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SANTOS, M.E.P. Pés-Graduagao em Biotecnologia RENORBIO-PI. Tese de Doutorado, CCS/UFPI (2019)
RESUMO

A pressédo arterial elevada (PA), comumente chamada de hipertensdo, e um importante
problema de saude mundial. Estatisticas epidemioldgicas nos revelam que cerca de 45 a 55%
dos homens e 45 a 65% das mulheres em faixas etarias entre 45 e 70 anos apresentam algum
fator de risco para o desenvolvimento da hipertensdo O uso de drogas anti-hipertensivas
busca reduzir derrames, infartos do miocardio e insuficiéncia cardiaca. A Sulcatona é
encontrada em frutas citricas, esta presente no oOleo de citronela, € um ingrediente
aromatizante pertencente a classe dos hemiterpenos e também é considerada um feroménio
de insetos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a biomolécula Sulcatona (6-metil-
5-hepten-2-ona) caracterizando seu potencial citotoxico em células A7r6 e acao anti-
hipertensiva em animais SHR e WKY, avaliando o mecanismo de ag¢ao envolvidos. Os testes
de citotoxicidade foram realizados em células A7r5 (BCRJ 0034), utilizando o teste de
viabilidade celular MTT nos tempos de 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Os resultados
demonstraram que nos testes de citotoxicidade a Sulcatona ndo promoveu morte celular nas
concentracdes de 10-'% a 10-* M, somente na maior concentragdo de 102 M demostrou carater
citotéxico, podendo ressaltar que nas outras concentragdes analisadas a Sulcatona aumentou
a viabilidade celular, podendo sugerir que ela n&o apresenta atividade citotdxica nas
concentragdes de 10-'%a 102 M, sobre as células dos musculo liso vascular. Nos experimentos
da atividade anti-hipertensiva utilizou-se ratos Wistar kyoto (WKY) e espontaneamente
hipertensos (SHR). Os valores basais Pressao arterial média (PAM) e de Frequéncia Cardiaca
(FC) dos animais foram (WKY: PAM: 104,5+2,26; FC:302,6£11,89: e SHR: PAM: 161,914,0;
FC:332,4+11,09 respectivamente). A administracdo venosa de Sulcatona induziu uma
acentuada hipotensao; -14,72+0,89 mmHg seguida de uma resposta taquicardica nas doses
(12,5 e 25 mg/kg) e uma bradicardia na dose (50mg/kg) em ambos os modelos (WKY:
18,55+1,62; -29,68+1,18; -52,45+1,18 mmHg e SHR: (-14,721+0,89; -20,44+1,09; -
39,59+2,31mmHg), efeitos estes que duraram cerca de 10-15 s. Apos os bloqueios como o
bloqueio com atropina observou-se uma atenuagdo da PAM e praticamente aboliu a FC de
animais WKY e SHR em todas as doses. A Sulcatona na dose de 50 mg/kg atenuou a
hipotensao e reverteu a bradicardia na presencga de ioimbina. O bloqueio da No-sintase com
L-Name reduziu a PAM nas doses de 25 e 50 mg/kg e a FC foi revertida na maior dose em
animais WKY. A Sulcatona na forma livre (100 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de diminuir a PA em
SHR porém Sulcatona/B-CD na dose de (200 mg/kg, v.0) reduziu a PA apds 2 h com tempo
de acao de 3 horas quando comparado com o controle. Em relacao a atividade da Sulcatona
sobre os receptores de adenosina Axa em células A7r5, verificamos a presenga deste receptor
nessas celulas através de rt-qPCR. Para averiguar a agdo da Sulcatona sobre os receptores
Aon € a enzima CYP1B1, utilizamos o In-Cell Western-Blotting na qual verificamos que a
Sulcatona aumentou a expressao desse receptor de forma dependente de concentragao (10
6a 103M), e observou-se também que a Sulcatona alterou a expressdo da enzima CYP1B1
no estado basal. Assim todos os resultados nos permite concluir que, Sulcatona possui agao
anti-hipertensiva envolvendo a participagcado dos receptores muscarinicos e a2-adrenérgicos e
da enzima NO-sintase, demonstrou-se também a presencga dos receptores de adenosina Aza
em ceélulas de musculo liso vascular (A7r5), bem como, que a Sulcatona age diretamente ou
modulando os receptores de adenosina A2a em células de musculo liso vascular (A7r5) e no
estado basal a sulcatona foi capaz de atenuar a expressdo da enzima CYP1B1 na
concentracdo de 10°M. Os resultados obtidos neste estudo sdo promissores, e nos impulsiona
a continuar a investigacdo dos mecanismos de ac¢ao da Sulcatona na patologia da hipertensao
arterial e doencgas cardiovasculares.

