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RESUMO

Curina e reticulina s&o alcaldides isolados das cascas do caule e raizes de
Chondrondendron platyphyllum e de Ocotea duckei Vattimo, respectivamente.
Estudos anteriores demonstraram que esses alcaldides s&o capazes de induzir
efeito vasodilatador em artéria mesentérica e aorta de rato, respectivamente, devido
possivel inibigdo dos canais para Ca®* dependentes de voltagem (VGCC). O objetivo
deste trabalho foi investigar o mecanismo vasodilatador de curina e reticulina
realizando experimentagdes funcionais e moleculares. Foram utilizadas medidas de
tensdo em anéis de aorta de rato, e empregadas técnicas de “patch-clamp” e de
microscopia confocal para estudos da acdo desses alcal6ides. Também foram
utilizadas células A7r5, uma linhagem de células musculares lisas embrionaria
derivada de aorta toracica de rato, que foram usadas para medir as correntes de
Ca®* macroscopicas e a concentragdo de calcio intracelular ([Ca®']), que foram
avaliadas wusando a técnicas de “patch-clamp” e microscopia confocal,
respectivamente. Os principais resultados sdo: em anéis de aorta, curina (3 - 300
UM) antagonizou as contragdes induzidas por KCI (60 mM) e Bay K8644 (3 x 107 M).
Na configuragao “whole-cell patch clamp”, curina reduziu a amplitude da corrente de
calcio do tipo L (lca) de maneira dependente de concentragdo. Porém, curina nao
alterou as caracteristicas das correntes na relagao corrente-voltagem. A voltagem de
ativagcdo méaxima para lca ndo foi diferente em relacdo ao controle. Aléem disso,
curina também nao afetou a ativagdo no estado estacionario das lca 1, mas deslocou
a curva da inativagao estaciondria para potenciais mais negativos. No entanto, esse
efeito promovido por curina ndo foi alterado na presenca de IBMX, dbcAMP e 8-
brcGMP, sugerindo que os mononucleotideos ciclicos, como APMc e GMPc, néo
estdo envolvidos no efeito da curina. Em experimentos com microscopia confocal
curina inibiu os transientes de calcio intracelulares, e reduziu o aumento de [Ca®']
induzidos por KCI (60 mM) em células de musculo liso vascular. Em relacdo a
reticulina (3 — 300 puM), foi verificado que esse alcalbide antagonizou as contragdes
induzidas por CaCl, e KCI, provocando vasorelaxamento em anéis de aorta. Na
configuracado “whole-cell patch clamp”, reticulina também reduziu a amplitude das
ICa,L de maneira dependente de concentragdo, mas nao mudou as caracteristicas
da corrente na relagao corrente-voltagem. A reticulina deslocou para potenciais mais
negativos a curva de inativacao estacionaria para as ICa,L. Porém, esse efeito ndo
foi alterado ap6s a aplicacao de dbcAMP e 8-brcGMP. Em células pré-tradadas com
forskolina, um ativador da adenilil ciclase, a adicao da reticulina causou uma inibicao
adicional das correntes de Ca®* que sugere um efeito aditivo da reticulina, indicando
que os mononucleotideos ciclicos ndo estdo envolvidos. Dessa forma, curina e
reticulina provocaram vasorelaxamento, devido ao bloqueio das correntes de Ca**
dependentes de voltagem do tipo-L em células de musculo liso, em cultura e recém-
dispersas, de aorta de rato, revelando que esses alcaléides tém um importante
potencial como modelo quimico para a concepgao e posterior desenvolvimento de
novos farmacos com propriedade protetora cardiovascular.

Palavras chaves: curina, reticulina, células A7r5, aorta de rato, whole cell patch-
clamp, correntes de calcio, calcio intracelular.
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ABSTRACT

It was been demonstrated that curine and reticuline, induced a vasodilator effect in
the rat small mesenteric arteries through inhibition of voltage-gated Ca®* channels
(VGCC). These compounds, curine and reticuline were isolated from the root barks of
Chondrondendron platyphyllum and Ocotea duckei Vattimo, respectively, therefore
the aim of this work was to evaluate the vasodilator mechanism of curine and
reticuline, bisbenzylisoquinoline alkaloids (BBA), isolated from the root barks of
Chondrondendron platyphyllum and Ocotea duckei Vattimo, respectively, using
functional and molecular approaches.

Tension measurements in aorta rings, whole-cell patch-clamp and confocal
techniques were employed to study the action of these alkaloids. The A7r5 smooth
muscle derived cell line was used for Ca®* currents measuring and the intracellular
calcium concentration ([Ca®*]) were evaluated using confocal microscopy. The main
results are as follows: in aortic rings, curine (3 - 300 uM) antagonized KCI (60 mM)
and Bay K8644 (3 x 10”7 M) induced contractions. In whole-cell configuration, curine
reduced the voltage-activated peak amplitude of lcaL in @ concentration-dependent
manner. However, the Ca*? current density versus voltage relationship and maximal
activation voltage of Ica were not changed. Moreover curine did not also affect the
steady-state activation of /Ca,L, but shifted the steady-state inactivation curve of
ICa,L for more negative potentials, however this effect was not changed in the
presence of IBMX, docAMP and 8-brcGMP, suggesting that cyclic mononucleotides,
such as cAMP and cGMP, are not involved in curine effect. In confocal experiments,
curine inhibited the rise on the [Ca®']; induced by KCI (60 mM) in dispersed vascular
smooth muscle cells. In reference to reticuline (3 — 300 uM) was verified that alkaloid
agonized CaCl, and KCl-induced contractions and elicited vasorelaxation in aortic
rings. In whole-cell configuration, reticuline reduced the voltage-activated peak
amplitude of ICa,L in a concentration-dependent manner, but did not change the
characteristics of current density versus. voltage relationship. Reticuline shifted
leftwards the steady-state inactivation curve of ICa,L, however this effect was not
changed after application of dibutyryl cyclic adenosine monophosphate to the cell. In
cells pretreated with forskolin, an adenylate cyclase activator, the addition of
reticuline caused further inhibition of the Ca®* currents suggesting an additive effect,
indicating that cyclic mononucleotides were not involved.

Taken together the results have shown that curine and reticuline elicits
vasorelaxation due to the blockade of the L-type voltage-dependent Ca?* current in
rat aorta smooth muscle cells. The reported effect may contribute to the potential
cardioprotective efficacy of curine and reticuline.

Keywords: curine, reticuline, A7r5 cells, rat aorta, patch-clamp, calcium currents,
intracellular calcium.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 50% das drogas introduzidas no mercado durante os
ultimos 20 anos sao derivadas, direta ou indiretamente, de pequenas moléculas
biogénicas (VUORELA et al, 2004). A perspectiva € de que, no futuro, os produtos
naturais desempenhem um grande papel como substancias ativas, moléculas
modelo para a descoberta e validagao de drogas alvo.

A pesquisa farmacoldgica de plantas medicinais tem propiciado nao sé
avangos importantes para a terapéutica de varias doengas como também tem
fornecido ferramentas extremamente Uteis para o estudo tedrico da fisiologia e da
farmacologia (DOHADWALLA, 1985).

Existe um grande numero de espécies em todo o mundo, usadas desde
tempos pré-histéricos na medicina popular dos diversos povos. As plantas
medicinais sédo utilizadas pela medicina atual (fitoterapia) e suas propriedades sao
vastamente estudadas, a fim de isolar as substancias que lhes conferem
propriedades medicinais (principio ativo) e assim, produzir novos farmacos.

A escolha de uma planta para estudo quimico e farmacolégico baseada
em seu uso na medicina popular € um dos meios que podem conduzir a descoberta
de novos medicamentos ou de substancias que possam servir como ferramentas
farmacol6gicas ou como modelos para a sintese de novos farmacos.

A espécie Ocotea duckei Vattimo, pertencente a familia Lauraceae é
conhecida popularmente como “louro-de-cheiro”, “louro-pimenta” ou "louro-canela".
Informacdes etnofarmacolégicas sobre outras espécies do mesmo género nos
indicam seu uso na medicina popular, para o tratamento de doengas severas que se
manifestam pelos sintomas de dor, neuralgia, dispepsia e anorexia (VAN DEN
BERG, 1982).

Do ponto de vista quimico, este género caracteriza-se, entre outros, pela
presenca de alcaldides benzilisoquinolinicos, dos quais um dos componentes
majoritario é a reticulina, lignanas furofuranicas e 6leo essencial. A reticulina foi
isolada da casca do caule da Ocotea duckei VATTIMO, sendo conhecida por ser um
precursor comum na rota biosintética da morfina e papaverina, e estruturalmente
relacionado a papaverina, um agente espasmolitico nao-especifico (MARTIN et
al.,1993).
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E reportado na literatura que a reticulina possui atividade antiespasmédica
(MARTIN et al., 1993), efeito depressor central em ratos e camundongos (MORAIS
et al.,, 1998), efeitos no sistema dopaminérgico central (WATANABE et al., 1981),
efeito inibitério das contrgdes uterina (MARTIN et al., 1988) e acao bloqueadora
neuromuscular (KIMURA et al., 1983).

Ao longo do tempo, tem-se verificado que os alcaléides que ocorrem na
género Chondodendron s&o bisbenzilisoquinolinicos. Uma variedade destes
alcaldides bis, mono e bisterciarios tem sido encontrada naturalmente, nas quais, as
duas metades s&o juntas, cabecga-calda, por meio das ligacoes éter. No esqueleto da
curina as ligagdes sao entre os carbonos 8-12" e 11-7’, Figura 5 (BISSET, 1988). Os
principais alcaldides bisbenzilisoquinolinicos das espécies de Chondodendron
podem ser vistos na Tabela 1. Esta planta, popularmente conhecida como “abutua
grande”, € usada na medicina popular brasileira, para alivio de sintomas de
numerosas doengas, tais como anemia, diarréia e febre, (PIO CORREA, 1984).

Os curares sado conhecidos por promover uma atividade relaxante na
musculatura esquelética, competindo com a acetilcolina pelo receptor nicotinico. Em
1856, Claude Bernard demonstrou que a paralisia gerada pelos curares era devido a
um bloqueio na transmissao neuromuscular. Em 1905, Langley sugeriu que essas
substancias se ligavam ao receptor ndo despolarizante, atuando como antagonistas
competitivos nos receptores nicotinicos, na placa motora terminal. Alguns
blogueadores neuromusculares, além de bloquearem os receptores, bloqueiam
igualmente os canais para célcio de forma semelhante as drogas bloqueadoras
ganglionares.

Os alcalbides bisbenzilisoquinolinicos (BBA) sdo obtidos biogeneticamente a
partir da dimerizagdo oxidativa do nucleo basico benzilisoquinolinicas (Figura 1).
Algumas bases possuem uma ligagdo difenil éter, embora existam algumas com
duas ou trés, devido a diferentes sitios, onde pode ocorrer a dimerizagdo. Esse
grupo BBA representa um excelente exemplo de diversidade que foi descoberto
através de produtos naturais relacionados (BARBOSA-FILHO et al., 1997). Na
Figura 1, pode ser visto o nucleo benzilisoquinolinico e alguns tipos de alcalbides
BBA.

A estrutura BBA é caracterizada por possuir o nucleo benzilisoquinolinico,
dimerizado por meio de ligagao éter (BARBOSA-FILHO et al., 1997); e formada por

trés anéis: A, B e C onde a numeracgao do anel C é determinada pelas posi¢cdes dos
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substituintes, de modo que sejam atribuidas numeragcdes menores aos carbonos
substituidos (GUHA; MUKHERJEE, 1979).

<

Figura 1. Nucleo basico dos alcaléides benzilisoquinolinicos

Alcaléides bisbenzilisoquinolinicos tém sido descritos como inibidores do
influxo de Ca®*, através do bloqueio dos canais para Ca2+dependentes de voltagem
(VGCC) (FREITAS et al., 1995; LIU et al., 1995). BBA parece ter uma interacao
direta nos sitios alquilamina e benzotiazepina dos VGCC (KING et al., 1988, FELIX
et al., 1992) sendo possivel, também, interacées alostéricas com diversos sitios do
VGCC (FELIX et al ., 1992).

1.1 Aspectos botanicos do género Ocotea duckei:

A literatura boténica relata que cerca de 200 espécies do género Ocotea
ocorrem, em geral, em florestas Umidas tropicais e subtropicais. A planta Ocotea
duckei Vattimo (Figura 2) encontra-se abundantemente distribuida no Nordeste do
Brasil, nos estados da Paraiba, Pernambuco, Bahia, Sergipe e Ceara (BARREIRO,
1990). E um vegetal de porte arbéreo pertencente a familia Lauraceae,
popularmente conhecida como "louro-de-cheiro", "louro-pimenta" e "louro-canela".
Uma exsicata encontra-se presente no herbario Lauro Pires Xavier, com
identificacdo AGRA 4309.
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Figura 2. Fotografia das folhas e frutos da espécie Ocotea duckei VATTIMO
(DIAS, 2002)

1.2 Aspectos quimicos da reticulina:

Quimicamente o género Ocotea duckei apresenta uma grande diversidade de
classes de substancias cujos principais metabdlitos sdo monoterpenos, alcaloides,
lignanas e neolignanas (GOTTLIEB, 1994).

A reticulina, um alcal6ide do tipo benzilisoquinolinico (Figura 3), isolado da
casca do caule de Ocotea duckei VATTIMO, apresenta-se como um soélido amorfo,
amarelo-escuro, com formula molecular C19H23NO4 € massa molecular 329.

A reticulina apresentou efeito vasorelaxante dependente e independente do
endotélio funcional. O efeito independente de endotélio €, provavelmente, devido a
uma inibicdo do influxo de Ca®* através dos canais para célcio abertos por voltagem
(Cay) e inibicdo da liberacdo de Ca®** dos estoques intracelulares, sensiveis &

noradrenalina, mas ndo dos sensiveis a cafeina (DIAS, 2002).
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Figura 3. Estrutura quimica da reticulina

1.3 Aspectos botanicos do género Chondodendron:

A familia Menispermaceae foi estabelecida por AL de Jussieu em 1789. Este
nome é uma alusdo a morfologia da semente, que tem semelhanga ao formato de
lua no quarto minguante. A familia pertence a ordem das Ranunculales, que é
subdividida em 78 géneros e, aproximadamente, 520 espécies (WIKIPEDIA, 2009).
Estas espécies sdo encontradas por todo o continente, especialmente nas regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, a familia Menispermaceae representa uma
variedade de 12 géneros com 106 espécies, e o principal centro de dispersédo esta
na Floresta Amazobénica (BARROSO, 1978). A familia Menispermaceae é
quimicamente e farmacologicamente conhecida pela presenca de alcaldides naturais
usados na preparacao dos “curares”, um termo genérico que descreve a expressao
“veneno de flecha”, usado especialmente pelos indios do sul da Amazénia e é
populamente conhecido como: “curare”, “pareira-brava”, “pareira”, “uva-da-serra’,
“uva-do-mato”. Na América do Sul, os curares sao preparados por meio da infusao
da planta e o extrato concentrado resulta da lenta evaporacdo do solvente. De
acordo com o recipiente em que sdo guardados, bem como, de acordo com a sua
composicao quimica, os curares sao classificados em: “curare de tubo”, “curare de
pote”, “curare de cabeca”. Os dois primeiros sdo preparados especialmente no Brasil
e Peru, sendo obtidos a partir de Menispermaceae dos géneros Chondodendron,

Curarea, Abutua, Amnospermum, Cissampelos, Sciadotenia e Telitoxicum. O curare
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de cabeca é produzido nas Guianas, Venezuela e Coldmbia, sendo extraido a partir

das Loganiaceae do género Strychnos (BISSET, 1988).

Figura 4. Fotografia das folhas e frutos da espécie Chondodendron platyphyllum

(LACERDA, 1999)

Quadro 1. Ocorréncia de alcaldides bisbenzilisoquinolinicos em espécies de

chondodendron (LACERDA, 1999)

Espécie Parte Utilizada | Alcaléides Presentes Referéncia Bibliografica
Ch. platyphyllum r Isocurina, Curina KING, 1940
c.c. 12-0-Metilcurina, Curina GUEDES, 2002
Isocurina BISSET, 1988
f Curina KING, 1940
f Chondrofolina BALDAS et al, 1971
Ch. microphyllum | r Isocurina, Curina KING 1940
Ch. Tomentosum c.c Tubocurarina BICK; CLEZY, 1960
c.c Chondrocurarina DUTCHER, 1952
c.c Chondrocurarina, Curina KING, 1947, 1948
c.c Tomentocurina, WINTERSTEINER
Cicleanina

Raiz (r), casca do caule (c.c), folhas (f)
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1.4 Aspectos quimicos da curina

A curina (Figura 5) é a principal estrutura BBA, isolada a partir da raiz e
cascas de Chondrondendron platyphyllum (BARBOSA-FILHO et al., 2000). Estudos
anteriores mostram que curina induziu um efeito vasorelaxante em artéria
mesentérica de rato, sugerindo uma possivel inibicado dos VGCC (DIAS et al., 2002).
Assim, alguns estudos tém mostrado que a curina poderia ter uma associagao com
sitio alquilamina dos VGCC (KING et al., 1988), assim como poderia interagir com o

sitios alostéricos sensiveis ao diltiazem (FELIX et al., 1992).

Figura 5. Estrutura quimica da curina

1.5 O papel do ion calcio e de canais para calcio na fisiologia celular

Os Ca*" agem nas células como segundo-mensageiros, capazes de ativar
diversas fungdes celulares. Sua concentragdo citossolica € extremamente baixa na
célula em repouso (~100 nM), comparada com sua concentragao externa (1 a 2 mM)
e com a concentragao interna de outros ions, como o sédio, por exemplo (~10 mM).
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Um pequeno influxo de Ca®* em uma célula excitavel faz com que a concentracdo
desse ion aumente muito em relagdo ao repouso, permitindo que funcdes
fisiologicas dependentes de calcio sejam ativadas. Entre elas, a contracao muscular,
a secrecao, a abertura de canais idnicos, a ativagcdo de enzimas metabdlicas e de
sinalizacao, e a expressao génica (YAMAKAGE; NAMIKI, 2002).

Quando a atividade de canais para calcio abertos por voltagem aumenta em
células excitaveis, a concentragdo desse ion em regides bem proximas a membrana
plasmatica pode subir para até 100 pM. Enzimas especificas sdo ativadas pelo Ca?*
nas vizinhangas da membrana, engatilhando processos em cascatas bioquimicas,
importantes na célula (DE WAARD et al., 1996).

O aumento de cargas positivas, nas proximidades da membrana, tem a
propriedade de modificar seu potencial de repouso, diminuindo o limiar de excitacao
da célula e facilitando, portanto, o disparo de potenciais de acao. O aumento cronico
da concentragdo de calcio interno pode deixar a membrana celular despolarizada
por varios milissegundos, modulando, dessa maneira, a propagacao desses
potenciais de agao.

A contragdo muscular € uma das fungdes ativadas pelo Ca®* mais estudadas.
A ligacdo desse ion em receptores do reticulo endoplasmatico (chamados
receptores de rianodina) desencadeia a abertura de canais para calcio nessa
organela, fazendo com que a concentracdo de célcio citossolica aumente
drasticamente (o reticulo endoplasmatico € conhecido por ser um repositério de
célcio intracelular). Por meio desse processo, a enzima MLCK é ativada, o que
resulta em contragdo muscular. Existe, dessa forma, um papel importante do calcio
no acoplamento entre excitacdo e contracao (ZHANG et al., 2007).

O calcio também tem importante papel no acoplamento entre excitagéo-
secrecao (MANSVELDER et al., 2000). Em células secretoras e neurosecretoras, a
entrada de célcio desencadeia a fusdo de vesiculas citoplasmaticas (de conteudos
diversos como hormdnios, neurotransmissores, dentre outros) com a membrana
citoplasmatica, permitindo a saida de seu conteudo para o meio extracelular (HILLE,
2001).

