:

Tubo 1: Células + 20 pL Binding Buffer (controle negativo)
Tubo 2: Células + 5 uL de anexina V-Alexa Fluor

Tubo 3: Células + 5 uL de PI

Tubo 4: Células + Anexina V/PI (5 yL de cada marcador)
Tubo 5: Células + AnexinaV/Pl + MTHP CEso (3 x 106 M)
Tubo 6: Células + AnexinaV/Pl + MTHP 3 x CEso (10°° M)

As células foram incubadas por 15 min na auséncia e por 30 min na
presenca da droga teste, a temperatura ambiente (25 °C), na auséncia de luz.
Por fim, 400 pL Binding Buffer 1X foram adicionados a cada tubo e as amostras
analisadas em citbmetro de fluxo no periodo maximo de 1 hora. Os dado foram
adquiridos com auxilio do programa FACSDiva e analisados através da
porcentagem de células encontradas em cada um dos quadrantes do dot plot

pelo programa FlowJo vX.0.7.

3.2.5 Eletrofisiologia

Para os registros de "patch-clamp” os miécitos de aorta de rato foram
obtidos como descrito no item 3.2.3 e foram realizados no modo “whole-cell
voltage clamp”. (HAMILL et al, 1981).

Os registros eletrofisiolégicos foram obtidos sob a platina de um
microscopio invertido (Carl-Zeiss, Alemanha), posicionado sobre uma mesa
antivibratéria com suspensado pneumatica (TMC, EUA). Um micromanipulador

hidraulico de alta precisdo (Narishige, Japao) foi usado para movimentacédo do
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eletrodo responséavel pelo registro das correntes, e outro micromanipulador foi
utilizado para posicionar a pipeta de perfusao, contendo a solugdo controle ou o
MTHP. O uso da gaiola de Faraday (TMC, EUA) minimizou as interferéncias
elétricas no sistema preparado.

As correntes foram obtidas por meio de um amplificador (HEKA 10,
Alemanha), filtradas por filtro passa-baixa a 2,0 kHz, convertidas em sinais
digitais com frequéncia de 10 kHz. Correntes de vazamento (“leakage”) foram
removidas com auxilio do protocolo P/4, no qual quatro pulsos de amplitude igual
a ¥ do pulso teste foram aplicados e a resposta de corrente, foi entdo, somada
e subtraida da corrente do pulso teste. As células que apresentaram valores altos
para a resisténcia em série (acima de 5 MQ) ou que nao se mantiveram estaveis,
nao foram utilizadas na andlise. As correntes foram adquiridas e analisadas em
um computador PC-compativel usando-se o “software” PatchMaster® e
Fitmaster® (HEKA Elektronik, Alemanha).

As micropipetas de vidro foram fabricadas por meio de um estirador
(“puller’) vertical de 2 estagios (Narishige, Japao). As mesmas foram
preenchidas com solucéo interna de pipeta (Tabela 6) ajustada para pH 7,2 com
CsOH. Foram utilizadas resisténcias entre 2.5-5 MQ para as micropipetas. Um
fino fio de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi introduzido na micropipeta e o
conjunto foi acoplado a um pré-amplificador (“headstage”) que, por sua vez,
estava conectado a entrada do amplificador. As células foram banhadas por uma
solucéo externa (Tabela 7), ajustada para pH 7,4 com NaOH. Todas as solu¢cdes
foram submetidas a um filtro com porosidade (‘mesh”) de 0,22 pm. A
osmolaridade das solucbes foi ajustada com glicose, para valores de
aproximadamente 310 mOsm para a solugcédo da micropipeta e de 330 mOsm
para a solucdo (externa) de banho.

Os gigaselo (resisténcia = 1GQ) foram obtidos por meio de uma suave
succdao feita no interior da micropipeta, e em seguida por meio de uma succéo
mais vigorosa as células encontravam-se na configuragao “wholle-cell”. Esta
altima permitiu romper o pequeno fragmento de membrana que separava a
solucdo interna, contida na pipeta, do citoplasma da célula em estudo. O
aumento brusco do transiente capacitivo indicou a obtencédo da configuracéo de
‘wholle-cell”. Todos os registros foram realizados em células submetidas a um

sistema de perfusédo (Dagan, EUA) que consistiu de uma pipeta de vidro com
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aproximadamente 100 ym de didametro interno que estava conectada a saida de
uma valvula solenoide, alimentada por reservatérios de 5 mL, um deles contendo
solucéo fisiolégica sem adicdo do MTHP (controle) e outros compartimentos
contendo a solugéo externa adicionada com concentracdes testes do composto.

Com auxilio da valvula solenoide foi possivel selecionar os
compartimentos que estavam ligados a pipeta de perfusédo, estabelecendo
assim, um fluxo do seu contetdo. Os fluxos (~0,1 mL/min) foram impulsionados

pela forca da gravidade.

3.2.5.1 Avaliacao do efeito do MTHP sobre as correntes de calcio do tipo L,
em miocitos de aorta de rato recém dispersos, na configuracao

“whole-cell”

Foi caracterizado o efeito do MTHP sobre as correntes de célcio através
dos canais de célcio sensiveis a voltagem do tipo L (Cav-L). As correntes atraves
do Cav-L foram avaliadas usando o Ba?* (Iea) como ion carreador. Os miécitos
de aorta recém dispersos foram obtidos como descrito no item 3.2.3, mantidos
em um potencial de “holding” de -80 mV e as correntes de Ba?* foram registradas,
utilizando o protocolo no qual a célula era despolarizada para +10 mV, com a
frequéncia de estimulagéo 0,1Hz.

As correntes de bario foram medidas na situacéo controle, com a célula
perfundida por solucdo extracelular (Tabela 7) e, na situacdo teste,
perfundindo-se a célula com solucéo extracelular contendo 30, 100, 300 e 1000
MM do MTHP.,

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram expressos como média £ e.p.m. e
analisados estatisticamente empregando-se o teste t (ndo-pareado) ou analise
de variancia (ANOVA) one-way seguido do pOs-teste de Bonferroni e as
diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando os valores
de p <0,05.
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Para os experimentos in vitro, usando Orgaos isolados, as curvas
mostrando a relagdo concentracao-resposta de uma substancia foram ajustadas
por uma regressao nao-linear descrita pela equacao:

Y = min + (max-min)/(1+10((Log(CES0-X)*S))
Onde “X” é o logaritmo na base 10 da concentracdo molar da substancia

7

testada, “Y” é a resposta relaxante da substancia testada em percentagem, “min”
€ 0 menor efeito assumido para “Y”, “max” € o maior efeito assumido para “Y” e
“S” é o valor da constante de Hill (MOTULSKY; CHRISTOPOULOQS, 2003). A
partir dessa equacéo, foram calculados os valores de CEso (concentracdo 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 o Emax (valor
médio, em percentagem, do efeito maximo obtido por uma substancia em relacao
ao maior valor possivel num dado tecido), servindo como parametro de eficacia
relativa entre duas substancias (NEUBIG et al., 2003).

Os registros eletrofisiolégicos foram normalizados em pA/pF usando o
programa FitMaster® (HEKA Instruments, Alemanha) sendo extraida a

media = e.p.m. de um nimero significativo de células.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo do mecanismo de acdo vasorelaxante do MTHP em aortaisolada

de rato

4.1.1 Avaliagdo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes
tonicas induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato na presenca e na

auséncia de endotélio funcional

O MTHP (10® a 3x10“%M, n = 5) relaxou de maneira significante e
dependente de concentracdo os anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina na
presenca (CEs0=2,7+0,2x10%°M, R?2=0,98 + 0,003) e na auséncia
(CEs0=5,7+1,1x10°M, R2=0,99 + 0,004) de endotélio funcional (Figura 7;
Gréfico 1, A e B; Tabela 8), com eficacia (Emax) de 96,3 £ 2,2 e 91,7 £ 2,2%,
respectivamente.

