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Novos derivados da isatina causam vasorrelaxamento em artéria mesentérica
cranial de ratos Wistar. MONTEIRO, M. M. O. Tese de doutorado, Programa de Pds-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, PgPNSB/UFPB (2015)

RESUMO

O processo de descoberta de novas drogas que atuam na camada muscular lisa causando
relaxamento vascular tem importancia fundamental no tratamento de doencas
cardiovasculares. Neste contexto, destaca-se a isatina, uma substancia bastante versatil
encontrada em diversos tecidos de mamiferos e de plantas que pode facilmente sofrer
modificagdes estruturais para dar origem a novas substancias. Neste contexto foram
estudados os efeitos farmacoldgicos de quatro novas drogas derivadas da isatina (IS-
AK1, 1S-BK1, B-001 e D-001) sobre o sistema cardiovascular, utilizando-se técnicas in
vivo e in vitro. Nos estudos in vitro, anéis de mesentérica cranial isolada de rato foram
mantidos em cubas contendo Tyrode a 37 °C gaseificado com carbogénio, em seguida
foram fixados a um transdutor de forgca (PowerLab™, ADInstruments, MA, EUA) e
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (WinDag/XL, DI 148-U, Insight, Brasil)
sob tensdo de 0,75 g, durante 1 hora. Apos este periodo, as preparacdes foram preé-
contraidas com fenilefrina (FEN, 10 uM) ou KCI (60 mM) e em seguida, concentracdes
crescentes dos derivados da isatina foram adicionadas cumulativamente. Todos 0s
compostos testados apresentaram efeito vasorrelaxante, sendo o 1S-AK1 o composto
mais promissor por apresentar maior poténcia tanto na presenca como na auséncia do
endotélio (pD2 = 7,99 + 0,11 e 7,95 * 0,15, respectivamente). Entretanto, as respostas
vasorrelaxantes maximas ndo foram diferentes (Emax = 85,69 + 5,18 % vs. 74,62 + 5,33
%) na presenca e na auséncia de endotélio. Portanto, o 1S-AK1 foi selecionado para
estudos subsequentes afim de investigar seu mecanismo de acdo por meio de curvas
concentracdo-resposta ao composto na presenca dos bloqueadores ODQ (10 uM),
blogueador da ciclase de guanilil soldvel; TEA (3 mM), blogueador inespecifico de
canais para K*; TEA (1 mM), bloqueador de BKca; GLIB (1 uM), bloqueador de Katp;
4-AP (1 mM), bloqueador de Ky e BaCl> (30 uM), bloqueador de Kir. Na presenca do
ODQ, o vasorrelaxamento foi significativamente atenuado (Emax = 39,68 + 6,56 %; pD>
=5,07 £ 0,2, n = 6). Além disso, a resposta vasorrelaxante foi reduzida na presenca de
TEA (3 mM), (Emax = 43,53 + 8,16 %; pD2 6,72 + 0,2, n = 6) e na presenca de TEA (1
mM) (Emax = 39,72 + 7,86 %; pD2 = 5,63 + 0,2, n = 6). Ocorreu redugdo na poténcia do
IS-AK1 quando bloqueado por GLIB (pD2 = 7,23 £ 0,17, n = 5), 4-AP (pD2 = 7,1
0,17, n = 5) e BaCl; (pD- = 6,23 + 0,16, n = 5), sugerindo a participagdo de diferentes
canais para K" nesta resposta. Para os estudos in vivo, foram investigadas as alteracdes
na pressdo arterial e frequéncia cardiaca em ratos ndo-anestesiados tratados agudamente
com o IS-AK1. A administracdo de IS-AK1 (10 mg/kg) produziu hipotensdo e
bradicardia tanto em ratos normotensos (-50 + 12 mmHg, -258 + 40 bpm, n = 7) quanto
em ratos hipertensos (-99 + 7 mmHg, -278 + 40 bpm, n = 6) com efeito mais
pronunciado no efeito hipotensor em ratos hipertensos. Deste modo, a resposta
vasorrelaxante promovida pelo 1S-AK1 parece envolver a participacdo da enzima sGC,
consequentemente levando a ativacdo da PKG, ocasionando a ativacdo de canais para
K* do tipo Katp, Kv, Kir €, principalmente, BKca. Este mecanismo de acdo pode estar
contribuindo para a hipotensdo e bradicardia observadas em ratos ndo-anestesiados.
Palavras-chave: Vasorrelaxamento, SHR, Pressdo arterial, Canais para potassio,
Artéria mesenteérica.
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New isatin derivatives cause vasorelaxation in cranial mesenteric artery of Wistar
rats. MONTEIRO, M. M. O. Tese de doutorado, Programa de pds-graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, PgPNSB/UFPB (2015)

ABSTRACT

The process of discovering new drugs that act on the smooth muscle layer causing
vascular relaxation is of fundamental importance in the treatment of cardiovascular
diseases. In this context highlights the isatin, a versatile substance found in various
tissues of mammals and plants which can easily undergo structural changes to yield new
substances. The pharmacological effects of four novel drugs derived from isatin (IS-
AK1, IS-BK1, B-001 and D-001) on the cardiovascular system using techniques in vivo
and in vitro. In in vitro studies, cranial mesenteric rings from rat were kept in vats
containing Tyrode at 37 ° C gassed with carbogen then they were fixed to a force
transducer (PowerLab™, ADInstruments, MA, EUA) and coupled to a data acquisition
system (WinDag/XL, DI 148-U, Insight, Brasil) under tension 0.75 g, for 1 hour. After
this period, the preparations were pre-contracted with phenylephrine (PHE, 10 uM) and
KCIl (60 mM) and then increasing concentrations of isatin derivatives were added
cumulatively. All tested compounds showed vasorelaxant effect and 1S-AK1 the most
promising compound for presenting higher power when both in presence and in absence
of endothelium compared to others (pD> = 7.99 + 0.11 and 7.95 + 0.15, respectively),
but these vasorelaxant responses were not different (Emax = 85.69 + 5.18% vs. 74.62 *
5.33%) in presence or in absence of endothelium. Therefore, I1S-AK1 was then was
selected for further studies in order to investigate its mechanism of action of the
compound by concentration-response curves in the presence of blockers ODQ (10 uM),
cyclase blocker soluble guanylyl; TEA 3 (mM) nonspecific blocker of K* channels;
TEA (1 mM) BKca blocker; GLIB (1 uM), Katp blocker; 4-AP (1 mM) Ky blocker and
BaCl> (30 uM), Kir blocker. In the presence of ODQ vasorelaxation was significantly
attenuated (Emax = 39.68 + 6.56%; pD> = 5.07 £ 0.2, n = 6). In addition, in the presence
of TEA 3 MM (Emax = 43.53 + 8.16%, 6.72 pD. £ 0.2, n = 6) and presence of TEA 1
MM (Emax = 39 72 + 7.86%; pD. = 5.63 £ 0.2, n = 6) vasorelaxant response were
reduced. There was reduction in the power of the 1S-AK1 when blocked by GLIB (pD:
=7.23+£0.17,n=5), 4-AP (pD2 = 7.1 £ 0.17, n = 5) and BaCl. (pD2 = 6.23 £ 0.16, n =
5), suggesting the participation of different types of K* channels in this response. For in
vivo studies, changes in blood pressure and heart rate were investigated in non-
anesthetized rats treated acutely with the IS-AK1. The IS-AK1 administration (10
mg/kg) produced blood pressure and bradycardia both in normotensive (-50 + 12 mmHg
-258 £ 40 bpm, n = 7) and hypertensive rats (-99 £ 7 mmHg, -278 + 40 bpm, n = 6) with
effects more pronounced in hypotensor effect in hypertensive rats. Thus, the
vasorelaxant response promoted by IS-AK1 possibly involves the participation of sGC
enzyme, thereby leading to the activation of PKG causes activation of K* channels,
Katp, Kv, Kir and especially BKca types. This mechanism of action may be contributing
to hypotension and bradycardia observed in non-anesthetized rats.

Key-words: Vasorelaxation, SHR, Blood pressure, Potassium channels, Mesenteric
artery.
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de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM) na presenga de TEA

Figura 10 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito
de concentracdes crescentes do 1S-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada

de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM) na presenga de GLIB
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Figura 11 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito
de concentracBes crescentes do IS-AK1 em aneis de artéria mesentérica cranial isolada

de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM) na presenga de 4-AP

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito
de concentracBes crescentes do IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada

de rato sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM) na presen¢a de BaCly

Figura 13- A. Representacdo esquematica do local da incisdo onde foram implantados
0s cateteres vasculares para registro dos parametros cardiovasculares e administracao de

drogas. B. Representacdo esquematica do rato apds implantacdo dos cateteres vasculares

Figura 14 — Tragado original dos demonstrando a agdo vasorrelaxante dos derivados da
isatina em anéis na presencga e na auséncia do endotélio em artéria mesentérica cranial
(0L =10 1O

Figura 15 - Tragado original de um rato Wistar representativo, mostrando o efeito da
administracao aguda (5 e 10 mg/kg 1V) de IS-AK1 comparada a administracao de salina
sobre a PAM e FC em ratos Wistar N80 anesteSiados .........ccccveererereriereseesesienesnenn, 72
Figura 16 - Tracado original de um rato SHR representativo, mostrando o efeito da
administracao aguda (5 e 10 mg/kg 1V) de IS-AK1 comparada a administracéo de salina
sobre a PAM e FC em ratos SHR N80 anestesiados ..........ccocevererenerieniinesienieeienneenenns 74
Figura 17: Esquema representativo indicando o mecanismo de acdo do IS-AK1

causando  vasorrelaxamento e, consequentemente, hipotensdo  nos  ratos
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1 INTRODUCAO

1.1 O sistema cardiovascular e o controle da presséo arterial

O sistema cardiovascular € formado pelo coracdo, conectado a um circuito
fechado de vasos sanguineos preenchidos por plasma sanguineo e células
(SILVERTHORN, 2010). Este sistema ¢ o principal sistema responsavel pela regulacdo
e manutencdo da pressdo arterial. Potanto, contribui de maneira fundamental para a
manutengcdo do funcionamento normal do organismo, pois fornece fluxo sanguineo
adequado para os tecidos e 6rgaos periféricos (LANFRANCHI; SOMERS, 2002).

O sistema cardiovascular contribui para a manutencdo da homeostasia do
organismo, dispondo de mecanismos refinados de ajuste da pressdo arterial, os quais
necessitam da acao integrada de outros sistemas como o neural, o renal e o enddcrino
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; LANFRACHI; SOMERS, 2002).

O sistema neural representado pelos barorreceptores, quimiorreceptores e
receptores cardiopulmonares, € responsavel pelo controle a curto prazo. Os
barorreceptores, por exemplo respondem rapidamente as modificacbes na pressao
arterial (KRIEGER, 1964). O sistema renal pode ser representado pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) que realiza o controle a longo prazo por determinar o
balanco hidrico dos fluidos corporais (CONTRERAS et al., 2003). O sistema endocrino
exerce uma importante participacdo no controle da pressao arterial com a ativacdo e
liberacdo de hormdnios que véo interferir sistematicamente na modulagdo da mesma,
tais como norepinefrina, hormdnio antidiurético, endotelina e bradicinina que
contribuem com a homeostase vascular (GROSS; AIRD, 2000; LI et al, 2008).

A pressdo arterial é conceituada como a pressao exercida pelo sangue sobre os
vasos arteriais e é determinada pelo produto de duas variaveis: o débito cardiaco (DC) e
a resisténcia vascular periférica (RVP). O DC, por sua vez, ¢ influenciado pelo volume
diastdlico final, pela contratilidade miocéardica e pela frequéncia cardiaca. O volume
diastdlico final é o volume que chega na camara ventricular antes da contracdo e é
determinado pela pressdo venosa, que esta relacionada ao volume sanguineo e ao tonus

muscular venoso. Ja a RVP, por sua vez, é o resultado de modifica¢fes tensionais no
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musculo liso vascular (CRIBBS, 2006). Todos esses parametros sdo variaveis que sao

influenciados por diversos mecanismos regulatorios.

1.2 Regulagéo vascular da presséo arterial

Duas forgas agem sobre as artérias: a tensdo radial, como resultado da onda de
pressdao do sangue que se propaga ao longo da arvore arterial e a tensdo laminar de
cisalhnamento em funcdo da forca de atrito causada pelo fluxo sanguineo anterégrado.

Os vasos sanguineos sdao formados por uma tdnica externa, que é composta por
tecido conjuntivo e por filetes nervosos e vasculares; uma tunica média, a camada
intermediaria composta por células musculares lisas e pequena quantidade de tecido
conjuntivo elastico e uma tanica intima que reveste internamente os vasos, constituida
de células endoteliais (ALBERTS et al, 2002).

O tbnus vascular, isto é, a atividade contratil das células musculares lisas
vasculares nas paredes das pequenas arteriolas e artérias, € o maior determinante da
resisténcia ao fluxo sanguineo pela circulacdo, desempenhando, entdo, um papel
importante na regulacdo da pressdo arterial e na distribuicdo do fluxo sanguineo. A
regulacdo desta atividade contratil das células do musculo liso vascular na circulacéo
sistémica depende de uma complexa interacdo de estimulos vasodilatadores e
vasoconstritores, de hormdnios circulantes, neurotransmissores, fatores derivados de
endotélio e da pressdo arterial (JACKSON, 2000; CRIBBS, 2006).

O endotélio vascular constitui-se de uma camada Unica de células, presente na
superficie luminal de todo o sistema vascular e contribui para a regulacdo da presséo
arterial de diversas formas (BRYAN et al., 2005). As células endoteliais executam estas
funcbes pela expressdo, ativacdo e liberacdo de potentes substancias, como também por
estimulos fisicos e quimicos (mudangas na pressao, estresse por cisalhamento e pH)
(FELETOU; VANHOUTTE, 2006; INAGAMI; NARUSE; HOOVER, 1995). Ent&o, 0
endotélio intacto libera localmente, de forma controlada, compostos que induzem
vasodilatacdo, como o Oxido nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF), prostaciclina (PGl.) e compostos que induzem vasoconstrigdo, tais como:
endotelina-1 (ET1), prostaglandina Hz (PGH.) e tromboxano A2 (TXA2) (BATLOUNI,
2001).
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O tbnus vascular também pode ser regulado pela atividade dos canais ibnicos na
membrana das células do masculo liso vascular. Estes canais ibnicos estdo ativamente
envolvidos na determinagdo do movimento de ions para dentro e para fora das células e,
entdo, sdo cruciais para a atividade elétrica de nervos, musculos e 6rgéos sensoriais e
séo essenciais para a homeostase (BAKER, 2000).

No musculo liso um aumento na concentragdo de calcio intracelular ([Ca%']i) é a
causa priméria para a producdo da contracdo e este efeito pode ser revertido quando se
impede alguma etapa do processo contratil (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). Assim, a
regulacio da resposta contratil do masculo liso depende do aumento da [Ca?*]i, que
ocorre como resultado da liberagio de Ca?* de estoques intracelulares, influxo de Ca?*
do meio extracelular, ou ambos. Entéo, 0s canais idnicos sdo importantes nesse processo
de regulacio da [Ca2*]i e também por funcionarem como moduladores do potencial de
membrana plasmatica (KEVIN; NELSON, 2005).

Os canais para K* sdo a maior e mais diversa superfamilia de canais ibnicos. Sao
proteinas de membrana tetraméricas e desempenham papel chave na excitabilidade e na
excitabilidade e via de transducéo de sinais celulares (MILLER, 2000; REN et al, 2014).
Sdo canais altamente seletivos e pelo menos 10000 vezes mais permeaveis a K™ que ao
Na* (DOYLE et al, 1998). Além de serem seletivo, os canais para K* sdo fortemente
regulados. Outra propriedade é que muitos canais para K* podem ser inativados, o que
significa que eles entram em estados ndo condutores estaveis logo apds a abertura
(KUANG et al, 2015).

S&o também a via de conducdo de ions dominante nas células de masculo liso
vascular, uma vez que a atividade dos mesmos contribui para determinacéo e regulacdo
do potencial de membrana e tonus vascular (JACKSON, 2005; NELSON; QUAYLE,
1995). Comprometimentos na funcdo dos canais para K* estdo intimamente ligados a
um namero de condigdes patologicas que geram ou acompanham malformacéo vascular
ou vasoconstricdo (SOLOVIEV et al, 2015).