No coragao, canais para calcio sdo importantes, para a modulagdo do ritmo
cardiaco via nodo-sinoatrial (TRIGGLE, 1998). Os canais para Ca®* do tipo T abrem
em potenciais mais negativos, levam a membrana para o limiar de ativacdo de

canais para Ca®* do tipo L. Juntos, os canais para célcio remanescentes do tipo L e
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T, sdo os responsaveis por disparar o potencial de acdo no nodo sino-atrial
(YAMAKAGE; NAMIKI, 2002). Além disso, canais para calcio sdo responsaveis por
manter a condugado pelo nodo atrioventricular e manter o plateau do potencial de
acao cardiaco. (SHOROFSKY et al., 2001)

Os varios papéis da entrada do Ca** nas células, e suas complexas funcdes
mostram a grande importancia dos canais para calcio abertos por voltagem para a
fisiologia celular nos varios tecidos, onde sdo encontrados (cérebro, musculo, etc.).
Para que haja uma modulacao dessas funcdes bioquimicas e elétricas, evidencia-se
cada vez mais a existéncia de uma grande variedade desses canais, com diversas
funcdes e propriedades. Torna-se, entdo, de grande importancia o estudo desses
canais, bem como suas propriedades estruturais e funcionais, para o bom

entendimento dos processos que eles desencadeiam.
1.6 Os canais para calcio dependentes de voltagem

Em 1953, com o estudo da transmissdao neuromuscular em patas de
caranguejo, descobriu-se que os potenciais de agdo muscular desses animais nao
necessitavam da presenca do ion sodio para disparar. Pelo contrario, a auséncia
desses ions tornava esses potenciais mais fortes. Descobriu-se que poderiam existir
potenciais de agdo que ndo usassem canais para sodio para dispara-los. Estudos
com substituicdo de ions das solugdes externas mostraram, porém, que o ion célcio
era necessario para a ativacao desses potenciais de agéo. Era o primeiro indicio da
existéncia de canais para célcio (FATT et al., 1953)

Canais para calcio sdo necessarios para o funcionamento de uma célula
excitavel. De fato, sdo estruturas ubiquas, presentes em varios seres vivos, desde
protozoarios até mamiferos. “Sao responsaveis pela regeneracdo da excitabilidade
elétrica em musculos de artropodes, moluscos, nematddeos, e tunicatos adultos,
assim como em musculos lisos de vertebrados” (HILLE, 2001). Estdo presentes,
também em todos os terminais nervosos que séo responsaveis pela modulacado da
exocitose de neurotransmissores. Canais para calcio também estao envolvidos em
diversas patologias e desordens humanas como arritmias, enxaquecas congénitas,
ataxia cerebelar, angina, epilepsia, hipertensdo e isquemia (SHOROFSKY et al.,
2001).
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1.6.1 Estrutura e Funcionamento dos canais para calcio

Todos os canais para calcio dependentes de voltagem sdo compostos pela
subunidade a-1, que possui todos os requisitos para o funcionamento de um canal,
como um poro, um filtro de seletividade, “sensores de voltagem”, um mecanismo de
inativagdo e também como sitios para ligagdes de toxinas e drogas (HOFFMAN et
al., 1999; CATTERALL, 2000). Existe, também, a co-expressao da subunidade alfa-1
com outras subunidades auxiliares, como B, v e a,d. Estas subunidades possuem
carater puramente modulatério, por apenas modificar a forma de funcionamento do
canal e produzir alteracbes em suas propriedades biofisicas (HOFFMAN et al.,
1999). Segundo De Waard et al. (1996), a configuragao estrutural minima de um
canal de calcio ativado em voltagens mais despolarizantes (HVA) é o008 €

possivelmente mais uma subunidade a de acordo com o tecido.

B +HaN coo"
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Figura 6: Esquema geral das subunidades de canais para célcio na membrana
plasmatica de uma célula. A) a subunidade transmembrana o-1, esta com seus
dominios de | a IV representados; o segmento S4 carregadas positivamente
(simbolos +) segmento entre S5 e S6, que forma o poro e motivos de fosforilagdo
(P). Vé-se, também, as subunidades B, intracelular, e a2, extracelular. Adaptado de
Catteral W. A. (2000). B) complexo heterotrimérico do canal de calcio (WALKER; DE
WAARD, 1998; DOLPHIN, 2006).

Os canais para calcio bem como outros canais idnicos dependentes de
voltagem (Na*, K*) possuem estrutura e funcionamento similares (HILLE, 2001). Ha
uma mudanca estrutural no momento da abertura do canal (chamada de gating),
causada pela mudanca de conformacao dos “sensores de voltagem”, apds uma
despolarizagdo da membrana. Essa mudanca estrutural leva a desoclusao do poro,
permitindo a passagem de ions, 0 que permite dizer que os canais sdo dependentes
de voltagem para se ativarem. A passagem de ions depende de uma forca tanto
quimica quanto elétrica exercida pelas solucbes internas e externas a célula,
chamada forca eletroquimica. Essa passagem de ions, ou corrente idnica, cessa
quando o poro é ocluido novamente pelo fechamento do canal, ou por obstrucao por
alguma particula. Se a forga eletroquimica for nula, a corrente ibnica também pode

deixar de ocorrer, mesmo se o canal estiver aberto. Os canais para célcio possuem
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estruturas de inativacao intrinsecas, que obstruem o poro € o inativam, reduzindo,
dessa forma, o tempo de abertura do canal (HOFFMAN et al., 1999). Existe, entao,
apenas um estado onde pode haver passagem de corrente ibnica pelo canal, o
estado aberto, e pelo menos dois estados por onde ndao ha passagem de corrente, 0
estado fechado e o inativado.

1.6.2 A Subunidade a-1

A subunidade a-1 de canais para calcio dependentes de voltagem é uma
proteina transmembrana relativamente grande, com uma massa que varia entre 190
e 250 kDa (CATTERAL, 2000). E composta por 4 dominios homoélogas, os dominios
[, 1 1l e IV, onde cada uma é dividida em 6 segmentos transmembranar,
denominadas “S”. Sua topologia é sugerida pela analise da hidrofobicidade de sua
sequéncia de aminoacidos (CATTERALL et al., 2005).

Uma das caracteristicas dos canais ibnicos dependentes de voltagem € a
presenca de aminodacidos carregados positivamente (arginina e lisina), na segmento
S4 de cada dominio da subunidade a -1. Presume-se que essas cargas positivas
S840 as responsaveis pela resposta a mudanca na polarizagdo da membrana e,
dessa forma, pela abertura, ou gating, do canal. Especula-se que uma translocacao
espacial dessas subunidades acarretaria em uma mudanga conformacional em toda
a estrutura, desocluindo o poro e permitindo a passagem de ions. Assim, as
segmento S4 sao definidas como sensores de voltagem dos canais para calcio
dependentes de voltagem (revisto em HOFFMAN et al., 1999, CATTERAL, 2000).

As quatro segmentos da subunidade a-1, quando agrupadas na membrana
plasmatica, dispbem-se, dessa forma, a agrupar as alcas (“loops”) entre os
segmentos transmembranares S5 e S6 (chamadas de “loops” P), formando, entao,
um filtro seletivo apenas para a entrada de alguns ions (Figura 6). Determinou-se
também, por andlises mutacionais desses “loops” P, que quatro residuos de
glutamato sdo necessarios para determinar a seletividade do canal. (KIM et al.,
1993, CATTERAL, 2000). Além disso, é relatado que ndo s6 o calcio como outros
ions divalentes como o Ba**, Mg®* e o Sr** tém uma facilidade muito maior de passar

por esse filtro, inclusive competindo entre si por ligacbes na parede do poro
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(CATTERALL et al., 2005). Admite-se que 0 poro seja uma passagem entre o meio
externo e o interno da célula, e que conteria somente moléculas de agua, até se
abrir e permitir a passagem de fons (DOLPHIN, 2006). E sugerido que o poro &
formado pela unido dos quatro dominios da subunidade a-1, se unindo entre si. O
poro teria a forma de um cone com o vértice no centro da membrana plasmatica e os
segmento S6 formariam o perimetro externo do cone (GUY et al., 1990). Os “loops”
P também teriam um papel na formagéo desse poro, estabilizando o vértice interno
formado pelos segmento S6, e controlando a permeabilidade do canal (KIM et al.,
1993).

Partes da propria estrutura da subunidade a-1 sdo responsaveis pela
inativagdo do canal. Andlises mutacionais mostram que o segmento S6 do dominio |
tem papel critico para as propriedades de inativagdo dos canais para calcio (ZHANG
et al., 1994) bem como a cauda carboxy-terminal (WEl et al., 1994).

Uma gama de proteinas e subunidades acessérias se ligam a subunidade a -
1. Os sitios de ligagdes principais se encontram em todos os 4 dominios e na cauda
carboxy terminal. Os “loops” entre os dominios 2 e 3 funcionam, em sua maioria,
para ligacdes de proteinas que irdo transduzir sinais intracelulares, enquanto nos
outros dominios e na cauda carboxy terminal, servem como moduladores da cinética
do canal (HOFFMAN et al., 1999).

1.6.3 A Subunidade 0,0

A Subunidade 0,0 é constituida por uma parte transmembrana que ancora a
proteina o, , chamada 8. A proteina ap € totalmente extracelular e ligada a
subunidade & por pontes de dissulfeto (CATTERAL, 2000). Possui, em musculo
esquelético, 175 kDa (DE WAARD, et al., 1996) e é bastante glicosilada. Do gene
dessa subunidade derivam pelo menos cinco outros subtipos por “splicing”, em
tecidos diferentes (DE WAARD, et al., 1996, HOFFMAN et al., 1999). A expressao
dessa subunidade em conjunto com a o-1, resulta em um deslocamento da
dependéncia de voltagem do canal para potenciais mais hiperpolarizados,
aumentando a amplitude da corrente e acelerando a cinética de ativacdo e
inativacdo (HOFFMAN et al., 1999).
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1.6.4 A Subunidade B

A subunidade beta é uma proteina totalmente intracelular de tamanho variado
entre 50 a 72 kDa. Foram identificados 4 genes, entre os anos de 1989 e 1993
(HOFFMAN et al., 1999), que a traduzem e mais varios “splicings” variantes. Sua
expressdo em conjunto com a subunidade a-1 produz os mesmos efeitos que a

subunidade o9, além de facilitar a abertura do canal.

1.6.5 A Subunidade y

A subunidade gama é uma proteina transmembrana de massa molecular
média de 25 kDa. E expressa em musculo esquelético e cérebro. Sua topologia
revela 4 segmentos transmembrana previsto por andlise de hidrofobicidade da
estrutura primaria. A coexpressao dessa subunidade com a a-1, 00 e B produz um
deslocamento nas curvas de inativagdo do estado estacionario, para potenciais
mais hiperpolarizados (HOFFMAN et al., 1999).

1.7 Familias de canais para calcio dependentes de voltagem

Segundo HILLE (2001), os canais para calcio dependentes de voltagem foram
sendo divididos, com o passar dos anos, por dados obtidos por trés diferentes
maneiras, desde seu descobrimento na década de 1950. Inicialmente foram feitas
diferenciagdes apenas comparando o potencial de ativacdo desses canais. Depois
foram usadas ferramentas farmacolégicas e eletrofisiologicas, pela técnica de
“patch-clamp”, para se obter um maior detalhamento funcional. Mais recentemente,
foi possivel a clonagem e subsequente comparagdo das sequéncias de DNA dos

canais, de modo a agrupa-los em familias de acordo com sua similaridade.
1.7.1 Classificacao por potenciais de ativacao e patch-clamp

Duas classes de canais para calcio puderam ser classificadas, tomando-se

por referéncia seu potencial de ativacdo. Uma classe ativada em potenciais mais
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negativos (menores que -50 mV), chamada “low-voltage activated” ou LVA, ou
ainda, canais do tipo T, e outra, ativada em potenciais mais despolarizantes (maiores
que —40 mV), chamada “high-voltage activated” ou HVA (DE WAARD, et al., 1996).

Atualmente, essa classificacdo comeca a se tornar controversa pelo
aparecimento de achados na literatura (AVERY e COLS, 1996; GLASSMEIER et al.,
2001; XU et al., 2001), onde canais do tipo HVA apresentam ativacdo em potenciais
mais negativos.

Com o advento da técnica de patch-clamp (ver material e métodos) foi
possivel obter dados biofisicos mais detalhados sobre o funcionamento dos canais
para calcio. O estudo de canais unitarios usando esse método levou a uma nova
nomenclatura, suplementando as duas classificagdes feitas anteriormente. Os canais
HVA passaram a ser, também, designados do tipo L, por possuirem uma grande
condutancia unitaria (L pela palavra inglesa “Large”) e pela corrente que se mantinha
por muito tempo (“Long-lasting”). Os canais LVA foram designados do tipo T, por
apresentarem uma pequena condutancia (“Tiny”) e por se inativarem rapidamente,
apresentando uma corrente de curta duragao (“Transient”) (YAMAKAGE; NAMIKI,
2002). Os canais do tipo T serdo melhor discutidos no topico 5.

A inativacdo dos canais do tipo L parece ser dependente de célcio externo.
Alguns estudos mostraram que a subunidade a1l desses canais possui motivos para
ligacdo de calmodulina, que levaria a inativacdo dos mesmos (PETERSON et al.,
1999). Em contraparte, canais do tipo T parecem nao possuir esses motivos, e nao
apresentam a necessidade desse ion para se inativarem.

Outras caracteristicas como potenciais para inativacao, taxas de inativacao e
desativacao, estado estaciondrio da inativagdo, conduténcia, tempo no estado
aberto e modos de “gating”também foram levados em conta na classificacdo desses
canais (Tabela 1).

1.7.2 Classificagao com base farmacoldgica

O uso de farmacos com o intuito de discriminar os canais para calcio por seus
diferentes efeitos, foi, e ainda &, muito Util para classifica-los. Apesar do niumero de
classes de drogas testadas em canais para calcio com respostas diferenciadas

crescer a cada dia (DE WAARD, et al., 1996), inicialmente apenas trés classes de

40



Medeiros, M. A. A.

drogas discriminaram canais para calcio com eficiéncia (SNUTCH et al., 2001):
blogueadores organicos, como as dihidropiridinas (DHPs) e mibefradil, toxinas
peptidicas, como as w-conotoxina GVIA (w-CgTx GVIA) e w-agatoxina IVA(w -Aga
IVA) e por fim, bloqueadores inorganicos como ions Cd®* e Ni®*.

A permeabilidade de canais para célcio por outros ions foi outra propriedade
estudada que tornou possivel detalhar ainda mais as caracteristicas e singularidades

desses canais (Tabela 1).

1.7.3 Canais para calcio sensiveis as dihidropiridinas (DHP)

As 1,4-dihidropiridinas sdo compostos organicos sintéticos, lipossoluveis, que,
em concentragbes entre 20uM a 50 yM, agem somente em canais para calcio do
tipo L. Mas em concentracdes elevadas também afetam outros tipos de canais para
célcio, além de canais para sédio e potassio (HILLE, 2001). E uma vasta classe de
drogas, entre as quais podemos citar nifedipina, D-600, nitrendipina, nicardipina e
BAY K 8644 como representantes. A droga BAY K 8644 € a Unica que possui 0
efeito de aumentar as correntes de célcio do tipo L (agonista), enquanto todas as
outras tém efeito bloqueador (antagonista) (HILLE, 2001). Apesar das
dihidropiridinas serem mais especificas para canais HVA, existem casos na literatura
que demonstram concentragdes baixas de dihidropiridinas (na faixa de nanomolar),
inibindo correntes nativas do tipo T (HERRINGTON et al., 1992).

Atualmente, o bloqueio de canais para célcio do tipo L por compostos
organicos, como as dihidropiridinas, ja esta bem definido e € a base de um mercado
farmacéutico multibilionério para o tratamento de doengas cardiacas e de enxaqueca
(SNUTCH et al., 2001), Tabela 1.

1.7.4 Canais para calcio sensiveis as toxinas peptidicas

As toxinas peptidicas w-conotoxina, GVIA e w-agatoxina, IVA, redefiniram a
classificagdo dos canais para calcio, resultando em uma inclusdo de mais 3 classes
de canais: N, P/Q e R.
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Estudos em neurbnios de galinhas levaram a descoberta de canais para
calcio insensiveis as DHPs e com condutancia unitaria intermediaria a dos canais
do tipo T e L. Foram designados tipo N, pelo fato de terem sido descobertos em
neurdnios (YAMAKAGE; NAMIKI, 2002; DOLPHIN, 2006). A w-conotoxina GVIA é
um peptideo derivado do veneno do molusco marinho Conus geographus e
blogueia, especificamente, canais para calcio do tipo N. Essa toxina possui alta
afinidade por esses canais em neurbnios simpaticos e ndo afeta canais sensiveis as
DHPs, tornando-se, portanto, uma caracteristica destes canais (DE WAARD et al.,
1996).

Outros canais foram descobertos por serem insensiveis tanto as DHPs quanto
a w-CgTx, GVIA. Estes canais foram designados P/Q e sdo sensiveis a w-agatoxina
IVA, um peptideo constituido por 48 aminoacidos, derivados do veneno da aranha
Aglenopsis aperta (HILLE, 2001, DE WAARD et al., 1996).

Os canais do tipo R (Resistentes) foram chamados dessa maneira por nao
responderem a essas toxinas e as DHPs.

Assim como os canais do tipo R, os canais do tipo T também sao insensiveis
as w-CgTx GVIA e w-Aga, IVA. Os canais do tipo R sao, também, insensiveis a
baixas concentracées de DHPs (DE WAARD et al., 1996).

1.7.5 Bloqueadores inorganicos e a permeabilidade a outros ions

Os bloqueadores inorganicos de canais para calcio dependentes de voltagem
incluem fons divalentes e trivalentes como Cd®*, Ni** e La®**. Todos os canais para
calcio descritos até agora sdo bloqueados por esses ions, parecendo ser essa uma
caracteristica comum entre eles. Seu bloqueio é reversivel e a concentracdo
necessaria para o blogqueio total da corrente varia de familia para familia, numa faixa
de 10 yM a 20 mM (HILLE, 2001).

Outros fons divalentes como o Ba®* e o Sr** sdo muito permeaveis em canais
HVA. O ion Ba?* é um bloqueador de canais para potassio. Além disso, correntes de
Ba®* chegam a apresentar um pico duas ou mais vezes maiores do que o Ca**. Por

esse motivo, o Ba®* muitas vezes é usado em substituicdo ao calcio em muitos
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experimentos eletrofisiolégicos. Ha, entretanto, algumas controvérsias em relagéo a

permeabilidade do fon Ba** em canais do tipo T (HILLE, 2001).

Também €& descrito que ions monovalentes podem passar por canais para
célcio dependentes de voltagem, na completa auséncia de Ca?". Ja foram
observadas correntes de saida de Cs*, quando ndo havia nenhum ion divalente na
solucdo interna (VINET; COLS, 1999).

1.8 Classificacao molecular e nomenclatura

Pelo menos dez genes diferentes codificam subunidades a-1 de canais para
célcio dependentes de voltagem. Os primeiros genes para canais para calcio do tipo
L foram clonados de tdbulos transversos de musculo esquelético (TANABE et al.,
1987). Todos os demais genes de canais para calcio foram encontrados por
screening de bibliotecas de cDNA e homologias entre sequéncias. Com a clonagem
dos varios genes de subunidades a-1, comprovou-se, a partir de similaridades
moleculares, as classificacoes feitas anteriormente. Foi possivel, entdo, agrupa-los
em 3 familias distintas, os canais do tipo L em um grupo, os canais do tipo P/Q, N e
R em outro grupo e os canais do tipo T em um outro grupo. Existe, ainda, a
possibilidade de haver “splicing” alternativo de varios transcritos desses genes,
gerando, entdo, uma diversidade ainda maior de canais. Possivelmente, esses
canais evoluiram de um unico gene ancestral, e depois por duplicacdo génica e
divergéncia gendémica, chegaram na sua diversidade atual (DE WAARD et al., 1996).

Os canais para calcio do tipo L, isolados e clonados do musculo esquelético,
foram incluidos na classe S (de “skeletal”). Outros genes, C, D e F foram também
incluidos nessa familia, que foram encontrados em tecidos do coracdo e sistema
nervoso central (ERTEL et al., 2000). A familia de genes para os canais do tipo P/Q,
N e R foram enquadrados nas classes A, B e E respectivamente. Esses genes foram
encontrados em tecidos do sistema nervoso central. A Ultima familia de genes, a dos
canais do tipo T, foi classificada como 3 grupos distintos de genes: G, H e |,
encontrados no cérebro, coragao, rim e figado.

43



Medeiros, M. A. A.

A classificacao por letras do alfabeto ndo revela uma relacdo estrutural entre
esses canais, de forma que, no ano de 2000, Ertel et al. adotaram uma nova
nomenclatura onde se usa o simbolo do ion permeante Cay, a letra correspondente
a seu regulador fisiolégico (v de voltagem) e o numero de sua familia, variando de 1
a 3. Dessa forma, surgiu uma nova classificacdo que coloca os canais para célcio
dependentes de voltagem distribuidos entre Ca,1.1 até Ca,1.4 (tipo L), Ca,2.1 até
Ca,2.3 (tipos N, P/Q, R) e Ca,3.1 a Ca,3.3 (tipo T) (Figura 7).