Comparando-se os valores de CEso podemos observar que o alcaléide foi
cerca de 21 vezes mais potente em relaxar os anéis de aorta na presenca de
endotélio funcional.

Uma vez que os parametros de poténcia (CEso) e de eficacia (Emax) do
MTHP foram melhores quando os anéis de aorta apresentavam endotélio
funcional, todos os experimentos a seguir foram realizados nessas condi¢des.

Em até 1 h apés a retirada do MTHP da cuba, o agente contratil produziu
contracdes com a mesma amplitude em relacdo a contracdo inicial, indicando

gue o efeito do alcaloide € reversivel neste érgéo.
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Figura 7 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato pré-contraidos com 3x 107 M de FEN na auséncia (A) e na
presenca (B) de endotélio funcional.
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
10%8, 3x10% 107, 3x107, 10% 3x10° 10° 3x10° 10* e 3x10* M,
respectivamente.
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Gréfico 1 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 3x 10’ M de FEN na auséncia (M) e na
presenca (M) de endotélio funcional, em aorta isolada de rato.
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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 < 0,0015 (FEN (E+) vs. FEN (E-)), n = 5.
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4.1.2 Avaliacado da participacdo do endotélio vascular no mecanismo de

acao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato

O MTHP (de 10®a 103 M, n = 5) relaxou a aorta isolada de rato com
endotélio funcional pré-contraida com 3 x 107 M de fenilefrina de maneira
significante e dependente de concentracdo tanto na auséncia
(CEs0=2,7+0,2x10%M), como na presenca de 10*M de L-NAME
(CEso=4,6 £1,0 x 10° M) (Figura 8; Gréafico 2, A e B; Tabela 8), um inibidor
competitivo da sintase do 6xido nitrico (NO) ou na presenca de 3 x 10° M de
ODQ (CEs0=1,9+0,1x104M) (Figura 9; Gréfico 3, A e B; Tabela 8), um
inibidor seletivo da ciclase de guanilil solivel (CGs); com eficacia (Emax) de
96,3 +2,2;90,0+2,5e98,0£1,6%, respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 17 vezes (p < 0,0031)
guando comparada ao relaxamento na auséncia do L-NAME e cerca de 24 vezes

(p < 0,0001) quando comparada ao relaxamento na auséncia do ODQ.
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Figura 8 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de L-NAME (B) e ODQ (C).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x10% 107, 3x107, 10 3 x10°, 10° 3x 10°, 10%e 3x10* M (A); e
10%,3x10% 107,3x107,10%, 3x 10, 10% 3x10% 104 3x104e 103M (B)
e (C), respectivamente.
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Gréfico 2 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 3x 10’ M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 10* M de L-NAME, 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 < 0,0031 (FEN (E+) vs. L-NAME), n = 5.
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Gréfico 3 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 3x 10’ M de FEN na auséncia (M) e na
presenca (M) de 3 x 10°M de ODQ, 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,
****n < 0,0001 (FEN (E+) vs. ODQ), n = 5.
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4.1.3 Avaliacao da participacdo dos metabdlitos da via da cicloxigenase ou
dos receptores muscarinicos no mecanismo de acdo vasorelaxante do
MTHP em aorta isolada de rato

O MTHP (de 10®a 102 M, n = 5) relaxou a aorta isolada de rato com
endotélio funcional pré-contraida com 3 x 107 M de fenilefrina de maneira
significante e dependente de concentracdo tanto na auséncia
(CEs0=2,7+0,2x10%M), como na presenca de 10°M de indometacina
(CEs0=9,8 £1,7 x 10° M), um inibidor ndo seletivo das cicloxigenases ou na
presenca de 10°® M de atropina (CEso = 4,9 + 1,1 x 10®* M), um antagonista ndo
seletivo dos receptores muscarinicos; com eficacia (Emax) de 96,3 + 2,2; 100 e
98,6 + 1,4%, respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 36 vezes (p < 0,0005)
guando comparada ao relaxamento na auséncia de indometacina (Figura 10;
Gréfico 4, A e B; Tabela 8). No entanto, a poténcia vasorelaxante do MTHP n&o
foi alterada (p > 0,087) na presenca de atropina (Figura 9; Grafico 5, A e B;
Tabela 8).
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Figura 9 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de indometacina (B) e atropina (C).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x10%, 107, 3x107, 10 3 x10°, 10° 3x 10°, 10%e 3x10% M (A); e
10%,3x10% 107,3x107,10%, 3x10%,10% 3x10% 104 3x104e 103M (B)
e (C), respectivamente.
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Gréfico 4 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 10-°° M de indometacina, 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 < 0,0005 (FEN (E+) vs. Indometacina), n = 5.
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Gréfico 5 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 3x 10’ M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 10° M de atropina, 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 meédia e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
p > 0,087 (FEN (E+) vs. Atropina), n = 5.
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Tabela 8 - Valores de CEso (M) € Emax (%) do MTHP na auséncia (controle) e na
presenca de L-NAME, ODQ, indometacina e atropina em aorta de rato com endotélio
funcional

Condicéo Experimental CEso (M) Emax (%)
Controle 2,7+0,2x10° 96,3+2,2
L-NAME 46+1,0x10°* 90,025

OoDQ 1,9+0,1x10%* 98,0+1,6
Indometacina 0,8+ 1,7 x 1075 *** 100
Atropina 49+11x10° 98,6 +1,4

Teste t, ndo pareado, * p < 0,0031, * p < 0,0001, ***p <0,0005 (controle vs.
bloqueadores), n = 5.

4.1.4 Avaliacao do efeito vasorelaxante do MTHP sobre as contragdes

tonicas induzidas por 30 ou 80 mM de KCl em aorta isolada de rato

O MTHP (de 10® a3 x 10 M, n = 5), adicionado de maneira cumulativa
a cuba, relaxou os anéis de aorta de rato com endotélio funcional mais
efetivamente quando pré-contraidos com moderadas concentragdes de KCI
(30 mM) (CEs0=2,3+0,2x10°M) do que com elevadas concentracdes
(80 mM) (CEso = 7,0 + 1,3 x 10-° M) desta solucéo (Figura 10; Gréficos 6, A e B),
com eficacia maxima (Emax) de 98,6 + 1,2 e 95,4 £ 1,7%, respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP foi atenuada em cerca de 3 vezes
(p < 0,001) quando o 6rgao era pré-contraido com elevadas concentracdes (80

mM) de KCI como podemos observar pelos valores de CEso.
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Figura 10 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 30 mM (A) e 80 mM
(B) de KCI.
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x10% 107, 3x 107, 10, 3 x 10°%, 10°, 3 x10°, 10% 3x104 e 102 M,
respectivamente.
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Gréfico 6 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as

contracdes tonicas induzidas por 30 mM (H) ou por 80 mM (M) de KCI, 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 < 0,001 (KCl 30 mM vs. KCI 80 mM), n =5.
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4.1.5 Avaliacédo do efeito vasorelaxante do MTHP sobre a dinamica do Ca?*

em aorta isolada de rato

4.1.5.1 Efeito do MTHP nas contra¢gdes tonicas induzidas por S-(-)-Bay

K8644 em aorta isolada de rato

O MTHP (de 10® a 102 M, n = 5) relaxou de maneira significante e
dependente de concentracdo a aorta isolada de rato com endotélio funcional
pré-contraida com 3 x 10" M de S-(-)-Bay K8644 (CEso = 9,8 + 1,6 x 10> M), um
agonista dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo 1 (Cavl), com
eficacia maxima (Emax) de 99,0 + 0,6%.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 12 vezes (p < 0,0004)
guando comparada ao relaxamento induzido pelo alcaloide quando a aorta era
pré-contraida com FEN (CEso = 2,7 £ 0,2 x 10" M), no entanto, ndo apresentou
diferenca quando essa contracdo foi induzida por elevadas concentracdes (80
mM) de KCI (Figura 11; Grafico 7, A e B).
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Figura 11 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 10" M de FEN (A),
80 mM de KCI (B) e 3 x 107" M S-(-)-Bay K8644 (C).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3 x10%, 107, 3x107, 10 3 x10°, 10° 3x10°, 10%e 3x10% M (A); e
10%,3x10% 107,3x107,10%, 3x10%,10% 3x10% 104 3x104e 103M (B)
e (C), respectivamente.
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Gréfico 7 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contrag@es tonicas induzidas por 3 x 10" M de FEN (M), 80 mM de KCI (M) ou