Os canais para K* normalmente pode ser encontrado em trés estados diferentes:
repouso, ativado e inativado. Os canais estdo normalmente fechados em estado de
repouso e abertos apos estimulos ativadores, seguindo de volta para estados nao
condutores. A comporta é o processo de controle de abertura e fechamento dos canais
(JIANG et al, 2003).

Do ponto de vista molecular, os canais para K* representam um diverso grupo de

canais i6nicos. Eles podem ser divididos em cinco grandes subfamilias: Canais para K*
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dependentes por voltagem (Ky), canais para K* relacionados ao QT longo (Kvior),
canais para K* retificadores influxo (Kir), canais para K™ sensiveis ao ATP (Katp) €
canais para K* sensiveis ao calcio (Kca). Na microcirculagdo, como em outros masculos
vasculares, sdo identificadas quatro diferentes classes de canais para K*: Ky, Karp,
canais para K* sensiveis ao Ca®" de alta condutancia (BKca) € Kir (JACKSON, 2000;
KO et al, 2007; KUANG et al, 2015).

A organizacdo bésica dos canais para K* é um tetramero com cada monémero
contendo um dominio formador de um poro. Os quatro dominios formadores dos poros
compreendem um poro através dos quais os ions passam (MacKINNON, 2003).

Os Kv compreendem uma classe ubiqua que é ativada por despolarizacdo da
membrana em potenciais limiares de ~ -30 mV. Cada subunidade destes canais é
caracterizada por 6 hélices transmembrana, um sensor de voltagem da hélice S1 até a
hélice S4 e um poro na regido entre S5 e S6 (McCOY; NIMIGEAN, 2012). A maioria
dos Ky se abrem quando a membrana estd despolarizada (menos negativa dentro) e se
fecha quando a membrana esta hiperpolarizada (mais negativa dentro) (SWARTZ,
2008).

Os Kartp se fecham quando a concentragéo de ATP aumenta, porém também séo
regulados por diversas vias de transducdo independentes de mudancas no concentragdo
de ATP (JACKSON, 2000).

Os BKca sdo ativados por aumento no Ca?* intracelular e despolarizacdo da
membrana (NELSON, QUAYLE, 1995; CARL et al, 1996). BK vem de “big
potassium” e ¢ um tipo particular de Kv que permite uma passagem de uma alta
corrente de ions de K+ através da membrana (MILLER, 1985). Por isso, em baixas
concentragbes de Ca?*, os BKca comportam-se verdadeiramente como Ky
(TALUKDER, ALDRICH, 2000). Portanto, os canais BKca sdo tanto voltagem quanto
Ca*? dependentes. A ativacdo por Ca*? ocorre via ligagido do Ca*? a multiplos sitios na
regido citosolica deste canal.

Os BKca participam de muitos processos biolégicos incluindo a geragdo de
potenciais de acdo, a modulacdo do ténus vascular e a liberacdo de horménios e
neurotransmissores (WANG; SIGWORTH, 2009). Comparados com outros Kca ou
outros Ky, 0s BKca tém limiares maiores para ativacdo por voltagem ou para [Ca®']i
isolados, este limiares sendo geralmente fora de faixas fisiologicas. Entdo em células
excitaveis a ativacdo destes canais requer consistente despolarizacdo da membrana e
elevacio da [Ca*']i (SALKOFF et al, 2006; ZHANG; YAN, 2014) além de estarem
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fisiologicamente acoplados aos Cav a fim de sentir localmente o Ca?* (FAKLER;
ADELMAN, 2008).

Os canais para potassio sensiveis ao calcio de pequena condutancia (SKca) sdo
ndo voltagem dependentes, apesar de possuir um dominio sensor de voltagem. O Ca?
os ativa via ligacdo com a calmodulina, que estd constitutivamente ligada a por¢do
citosdlica do canal (KEEN et al, 1999).

Os Kir passam correntes de influxo de K™ muito mais prontamente que correntes
de efluxo em gradientes fisiologicos de ions e observa-se um grande aumento da
condutancia com aumentos na concentracdo de K* extracelular. Este subtipo de canal
tem funcdes fisioldgicas diversas nas células, dependendo do tipo e da localizacdo, e é
modulado por diversos mediadores, como ions, fosfolipidios e proteinas ligantes. Uma
caracteristica Unica dos Kir é que eles conduzem ions K* na hiperpolarizacdo ao invés
de outros canais para K* que o fazem na despolarizacdo (HIBINO et al, 2010).

As duas subunidades destes canais tém apenas duas hélices transmembrana com
um poro entre elas, correspondente e homdlogo aos segmentos S5 e S6 dos canais Ky.
Possuem também um dominio citosolico composto tanto de C quanto de N terminais do
canal que ajuda a regular a comporta do canal (HIBINO, 2010).

Todos esses canais desempenham papel importante na manutencdo do tonus
vascular, na formacdo do potencial de repouso e no mecanismo de acdo de diversas
substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras (JACKSON, 2000).

O gradiente eletroquimico para os fons K* faz com que a abertura dos canais
para K" resultem na difusdo deste cation para fora da célula, culminando numa
hiperpolarizacdo da membrana (JACKSON, 2000). Este efeito é seguido pelo
fechamento dos canais para calcio dependentes de voltagem (Cay ou VOCCs = voltage-
operated Ca?*channels), levando a reducéo da entrada do Ca?* e vasodilatacdo (KO et
al., 2008; NELSON; QUAYLE, 1995). A contracdo da célula muscular lisa € iniciada
por uma elevacdo da [Ca?"] que ativa a quinase da cadeia leve de miosina (MLCK),
causando fosforilacdo da miosina, ou pela sensibilizagdo dos miofilamentos ao Ca?
através da inibicdo da miosina fosfatase (SOMLYO; SOMLYO, 1994).

Todos estes sinais sdo integrados no midcito vascular para determinar a
atividade contrétil do musculo liso vascular, estabelecendo assim o didmetro e a
resisténcia dos vasos sanguineos (JACKSON, 2005).

Duas vias classicas aumentam o influxo de Ca?" para a contragio do musculo

liso, sdo o0s mecanismos de acoplamento farmacomecéanico e eletromecéanico. Os
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mecanismos que levam a uma resposta contratil através do acoplamento eletromecénico
sdo devido a uma despolarizacdo de membrana diretamente pelo aumento da
concentracdo extracelular de potassio ou indiretamente pela ligacdo dos agonistas aos
seus receptores levando a abertura de Cay, causando aumento de [Ca®]i e,
consequentemente, a contracdo (REMBOLD, 1996). Por exemplo, a despolarizagéo da
membrana induzida pelo aumento da concentracdo de K* extracelular, promove influxo
de Ca?" através da abertura de canais Cav, causando contracdo (BULBRING; TOMITA,
1987).

Os mecanismos farmacomecanicos da contragcdo ocorrem quando um agonista
como a fenilefrina, a angiotensina Il, a adrenalina entre outros, se ligam a seus
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol, através da
proteina Ggq ou Gii, cujas suas subunidades a ativam a fosfolipase C B1 (PLCB1) e,
consequentemente, promovem hidrolise de fosfolipidios presentes na membrana do tipo
4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2), produzindo o 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3)
e diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 2008; BILLINGTON; PENN, 2003).

Adicionalmente, o IP3 estimula a liberagdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico
por sua ligacéo aos receptores de IPs (IPsR), que sdo canais para Ca?* ativados pelo IPs.
Os receptores de rianodina (RyR), que sdo canais para Ca®* ativados pelo proprio Ca?*,
sdo ativados pelo Ca?" previamente liberado via IPsR num processo denominado de
liberagdo de Ca®" induzida pelo Ca?* e juntamente com os IPsR aumentam a [Ca®']i
(DELLIS et al., 2006). Isso transloca a proteina quinase C ou proteina quinase
dependente de Ca®** (PKC) para a membrana plasmatica, onde é ativada quando entra
em contato com o DAG e Ca?". A PKC fosforila proteinas alvo especificas, como 0s
Cayv presentes na membrana plasmatica ativando-os, promovendo o influxo de Ca?*
(BERRIDGE, 2009).

O Ca?" aumentado também interage com a calmodulina e subsequentemente
interage com a MLCK levando a sua fosforilagdo. A fosforilagdo da MLC leva a
ciclizacdo das pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina, com consequente
desenvolvimento da contracdo (GARRET; GRISHAM, 1995, REMBOLD, 1996;
OGUT; BROZOVICH, 2003).

A via de sinalizagéo do Ca?* é um dos maiores sistemas sinalizadores nas células
que regula muitas fungdes fisioldgicas. Por isso, existem muitos canais que controlam

sua entrada do meio externo para o citoplasma celular e sua liberacdo dos estoques
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internos. Por exemplo, agonistas podem agir diretamente nos canais operados por
receptor (ROCCs) na membrana plasmatica e permitir que o Ca?* do meio externo entre
na célula; segundos mensageiros como DAG, GMPc e &cido araquidénico agem no lado
citoplasmético abrindo canais operados por segundos mensageiros (SMOCs) na
membrana plasmética; a despolarizacdo da membrana ativa Cay na propria membrana
plasmatica e permite o influxo de Ca?* externo; a despolarizagdo da membrana também
ativa uma isoforma especifica de Cav, o canal Cavl.1 tipo L que ativa o receptor de
rianodina 1 (RyR1) no musculo esquelético através de um mecanismo de acoplamento
conformacional direto; o influxo de Ca?* advindo do Cay também ativa receptores de
rianodina 2 (RyR2) que libera 0 Ca?* estocado no reticulo sarcoplasmatico através do
processo de liberacio de Ca®' induzido por Ca?*, mecanismo esse encontrado em
musculos e neurdnios; e por ultimo agonistas agem em receptores da superficie gerando
IP; que entdo se difunde dentro da célula e age sobre IP3R para liberar Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (BERRIDGE, 2009).

Entdo, resumidamente, o Ca?* atravessa a membrana plasmatica pelos canais
Cav, canais operados por agonistas (AOCs), ROCs, SMOCs e canais operados por
estoque (SOCs). Ja dos estoques, a liberacio do Ca?* ocorre por RyRs, IP3R e pela
liberagdo de Ca?* controlada por fosfato de dinucleotideo de nicotidamida e adenina
(NAADP) (BERRIDGE, 2009).

Portanto, os mecanismos de contracdo do musculo liso envolvem a participacédo
de vias de transducgdo, que convergem para 0 aumento das concentragbes de Ca*?
citoplasmatico, sendo este aumento por entrada deste ion por Cay e ROCC ou ainda por
liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares (WANG et al, 2008). Os canais para cation
potencial receptor transiente (TRP) sdo também considerados como importantes
proteinas candidatas a mediar entrada de Ca?* ndo relacionada a voltagem no endotélio
vascular e musculo liso (ZHOLOS, 2010; EARLEY, 2012).

Por outro lado, os mecanismos que levam ao relaxamento podem envolver
multiplas vias de sinalizacdo. Em células musculares lisas, tanto fatores derivados do
endotélio como o potencial de membrana sdo importantes na regulacdo do ténus
vascular (IGNARRO et al, 1987).

Em resumo, os vasoconstritores agem elevando a [Ca?']i, bem como,

aumentando a sensibilidade dos processos contrateis a0 Ca?* na célula muscular lisa.
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Por outro lado, agentes vasodilatadores exercem efeitos opostos na [Ca?']; neste tipo
celular. Em contraste com as células musculares lisas, um aumento na [Ca?*]i em células
endoteliais resulta em relaxamento vascular através de fatores relaxantes derivados de
endotélio como NO, PGI, e EDHF. Portanto, os canais i6nicos sdo alvos para acgao de
muitas drogas usadas no tratamento da hipertensao (BAKER, 2000).

O mecanismo de acdo de algumas drogas vasorrelaxantes requer a participacao
de segundos mensageiros como o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O NO, por
exemplo, age principalmente ativando a enzima citosolica ciclase de guanilil solavel
(GCs), ao se ligar ao grupo heme desta enzima. A ativacdo da GCs resulta no aumento
dos niveis de GMPc, pela conversdo de trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc
(MILLER et al.,, 2004; LIU; HUANG, 2008). O segundo mensageiro GMPc ativa
proteina quinase G, ou também chamada proteina quinase dependente de GMPc (PKG)
que leva a reducdo dos niveis de Ca®' intracelular das células musculares lisas,
diminuicdo da sensibilidade do sistema contratil para o Ca?*, desfosforilagio da MLC e
ativacdo dos canais para K* que resulta em relaxamento muscular (CARVAJAL et al,
2000).

Outro mecanismo de relaxamento do masculo liso ocorre por acoplamento
farmacomecanico via GPCR acoplado a proteina Gs, cuja subunidade a ativa a ciclase
de adenilil (AC) e consequentemente gera monosfofato ciclico de adenosina (AMPc). O
aumento nos niveis citosolicos de AMPc e GMPc nas células musculares lisas é
considerado um dos mais importantes mecanismos que medeiam seu relaxamento sob
condicdes fisiologicas (PUETZ; LUBOMIRQOV; PFITZER, 2009).

Dessa forma, ambas as proteinas quinases (PKA e PKG) fosforilam varios
substratos, levando principalmente a ativacdo de canais para K', que causam a
desativacdo dos Cay; inibicdo dos Cav; aumento na atividade da Ca?*-ATPase tanto do
reticulo sarcoplasmatico como da membrana plasmatica, diminuicdo da [Ca®*']i por
ativacdo do trocador Na*/Ca?*; reducdo da liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico
pela PKG através da fosforilagdo dos IP3R; inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade
pelo complexo calcio-calmodulina; inativacdo da RhoA por fosforilagdo do residuo
Ser'® translocando-a para o citosol; fosforilagdo do residuo de Ser®® da MYPT1
impedindo a fosforilagdo do residuo de Thr®® pela RhoA quinase (ROCK); fosforilacéo

do telokin um ativador enddgeno da proteina de cadeia leve da miosina (MLCP)
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(MAKHLOUF; MURTHY, 1997; REMBOLD, 1996; BLAUSTEIN, 1989;
BERRIDGE, 2009, MURTHY, 2006; REMBOLD, 1992).

1.3 Doengas cardiovasculares e hipertenséo

A regulacéo da pressdo arterial é uma das funces fisiologicas mais complexas,
que depende de acgdes integradas de varios sistemas, dentre eles o cardiovascular.
Mudangas na estrutura e na fungdo dos vasos e consequente aumento da resisténcia
vascular periférica sdo alteracbes caracteristicas das doencas cardiovasculares
(TAHVANAINEN et al, 2006).

A hipertenséo arterial (HA) é uma condicgdo clinica multifatorial caracterizada
por niveis elevados e sustentados de PA acima de 140/90 mmHg. Associa-se
frequentemente a alteragdes funcionais e/ou estruturais dos oOrgaos-alvo (coracao,
encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracfes metabolicas, com consequente aumento
do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais. Atualmente, é tida como um
grave problema de salde publica devido ser uma das principais causas de doencas
cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010).

A hipertensdo essencial ou hipertensdo primaria é a forma de hipertensao que
ndo tem uma causa atribuivel e identificavel. A HA juntamente com as doencas
cardiovasculares relacionadas sdo as principais causas de morte em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, causando um grande impacto na saiude humana.
Segundo dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares sdo responsaveis por um terco do total de mortes em todo o mundo e
cerca de 80% destas ocorrendo em paises em desenvolvimento (GAZIANO, 2006;
WHO, 2011). A OMS ainda estimou que das 57 milh6es de mortes que ocorreram
globalmente em 2008, 36 milhdes ou 63% delas ocorreram por doencas nao
transmissiveis, sendo as doencas cardiovasculares as lideres nesta classificacdo (WHO,
2013). Estima-se que 23,3 milhdes de pessoas no mundo inteiro irdo morrer anualmente
de doencas cardiovasculares em 2030 (MATHERS, LONCAR, 2006).

Os principais fatores de risco para 0 desenvolvimento das doencas
cardiovasculares sdo o fumo, a inatividade fisica, 0 consumo de dietas ndo saudaveis e

de &lcool. Estes fatores de risco sdo comuns a outras doengas ndo transmissiveis como
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cancer, diabetes e doengas respiratorias cronicas porque a exposicdo a longo prazo
desses fatores leva ao aumento da pressdo arterial, aumento da glicemia, aumentos e
anormalidades na lipidemia e obesidade (WHO, 2011).