Uma das maiores diferencas estruturais entre as familias de canais sdo os
modos como eles sdo regulados. A familia Ca,1 é regulada, basicamente, por
fosforilacdo de proteinas cinases ativadas por segundo-mensageiro, enquanto a
familia Ca,2 é regulada pela ligacao de proteinas SNARE e proteinas G. Pouco
ainda se sabe sobre a regulacao da familia Ca,3 (CATTERAL, 2000).
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nome classe
Call S
— Ca 1.2

HVA CaV1.3
——— Ca 1.4
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7 Ca2.1
—Q Ca 2.2
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Ca3.1
Ca 3.2

Caj3.3

LVA T |
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Porcentagem de homologia por aminoécidos

Figura 7. Agrupamento de canais para calcio dependentes de voltagem de acordo
com sua similaridade molecular. Existem dois entroncamentos que levam a duas
grandes familias de canais para célcio, as HVA e LVA ou do tipo T. Adaptado de
Hille (2001) e Ertel et al. (2000).
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Tabela 1. Propriedades de canais para calcio regulados por voltagem (CATTERALL et al, 2005)
Taxa de A Condutancia
Classificagdo | Tipo da N Classe dos Localizagéo Ativacio Inativacao Inativacs Condutancia Bloqueador Desativacio P |
omes nativacao e cana
ela ativacao corrente enes tecidual mV mV P especifico
P ¢ g (mV) (mV) (ms) relativa P unitario (pS)
Cay1.1 Musculo Ca**>Sr**>
S (ays) . 8-14 -8 oy oy 13-17
esquelético, Mg~ >Ba
Cavi.2 Corach Ba*'>Ca”'= )
oragéo, 25 (Ba*")
C (04c) -4/-18 -50/-60 Sr**> Mg** 0
musculo liso, 9 (Ca™)
L a3 cérebro, >500 DHPs Rapida
v nao nao
D (oup) pituitaria, -15/-20 -36/-43 estabelecido estabelecido
Ca/1.4 adrenal néo
' F(a -2,5/-12 -9/-27 Ba®*>Ca*
HVA (@ue) g estabelecido
o-CgTx GVIA
N Cav2.1 A (04) ’
sistema nervoso,
cérebro
’ - - - - 2+ 2+ w-Aga IVA 4D
P/Q Ca2.2 B (ayp) coragéo. >-20 120 a -30 50-80 Ba™ > Ca g Rapida 13
retina
R Ca2.3 E (o4g) SNX-482
Ca,3.1 G (0u0) Cérebro,
coracgao,
, ¢ Ba®* </= Ca**
LVA T Ca,3.2 H (ouy) rins, >-50 -100 a -60 20-50 nenhum Lenta 8
figado,
Ca3.3 (o) sistema nervoso
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1.9 Papel do Ca®* no musculo liso

O célcio € um importante segundo mensageiro que desempenha um papel
necessario a uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a transducao
de sinais, regulagdo enzimatica, expressao génica, trafego de proteinas, proliferagéo
celular, apoptose, e a coordenacao do acoplamento excitagcdo-contracao do musculo
(CARAFOLI, 2002). Em geral, existem duas fontes deste ion sinalizador na célula:
uma extracelular que permite o influxo de Ca®* para o citoplasma, através dos canais
na membrana plasmatica, e outra intracelular representada pelos estoques internos,
principalmente o reticulo sarcoplasmatico (R.S.) que liberam Ca*" para o citosol
(PAN; MA, 2003).

A concentracdo de Ca®" intracelular livre ([Ca?']) é um fator chave para
muitas respostas celulares dependentes da ligagdo dos ions Ca®* e para um vasto
nuamero de moléculas efetoras. Estas moléculas efetoras incluem varias enzimas,
proteinas contrateis de ligacdo ao Ca®* além de canais iGnicos presentes na
membrana. Dentre os Ultimos, os canais idnicos sensiveis ao Ca®* tém especial

interesse, visto que estdo associados a mudangas na [Ca*].

Tais mudancgas
resultam em variagdes no potencial de membrana (Vm) e, dessa forma, afetam os
canais i6nicos dependentes de voltagem, resultando na excitabilidade da célula.
Muitos desses canais sensiveis ao Ca®* sdo também sensiveis a voltagem, desse
modo, dependentes do Vm; diferentes tipos sdo responsaveis por variacdes na
[Ca®*], (GORDIENKO et al., 1999), sendo que, nas células do musculo liso, estdo
mais comumente expressos 0s canais para potassio de grande condutancia ativado
pelo Ca®* (BKca), canais para Cl' e canais catidnicos, ativados pelo receptor
muscarinico que, além de sensiveis ao Ca®" intracelular, sdo regulados por
proteinas-G (INOUE; ISENBERG, 1990). A atividade de todos esses canais se
reflete em variagbes na [Ca®']; da vizinhanga imediata do lado intracelular da
membrana plasmatica (BENHAM; BOLTON, 1986).

No musculo liso, um aumento na [Ca®*;

€ a causa primaria para a deflagragéao
da contragdo e estd igualmente envolvida na proliferacdo celular desse tipo de
musculo (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A regulacao funcional da [Ca®*];, para dar
inicio a uma resposta contratil no musculo liso, depende de dois estimulos que
levam a dois tipos de acoplamentos: o acoplamento eletromecanico, que esta

envolvido com a mudanca do Vm e o acoplamento farmaco-mecéanico, que acontece
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quando a contragdo promovida por um agonista € maior que a observada s6 com a
mudanca de Vm (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil por meio do acoplamento
eletromecanico sao devidos a uma despolarizacdo de membrana diretamente pelo
aumento da concentracdo externa de K* ([K']e) ou indiretamente pela ligacdo dos
agonistas aos seus receptores, levando a abertura de Cay, causando influxo de Ca®*
no citoplasma e, consequentemente, a contragdo (REMBOLD, 1996).

Ja é sabido que a contracao induzida por agonistas é devida a um aumento

), e isto ocorre por meio da liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares,

na [Ca
majoritariamente do R.S. e também pelo influxo de Ca®** do meio extracelular (WRAY
et al., 2005; VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). Além disso, o influxo de Ca** é
mediado por diferentes tipos de canais, incluindo os canais para calcio abertos por
voltagem (Cay); Schild e seus colaboradores, em 1964, demonstraram que
agonistas sao capazes de produzir contragdo no musculo liso em preparacoes
despolarizadas com auto [K*] dependentes da presenca de fons Ca?* do meio
externo (LARGE, 2002). Isto levou a introducdo do termo “canal opened por
receptor” (ROC) por Bolton (1979) e Van Breemen et al. (1979). No musculo liso, os
ROCs compreendem tanto os canais abertos por ligante, como os canais que sao
abertos como resultado do acoplamento a um receptor ligado a uma proteina-G
(acoplamento farmaco-mecanico). Quando ha ativacao desses ultimos, ha, também,
ativagao da fosfolipase C (PLC) (BERRIDGE, 1997). A PLC ativada promove a
hidrolise de fosfolipidios presentes na membrana, produzindo de 1,4,5-trisfosfato de
inisitol (InsP3) que, por sua vez, promove o aumento do [Ca®'], por ligar-se aos
receptores InsP3 presentes no R.S. ativando canais para Ca®*. A abertura desses
canais para Ca®" intracelulares podem serem regulados tanto por InsPs, como pelo
préprio Ca®* (WRAY et al., 2005; BERRIDGE, 1993; TAYLOR, 1998), promovendo,
dessa forma, o processo regenerativo de liberacdo de Ca®* induzida por Ca®*
(CICR), por meio de receptores de rianodina (sensiveis a cafeina). Tais receptores
estdo presentes na membrana do R.S. (KOMORI et al., 1995), favorecendo a
formacdo do complexo Ca?'4-CaM, responsavel pelo inicio do da ativagao
mecanismo contratii (GARRET; GRISHAM, 1995); a contragcdo, também, pode
ocorre, devido a um aumento do influxo de Ca®* através dos Cay-L, por um

mecanismo que nao envolve mudanga no Vm; outro fator que pode promover um
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aumento da [Ca®']

Na*/Ca®* (BLAUSTEIN, 1989).

O mecanismo eletromecanico para o relaxamento muscular se da pela

e, consequentemente, a contracdo, é a ativacdo do trocador

hiperpolarizacdo da membrana, que pode ocorrer em funcao da liberacdo do fator
relaxante derivado do endotélio (éxido nitrico — NO), que ativa diretamente uma
ciclase de guanilil solavel ou, no caso dos agonistas que induzem relaxamento, a
ligacdo aos seus receptores ativa diretamente uma ciclase de guanilil ou de adenilil,
resultando na formacdo do monofosfato de guanosina ciclico (GMP.) e do
monofosfato de adenosina ciclico (AMP.), respectivamente. O aumento na [GMP]
ativa a proteina cinase G (PKG), enquanto que o aumento na [AMP,] ativa tanto uma
proteina cinase dependente de AMP, (PKA) como a PKG, que resultam na ativacao
de canais para K" (REMBOLD, 1996). Além disso, a hiperpolarizagdo da membrana
das células musculares lisas pode ser produzida por drogas que abrem canais para
K* (por exemplo, cromacalina, levocromacalina e nicorandil) e, consequentemente,
aumentam o efluxo de K* da célula (EDWARDS; WESTON, 1990; GURNEY, 1994).
Dessa maneira, a hiperpolarizagéo reduz o influxo de Ca®* através dos canais Cay-L,
diminuindo, portanto, a [Ca®];,
1996).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento farmaco-

a fosforilagdo da miosina e a contracdo (REMBOLD,

mecanico incluem: (1) aumento na atividade da Ca?*-ATPase tanto do R.S. como da
membrana plasmatica por meio da fosforilagdo via PKG, levando a um aumento do
sequestro e da saida de Ca®*, respectivamente, diminuindo, assim, a [Ca®']; (2)
diminuicdo da formagédo do InsPs, levando a uma diminuicdo da liberagdo de Ca?*
dos estoques intracelulares; (3) reducdo da [Ca®']; pelo AMP.-PKA, por diminuir o
influxo de Ca®* indiretamente por hiperpolarizagdo ou por agdo direta nos Cay-L; e,
finalmente, (4) diminuicdo da [Ca®'];, por estimulacdo do trocador Na*/Ca®* (NIE;
MENG, 2006).

Os canais para potassio desempenham um papel chave na regulagdo do Vm
e na excitabilidade celular. O Vm tem um papel importante na resposta contratil. O
Vm do musculo liso depende do balango entre o aumento da condutancia ao K,
levando a uma hiperpolarizagcdo e a diminuigdo da condutancia ao K*, levando a
uma despolarizagcdo. A abertura do canal de K* hiperpolariza a membrana das
células musculares lisas, levando a reducao na probabilidade de abertura dos Cay e,

portanto, a um relaxamento (KNOT et al., 1996).
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O desenvolvimento e manutencdo da contracdo ténica das células do
musculo liso arterial sdo controlados pela concentracdo de calcio livre no citoplasma.
Os canais para calcio voltagem-dependente constituem uma via principal para
influxo do caélcio. Por conseguinte, eles sao fundamentais como alvos para drogas
antihipertensivas e vasodilatadoras que controlam o ténus vascular. Como foi dito,
dois tipos de canais para célcio sao distinguidos pelas propriedades
eletrofisiologicas e farmacolégicas nas células do musculo liso arterial: os canais
para Ca?* do tipo L que sdo expressos em todos os tipos de células do musculo liso
arterial, incluindo células coronarias humanas e envolvida na excitagao-contragao
juncional (CATTERAL et al., 2005).

Quatro subtipos de VGCCs do tipo L (Cav1.1-1.4) tém sido identificados
(CATTERALL et al., 2005), no entanto, Ca,1.2 € a isoforma dominante em musculo
liso arterial (WELLING et al., 1997). Além dos canais Ca,1 (tipo L), os canais
voltagem-dependente Ca, 2.1 (tipo P/Q) e Ca, 3 (tipo T) também estdo expressos
em algumas células do musculo liso arterial e parecem desempenhar fungdes na
regulacdo do tonus vascular e na contracdo arterial (ANDREASEN et al., 2006;
FENG et al., 2004; TAKIMOTO et al., 1997 ; VANBAVEL et al., 2002). Assim, vale a
pena determinar se canais para Ca, 1.2 desempenham um papel dominante na
regulacao MT e PA na musculatura lisa (ZHANG et al., 2007).

2+
Os bloqueadores de canal de Ca foram introduzidos na pratica clinica, por

volta de 1980, como vasodilatadores uteis na hipertensdo. Esses compostos

diminuem os niveis de Ca2+ no musculos lisos, resultando em relaxamento do ténus
vascular e redugdo da pressdao sanglinea (KOCHEGAROV, 2003). Esses
bloqueadores estdo dentre os medicamentos mais frequentemente prescritos para o
tratamento da hipertensdo (MUNTWYLER; FOLLATH, 2001). Além de que, o0 uso de
bloqueadores de canal de calcio em combinagdo com antioxidantes, por exemplo,
como a vitamina E, tem efeito neuroprotetor e pode ser uma medicacao Util para o
tratamento de desordens neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer
(KOCHEGAROQV, 2003). Assim, € de grande importancia estudar, de forma cada vez

mais especificas, drogas que atuem nestes canais.

Bloqueadores dos canais para célcio estdo distribuidos em 5 classes de
acordo com a sua estrutura quimica. A maior classe € a das diidropiridinas,

representada por: nifedipina, nicarpina, isradipina, anlodipina, nisoldipina e
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nimodipina. A classe das fenilalquilamidas tem como representante o verapamil. As
benzodiazepinas representadas principalmente pelo diltiazem. As
diarilaminopropilaminas representadas por bepridil e, por fim, as difenilpiperazinas.
Todos esses bloqueadores sao antagonistas dos canais para calcio aprovados para
uso clinico nos EUA (GILMAN, 2003).

O interesse em investigar produtos de plantas com atividade sobre a
musculatura lisa reside no fato de que substancias espasmoliticas tém uma vasta
aplicacdo em varios processos fisiopatolégicos como a asma, a hipertensao,
diarréias, e espasmos, tanto intestinais como uterinos. Além disso, como os
mecanismos de contragdo e relaxamento muscular envolvem mobilizagdo de ions
célcio e, como este ion participa de grande parte dos eventos que levam ao
acionamento da maquinaria celular de contracdo e/ou relaxamento, ndo seria
surpresa que um farmaco que pudesse modular qualquer etapa desses processos
de contragdo e/ou relaxamento, manifestasse interesse, considerando-se que 0s
efeitos farmacolégicos especificos e benéficos que uma substancia apresenta
poderiam trazer para a sociedade. Sendo assim, torna-se necessario a elucidacao
dos mecanismos pelos quais os produtos derivados de plantas possam apresentar
influéncia na mobilizagdo de Ca** em musculo liso, o que certamente contribuira
sobremaneira para o melhor entendimento do modo de acdo de drogas que
modulam atividades no musculo liso vascular, como é o caso da curina (DIAS et al.,
2002) e da reticulina (DIAS, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o efeito vasorelaxante e caracterizar eletrofisiologicamente os
efeitos dos alcaléides, curina e reticulina, sobre os canais para Ca®* dependentes de
voltagem do tipo-L, utilizando como paréametro as medidas das correntes idnicas
através dos canais para Ca®, com a finalidade ulterior de contribuir para a
descoberta de drogas potencialmente terapéuticas ou que sirvam de ferramentas
farmacol6gicas para estudos posteriores.

2.2 Especificos

1) Avaliar a atividade citotoxica da curina e da reticulina frente as células A7r5;

2) Avaliar se ha envolvimento dos canais para calcio no efeito vosorelaxante da
curina e da reticulina;

3) Investigar o efeito bloqueador da curina e da reticulina sobre as correntes de
calcio, em midcitos de aorta de rato (A7r5);

4) Avaliar o efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de calcio do tipo L, e
se este é dependente de concentracao e voltagem e verificar se a condutancia para
o calcio sofrera alteragao;

5) Avaliar alteracdo da dependéncia de voltagem para a ativacdo e a inativagao
estacionaria dos canais para Ca®* do tipo L, promovida por curina e por reticulina;

6) Investigar o envolvimento das vias de sinalizacdo dos nucleotideos ciclicos e
adenilil ciclase no efeito da curina e da reticulina;

7) Investigar as influéncias da curina e da reticulina nos transientes de Ca*
intracelular, em células A7r5, utilizando microscopia confocal;

8) Propor um mecanismo de agdo compativel com as alteragbées produzidas por

curina e por reticulina, nas correntes de calcio do tipo L.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material vegetal

A espécie Ocotea duckei VATTIMO foi coletada em 2006, no Municipio de
Jodo Pessoa, Estado da Paraiba. O material botanico foi identificado pela Dra. Maria
de Fatima Agra, do Setor de Botéanica do LTF/UFPB. Uma exsicata da planta esta
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB e duplicatas estao
depositadas na Colegéo de Referéncia do LTF.

A espécie Chondodendron platyphyllum A. St. Hil (Miers) foi coletada no
Municipio de Santa Rita, no Estado da Paraiba, em marco de 1996 sob vegetacao
herbacea-arbustiva. A exsicata da referida planta encontra-se depositada no
Herbario Professor Lauro Pires Xavier sob numero 3631-P e foi identificada pela

profa. Dra. Maria de Fatima Agra.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 250 e 350 g,
procedentes do Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB) ou Biotério do
Instituto de Ciéncias Biol6égicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Antes dos experimentos, 0os animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar, com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Purina), com livre
acesso a agua, com ventilacao e temperatura (21 + 2 °C) controladas e constantes.
Todos os experimentos eram realizados no periodo de 08:00 as 20:00 horas.

Todos os animais eram sacrificados, seguindo os principios de cuidados com

animais aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPB
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(CEPA/LTF, 0703/07), e o Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da
UFMG.

3.1.3 Cultivo de célula da Linhagem de células A7r5

Foram usadas células da linhagem A7r5, uma linhagem de células
musculares lisas embrionarias derivadas de aorta toracica de rato, provenientes do
banco de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil). As células eram
cultivadas em frascos de cultura de 75 cm® mantidas em 5 mL de meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e 1% de
estreptomicina/penicilina (SIGMA). As células eram incubadas a temperatura de
37°C em atmosfera com 5% de gas carbo6nico, em 95% de oxigénio.

Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade, procedeu-se da seguinte
maneira: inicialmente, realizou-se o processo de tripsinizagcdo, onde a solucao
Tripsina/EDTA (0,25%/0,02%), 5mL para um frasco de 75cm?, foi adicionada ao
recipiente, a fim de remover a aderéncia das células da parede deste, aguardando-
se cerca de 10 minutos, para que a reacao ocorresse. As proteinas de adesao
destas células necessitam de célcio e magnésio para exercerem a sua funcdo.
Devido a isto, a tripsina e o EDTA sao utilizados em conjunto. A perda de adesao
celular ocorre, uma vez que a tripsina, sendo uma enzima proteolitica, atua
quebrando as moléculas de adesao presentes na superficie celular que séo
responsaveis pela adesao da célula ao frasco, enquanto que o EDTA atua quelando
os cations divalentes livres. A tripsinizagdo é interrompida, apés o tempo
estabelecido, acrescentando-se meio de cultura contendo soro bovino fetal (SBF).
As proteinas, nele existentes, irdo competir com as moléculas de adeséo
supracitadas, promovendo o fim da reacao, e prevenindo-se a degradagao excessiva
da superficie celular. Em seguida, a suspensédo contendo as células foi transferida
para um tubo tipo falcon (15 mL), sendo posteriormente centrifugada a 4000 rpm
durante 5 minutos e os sedimentos ressuspendidos no meio RPMI com 10% SBF.
Realizou-se a quantificagdo do numero inicial de células, a partir da retirada de 90
uL da amostra que foi diluida em 10 pL de corante azul de tripan (4%), realizando a
contagem das células em camara de Neubauer. Esta metodologia de exclusdo com
o corante azul de tripan, juntamente com observag¢des morfolégicas, permite avaliar

56



Medeiros, M. A. A.

a integridade estrutural da membrana plasmatica celular. Este ensaio mede a
capacidade das células viaveis, com membrana plasmatica intacta, de excluir o
corante, permitindo a quantificacdo do numero de células vivas, para execucédo do
experimento (CORREA, 2005).

Para a realizagdo de experimentos eletrofisioldégicos, as células eram
desprendidas do fundo da garrafa, apés descarte do meio, colocando-se 2 mL de
solugao contendo tripsina/EDTA (0,25%/0,02%). Apds 5 minutos, adicionavam-se 10
mL de meio com SBF, para inativar a tripsina. O meio com células soltas era
transferido para um tubo estéril de 15 mL de volume que passava por centrifugagcéao
a 1000 rpm por 1 minuto, em uma centrifuga de mesa. Descartava-se 0 meio,
mantendo-se o precipitado de células no fundo do tubo. Para realizagdo dos testes
eletrofisiologicos, descartava-se mais 10 mL de meio, homogeneizando-se com uma
pipetadora automatica até o desaparecimento do precipitado. Eram colocados por
volta de 1 mL desse meio com células sobre laminulas esterilizadas, em placas de
petri estéreis, esperavam-se 5 minutos para que as células se fixassem sobre as
laminulas e depois adicionavam-se mais 2 mL de meio em cada placa. As placas
eram usadas com 1 a 5 dias apds o plagueamento. O manejo da cultura celular era

feito sempre em capela de fluxo laminar, em ambiente estéril.

3.1.4 Substancias e sais

Quadro 2. Substancias, sais e seus fabricantes.

Substancia Fabricante

Cloreto de sodio (NaCl)

Cloreto de potéssio (KCI)

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20)

Fosfato diacido de potassio monohidratado (KH2PO4.H20)

Cloreto de calcio bi-hidratado (CaClz.2H20), Merck  (Darmstadt,

Glicose anidra Alemanha)

Bicarbonato de sédio (NaHCO3),

Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H20)

Etanol absoluto
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Cloridrato carbamilcolina (carbacol)

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Acido  (N-[2-hidrohietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico])

(HEPES)

Acido  etilenoglicol-bis-(B-aminoetiléter) N, N, N’, N'-

tetraacético (EGTA)

1-[6-amino-2-(5-carboxi-2-oxazolil)-5-benzofuraniloxi]-2-

(2’-amino-5’-metilfenoxi)-etano-N,N,N’,N’- &cido
tetraacético pentacetoximetil éster (fura 2-AM)

Acido etilenodiamino-tetraacético (EDTA)

Albumina sérica bovina (BSA)

IBMX

Cloreto de tetraetilaménio (TEA)

Cremofor

Digitonina

Inibidor de tripsina

Penicilina

Sulfato de estreptomicina

8-bromo-3’,5’-monofosfato de adenosina
(8-Br-cAMP)

ciclico

Aminofilina

Vermelho de fenol

Colagenase tipo XI

Elastase tipo |

Cloridrato de prazosin

Cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN)

Cloreto de manganés (MgCly)

Indometacina

Acetato de N®-monometil-L-arginina (L-NMMA)

Cloridrato de atropina

Cloridrato de propranolol

Cloridrato de histamina

Cloreto de bario (BaCly)

Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA)

58



Medeiros, M. A. A.