3x107M de S-(-)-Bay K8644 (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 < 0,0004 (FEN (E+) vs. S-(-)-Bay K8644), n = 5.
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4.1.5.2 Efeito do MTHP frente as concentracdes cumulativas induzidas por

S-(-)-Bay K8644 em aorta isolada de rato

O MTHP, nas concentracées de 10°, 3 x 10, 10* e 3 x 10 M, inibiu de
maneira significante e dependente de concentracdo (r> = 0,99 + 0,05) as
contragGes cumulativas induzidas por S-(-)-Bay K8644 (10! a 3 x 10" M) com
desvio da curva controle para a direita de maneira ndo paralela e com reducéo
do Emax (91,51 +2,7; 71,33 £1,7; 37,50 + 2,3; 13,67 + 2,03%, respectivamente)
(Gréfico 8A). A analise do grafico de Schild (Gréafico 8B) indica um antagonismo
do tipo ndo competitivo exercido pelo MTHP que foi confirmado pelo valor de
“Slope” = 2,38 = 0,14 que diferiu significantemente da unidade. A poténcia do
MTHP em antagonizar as contra¢gdes cumulativas induzidas por S-(-)-Bay K8644

foi determinada pelo valor de pD’2 = 5,06 £+ 0,03.
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Gréfico 8 - Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao S-(-)-Bay K8644 (A)
na auséncia (m) e na presenca do MTHP nas concentragées del0® (O), 3 x 10°
(®),10% (0),3x10*M (4) em aorta isolado de rato com endotélio funcional (n =
3). O gréfico (B) representa o log (DR-1) em funcado do log da concentra¢do molar

do MTHP.
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Os simbolos e as barras verticais representam a meéedia e o e.p.m,
respectivamente. ANOVA “one-way” seguido por Bonferroni, ***p < 0,0001

(controle vs. MTHP).
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4.1.6 Avaliacdo da participacdo do canais de potassio no mecanismo de

acao vasorelaxante do MTHP em aorta isolada de rato

4.1.6.1 Efeito do MTHP sobre as contracdes tdOnicas induzidas por

fenilefrina na auséncia e na presenca de TEA*

O MTHP (de 108 a 3 x 10* M, n = 5) relaxou a aorta de rato com endotélio
funcional pré-contraida com 3 x107M de FEN de maneira significante e
dependente de concentragdo tanto na auséncia (curva controle)
(CEs0=2,7+0,2x10%°M) como na presenca de 10 mM de TEA*
(CEs0=3,8+0,8x10° M), onde nessa concentracdo € um bloqueador ndo
seletivo dos canais para potassio, com eficacia maxima (Emax) 96,3 = 2,2 e
98,8 + 1,2%, respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida cerca de 14 vezes (p < 0,0028)
guando comparada ao relaxamento na auséncia de 10 mM de TEA* (Figura 12;
Gréfico 9, A e B; Tabela 9).
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Figura 12 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de 10 mM de TEA" (B).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x10%8 107, 3x 107, 10° 3x10% 10° 3x10° 10% e 3x10* M,
respectivamente.
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Gréfico 9 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contracGes tonicas induzidas por 3x 10" M de FEN na auséncia (H) e na

presenca (M) de 10 MM de TEA*, 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 > 0,0028 (FEN (E+) vs. TEA* 10 mM), n = 5.
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4.1.6.2 Efeito do MTHP sobre as contracdes tdnicas induzidas por
fenilefrina, na auséncia e na presenca de bloqueadores seletivos de canais

de potéassio

O MTHP (de 108 a 103 M) relaxou a aorta de rato com endotélio funcional
pré-contraida com 3 x 107 M de FEN de maneira significante e dependente de
concentragdo tanto na auséncia (curva controle) como na presenca de 1 mM de
4-AP (bloqueador seletivo dos Kv), 10> M de glibenclamida (bloqueador seletivo
dos Katp), 1 MM de TEA* (blogueador seletivo dos BKca), 5 x 108 M de apamina
(bloqueador seletivo dos SKca) e 3 x 10° M de BaClz (bloqueador seletivos dos
Kir).

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

A poténcia relaxante do MTHP (CEso = 2,7 + 0,2 x 10® M) néo foi alterada
na presenca de 4-AP (2,8 + 0,4 x 10® M) (Figura 13; Gréfico 10, A e B; Tabela
9) ou de glibenclamida (CEso = 2,0 + 0,7 x 10® M) (Figura 13; Gréfico 11, A e B;
Tabela 9), como podemos observar pelos valores de CEso que ndo apresentam
diferenca significante entre si.

Por outro lado, sua poténcia foi atenuada de maneira significante cerca de
12 vezes na presenca de 1 mM de TEA* (CEso = 3,2 + 0,4 x 10 M) (Figura 14;
Gréafico 12, A e B; Tabela 9), cerca de 13 vezes na presenca de 5 x 10® M de
apamina (CEso= 3,7 £ 0,7 x 10° M) (Figura 14; Gréfico 13, A e B; Tabela 9) e
cerca de 74 vezes na presenca de 3 x 10° M de BaCl2 (CEso=2,0 + 0,2 x 10*
M) (Figura 14; Grafico 14, A e B; Tabela 9).
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Figura 13 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de 1 mM de 4-AP (B) e 10~ M de glibenclamida (C).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x 108, 107, 3x107, 10, 3x10°, 105 3x10° 104 e 3x10% M (A) e
(B); e 108, 3x10%, 107, 3x 107, 10%, 3 x 106, 10% 3 x10°, 104 3x10* e
103 M (C), respectivamente.
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Gréfico 10 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na
presenca (M) de 1 mM de 4-AP, 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 > 0,728 (FEN (E+) vs. 4-AP), n = 3.
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Gréfico 11 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 10° M de glibenclamida, 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 > 0,251 (FEN (E+) vs. glibenclamida), n = 3.
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Figura 14 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de 1 mM de TEA* (B), 5 x 10® M de apamina (C) e
3 x 10°°M de BaClz (D).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x 108, 107, 3x 107, 10, 3x10°, 10° 3x10°5 104 e 3x10* M (A) e
(B); e 108, 3x10%8, 107, 3x 107, 10%, 3 x 106, 10° 3 x10°, 104 3x10% e
103 M (C) e (D), respectivamente.
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Gréfico 12 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 1 mM de TEA*, 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 < 0,0002 (FEN (E+) vs. TEA* 1 mM), n = 5.
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Gréfico 13 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 5 x 108 M de apamina, 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 <0,017 (FEN (E+) vs. Apamina), n = 5.
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Gréfico 14 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 3 x10° M BaClz, 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 < 0,0001 (FEN (E+) vs. BaCl2), n = 3.
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Tabela 9 - Valores de CEso (M) € Emax (%) do MTHP na auséncia (controle) e na
presenca de bloqueadores de canais para potassio em aorta de rato com endotélio
funcional

Condicéo Experimental CEso (M) Emax (%)
Controle 2,7+0,2x10° 96,3+2,2
TEA* 10 mM 3,8+0,8x10°* 98,8+1,2
4-AP 2,8+0,4x10° 96,2+1,2
Glibenclamida 2,0+0,7x10°¢ 97,3+23
TEA"1 mM 3,2+0,4 x10°* 93,0+2.3
Apamina 3,7 £0,7 x 1075 *** 100
BaCl; 2,0 £ 0,2 x 1074 %> 100

Teste t, ndo pareado, * p < 0,0028, ** p < 0,0002, ***p < 0,017, **** (controle vs.
bloqueadores).