A HA apresenta elevados custos médicos e socioecondmicos decorrentes
principalmente das complicagbes que a acompanham, tais como: acidente vascular
cerebral (AVC), doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
cronica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010). Outros estudos
ainda mostram que o diagnostico, muitas vezes precoce, e tratamento generalizado de
baixo custo com medicamentos surtiram efeito, reduzindo significativamente a presséo
arterial média nessa populacdo, contribuindo assim para uma redugdo nas mortes por
doencas relacionadas ao sistema cardiovascular (CAIN; KHALIL, 2002; WHO, 2012).

Em vérias doencas cardiovasculares, incluindo a HA, ocorre disfungéo endotelial
gerando vasoconstriccdo, acumulo de lipidios, aumento da adesdo leucocitaria,
proliferacdo de células do musculo liso vascular, agregacdo plaquetéaria, trombose entre
outros (GIRARDI; GIRARDI; PETERS, 2006).

As alteragbes observadas na HA decorrem, em parte, do aumento na
contratilidade da camada muscular lisa que forma a parede da artéria, 0 que acarreta o
aumento do ténus vascular, que pode ocorrer devido a mudancas na estrutura e na
funcdo dos vasos e, consequentemente, aumento da RVP (TAHVANAIMEN et al.,
2006). Estas disfunc@es incluem aumento da relacdo parede versus luz das artérias e da
resisténcia periférica, aumento da quantidade da massa cardiaca e muscular lisa,
diminuicdo da complacéncia venosa e aumento da vasoconstricdo com reducdo da
vasodilatacdo, tanto dependente como independente do endotélio vascular (FOLKOW,
1982; SAFAR et al, 1981).

1.4 Tratamento medicamentoso e ndo medicamentoso para a hipertensao

A OMS recomenda um conjunto de intervengdes politicas de baixo custo para
melhorar o acesso a intervencdes basicas de acesso a saude, incluindo medicamentos
essenciais e tecnologias médicas acessiveis necessarias para a detec¢do precoce e
tratamento oportuno de doencas nao transmissiveis.

Partindo-se de 115/75 mmHg de pressdo arterial, o risco de doencas
cardiovasculares duplica a cada aumento de 20/10 mmHg (CHOBANIAN et al, 2003).
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Entdo um tratamento bastante eficaz para diminuir o risco de doencas cardiovasculares
consiste em diminuir niveis de presséo arterial.

A recomendagdo inicial do Sétimo Relatorio do Comité Nacional Articulado
sobre Prevencdo, Deteccdo, Avaliacdo e Tratamento da Hipertensdo Arterial (JNC 7) é
que o tratamento seja iniciado com uma modificacdo do estilo de vida, e se isto ndo
surtir efeitos, deve ser iniciado o tratamento farmacoldgico.

A primeira recomendacdo das Diretrizes Baseadas em Evidéncias de
Hipertensdo em Adultos para populacdo geral com idade de 60 anos ou mais é iniciar o
tratamento farmacoldgico para diminuicdo da pressdo arterial em niveis de pressdo
arterial sist6lica iguais ou superiores a 150 mmHg e de presséo arterial diastolica iguais
ou superiores a 90 mmHg e tratar para alcancar niveis de presséo arterial menores que
esses (JAMES et al, 2014). Se o tratamento for capaz de diminuir os niveis de pressao
arterial e ndo estiver associado a efeitos adversos 0 mesmo ndo deve ser ajustado
(JAMES et al, 2014).

Nem todos os pacientes hipertensos diagnosticados com HA requerem
medicagdo, mas aqueles de alto e médio risco necessitam de um ou mais dos 0ito 0s
tipos de medicamentos essenciais para diminuir o de risco cardiovascular. Sao eles:
diuréticos tiazidicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
bloqueadores de canais de Ca®* de agdo prolongada, beta bloqueadores, metformina,
insulina, estatina e aspirina (WHO, 2013).

O documento mais abrangente e recente publicado sobre o tratamento anti-
hipertensivo é as Diretrizes para o Tratamento da Hipertensdo Arterial da Sociedade
Europeia de Hipertensdo e o Guia da Sociedade Europeia de Cardiologia para o
Tratamento da Hipertensdo (MANCIA et al, 2013). Este guia recomenda modificacdo
do estilo de vida em pacientes hipertensos além de tratamento inicial com ou sem anti-
hipertensivos bloqueadores de canais de Ca?" ou inibidores do sistema renina
angiotensina aldosterona. Essas diretrizes recomendam mudancgas no estilo de vida
como: restricdo ao sal, moderar o consumo de alcool, aumento do consumo de frutas e
vegetais além de diminuir o consumo de gordura, reducdo e manutencdo do peso
corporal com a pratica regular de exercicios fisicos (MANCIA, 2013).

As Diretrizes do Instituto Nacional de Saude e Exceléncia em Hipertensdo de
2011, publicado em Colaboracdo com a Sociedade Britanica de Hipertensao
recomendam bloqueadores da ECA e bloqueadores de receptores de angiotensina Il

como terapia de primeira linha para pacientes com hipertensdo e idade menor que 55
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anos, uma vez que maiores de 55 anos ou descendentes de africanos devem utilizar um
blogueador de canal de Ca?*. Nelas também nenhum grupo de diuréticos é considerado
como agente de primeira linha, a ndo ser que o paciente seja incapaz de tolerar outros
farmacos.

Segundo o JNC 7, para hipertensdo ndo complicada, diuréticos tiazidicos devem
ser usados no tratamento medicamentoso, em maior parte, isoladamente ou em
combinagdo com outras classes de drogas, uma vez que sdo a base terapéutica anti-
hipertensiva para a maioria dos ensaios controlados com placebo. Porém existem
excelentes dados de ensaios clinicos provando que as reducfes da pressao arterial com
outras classes de farmacos também reduzem as complicacbes da HA (inibidores da
ECA, bloqueadores de receptores de angiotensina 11, beta bloqueadores, bloqueadores
de canais de Ca?"). Isto delineia condigbes especificas de alto risco, que sdo indicadores
convincentes para o uso de outras classes de drogas (CHOBANIAN, 2003).

Mais de dois tercos dos individuos hipertensos ndo podem ter niveis de pressao
arterial controlados com apenas um farmaco e requer dois ou mais agentes anti-
hipertensivos de diferentes classes (CHOBANIAN, 2003).

Apesar da boa qualidade dos resultados promovidos pelos diuréticos tiazidicos
como terapia anti-hipertensiva, muitos especialistas em hipertensdo ainda preferem os
inibidores da ECA e blogueadores dos receptores de angiotensina Il como farmacos
iniciais de escolha nesta condicdo (OWEN; REISIN, 2015).

O uso de beta-bloqueadores para o tratamento da hipertensdo na obesidade e
sindrome metabdlica tem enfrentado criticas no passado devido ao efeitos negativos
secundarios de agentes beta-bloqueadores tradicionais, que incluem piora na tolerancia
a glicose, dislipidemia e incapacidade de perder peso (RIPLEY; SASEEN, 2014;
MESSERLI; GROSSMAN, 2004). No entanto, é observado que nos pacientes
hipertensos ocorre aumento do ténus simpatico e parece razoavel que o blogueio
simpético pode fornecer beneficios adicionais nesta subpopulacdo (OWEN; REISIN,
2015). Porem BRADLEY et al (2006) e WIYONGE et al (2012) relataram que 0s beta-
bloqueadores podem ser inferiores a algumas outras classes de medicamentos no que se
refere a alguns resultados como mortalidade total e eventos cardiovasculares.

Os antagonistas de Ca?* sdo um pouco mais eficazes que as demais classes na
prevencdo de acidente vascular cerebral, porém ndo esta claro se este efeito pode ser

atribuido a um efeito protetor sobre a circulacdo cerebral ou a sua ligeira melhoria no
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controle mais uniforme da pressdo arterial (MANCIA et al, 2013; MANCIA et al,
2009).

Um inibidor direto da renina no local da sua ativacdo, esta disponivel para o
tratamento de doentes hipertensos, tanto como monoterapia como em combinagdo com
outros agentes anti-hipertensivos. Os medicamentos ativos centralmente e o0s
bloqueadores dos receptores alfa também sdo agentes eficazes (MANCIA, 2013).

Mesmo com alta diversidade terapéutica para o tratamento da HA, mais de 200
farmacos empregados no tratamento da HA, estudos apontam que, no Brasil, apenas 30
% das pessoas portadoras de hipertensdo tém um controle efetivo da presséo arterial,
enquanto pacientes americanos chegam a cerca de 50 % (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE HIPERTENSAO, 2010; MOSER, ROCELLA, 2013). Além disso, quase 50% dos
pacientes suspendem o tratamento dentro de seis meses devido a baixa eficacia e aos
efeitos colaterais (COGOLLUDO; VIZCAINO-PEREZ; TAMARGO, 2005). Tudo isso

impulsiona a pesquisa em busca e desenvolvimento de novas drogas anti-hipertensivas.

Considerando ainda que a HA é um dos principais e mais incidentes problemas
de salde publica, acometendo direta ou indiretamente o funcionamento de Orgaos
nobres (coracgdo, rins, vasos) e acarretando elevados niveis de morbidade e mortalidade
na populacdo, torna-se imperativa a necessidade de aprofundamento nesta area, no
sentido de descobrir e validar a utilizacdo de novos farmacos e alvos terapéuticos, Uteis
no tratamento desta enfermidade, e que sejam cada vez mais especificos, para que

menos efeitos colaterais sejam desencadeados (FERRONI et al, 2006).

Além disto, os produtos naturais podem ser usados como modelos quimicos
para sintese parcial ou total de novos agentes terapéuticos. Tendo isso em vista, torna-se
necessario a descoberta de novas drogas com objetivos de promover efeitos

vasorrelaxantes e hipotensores, desvendando seus mecanismos de acéo.

1.5 Produtos naturais e sintéticos bioativos

Desde a ldade Antiga, as plantas medicinais sdo utilizadas por diversas
civilizagOes para o tratamento de diversos males, sendo a mais antiga e principal forma

de medicacgéo difundida no mundo. Os extratos de produtos naturais foram os primeiros,
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e por um longo periodo, os unicos medicamentos disponiveis para a humanidade
(GANESAN, 2008). No final do século XIX, a busca por medicamentos menos toxicos
resultou na introducgdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi amplamente
disseminado no século XX (OLIVEIRA et al., 2008). Considerando a alta prevaléncia
de HA e a necessidade de tratamento para doencas cardiovasculares, muitos estudos tém
sido realizados para medir o vasorrelaxamento induzido por produtos naturais
(DANTAS et al, 2014; RIBEIRO et al, 2010).

Historicamente, a quimica organica desenvolveu-se paralelamente com o estudo
cientifico das plantas, formas de vida que mais tem contribuido para o tratamento de
doencas que acometem o ser humano (MONTANARI et al., 2001). A sintese de
substancias orgéanicas foi impulsionada devido a sua dificuldade de obtencdo de
produtos naturais com relativo grau de pureza a partir de produtos naturais, bem como a

determinacéo de suas estruturas moleculares (BARREIRO et al, 1997).

Nas Ultimas décadas, os progressos alcangados pela quimica medicinal sintética
mudaram o panorama da terapéutica moderna. Os extratos vegetais brutos de
composicdo quimica complexa foram substituidos ou otimizados por substancias puras
de composicédo e estrutura quimica definidas, que podem se tornar farmacos uteis no
tratamento de diversas patologias (BARREIRO; FRAGA, 2001). Os préprios produtos
naturais tém inspirado avangos na quimica organica, conduzindo a otimizacdo das
metodologias sintéticas e a possibilidade de analogos de compostos originais, com

melhores propriedades farmacolégicas (HARVEY, 2008).

Com isso, 0s produtos sintéticos e semi-sintéticos se destacam em diversidade e
em competitividade em relacdo aos produtos naturais em diversos setores industriais,
sendo entdo predominantes, atingindo cerca de 75 % do total de farmacos consumidos
no mundo, devido principalmente ao seu maior rendimento quimico, menor custo e
elevado grau de pureza (BARREIRO, 1990; PINTO et al., 2002). A descoberta de novas
drogas de origem sintética ou semi-sintética tornou-se possivel devido avangos
cientificos-tecnoldgicos em éareas como biologia estrutural, molecular e quimica

computacional.

Neste contexto, sdo produzidas diversas substancias com potencial
farmacoldgico, incluindo as que atuam no controle da resisténcia vascular e outros

mecanismos envolvidos na prevencgéo e tratamento de doencas cardiovasculares.
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1.6 A isatina e seus derivados

A isatina € um composto indodlico enddgeno, amplamente distribuido em
diversos tecidos e fluidos biol6gicos de mamiferos (Figura 01) (GLOVER et al., 1988;
GLOVER, BHATTACHARYA, SANDLER, 1991; MEDVEDEYV, 1996). Na natureza é
encontrada em plantas do género Isatis, em Couropita guianancis aubl e Calanthe
discolor Lindl. e secretado de glandulas pardtidas de sapos do género Bufo
(BERGMAN et al, 1988, SILVA et al, 2001). Ela foi obtida, pela primeira vez, por
Erdman (1840) e Laurent (1840) como um produto a partir da oxidacdo do corante

indigo por &cido nitrico e acido crémico.
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Figura 01 - Estrutura molecular da isatina.

GLOVER e colaboradores em 1980 encontraram evidéncias de um inibidor da
monoamina oxidase (MAO) endogena em urina humana e deram-lhe 0 nome de
tribulina. A tribulina é justamente o nome que se da a uma familia de substancias ndo
enddgenas que inibem a MAO e a ligantes benzodiazepinicos. A MAO é uma enzima
que metaboliza uma grande variedade de monoaminas e é importante no controle da
concentracdo de neurotransmissores. A isatina foi o primeiro componente da tribulina
identificado, substancia essa que foi originalmente sintetizada para usos na fabricacdo
de corantes e quimica analitica (GLOVER, 1988). Investigaces mostram que a isatina
age inibindo seletivamente a MAO B como um inibidor da ciclase de guanilil ligada a
membrana estimulada pelo peptideo natriurétrico atrial e como um inibidor da ciclase de
guanilil solivel (sGC) estimulada por éxido nitrico em baixas concentracbes (até 10
nM) (GLOVER, MEDVEDEV, SANDLER, 1995; MEDVEDEV et al, 1996;
MEDVEDEV et al, 2002).
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A excregdo de tribulina em urina humana aumenta durante varias condicdes
como estresse e ansiedade (CLOW et al, 1988). Em roedores a isatina é anorexigena e
sua excrecdo urinaria estd aumentada apds a exposicdo ao frio (TOZAWA et al, 1998).
J& em ratos o estresse causa um aumento de 2 a 3 vezes na concentra¢do normal dessa
substé@ncia no cérebro e no coracdo (IGOSHEVA et al, 2004).

A isatina tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e é
encontrada distribuida no cérebro de ratos de maneira distinta e descontinua no ndcleo
do hipocampo, no cortex, no hipotalamo e no cerebelo. A concentracdo no hipocampo é
de aproximadamente 0,1 ng/g, ou cerca de 1 puM (WATKINS et al, 1990;
BHATTACHARYA, 1991). No sangue as concentragdes podem exceder 1 uM, ja no
coracdo as concentracbes maximas basais aproximam-se de 3 uM (IGOSHEVA,
MATTA, GLOVER 2004; MEDVEDEV et al, 2007).

A isatina tem se mostrado como agente promissor para o descobrimento de
novos farmacos uma vez que tem um baixo custo de producdo e possui uma estrutura
que permite a realizacdo de modificacbes quimicas em sua estrutura para sintese de
novas substancias com efeitos no sistema cardiovascular e sobre acdo em varios alvos
biologicos como canais i6nicos (GABRIEL et al, 2010; AHRING et al, 2000;
MARONAS et al, 2008; Medvedev et al, 1999).