Palavras-chaves: hipertenséo, citotoxicidade, sulcatona, SHR, células A7r5, receptores Aoa
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ABSTRACT

High blood pressure (BP), commonly called arterial hypertension, is an important
international health problem. Systemic arterial hypertension (SBP) is at least 140
mmHg or it is systemic arterial pressure (DBP) of at least 90 mmHg or both. The main
goal of antihypertensive treatment is for strokes, myocardial infarctions and heart
failure. Thus, a new synthetic molecule called sulcatone or 6-methyl-5-hepten-2-one
evaluated in its antihypertensive activity in SHR and WKY animal models is solved.
Sulcatone is found in citrus fruits, is present in citronella oil and is a flavoring
component of the family of Hemiterpenes. In the cytotoxicity tests with the MTT assay
sulcatone did not cause cell death at concentrations of 103 to 107" M, only at the
highest concentration of 102 M it was cytotoxic. Regarding the cardiovascular limits,
the sulcatone administered i.v. and small doses (12.5 and 25 mg/kg) and bradycardia
at the highest dose (50mg/kg) in both animal models were used. Effect that after the
pressure of pharmaceutical compounds has been the effect of the block of fungicide
the fall of the PAM and practically abolished to FC of animals WKY and SHR in all the
doses, the Sulcatona in dose of 50 mg/kg attenuated a hypotension and reversed
bradycardia after yohimbine blockade. And after L-name blockade the WKY animals
had a dose reduction of 25 and 50 mg/kg and HR were reversed at the higher dose.
Sulcatone in pure form was not able to lower blood pressure in SHR animals, but the
Sulcatone/B-CD complex at the dose of 200 mg / kg reduced blood pressure from 2
hours after oral administration of a 3-hour action time when compared to the control.
In this way, we can conclude that the pharmacological tests can be submitted to those
that may be present in muscarinic, a2-adrenergic receptors and NO production in WKY
and SHR animal models leading to blood pressure drop. In view of the biotechnological
apparatus used, a complexation of Sulcatone/B-CD, an antihypertensive effect was
observed at a dose of 200mg / kg orally when compared to the control, which was not
done only with the use of free sulcatone. Thus, it may be necessary to add an
antihypertensive improved Sulcatone/B-CD solution in SHR animal models, thus
successively, in a solubility of the substance tested. Regarding the activity of Sulcatone
on adenosine Aoa receptors in A7r5 cells we verified the presence of this receptor in
these cells through the rt-qPCR technique. To verify the action of Sulcatone on Axa
receptors and CYP1B1 enzyme, we used In-Cell Western Blotting in which we found
that sulcatone increased expression of this receptor in a concentration-dependent
manner (10 to 10 M), however. Sulcatone was unable to alter the expression of
CYP1B1 enzyme at baseline. Thus, the results show that we verify the presence of
Aoa adenosine receptors in vascular smooth muscle cells (A7r5), as well as sulcatone
acts directly or modulating adenosine Axa receptors in vascular smooth muscle cells
(A7r5) at all concentrations. which were used (10 to 10 M) and in the basal state
sulcatone was able to attenuate the expression of CYP1B1 enzyme at a concentration
of 10-5 M.