4.1.7 Efeito do MTHP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina

na auséncia e na presenca de Y-27632

O MTHP (de 108 a 103 M) relaxou a aorta de rato com endotélio funcional
pré-contraida com 3 x 107 M de FEN de maneira significante e dependente de
concentracao tanto na auséncia (curva controle) (CEso = 2,7 + 0,2 x 10 M) como
na presenca de 10 M de Y-27632 (CEso = 3,0 £ 0,4 x 10°° M), um inibidor seletivo
da Rho cinase (RhoK), com eficacia maxima (Emax) 96,3 + 2,2 e 100%,
respectivamente.

A poténcia relaxante do MTHP néo alterada na presenca do Y-27632
como podemos observar pelos valores de CEso que ndo apresentam diferenca

significante entre si (Figura 15; Grafico 15, A e B).
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Figura 15 — Registros representativos do efeito relaxante do MTHP em anéis de
aorta de rato com endotélio funcional pré-contraidos com 3 x 107 M de FEN na
auséncia (A) e na presenca de 10 M de Y-27632 (B).
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As setas para baixo representam as concentracdes cumulativas do MTHP de
108, 3x 10%, 107, 3x 107, 10, 3 x 106, 10° 3x10° 104 e 3x 10* M (A); e
108,3x10% 107,3x107,10°%,3 x10°%,10°,3x 10°,10% 3x10%e 103 M (B),
respectivamente.
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Gréfico 15 - Efeito vasorelaxante (A) e valores de CEso (B) do MTHP sobre as
contragBes tonicas induzidas por 3x 107 M de FEN na auséncia (M) e na

presenca (M) de 10° M de Y-27632, 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 > 0,513 (FEN (E+) vs. Y-27632), n = 3.
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4.1.8 Avaliacdo do efeito do MTHP sobre a viabilidade e apoptose celular

em miocitos isolados de aorta de rato

O MTHP, nas concentracdes de 3 x 10 (CEso) e 10> M (3 vezes o valor
da CEso0), ndo modificou de maneira significante a porcentagem de miocitos
vidveis (Anexina-V/PI) (Tabela 10, Figura 17, Gréafico 16A), inviaveis (células
PI*) (Tabela 10, Figura 16, Gréafico 16B), em apoptose precoce (Anexina-V*)
(Tabela 10, Figura 16, Grafico 16C) e em apoptose tardia ou necrose(Anexina-
V*/PI*) (Tabela 10, Figura 16, Gréafico 16D) quando comparado ao controle.

Esses resultados sugerem que o MTHP, nas concentragdes testadas, néo

interferiu com a viabilidade e ndo induziu apoptose na populacdo de miécitos estudada.

Tabela 10 — Porcentagem da viabilidade, apoptose e necrose em miocitos isolados de
aorta de rato

Condicao o o Apoptose  Apoptose
) Viaveis Inviaveis )
Experimental Precoce Tardia
Controle 49,5 £ 6,6% 7,4 +0,6% 3,8+0,5% 44,4+1,4%
MTHP (3 x 105 M) 61,1+9,6% 3,1+22% 42+02% 315+7,2%
MTHP (10 M) 67,7+7,4% 34+£1,8% 47+0,6% 24,1+49%

Valores expressos como media + e.p.m. de experimentos realizados em duplicata. Test
t, ndo pareado, p > 0,05 (controle vs. MTHP).
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Figura 16 — Dot plots representativos de midcitos isolados de aorta de rato.
Populacdo (‘gate”) (A); controle negativo (auséncia de marcacao) (B);
Anexina-V/Pl na auséncia de MTHP (controle) (C); Anexina-V/PI na presenca de
3x10° M (D) e 10° M (E) de MTHP.
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Grafico 16 — Porcentagem de midcitos viaveis (sem marcacao) (A), inviaveis
(marcados com PI) (B), em apoptose precoce (marcados com anexina V) (C) e

em apoptose tardia ou necrose (marcacao dupla) (D), na auséncia (controle) e
na presenca de MTHP.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m.,
respectivamente. Testt, ndo pareado p > 0,05 (controle vs. MTHP).
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4.1.9 Eletrofisiologia

4.1.9.1 Avaliagao do efeito do MTHP sobre as correntes de calcio do tipo L,

em miocitos de aorta de rato recém dispersos, na configuragao “whole cell”

As correntes de entrada de Ba?* através dos canais para Ca?*, nas células
recém dispersas de artéria aorta, apresentaram caracteristica tipica de correntes
sensiveis a voltagem do tipo-L. As correntes de Ba?* foram registradas, utilizando
o protocolo no qual a célula era despolarizada para +10 mV, partindo de um
potencial “holding” de -80 mV, com a frequéncia de estimulacdo 0,1Hz. E
importante mencionar que em nossos experimentos sO foram utilizadas as
correntes Ba?* nas células que mantiveram-se estaveis.

O MTHP reduziu as correntes de bario (Isa) (Figura 18) de -8,84 + 0,35
pA/pF (controle) para -8,23 + 0,56 pA/pF, -5,67 £ 1,02 pA/pF, -3,87 + 0,62 pA/pF
e -1,71 +0,6178 pA/pF na presencga de 30 puM, 100 pM, 300 pM e 1000 uM da
perfusdo com MTHP (n = 7), respectivamente (Grafico 17A). Apresentando uma
Clso de 164 + 1,28 uM (Grafico 17B).
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Figura 17 — Tracado representativo na auséncia (controle, em preto) (A) e na
presenca de 1000 uM do MTHP (em laranja) (B) sobre as correntes de entrada
de Ba?* em células musculares lisas de aorta de rato (n = 7).
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Gréfico 17 - Curva concentragdo resposta ao MTHP sobre as correntes de Ba?*
em células musculares lisas de aorta de rato. Grafico de barras mostrando os
valores do pico de corrente na auséncia (controle) e na presenca do MTHP (30,
100, 300 e 1000 uM) (A). Curva concentracao-resposta para o MTHP, mostrando
a inibicdo dependente de concentracdo das correntes de Ba®* (B).
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As colunas e as barras verticais (A) os simbolos e as barras verticais (B)
representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, ndo pareado,
*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001 (controle vs. MTHP), n =7.



WA

Discussao {1




Discussdo | 105

5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito vasorelaxante do alcaloide
isoquinolinico 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina
(MTHP) em animais normotensos, caracterizando a farmacodinamica destes
efeitos. Visando os resultados parciais incluidos na tese, estas consideracoes
deter-se-ao sobre os aspectos relacionados ao conjunto de dados no que diz
respeito a: (a) modelos experimentais em musculatura lisa de aorta in vitro e (b)
abordagens celulares em midécitos recém dispersos de aorta de rato.

O resultado mais relevante deste estudo foi a caracteriza¢do, pelo menos
em parte, do mecanismo de acédo vasorelaxante do MTHP em aorta de ratos
normotensos, que envolve a participacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio vascular, por uma modulacdo positiva da sintase do Oxido nitrico
(NOS), da ciclase de guanilil soluvel (CGs) e das cicloxigenases (COXs); o
blogueio do influxo de célcio, via Cav-L, além da modulagéo positiva de canais
para potassio, em especial 0s SKca, BKcae Kir, 0 que levaria a reducdo da [Ca?*]i
e consequentemente ao relaxamento desse 6rgao.