Vérios sdo os efeitos fisiologicos da isatina, desde efeitos anticonvulsivantes
(SAREEN et al, 1962), proconvulsivantes (BHATTACHARYA; CHAKRABARTI,
1998), ansiogénicos com aumento nos niveis de cortisol (PALIT, 1997), antimicrobiano
(RAJ et al, 2003), sedativo (BHATTACHARYA, 1991) e inibidores tanto do consumo
de 4gua como de alimentos (MORLEY et al, 1996). Baixas concentracGes de isatina (na
faixa de 10 a 10 M) podem atenuar a estimulagdo da sGC dependente da estimulagdo
de NO de plaguetas humanas.

Em altas doses, como as de 50, 80 e 200 mg/kg, a isatina aumenta a
concentracdo de monoaminas como dopamina, 5-hidroxitriptamina e noradrenalina no
cérebro de ratos (MCINTYRE, NORMAN, 1990; BHATTACHARYA, ACHARYA,
1993; HAMAUE et al., 1994), mas esse efeito é pouco provavel que seja devido a sua
acdo inibindo a MAO, pelo menos abaixo de 100 mg/kg, uma vez que Panova (1997)
mostrou que a dose de 10 mg/kg ndo protege nem a MAO A nem a MAO B contra a
subsequente administracdo de fenelzina, um inibidor ndo seletivo e irreversivel da
MAO.
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Esse composto também tem mostrado efeitos em membranas cerebrais,
cardiacas e renais agindo inibindo a ciclase de guanilil estimulada pelo peptideo
natriurético atrial, reduzindo a formacdo de GMPc (GLOVER, 1995; MEDVEDEYV et
al, 2005).

A isatina também é considerada um substrato sintético muito versatil, ou seja, €
um composto que apresenta uma estrutura molecular que pode ser facilmente
modificada originando diversos compostos derivados da mesma, compostos estes
heterociclicos, tais como indois e quinolonas, e também podem ser utilizados como
matéria-prima para a sintese de diversas drogas (SILVA, 2001). Assim como a isatina,
0s seus derivados apresentam diversas atividades biologicas.

Estudos mostram que compostos derivados da isatina tem grande potencial
terapéutico por agir em diversas vias no nosso organismo. Portanto, é de fundamental
importancia compreender os diferentes mecanismos de ac¢do produzidos por compostos
desta classe para estabelecer novas estratégias terapéuticas, afim de tratar diversas

doencas cardiovasculares, a exemplo da hipertensao.

Tém sido descritos diversos efeitos fisiologicos da isatina e seus derivados,
como antiapoptéticos (CHAPMAN et al, 2002), antimalarico (NISHA, et al, 2014),
anti-tuberculose (RAJ et al, 2014), anti-inflamatérios (FERNANDES et al, 2014),
anticonvulsivantes (SAREEN et al, 1962; BHATTACHARIA, CHAKRABARTI,
1998), antimicrobianos (RAJ et al, 2003), ansioliticos (BHATTACHARYA et al, 1991),
sedativos-hipnéticos  (ZAPATA-SUDO et  al, 2007), anticancerigenos
(PREMANATHAN et al, 2012; ARUN et al, 2014), anti-HIV (SHRUTHI et al, 2015),
cardiovasculares (GARCIA-VILLALON et al, 2011), anti-depressivo e antioxidantes
GLOVER, MEDVEDEV, SANDLER, 1995).

Estudos com preparagdes de rim isolado realizadas pelo grupo de Santos Neto
(2008) mostraram que a prépria isatina apresentou efeitos diuréticos e natriuréticos
proprios na dose de 10 nM, fenbmeno este parcialmente associado ao seu grande
aumento na pressdao de perfusdo ndo tendo correspondéncia autoregulatoria na
resisténcia vascular renal, podendo, portanto, ter contribuicdes no aumento efetivo na
carga filtrada.

Em uma revisdo, MEDVEDEYV et al, 2007 nos mostram os diversos alvos
biolégicos da isatina e de seus derivados. Entre eles estdo a MAO, as enzimas

citosolicas glicerol-3-fosfato desidrogenase, piruvato quinase e ubiquitina. Tem ainda
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sido mostrado efeitos sobre proteases, caspases, transcriptase reversa, (IYER; HANNA,
1995; LEE et al, 2001; SRIRAM et al, 2005). Outro estudo mostra que um derivado da
indirubina que é obtida a partir da dimerizacdo da isatina possui potentes atividades
inibitérias de quinases dependentes de ciclina e algumas outras quinases
farmacologicamente importantes (LECLERC et al, 2001).

Os estudos que analisam os efeitos da isatina e de seus derivados no sistema
cardiovascular ainda s&o restritos. O grupo composto por Marofias et al (2008) e Gabriel
et al (2011) estudaram novos compostos derivados de isatina e ambos apresentaram
efeitos vasodilatadores de aorta de ratos, efeitos inotrdpicos em preparacdes de
musculos cardiacos isolados, além de alguns deles apresentarem efeitos hipotensores em
estudos. Matheus et al, 2007 demostraram que substituicdes na isatina por halogénios e
outros afetaram na producdo de NO em cultura de celulas de camundongos,
possivelmente por afetar na expressdo da COX-2 e/ou na iINOS. O NO é um gas muito
importante devido a seus efeitos cardiovasculares.

Um estudo realizado por Hamaue e colaboradores em 1999 mostraram que altas
doses de isatina quando administradas por via intraperitoneal (i.p.) ndo causaram
qualquer alteracdo cardiovascular ou comportamental tanto em ratos stroke-prone
spontaneously hypertensive rats (SHRSP) e quanto em ratos Wistar-Kyoto (WKY). Ja o
tratamento por via oral com altas doses causou aumento na pressdo arterial dos ratos
WKY comparados aos seus controles ndo tratatos, porém nao ocorreram efeitos toxicos.

Tendo em vista a necessidade da descoberta de novas drogas que possam ter
efeitos benéficos no sistema cardiovascular e a baixa quantidade de estudos dos
derivados da isatina nesse sistema, este estudo buscou investigar se novos derivados da
isatina poderiam promover efeitos vasorrelaxantes e hipotensores em ratos Wistar.
Partiu-se para investigar se os derivados da isatina atuam no endotélio vascular ou em
canais ionicos dos musculos lisos dos vasos sanguineos periféricos de resisténcia
causando vasorrelaxamento, resultando em queda da pressdo arterial, contribuindo para
diminuir as complicacdes decorrentes dos quadros hipertensivos. Os novos compostos
derivados da isatina testados foram o éster etil 2-[5-indole-6,7-diona]-2-acético, o &cido
2-[5-indole-6,7-diona]-2-acético, o 1-(4-clorobenzoila)indol-2,3-dione e o 1-
benzoindol-2,3-dione (IS-AK1, 1S-BK1, B-001 e D-001, respectivamente). Suas

estruturas moleculares sdo apresentadas na figura 02.
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Figura 02 - Estruturas moleculares dos quatro compostos derivados da isatina testados. A.

A

Estrutura molecular do IS-AK1. B. Estrutura molecular do I1S-BK1. C. Estrutura molecular do
B-001 e D. Estrutura molecular do D-001.
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Objetivos
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar os efeitos cardiovasculares dos derivados das isatinas éster etil 2-[5-
indole-6,7-diona]-2-acético, &cido  2-[5-indole-6,7-diona]-2-acético,  1-(4-
clorobenzoila)indol-2,3-dione e 1-benzoindol-2,3-dione (IS-AK1, 1S-BK1, B-
001 e D-001, respectivamente) em ratos Wistar e ratos SHR, elucidando os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos na resposta do composto mais

promissor, utilizando abordagens in vivo e in vitro.

Objetivos especificos

Testes in vitro

e Avaliar os efeitos dos derivados da isatina, 1S-AK1, 1S-BK1, B-001 e D-001 em
artéria mesentérica cranial isolada de ratos normotensos, elucidando o0s
mecanismos de acdo implicados no efeito;

e Elucidar os possiveis mecanismos de acdo do derivado da isatina que apresentar
resposta mais promissora observando:

v A participacdo do endotélio no vasorrelaxamento produzido;

v A participacdo da sGC soltvel no efeito induzido pelo composto;

v A participacdo de canais para K* e seus subtipos no efeito induzido pelo
composto;

v' A participagéo de canais para Ca®* no efeito induzido pelo composto.

Testes in vivo

e Caracterizar os efeitos do tratamento agudo periférico com o derivado da isatina
mais promissor sobre a pressdo arterial e frequéncia cardiaca em ratos

normotensos e hipertensos ndo anestesiados.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para a realizagdo dos protocolos experimentais foram utilizados ratos Wistar
(Rattus norvegicus) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR, spontaneously
hypertensive rats) pesando entre 250 e 300 g com idade entre 13 e 14 semanas. Todos
os animais foram provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, cada uma contendo seis
ratos, mantidos sob condi¢bes monitoradas de temperatura equivalente a 21 £ 1° C, com
livre acesso a uma dieta & base de racdo tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em
garrafas de polietileno com bicos de aco inoxidavel, encaixadas na parte superior da
grade metalica da gaiola. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas,
sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas.

Os procedimentos descritos no presente projeto foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA) do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da
Universidade Federal da Paraiba sob parecer CEUA n° 0111/14 (ANEXO 1).

3.2 Drogas e ferramentas farmacologicas

Para a realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
substancias: heparina (Parinex® 5000 U.I/ml - Laboratoério Hipolabor Brasil); cloridrato
de cetamina (Quetamina® Laboratdrio — Vetnil, Brasil); xilazina (Dopaser - Laboratdrio
Calier, Espanha). Cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN); cloridrato de acetilcolina (ACh);
1 H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ); glibenclamida (GLIB); cloreto
de tetraetilaménio (TEA); 4-aminopiridina (4-AP); cloreto de bario (BaCl.) e cloreto de
potassio (KCI). Todas foram obtidas da Sigma-Aldrich®.
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3.3 Substancias testes: Derivados da isatina

Foram testados 4 derivados das isatinas (IS-AK1, 1S-BK1, B-001 e D-001),
cedidos pela colaboracdo com o Laboratorio de Pesquisa em Bioenergia e Sintese
Orgénica do Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho, pertencente ao
Departamento de Quimica da UFPB.

Os derivados das isatinas foram solubilizados utilizando Cremophor® (Sigma
Aldrich®), em seguida diluidos nas concentragdes desejadas, de acordo com a
necessidade de cada protocolo experimental. Para estudos in vivo as substancias teste
foram diluidas em salina de NaCl (0,9%) e para estudos in vitro as dilui¢cdes foram
realizadas com &gua destilada. A solubilizacdo e diluicdo foram realizadas momentos
antes de sua utilizacdo nos experimentos. As solugdes foram estocadas ao abrigo da luz
em recipientes fechados até a utilizagéo.

A concentragdo de Cremofor® utilizada na cuba ndo excedeu 0,01%. Nesta
concentracdo o cremofor ndo demonstra quaisquer efeitos em anéis de artéria
mesenteérica cranial de rato (MACEDO, 2014).

3.4 Protocolos in vitro

3.4.1 Solucgdes nutritivas

Nos protocolos in vitro foram utilizadas soluc@es nutritivas (pH = 7,4) aeradas
com mistura carbogénica (95% de O; e 5% de CO>) e mantidas a 37° C. Para preparagao
das solucbes nutritivas foram utilizados os seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl),
cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de
magnésio hexa-hidratado (MgCl».6H.0), glicose (CeH1206), bicarbonato de sodio
(NaHCQg), fosfato de sédio mono-hidratado (NaH.PO4.H,O) e fosfato de sodio
(NaH2PO,), todos todos obtidos da Sigma-Aldrich®. A composicdo em mM de cada sal

é descrita no Quadro 1 a seguir.
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Quadro 1: Composicéo da solugdo nutritiva de Tyrode (TANAKA et al, 1999).

Sal Concentracdo (mM)

NaCl 158,3
KCI 4,0
CaClz 2,0
MgCl2 1,05
NaH2PO4 0,42
NaHCOs 10,0
Glicose 5,6

Na preparacédo da solucdo Tyrode com cloreto de potassio na concentracéo de 60
mM, a concentracdo de Na* foi isosmoticamente alterada conforme demonstrado no

quadro 2 abaixo.

Quadro 2: Composicdo da solucédo nutritiva de Tyrode modificado com cloreto de

potassio a 60 mM.

Sal Concentracdo (mM)
NaCl 104,5
KCI 60
CaCl2 2,0
MgCl: 1,05
NaH2PO4 0,42
NaHCOs 10,0
Glicose 5,6

3.4.2 Preparacao de anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo com auxilio de uma guilhotina
seguida de seccdo dos vasos cervicais. Atraves de uma incisdo no abdémen, a artéria
mesentérica cranial foi identificada, removida e imediatamente colocada em solucéo
Tyrode. A artéria foi dissecada e seccionada em anéis (1-2 mm de comprimento). Os

anéis foram imersos em cubas (10 ml) e suspensos verticalmente por linhas de algodéo
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fixadas a um transdutor de for¢a (PowerLab™, ADInstruments, MA, EUA). Mudangas
na tensdo isométrica foram captadas pelo sistema de aquisicdo (WinDag/XL, DI 148-U,
Insight, Brasil). Os tecidos foram mantidos em solucdo de Tyrode, a 37° C, gaseificada
com uma mistura de 95 % de Oz e 5 % de CO: (carbogénio), para prover um pH
relativamente constante de 7,2 a 7,4. Todos os aneéis foram submetidos a uma tenséo
basal de aproximadamente 0,75 g, por um periodo de 60 min. Durante este periodo, a
solugdo do banho foi trocada a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de
metabdlitos, e a linha de base foi ajustada, quando necessario (ALTURA; ALTURA,
1970). O protocolo experimental € mostrado na figura 03.

Computador

«4— Transdutor de forca

WinDaq/X
Amplificador —pp Linha de aldodio
Registro
Contragao .
g Cuba de vidro
.’f’ -
o Anel de mesentérica

Haste metalica fixa

Relaxamento

Figura 03- Preparacdo dos anéis isolados de mesentérica para avaliacdo dos efeitos vasculares

dos derivados da isatina.

Apos o periodo de estabilizacdo a viabilidade funcional do tecido foi verificada
com uma contracdo induzida por fenilefrina (FEN, 10 uM), um agonista a-adrenérgico.

Foram considerados viaveis 0s anéis que obtiverem uma contragédo superior a 0,30 g.
3.4.3 Verificacdo da presenca do endotélio funcional
A presenca do endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis pré-

contraidos com FEN (10 uM) apos adi¢do de acetilcolina (ACh, 10 pM), um agonista

dos receptores muscarinicos. Foram considerados com endotélio funcional os anéis com
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relaxamento superior a 80% sobre pré-contracdo com fenilefrina. Anéis com
relaxamento inferior a 80% e superior a 10% foram descartados e os anéis foram
considerados sem endotélio quando o relaxamento foi inferior a 10%. O liquido da cuba
foi trocado para a retirada de todas as drogas e em seguida foram realizados 0s
protocolos experimentais. O protocolo para a verificacdo da presenca ou auséncia do

endotélio funcional é ilustrado na figura 04.

A ACh B ACh

A 0 A A

FEN Lavagem FEN Lavagem

Figura 04- Protocolo de verificacdo da viabilidade do tecido muscular liso e da funcionalidade
do endotélio vascular de artéria mesentérica cranial de ratos. A, Anéis com endotélio vascular

funcional, B, Anéis sem endotélio funcional.

3.4.4 Avaliacao dos efeitos dos derivados da isatina em artéria mesentérica cranial

isolada de rato pré-contraida com fenilefrina

Apo6s um periodo de estabilizacdo, a confirmacdo da viabilidade do 6rgdo e a
posterior verificacdo do endotélio funcional, as preparacdes foram submetidas a uma
nova estabilizacdo, na qual o meio nutritivo era trocado até que a tensdao do 6rgao
retornasse aos valores basais com tensdo de repouso (0,75g). ApOs este processo de

aproximadamente 30 minutos, foi induzida uma segunda contragao por FEN (1 uM). No
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componente tonico desta contracdo, foram aplicadas concentragdes cumulativas e
crescentes dos derivados das isatinas (1 pM — 1 mM), cada um em uma cuba, para
obtencdo de uma curva concentracdo-resposta. Os efeitos foram avaliados em anéis com
o endotélio funcional e anéis sem o endotélio funcional, ou seja, com o endotélio intacto
e com endotélio mecanicamente removido, respectivamente. A remocédo do endotélio foi
realizada por atrito mecénico entre as paredes internas do vaso e uma haste de metal. O

protocolo geral acima descrito esta demonstrado na figura 05.