S-(-)-1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-
3-acido piridinecarboxilico ester metilico (BAY K8644)

Cloridrato de acetilcolina (ACh)

Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA)

Meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)

Forskolina (FSK)

Invitrogen Molecular
Probes Inc.
(Carlsbad, CA, EUA)

Soro fetal bovino

Fluka and Riedel-de
Haén (Seelze,

Alemanha)

Meio de cultura RPMI 1640

Cultilab  (Campinas,
SP, Brasil)

A reticulina e a curina foram gentilmente cedidas pelo grupo do Prof. Dr. José

Maria Barbosa Filho do setor de fitoquimica do LTF/UFPB.
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3.1.5 Solucoes nutritivas

Para os experimentos realizados com 6rgao isolado, foram utilizadas solucoes

nutritivas aeradas com carbogénio (95% de O, e 5% de CO,), cujas composicdes

estao descritas nas tabelas abaixo:

Tabela 2. Composicao da solugéo Krebs.

Substancias
NaCl

KClI

MgSOg4
KH2PO4
CaCl,
Glicose
NaHCO3;

Concentracao (mM)
118,0

4,6

5,7

1,1

2,5

11,0

25,0

Tabela 3. Composicao da solucao Tyrode modificado (XU et al., 1999).

Substancias
NaCl

KCI

MgCl,

CaCl
HEPES
Glicose
NaHCO3;

Concentracao (mM)
135,0

5,4

1,2

1,0

10

5,0

11,9
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Tabela 4. Composicao da solugdo Hanks (SGUILLA et al., 2003).

Substancias
NaCl

KCI

MgCl,
NaH;PO4
CaCl,
Dextrose
HEPES

Concentracao (mM)
145,0

5,0

1,0

0,5

1,6

10,0

5,0

Tabela 5. Composicao da solugéo interna usada para medir as correntes de célcio

(CRUZ; MATSUDA, 1994).

Substancias

CsCl
EGTA
HEPES
MgCl,

TEACI

Concentracao (mM)

130,0
10,0
10,0
4,0

10,0
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Tabela 6. Composicao da solugdo externa usada para medir as correntes de célcio
(CRUZ; MATSUDA, 1994).

Substancias Concentracao (mM)
BaCl, 10,0 ou 20,0

NaCl 126,0

CsCl 5,4

HEPES 10,0

Glicose 10,0

Tabela 7. Composicao da solugao salina fisiolégica (SSF) para dissociagcéao das
células de artéria aorta (XU et al., 1999).

Substancias Concentracao (mM)
NaCl 137,0

KCI 5,6

MgCl, 1,0

NaH>PO,4 0,44

Na,HPO4 0,42

NaHCO3; 417

CaCl, 2,6

Glicose 5

HEPES 10,0
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Tabela 8. Composicao da SSF com baixa concentragdo de célcio para

dissociacao das células de artéria aorta (XU et al., 1999).

Substancias Concentracao (mM)
NaCl 137,0

KCI 5,6

MgCl, 3,5

NaH.PO4 0,44

Na,HPO4 0,42

NaHCO; 4,17

CaCls 0,05

Glicose 5

HEPES 10,0

3.1.6 Preparacao da solucao-estoque das substancias em estudo

A reticulina e a curina foram dissolvidas em alcool etilico absoluto, formando
uma solugcdo de concentracdo de 102 M (solucdo-estoque), que foi estocada a -
20 °C, sendo diluida em solugao nutritiva de acordo com a necessidade de cada
protocolo experimental. A concentragdo final de alcool etilico nas cubas nunca
excedeu 1% (v/v); nessa concentragdo, o alcool etilico ndo possui efeito relaxante
significante em aorta isolada de rato nem nas correntes de calcio voltagem-
dependentes, de acordo com dados obtidos em experimentos anteriores.

Em alguns experimentos, a reticulina e a curina foram solubilizadas usando
3% de cremofor (v/v). Essa solugao foi diluida em agua destilada até a concentragéo
de 102 M e estocada a -20°C, sendo novamente diluida em solugdo nutritiva, de
acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. Nesta concentracéo, o

cremofor mostrou-se desprovido de efeito contratil ou relaxante em aorta de rato.
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3.1.7 Aparelhos

As respostas da tensdo isométrica foram obtidas por transdutores de tensao
isométrica (World Precision Instruments, EUA), sendo o sinal processado por meio
de um amplificador (TBM-4; World Precision Instruments, EUA), integrado a um
computador equipado com uma placa conversora analogico-digital (AD16JR; World
Precision Instruments, EUA), que utilizava um programa de aquisi¢cdo e andlise de
dados CVMS (World Precision Instruments, EUA), Figura 9.

Figura 8: Aparato utilizado para os experimentos com anéis da artéria aorta isolada
de rato

Os valores do pH foram aferidos por meio de um pHmetro digital, modelo
PHS-3B (LABMETER, Brasil).

A temperatura das cubas foi controlada por uma bomba termostatica, modelo
Polystat 12002 (COLE-PARMER, EUA).

Todas as substancias foram pesadas em balanca analitica modelo FA-2104N,
e 0s animais em balanca semi-analitica (CELTAC e GEHAKA, Brasil,
respectivamente), Figura 10.
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Figura 9. Fotos do pHmetro digital (A) e balanca analitica (B).

Para os estudos eletrofisiologicos em midcitos de aorta de rato foi empregada
a técnica de “patch-clamp” (HAMILL et al., 1981), utilizando um amplificador de
“Patch-clamp” modelo EPC 9 (HEKA Eletronics Inc., Alemanha), um microscépio
invertido, modelo Axiovert 200 (Carl-Zeiss, Alemanha) e uma mesa pneumatica anti-
vibragdo (TMC, EUA) conforme mostrado na Figura 11.
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Figura 10: Aparato (set) utilizado para os experimentos de eletrofisiologia com midcitos
de aorta de rato

Para determinar a intensidade de fluorescéncia ao calcio, foi utilizada sonda
sensivel ao Ca?*, Fluo-4, absorcdo em 488 nm e emissdo maxima em 516 nm
(www.molecularprobes.com), na forma de acetoximetil éster, sendo permeéavel a
membrana plasmatica (Fluo-4/AM - 6uM). O transiente de Ca** foi captado por
microscépio confocal de fluorescéncia por varredura a laser Zeiss LSM 510 META
(GERMANY). As imagens foram monitoradas por espaco de tempo pré-determinado
no aparelho. As células foram observadas usando objetiva 63x (imersdo a 6leo) e
abertura numérica de 1,4. A faixa de 488nm de um laser kriptonio/argénio foi usada
para excitar a sonda e os sinais de emissdes entre 505 e 550 nm foram coletados,
ver esse aparato na Figura 12.
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Figura 11: Aparato utilizado para os experimentos de microscopia confocal com
miocitos de aorta de rato (A7r5).
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3.2 METODOS
3.2.1 Estudos funcionais
3.2.1.1 Preparacao dos anéis de aorta isolada de rato

Os ratos eram sacrificados por deslocamento cervical, seguido por secgao
dos vasos cervicais. O térax do animal era aberto e dissecado, a aorta toracica era
retirada cuidadosamente e anéis aorticos de 3-5 mm eram obtidos livres de tecido
conectivo e adiposo. Para obtencdo das respostas isométricas, os anéis eram
suspensos individualmente por hastes de ago inoxidavel, conectadas a transdutores
de forca, em cubas de vidro (10 mL), contendo solucdo de Krebs a 37 °C e aerados
com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Os anéis adrticos eram
deixados por um periodo de 60 min. em repouso, durante o qual eram mantidos sob
uma tensao inicial de 1 g. Durante esse periodo, a solucao nutritiva era renovada a
cada 15 min., para prevenir a interferéncia devido ao acumulo de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Apbs o periodo de estabilizacado, era induzida uma contracdo com fenilefrina
(FEN) na concentragdo de 3x 107 M. A integridade do endotélio vascular era
verificada pela adicdo de acetilcolina (ACh) (10° M) & cuba, durante a fase tonica da
primeira contracdo induzida por FEN (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis sem
endotélio funcional eram obtidos pela remocdo mecanica da camada endotelial,
através do atrito provocado pela haste metalica em contato com a parede interna do
vaso. O endotélio vascular era considerado integro, quando os anéis adrticos
apresentavam relaxamento induzido por ACh igual ou superior a 50% (em relacdo a
forca maxima da contragao inicial) e a retirada do endotélio era confirmada, quando
ndao havia relaxamento, ou esse era inferior a 10%. Os experimentos foram
realizados com anéis de aorta na presenca e na auséncia de endotélio funcional.
Apl6s a verificacdo do endotélio, as solucbes de banho eram trocadas, sendo as
preparacoes lavadas a cada 15 min. com solugao de Krebs, durante um periodo total
de 30 min.

Todos os relaxamentos foram expressos como a percentagem reversa da
tensdo méaxima obtida pela adicdo da FEN a cuba, onde o relaxamento maximo era
obtido quando a tenséo registrada era reduzida aos niveis basais.
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3.2.1.2 Avaliacao do efeito vasorelaxante da curina em aorta isolada de rato

Realizados os procedimentos citados no item 3.2.2.1 e ap6s a verificagcdo do
endotélio funcional, as preparacées eram lavadas a cada 15 min. durante um
periodo total de 30 min., e entdo uma segunda contragdo era induzida pela adi¢cao
de 3x 107 M de FEN. Durante a fase tonica dessa segunda contragéo, a curina era
adicionada & cuba de maneira cumulativa (de 10° a 10° M), sendo avaliado o seu
efeito relaxante na presenca e na auséncia de endotélio funcional.

Apo6s o efeito maximo (Emax) induzido por curina ser atingido, a solugéo de
banho era trocada a cada 15 min., durante um periodo total de 30 min. Decorrido
esse tempo, uma terceira contragédo era induzida por FEN, onde era observado se a
tensdo maxima alcangada era de magnitude similar a primeira contragdo, o que era

indicativo da reversibilidade do efeito relaxante da curina.

3.2.1.3 Efeito da curina e da reticulina sobre a dinamica do Ca®>* em aorta
isolada de rato

3.2.1.3.1 Efeito vasorelaxante da curina e da reticulina sobre as contracoes
tonicas induzidas por 80 mM de KCI

A aorta foi montada como descrito no item 3.2.2.1. Apdés o periodo de
estabilizagdo de 60 min., eram obtidas duas curvas concentragao-resposta simples
com KCI (80 mM) de amplitudes semelhantes, registradas por meio de transdutores
isométricos acoplados a um amplificador, que eram conectados a uma placa
conversora analogico-digital conectada a um computador. Durante a fase tonica
sustentada da segunda resposta, curina e reticulina eram adicionadas a diferentes
cubas de maneira cumulativa, em preparagbes diferentes. O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contragao inicial produzida pelo KCI. Os
valores da concentracao da substancia capaz de produzir 50% de seu efeito (CEsp)
foram obtidos por regressédo néo-linear das curvas concentragdo-resposta da curina

e da reticulina, em cada experimento.
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3.2.1.3.2 Comparacao do efeito vasorelaxante da curina e da reticulina frente a
papaverina e a nicardipina sobre as contracoes ténicas induzidas por 80 mM
de KCI

A aorta era montada como descrito no item 3.2.2.1. Apdés o periodo de
estabilizacdo de 60 minutos, eram obtidas duas curvas concentracdo-resposta
simples com KCI (80 mM) de amplitudes semelhantes. Foram avaliados o efeito
vasorelaxante da curina e da reticulina versus papaverina e nicardipina em
preparacdes diferentes. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contragédo inicial produzida pelo KCI. Os valores de CEsy, foram obtidos por
regressao ndo-linear das curvas concentragao-resposta da curina e da reticulina, em

cada experimento.

3.2.1.3.3 Efeito da reticulina frente as contracoes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante

A aorta era montada de acordo com os procedimentos citados no item 3.2.2.1.
Apo6s a verificagdo da auséncia de endotélio funcional, as preparacdes eram lavadas
a cada 15 min. durante um periodo total de 30 min. Decorrido este tempo, a solucéao
de Krebs era trocada por uma solugao de Krebs modificada, acrescida de EDTA (3
mM), com a finalidade de quelar todo o Ca? livre e residual da solucédo
(RICHARDSON; TAYLOR, 1993). Apés 15 min., a solugao era trocada novamente
por uma solugédo de Krebs modificada, agora sem o EDTA e, apds a estabilizacdo da
tenséo basal (~1 g) eram induzidas contra¢cdes em resposta a adigdo cumulativa de
CaCl, (de 0,1uM a 30 mM), até que a tensdo maxima fosse atingida.
Subsequentemente, os procedimentos supracitados eram repetidos, a excecao de
que reticulina era pré-incubada por 15 min., em diferentes concentragdes (10,
3x10° e 10* M, cada qual em uma preparacdo diferente), antes que uma nova
contracdo em resposta a adicao cumulativa de CaCl, fosse induzida. A resposta
contratil em decorréncia da adicdo do CaCl, era comparada antes e depois da
exposigao dos anéis a reticulina, sendo determinados os parametros de CEsg, Enax ©

0 “slope”.
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3.2.1.3.4 Efeito da curina sobre os anéis de aorta de rato pré-contraidos com
BAY K8644

A aorta era montada de acordo com os procedimentos citados no item 3.2.2.1.
Apoés a verificagdo da auséncia de endotélio funcional, as prepara¢des eram lavadas
a cada 15 min., durante um periodo total de 30 min. Decorrido este tempo, era
adicionado KCI a cuba (concentracao final de 20 mM) e, decorridos 10 min., uma
segunda contracdo era induzida pela adi¢cao de 1 uM (YUZURIHARA et al., 2002) de
BAY K8644, um ativador dos Cay do tipo L (Cay-L) (FERRANTE et al., 1989). Apéds a
estabilizagdo da contragédo, durante a sua fase ténica, a curina era adicionada as

cubas de maneira cumulativa (de 107 a 10 M) e seu efeito relaxante era registrado.

3.2.2 Estudos eletrofisiologicos
3.2.2.1 Isolamento de células de aorta de rato

As células musculares lisas dissociadas enzimaticamente foram provenientes
da artéria aorta de ratos. Os segmentos, depois de removidos da aorta,
permaneceram numa placa de Petri a 4°C, procedendo-se a dissecag¢do. Todo o
processo ocorreu em uma solucao fisiolégica (SSF baixo-Ca®*), com pH ajustado
para 7,4 com NaOH (1 M). O procedimento para dissociagdo descrito por Xu et al.,
(1999) teve algumas adaptacdes detalhadas a seguir. Uma vez dissecado, o tecido
foi transferido para um tubo Falcon, contendo papaina (0,7 mg/mL - Sigma),
albumina sérica bovina (BSA - 1 mg/mL - Sigma) e ditiotreitol (DTT- 1 mg/mL -
Sigma) que foram diluidos em SSF normal (CaCl, = 2,6mM e MgCl, = 1mM),
permanecendo 30 min. na temperatura de 35°C. Em seguida, as amostras foram
transferidas para a solugdo SSF baixo-Ca®*, contendo colagenase (1 mg/mL -
Worthington), hialuronidase (0,9 mg/mL - Sigma) e BSA — (1 mg/mL — Sigma) para
digerir o tecido entre 15 a 30 min. As enzimas foram removidas lavando-se o tecido
2 vezes com PSS baixo-Ca®" e depois, mais uma vez, com PSS com Ca®* gelado,
em seguida foi induzida a trituracdo, utilizando-se uma pipeta Pasteur cujo diametro
da ponta foi aproximadamente 1 mm. Cerca de 3 a 5 gotas do homogenato foram
colocadas em placas de Petri especificas para cultura celular contendo PSS com os
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miocitos deixados para aderir por, no minimo, 20 min. antes dos procedimentos de

dosagem intracelular de calcio.

3.2.2.2 Eletrofisiologia

As células foram estudadas sob a platina de um microscopio invertido. O
conjunto é montado sobre uma mesa pneumatica anti-vibragdo (TMC, EUA). Um
micromanipulador elétrico de alta preciséo foi usado para movimentacao do eletrodo
responsavel pelo registro das correntes da membrana celular. Um outro
micromanipulador mecanico foi usado para posicionar a pipeta de perfusdo da
solugéo controle ou daquela contendo a substancia a ser caracterizada.

As correntes foram estudadas com a ajuda de um amplificador (HEKA, EPC9,
Alemanha) controlado pelo “software” PULSE. As correntes foram filtradas por um
filtro “passa baixa” a 2,9 kHz, convertidas em sinais digitais com freqiéncia de 10
kHz e armazenadas em computador para posterior andlise. Correntes de vazamento
(“leakage”) foram removidas, usando-se um protocolo do tipo P/4, no qual quatro
pulsos de amplitude igual a "4 do pulso teste foram aplicados e a resposta de
corrente foi somada e subtraida da corrente do pulso teste (BEZANILLA;
ARMSTRONG, 1977). Os transientes capacitivos foram anulados em todos os
experimentos. As resisténcias em série foram compensadas em pelo menos 50%.
As células que apresentaram valores altos para a resisténcia em série (acima de 10
MQ) ou que ndo se mantiveram estaveis ndo foram utilizadas na andlise. As
correntes foram adquiridas em um computador MacPC ou PC-compativel, usando-se
o “software” PULSE (HEKA, Alemanha). Para o processamento dos dados, foram
usados, também, os programas Excel (MICROSOFT, EUA) e SigmaPlot v.5.0
(JANDEL Inc., EUA).

As pipetas (PERFECTA, Brasil) feitas de vidro comum neutro foram
confeccionadas por meio de um estirador vertical de 2 estagios (NARISHIGE, PP 83
ou 830, Japao). Foram preenchidas com solucao salina, cuja composicao ibnica esta
mostrada na Tabela 6. O CsCl substituiu o ion potéassio, €, junto com o TEA™, teve a
funcdo de bloquear as correntes de potassio. As resisténcias das pipetas tinham
valores entre 2-5 MQ. Um fino fio de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi introduzido
na pipeta e o conjunto foi acoplado a um pré-amplificador (“headstage”) que, por sua
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vez, esta conectado a entrada do amplificador EPC9. As células foram banhadas por
uma solucado externa, cuja composicao esta mostrada na Tabela 5. Ao invés do
Ca?*, o Ba®** foi usado como carreador, porque os canais para Ca®" do tipo L
apresentam uma maior condutancia para o bario, facilitando, assim, a identificacao
destas correntes. Apesar do uso do Ba?* como carreador de carga, as correntes
deste ion foram referidas como “correntes de célcio”, como é usual na literatura.
Todas as solugbes foram passadas por um filtro com porosidade (“mesh”) de 0,22
wm.

Os “gigaselos” foram obtidos por meio de uma suave succ¢ao feita no interior
da micropipeta e os miécitos foram montados, na configuragéo “whole cell” (HAMILL
et al., 1981), sendo obtida com a ajuda de uma sucgao mais vigorosa. Esta pressao
negativa permitiu romper o pequeno fragmento de membrana que separa a solugao
interna, contida na pipeta, do citoplasma da célula em estudo. O aumento brusco do
transiente capacitivo indica a obtencao da configuracdo de “whole cell” (Figura 13).

Todos os registros foram feitos em células submetidas a um sistema de
perfusdo que consistiu de uma pipeta de vidro com aproximadamente 100 um de
didmetro interno e que estava conectada a saida de uma valvula solendide,
alimentada por dois reservatorios de 5 mL. A valvula solendide serviu para
selecionar qual dos compartimentos ficava ligado a pipeta de perfuséo,
estabelecendo, assim, um fluxo do seu conteddo. Os fluxos (0,1 mL/min.) foram

impulsionados pela forga da gravidade.
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Figura 12. llustracdo esquematica das quatro configuragdes de patch-clamp:

(A) cell-attached, (B) whole cell, (C) outside-out e (D) inside-out (Modificado de
HAMILL et al., 1981).
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3.2.2.3 Caracterizacao das correntes de calcio, nas células A7r5, na
configuracao “whole-cell”

Foram caracterizadas as correntes de Ca**, nas células A7r5, utilizando as
substancias, CdCl,, um blogueador inespecifico das correntes de Ca?', e a
nicardipina, um bloqueador das correntes de célcio tipo L. As células foram mantidas
em um potencial de “holding” de -80 mV, por um periodo de 50 ms. Logo apos,
foram aplicados pulsos-teste de 100 ms de duragdo que despolarizaram a célula
para +10 mV, em intervalos de 10-15 s. As correntes de calcio foram medidas na
situagdo controle, com a célula perfundida por solugdo extracelular (Tabela 7), e
situacao teste, perfundindo-se a célula com solugéo extracelular, contendo 300 pM
de CdCl, e 10 uM de nicardipina.