Uma desregulacéo no tbnus vascular pode ter repercussdes graves no
organismo, como o surgimento da hipertensao arterial sisttmica (HAS). A HAS
tem alta prevaléncia, representando um fator de risco para doencas
cardiovasculares, além de ser considerado um dos mais importantes problemas
de saude publica, responséveis por alta frequéncia de internagées, ocasionando
custos meédicos e socioecondmicos elevados (FUCHS, 2004). Assim,
substancias que venham a regular o tonus basal ou que relaxem a musculatura
lisa vascular seriam drogas com potencial utilizac&o terapéutica.

Como descrito anteriormente, diversas atividades farmacoldgicas ja foram
listadas para alcaloides isoquinilinicos, dentre as quais, varios apresentam
atividade hipotensora, como a discretamina (SILVA et al., 2009), a beberina
(CHUN; YIP; LAU, 1979), o CPU-23 (DONG et al, 1992), a
DL-tetrahidropalmatina (CHUEH et al.,1995), dentre outros. Além disso, Cordeiro
(2012) e colaboradores, evidenciaram que o alcaloide isoquinolinico, 1-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP), objeto

dessa tese, apresentou efeito hipotensor em ratos normotensos, né&o
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anestesiados, mediado por relaxamento de leito vascular mesentérico superior
via NO/GMPc e produtos das cicloxigenases, in vivo e in vitro. Dessa forma, o
delineamento desse estudo foi direcionado a investigar uma possivel acéo
vasorelaxante do MTHP sobre o mdusculo liso vascular de aorta de ratos
normotensos.

Com base nessas premissas, foi-se investigar se o MTHP estaria
alterando o tbnus basal vascular e se apresentaria alguma atividade
vasorelaxante em aorta isolada de rato pré-contraida com fenilefrina, na
auséncia e na presenca de endotélio funcional. O MTHP néo alterou o ténus
basal da aorta de rato, entretanto induziu relaxamento concentragcao-dependente
tanto na presenca como na auséncia de endotélio funcional (Figura 7, Grafico 1,
Tabela 8), sendo 21 vezes mais potente quando o endotélio estava preservado,
sugerindo uma participacdo importante dos fatores relaxantes derivados do
endotélio (FRDE), além de um outro mecanismo independente dessa camada
de células. Esses dados corroboram o que foi observado por Cordeiro (2012) em
leito mesentérico. Uma vez que a poténcia relaxante do MTHP foi mais
pronunciada quando os anéis apresentavam endotélio, todos os experimentos
em nivel funcional foram realizados nessa condicéao.

O endotélio apresenta uma funcdo importante na regulacdo do ténus
muscular liso vascular através da liberacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio (FRDE) (TOROK, 2008), incluindo o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (FHDE), os acidos epoxieicosatrienoicos, as prostaciclinas (PGl2) e o
6xido nitrico (NO) (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010). Assim, estudos
gue introduzem novas substancias capazes de relaxar artérias através do
estimulo da liberacdo do NO endotelial tém sido relatados (SCHINI-KERT et. al.,
2010).

O NO, no sistema cardiovascular, € principalmente produzido no endotélio
pela sintase do NO endotelial (eNOS), também conhecida como NOS 3
(FORSTERMANN et al.,, 1995; GATH et al., 1996). Para avaliarmos a
participacdo dessa enzima no mecanismo de acdo do MTHP, utilizamos um
inibidor seletivo dessa enzima, o L-NAME, analogo da L-Arginina n&o hidrolisavel
pela eNOS (REES et al., 1990). Observamos que na presenca de L-NAME a
poténcia relaxante do MTHP foi reduzida em torno de 17 vezes (Figura 9, Gréfico

2, Tabela 8), sugerindo assim, que a eNOS participa do seu mecanismo de acao.
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A sinalizacdo NO-GMPc exerce um importante papel na regulacdo do
tonus vascular (GARDINER et al., 1990). Em camundongos “knockout” para a
CGs ocorre um aumento significativo da PA, auséncia de relaxamento induzido
por NO em aorta e agregacao plaquetaria, fazendo com que eles morram de
forma prematura (FRIEBE et al.,, 2007). Estados hipertensivos levam a uma
diminuicdo na producdo de fatores vasodilatadores e/ou uma sensibilidade
adicional a agentes vasoconstritores, devido a uma diminuicdo na oferta de NO
e da atividade basal da CGs. (TADDEI et al., 1998; CHEN et al., 2001a).

A CGs é o principal e mais importante alvo de ligacdo do NO. A sua
interacdo com a CGs se da através de sua ligacdo com Fe?* do grupo heme
prostético presente na enzima, rompendo a ligacdo Fe?*-Histidina, o que
funciona como gatilho inicial da mudanca conformacional da enzima e sua
subsequente ativacdo (FRIEBE; KOESLING, 2003).

Para avaliarmos se a CGs, e consequentemente a via NO-GMPc, teria
participacdo no mecanismo vasorelaxante do MTHP, utilizamos o ODQ que € um
inibidor competitivo dessa enzima por oxidacdo do ferro no grupo heme. Os
resultados mostraram que na presenca de ODQ a poténcia relaxante do MTHP
foi reduzida em torno de 24 vezes (Figura 8, Grafico 3, Tabela 8). Portanto, ha
de se considerar uma modulagéo positiva da CGs no efeito vasorelaxante do
MTHP.

Além do NO, outras substancias derivadas do endotélio, como a
protaciclina (PGlz), podem estar envolvidas no relaxamento de substancias
endotélio dependentes. Nos vasos, as PGlz sdo formadas em células endoteliais
a partir da enzima ciclooxigenase (COX) e se difundem para as células
musculares (VANHOUTTE, 2009). O mecanismo de acdo da PGIz envolve a
ativacdo de receptores acoplados a proteina Gs, ativacao da ciclase de adenilil
e aumento [AMPc];, levando a ativagdo da PKA e consequente vasodilatagéo
(VANHOUTTE, 2011). Para verificar a influéncia dos prostandides no
relaxamento induzido pelo MTHP, foi utilizado a indometacina e constatamos
gue o relaxamento induzido pelo alcaloide foi atenuado em 36 vezes (Figura 9,
Grafico 4, Tabela 8), sugerindo que produtos formados a partir da via da COX
participam deste efeito.

A liberag&o do NO e outros fatores relaxantes é consequente da acédo de

mediadores endoteliais estimulados por diversas substancias endogenas que
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agem em receptores localizados na membrana das células endoteliais, como a
acetilcolina (FURCHGOTT, 1983). Adicional a este conceito, nossos resultados
demonstraram que a atropina (um antagonista ndo seletivo dos receptores
muscarinicos) ndo alterou a poténcia relaxante do MTHP em aorta de ratos
normotensos (Figura 9, Gréafico 5, Tabela 8), descartando a participacdo desses
receptores no mecanismo de acao do alcaloide.

O MTHP ao modular positivamente a NOS, CGs e a COX, promove o
aumento de nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc, com consequente ativacéo de
proteinas cinases como PKA e PKG, respectivamente. Ambas as proteinas
fazem parte de uma familia de serina/treonina cinases, pois fosforilam seus alvos
proteicos nestes residuos de aminoacidos (HOFMANN et al., 2006). Dois dos
substratos proteicos que a PKA e a PKG podem fosforilar, e que estao presentes
no musculo liso vascular sdo os canais de calcio e potassio.

A fosforilagdo dos canais de potassio favorece a sua ativagdo, enquanto
gue para os Cav, leva ao seu bloqueio. A ativacdo de canais de potassio leva a
hiperpolarizacdo da membrana plasméatica e consequente bloqueio indireto dos
Cav, que também podem ser blogueados pela fosforilagéo direta de seus residuos
de serina/treonina.