Ao S ACh (10 uM) IS-AK1 ou I1S-BK1 ou D-001 ou B-001

endotélio N %
vascular ~—
E (+) ~—\ ?
X\ J Lav.
60min AMFEN(10 M) * 2 FEN (10 pM) AFEN( uM) g'
e
Tempo (min)
1S-AK1 ou IS-BK1 ou D-001 ou B-001
L ACh (10 uM) v
Anéis sem
endotélio N 2
vascular ; \,_\7
E() iav. ‘L
K av. a
: i =
60min M FEN (10 uM) T EEN(10:3M) AFEN(1 uM) g‘
8
Tempo (min)

Figura 05 - Esquema do protocolo para avaliacdo do possivel efeito vasorrelaxante dos
derivados da isatina em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato pré-contraidos com
fenilefrina (1 uM).

A resposta foi expressa como porcentagem de relaxamento em relacdo a
contracdo produzida pela FEN. Destes dados foram coletados os dados de eficacia e
poténcia das substancias por meio dos valores de efeito maximo (Emax) € de pD2 da
droga, respectivamente. O segundo é calculado como o logaritmo na base 10 de
concentracdo efetiva que causa 50 % da concentracdo da substancia que causa 50 % de
seu efeito maximo (CEsp) da substancia testada. Com esses dados foi analisado qual dos
derivados da isatina € mais o potente e 0s experimentos seguintes foram realizados com

0 mesmo para desvendar quais 0s seus possiveis mecanismos de acdo.
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3.4.5 Avaliacdo da participacdo da enzima ciclase de guanilil solavel (sGC) no
efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato pré-contraida com fenilefrina

As preparagdes de anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato, com
endotélio removido foram incubadas por 30 minutos com ODQ (10 uM), um inibidor da
enzima sGC (GARTHWAITE et al, 1995). Apds este periodo, uma contracdo tdnica
com FEN (1 uM) foi obtida e concentragdes crescentes ¢ cumulativas do derivado da
isatina escolhido (1 pM — 1 uM) foram adicionadas ao banho. A poténcia e eficicia do
vasorrelaxamento do derivado da isatina foram avaliadas por meio dos valores de pD2e
Emax, respectivamente. O esquema do protocolo experimental para avaliagdo da
participacdo da sGC no efeito vasorrelaxante induzido pelo derivado da isatina é
descrito abaixo na figura 06.

1S-AK1
Y ACh (10 upM) ¥
Anéis sem \
endotélio ~— ?
vascular \_\4\
EO ¥ Lav N g
K @
g!
5)
P AFEN(1 uM
60min ‘P FEN(10 uM) (1 uM) Tempo (min)
4 O0DQ (10 pm)
(30 minutos)

Figura 06 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracdes crescentes do 1S-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e pré-contraidos FEN (1 uM) na presenga de ODQ (10 uM).

3.4.6 Avaliacdo da participacdo dos canais Cay no efeito vasorrelaxante induzido
pelo IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato pré-contraida

com fenilefrina

Para investigar a resposta vasorrelaxante do derivado da isatina sobre a
contracdo induzida por uma via inespecifica, foi utilizado uma solu¢do com KCI (60

mM) (Quadro 2), que promove uma maior despolarizacdo da membrana plasmatica,
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levando, dentre outros efeitos, a ativacdo dos Cav e, consequentemente, a contracdo do
musculo liso vascular (CHEN; REMBOLD, 1995; KRAVTSOV et al., 2003).

Apos a verificagdo da presenca ou auséncia do endotélio funcional, e um periodo
de estabilizacdo de aproximadamente 30 minutos, a solugdo de Tyrode normal foi
substituida por uma solucéo de Tyrode com KCI (60 mM). No componente ténico desta
contragdo, foram adicionadas concentragdes crescentes e cumulativas do derivado da
isatina, para obtencdo de uma curva concentragcdo-resposta (Figura 07). A poténcia e
eficacia do vasorrelaxamento do derivado da isatina foram avaliadas por meio dos
valores de pD2 e Emax, respectivamente. O esquema do protocolo experimental para
avaliacdo da participacao dos canais Cav no efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1

é descrito na figura 07.

1S-AK1

& Ach [10 pM) v

Anéis sem
endotélio
vascular

EQ)

—

(B) ogsua]

80 min T Fen {10 pM) ™ KCI 60 mM

Tempo (min)

Figura 07 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avalia¢do dos efeitos do
IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem endotélio funcional, pré-

contraidos com solucdo despolarizante (KCI 60 mM).

3.4.7 Avaliacdo da participacdo dos canais para K* no efeito vasorrelaxante
induzido pelo derivado da isatina em aneis de artéria mesentérica cranial isolada

de rato pré-contraida com fenilefrina

Apos a verificacdo da presenca ou auséncia do endotélio, as preparacfes foram
incubadas com tetraetilamdnico (TEA) 3 mM, que nesta concentracdo é descrito por
bloquear o efluxo de K* pelos canais para K* (WANG et al., 2008). Ap6s 30 minutos na
presenga deste bloqueador, as preparagoes foram incubadas com FEN (1 uM) e uma
nova contracdo tonica foi obtida. Em seguida, uma curva concentracdo-resposta para o
derivado da isatina, na presenca do TEA, foi observada. A poténcia e a eficacia do

efeito vasorrelaxante do derivado da isatina foram avaliadas por comparacdo dos
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valores de pD2 e Emax, respectivamente, na auséncia e na presenca de TEA (3 mM). O
esquema do protocolo experimental para avaliagcdo da participacdo dos canais para K*

no efeito vasorrelaxante induzido pelo 1S-AKZ1 é descrito na figura 08.

|S-AK1
WACh (10 uM) ¢
Anéis sem \
endotélio ~— ?
vascular \\
E0 ¥ Lav —\ g
\k >
fn
(=]
g
i 4+ FEN (10 upM AFEN(1 pM)
60 min (10 pM) Tempo (min)

T TEA (3 mM)

(30 minutos)

Figura 08 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracgdes crescentes do IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e pré-contraidos FEN (1 uM) na presenga de TEA (3 mM).

3.4.8 Avaliacdo da participacdo dos canais para K* de alta condutancia sensivel ao
célcio (BKca) no efeito vasorrelaxante induzido pelo 1S-AK1 em anéis de artéria

mesentérica cranial isolada de rato pré-contraida com fenilefrina

Apos a verificacdo da presenca do endoteélio funcional, os anéis foram incubados
com 1 mM de TEA, pois, nesta concentracdo, o TEA inibe seletivamente 0s canais
BKca (WHITE, 2002). Apos 30 minutos de incubagdo, foi induzida uma nova contragdo
tonica com FEN (1uM) ¢, em seguida, foram adicionadas concentragdes cumulativas do
derivado da isatina. A poténcia e eficacia do efeito vasorrelaxante do derivado da isatina
foram avaliadas por comparacdo dos valores de pD2 e Emax, respectivamente, na
auséncia e na presenca de TEA (1 mM). O esquema do protocolo experimental para
avaliagdo da participacdo dos canais BKca no efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-

AK1 é descrito na figura 09.
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Figura 09 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracgdes crescentes do IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e pré-contraidos FEN (1 uM) na presenga de TEA (1 mM).

3.4.9 Avaliacdo da participacdo de canais para K* sensiveis ao ATP (Kartp) Nno
efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1 em aneéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato pré-contraida com fenilefrina

Apos a verificacdo da presenca ou auséncia do endotélio funcional, os anéis
foram incubados separadamente com 10 uM de glibenclamida (GLIB), um bloqueador
seletivo de canais para K* sensiveis ao ATP (Kate) (OHRNBERGER, KHAN,
MEISHERI, 1993). Apds 30 minutos de incubacéo, foi induzida uma nova contracao
tonica com FEN (1uM) e, em seguida, foram adicionadas concentragdes cumulativas do
derivado da isatina. A poténcia e eficacia do efeito vasorrelaxante do 1S-AK1 foram
avaliadas por comparacdo dos valores de pD2 e Emax, respectivamente, na auséncia e na
presenca de GLIB. O esquema do protocolo para avaliacdo da participacdo dos canais

Katp no efeito vasorrelaxante induzido pelo 1S-AKZ1 é descrito na figura 10.
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(30 minutos)
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Figura 10 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdes crescentes do IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e pré-contraidos FEN (1 uM) na presenga de GLIB (10 uM).

3.4.10 Avaliacdo da participacao de canais para K* dependentes de voltagem (Ky)
no efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato pré-contraida com fenilefrina

Apds a confirmagdo da auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
incubados separadamente com 1 mM de 4-AP, um inibidor seletivo dos canais para K*
dependentes de voltagem (K,) (BERG, 2002). Ap6s 30 minutos de incubacdo, foi
induzida uma nova contragdo tonica com FEN (1uM) e, em seguida, foram adicionadas
concentragdes cumulativas do derivado da isatina. A poténcia e eficacia do efeito
vasorrelaxante do IS-AK1 foram avaliadas por comparagdo dos valores de pD2 € Emax,
respectivamente, na auséncia e na presenca de 4-AP. O esquema do protocolo
experimental para avaliagdo da participacdo dos canais Ky no efeito vasorrelaxante

induzido pelo IS-AK1 é descrito abaixo na figura 11.

1S-AK1
ACh (10 pM) J
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g
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T 4-AP (1 mM)
(30 minutos)

Figura 11 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdes crescentes do IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e preé-contraidos FEN (1 uM) na presenca de 4-AP (10 mM).

3.4.11 Avaliacdo da participacdo de canais para K" retificadores de influxo (Kir)
no efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica

cranial isolada de rato pré-contraida com fenilefrina
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Apds a confirmagdo da auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
incubados separadamente com 30 uM de BaClz, um inibidor seletivo dos canais Kir
(CHRISSOBOLIS, 2000). Ap6s 30 minutos de incubagdo, foi induzida uma nova
contragdo tonica com FEN (1uM) e, em seguida, foram adicionadas concentracdes
cumulativas do derivado da isatina. A poténcia e eficacia do efeito vasorrelaxante do
derivado da isatina foram avaliadas por comparacdo dos valores de pD2 e Emax,
respectivamente, na presenca e na auséncia de BaCl.. O esquema do protocolo para
avaliacdo da participacdo dos canais Kir no efeito vasorrelaxante induzido pelo 1S-AK1
é descrito abaixo na figura 12.

1S-AK1
Y ACh (10 pM) ¢
Anéis sem \
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vascular \_\_\
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K @
an
(=]
)
i 4+ FEN (10 upM AFEN(1 pM)
60 min (10 pM) Tempo (min)

T BacCl; (30 uM)

(30 minutos)

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentracdes crescentes do 1S-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato sem

endotélio funcional e pré-contraidos FEN (1 uM) na presenca de BaCl, (30 uM).

3.5 Protocolos experimentais in vivo

3.5.1 Cateteres vasculares

Na confeccdo dos cateteres, utilizados nos protocolos in vivo, foram utilizados
tubos de polietileno PE-10 (didmetro interno e externo de 0,28 - 0,61 mm,
respectivamente) de 4 cm para o cateter arterial e 2,5 cm para o cateter venoso, soldados
por aquecimento a tubos de polietileno PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 - 0,96
mm, respectivamente) de 22 cm. Antes da canulacdo, os cateteres foram preenchidos
com solucdo salina (0,9%) + 500 Ul de heparina e a extremidade PE-50 de cada cateter
foi obstruida com pino de metal. Os cateteres tinham extensao suficiente para atingirem

0s vasos alvos, a artéria aorta e a veia cava caudal, com as medidas abaixo:
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. Cateter Arterial: PE-10 = 4 cm, PE-50 = 15 cm
. Cateter Venoso: PE-10 = 3 cm, PE-50 = 15 cm

3.5.2 Implante de catéteres vasculares

Foram utilizados ratos normotensos Wistar e SHR. Os animais foram
anestesiados com cetamina (75 mg/kg i.p.) + xilazina (20 mg/kg, i.p.). Em seguida,
foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirtrgica. Uma pequena incisao
na regido femoral foi realizada, separando a musculatura para localizacdo do feixe
vasculo-nervoso femoral. A artéria e a veia femorais foram identificadas, dissecadas e
expostas. A extremidade PE-10 do cateter foi introduzida na artéria femoral em direcéo
a aorta abdominal, para registro dos parametros cardiovasculares; outra extremidade
PE-10 foi introduzida em direcdo a veia cava caudal, por meio da veia femoral, para
administracdo das drogas. ApoOs a insercdo e fixacdo, os cateteres foram tunelizados
subcutaneamente e exteriorizados atraves de uma incisdo na regido cervical dorsal do

animal (Figura 13).
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Em direcéo a aorta abd?—mnal /\ - \x% J\ /\..ﬂ' K

para registro dos parametros \\

cardiovasculares
Em direcéo a veia cava para \\,
/

administracéo das drogas

Figura 13 - A. Representagdo esquematica do local da incisdo onde foram implantados os
cateteres vasculares para registro dos parametros cardiovasculares e administracdo de drogas. B.

Representagdo esquematica do rato ap6s implantacdo dos cateteres vasculares.

3.5.3 Efeitos da administracdo aguda do derivado da isatina sobre a pressao

arterial e a frequéncia cardiaca em ratos ndo anestesiados

Apos 24 horas de recuperacdo do processo cirurgico e dos efeitos anestésicos, a

pressdo arterial e a frequéncia cardiaca foram registradas em ratos conscientes e com
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livre movimentagdo. O cateter arterial foi conectado a um transdutor de presséo
(MLTO0380/D, ADInstruments, Australia) acoplado a um amplificador e conectado a um
sistema de aquisicdo de dados (LabChart, ADInstruments, Australia). Como software de
aquisicdo e analise foi utilizado o LabChart 5.0.

No cateter venoso foi administrada as doses teste de 5 e 10 mg/kg do derivado
da isatina no animal baseada em estudos que serdo descritos mais adiante. Os valores de
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram registrados
imediatamente antes (PAM e FC basal) e imediatamente apds a administracdo. As
variagcOes dos parametros cardiovasculares foram calculadas fazendo-se a diferenca
entre o valor da variavel apdés a administracdo da droga e antes da injecdo da droga,

conforme as férmulas abaixo:

APAM = PAM ap0ds a administracdo da droga — PAM pasal

AFC =FC ap6s a administragao da droga — FC basal

Os valores de variacdo de PAM e de variagdo de FC foram comparados entre
doses diferentes no mesmo tipo de animal. A comparacdo das respostas de variagdo de
PAM e de variacdo de FC das doses testadas foram realizadas também nos dois modelos

animais, normotensos Wistar e hipertensos SHR.

3.6 Analise estatistica

O teste estatistico apropriado foi escolhido conforme a normalidade dos
resultados obtidos. Utilizou-se o teste t de student ndo pareado e a andlise de variancia
para medidas repetidas (ANOVA) dependendo do numero de grupos a serem
comparados e utilizou-se o pos-teste de Tukey pareado para multiplas comparagfes. Os
valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E. P. M). Para as curvas
concentracdes-resposta, 0s valores de Emax € de pD2 foram obtidas por regressédo néo
linear. Houve diferenca significativa quando p < 0,05. O programa utilizado foi o

GraphPad Prism verséo 6®.
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Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaios farmacolégicos in vitro

4.1.1 Efeitos induzidos pelos derivados da isatina sobre aneis de artéria
mesentérica cranial

Os derivados da isatina quando adicionados ao banho de maneira cumulativa
(102 — 10 M), promoveram vasorrelaxamento concentragdo-dependente em anéis de
artéria mesentérica cranial isolada de ratos pré-contraidos com FEN na presenca e na

auséncia de endotélio funcional (figura 14). Os resultados sdo mostrados no Gréfico 01
e na Tabela 1.