3.2.2.4 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de
calcio do tipo L, nas células A7r5, na configuracao “whole-cell”

Foi avaliado o efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de Ca?* do
tipo L, quando os midcitos de aorta de rato foram mantidos em um potencial de
“holding” de -80 mV, por um periodo de 50 ms, logo apods esse periodo, foram
aplicados pulsos-teste de 100 ms de duracédo que despolarizaram a célula para +10
mV, em intervalos de 10-15 s. As correntes de célcio foram medidas na situacao
controle, com a célula perfundida por solucao extracelular (Tabela 7), e situagcao
teste, perfundindo-se a célula com solugao extracelular, contendo 30 uM da curina e
100 uM da reticulina.

3.2.2.5 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de
calcio do tipo L, em miécitos de aorta de rato recém-despersos, ha
configuracao “whole-cell”
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Foi caracterizado o efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de Ca**
do tipo L. Os miécitos de aorta de rato, foram obtidos como descrito no item
3.2.2.4.1 e mantidos em um potencial de “holding” de -80 mV, por um periodo de 50
ms. Logo apds esse periodo, foram aplicados pulsos-teste de 100 ms de duracao
que despolarizaram as células para +10 mV, em intervalos de 10-15 s. As correntes
de célcio foram medidas na situacao controle, com a célula perfundida por solugéao
extracelular (Tabela 7), e situagcao teste, perfundindo-se a célula com solugao
extracelular, contendo 30 uM da curina e 100 uM da reticulina.

3.2.2.6 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de
calcio do tipo L e investigacdao da dependéncia de concentracao, em células
A7r5

Foi avaliado se o bloqueio das correntes de Ca®* do tipo L por curina e por
reticulina era dependente de concentracdo. Para a realizagdo do protocolo da curva
concentracao-resposta, as células A7r5 foram mantidas em um potencial de
“holding” de -80 mV, sendo aplicados pulsos-teste de 100 ms de duragdo que
despolarizaram as células para +10 mV, em intervalos de 10-15s. As correntes
ibnicas foram medidas na auséncia e na presenga de varias concentragdes
diferentes da curina e da reticulina.

3.2.2.7 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de
calcio do tipo L e investigacao da dependéncia de voltagem, em células A7r5

Estudou-se o efeito da curina e da reticulina sobre a curva corrente-voltagem
dos canais para célcio do tipo L. Para a realizagcado do protocolo da curva corrente-
voltagem, as células A7r5 foram mantidas em um potencial de “holding” de -80 mV,
e aplicados, numa frequéncia de 0,1 Hz, pulsos despolarizantes de -80 mV até 50
mV, com incremento de 10 em 10 mV, com duracao de 100 ms. As correntes ibnicas
foram medidas tanto na auséncia, quanto na presenca de 30 e 100 uM da curina e
na presenca de 100 uM da reticulina. A partir dos resultados obtidos, construiu-se a
relacdo densidade de corrente em funcao da voltagem.
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3.2.2.8 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina na condutéancia dos canais
para Ca?* do tipo L, em células A7r5

Para investigacao do efeito de curina e de reticulina sobre a condutancia dos
canais para Ca®* do tipo L, as células A7r5 foram mantidas em um potencial de
“holding” de -80 mV. Antes do pulso teste foi aplicado um pré-pulso de -40 mV por
500 ms de duracgdo, com a finalidade de se observar somente as correntes de Ca®*
tipo L; ap6s esse periodo, foi aplicado um pulso-teste de 100 ms de duracdo que
despolarizou a célula para +10 mV, com incremento de 10 mV em intervalos de
10-15s. As correntes de calcio foram medidas na situagdo controle, com a célula
perfundida por solugédo extracelular (tabela 7) e, na situagéo teste, perfundindo-se a
célula com solugéo extracelular contendo 3, 10, 30, 100 e 300 uM da curina e de 100

UM da reticulina.

3.2.2.9 Avaliacao do efeito da curina e da reticulina sobre a inativacao
estacionaria dos canais para Ca®* do tipo L, em células A7r5

Para se investigar o efeito da curina e da reticulina sobre a dependéncia de
voltagem para a inativagdo estacionaria dos canais para Ca®* do tipo L, foi
executado o seguinte protocolo experimental: as células A7r5 foram mantidas em
um potencial de “holding” de -80 mV. Antes do pulso teste foi aplicado um pré-pulso
que variou de -110 para 0 mV, para reticulina, e de -80 mV para +30 mV, para curina
por 500 ms de duragdo, com a finalidade de se favorecer a inativacdo dos canais
para Ca®* tipo L; em seguida, foi aplicado um pulso-teste com duracdo de 100 ms,
que despolarizou a célula para +10 mV, em intervalos de 10 s. As correntes de
célcio foram medidas na situagcdo controle, com a célula perfundida por solugéo
extracelular (Tabela 7), e na situagao teste, perfundindo-se a célula com solugéo
extracelular, contendo 30 uM da curina e 100 uM da reticulina. Os dados obtidos
foram tratados e mostrados, juntamente com a curva ajustada, seguindo a
distribuicdo tipo Boltzmann. Foram obtidos os valores de Vo5 e do “slope”. Vs
representando o valor de potencial onde 50 % da populacao de canais ibnicos estao
inativados (HODGKIN; HUXLEY, 1952) e o V5 permite determinar se ha ou nao

variagoes na dependéncia de voltagem associada ao fendémeno estudado.
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3.2.2.10 Avaliacao da participacao dos nucleotideos ciclicos AMPc-GMPc no
efeito da curina e da reticulina sobre as correntes de calcio do tipo L

Para avaliar a participacédo dessas vias de sinalizacao sobre o efeito da curina
e da reticulina nas correntes de Ca®* do tipo L, foi executado o seguinte protocolo
experimental: as células A7r5 foram mantidas em um potencial de “holding” de -
80 mV, por um periodo de 50 ms. Logo ap6s esse periodo, foram aplicados pulsos-
teste de 100 ms de duracao que despolarizaram a célula para +10 mV, em intervalos
de 10-15 s. As correntes de calcio foram medidas na situagdo controle, com a célula
perfundida por solucdo extracelular (Tabela 7), e situacao teste, perfundindo-se a
célula com solugéo extracelular, contendo IBMX (0,5 mM) ou dbcAMP (1mM) ou 8-
Br-cGMP (1 mM) e, por ultimo, perfundindo-se a célula com solugdo extracelular
contendo o mesmo IBMX (0,5 mM) ou dbcAMP (1mM) ou 8-Br-cGMP (1 mM),
acrescido de 30 uM da curina ou 100 uM da reticulina.

3.2.3 Protocolos realizados nos estudos com microscopia confocal
3.2.3.1 Incorporacéo do fluo-4 nas células da linhagem A7R5

A quantificacédo e visualizacdo em tempo real das altera¢des intracelulares na
[Ca?*] em miécitos de aorta de rato, em resposta a curina, foram obtidas por
microscopia confocal. A intensidade de fluorescéncia ao calcio foi determinada com
a sonda sensivel ao Ca?*, Fluo-4, absorcdo em 488 nm e emissdo maxima em 516
nm (www.molecularprobes.com), na forma de acetoximetil éster que € permeavel a
membrana plasmatica (Fluo-4/AM - 6uM). Inicialmente, seguindo método descrito
por Rodrigues et al. (2007) com modificagdes, as células A7R5 foram carregados
com fluo-4/AM por 40 min. e, em seguida, colocadas em camaras experimentais de
perfusdo onde foram continuamente perfundidos por uma solucao
extracelular, Tyrode, a temperatura ambiente. As alteracbes na concentracdo de
Ca** intracelular em resposta aos estimulos induzidos por KCl (80 mM) foram
captadas por microscopio confocal de fluorescéncia por varredura a laser modelo
Zeiss LSM 510 META (GERMANY). As imagens foram monitoradas por espaco de

tempo pré-determinado no aparelho. As células foram observadas usando objetiva
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63x (imersdo a Oleo) e abertura numérica de 1,4. A faixa de 488nm de um laser
kripténio/argbnio foi usada para excitar a sonda e os sinais de emissdes entre 505 e

550 nm foram coletadas (Figura 12).

3.2.3.2 Avaliacao dos efeitos da curina sobre as concentragdes de calcio
intracelulares em miocitos de aorta de rato (A7r5) estimuladas com KCI

No intuito de investigar as influéncias da curina na concentragdo de Ca®*
intracelular em midcitos previamente estimulados com um agente despolarizante,
semelhante ao procedimento realizado nos ensaios funcionais com artéria aorta de
rato, as células musculares lisas foram estimuladas com um agente despolarizante,
o KCI (80 mM). Previamente, as células foram estimuladas com KCI que foi diluido
na solucdo de perfusdo (Tabela 2). Em seguida, as células foram incubada com
curina (30 uM) na presenca de KCI. Os valores foram expressos como média +
e.p.m. e as intensidades de fluorescéncia foram normalizadas como descrito

anteriormente.

3.2.4 Viabilidade celular

3.2.4.1 Efeito da curina e da reticulina sobre a Linhagem de células de musculo
liso A7r5

3.2.4.1.1 Método MTT

A citotoxicidade da curina e da reticulina foi analisada pela técnica de
reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium), que é
um método colorimétrico que mede a citotoxicidade, proliferagdo ou viabilidade
celular (MOSMANN, 1983). O MTT € um sal de tetrazdlio soluvel em agua de cor
amarela, o qual é convertido em cristais de formazam de cor purpura, insoluveis em
agua, apés clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais e outras
enzimas citosolicas (LIU et al., 1997). Os cristais de formazam s&o dissolvidos com a
adicao de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10% em HCI (0,01N), formando um
composto colorido cuja densidade Optica é medida em espectrofotdmetro, tipo leitor

de ELISA (A = 570 nm). A atividade das desidrogenases é diretamente proporcional
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a capacidade redutora do sistema sobre o MTT e, portanto, producao de cromdgeno
(LIU et al., 1997).

As células da linhagem A7r5, quando incubadas com curina ou reticulina, foi
analisada utilizando o ensaio com o MTT. Inicialmente, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos em uma concentragdo de 5 x 10° cél/mL incubadas em meio
RPMI com 10% de soro bovino fetal (SBF), durante o periodo de 24 h, a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO, Apds este periodo, o meio foi retirado e, em
seguida, foram colocadas as diferentes concentragcées da curina e da reticulina (3,
10, 30, 100 e 300 uM). Esta linhagem foi cultivada sob as mesmas condi¢cbes de
temperatura e CO; durante 24 h. Apés esse periodo de incubagdo com a substancia
testada, removeu-se o sobrenadante da cultura, adicionou-se a solucao de MTT (5
mg/mL em tampéao fosfato-salina (PBS)), retornando a placa para a estufa durante 4
h para que ocorresse a reacdo. Em seguida, os cristais de formazan foram
solubilizados com a adi¢do de uma solucao de SDS (10%) em HCI (0,01 N). Ap6s 16
h, foi realizada a leitura da placa no espectrofotdmetro tipo leitor de ELISA e a
absorbancia medida a 570 nm. Para o branco da reacao, foi utilizada solucao de
SDS/HCI.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram expressos como media * erro padrdo da média
( x+e.p.m.) e “n” se refere ao nimero de animais ou nimero de células utilizadas
em cada experimento para um dado protocolo.

Para os dados de citotoxicidade os resultados foram obtidos a partir de trés
ensaios em triplicata para cada concentracdo e comparados por andlise de variancia
de uma via (ANOVA) seguido do pdés-teste de Newman Keuls, sendo considerada
alguma diferenga significativa quando p<0,05.

Para os experimentos in vitro, usando 6rgdos isolados, as curvas mostrando a
relacdo concentracao-resposta de uma substdncia foram ajustadas por uma
regressao nao-linear descrita pela equagao: Y = min + (max-min)/(1+10((L0s(CES0-X1S)y.
onde “X” é o logaritmo na base 10 da concentragcao molar da substancia testada, “Y”
€ a resposta relaxante da substancia testada em percentagem, “min” € o menor
efeito assumido para “Y”, “max” é o maior efeito assumido para “Y” e “S” é o valor da
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constante de Hill (MOTULSKY; CHRISTOPOULQOS, 2003). A partir dessa equacao,
foram calculados os valores de CEsp (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 0 Emax (valor médio, em percentagem, do
efeito maximo obtido por uma substancia em relagdo ao maior valor possivel num
dado tecido), servindo como parametro de eficacia relativa entre duas substancias
(NEUBIG et al., 2003).

Para a ativacdo, a corrente em cada potencial teste foi convertida para
condutancia (G), utilizando a seguinte formula: G = | / (V-Eca), onde Ec, € 0 potencial
de reversao aparente (Eca foi estimado por extrapolacao a partir do comportamento
6hmico da relagao I-V). As relagdes corrente voltagem foram normalizadas dividindo-
se o valor da condutancia obtida pelo seu maximo valor. Foi utilizada a equacao de
Boltzmann para ajustar o comportamento dos valores em relagdo a voltagem,
apenas na fase de ativacao dos canais até o ponto de condutancia maxima (ponto
maximo ou o valor 1). A fase de ativagédo foi montada, por uma equagao Boltzmann
G/ Gmax =1/ (1+ exp [(Viz- V) / K]) em que Vi é 0 potencial em que G foi a
metade de Gmax e k é fator de inclinacdo. Na inativagcao, o valor de corrente que
corresponde ao potencial de pré-pulso foi normalizado por Imax e foi montado
utilizando-se a equacao Boltzmann: | /Imax =1/ (1 + exp [(V-V12) / k]) onde Vi€ 0
potencial em que | foi a metade de Imax e k € o fator de inclinagao.

Diferencas entre as médias foram comparadas estatisticamente, usando-se o
teste “t” de Student ndo-pareado, onde essas diferengcas foram consideradas
significantes, quando o valor calculado de “p” foi menor que 0,05. As analises
estatisticas eram realizadas usando-se o programa Graph-Pad Prism® 4.03
(GRAPHPAD SOFTWARE, EUA).

Foram usados os programas Pulse® e Pulse Fit® (HEKA Eletronik,
Lambrechtm, Alemanha) e SigmaPlot (SPSS, EUA), para aquisicdo e analise dos
dados em eletrofisiologia; Imagej (SPEX Industries, EUA) para aquisicdo dos dados
em espectrofluorometria de Ca®*; CVMS (World Precision Instruments, EUA) foi
utilizado para a aquisicao de dados de tensao isométrica em érgaos isolados.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo da atividade vasorelaxante da curina e da reticulina em aorta
isolada de rato

4.1.1 Efeito vasorelaxante da curina em aorta isolada de rato

A curina (10® a 10 M) relaxou, de maneira dependente de concentragao, os
anéis de aorta isolada de rato pré-contraidos com FEN (3 x 10”7 M) na presenca e na
auséncia de endotélio funcional (Figura 13), apresentando um valor de CEsy =7,6
1,6 x 10° M na presenca, e de 8,0 = 1,5 x 10® M na auséncia do endotélio. A
efichcia maxima foi atingida para ambos os casos (presenga ou auséncia de
endotélio) na concentracdo de 10* M, sendo o valor de Enax de 100 %, nédo tendo
diferenca significativa o efeito da curina na presenca ou na auséncia de endotélio
funcional. O tempo médio de relaxamento maximo da curina foi de 120 + 5 min. Em
todos os experimentos, a concentracao final de cremofor ou etanol foi de no maximo
0,5 %, quando a concentracdo da curina foi de 10* M. Também foi observado que a
responsividade da aorta isolada de rato a FEN foi restaurada 70 min. ap6s a retirada
da curina da cuba (dado ndo mostrado).

Comparando os valores de CEsy da curina apresentados aqui e os da
reticulina demonstrado por Dias et al., (2004), verificou-se que curina foi cerca de
200 vezes mais potente em relaxar os anéis de aorta isolados de rato do que a

reticulina.
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Figura 13. Efeito vasorelaxante da curina sobre as contrag¢des ténicas induzidas por
3x107M de FEN, em anéis de aorta isolada de rato, na presenca (M) e na
auséncia (@) de endotélio funcional. Os dados apresentados representam a média
e.p-m. (n = 6). Os valores ndo foram considerados significantes, quando p < 0,05.
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4.2 Efeito da curina e da reticulina sobre a dinamica do Ca®* em aorta isolada
de rato

4.2.1 Efeito comparativo da curina e da reticulina frente a papaverina ou
nicardipina sobre as contra¢coes tonicas induzidas por KClI

Para avaliarmos a participacdo do influxo de Ca®* através dos canais para
célcio dependentes de voltagem, e para compararmos o efeito da curina e da
reticulina com alguns bloqueadores ja conhecidos, executamos o0s seguintes
experimentos: Quando a resposta contratil para K" (80 mM) alcangcou um platd,
nicardipina, um bloqueador especifico dos canais para Ca** do tipo-L que pertence a
familia das dihidropiridinas, papaverina, um alcaldide de tipo isoquinolinico bloqueia
os canais Ca®* tipo-L por inibir as fosfodilesterases, curina e reticulina foram
acrescentadas em diversas concentragdes. Todas as substancias provocaram
relaxamento de maneira dependente de concentracdo. A concentragcdo de
nicardipina, papaverina, curina e reticulina que produz 50% de relaxamento das
contragées induzidas por alto-K* foi 3,2 + 0,6 x 10° M (n = 5), 3,1 0,1 x 10° M (n =
5),9,3+2,1x10°M (n=7)e28+0,3x10*M (n = 4), respectivamente. Como a
contragdo induzida por KCI em aorta de rato é o resultado do influxo de Ca®* pelos
VGCC, sugerimos que curina e reticulina previnem o influxo de Ca** pelos VGCC no
musculo liso vascular.

O tempo médio de relaxamento tanto para curina como para reticulina foi de
aproximadamente 180 min. As contra¢des induzidas por KCI foram reversiveis apds
60 minutos da retirada da curina da cuba, jA& com reticulina até duas horas de
lavagem nao foram suficientes para promover a redugéo do efeito.
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Figura 14. Curvas concentracdo-resposta (m) nicardipina, n = 5, (o) papaverina, n =
6, (®) curina, n = 6, e (@) reticulina, n = 4, sobre as contragdes ténicas induzidas por
80 mM de KCI em aorta isolada de rato. Os dados representam a media + e.p.m.
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4.2.2 Efeito da reticulina frente as contracoes induzidas por CaCl. em meio
despolarizante

A adicao cumulativa de CaCl, (10 uM a 30 mM), em meio despolarizante (80
mM de KCI) sem Ca?*, produziu contracdo dependente de concentragdo em anéis
desnudos de aorta de rato (Figura 15). Os valores de CEsp para o CaCl, na presenca
das concentragdes de 100 e 300 uM da reticulina foram, respectivamente, de 1,5 +
0,5mM (n=4)e24+0,1 mM (n = 4), apresentando uma diminui¢cdo significativa na
poténcia do CaCl, em relagdo ao controle (CEsy = 0,40 = 0,05 mM (n = 8)) na ordem
de 3 e 6 vezes, respectivamente. Também se verificou a reducdo da resposta
maxima em 300 uM da reticulina (18,0 £ 2,5%, n = 4). As curvas cumulativas ao
aumento da [Ca®'], foram desviadas para direita de forma n&o-paralela, com inibigao

do Emax caracteristico de um antagonismo do tipo ndo-competitivo.
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Figura 15. Efeito da reticulina frente as curvas concentracao-resposta, em resposta
a adicdo cumulativa de [Ca®'],, em anéis de aorta isolada de rato, sem endotélio
funcional, na auséncia (m), n = 8, e na presenca de 100 (m), € 300 puM (o), n = 4, da
reticulina. Os dados representam a média + e.p.m.
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4.2.3 Efeito da curina sobre os anéis de aorta de rato pré-contraidos com BAY
K8644

A adicdo cumulativa da curina (de 107 a 10™* M) promoveu um relaxamento
dependente de concentragdo dos anéis de aorta isolada de rato pré-contraidos com
BAY K8644 (3x107M), um ativador dos canais Cay-L, com
CEso=11,9+1,9x 10® M (Figura 16).

O tempo necessario para que fossem obtidas as respostas maximas para

cada concentrac¢do da curina variou entre 100 a 110 min. (dados ndo mostrados).
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Figura 16. Efeito da curina sobre os anéis de aorta pré-contraidos com Bay K8644.
Curva concentracdo-resposta para curina (107 — 10* M) em anéis da artéria aorta de
rato, sem o endotélio vascular, pré-contraidos com Bay K8644 (300 nM). Os valores

estdo expressos como a média + e.p.m. (n = 7).
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4.3 Caracterizacao eletrofisiologica da curina e da reticulina
4.3.1 Caracterizacdo das correntes de Ca** em células da linhagem A7r5

Foi demonstrado que as células A7r5 expressam dois tipos distintos de canais
para Ca®* dependentes de voltagem, o do tipo-L e o do tipo-T (ZHANG et al., 1994).
Em experimentos preliminares, examinamos as correntes carreadas pela ativagéo
dos canais para Ca®* em células A7r5 e constatamos que a maior parte das células
exibiram correntes ativadas por valores de voltagem mais despolarizantes (>-50 mV)
(HVA), conforme relatado anteriormente (UCHIDA et al., 2001). Quando as células
A7r5 foram perfundidas com 300 pM de CdCl,, um bloqueador inespecifico dos
canais para Ca®* (ULLRICH et al., 2007), verificou-se que as correntes foram
completamente inibidas (Figura 17A). Quando as células foram perfundidas com 10
UM de nicardipina, um bloqueador seletivo dos canais para Ca®* do tipo-L (ULLRICH
et al., 2007), observou-se que o bloqueio das correntes promovido pela nicardipina
foi quase total (Figura 17C). No presente estudo, todas as células testadas
apresentaram um montante substancial de correntes sensiveis a dihidropiridina
(cerca de 85%) e pode-se concluir que as correntes que foram registradas séao,
principalmente, devido a ativagao dos canais do tipo-L.