Um protocolo experimental simples de ser executado e que se baseia nas
propriedades eletroquimicas da membrana celular € através de elevacdes
moderadas (30 mM) da concentracao de K* extracelular, que reduz a saida
desse ion levando a uma pequena despolarizacdo da célula muscular, suficiente
para promover abertura de Cav; e atraves do aumento elevado (80 mM) da
concentracdo extracelular de K*, que reduz de maneira mais intensa o efluxo
desse ion promovendo uma grande despolarizacdo, suficiente para abrir uma
grande quantidade de Cav (GURNEY, 1994). Dessa forma, abridores de canal
de K* sdo mais eficientes em promover seu efeito relaxante em condi¢des de
aumento moderado (30 mM) da concentracdo externa de K* enquanto que, em
niveis maiores de K* externo sao desprovidos desse efeito. Uma vez que em
altas concentracdes de K* (80 mM), o potencial de membrana da célula muscular
lisa estd muito proximo do potencial de reversao do K*, onde o fluxo resultante
de potassio e a hiperpolarizacdo sdo evitados, substancias ditas bloqueadoras

de canais de Ca?* sdo mais eficientes em relaxar o 6rgédo nestas condi¢des. Esta
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propriedade diferencia substancias ditas abridoras de canal de K* de
blogueadores de canal de Ca?* (GURNEY, 1994; NELSON; QUAYLE, 1995).

Com o intuito de verificar se o efeito relaxante do MTHP sobre a aorta
isolada de rato, poderia envolver o bloqueio direto dos Cav ou indireto atraves
da ativacdo dos canais de potassio, avaliou-se o efeito do alcaloide sobre a
contragdo tonica induzida por 30 ou 80 mM de KCI. Analisando os resultados,
podemos observar que o MTHP foi 3 vezes mais potente em relaxar o 6rgéo
pré-contraido com elevacdes moderadas de K* extracelular (Figura 10, Gréafico
6), sugerindo que o alcaloide promove uma modulacdo positiva em canais de
potéssio, levando a um bloqueio indireto dos Cav, via hiperpolarizacdo de
membrana. No entanto, a eficacia do MTHP também foi maxima quando o 6rgéo
era pré-contraido com elevadas concentracdes de potassio extracelular (Figura
10, Gréfico 6). Em conjunto, esses resultados indicam que o MTHP promove um
bloqueio do influxo de célcio tanto de forma direta, bloqueando os Cav, como de
forma indireta via hiperpolarizacdo de membrana por modulacdo positiva de
canais para potassio.

Uma caracteristica da via de sinalizacdo do Ca?* é que esse ion participa
do controle de um grande numero de processos celulares, tais como: sinapse
neuronal, secrecao de fluidos, agregacdo plaquetaria, diferenciacdo e
proliferacdo celular, metabolismo, exocitose, fertilizacdo e contragdo muscular.
O Ca?*, um regulador celular universal, € um sinal primario responsavel pela
ativacdo da maquinaria contratil do musculo liso (BERRIDGE, 2009b).

A familia dos Cav € formada por 10 membros, classificados de acordo com
sua sequéncia homodloga primaria de aminoacidos e suas funcdes fisiologicas
(CATTERALL, 2011). Esses 10 membros séo divididos em subfamilias: Cavl ou
Cav-L (Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4), onde o “L” vem do inglés “large”
indicando que esses canais necessitam de uma grande variagcao no potencial de
membrana para serem ativados, sdo sensiveis a di-hidropiridina e sédo os
principais Cav envolvidos no processo de excitacdo-contracdo; a subfamilia
Cav2, os Cav-P/Q (Cav2.1); os Cav-N (Cav2.2); os Cav-R (Cav2.3), que também
necessitam de uma grande despolarizacdo para serem ativados, sdo insensiveis
a di-hidropiridinas e expressos, principalmente, em neurdnios e a subfamilia dos
Cav3 ou Cav-T (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3), onde o “T” vem do inglés “transiente”,

estes sdo ativados por uma fraca despolarizagcdo e sdo transitorios, sao
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insensiveis a di-hidropiridinas e estdo expressos em uma variedade de tipos
celulares (CATTERALL, 2011).

Uma importante localizacdo da subfamilia dos Cavl, que séo alvos de
blogueadores de canais de Ca? usados na terapéutica, sdo as células
musculares cardiacas e lisas (WATERMAN, 2000). Esses canais possuem como
sitio de ligagdo para seus bloqueadores a subunidade a1. Entdo para
corroborarmos a hipotese de que o MTHP poderia estar bloqueando influxo de
calcio através dos do Cav, pré-contraimos os anéis adrticos utilizando o S-(-)-Bay
K8644 que é um tipico agonista dos Cavl, que ativam o canal por se ligar na sua
subunidade a1. Como podemos observar na figura 11 e gréfico 7, o MTHP
relaxou de maneira significante e dependente de concentracdo a aorta
pré-contraida com S-(-)-Bay K8644, sugerindo a participagdo dos Cavl no
mecanismo relaxante do alcaloide. A poténcia relaxante do MTHP néo
apresentou diferenca significante quando comparamos as contrac¢des induzidas
por S-(-)-Bay K8644 e as induzidas por 80 mM de KCI (Gréfico 7), sendo esta
mais uma evidéncia da participagdo do bloqueio do influxo de célcio mediado
pelos Cavl, e que esse blogqueio se da pelo menos em parte, por acdo do MTHP
de forma direta no canal.

Assim, para caracterizar o bloqueio exercido pelo MTHP sobre os Cavl,
avaliamos qual seria o tipo de antagonismo exercido frente as curvas
concentragbes-respostas cumulativas induzida por S-(-)-Bay K8644.
Observamos um desvio da curva controle para a direita, de maneira ndo paralela
e com reducéo do efeito maximo, caracteristica de um antagonismo do tipo nao
competitivo (Grafico 8). O antagonismo do tipo ndo competitivo pode ocorrer
guando h& ligacdo do antagonista ao mesmo sitio de ligacdo do agonista
(antagonismo pseudo-irreversivel) ou em um sitio distinto (antagonismo
alostérico) (BLUMENTHAL, GARRISON, 2011). O perfil do Grafico 8 representa
um antagonismo pseudo-irreversivel, uma vez que ndo houve saturacdo do
efeito, ou seja, a inibicdo da resposta contratil do S-(-)-Bay K8644 na presenca
do MTHP n&o atingiu um valor limitante, caracteristica observada no
antagonismo alostérico.

E bem descrito na literatura que os canais de K* desempenham um papel
importante na regulagcédo do potencial de membrana e na excitabilidade celular,

sendo a contracdo do musculo liso dependente do balanco entre o aumento da
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condutancia ao ion K* levando a uma repolarizacdo/hiperpolarizacdo, e a
diminuicdo de sua condutancia levando a uma despolarizacdo (KNOT;
BRAYDEN; NELSON, 1996). A atividade desses canais pode ser regulada por
voltagem, Ca?" ou neurotransmissores (ALEXANDER; MATHIE; PETERS,
2011), sendo o fluxo dos ions K* por canais presentes na membrana plasmética
que regula o influxo de Ca?* através dos Cav (THORNELOE; NELSON, 2005).

Para a evidéncia de que o MTHP estaria modulando positivamente canais
de K* para exercer seu efeito vasorelaxante em aorta de rato, utilizou-se como
ferramenta farmacolégica o TEA*, que na concentracdo de 10 mM € um
bloqueador nédo seletivo desses canais (NIU et al., 2008). Observou-se que a
curva de relaxamento obtida para o MTHP foi deslocada para a direita na
presenca do blogueador, com reducdo da poténcia relaxante em
aproximadamente 14 vezes (Figura 12, Grafico 9, Tabela 9). Sugerindo assim a
participacédo desses canais no efeito relaxante do alcaloide e corroborando com
os resultados observados anteriormente onde o MTHP foi 3 vezes mais potente
em relaxar a aorta pré-contraida com elevacdes moderadas de potassio
extracelular.