A
| H :
()
d u u u u u u u u )
&
1h 30 min Tempo (min)
Periodo de estabilizacio Lavagem |
Derivadoda isatina(1 pM-1 mM)
B
v S T
N . 7 =
1 «
u d u u 1 )
&
1h 30 min Tempo (min)

Periodo de estabilizagiio Lavagem L |

Derivadoda isatina(1 pM-1 mM)

Figura 14 — Tragado original dos demonstrando a ac¢éo vasorrelaxante dos derivados da
isatina em anéis na presenca e na auséncia do endotélio em artéria mesentérica cranial de ratos.
Setas cinza escura, FEN 10 uM; Setas pretas, ACh 10 uM; Setas cinzas claras, FEN 1 uM;
Setas brancas, derivados da isatina.
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Grafico 01 — Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante dos derivados da isatina na

presenca e na auséncia do endotélio funcional. A: IS-AK1 (n =8, n = 6, respectivamente); B: IS-
BK1 (n=5,n=6); C: B-001 (n=7,n=6); D: D-001 (n = 6, n = 5). Valores expressos como

média = E. P. M. p < 0,05 quando comparado a mesma concentra¢do na auséncia do endotélio

funcional.

Composto Endotélio funcional presente

Endotélio funcional ausente

pD:+E.P.M. Emx*E.P.M. pD2xE.P.M. Emx*E.P.M.
IS-AK1 7,99 £0,11 8569+518% 7,95+0,15 74,62 + 5,33 %
IS-BK1 4,02 +0,19 3594 +468% 6,02 +0,09* 58,14 + 1,56 %*
B-001 7,54+0,1 6558 +2,82% 4,64 +0,1* 7547 + 4,48 %
D-001 7,18 £ 0,09 93,13+3,19% 5,26 £0,2* 93,59 +2,83 %

Tabela 1: Valores (%) de Ema e de pD- referentes ao efeito vasorrelaxante dos derivados da

isatina em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato pré-contraidos com FEN, na
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presenca e na auséncia de endotélio funcional. * p < 0,05 quando comparado ao seu efeito com

endotélio funcional.

Todos 0s compostos testados promoveram vasorrelaxamento tanto em anéis na
presenca quanto na auséncia do endotélio. Apenas o IS-AK1 ndo apresentou diferenca
na resposta na presenca e na auséncia de endotélio (Emax = 85,69 + 5,18%; pD, = 7,99 +
0,11 e n = 8 vs. 74,62 + 5,33%; pD, = 7,95 + 0,15 e n = 8). Ja o I1S-BK1 apresentou
diferenca tanto na eficécia (Emax = 35,94 + 4,68 %, n = 5vs. 58,14 + 1,56 %, n =6, p <
0,05) quanto na poténcia (pD2 = 4,02 + 0,19, n =5, vs. pD2 = 6,02 £ 0,09, n =6, p <
0,05) quando comparadas as respostas na presenca e na auséncia do endotélio. A
remocdo do endotélio diminuiu apenas a poténcia da resposta vasorrelaxante do
composto B-001 (pD2 =7,54 £ 0,1, n =7, vs. pD2 = 4,64 + 0,1, n =6, p < 0,05). Da
mesma forma a remoc¢do do endotélio foi capaz de alterar a poténcia do composto D-
001 (pD2=5,26 +0,2,n =6 vs. pD2= 7,18 £ 0,09, n = 5, p < 0,05).

Além disso o IS-AK1 foi o derivado da isatina que apresentou maior poténcia na
resposta vasorrelaxante tanto na presenca quanto na auséncia, portanto, o 1S-AK1 foi o
composto escolhido para investigacGes posteriores. Todas as investigacdes também
foram realizadas na auséncia do endotélio funcional devido a ndo participacdo do

mesmo no efeito do 1S-AK1.

Durante a triagem farmacoldgica, foi evidenciado que o tempo necessario para
que fossem obtidas as respostas maximas nas preparagdes funcionais de artéria
mesentérica cranial isolada, para cada concentracdo dos derivados da isatina foi
semelhante e variou entre 3 a 4 min. No final dos experimentos, a reversdo do
relaxamento produzido por todos os derivados da isatina foi conseguido apos 20
minutos de sua retirada das cubas por meio da troca de solucdo de Tyrode e verificacao
da reposta do tecido a FEN (1 uM), a qual induziu contragdes de magnitude similar as
induzidas antes da adicdo do composto em estudo. A reversibilidade foi realizada para
assegurar que o relaxamento nao foi devido a danos na contractilidade e responsividade
do tecido. Adicionalmente, nas mesmas condicdes experimentais, foi adicionado o
veiculo (cremofor 0,03%) nas mesmas proporc¢des utilizadas para solubilizar os todos os

derivados da isatina, e ndo foi constatada atividade vascular deste veiculo.
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4.1.2 Participagédo da sGC na resposta vasorrelaxante induzida pelo I1S-AK1 em
anéis de artéria mesentérica cranial

Na presenca de ODQ, um inibidor seletivo da sGC, o relaxamento induzido por
concentracdes crescentes de 1S-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de
rato, desprovidos de endotélio funcional e pré-contraidos com FEN foi
significativamente atenuado (Emax = 58,81 £ 8,7 %, pD> = 5,57 £ 0,16, n = 6, VS. Emax =
74,62 £ 5,33%; pD, = 7,95 + 0,15 e n = 8, p < 0,05). Comparando as concentracdes de
maneira ponto a ponto notamos que ocorreu diferenca da concentracdo de 3.1078 até a
altima. Isto pode ser mostrado no grafico 02 abaixo, comprovando o efeito deste
derivado da isatina sobre esta enzima.

Relaxamento (%)

804 ~—® FEN (1 uM) + ODQ (10 uM)

&= FEN (1 uM)
100 | | | | | | | | | |
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

IS-AK1 [log]

Gréafico 02 - Curvas concentragbes-resposta para o 1S-AK1 (10" — 10° M) em angéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1
uM), na auséncia (n = 8) e na presenga de ODQ 10 uM (n = 6). * p < 0,05 comparando-se a

mesma concentraqéo na curva controle.

4.1.3 Efeitos induzidos pelo IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial pré-
contraidos com KCI 60 mM
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Em anéis mesentéricos, sem endotélio funcional, pré-contraidos com uma
solucdo despolarizante de KCI 60 mM, que aumenta a concentracdo de K* no meio
extracelular e aumenta o influxo de Ca®* por Cav, a resposta vasorrelaxante produzida
pela adicdo cumulativa do IS-AK1 foi atenuada significativamente, quase que
completamente, quando comparada ao efeito deste derivado da isatina sobre anéis pré-
contraidos com FEN com reducéo da poténcia de cerca de 760 vezes (Emax = 39,68 +
6,56 %; pD2 =5,07 £ 0,2, n =5 vs. Emax = 74,62 £ 5,33%; pD>,=7,95+0,15en=6,p <
0,05) conforme mostrado no grafico 03 abaixo, sugerindo que este composto tem um
melhor relaxamento sob contracbes induzidas por FEN. Este resultado sugere também
que a via comum entre a solugdo despolarizante com 60 mM de KClI e da FEN (isto €, a
ativacdo de Cav) ndo esta relacionada ao efeito vasodilatador do derivado da isatina em
estudo.

20
40

60

Relaxamento (%)

-
50 KCI (60 mM)

- FEN (1 uM)

100 | | | | | | | | | |

-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
IS-AK1 [log]

Gréfico 03 - Curvas concentragdes-resposta para o 1S-AK1 (102 — 10° M) em anéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1
uM, n = 8) ou com KCI 60 mM (n = 5). * p < 0,05 comparando-se a mesma concentra¢do na
curva controle.

4.1.4 Participacao de canais para potassio nos efeitos vasorrelaxante induzidos pelo

IS-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial
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Para avaliar a participacdo dos canais para K* no efeito vasodilatador causado
por 1S-AK1, utilizou-se o tetraetilamdnio (TEA) 3 mM uma ferramenta farmacoldgica,
que nesta concentracdo, atua como um bloqueador inespecifico de canais para K*. Na
presenca do TEA, a curva concentracdo-resposta induzida pelo I1S-AK1 em anéis de
artéria mesentérica cranial isolada de rato, na auséncia do endotélio funcional, foi
deslocada para a direita, com alteragdes significativas (p < 0,05) nos valores de Emax €
de pD2 (Emax = 43,53 + 8,16 %; pD2 6,72 + 0,2, n = 6) quando comparados aos anéis
sem endotélio funcional, na auséncia do TEA e pré-contraidos com FEN (1 uM) (Emax =
74,62 £ 5,33 %; pD2 7,95 + 0,15, n = 8), conforme grafico 04 abaixo. Este resultado
sugere a participacdo destes canais da resposta vascular ao IS-AKL. Por isso, diferentes

blogueadores foram usados para desvendar quais canais poderiam estar envolvidos.

Relaxamento (%)
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Gréfico 04 - Curvas concentragio-resposta para o 1S-AK1 (102 — 10%) em anéis sem endotélio
funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1 uM), na
auséncia (n = 8) e na presenca de TEA 3 mM (n = 6). * p < 0,05 comparando-se a mesma

concentragﬁo na curva controle.

4.1.5 Subtipos de canais para potassio envolvidos na resposta vasorrelaxante

induzida pelo I1S-AK1 em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato

4.1.5.1 Participacéo dos canais para potassio sensiveis ao calcio de alta

condutancia (BKca) na resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AK1
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Na presenca de TEA 1 mM, que nesta concentracdo age como um blogueador de
canais para potassio sensiveis ao calcio de alta condutdncia (BKca), a resposta
vasorrelaxante induzida por concentragOes crescentes de 1S-AK1 indicada pela curva
concentragdo-resposta foi alterada de maneira significativa, havendo uma reducdo da
poténcia (pD2 = 5,63 £ 0,2, n = 6 vs. 7,95 + 0,15, p < 0,05) em cerca de 200 vezes e
reducdo no efeito maximo (Emax = 39,72 + 7,86 % vs. 74,62 + 5,33 %, p < 0,05),
conforme grafico 05 abaixo. Isto confirma a participacdo destes canais no mecanismo
vasodilatador de 1S-AKL1.

Relaxamento (%)
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Grafico 05 - Curvas concentragdes-resposta para o 1S-AK1 (10* — 10° M) em anéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1
uM), na auséncia (n = 8) e na presenga de TEA 1 mM (n = 6). * p < 0,05 comparando-se a

mesma concentraqéo na curva controle.

4.1.5.2 Participacdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) na

resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AK1

Na presenga de 10 uM de GLIB, um bloqueador dos canais para potassio

sensiveis ao ATP, ocorreu diminuicdo significativa da poténcia em cerca de 5 vezes na
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resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AK1 (pD2 = 7,23 £ 0,17 vs. 7,95 £ 0,15, p <
0,05, n = 5), ocasionando um leve desvio para direita da curva, conforme grafico 06
abaixo. Este resultado sugere a participacdo dos canais para potassio sensiveis a ATP na
resposta ao IS-AK1, embora de maneira menos marcante que 0s canais para potassio
sensiveis ao calcio de alta conduténcia (BKca).

Relaxamento (%)
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Grafico 06 - Curvas concentragio-resposta para o IS-AK1 (102 — 10° M) em anéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1

uM), na auséncia (n = 8) e na presenga de GLIB 10 uM (n = 5).

4.1.5.3 Participagdo dos canais para potassio dependentes voltagem (Kv) na

resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AK1

A incubacdo com 4-AP na concentracdo de 1 mM, que funciona como um
bloqueador de canais para Ky, diminui em 7 vezes a poténcia da resposta vasorrelaxante
induzida pelo 1S-AK1 (pD2> = 7,1 £ 0,17 vs. 7,95 + 0,15, p < 0,05, n = 5). Pode-se notar
que houve um discreto desvio para direita da curva concentracdo-resposta do 1S-AK1 na
presenca do bloqueador de Ky, conforme grafico 07 abaixo. Este resultado sugere a
participacdo dos canais para potassio dependentes de voltagem (Ky) na resposta ao IS-

AKZ1, embora de maneira menos marcante que os canais para BKca..
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Grafico 07 - Curvas concentragio-resposta para o I1S-AK1 (102 — 103 M) em anéis sem
endotélio funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1

uM), na auséncia (n = 8) e na presenga de 4-AP (1 mM, n =5).

4.1.5.4 Participacdo dos canais para potassio retificadores de influxo (Kir)

na resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AK1

Para avaliar a participagdo dos canais Kir nos efeitos vasculares induzidos por
IS-AK1 foram realizados experimentos na presenca de 30 uM BaCl,, um blogueador
destes tipos de canais. Nestas condicdes, a curva concentragao-resposta foi levemente
deslocada para a direita com diminuicéo de cerca de 52 vezes da poténcia (pD2 = 6,23 +
0,16 vs. 7,95 + 0,15, p < 0,05, n = 5), conforme grafico 08 abaixo. Este resultado sugere
a participacdo dos canais Kir na resposta ao IS-AK1, embora de maneira menos

marcante que 0s BKca.
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Grafico 08 - Curvas concentracio-resposta para o 1S-AK1 (10> — 10%) em anéis sem endotélio
funcional de artéria mesentérica cranial isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1 uM), na

auséncia (n = 8) e na presenca de BaCl, (30 uM, n=5).

4.2 Ensaios farmacoldgicos in vivo

4.2.1 Efeito do IS-AK1 sobre a pressdo arterial média e frequéncia cardiaca em

ratos nao-anestesiados

Apo6s um periodo de estabilizacdo, os parametros cardiovasculares de ratos
Wistar ndo-anestesiados foram avaliados. Como ja esperado, a PAM basal dos ratos
SHR mostrou-se maior que as dos ratos Wistar (143 + 7 mmHg, n = 7 vs. 113 + 2
mmHg, n = 6) porém a frequéncia cardiaca basal dos dois tipos de animais ndo diferiu

(371 £ 9 bpm, n =6 vs. 350 £ 22 bpm, n = 7) como pode ser observado nos graficos 09
e 10.
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Gréfico 09— Comparacdo da pressao arterial média basal (PAM, mmHg) dos ratos Wistar e
SHR. Valores expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com

administracdo de salina.
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Grafico 10— Comparacdo da frequéncia cardiaca (FC, bpm) dos ratos Wistar e SHR. Valores

expressos como média = E.P.M.

A administracdo intravenosa (IV) de 1S-AK1 na dose de 10 mg/kg promoveu
hipotensdo e bradicardia (-50 + 12 mmHg, -258 + 40 bpm, n = 7, p < 0,05), quando
comparada a injecdo de salina (2 £ 1 mmHg e 2 = 1 bpm, n = 6) em ratos Wistar. A
dose de 5 mg/kg ndo promoveu efeitos significativos tanto na pressdo arterial média (-3
+ 1 mmHg) quanto na frequéncia cardiaca (-4 £ 7 bpm, n = 6) dos ratos Wistar. Estes

dados podem ser melhores observados na figura 15 e nos graficos 11 e 12.
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Figura 15 - Tracado original de um rato Wistar representativo, mostrando o efeito da
administracdo aguda (5 e 10 mg/kg 1V) de I1S-AK1 comparada a administracdo de salina sobre a
pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em

ratos Wistar ndo anestesiados.
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Gréfico 11 - Efeito da administracdo aguda de salina e do I1S-AK1 (5 e 10 mg/kg, V) sobre a
pressdo arterial média (PAM) em ratos Wistar ndo-anestesiados (n = 7). Valores expressos

como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com administracdo de salina.
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Gréfico 12 - Efeito da administracdo aguda de salina e do I1S-AK1 (5 e 10 mg/kg, V) sobre a
frequéncia cardiaca (FC) em ratos Wistar ndo-anestesiados (n = 7). Valores expressos como

média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com administracdo de salina.

Os efeitos do I1S-AK1 também foram avaliados em animais hipertensos do
modelo de hipertensdo SHR. A administracdo IV do IS-AK1 na dose de 10 mg/kg
também promoveu hipotensédo e bradicardia (-99 + 7 mmHg, -278 + 40 bpm, n =6, p <
0,05), quando comparados a injecdo de salina (2 £ 1 mmHge 1 +1 bpm, n = 6). Da
mesma forma que em ratos Wistar, a dose de 5 mg/kg ndo promoveu efeitos
significativos tanto na PAM (-3 + 2 mmHg) quanto na FC (-1 = 1 bpm, n = 6) dos ratos

Wistar. Estes dados podem ser melhores observados na figura 16 e nos graficos 13 e 14.
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Figura 16 - Tracado original de um rato SHR representativo, mostrando o efeito da

administracdo aguda (5 e 10 mg/kg 1V) de 1S-AK1 comparada a administracdo de salina sobre a

PAM e FC em ratos SHR nao anestesiados.
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Gréfico 13 - Efeitos da administracdo aguda do 1S-AK1 (5 e 10 mg/kg, V) sobre a pressao
arterial média (PAM) em ratos SHR nédo-anestesiados (n = 6). Valores expressos como média +

E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com administracdo de salina.
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Gréfico 14 - Efeitos da administracdo aguda do IS-AK1 (5 e 10 mg/kg, 1V) sobre a frequéncia
cardiaca (FC) em ratos SHR nao-anestesiados (n = 6). Valores expressos como média + E.P.M.