As correntes de entrada de Ba®* através dos canais para Ca?', nas células
A7r5, apresentaram caracteristica tipica de correntes sensiveis a voltagem do tipo-L.
Além disso, estas correntes foram potencializadas com o ativador dos canais para
Ca?*, sensivel a dihidropiridinas, S(-)-Bay K8644 (1 pM) (dados ndo mostrados)
sendo totalmente abolidas pela exposicdo a um bloqueador destes canais, a
nicardipina (10uM) (Figura 17C).
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Figura 17. Caracterizagdo das correntes de Ba®* por canais para Ca®" do tipo-L
sensiveis a voltagem nas células A7r5. A, Tracado representativo antes (controle,
em preto) e durante a aplicagcdo de 300 uM de CdCl, (em cinza) sobre as correntes
de entrada de Ba**, obtidas por pulsos despolarizantes de 10 mV, partindo de um
potencial de holding de -80 mV. B, Resultado mostrando os valores de pico de
corrente antes (controle) e durante a aplicagdo de 300 yM de CdCl,, C, Tragado
representativo mostrando o efeito da nicardipina (10 pM) sobre as correntes de Ba**.
D, Média dos valores da inibicdo promovida por nicardipina. Os valores estédo
expressos como a média £ e.p.m. (n = 5)
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4.3.2 Efeito da curina e da reticulina sobre os canais para calcio sensiveis a
voltagem em células A7r5

As correntes foram inicialmente registradas com 10 mM de Ba®* na solucédo
externa para aumentar a amplitude das correntes do tipo-L através dos canais para
calcio. As correntes de Ba®** nas células A7r5 foram registradas, utilizando o
protocolo no qual a célula era despolarizada para 10 mV, partindo de um potencial
de “holding” de -80mV com a frequéncia de estimulacdo de 0,1 Hz. E importante
mencionar que, em nossos experimentos, s6 foram utilizadas as correntes de Ba**
nas células A7r5 que mantiveram-se estaveis (sem “rundown”) por 10/15 min. A
figura 18A mostra que a reticulina (100 uM) teve efeito inibitério sobre as correntes
de Ba®* (Ig,). A inibicdo da Iz, por reticulina se desenvolveu rapidamente, atingindo o
maximo em 30 s (ver curso-temporal ilustrado na figura 18B). Nessa concentracéo, a
reticulina inibiu a amplitude do pico das correntes de Ba** de -4,6 + 0,4 pA/pF
(células controle, barra branca, n = 5) para -1,98 £ 0,14 pA/pF (100 uM da reticulina,
barra preta, n = 5), Figura 18C.
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Figura 18. Efeito da reticulina sobre as correntes de Ba®* em células A7r5 de aorta
de ratos. A, Tragado representativo antes (controle, em preto) e durante a aplicagéo
de 100 uM da reticulina (em azul) sobre as correntes de entrada de Ba®*. O registro
foi obtido por pulsos despolarizantes de 10 mV, partindo de um potencial de
“holding” de -80 mV. B, Curso temporal do efeito da reticulina. C, Resultado
mostrando os valores de pico de corrente antes (controle) e durante a aplicagéo de
100 pM da reticulina. Os valores estao expressos como a meédia + e.p.m. (n = 5).
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Os experimentos para registro das correntes através dos canais para Ca®*
incubados com curina foram executados da mesma forma anterior, exceto por utilizar
20 mM de Ba?'. Verificou-se que curina também teve efeito inibitério sobre as

correntes tipo-L, como mostrado pelos registros representativos.

Também se verificou que a inibicdo da /ga por curina desenvolveu-se
rapidamente, cerca de 20 a 30 s (Figura 19B), sendo esse efeito completamente
revertido quando a preparacdo foi lavada com a solugdo controle (Figura 19B).
Curina (30 pM) inibiu a amplitude da corrente de Ba** de -10,4 + 0,3 pA / pF
(controle, n = 7) para -5,1 £ 0,2 pA / pF (curina, n = 7), figura 19C.
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Figura 19. Efeito da curina nas correntes de Ba®* em células A7r5 de aorta de ratos.
A, Tracado representativo antes (controle, em preto) e durante a aplicacao de 30 uM
da curina (em vermelho) sobre as correntes de entrada de Ba?*, obtidas por pulsos
despolarizante para +10 mV, partindo de um potencial de “holding” de -80 mV. B,
Curso temporal do efeito da curina. C, Resultado mostrando os valores de pico de
corrente antes (controle) e durante a aplicagdo de 30 uM da curina. Os valores estao
expressos como média + e.p.m. (n = 7).
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4.3.3 Constante de tempo para o efeito da curina

A figura 20 mostra as constantes de ligacao e a de desligamento da curina
com sua estrutura alvo. A figura 20A apresenta o “tau-on” ou a constate de ligacao
da curina com seu sitio de ligacdo no canal de Ca?*. O valor dessa constante foi de
38 + 10 ms, ou seja, curina se liga a seu sitio especifico em 38 ms e a constante de
desligamento, “tau-off” foi de 42 £ 6 ms, que foi o tempo que curina leva para se
desligar da molécula alvo, durante a lavagem.
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Figura 20. Constante de ligacao e desligamento da curina. A, dados representativos

durante a aplicagdo de 30 uM da curina sobre as correntes de entrada de Ba**,
correspondendo a constante de ligagdo da curina com a molécula alvo. A curva foi
obtida a partir da equagédo Y= Min + (Max — Min)*(1-exp(-k*X), onde k € a constante
de tempo. B, dados representativos durante a lavagem da curina sobre as correntes
de entrada de Ba?*, correspondendo a constante de desligamento da curina com a
molécula alvo. C, Resultado mostrando os valores, expressos como média + e.p.m.
de ligacao tau-on e desligamento tau-off da curina (n = 7), p > 0,05.
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4.3.4 Efeito da curina e da reticulina sobre os canais para calcio abertos por

voltagem em midcitos da aorta de rato recém dispersos

Para avaliar o efeito da curina e reticulina sobre os Ca,, foram realizados
experimentos de fixagdo de voltagem usando a técnica de “patch clamp”. Utilizando-
se células musculares lisas, recém-dispersas de aorta isolada de ratos normotensos,
foram registradas correntes utilizando 20 mM de Ba®**. Na solugdo externa para
aumentar a amplitude das correntes do tipo-L, através dos Cay na auséncia e na
presencga da curina (30 uM) ou da reticulina (100 uM), figura 21. Esses dados foram
utilizados para comparar com os resultados das células em cultura (A7r5). O valor
médio das capacitancias das células estudas neste protocolo foram 9,5 £ 0,10 pF. A
inibicdo da /g, por curina desenvolveu rapidamente, em cerca de 50 s (Figura 21B),
sendo o efeito completamente revertido, quando a preparacao foi lavada com a
solugdo controle (Figura 21B), resultado semelhante alcangado ao com as células
A7r5. Curina (30 pM) inibiu a amplitude da corrente de Ba®* de -6,2 + 0,1 pA/pF
(controle, n = 3) para -4,7 = 0,08 pA/pF (curina, n = 3, Figura 21C).

A inibicdo da Ig, por reticulina (100 uM) desenvolveu também rapidamente,
cerca de 10 a 20 s (ver curso-temporal como ilustrado na Figura 22). Nessa
concentragao, a reticulina inibiu a amplitude do pico da corrente de Ba** de -7.85 +
0,39 pA/pF (células controle, barra branca, n = 3) para -5.50 £+ 0.38 pA/pF (100uM da
reticulina, barra preta, n = 3; Figura 22C).

Os resultados obtidos aqui foram semelhantes aos obtidos com a linhagem de
aorta de rato, A7r5. Dessa forma, devido a manipulagdo, a disponibilidade e a
agilidade de trabalho serem bem mais favoraveis com as células A7r5, passamos a
proceder nossos experimentos com essas células.

97



Corrente (pA)

-

o

(=]
a2

R

o

=)
a2

-3004

Medeiros, M. A. A.

25 50 Tem%fé (ms) 100 125

150

-400+

-2001
-3004
<
K=
2
c -4009
2
S
o
-5001
— Controle
—— Curina 30uM
-600-
C Conjrole
0
-1d
i -2d
L 2
<
£ -3
(]
t
o -4
=
[}
O -5
-6
————— ————aaa
-7

n n
n
| ]
n
| |
| |
m B m
| | s |-
Curina 30uM Lavagem
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tempo (s)

Curing 30uM

*kk

Figura 21. Efeito da curina sobre as correntes de Ba®*, em miécitos de aorta de
ratos recém-dispersos. A, Tracado representativo antes (controle, em preto) e
durante a aplicacdo de 30 uM da curina (em vermelho) sobre as correntes de
entrada de Ba®*. As correntes foram obtidas por pulsos despolarizantes de +10 mV,
partindo de um potencial de “holding” de -80 mV. B, Curso temporal do efeito da
curina. C, Resultado mostrando os valores de pico de corrente antes (controle) e
durante a aplicagdo de 30 uM da curina. Os valores estdo expressos como média +

e.p.-m.,n=3, **p < 0,001.
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Figura 22. Efeito da reticulina nas correntes de Ba?*, em miécidos de aorta de ratos
recém-dispersos. A, Tracado representativo antes (controle, em preto) e durante a
aplicacdo de 100 uM da reticulina (em azul) sobre as correntes de entrada de Ba**.
As correntes foram obtidas por pulsos despolarizantes de +10 mV, partindo de um
potencial de holding de -80 mV. B, Curso temporal do efeito da reticulina. C,
Resultado mostrando os valores de pico de corrente antes (controle) e durante a
aplicacao de 100 pM da reticulina. Os valores estdo expressos como média + e.p.m.,
n=3, *p < 0,05.
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4.3.5 Curva concentracao-resposta da curina, da reticulina e de nicardipina
sobre as correntes através dos canais para calcio sensiveis a voltagem em
células A7r5

A Figura 23 mostra o efeito bloqueador das diferentes concentragcées da
curina (3, 10, 30, 100 e 300 uM), reticulina (10, 30, 100 e 300 uM) e nicardipina (10°°
a 10 M) no pico das correntes de Ba®*, de maneira dependente de concentragao.
As Figura 23A e B apresentam registros representativos, obtidos na situacao
controle e durante a exposicdo das diferentes concentragbes da curina e de
reticulina. Na figura 23C mostra a curva concentragdo-resposta da curina, da
reticulina e de nicardipina, nas concentragdes acima citadas, sobre as correntes de
Ba?*. Pode-se observar uma diminuicdo, dependente de concentragdo, das
correntes de entrada de Ba®* normalizadas. A curva concentragdo-resposta para
curina (circulos fechados, n = 7) resultou na Clsy, de 30,9 + 4,0 uM, para reticulina
(quadrados azuis, n = 5) a Cls, foi de 39,6 + 15,5 uM e para nicardipina (quadrados
pretos, n = 5) a Clso foi de 67,4 £ 30,5 nM, Figura 23C.
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Figura 23: Curva concentracdo-resposta a curina, reticulina e nicardipina sobre as
correntes de Ba®* por canais para Ca®* sensiveis a voltagem do tipo-L. A, Tracados
representativos mostrando o efeito da curina (3, 10, 30, 100 and 300 uM) sobre as
correntes de entrada de Ba**, obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV,
partindo de um potencial de “holding” de -80 mV, células A7r5. B, Tracados
representativos mostrando o efeito da reticulina (10, 30, 100 and 300 uM) sobre as
correntes de entrada de Ba®*, obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV,
partindo de um potencial de holding de -80 mV, células A7r5. C, Curvas
concentragdo-resposta para nicardipina, curina e reticulina, mostrando a inibicao
dependente de concentracdo das correntes de Ba®*. Os valores estdo expressos
como média * e.p.m.
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4.3.6 Identificacao e caracterizacao do efeito da curina e da reticulina sobre as
correntes de calcio em células A7r5

Para isolar as correntes ativadas em potenciais mais despolarizantes (HVA),
foi usado um potencial de “holding” em -40 mV. A alteracdo do “holding” foi para
investigar se havia diferenca no efeito da curina e da reticulina, comparado com o0s
resultados de “holding” de -80 mV.

A figura 24, mostra a curva concentragao-resposta para curina sobre as
correntes de Ba®*. Pode ser observada uma reducéo, dependente de concentracéo,
das correntes de Ba®* normalizadas. A curva concentragdo-resposta para curina
(Figura 24B, n = 5) gerou uma Clsy de 33,7 = 3,8 yM. Comparando com a curva
concentragao-resposta com “holding” em -80 mV, 30,9 = 4,0 uM, nédo se verificou
diferenca significante entre os valores de Clso.

Da mesma forma, a reticulina inibiu as /s, quando o potencial de membrana
partiu de -40 mV_Na concentracdo de 100 uM, reticulina reduziu a amplitude do pico
da corrente de Ba®* de -9,4 + 0,1 pA/pF (células controle, barra branca, n = 3) para -
6,3 = 0,1 pA/pF (100uM da reticulina, barra preta, n = 3), figura 25.

102



Medeiros, M. A. A.

Corrente (pA/pF)

A Time (ms) B
10 10-00 20-00 30-00 40- 0 0-00 60-00 70-00 80-00 Conjrole Cur 3uM Cur 10uM Cur
-0.54
-1.59
04 -2.59
-3.54
o
o 32
) £6.54
— Controle o
-204 Curina 3mM %7'5 *k
—— Curina 10mM Q.59
30- — Curina 30mM -9.54 *
- —_— gur!na ;ggmm -10.54
urina 300m 1154
-12.54
Oq =
C 10¢
204 []
;\? 30
l§ 40+
_E 50+ x
604
704
80+ []
90+
55 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5

log [Curina] M

Figura 24: Curva concentragdo-resposta & curina sobre as correntes de Ba?*,
partindo do potencial de “holding” de -40 mV. A, Tracado representativo mostrando o
efeito da curina (3, 10, 30, 100 and 300 M) sobre as correntes de entrada de Ba**,
obtidas por pulsos despolarizante para +10 mV, partindo de um potencial de
“holding” de -40 mV, em células A7r5. B, Resultado mostrando os valores de pico de
corrente antes (controle) e durante a aplicagdo da curina (3, 10, 30, 100 and 300
uM). C, Curva concentragdo-resposta para curina, mostrando a inibicado dependente
de concentracdo das correntes de Ba“*. Os valores estdo expressos como média *
e.p.m. (n=3), *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Figura 25: Efeito da reticulina sobre as correntes de Ba®*, partindo do potencial de
“holding” de -40 mV. A, Tragados representativos mostrando o efeito da reticulina
(100 pM) sobre as correntes de entrada de Ba?*, obtidas por pulsos despolarizantes
para +10 mV, partindo de um potencial de holding de -40 mV em células A7r5. B,
Resultado mostrando os valores de pico de corrente antes (controle) e durante a

aplicacao da reticulina (100 pM). Os valores estao expressos como média * e.p.m.,
(n=3), ***p < 0,001.
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4.3.7 Efeito da curina e reticulina sobre a relacao I/V para os Ca, das células
A7r5

A relacao corrente-voltagem (I/V) foi obtida por pulsos despolarizantes de 100
ms de duragdo, a partir da potencial de holding de -80 mV para potenciais testes
entre -80 mV e 60 mV com incremento de 10 mV. Na situacao controle, solugao
externa com Ba®* (10 ou 20 mM) ou na situacdo teste, perfundindo-se a célula com
solucdo extracelular contendo Ba?* e curina (30 ou 100 pM) ou reticulina (100 pM), a
Iza foi ativada em aproximadamente -40 mV e o pico foi atingido em 10 mV do
potencial membrana. As medidas de densidade de corrente no pulso de 10 mV
foram de -10,4 = 0,8 pA/pF (quadrados abertos, Controle, n = 8), -5,0 + 0,8 pA/pF
(curina em 30 uM, quadrados fechados, n = 7, p<0,001) e -2,9 + 0,7 pA/pF (curina
em 100 uM, circulos fechados, n = 6, p<0,001). Curina (30 uM) inibiu o pico das
correntes de Ba®* em cerca de 51,9%, enquanto 100 uM da curina inibiu cerca de
72%. A curina reduziu o pico da corrente de Ba**, mas nao alterou significativamente
o potencial para atingir a densidade méaxima da corrente e também sem alterar o

potencial de reversao.

A relacado corrente voltagem (I/V) também foi reduzida na presenca da
reticulina (100 yM, quadrados fechados, n = 8; Figura 27), mas nao houve alteragao
no potencial, para atingir a densidade maxima da corrente, nem no potencial de
reversao aparente. As medidas da densidade de corrente do pico em 0 mV foram de
-5,8 £+ 1,1 pA / pF (controle, quadrados abertos , n = 8) e -3,8 £ 0,6 pA/pF (reticulina
em 100 M, quadrados fechados, n = 8, p<0,01).
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Figura 26: Efeito da curina sobre as correntes de Ba®* em midcitos de aorta (A7r5)
na relacdo corrente-voltagem. A, Tragcados originais representativos da relagcéo
corrente-voltagem das correntes de Ba®* antes (Controle). B, tragados originais
durante a adicdo da curina (30 uM). C, Inibicdo dependente de concentragao
induzida por curina (30 e 100 uM), obtida por pulsos-teste de 100 ms de duracéo,
em incrementos de 10 mV, que despolarizaram a célula de -80 até +60 mV. A curva
foi obtida a partir da equacdo de Boltzmann. Os valores estdo expressos como
média £ e.p.m. (n = 11, 9 e 5 experimentos, respectivamente.
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Figura 27: Efeito da reticulina sobre as correntes de Ba®* em miécitos de aorta
(A7r5) na relacdo corrente/voltagem. A, Tracados originais representativos da
relagdo corrente-voltagem das correntes de Ba®* antes (Controle). B, tracados
originais durante a adigao da reticulina 100 pyM. C, Inibicdo induzida por reticulina
(100 uM), obtidas por pulsos-teste de 100 ms de duracdo, em incrementos de 10
mV, que despolarizaram a célula de -80 até +60 mV. A curva foi obtida a partir da
equagao de Boltzmann. Os valores estdo expressos como média = e.p.m. (n = 8).
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4.3.8 Efeito da curina e reticulina sobre a cinética de ativacao dos canais para

calcio sensiveis a voltagem em células A7r5

O efeito da curina sobre a cinética de ativagdo dos canais para Ca** sensiveis
a voltagem, foi analisado a partir dos valores de condutdncia normalizados, em
funcdo dos potenciais testes. O nivel maximo de condutancia foi assumido como
sendo o valor extrapolado a partir da parte linear da curva I/V. A curva de ativagao
estacionaria, ajustada segundo a equacao de Boltzmann como descrita em métodos,
foi deslocada para esquerda na presengca de 30 yM da curina. Sem alteragdo
siginificativa dos valores de Vg5, (ou valor de voltagem onde metade dos canais se
encontram fechados e a outra metade abertos), e da inclinagdo da curva (k) foram,
respectivamente, de -14,0 £ 3,3 mV e 11,4 £ 1,7 mV no controle (Figura 28,
quadrados abertos, n = 8), -24,5+7,8 mV e 13,3 £ 3,5 mV com curina 30 uM (Figura
28, quadrados fechados, n = 7).