Keywords: hypertension, cytotoxicity, Sulcatone, SHR, A7r5 cells, Aza receptors
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NAV: Nodo Atrioventricular

NECA: 5'- N- etilcarboxamideadenosina
NO: Oxido nitrico

NPS: Nitroprussiato de Saodio

NSA: Nodo Sinoatrial

NTS: Nucleo do trato solitario

OMS: Organizagcdo Mundial de Saude
PAM: Presséo arterial média

PDE: Fosfodiesterase

PKC: Proteina quinase C

PLC: Fosfolipase C

PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

RMN: Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear



RT-qPCR: Reverse Transcription — quantitative PCR)
RVLM: Medula ventrolateral rostral

RVP: Resisténcia vascular periférica

SAH: S-adenosil-homocisteina

SNC: Sistema nervoso central

SHR: Ratos espontaneamente hipertensos

SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona
TGA: Analise termogravimétrica

TPSV: Taquicardia paroxistica supraventricular

WKY: Ratos normotensos Wistar-Kyoto
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1.0 - INTRODUGAO

A presséo arterial (PA) é um sistema complexo determinado pelo produto do
débito cardiaco e a resisténcia vascular periférica, regulado por mecanismos
pressores (promitogenos, SRAA, endotelinas e ténus simpatico) e depressores (anti-
mitogenos, NO, prostaciclinas) que interagem e se equilibram entre si. Todavia,
quando o equilibrio € quebrado com predominancia dos fatores pressores, ocorre a
hipertensao arterial primaria (FOLKOW,1982). A aorta e as grandes artérias possuem
a funcdo de transformar o fluxo pulsatil gerado pela contragdo ventricular em fluxo
continuo ao nivel da periferia. Esta funcdo depende das propriedades mecanicas da
parede arterial, da organizagdo e composi¢cédo das células endoteliais. (PALOMBO;
KOZAKOVA, 2016).

A hipertenséo arterial (HA) com repercussdes patologicas a nivel sistémico, &
definida de acordo com os ultimos consensos em clinica médica na populagcao
mundial, como o aumento da pressao arterial acima de 140/90 mmHg. Estatisticas
epidemiologicas nos revelam que cerca de 45 a 55% dos homens e 45 a 65% das
mulheres em faixas etarias entre 45 e 70 anos apresentam algum fator de risco para
o desenvolvimento da hipertensdo (EGAN et al., 2010). Ha anos, a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) tenta alertar o mundo acerca das mudangas em estilos de
vida da populagdo que pecam no consumo exagerado de dietas hiperlipidicas,
hipersddicas e hiperglicidicas, levando a obesidade e dislipidemias, além do continuo
ciclo vicioso que envolve sedentarismo, uso abusivo do cigarro, alcool e diabetes
descontrolado. Tais fatores provocam o aparecimento da hipertens&o como a principal
patologia do grupo das doencgas cardiovasculares, colocando-as no rol das principais
causas de morte da humanidade (OMS, 2003).

A 6-metil-5hepten-2-ona (Sulcatona) € uma substancia sintética pertencente a
classe dos Terpendides (LIU et al., 2018). A Sulcatona € encontrada em frutas citricas
e também encontrada em animais. A literatura cita certas fungdes dessa substancia
como por exemplo um ferorménio de atragdo entre insetos (RODRIGUEZ; PEREZ;
NAZARENO, 2016), porém n&o consta nenhum efeito bioldgico da sulcatona em

modelos animais.

Embora novas drogas anti-hipertensivas mais eficazes tenham sido produzidas
a cada ano, os efeitos adversos promovidos por estas e a consequente baixa taxa de
adesao farmacoldgica contribui amplamente para falta de controle dos niveis de



26

M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 475 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

pressao arterial em pacientes hipertensos, resultando assim em implicagcbes de
elevada morbimortalidade (AL-SALAHI, 2014; VALENZUELA-FLORES, 2016).