O musculo liso vascular expressa varios tipos de canais de potassio,
incluindo os Kare, Kir, Kv e 0s Kca (KO et al., 2008; EDWARDS; FELETOU;
WESTON, 2010). Uma vez que foi confirmada a participacdo desses canais no
mecanismo de acdo do MTHP, surgiu a necessidade de identificarmos qual(ais)
subtipo(s) de canal(ais) de potassio estaria(m) envolvido(s), para isso utilizou-se
bloqueadores seletivos desses canais.

Os Kv possuem uma grande importancia na manutencéo do potencial de
repouso de diversos 6rgaos (GORDIENKO; ZHOLOS; BOLTON, 1999) e
constituem a maior e mais diversificada familia de canais de potassio em
humanos, com 12 subfamilias conhecidas (Kv1l-Kv12). Os genes que O0sS
codificam ja foram identificados tanto no genoma humano como de outros
animais (CHANDY et al., 2012). Estes canais em células musculares lisas
constituem um mecanismo essencial na regulacdo da despolarizacdo e
consequente vasoconstricdo como também parecem estar envolvidos na
repolarizacdo. A ativacdo de canais Kv aumenta efluxo de K*, resultando em
hiperpolarizacdo de membrana. Estes canais sao ativados por despolarizacao

da membrana e tém participacédo na regulacéao de retroalimentacédo negativa ao
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longo do potencial de membrana associado a outros canais para K* (JACKSON,
2000; JACKSON, 2005; STOOT; JEEPS; GREENWOOD, 2014). Para
avaliarmos a participacdo desse canal no mecanismo relaxante do MTHP, foi
utilizado a 4-AP, um bloqueador seletivo desses canais (RATTMANN et al.,
2009). A poténcia relaxante do MTHP nao foi alterada na presenca desse
blogueador (Figura 13, Gréfico 10, Tabela 9), sugerindo assim que esses canais
nao participam do mecanismo de acao da droga teste.

Os Katp, que sao seletivos para K* e ativados por uma diminuigdo na
concentracao intercelular de ATP, foram inicialmente identificados em miocitos
ventriculares (NOMA, 1983). Posteriormente, os Katp com caracteristicas
semelhantes foram demonstrados em muitos outros tecidos, incluindo o musculo
liso vascular (TERAMOTO, 2006). Esse canal tanto pode ser inibido por ATP
intracelular como por sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida e a
tolbutamida, e por baixa concentracdo de Ba?* extracelular (STANDEN et al.,
1989; SANBORN, 2000). Para verificar a hipotese de que o MTHP poderia estar
ativando os canais Karp para exercer seu efeito relaxante em aorta de rato,
avaliou-se a atividade espasmolitica desse alcaloide na auséncia e na presenca
de glibenclamida, um bloqueador seletivo desses canais (ERSOY et al., 2008).
Como a curva de relaxamento nao foi atenuada na presenca desse bloqueador
essa hipotese foi descartada (Figura 13, Grafico 11, Tabela 9).

Existem 3 subtipos de canais de potassio sensiveis ao célcio (Kca), sdo
eles os canais Kcal.1l ou BKca, 0s Kca2.1; 2.2 € 2.3 ou SKca e 0s Kca3.1 ou IKca.
Todos esses subtipos sdo expressos no musculo liso vascular, sendo os dois
primeiros em maior quantidade. Os BKca s&o canais que respondem a variagoes
na [Ca?']i de maneira dependente de voltagem. Eles tem um papel importante
na homeostase contratii do muasculo liso vascular e ndo contribuem para o
desenvolvimento da hipertensdo, pelo contrario, eles funcionam como um
mecanismo compensatorio para limitar a vasoconstricdo excessiva (STOOT;
JEPPS; GREENWOOD, 2014).

Os SKca estdo constitutivamente associados a CaM, que medeia a
abertura do canal através da ligacdo com o Ca?* (BERKEFELD; FAKLER;
SCHULTE, 2010). Os canais de K* ativados por Ca?* de pequena condutancia

(SKca) geram uma corrente hiperpolarizante em células excitaveis apds a
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geracao do potencial de acao, e assim levam ao relaxamento do musculo liso
(STOOT; JEPPS; GREENWOOQOD, 2014).

A participacdo desses canais no efeito vasorelaxante do MTHP foi
avaliada utilizando bloqueadores seletivos, 1 mM TEA™, que nessa concentracao
blogueia seletivamente os BKca € a apamina para o bloqueio dos SKca (ISHIDA
et al., 1999). A poténcia relaxante do MTHP foi reduzida em torno de 12 vezes
na presenca de 1 mM de TEA* e cerca de 13 vezes na presenca de apamina,
sugerindo que 0s BKca e 0s SKca participam do mecanismo de acao do alcaloide
(Figura 14, Grafico 12 e 13, Tabela 9).

Os canais Kir estdo presentes numa grande variedade de células
excitaveis e ndo excitaveis, incluindo células de musculo liso vascular. Este tipo
de canal de potassio caracteriza-se por apresentar sempre um influxo de ions K*
superior a saida para qualquer valor de voltagem. A atividade destes canais
depende da hiperpolarizacdo, da despolarizacdo e também da concentragdo
extracelular de K*. Estudos tem demonstrado que a funcédo desses canais esta
alterada na hipertenséo, provavelmente por uma diminuicdo na expressao e na
funcdo nas musculatura lisa vascular (NELSON; QUAYLE, 1995; JACKSON,
2000).

Embora a corrente K* para fora da célula pelos Kir seja pequena, em
condicBes fisiolégicas o potencial de membrana da célula € positivo em relacéo
ao potencial de reversao do K*, o que gera um gradiente eletroquimico, levando
0 potassio a sair da célula por difusdo passiva (NELSON; QUAYLE, 1995;
JACKSON, 2000). A participagdo desses canais no efeito vasorelaxante do
MTHP foi avaliada utilizando-se um bloqueador seletivo, o BaCl. (ANDERSSON
et al., 2000; TEP-AREENAN; KENDALL; RANDALL, 2003). A poténcia relaxante
do MTHP foi reduzida em torno de 74 vezes na presenca de BaClz, sugerindo
gue os Kir tem um importante papel no mecanismo de acao do alcaloide (Figura
15, Grafico 14, Tabela 9).

A RhoA e a ROCK tém sido intensamente estudadas nos ultimos anos e
participam de uma variedade de funcgdes fisioldégicas importantes, incluindo
contracdo do musculo liso, proliferacdo, adesédo e migracao celular e aspectos
da resposta inflamatoria (RIENTO; RIDLEY, 2003). Nesse sentido,
anormalidades nessa via estdo associadas com varias doencas

cardiovasculares, inclusive hipertensdo (WIRTH 2010). Alteracdes na atividade
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e sinalizacdo da via RhoA/ROCK tem sido propostas como fatores contribuintes
para o aumento da resisténcia vascular periférica nos quadros de hipertensao
(UEHATA et al. 1997; WEBER; WEBB, 2001; ASANO; NOMURA, 2003). Além
disso, estudos tem demonstrado que o relaxamento induzido pelo NO endégeno
ocorre principalmente através da inibicdo da via RhoA/ROCK em aorta de rato.

Nesse contexto, testamos a responsividade a fenilefrina em artéria aorta
na presenca de Y-27632, um inibidor seletivo da ROCK (MARTINSEN et al.,
2012; LEE et al.,, 2013). Caso a via RhoA/ROCK estivesse envolvida no
mecanismo de acdo do MTHP era esperado que sua poténcia relaxante fosse
aumentada na presenca do Y-27632. No entanto, o que nés observamos foi que
a poténcia relaxante do alcaloide nao foi alterada mediante o bloqueio da ROCK
(Figura 15, Gréfico 15), sugerindo assim que a via de sensibilizagdo ao calcio
RhoA/ROCK néao esta envolvida no mecanismo de acao do MTHP.