Para reticulina, as curvas de ativacao estacionaria foram também obtidas a
partir da relacdo corrente voltagem (I-V). A maxima ativacdo foi assumida como
sendo o valor extrapolado a partir da parte linear da curva |-V. As curvas de ativagao
foram obtidas de acordo com a equacgédo de Boltzmann: G/ Gmax =1/ (1 + exp
[(V12-V) / K]). Os valores de Vg5 € da inclinacao (k) foram, respectivamente, de -15,0
+ 0,8 € 8,9 £ 0,7 mV no controle (Figura 29, quadrados abertos, n =8) e -21,9+ 1,2
e 9,9 £ 1,0 mV (Figura 29, quadrados fechados, n = 8), durante a exposicao de 1
min. com reticulina a 100 pM concentracdo. Estes valores n&o foram

significativamente diferentes.
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Figura 28: Efeito da curina sobre a curva de ativagéo estacionaria dos canais Cay
tipo-L em células A7r5. As curvas de ativagdo estacionaria foram obtidas da relagéao
corrente-voltagem (Figura 29) e ajustadas segundo equagdo de Boltzmann na
auséncia (Controle) (o) e na presenca da curina 30 (m) € 100 uM (e). O grafico em
barra acima mostra o deslocamento do Vs induzido por curina (30 e 100 uM). Os
valores estdo expressos como média + e.p.m., (n = 7).
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Figura 29: Efeito da reticulina sobre a curva de ativagado estacionaria dos canais Ca,
tipo-L em células A7r5. As curvas de ativacao estacionaria foram obtidas da relagéao
corrente-voltagem (Figura 30) e ajustadas segundo equacdo de Boltzmann na
auséncia (Controle) (o) e na presenca da reticulina 100 uM (m). O grafico em barra
mostra o deslocamento do Vs induzido por curina (30 uM). Os valores estao
expressos como média + e.p.m., n = 8.
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4.3.9 Efeito da curina e da reticulina sobre a curva de inativacao estacionaria
para os canais Cav tipo-L em células A7r5

Neste experimento, foi avaliada a disponibilidade de canais Ca, tipo-L. Foi
aplicado um longo pré-pulso condicionante de véarios potenciais entre — 100 mV a +
30 mV, com incrementos de 10 mV, durante um periodo de 500 ms antes do pulso
teste para 10 mV, com duragdo de 100 ms. Observou-se, nesta situacdo, que a
amplitude das correntes de Ba®* obtidas nos pulsos testes diminuiam quando a
amplitude do pré-pulso aumentava. Os valores de Vg5, para inativagao estaciondria
foram obtidos pela plotagem dos valores de corrente normalizada na equacgao de
Boltzmann, foram 4,3 £ 2,0 mV para controle (Figura 30, quadrados abertos, n=7) e
-12,9 £ 3,6 mV no presenga da curina a 30 uM (Figura 30, quadrados fechados, n =
7). Estes resultados foram significativamente diferentes (p <0,01), porém, nao foram
observadas alterag6es representativas nos valores de inclinagdo das curvas, -21,3 =

4,6 mV para células controle e -3,5 + 7,2 mV na presenca da curina em 30 puM.
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Figura 30: Efeito da curina (30 uM) sobre a curva de inativacdo estacionaria dos
canais Ca, tipo-L em células A7r5. As curvas de inativagdo estacionaria foram
obtidas, usando-se o protocolo de duplo-pulso e ajustadas pela equacdo de
Boltzmann na auséncia (Controle) (o) e na presenca da curina 30 pM (m). As
amplitudes relativas das correntes de Ba®** foram mostradas em funcdo dos
potenciais no pré-pulso. O grafico de barras acima mostra o deslocamento do Vs
induzido por curina. Os valores estao expressos como média + e.p.m. ** p<0,01 vs
Controle, (n = 7).
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A inativacdo estacionaria da lg; foi medida durante a aplicacdo do pulso
condicionante de 500 ms de duracgao. Os valores de V(5 foram obtidos pela equagao
de Boltzmann -22,4 £ 0,9 mV, para o controle (Figura 31, quadrados abertos, n = 6)
e -33,4 + 1,0 mV, na presenga da reticulina a 100 uM (Figura 31, quadrados
fechados, n = 6). Esses resultados foram significativamente diferentes (p < 0,01). A
inclinagdo da curva nao foi significativamente diferente, 11,3 £ 0,9 mV para células

controle e 13,4 £ 0,9 mV na presenca da reticulina a 100 pM.
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Figura 31: Efeito da reticulina (100 uM) sobre a curva de inativacdo estacionaria
para os canais Ca, tipo-L em células A7r5. As curvas de inativacdo estacionaria
foram obtidas usando-se o protocolo de duplo-pulso e ajustadas pela equacao de
Boltzmann na auséncia (Controle) (o) e na presenga da curina 100 pM (m). As
amplitudes relativas das correntes de Ba®* foram mostradas em fungdo dos
potenciais no pré-pulso. O grafico de barras acima mostra o deslocamento do Vs
induzido por reticulina. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. ** p<0,01
vs Controle, n = 6.
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4.3.10 Participacao dos nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc) no efeito da

curina e da reticulina sobre as correntes de calcio através dos Cay

Até agora, 0os nossos resultados indicam que curina e reticulina causaram
relaxamento vascular, provavelmente por meio da inibicdo do influxo de Ca**
diretamente pelo bloqueio dos canais para Ca?* do tipo-L. No entanto, ndo podemos
excluir, totalmente, a possibilidade de um mecanismo adicional intracelular que
envolva a participacdo de AMPc e de GMPc que sdao bem relatados como
moduladores dos Cay do tipo-L (SOMLYO; SOMLYO, 1994, 2000, 2003). Como
curina, reticulina e papaverina sdo quimicamente relacionadas, além disso,
papaverina induz, na musculatura lisa, vasorelaxamento pelo acumulo de AMPc e/ou
GMPc, devido a inibicdo de fosfodiesterases (TAYLOR; DOWNES, 1982;
BILCIKOVA et al.,, 1987), surge, assim, a seguinte questdo: sera que curina e
reticulina poderiam apresentar um efeito farmacolégico semelhante? Desse modo,
um novo conjunto de experimentos foi realizado para analisar o possivel mecanismo
de agéo envolvido na inibicdo das correntes de Ca** do tipo-L por curina e reticulina
em células A7r5.

Isobutilmetilxantina (IBMX), um inibidor nao seletivo das fosfodilesterases, foi
usado na concentrag@o de 0,5 mM, inibindo 44,5 + 1,1% (Figura 32, n = 4) da lg,. O
curso temporal para IBMX incubado isoladamente e durante a co-perfusao da curina
(30 uM) também é mostrado na figura 32. Quando foram usadas as concentragdes
maximas de 1 mM de dibutiriladenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (dbAMPc), um
anélogo permeavel a membrana do AMPc, a inibigao de Ig, foi menor (13,5 + 1,1%,
figura 33, n = 4, p <0,05) comparado com o IBMX. Também se pode verificar na
figura 33, o curso temporal para dbAMPc e quando co-perfundido com curina (30
uM). Da mesma forma, quando as células foram incubadas com concentragbes
maximas de 1 mM de 8-bromoguanosina 3’,5’-monofosfato ciclico (8-Br-GMPc), um
analogo permeéavel 8 membrana do GMPc , a corrente de Ba?* foi inibida por 22,8 +
0,3% (Figura 34, n = 4, p <0,05 ). No entanto, a adigdo da curina juntamente com 8-
Br-GMPc, dbAMPc ou IBMX aumentou ainda mais o bloqueio das correntes,
sugerindo que o efeito inibitério ndo depende de aumentos de AMPc ou GMPc.

Da mesma forma, quando foi incubado com 10 uM de forskolina (FSK), um

ativador da adenilato ciclase, as correntes foram inibidas em 27,9 + 1,5%, n = 4
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(Figura 35) e, quando co-perfundido com curina, esse bloqueio foi de 49,5 + 1,3%, n

= 4, sugerindo que a via da adenilato ciclase nao esta envolvida no efeito da curina.
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Figura 32: Comparacao entre o efeito da curina (30 uM) e de IBMX. A, Tracado
representativo, mostrando o efeito da curina sobre as correntes de entrada de Ba®",
obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV (100 ms de duracgao), partindo de
um potencial de “holding” de -80 mV, em células A7r5. B, decurso temporal do efeito
da curina. C, Resultados mostrando o valor de pico da corrente de Ba®* antes
(controle), durante a aplicacdo de IBMX e durante a incubacédo de 30 uM curina
juntamente com IBMX. Os dados sao expressos como média + e.p.m. *** p <0,001.
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Figura 33: Comparacéo entre o efeito da curina (30 uM) e de dbAMPc. A, Tracado
representativo, mostrando o efeito da curina (30 uM) sobre as correntes de entrada
de Ba®', obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV (100 ms de durac&o),
partindo de um potencial de “holding” de -80 mV, em células A7r5. B, Decurso
temporal do efeito da curina. C, Resultados mostrando o valor de pico da corrente de
Ba®* antes (controle) e durante a aplicacdo de dbAMPc e durante a incubagdo da
curina juntamente com dbAMPc. Os dados sdo expressos como meédia = e.p.m. *** p
<0,001.
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Figura 34: Comparacao entre o efeito da curina (30 uM) e de 8-brGMPc. A, Tracado
representativo, mostrando o efeito da curina (30 uM) sobre as correntes de entrada
de Ba?', obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV (100 ms de durac&o),
partindo de um potencial de “holding” de -80 mV, em células A7r5. B, Decurso
temporal do efeito da curina. C, Resultados mostrando o valor de pico da corrente de
Ba?* antes (controle) e durante a aplicagdo de dbAMPc e durante a incubagdo da
curina juntamente combrGMPc. Os dados sao expressos como média = e.p.m. *** p
<0,001.
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Figura 35: Comparacao entre o efeito da curina (30 uM) e de forskolina. A,
Tracados representativos, mostrando o efeito da curina sobre as correntes de
entrada de Ba®*, obtidas por pulsos despolarizantes para +10 mV (100 ms de
duracao), partindo de um potencial de “holding” de -80 mV, em células A7r5. B,
Decurso temporal do efeito da curina. C, Resultados mostrando o valor de pico da
corrente de Ba®* antes (controle) e durante a aplicagdo de forskolina e durante a
incubacao da curina juntamente com FSK. Os dados sao expressos como média *
e.p-m. *** p <0,001.
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Resultados semelhantes foram obtidos com reticulina, quando adicionado
juntamente com 8-Br-GMPc, dbAMPc ou IBMX sobre as correntes de Ca®* (Figura
36). O efeito da reticulina na presenca desses moduladores nao foi modificado,
comparado com o efeito da reticulina sozinho, sugerindo que o efeito inibitério da
reticulina ndo depende de aumentos de AMPc ou GMPc.

Para ter uma melhor compreensao do efeito inibitério da reticulina nas
correntes de Ca** do tipo-L, sobre o efeito de AMPc, foi aplicado na solucdo de
banho um ativador de adenilato ciclase , a forskolina. Quando forskolina (na
auséncia da reticulina) foi aplicada em varios concentracées (1, 10, e 100 uM), o
bloqueio das correntes de Ca?* do tipo-L foi dependente da concentragdo de
forskolina (Figura 37, barras pretas). A exposicao da reticulina (barras cinzas, 30
uM), juntamente com forskolina causou um aumento adicional no efeito inibitorio,

exibido por forskolina sozinho, sugerindo que o efeito da reticulina é independente
da adenilato ciclase.

Conjrole 8-Br-GIVch 1mM dbAMPc 1mM Reticuli

Corrente (pA/pF)

-4 * %k

-6«

Figura 36: Comparagdo entre o efeito da reticulina (100 pM), e dos compostos
dbAMPc e 8-Br-GMPc. As células A7r5 foram mantidas em potencial de holding -80
mV, e estimuladas por pulsos despolarizantes para 10 mV (100 ms de duracgao),
aplicados a 0,1 Hz. Cada célula foi exposta a diferentes substancias (dbAMPc, 8-Br-
GMPc, e reticulina). Os dados séo expressos como a média = e.p.m. *** p <0,001.
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1.0 mmmm Forskolina
&= Forskolina + Reticulina (30 pM)

Corrente normalizada

Figura 37: Comparacao do efeito de forskolina (controle) sobre as correntes
normalizadas na auséncia e presenca da reticulina (30 uM). Barras pretas
representam forskolina aplicada isoladamente nas concentracées de 1, 10, e 100
MM. As barras cinzas representam o efeito de forskolina nas mesmas concentracoes,
incubada juntamente com reticulina. Os dados séo expressos como a média + e.p.m.
* p<0,05.
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4.4 Estudo da curina sobre a concentracao de calcio intracelulare em células
A7r5

4.4.1 Efeito da curina no transiente de Ca®* intracelular em células A7r5
estimuladas pelo KCI

Foi avaliada a influéncia da curina no transiente de Ca®*, em células A7r5, no
qual foi utilizada a técnica da microscopia confocal. As células foram previamente
estimuladas com 60 mM de KCI, adicionado a solugdo de perfusdo antes da
exposicao a curina. O KCI aumentou, significativamente, os niveis intracelulares de
Ca®*, Figura 38, aumentando, assim, a razdo de fluorescéncias nas células A7r5
para (4,236 £ 0,011; n = 27), quando comparados aos valores de fluorescéncia
basais. A adicdo da curina (30 pM), juntamente com KCI (60 mM) a solucao de
perfusédo celular, foi capaz de reduzir, significativamente, a razdo de fluorescéncia
para (2,531 = 0,025; n = 27, p<0,001), confirmando nossa hipétese de que curina

esteja diminuindo o influxo de Ca®* através dos Ca, tipo-L, figura 39.
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Basal S #KCI60mM &
10 second 0 second

Figura 38: Influéncia do KCI sobre o aumento do Ca?* citosélico em miécitos de
aorta de rato (A7r5). A, Imagem dos miécitos de aorta de rato carregados com Fluo-
4/AM, antes (Controle). B, durante a estimulacdo com KCI (60 mM). C, histograma
mostrando as alteragdes nas intensidades de fluorescéncia, que foram normalizadas
pela fluorescéncia minima, segundo a equacao DF(%)=(F-FO0/F0)*100, onde F é a
fluorescéncia teste e FO fluorescéncia minima na situacao basal. D, e induzidas por
KCI (60 mM).
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Figura 39: Efeito da curina sobre o aumento de Ca®* citosélico induzido por KCI, em
células A7r5. A, registro original representativo, mostrando o efeito da curina (30 uM)
sobre o aumento de intensidade de fluorescéncia ao Ca®*, induzida por KCI (60 mM),
em células A7r5, carregado com Fluo-4/AM. B, grafico de barras mostrando o
aumento na intensidade de fluorescéncia ao Ca**, que foram normalizadas pela
fluorescéncia minima, segundo a equacdao DF(%)=(F-FO/F0)*100 onde F ¢é a
fluorescéncia teste e FO fluorescéncia minima, induzido por KCI na auséncia e
presenca da curina. Os dados sao expressos como a média = e.p.m. ***p<0,001.
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4.5 Estudo da atividade citoxica da curina e da reticulina sobre células da
linhagem A7r5

4.5.1 Efeito da curina e da reticulina sobre a linhagem A7r5

As Figuras 40 e 41 mostram o efeito sobre a viabilidade celular da curina e da
reticulina, respectivamente, em células A7r5, avaliadas pelo método de MTT, no
periodo de 24 horas. Neste ensaio foi possivel observar que a curina (Figura 40)
diminuiu a viabilidade desta cultura a partir da concentracao de 30 uM, apresentando
Clso de 39 + 12 pM. J4 a reticulina diminuiu 0 numero de células viaveis somente a
partir da concentragao de 100uM (Figura 41).

O efeito inibitério sobre a viabilidade da cultura de células A7r5 na
concentracao de 300 uM no ensaio de MTT foi cerca de 70% para curina e de 20%
para reticulina.

Esse resultado tem como objetivo tentar estrapolar uma faixa de
concentracdo, ndo toxica, que possamos utiliza-las com seguranca, sem causar
danos a membrana biolégica das células A7r5, para que n&o possa mascarar
nossos resultados.
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Figura 40: Efeito da curina sobre a viabilidade de células A7r5 em cultura por um
periodo de 24 horas, analisado com o MTT. Os dados mostram valores médios de
trés experimentos em triplicata e sdo expressos como média + e.p.m. ***p< 0,0001.
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5. DISCUSSAO

Varios produtos naturais foram incluidos com sucesso na clinica para o
tratamento de varias doencas. Nos estudos com céncer e doengas infecciosas,
cerca de 60 a 75% das novas drogas descobertas, sao de origem natural. Além
disso, nos estudos imunolégicos, a descoberta da ciclosporina, também de origem
natural, levou ao desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras como
rapamicina e FK-506, que s&o importantes na terapéutica de transplante de érgaos
(GULLO; HUGHES, 2005).

Bloqueadores de canais para calcio estdo entre as drogas cardiovasculares
mais frequentemente prescritas (MIRKHANI et al., 2005). Uma vez que, em nivel
funcional, os alcalbides, curina e reticulina, apresentaram efeito vasorelaxante,
sugerindo um possivel bloqueio sobre os Ca, do tipo L em aorta de rato (DIAS,
2002; DIAS et al, 2002). E de fundamental importancia a elucidagdo dos
mecanismos pelos quais esses alcaldides estdo atuando, para uma posterior
abordagem terapéutica dessas substancias.

A classe dos alcalbéides bisbenzilisoquinolinicos constitui uma das mais
numerosas do sub-grupo dos alcaléides derivados do nucleo benzilisoquinolinico.
Mais de 400 substéancias diferentes ja foram descritas na literatura. Esses alcaléides
sao formados por dois residuos benzilisoquinolinicos conectados um ao outro, por
uma, duas ou trés pontes, ou diretamente interligados por carbono-carbono. Estes
compostos se diferenciam pela natureza dos seus substituintes oxigenados (OH,
OCHs;, OCH20), natureza de substituicao nos atomos de nitrogénio (NH, NCHs,
*NCHjs (2, NO), graus de insaturagao dos anéis, e estereoquimica de seus centros
assimétricos, que conferem inUmeras variagbes quanto as suas atividades
farmacologicas (GUNHA et al.,, 1979; PACHALY, 1990). Uma das principais
atividades farmacoldgicas dos alcaldides desse grupo é a capacidade de alguns
deles bloquear a atividade neuromuscular, por meio de bloqueio da acdo da
acetilcolina, causando paralisia muscular. Além de alguns alcaldides
bisbenzilisoquinolinicos terem demonstrado acado espasmolitica, devido ao
antagonismo exercido principalmente sobre os VGCC (IVORRA et al., 1993). Por

iSs0 nosso interesse em investigar os mecanismos eletrofisiologicos em nivel celular
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envolvidos nesse efeito promovido por estes metabdlitos secundarios, curina e
reticulina.

Antes da aprovacdo de qualquer novo composto para testes em seres
humanos, sdo efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in
vivo em diversas espécies animais. Essas técnicas de bioensaio vao avaliar e definir
a concentracdo de uma substancia que seja capaz de produzir uma resposta
biol6gica. Um dos tipos de medida de toxicidade € a DLy, (dose letal para 50% do
grupo de animais), outro tipo de avaliacdo de toxicidade é a Clsy (concentracédo
inibitéria média capaz de inibir 50% do efeito maximo), cuja substancia é adicionada
in vitro, num amplo espectro de concentracdes, para que forneca uma faixa de
inibicdo da viabilidade de 0 a 100%. Assim, a ligacdo das substancias aos seus
receptores em células e tecidos pode ser medida diretamente e plotada como uma
curva concentracao-resposta (RANG et al., 2004).

Citotoxicidade € considerada, primariamente, como o potencial de um
composto induzir morte celular. Testes de citotoxicidade in vitro sédo uteis e
necessarios para definir a citotoxicidade basal, isto €, a habilidade intrinseca de um
composto causar morte celular como consequéncia de danos as funcdes basicas
celulares (EISENBRAND et al., 2002).

A técnica de MTT foi escolhida por ser bastante utilizada em ensaios de
viabilidade celular, sendo capaz de detectar diferentes tipos de danos na célula. O
MTT é endocitado, sendo convertido por células metabolicamente ativas em
formazan, um composto azul insoluvel (LIU et al., 1997). Esse sal tem sido usado
com sucesso, para verificar a capacidade de reducdo de enzimas celulares e a
viabilidade (MOSMANN, 1983; FAHEINA, 2006; KIM et al., 2009). Apesar desse
teste ndo identificar o mecanismo de acdao dos compostos testados, ele revela
substancias que tenham potencial citotéxico.

Os resultados de citotoxicidade basal com a linhagem A7r5 demonstraram
que a reticulina causou baixo efeito citotdxico, detectado pela técnica de MTT,
causando uma redugdo da viabilidade celular sé6 nas maiores concentracoes
testadas (100 e 300uM). Ja a atividade citotdéxica promovida pela curina foi bem
mais pronunciada, sendo observada a partir da concentracao de 30 pM.

O balango entre os efeitos terapéuticos e toxicoldégicos de uma substéancia é
um parametro importante, quando se quer verificar a aplicabilidade farmacolégica

129



Medeiros, M. A. A.

desta (ANAZETTI et al., 2003). Nossos dados ainda sao um tanto preliminares,
sendo necessarios outros ensaios de citotoxidade para determinar o mecanismo da
diminuicao da viabilidade celular, sem contar, também, que o tempo de incubacao foi
bem maior que nos testes em niveis funcionais.

A literatura descreve trés diferentes formas de alteragdes nas concentragdes
de Ca* intracelular em musculo liso: Primeiro, o aumento nos niveis de Ca®* por

todo o citoplasma, chamado de aumento da [Ca®*];

2+]i

global; segundo, o mecanismo de
aumento de [Ca®']; em forma de ondas propagaveis, chamadas de ondas de Ca**,
resultantes da liberacdo de Ca®* dos estoques sensiveis a IP; e/ou rianodina
(LEDOUX, et al., 2006; BOITTIN et al., 1999), e terceiro, aumento transiente de
Ca?*, altamente localizado espacialmente e temporalmente, chamado de “sparks” de

Ca?* (JAGGAR et al., 2000).