*p < 0,05 quando comparado ao grupo com administragéo de salina.

Quando comparamos os efeitos hipotensores entre ratos Wistar e SHR, notamos
que na dose de 5 mg/kg ndo houve diferenca nas respostas, porém a resposta
hipotensora na dose de 10 mg/kg foi mais pronunciada em ratos hipertensos que em
ratos normotensos, conforme pode ser notado nos graficos 15 e 16. Diferentemente das
respostas hipotensoras, as respostas bradicardicas foram semelhantes em ratos

normotensos e hipertensos, conforme pode ser observado nos graficos 17 e 18.
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Gréfico 15 — Comparacéo dos efeitos da administragdo aguda do IS-AK1 (5 mg/kg, 1V) sobre a
pressdo arterial média (PAM) em ratos Wistar (n = 7) e ratos SHR ndo-anestesiados (n = 6).

Valores expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com

administracdo de salina.
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Gréfico 16 — Comparacdo dos efeitos da administracdo aguda do 1S-AK1 (10 mg/kg, 1V) sobre
a pressdo arterial (PAM) em ratos Wistar (n = 7) e ratos SHR ndo-anestesiados (n = 6). Valores
expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com administracao de

salina.
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Grafico 17 — Comparacdo dos efeitos da administracdo aguda do 1S-AK1 (5 mg/kg, 1V) sobre a
frequéncia cardiaca (FC) em ratos Wistar (n = 7) e ratos SHR ndo-anestesiados (n = 6). Valores
expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com administracdo de

salina.
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Gréafico 18 — Comparacdo dos efeitos da administragdo aguda do 1S-AK1 (10 mg/kg, 1V) sobre
a frequéncia cardiaca (FC) em ratos Wistar (n = 7) e ratos SHR ndo-anestesiados (n = 6).
Valores expressos como média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado ao grupo com

administracéo de salina.
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Discussao
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5 DISCUSSAO

Este estudo buscou investigar os efeitos cardiovasculares de quatro derivados
das isatinas inéditos o IS-AK1, o IS-BK1, o B-001 e o D-001 em ratos Wistar,
elucidando os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na resposta pelo composto

mais promissor.

A etiologia da hipertensdo esta associada com a disfuncdo endotelial e a
mudancas no ténus muscular liso vascular (BRUNNER et al, 2005). Muitas alteracoes
cardiovasculares, como hipertensdo, angina e insuficiéncia cardiaca, sdo frequentemente
tratadas com farmacos vasodilatadores, que atuam diretamente no musculo liso vascular
causando vasorrelaxamento, ou indiretamente, por meio da estimulacdo da liberacéo de
fatores vasorrelaxantes enddgenos, ou ainda por inibir a liberacdo de fatores
vasoconstritores. Esses farmacos resultam em efeitos benéficos principalmente pela
dilatacdo de artérias, vasos de resisténcia, ou dilatacdo de veias, vasos de capacitancia,

reduzindo o retorno venoso para o coracdo (GURNEY, 1994).

A disfuncdo endotelial é definida como um desequilibrio de fatores vasoativos
derivados do endotélio e levando a vasoconstricdo excessiva. A disfuncdo endotelial
pode ser causada por desequilibrio entre fatores vasodilatadores e fatores constritores,
pré e anticoagulantes ou inibidores e promotores de crescimento (RUBANYI, 1993). E
um evento precoce na fisiopatologia das principais doencas cardiovasculares
(SERBAN; NILIUS; VANHOUTTE, 2010). Esse desequilibrio é principalmente
causado pela reducao da biodisponibilidade do NO e/ou aumento na geracao de espécies
reativas de oxigénio (MONTEZANO, TOUYZ, 2012).

Uma alternativa para o controle efetivo vascular é a utilizacdo de nitratos
organicos os quais sdo bastante conhecidos por causar vasorrelaxamento devido a
liberacdo de NO originario do grupo NO2 em sua estrutura. Porém, 0s nitratos organicos
utilizados na clinica, induzem tolerdncia, efeito caracterizado pela reducdo na
biotransformacdo dos nitratos em meio fisiologico, reducdo da ativacdo da sGC e
consequente reducdo da resposta vasorrelaxante induzida pelos mesmos, limitando
muito sua eficacia (BENNETT et al, 1988; GOYAL et al, 2006; KLEMENSKA;
BERESEWICZ, 2009).
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Uma vez que o endotélio se encontra disfuncional no estado hipertensivo, o
tratamento com substancias que tenham acdo de forma dependente de endotélio € menos
eficaz, nestes casos. Outra alternativa € a utilizacdo de drogas que atuam de forma
independente do endotélio vascular, agindo diretamente sobre a camada muscular. No
que diz respeito ao relaxamento do mdsculo liso vascular, varias doencas
cardiovasculares como hipertensdo, vasoespasmo coronariano e isquemia cardiaca tem
sido associados com expressdo ou ativacdo alterada de varios canais para potassio
(CHAN, WOODMAN, 1999; HIBINO, 2006 JEPPS et al, 2011). Neste contexto se

destacam as drogas que agem em canais idnicos celulares como 0s canais para potassio.

Analisando-se 0s dados descritos na tabela 1 e grafico 1, observa-se que todos 0s
derivados da isatina testados apresentam efeito vasorelaxante dependente de endotélio,
com excec¢do do 1S-AK1 que também foi a substancia que apresentou maior poténcia na
capacidade de relaxamento. Em uma recente revisio, LUNA-VAZQUEZ et al. (2013)
mostraram que metade dos compostos testados extraidos de plantas com mecanismos de
acdo vasorrelaxante descritos tem seus efeitos, pelo menos em parte, de maneira

dependente de endotélio.

As diferencas nos efeitos das substancias se devem, muito provavelmente, as
mudancas estruturais dos compostos testados. Decidiu-se, entdo, dar continuidade aos

estudos, tentando desvendar os mecanismos pelos quais age o composto 1S-AKL.

MARONAS et al, (2008) mostraram o efeito vasodilatador de seis novos
carbamatos derivados da isatina em aorta de ratos. Trés deles desencadearam seus
efeitos vasodilatadores por um processo dependente de endotélio, com dois deles por
acdo em receptores muscarinicos e 0 mais potente deles incluindo a ativacdo de
receptores opidides na via de relaxamento. Outro estudo do mesmo grupo realizado por
GABRIEL et al, 2011 mostrou que outros dois novos compostos produzem
vasodilatacdo aorta, um deles causando vasodilatacdo por estimulacdo de receptores
muscarinicos e opidides e o outro causando, além de vasodilatacdo também inotropismo
negativo em mdasculos papilares ventriculares por estimulacdo de receptores de
bradicinina e opidides.

Baseando-se em estudos que mostram que a isatina age tanto na atividade da
ciclase de guanilil particulada do cérebro de ratos estimulada pelo peptideo natriurético
atrial e pelo peptideo natriurético cerebral quanto na atividade da sGC ativada por NO
(MEDVEDEYV et al 1998; MEDVEDEYV et al 2002), decidiu-se investigar se o IS-AK1
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poderia estar causando vasodilatacdo em artérias mesentéricas craniais de ratos por agir
na sGC.

Para isso, utilizou-se o inibidor ODQ na concentragdo de 10 uM e notou-se que
a curva concentragao-resposta que compara os efeitos da substancia teste na presenca do
inibidor foi deslocada para a direita quando comparada com a curva concentragao-
resposta na auséncia do inibidor, causando diminuicdo da poténcia. Nota-se que houve
também reducdo do efeito maximo, ou seja, da eficdcia do IS-AK1 em resposta ao
bloqueio com ODQ. Estes resultados podem ser visualizados no grafico 05 e sugerem
que os efeitos deste derivado da isatina se devem em parte a acdo sobre a sSGC. Sugere-
se entdo que o IS-AK1 age na sGC aumentando a concentragdo de GMPc, pela maior
conversdao de GTP em GMPc.

LUNA-VAZQUEZ et al. (2013) mostraram que de 207 compostos extraidos de
plantas com atividades vasodilatadoras 40% apresentam um ou mais mecanismos de
acdo. Partiu-se entdo para investigar a via “downstream” que desencadeia o

vasorrelaxamento no musculo liso vascular do I1S-AK1: a participacdo de canais idnicos.

O calcio é o regulador primario da tensdo nos musculos lisos. Drogas que atuam
ativando canais para K* ou bloqueando canais para Ca*? podem fechar Cay reduzindo o
influxo de célcio, relaxando o musculo liso vascular causando diminuicdo da pressdo
arterial, portanto podendo ser considerados candidatos a novos farmacos no controle da
HA (BAKER, 2000).

Tendo isso em vista avaliou-se a participacdo dos canais Cay no efeito
vasorrelaxante do IS-AK1. Para isso utilizou-se a solucdo de Tyrod com o KCI na
concentracdo de 60 mM que nesta concentracédo, blogueia o efluxo de ions K*, gerando
despolarizacdo e induzindo contracdo por aumento do influxo de célcio extracelular
através de Cay tipo L e T. Além da acdo sobre os Cay, esta condi¢do experimental ativa
canais de potencial receptor transiente (TRPS) e inibe a atividade da fosfatase da MLC
por ativagdo da ROCK, aumentando portanto, a sensibilidade ao Ca?* e mantendo o
tonus do mdsculo liso vascular (OLIVEIRA; MEDEIROS; MUKEIERJEE, 1996;
RATZ; BERG, 2006; RATZ; MINER; BARBOUR, 2009).

Frente a esta solucdo despolarizante, se 0 vasorrelaxamento for atenuado de
maneira significativa, a via comum entre a solu¢do despolarizante com 60 mM de KCl e

da FEN, ativacdo dos Cav e envolvimento da via da ROCK, ndo esta implicada no
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efeito vasodilatador da substancia (KARAKI et al., 1997; SAKAMOTO et al., 2003;
SOMLYO; SOMLYO, 1994).

A atenuacdo da resposta ap0Os inducdo da contracdo com 60 mM de KCI,
sugerem que o efeito vasorrelaxante do 1S-AK1, observado no gréfico 03,
provavelmente, envolve a participacdo de canais para K*. Dados da literatura mostram
que compostos vasodilatadores, cujos mecanismos sdo dependentes de canais para K™,
apresentam uma perda de seus efeitos quando expostos a solugcbes com alta
concentracdo de K*, pelo fato de que esse aumento do K* extracelular atenua o
gradiente eletroquimico deste ion através da membrana, tornando, assim, 0 mecanismo
de ativacdo destes canais ineficaz (KHAN; HIGDON; MEISHERI, 1998; MENEZES et
al., 2007).

Considerando que os dados referentes ao KCI 60 mM sugerem a participacédo de
canais para K" na resposta vasodilatadora induzida por 1S-AK1 e considerando a
importancia dos canais para K" na regulacdo do tonus vascular, decidiu-se entdo
investigar os a participacdo dos quatro tipos de canais para K* identificados no muasculo

liso vascular (BKca, Kv, Katr € Kir) na resposta vasorrelaxante induzida pelo 1S-AKL1.

Em células musculares lisas, a atividade dos canais para K* esta ligada ao ténus
contratil, entdo fatores que regulam a atividade destes canais tém maior influéncia no
tonus e também no didmetro de vasos sanguineos e consequentemente na resisténcia
vascular, fluxo sanguineo e presséo arterial (STANDEN; QUAYLE, 1998). Além disso,
doencas como a hipertensdo podem induzir mudancas na fungdo e/ou expressao padrao
dos canais de K* (ARAUJO et al, 2014). Dai a importancia de moléculas que atuem

abrindo estes canais.

Além disso, AHRING et al, (2000) mostraram que derivados da isatina com
estrutura quimica semelhantes a estrutura quimica do IS-AK1 apresentaram efeitos
sobre Kca em diversos sistemas biologicos. Decidiu-se entdo investigar a participacéo
de canais para K nos efeitos do IS-AK1. Para tanto, utilizou-se o bloqueador

inespecifico destes canais, 0 TEA na concentracdo de 3 mM (WANG et al., 2008).

Quando se compara a curva concentracao-resposta na presenca do inibidor com
a curva concentracdo-resposta na auséncia do inibidor, verifica-se que ocorreu um

desvio para direita da mesma, com diminuicdo da resposta maxima e da poténcia. A
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atenuacgé@o da resposta foi bastante significativa (~50%). Estes dados sugerem que 0s
canais para K* estdo envolvidos nos efeitos vasorrelaxantes induzidos pelo 1S-AK1.

O proximo passo foi investigar quais subtipos de canais para K* que estariam
envolvidos na resposta vasorrelaxante induzida pelo IS-AK1. O envolvimento de
diferentes subtipos de canais para potassio no efeito vasorrelaxante de novos compostos
tem sido avaliado pelo uso de diferentes bloqueadores especificos de canais. Os
subtipos de canais para K* investigados foram BKca, Kir, Katp € K.

Existem outros subtipos de canais para K* descritos em artérias mesentéricas
cranial de ratos, como 0s canais para potassio sensiveis ao célcio de intermediaria
condutancia (IKca) € 0S SKca, mas esses subtipos de canais estdo envolvidos em
respostas mediadas por hiperpolarizacdo dependente de endotélio e nosso composto
testado age de forma independente de endotélio (EDWARDS et al, 1998; FELETOU;
VANHOUTTE; 2010). De fato 0os SKca s&0 expressos no endotélio, mas ndo em células
musculares lisas vasculares, ja os IKCa tem sido mostrado serem expressos em celulas
musculares lisas vasculares, mas apenas quando miocitos estavam em estado
proliferativo (NEYLON et al, 1999).

Toxinas de escorpido sdo peptideos de cadeia curta que fazem duas, trés ou
quatro pontes dissulfeto que podem agir seletivamente em diferentes subtipos de canais
para K* e sdo amplamente usadas como provas moleculares para diferenciar em qual
subtipo de canal uma substancia age (SWARTZ, 2013). Miller et al, (1985) foi o
primeiro a descrever o efeito do veneno do escorpido Israeli, Leiurus quinquestriatus, e
0 nomeou de caribdotoxina que contém uma pequena proteina que se liga a um anico
sitio no lado externo dos BKca bloqueando seu poro. Curiosamente, os SKCa sdo apenas
inibidos por uma pequena quantidade de toxinas de escorpido tais como as toxinas P05,
BmP05 e ScyTx que interagem sobre Kv e BKca. A estrutura da caribdotoxina foi
avaliada recentemente por Banerjee et al (2013) e mostrou-se que ela age também sobre
Kv.

Utilizou-se o TEA na concentracdo de 1 mM (nesta concentracdo, € bem
relatado que bloqueia BKca) (ADARAMOYE; MEDEIROS, 2009; FELETOU, 2009;
LANGTON et al., 1991). Este subtipo de canal desempenha um papel fundamental na
regulacdo da pressdo arterial e entdo, sugere-se que seja um potencial alvo para novas

drogas com enfoque no tratamento de doengas cardiovasculares (COGOLLUDO et al,
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2007). Os BKca sé@o ativados na microcirculagdo durante a vasoconstrigdo ativa por
agentes como norepinefrina e tenséo de O elevada, entdo eles parecem desempenhar
um papel de feedback negativo para limitar a vasoconstricdo ativa e prevenir o
vasoespasmo (JACKSON, 2000)

Outros relatos demonstram que este subtipo de canal é altamente expresso em
células musculares lisas, onde participam da criagdo do potencial de repouso da
membrana, regulando o tonus vascular e funcionando como um mecanismo de
compensacdo para a vasocontricdo (HU, ZANG, 2012; HILL et al, 2010). Além disso,
Kang et al, (2007) mostraram que a funcdo desde subtipo de canal estd comprometida
em artérias mesentéricas de resisténcia de varios modelos de hipertensdo, como
infundidos por angiotensina 11, associados ou ndo a um aumento na ingestdo de sal, e

hipertensdo dependente de sal-DOCA.