Diante do exposto, a pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos séo
fundamentais, visto que, consiste em utilizar-se de diversas estratégias que tem por
objetivo produzir farmacos que sejam capazes de apresentar os efeitos
farmacoldgicos desejados, com biodisponibilidade adequada, com menos efeitos
adversos, além de apresentar seguranga e eficacia em seu emprego terapéutico
(BARREIRO, 2002; SAKLAYEN; DESHPANDE, 2016).

Considerando a importéncia de se buscar novas drogas anti-hipertensivas e
com menos efeitos colaterais, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotéxico
em células A7r5 e atividade anti-hipertensiva em animais KWY e SHR da Sulcatona e
seu complexo com beta-ciclodextrina (B-CD) sobre os parametros cardiovasculares
bem como avaliar acdo da sulcatona sobre os receptores de adenosina A2a € a enzima
CYP1B em células A7r5 com a finalidade de buscar alternativas terapéuticas eficazes
e seguras para o tratamento da hipertensdo ou como modelos e ferramentas

farmacoldgicas que conduzam ao desenvolvimento de novos farmacos.
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OBJETIVOS
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2.0 - OBJETIVOS:

2.1 - GERAL:

- Verificar o efeito citotoxico em células A7r5 e anti-hipertensivo da Sulcatona
em ratos normotensos (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2 - ESPECIFiCOS:

- Averiguar a viabilidade celular das células de linhagem A7r5 na presenga da
6-metil-5-hepten-2-ona (Sulcatona).

- Verificar o efeito da Sulcatona administrada por via venosa sobre a pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de animais Kyoto (WKY) e

espontaneamente hipertensos (SHR).

- Avaliar a participagdo dos receptores alfa (1 e 2), beta adrenérgicos,
muscarinicos e ganglionares no efeito Sulcatona sobre a PAM e FC in vivo.

- Averiguar a participagao da NO sintase no efeito da Sulcatona sobre a PAM

e FC in vivo

- Avaliar o efeito da 6-metil-5-hepten-2-ona (Sulcatona) e complexo
Sulcatona/B-CD administrada por via orogastrica sobre os parametros
cardiovasculares de animais espontaneamente hipertensos (SHR).

- Verificar a expressdo do mRNA dos receptores de adenosina Axa em células
A7rb.

- Avaliar a agao da sulcatona sobre os receptores de adenosina Aoae a enzima
CYP1B1 em células A7rbS.
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CAPIiTULO 01: REVISAO DA LITERATURA

1.0- HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

A hipertensédo é a doencga cardiovascular com maior impacto epidemiolégico no
mundo. Ela afeta um quarto da populacéo brasileira adulta e também representa um
importante fator de risco para o desenvolvimento de outras doengas como o infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, disfuncdo endotelial, sindrome metabdlica,
disfungdo renal, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenga arterial coronariana,
doenca renal cronica (AVILA-VILLARREAL et al., 2013; OGIHARA et al. al. 2005) .
Essa doenga € um grave problema de saude publica, acometendo cerca de um tergo
de jovens adultos, quase dois tergos dos individuos com idade superior a 60 anos, e
em aproximadamente 75% dos individuos com mais de 70 anos (ROSARIO et al.,
2009). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a hipertensao afeta
cerca de um bilhdo de pessoas em todo o mundo e contribui para aproximadamente
9,4 milhdes de mortes por doengas cardiovasculares a cada ano. Estima-se que o
numero de adultos com pressao alta aumentara de 1 bilhdo para 1,5 bilhdo em todo o
mundo até 2020 (OMS). Mesmo com avangos no entendimento da fisiopatologia da
hipertensao e na implementacgéo de estratégias de prevengéao e tratamento efetivo, a
hipertensdo continua sendo um dos grandes problemas de saude publica do mundo
(POULTER; PRABHAKARAN, 2015). Além disso, estima-se que até o ano 2030, 23
milhdes de mortes cardiovasculares sao projetados para decorrerem devido a
hipertensao (SHRIVASTAVA, 2014).