Até o momento, evidenciamos que o mecanismo de acdo do MTHP em
aorta de rato da-se através do bloqueio dos Cav, em especial dos Cavl, além da
ativacao/modulacao positiva dos canais de K*, em especial dos subtipos BKca,
SKca € Kir, 0 que acarretaria em uma hiperpolarizacdo de membrana com
conseguente fechamento indiretos dos Cav.

Para nos assegurarmos que 0 vasorelaxamento observado até entdo,
promovido pelo MTHP, esta se dando pelo mecanismo de acéo proposto e ndo
por um dano celular no midcito, avaliamos a viabilidade e o grau de apoptose
dessas células, na presenca e na auséncia do alcaloide. Neste contexto, a
proteina anexina-V associada a corantes de viabilidade (Pl) vem sendo
amplamente estudada e utilizada para detectar apoptose em diversos modelos
biolégicos (GYLYS et al., 2004).

A anexina-V tem sido bastante utilizada como um marcador de apoptose,
por ser uma proteina capaz de se ligar fortemente a fosfolipidios de carga
negativa, especificamente a fosfatidilserina. Esse fosfolipidio reside
constitutivamente da face interna da membrana e, logo no inicio do processo de
apoptose, sdo rapidamente translocados para a face externa, em resposta a
agentes indutores de apoptose (TAIT et al., 2004; BRUMATTI et al., 2008).

Entretanto, a translocacdo da fosfatidilserina também é observada em
situacOes de necrose, assim a Anexina-V deve ser utilizada em conjunto com

corantes vitais como o iodeto de propidio (PI), que sdo capazes de penetrar nas
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células quando a integridade da membrana plasmatica esta alterada, o que
ocorre apenas nos estagios de apoptose tardia ou de necrose celular. Células
vivas apresentam membranas intactas e, portanto, impermeaveis ao PI
(VERMES et al., 1995; BAATOUT et al., 2004).

Como a externalizacéo da fosfatidilserina ocorre no inicio do processo de
apoptose, antes da membrana ter sua permeabilidade comprometida, a
anexina-V pode ser usada para identificar células em estagio precoce de
apoptose. Células em estagio avancado de apoptose ou em necrose apresentam
membrana desestruturada e, consequentemente, permeavel ao PI; logo a
associacdo desses dois marcadores permite identificar as células viaveis (sem
marcacao), celulas apoptoéticas (podendo distinguir entre precoce ou tardia) e
células em necrose (BAATOUT et al., 2004). O MTHP, nas concentracfes
testadas, nao interferiu com o perfil de células viaveis, inviaveis, em apoptose
precoce e tardia/necrose quando comparado ao controle (Figura 16, Grafico 16,
Tabela 10); confirmando que o efeito vasorelaxante observado se deve ao
mecanismo de a¢do da droga e ndo por um possivel dano celular.

Independente do mecanismo de acgéo, para que ocorra o relaxamento da
musculatura lisa faz-se necessario a reducdo da [Ca?'], uma vez que o0
desencadeamento da contracdo e parte da manutencdo desta contracdo
depende do aumento da [Ca?]i (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Para
comprovarmos os achados em nivel funcional de que o MTHP estaria inibindo o
influxo de célcio através dos Cav, seja ou indiretamente, verificamos se 0o MTHP
estaria exercendo um efeito direto sobre as correntes de célcio (Ica) através dos
Cav-L.

Foram realizados registros de corrente na configuragdo “whole-cell
voltage clamp”, onde foi verificado que o alcaloide inibiu as correntes de bario
(Isa) (Figura 17) através dos Cav de maneira significante e dependente de
concentracdo (Grafico 17), apresentando uma Clso de 164 + 1,28 uM. Estes
resultado comprovam a hipotese levantada nos estudos em nivel funcional de
gue o MTHP promove um bloqueio direto sobre os Cav.

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados fornecem, pelo
menos em parte, a caracterizacdo do mecanismo de acao relaxante do MTHP

em aorta de ratos normotensos. Este evento parece envolver fatores relaxantes
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derivados do endotélio, onde o MTHP induz uma modulagéo positiva da NOS e
das cicloxigenases, bem como a ativacao da ciclase de guanilil solivel (CGs).

Além disso, o alcaloide isoquinolinico diminui o influxo de calcio por um
bloqueio direto dos Cav-L, bem como por uma modulacdo positiva dos canais
BKca, SKca e Kir. Todos esses eventos levam a uma reducédo da [Ca?']i e
consequente relaxamento do musculo liso vascular. Nao podemos descartar
outras vias de sinalizacéo intracelular, ainda néo investigadas, e que podem ter
um grande papel no efeito relaxante do MTHP sobre o masculo liso vascular de
aorta de ratos normotensos, ainda sendo necessarias futuras investigacdes para
a obtencdo de uma visao total do mecanismo de acdo pelo qual o alcaloide
exerce seus efeitos.

Os efeitos produzidos pelo MTHP tém um papel crucial no controle da
homeostase vascular, in vitro; revelando a importancia do estudo de substancias
gue contenham a propriedade de modular a producdo enddgena de NO e de
outros fatores relaxantes endoteliais, bem como de canais ibnicos,
especialmente os de calcio e potassio, tendo as produtos inspirados naturais

como uma importante fonte de inspiracéo para a sintese de novas moléculas.
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6 CONCLUSOES

Conforme demonstrado, os resultados do presente estudo nos permitem
concluir que o mecanismo de agdo vasorelaxante do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-

7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MTHP) em aorta de rato:

e envolve a participacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio,
provavelmente através do envolvimento do oOxido nitrico sintase, das
cicloxigenases e da ciclase de gualil soluvel;

e nao envolve a participacdo dos receptores muscarinicos;

e envolve o blogueio dos canais de calcio dependentes de voltagem, em
especial os do tipo L;

e envolve a modulagéo positiva dos canais de K*, em especial 0s BKca,
SKca e Kir;

e nao interfere com o perfil apoptético e de viabilidade celular em midcitos;

¢ inibi corrente de maneira concentracao-dependente através dos Cav.
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ANEXO A - Espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, CDCI3) do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
(MTHP).
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Fonte: Cordeiro, (2012).



ANEXO B - Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCIls) do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina (MTHP).
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ANEXO C - Espectro de RMN de 'H x ¥*C- HMQC (500 MHz, CDCIs) do 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina (MTHP).
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ANEXO D - Certiddo de Aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais do CBiotec
CEUA N° 0605/13.

g
RAL DA PARAIBA \
UNIVERSIDADE FEDE o C B iotec
CENTRO DE BIOTECNOL Centro de Biotecnologia /
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS UFPB . )
v

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 28 de maio de 2013.
CEUA N°0605/13

llImo(a). Prof. Dr. Demetrius Antonio Machado de Aratjo

Departamento Biotecnologia - CBiotec - UFPB

Orientando(a) : Rafael de Almeida Travassos, (Doutorado)

A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal da Paraiba em sua reunido ordinaria de 27/05/13
analisou e APROVOU a execugdo do projeto BIOPROSPECGCAO DE
PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS COM ATIVIDADE MODULADORA
SOBRE CANAIS IONICOS EM MUSCULATURA LISA DE AORTA DE RATO.

Com previsdo de empregar 130 Ratos WISTAR; 8 Camundongos SWISS

Machos; 8 Camundongos SWISS Féemeas; - ANIMAIS

PROVEM DO BIOTERIO Prof. Thomas George.
Para serem utilizados no periodo de 01/06/2013 a 31/07/2013

A, )
Atenciosamente, ) / 7 /
AT ( L AN
Prof. Dr. Luis Cezar Rodngues

Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB
res

Fonte: Autor, (2015).
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