Conforme se pode notar no grafico 05, a curva concentragdo-resposta com o
blogueio dos BKca foi deslocada para a direita, reduzindo o efeito maximo e a poténcia
do composto testado, sugerindo que boa parte dos efeitos vasorrelaxantes do mesmo se
deve a sua acdo sobre este tipo de canal. Os canais BKca podem ser ativados por
diversas quinases, incluindo a proteina quinase A ou proteina quinase dependente de
AMPc (PKA), PKG e a PKC (SCHUBERT, NELSON, 2001, KUME et al, 1989).
Agindo sobre BKca, geralmente, vasodilatarores endogenos elevam os niveis de cCAMP
e cGMP e vasoconstritores levam a ativagdo da PKG (LEDOUX et al, 2006). A
ativacdo destes canais pela PKG confirma nossos resultados referentes ao bloqueio da
GCs pelo ODQ uma vez que esta enzima é responsavel pela conversdo GTP em GMPc,
que por sua vez, ativa a PKG (MURPHY, 2006).

Outro subtipo de canal que teve sua participacdo avaliada foram os canais Katp.
Trata-se de uma classe de canais idnicos expresso em uma variedade de tecidos sendo
amplamente distribuidos em diferentes orgdos e tecidos do corpo. Sdo melhores
descritos em células cardiacas e células  pancreaticas, mas também estdo presentes no
sistema nervoso central e periférico e células musculares lisas vasculares e ndo
vasculares (AZIZ et al, 2015). Este subtipo de canal estd envolvido em uma ampla
variedade de processos fisiologicos, como controle do tdnus vascular e protecdo de
células cardiacas contra injdria isquémica e, portanto, mudancas na expressao ou funcao

deste subtipo de canal estd associado a comprometimentos na vasodilatacdo (MARTIN
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et al, 2013; CLIMENT et al., 2014). Além dos niveis de ATP, outros mecanismos
abrem os Katp como adenosina, prostaciclinas e o isoproterenol (JACKSON, 1993a;
JACKSON, 1993b).

Para investigar sua participacdo nos efeitos do 1S-AK1, utilizou-se a GLIB (10
uM), uma ferramenta farmacoldgica que bloqueia especificamente esse tipo de canal
(OHRNBERGER; KHAN; MEISHERI, 1993). Observa-se que o bloqueio dos canais
Katp diminuiu levemente de 5 vezes na poténcia do I1S-AKZ1, sugerindo sua participacédo
nos efeitos vasorrelaxantes do mesmo. Em estados hipertensivos, os KATP se mostram
com funcdo comprometida em aorta de ratos hipertensos DOCA-sal (GHOSH et al,
2004).

Outro subtipo de canal para potassio que teve sua participacdo investigada foi o
Kv. Para isso utilizou-se o 4-AP na concentracdo de 1mM, que nessa concentracao
blogueia especificamente esse subtipo de canal (BERG, 2002). Nota-se que houve uma
diferenca muito discreta de 7 vezes na poténcia do efeito vasorrelaxante do 1S-AK1,
sugerindo que este subtipo de canal tenha participacdo parcial em seu no efeito
vasorrelaxante. Estudos mostram que este subtipo de canal pode ser ativado por poucas
vias de sinalizacdo, que um nimero de quinases tem a capacidade de fosforila-los e
alterar suas propriedades funcionais e ainda que alguns vasodilatadores modulam canais
Kv indiretamente, por ativacdo de proteinas quinases A e G (COX, 2005; JACKSON,
2005). Uma upregulation de canais para Ca?* do tipo-L e/ou uma perda de Ky tem sido
proposto como um mecanismo chave excitatério que resulta em despolarizacdo da

membrana e aumento do influxo de Ca?* em artérias expostas a alta presséo arterial.

Um subtipo de canais bastante abundante em células musculares lisas de vasos
de resisténcia de pequeno didmetro que tem participacdo na capacidade vasorrelaxante é
0 subtipo Kir (PARK et al, 2006). Sugere-se duas fungdes deste canal na célula
muscular lisa: a primeira é que este canal contribua para o potencial de membrana e o
tonus de repouso na musculatura lisa vascular de pequeno diametro e a segunda é que a
ativacdo deste canal em resposta ao aumento moderado na concentracdo extracelular de

K" possa causar dilatacdo (KO et al, 2008).

Sua participacdo no efeito vasorrelaxante induzido pelo IS-AK1 foi também
investigada e nota-se que uma diminui¢cdo da poténcia deste composto, sugerindo que o

mesmo tem participacdo em sua via de relaxamento em artérias mesentéricas craniais.
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Nota-se que a participagdo do canal BKca na resposta vasodilatadora do derivado
da isatina escolhido se destacou dentre os demais, apresentando-se reducdo da poténcia
em cerca de 210 vezes na curva-concentracdo resposta na presenca do inibidor de
acordo com o pD3, portanto, seus efeitos sdo de grande relevancia. Este foi o subtipo de
canal para K*, que quando bloqueado, diminuiu com maior intensidade a poténcia do
IS-AK1. Isso é de fundamental importancia, uma vez que estudos relatam a relevancia
dos ativadores deste canal na regulacdo do ténus vascular e da PA, dando base racional
solida para a utilizacdo deste composto na prevencdo e no tratamento de doencas
cardiovasculares (LEDOUX, 2006). Além disso, estudos mostram que a funcdo e
expressdo deste tipo de canal se mostra alterado em animais hipertensos como SHR
(JONES, 1973; JONES; HART, 1975; CHANG et al, 2006).

Alguns vasodilatadores agem através da ciclase de guanilil, levando ao aumento
intracelular de GMPc e consequentemente, a ativacdo da PKG, que ocasiona ativacédo de
canais para K* (KO et al, 2008). O aumento de AMPc e GMPc nas células musculares
lisas é considerado um dos importantes mecanismos de relaxamento. O GMPc ativa
seletivamente a PKG, enquanto que o AMPc ativa seletivamente a PKA, porém
concentracdes aumentadas de AMPc pode ativar também a PKG (MURTHY, 2006).

HOESSEL et al (1999) mostraram que a indirubina, um derivado da isatina, e
seus andlogos tem efeitos sobre quinases dependentes de ciclina. Propbe-se neste
trabalho que o IS-AKL1 ativa a PKG pela formacdo de GMPc a partir da ativacdo da
sGC, com consequente ativacdo de Kv, Katp, BKca & Kir € isto, por sua vez ocasiona
inativacdo dos Cav, com diminuicdo do influxo de Ca*? e diminuicdo na [Ca*?] na célula

muscular lisa, desfosforilagdo da MLC e vasorrelaxamento (Figura 17).

Com base nos nossos achados in vitro resolveu-se entdo analisar se esses efeitos
vasorrelaxantes se refletiriam em reducdo da pressdo arterial in vivo em ratos adultos
normotensos Wistar e hipertensos do modelo de hipertensdo SHR. A dose de 5 e 10
mg/kg do IS-AK1 foram utilizadas devido ao fato de estudos mostrarem que estas doses
utilizadas em estudos in vivo com derivados da isatina ndo causam efeitos centrais,
confirmando o efeito pela via periférica, provavelmente por relaxamento de artérias de

resisténcia.

A partir de acasalamentos consanguineos entre irmdos de ratos Wistar, da

colénia de Kyoto no Japdo, que apresentavam pressao arterial elevada espontaneamente,
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Okamoto e Aoki (1963) desenvolveram a linhagem de ratos SHR. Esta hipertensédo
esponténea foi definida como valores de pressao arterial sistolica acima de 150 mmHg
persistindo por mais de um més. Apesar de ser um modelo de hipertensdo bastante
estudado em ratos, 0s mecanismos de desenvolvimento da hipertenséo ainda ndo estdo

completamente entendidos (LI et al, 2015).

Segundo  Yamori (1984) estes animais desenvolvem hipertensdo
espontaneamente na sétima a décima quinta semana de vida, j& segundo McGuire e
Tweitmeyer (1985) a hipertensdo ocorre entre a décima segunda e décima quarta
semanas. Este modelo genético de hipertensdo primaria apresenta caracteristicas
fenotipicas semelhantes aquelas observadas na hipertensdo essencial em humanos, por
isso este modelo animal ¢ amplamente usado como modelo animal para estudo da

hipertenséo essencial em humanos (PINTO et al., 1998).

Em estagios iniciais de hipertensdo, os SHR tém um débito cardiaco aumentado
com resisténcia periférica total normal, mas com a progressao da hipertensdo para um
estado estabelecido, o débito cardiaco retorna ao normal e 0s vasos sanguineos

hipertrofiados produzem um aumento na resisténcia periférica total (SMITH, 1979).

Este modelo também estd associado com aumento na resisténcia vascular
periférica, além de hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca, disfuncdo renal e outras
patologias (PINTO et al, 1998; FAZAN et al.,, 2001). Em estagios avancados, ele
apresenta ainda, além de vasorrelaxamento de artérias comprometido, tendéncia a
desenvolver acidentes vasculares e também de desenvolver aterosclerose nao
macroscopica ou trombose vascular (PINTO et al, 1998). Levando isto em consideracao
este foi o modelo escolhido neste estudo e os ratos utilizados tinham mais de 12

semanas de vida.

Neste estudo, verificou-se que a dose de 10 mg/kg do IS-AK1 foi capaz de gerar
potente efeito hipotensor in vivo do IS-AK1 e também um importante efeito
bradicardico tanto em ratos Wistar quanto em SHR. O efeito hipotensor foi mais
pronunciado nos ratos hipertensos. Esse efeito bradicardico pode ser devido a grande
diminuicdo do retorno venoso causado pela grande vasodilatacdo vascular, mas também
pode ser devido a efeitos diretos da substancia no cora¢do uma vez que o efeito na

frequéncia cardiaca ocorreu milésimos de segundo antes do efeito hipotensor.
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De forma semelhante ao I1S-AK1, farmacos que agem como os doadores de NO,
como nitroglicerina, nitroprussiato de sodio e outros mais recentemente descobertos,
sdo capazes de causar vasorrelaxamento em artérias de ratos e maiores efeitos
hipotensores em ratos hipertensos quando comparados aos efeitos hipotensores em ratos
normotensos (FRANCA-SILVA et al, 2012; MUNHOZ et al, 2012; POTJE et al, 2014).
Essas drogas também se assemelham ao IS-AK1 por causar esta hipotensdo associada a
bradicardia, porém é observado uma taquicardia reflexa como resposta a hipotensao
causada pelos doadores de NO o0 que ndo 0 ocorre com 0 n0sso composto testado.

Provavelmente, o efeito hipotensor mais pronunciado do IS-AK1 em ratos SHR
se deve a alteracbes vasculares que ocorrem nos canais idnicos deste modelo de
hipertensdo. Registro eletrofisiologicos mostram que tanto correntes de canais Cav
quanto canais Kca estdo aumentados nos SHR (SHI et al, 2015). Foi relatado tambéem
por BEHULIAK et al, (2013) uma maior sensibilizagdo de entrada de Ca?* por Cav que
este modelo apresenta desencadeando manutencdo de altos niveis de presséo arterial
e/ou aumento da contracao vascular comparados aos seus controles normotensos. Além
disso, a expressdo de BKca € as correntes de saida de K" aumentam em células
musculares lisas dos SHR, conforme aumenta a idade, mas sempre € superior a

expressdo nos ratos normotensos (HU et al, 2013).

Como nos sugerimos gque nosso composto teste escolhido, o 1S-AK1, age em
canais para K*, provavelmente a abertura dos mesmos leva a inibicdo dos Cav e,

consequentemente, efeito mais acentuado no modelo SHR.

Doses acima de 10 mg/kg da isatina causam efeitos centrais como aumento de
monoaminas cerebrais. Doses na faixa entre 50 e 100 mg/kg por via i.p. atravessam a
barreira hemato-encefalica sendo confirmada por mensuracdo apos eutanasia do animal
(BHATTACHARYA, 1991). Doses como as de 80 a 200 mg/kg foram confirmadas em
uma variedade de modelos experimentais como capazes de promover efeito
anticonvulsivante (SAREEN et al, 1962). Segundo YUWILER (1990), a dose de 80
mg/kg quando administrada por via i.p. causou aumento dos niveis serotoninérgicos
cerebrais quando analisados até duas horas apds a administracdo. Da mesma forma que
a isatina, tem sido mostrado que derivados da isatina quando administrados por via i.p.
na dose de 100 mg/kg causam efeitos centrais, principalmente efeitos anticonvulsivantes
e antidepressivos em camundongos. Utilizando-se esta dose de 10 mg/kg confirma-se

entdo que os efeitos encontrados sdo por acoes periféricas.
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Outro estudo mostra que altas doses (50 e 200 mg/kg i.p.) de isatina produziram
aumento na concentragdo de norepinefrina cerebral em WKY de forma aguda
diferentemente de ratos SHRSP. Porém as mesmas doses foram testadas e uma simples
injecdo da isatina ndo induziu qualquer efeito cardiovascular ou comportamental em
nenhuma das doses testadas tanto em WKY quanto em SHRSP. J4 por via oral o
tratamento por 4 semanas com a dose de 200 mg/kg causou aumento da presséo arterial
nos ratos WKY que pode ter sido ocasionado pelo aumento de norepinefrina e
dopamina circulantes, uma vez que foram encontradas concentragcdes aumentadas desses
componentes na urina (HAMAUE et al, 1999).

A toxicidade da isatina e de seus derivados foi previamente avaliada por
CANDIDO-BACANI et al, (2011), no qual foi mostrado que a administracio aguda de
doses altas como a de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 150 mg/kg de isatina por via oral ndo
causam lesdes no DNA ap6s 4 e 24 horas, nem aumentos nas células sanguineas
periféricas mononucleadas nos tempos de 36, 48 e 72 horas.

Os compostos testados apresentaram efeitos vasorrelaxantes consideraveis e o
composto escolhido para dar continuidade nos experimentos para desvendar o
mecanismo de ac¢do, o IS-AK1 se mostrou ser um potente ativador da sGC e de canais
de potassio (figura 17). Além disso, também apresentou importante efeito hipotensor,
inclusive efeito esse mais pronunciado em ratos hipertensos. Observa-se também
notdrio efeito bradicardico e esse efeito pode ser devido a efeitos da substancia tambem
no coracdo. Portanto, maiores estudos adicionais sdo necessarios para desvendar os

mecanismos de acdo in vivo e seus efeitos especificos sobre o0 coragéo.

IS-AK1

) GTP
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Figura 17 - Esquema representativo indicando o mecanismo de agdo do IS-AK1

causando vasorrelaxamento e, consequentemente, hipotenséo nos ratos Wistar.
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Conclusao



Monteiro, M. M. O. 91

6 CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

e Os quatro compostos derivados da isatina testados apresentam atividade
vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de ratos;

e 0O IS-BK1, 0 B-001 e 0 D-001 apresentam a participacdo do endotélio nos seus
efeitos vasorrelaxantes;

e 0O IS-AK1 causa efeitos vasorrelaxantes de maneira independente do endotélio;

e O IS-AK1 causa efeitos hipotensores e bradicardicos in vivo em ratos Wistar e
em ratos SHR;

e O mecanismo de acdo proposto para o IS-AK1 envolve a participacdo da enzima
sGC, consequentemente levando a ativacdo da PKG que ocasiona ativacdo de
canais para K* do tipo Katp, Kv, Kir €, principalmente, BKca;

e Apesar do IS-AK1 ndo agir sobre canais Cay, sugere-se que a ativacdo dos
canais de K* leva ao fechamento dos canais Cay gerando diminuigdo do influxo
de Ca*2 na célula muscular lisa, desfosforilagio da MLC e vasorrelaxamento;

e Os mecanismos de acdo destes compostos merecem ser melhor investigados,

tornando-os possiveis candidatos a novos farmacos no controle da PA.
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Perspectivas
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7 PERSPECTIVAS

e Desvendar os mecanismos de acdo dos outros derivados da isatina testados (IS-
BK1, B-001 e D-001);

e Analisar os efeitos diretos dos 1S-AK1 sobre 0 coragéo;

e Realizar estudos cronicos com o 1S-AK1 em animais normotensos e hipertensos;

e Avaliar os efeitos centrais do IS-AK1 em areas do SNC envolvidas com a
regulacéo da PA;

e Realizar estudos de toxicidade do 1S-AK1.
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