O calcio € um segundo mensageiro fundamental em todas as células
eucariéticas. A dinamica da concentragéo intracelular de célcio ([Ca®*])), é a principal
causa para o inicio e término da contracao em todos os tipos de células musculares.
Nas células musculares lisas, 0 aumento da [Ca*"] e a sua ligagdo & calmodulina
levam a ativacao da quinase da cadeia leve de miosina, fosforilando essas cadeias,
causando a ativagdo da contragdo (SOMLYO; SOMLYO 1994, 2000; WRAY 1993;

], deve aumentar

WRAY et al. 2001). Para ativar a contragdo vascular, o [Ca
globalmente em todo o citoplasma acima do nivel basal (SZAL et al. 1994;
PHILLIPPE; CHIEN 1998). A principal fonte de calcio do musculo liso € o meio
extracelular (SHMIGOL et al. 1998; WRAY et al. 2001). O calcio entra nos
compartimentos citoplasmaticos durante a despolarizacdo da membrana ou devido a
estimulacdo por agonistas que interajam em receptores especificos. Neste ultimo
caso, a liberacao de calcio do reticulo sarcoplasmatico pode ser o mecanismo
T

predominante da elevacéao [Ca que, muitas vezes, precede a entrada de calcio

por meio da ativagcao dos canais para célcio na superficie da membrana celular.
Conforme mostrado na Figura 13, a curina relaxou de forma dependente de
concentragcdo e independente do endotélio funcional a aorta de rato pré-contraida
com fenilefrina e, da mesma forma, também relaxou a aorta pré-contraida com KCl
(Figura 14). Independentemente do mecanismo de contragcdo a ser executada por
agentes farmacomecénicos ou eletromecéanicos, a manutengdo do componente
tonico envolve ativagdo de canais Cay (REMBOLD, 1996). Portanto, podemos
sugerir que curina possa estar agindo por inibir o influxo Ca?* através desses canais,
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para producdao de um efeito espasmolitico nao-seletivo. Essa hipétese foi
corroborada com a inibicao do influxo de Ca®* através de canais Cay, uma vez que
curina antagonizou, de maneira dependente de concentracao, as contragoes ténicas
induzidas por S (-) BAY-K-8644, um bem caracterizado ativador dos canais para
Ca** tipo-L (Figura 16).

A reticulina tem demonstrado reduzir a frequéncia cardiaca e a pressao
arterial em ratos normotensos, relaxou o orgéo pré-contraido com fenilefrina e KCl,
em anéis adrticos de rato, e por antagonizar as contragdes induzidas Ca®* (DIAS et
al., 2004). Esses resultados nos levaram a sugerir que os efeitos cardiovasculares
da reticulina foram devidos, principalmente, ao blogueio do influxo de Ca?*,
provavelmente através dos canais para Cay do tipo-L, embora esses dados nao
fornegcam qualquer prova direta para essa conclusdo. Além disso, Dias et al. (2004)
também observaram que a reticulina relaxa o musculo liso, provavelmente por um
mecanismo envolvendo a inibicao da liberagao de [Ca®*],, induzida por norepinefrina.
Em conjunto, estes resultados indicaram que reticulina modulava o influxo de Ca**
direta ou indiretamente.

A fim de verificar se existe um efeito direto da reticulina sobre as correntes de
Ca®* do tipo-L, estudamos este possivel mecanismo, usando a técnica de “patch-
clamp” em células de aorta de rato (A7r5), para tentar compreender o efeito
vasorelaxante promovido por reticulina. Como é bem conhecido que existe variacéo
de um lote para outro, quando se tenta isolar quimicamente os compostos naturais
bioativos, decidimos, como primeiro objetivo, reproduzir os resultados publicados
anteriormente por Dias et al. (2004).

Neste estudo foram utilizadas preparagbes de anéis de aorta de rato sem
endotélio, em meio livre de Ca* e com alto K*. Assim, a membrana celular do
musculo liso da aorta foi despolarizada e os canais para Ca®*, dependentes de
voltagem, foram supostamente ativados, mas sem promover contracdo, devido a
auséncia de Ca®*" extracelular. A adicdo de Ca** produziu contragdo sustentada,
proveniente do influxo de Ca?*. A pré-incubagéo com reticulina provocou, de maneira
dependente de concentragdo, a antagonizacdo da contracdo induzida por Ca®*, o
que implica que a reticulina, provavelmente, bloqueou o influxo de Ca?'. E
interessante notar que o antagonismo foi, de algum modo, misto, porque houve um

deslocamento paralelo para a direita e diminuicdo da resposta maxima (pelo menos
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para 300 uM da reticulina, ver Figura 15). Para tentar esclarecer melhor esse
resultado, novos experimentos foram execultados. Adicionalmente, confirmou-se que
reticulina causa vasorelaxamento, provavelmente devido a inibicdo de VGCC de
forma dependente de concentracdo, como relatado anteriormente por Dias et al.
(2004), mas mostrou-se muito menos potente (~ 5 ordens de grandeza) que
nicardipina, um bloqueador especifico dos canais para Ca** do tipo-L, nas mesmas
condi¢coes (Figura 14). Os nossos resultados, desse modo, apoiam os estudos
anteriores (DIAS et al., 2004). Assim, parece que 0 vasorelaxamento provocado por
reticulina foi, pelo menos em parte, mediado por bloqueio dos canais para Ca?*
dependentes de voltagem.

Em musculo liso vascular, a contragdo requer um substancial aumento do
[CaZ*];, um processo que esta relacionado com varias vias de sinalizagéo diferentes.
Neste cenario, os canais para Ca®* dependentes de voltagem séo a principal via de
entrada de Ca®* nas células musculares lisas vasculares (BOLTON, 1979; NEILD;
KOTE-CHA, 1987; NELSON et al., 1988) e desempenham um papel essencial na
contragéo sustentada (BOLTON, 1979). Em consonéancia com este raciocinio, as
drogas que bloqueiam os canais para Ca** tém sido utilizadas clinicamente para o
tratamento de uma série de disfungbes cardiovasculares, por exemplo, verapamil
(JIM et al., 1981) e nifedipina (KOCHEGAROV, 2003), que envolve uma alteragcéo na
dinamica do controle da [Ca®*].

Em células da linhagem A7r5, derivadas da aorta toracica de rato, as
correntes de entrada de Ca®" ocorrem principalmente por causa do influxo através
dos canais para Ca?*, dependentes de voltagem, como evidenciado pelo completo
bloqueio induzido por Cd?* (Figura 17B e ULLRICH et al., 2007). Tem sido relatado
que células A7r5 expressam canais para Ca®* do tipo-L e do tipo-T (HALL et al.,
2006). Nas nossas condi¢des experimentais, nicardipina (10 pM), um bloqueador
seletivo dos canais para Ca®*, dependentes de voltagem do tipo-L, aboliu quase que
totalmente as correntes de entrada de Ba®* (Figura 17D), sugerindo que as correntes
nas células A7r5 sdo geradas, principalmente, pelos canais para Ca®* dependentes
de voltagem do tipo-L como descrito por Medeiros et al. (2009).

Para descartar as eventuais inadequagdées em termos de trabalhado com
células em cultura e ndo com células recém-dispersas (alguns autores sugerem que

as células em cultura modificam sua expressao de proteinas e, consequentemente,
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a expressao dos canais ibnicos), nés também testamos em modelos
eletrofisiologicos a curina e a reticulina utilizando células recém- dispersas de aorta
de rato. Tanto a curina como a reticulina, inibiram as correntes de Ba®* através dos
canais para Ca** dependentes de voltagem do tipo-L em células recém-dispersas
(Figura 21 e 22), com isso, passaremos a utilizar as células A7r5 para os demais
experimetos, ja que os alcaldides apresentaram efeito inibitério tanto nas células
recem-dispersas com nas células em cultura.

Com o intuito de verificar se curina e reticulina realmente estavam atuando
nos Cay do tipo-L, foram feitos registros na configuragdo de “whole-cell”, onde se
verificou, que a inibicdo das Ig; promovida por reticulina, em células A7r5, era de
forma dependente de concentragao (Figura 23). Na remocéao da reticulina, a corrente
nao foi recuperada para os niveis de correntes observados no controle, sugerindo
que reticulina tem um desligamento mais lento do seu sitio de ligacdo, ndo podemos
excluir a possibilidade da reticulina, devido a sua alta hidrofobicidade, visto que esta
pode nao ter sido efetivamente removida na lavagem. Verificamos que o decaimento
parcial da corrente durante a despolarizagao foi, provavelmente, devido a inativagao
dos canais para Ca®* do tipo-L, mas nao houve alteragdo na fragao de inativagéo na
presenga da reticulina, indicando que o bloqueio das correntes pode ser considerado
como correntes de Ca®* do tipo-L. A subtragdo digital ponto a ponto do registro de
corrente da reticulina mostrou-se sugestiva de que o curso-temporal do componente
corrente sensivel a reticulina € semelhante ao componente da corrente sensivel a
nicardipina das correntes de Ca** tipo-L (dados ndo mostrados, ver Figura 2D,
MEDEIRQOS et al., 2009).

Da mesma forma, curina inibiu as Iza em células A7r5, mostrando uma
dependéncia de concentracdo caracteristica do seu efeito (Figura 23). Mas, ao
contrario da reticulina, a inibicdo das correntes promovida por curina foi capaz de
recuperar as correntes para os niveis do controle.

O presente estudo mostra que a poténcia da reticulina para relaxar
anéis adrticos pre-contraidos com KCI é estatisticamente diferente daquela para a
reducdo das correntes Ca?*, nas células musculares lisas vasculares (280 uM versos
40 pM; ver Figuras 13 e 23 para a comparacdo). A primeira vista, este resultado
indica que os valores Clsy da reticulina obtidos nas preparagdes multicelulares nao

correspondem diretamente a sua poténcia, para a interagdo com 0s canais para
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Ca?. Uma razdo para esta diferenca pode estar relacionada com a difusdo da
molécula através do tecido intacto.

No entanto, os valores de Clsy para nicardipina foram ~ 17 vezes maiores na
célula A7r5 (~ 55 nM) em conparacdo com o0 observado nos experimentos
multicelulares (~ 3,2 nM). Esta observagdo nédo € surpreendente, uma vez que a
capacidade das dihidropiridinas para bloquear os canais para Ca?* do tipo-L é
dependente de voltagem e que a ligacao tem forte preferéncia para o estado
inativado do canal (SNUTCH et al., 2005). Como o tecido intacto foi despolarizado
com KCI (80 mM), que despolariza o potencial de membrana préximo de -17 mV
(estimada pela equacdo Nernst, assumindo como 150 mM a concentragao
intracelular de K¥), isto poderia facilitar a ligacdo da nicardipina. No entanto,
reticulina parece ter um mecanismo de bloqueio diferente da nicardipica, ja que ela
se liga a preparacao multicelular (~ 280 uM) de forma menos rigido, em comparacao
com as células isoladas (~ 40 uM).

Para investigarmos o mecanismo pelo qual curina e reticulina atenuam as
correntes de Ba®* em midcitos vasculares, resolvemos analisar se os alcaldides
alterariam a cinética de ativagéo e inativagdo, dependente de voltagem dos canais
Ca, tipo-L.

A cinética de ativacdo desses canais foi avaliada pela curva de ativacao
estacionaria, obtida a partir dos valores de condutancia em fungdo dos potenciais
testes e ajustada segundo a equacgado de Boltzmann, como descrito anteriomente.
Nestes experimentos, observamos para ambos os alcaléides, curina e reticulina, que
a curva de ativagao estacionaria nao foi significativamente deslocada, sugerindo que
curina e reticulina ndo alteram o estado de ativacdo dos canais Ca, tipo-L.

Também avaliamos a cinética de inativagdo dos canais Ca, tipo-L, a partir do
protocolo de duplo-pulso, descrito inicialmente por Hodgkin; Huxley (1952), para
medir a dependéncia de voltagem da inativagcdo, no estado estacionario dos canais
sensiveis a voltagem. Esse protocolo caracteriza-se por estimular os canais com
pré-pulsos condicionantes, com voltagens variaveis, por um periodo de tempo
suficientemente longo para permitir o processo de inativagéo, ao alcangar seu nivel
de estado estacionario. O segundo pulso de voltagem, chamado pulso teste, é dado
para um valor fixo de voltagem, na qual se observa transiente de correntes de Ba**.

Os valores de amplitude de corrente relativa, obtidos nos pulsos testes, foram
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usados para determinar a fragdo de canais que nao foram inativados pelo pré-pulso
condicionante.

A curva de inativagao estaciondria para curina e reticulina foi deslocada para
potenciais de membrana mais negativos (Figura 30 e 31). Esses resultados
mostraram que curina e reticulina podem manter os canais para Ca** mais tempo no
estado inativo. Conclusdes semelhantes foram apresentadas por outros estudos
(BEAN, 1984; FUSI et al.,, 2001; SANGUINETTI; KASS, 1984; UEHARA; HUME,
1985). De fato, a inibicdo das Iz, pelos antagonistas dos canais para célcio (por
exemplo, dihidropiridinas) € conhecida por ser acompanhada por uma mudanga do
estado de inativacado estaciondria para potenciais mais negativos (SANGUINETTI E
KASS, 1984; UEHARA E HUME, 1985). Esta caracteristica foi observada para curina
e para reticulina, sugerindo uma possivel interacdo com um sitio receptor no lado
externo do canal de Ca®* do tipo-L.

Como foi abordado acima, o deslocamento do Vg 5 para a esquerda no estado
de inativagao estacionaria, durante a perfusdo com curina e reticulina, poderia
reduzir, significativamente, as correntes, comparando-se com Ilg; na situagao
controle. As implicacdes fisioldgicas para essas observacdes, em que curina e
reticulina medeiam a redugdo dessas correntes, tornariam as células menos
excitaveis.

Sabe-se que elevagbes nas concentracbes de moduladores, tais como,
monofostato de adenosina ciclico (AMPc) e monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc), séo capazes de causar vasodilatagdo no musculo liso, devido a diminui¢ao
dos niveis de Ca®* intracelular. Além disso, a ativacdo da proteina cinase A (PKA) é
capaz de fosforilar a cinase da cadeia leve de miosina, diminuindo sua afinidade
pelo Ca** e contribuindo, também, para o relaxamento (REMBOLD, 1996).
Adicionalmente, tem sido relatado na literatura, que o estado contratil do musculo
liso é largamente regido pela fosforilagdo da subunidade reguladora da cadeia leve
da miosina (LC20), e que, esta, por sua vez, é regulada pela oponente atividade da
cadeia leve da miosina quinase (MLCK) e miosina fosfatase, SMPP1M (SOMLYO et
al., 2004). No mausculo liso, tanto MLCK e SMPP1M sado moduladas, permitindo,
assim, controle homeostético da atividade contratii (LINCOLN, 2007). Esse
requintado controle € necessério, por causa dos papéis essenciais do musculo liso

em importantes processos fisioldgicos, tais como a manutengéo do ténus vascular e

135



Medeiros, M. A. A.

da pressao arterial. Na maioria dos musculos lisos, a liberacdo de nucleotideos
ciclicos (GMPc / AMPc), em resposta a estimulos hormonais ou neuronais, promove
relaxamento, quer devido & reducgdo da [Ca®']
para Ca?* por meio da inibicdo da MLCK e/ou ativando SMPP1M (LINCOLN, 2007).

Assim, os efeitos inibitérios da curina e reticulina poderiam ser devido a producéo de

ou a dessensibilizacdo do musculo

AMPc e/ou GMPc. Esse argumento estd baseado no fato de que tanto a curina
quanto a reticulina pertencem a mesma classe quimica e tém uma certa semelhanga
com a papaverina (principalmente a reticulina) que tem demonstrado ter uma agao
inibitéria sobre as fosfodiesterases, aumentando, assim, a meia-vida dos
nucleotideos ciclicos. Dessa forma, tem sido demonstrado que existe uma
correlagdo entre o relaxamento e o aumento do conteddo de AMPc ou GMPc,
induzido pela papaverina no musculo liso vascular (KANEDA et al.,, 1998). A
utilizagdo de dbAMPc, que € uma forma de AMPc permeavel a membrana, provoca
acumulo desse nucleotideo no interior da célula, produzindo uma inibicdo das
correntes de Ca?* do tipo-L, como tem sido relatado (LORENZ et al., 1994). Da
mesma forma, em células A7r5, o0 mesmo tipo de células utilizadas no presente
trabalho, o mecanismo dependente de AMPc também aumentou a amplitude de Ic,
(KIMURA et al., 2000). Um ponto que deve ser discutido é o fato de que tanto curina
como reticulina provocaram, em média, 60% de bloqueio das correntes de Ba**, a
concentracao supra-maxima de dbAMPc, apesar do efeito inibitorio ter ocorrido em
menor escala (~ 25%). O que levanta a seguinte questdo: sera que curina e
reticulina inibem os canais para Ca?* do tipo-L, exclusivamente por um mecanismo
que depende do AMPc intracelular? Lorenz et al. (1994) relataram que o grau de
inibicdo das lg, por 8-BrAMPc foi de, aproximadamente, 50%, com 15 min., resultado
maior que 0 nosso que inibiu cerca de 25%. A razdo para essa discrepancia néao é
aparente, mas pode estar relacionada com o produto/forma quimica, e com a
concentracdo e/ou permeabilidade da membrana aos derivativos de AMPc utilizados
em nossos experimentos. Corroborando com estes resultados, percebemos que a
curina e a reticulina apresentavam um efeito inibitério adicional sobre correntes Ba®*
em células pré-expostas a diferentes concentragdes de forskolina, sugerindo que
curina e reticulina estdo agindo através de um mecanismo diferente da via do AMPc.
lguchi et al. (1992) forneceram evidéncias de que papaverina, um composto
quimico relacionado, inibiu a lgs, de uma forma independente do AMPc intracelular.
Neste ponto, é razoavel pensar que curina e reticulina podem ter um efeito direto
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sobre os canais para Ca®* nas células musculares lisas vasculares, mas nés nao
podemos descartar completamente a possibilidade de que a curina e a reticulina,
pelo menos em parte, bloqueiam os canais para Ca** do tipo-L por meio de um
mecanismo que depende de AMPc intracelular (Figura 33 e 36).

A geracdo de GMPc é aceita como um importante segundo mensageiro no
controle da atividade do musculo liso vascular, e também tem sido demonstrada a
participacéo nos efeitos vasorelaxantes mediados por NO (MONCADA et al., 1991).
E sabido que os niveis de GMPc influenciam a homeostase do calcio no musculo
liso vascular. Assim, para elucidar se o efeito vasorelaxante produzido por curina e
reticulina poderia, também, ser resultado de um processo dependente de GMPc, nés
fizemos, igualmente, experimentos com 8-BrcGMP, um analago soluvel do GMPc.
Blatter; Wier (1994) forneceram provas diretas em células A7r5, que, quando

expostas a GMPc, diminuiam a [Ca®'];

e bloqueavam as correntes através dos
VGCC, usando indicadores de Ca?* fluorescentes e registros de corrente em “whole-
cell”. Do mesmo modo, Ishikawa et al. (1993) e Lorenz et al. (1994) mostraram que
8-BrcGMP inibiram VGCC em células A7r5. Nossos resultados estdo de acordo com
os estudos precedentes que sugerem um efeito inibitorio da proteina quinase,
dependente de GMPc, sobre lg,, em células A7r5. Da mesma forma, como nos
resultados anteriores para o AMPc, o efeito da curina e reticulina sobre as correntes
de Ba®* parece ndo depender dos niveis de GMPc intracelular (Figura 34 e 36).

Para melhor evidenciar o mecanismo molecular apresentado por curina em
miocitos vasculares, realizamos experimentos com microscopia confocal, analisando
em tempo real as alteracdes nos transientes de Ca®* intracelulares, na presenca dos
alcaldides. Nestes experimentos, os miocitos foram carregados com a sonda
sensivel ao Ca**, fluo-4 na forma acetoximetil éster, que apresenta capacidade de
atravessar a membrana plasmatica. E importante salientar que a microscopia
confocal deu suporte a comunidade cientifica para localizar moléculas, bem como
para analisar eventos nas células com alta resolugéo espacial e temporal (WIER et
al., 2000). Corroborando com os experimentos de eletrofisiologia, curina induziu uma
diminuicdo nos transientes de Ca®* em células A7r5 de aorta de rato. Esse resultado
reafirma a hipétese de que curina bloqueia os canais para Ca’* dependentes de
voltagem do tipo-L, pois foi usado um agente despolarizante KCI (Figura 39).

Tomados em conjunto, este estudo fornece a caracterizacdo dos efeitos da
curina e da reticulina sobre os canais para Ca®** do tipo-L vasculares. Tais efeitos
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apresentam uma série de fatos que apoiam a hipétese de que curina e reticulina
inibem as lca,L, principalmente, devido & interacdo com os canais para Ca?* do tipo-
L, ndo sendo possivel, porém, descartar completamente uma pequena participacao
do mecanismo dependente AMPc. Estes achados sao relevantes para a
compreensao de como curina e reticulina provocam o vasorelaxamento in vitro.
Baseado nesses resultados, podemos concluir que curina e reticulina tém um
importante potencial como um produto quimico modelo, para a concepg¢do e
posterior desenvolvimento de novos farmacos com propriedade protetora

cardiovascular.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo, fazendo uso de abordagens farmacol6gicas in vitro da

curina e da reticulina, demonstrou que:

1) Curina e reticulina promovem vasorelaxamento, em anéis de aorta isolada

de rato, de maneira independente do endotélio funcional;

2) O vasorelaxamento induzido pela curina e pela reticulina envolve inibicao
dos canais Ca, tanto em midcitos de aorta de rato recém-dispersos como em células
em cultura de aorta de rato, A7r5;

3) O mecanismo pelo qual curina e reticulina bloqueiam as correntes de Ca?*
através dos canais para célcio dependentes de voltagem, € exercido pelo
deslocamento do estado de inativagcéo estacionaria, para potenciais mais negativos,

implicando, assim, em células menos excitaveis.

4) O efeito inibitério das correntes de Ca®* apresentado pela curina e pela
reticulina ndo envolve a ativagéo da via de sinalizagcdo AMPc-PKA e GMPc-PKG;

5) A diminuicdo do transiente de Ca® intracelular induzido por curina envolve
a entrada de Ca®" por canais para Ca**, dependentes de voltagem na membrana
celular.
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