Esta doencga é classificada como crénica e de dificil controle, estima-se ainda
que metade dos individuos hipertensos nao consiga atingir valores 6timos de PA
(VALENZUELA-FLORES, 2016). A elevacao duradoura da PA = 140/90 mmHg é
definida de modo convencional como hipertensdo primaria ou essencial sendo
considerada uma condicdo clinica multifatorial, a qual, de acordo com numerosos
estudos, resulta da interacao de varios genes com fatores ambientais (SBC/VI-DBH,
2010).
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A predisposicdo para a hipertensao idiopatica ou essencial é de origem
poligénica. A expressdo do processo da doenga pode ser desenvolvida quando
combinada com fatores comportamentais, incluindo obesidade, diminuicdo dos niveis
de atividade fisica, aumento dos niveis de estresse, consumo de alcool, sédio dietético
elevado ou baixo teor de potassio, calcio e magnésio. Essencialmente, a hipertensao
parece ser causada por uma interagdo multifacetada entre predisposicéo genética e
os fatores comportamentais listados anteriormente. Essa interagdo complexa parece
afetar os niveis de sédio e catecolaminas, o sistema renina-angiotensina, a insulina e
a funcdo da membrana celular, o que leva a uma elevagdo da PA (DOMINICZAK;
KUO, 2017; ISLAM, 2015; RIVERA et al., 2019).

Em individuos adultos, consideram-se valores normais de pressao sistélica
abaixo de 120 mmHg e a diastdlica abaixo de 80 mmHg (CHOBANIAN et al., 2003).
A hipertensao € uma das principais causas de doencga cardiovascular em populacdes
envelhecidas, e € uma doenga cronica e vitalicia caracterizada por um aumento
persistente da presséo sistdlica ou pressao arterial diastolica (LEWINGTON et al.,
2002; SHI et al., 2019).

Causas detectaveis mais comuns de hipertensdo incluem: doencga renal
cronica (2% - 5%); doenga renovascular (0,2% - 0,7%); sindrome de Cushing (0,1% -
0,6%); feocromocitoma (0,04% - 0,1%); hiperaldosteronismo primario (0,01% - 0,30%)
(MOZZAFARIAN et al., 2015).

Devido a alta prevaléncia de hipertenséo, a medida da PA deve ser considerada
em cada consulta de saude. Segundo Whelton et al., (2017), as medigbes da PA
baseiam-se em uma média de 2 ou mais medidas apropriadas obtidas em 2 ou mais
ocorréncias independentes (a Tabela 01 fornece parametros que definem a
hipertensao).

E extremamente complexo para o organismo controlar a PA, pois depende da
integracdo de diversos sistemas, como o cardiovascular, o renal, o neural e o
endodcrino. Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos da PA é
necessario para identificar as anormalidades que causam a elevagao dos niveis
normais de pressao (SANJULIANI, 2002). A hipertensdo leva ao aumento global da
morbilidade e mortalidade (CHOCKALINGAM et al., 2006). Ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, hiperatividade do sistema simpatico sistema

nervoso e retencdo de sodio renal estdo envolvidos na ocorréncia de hipertenséo.
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TABELA 01: Parametros de Diagndstico da Pressao Arterial

Categoria da PA PA Sistodlica PA Diastédlica
Normal <120 mmHg e < 80 mmHg
Elevada 120 -129 mmHg e < 80 mmHg

Hipertensao - -
Estagio 1 130 — 139 mmHg ou 80 — 89 mmHg
Estagio 2 > 140 mmHg - > 90 mmHg

Individuos com PAS e PAD em 2 categorias devem ser designados para a maior categoria de PA.
(Fonte: adapatado WHELTON et al. 2017)

No entanto, a patogénese da hipertensdo ainda n&do esta completamente
elucidada. A hipertensdo também esta intimamente relacionada a disfungao
endotelial, que é caracterizado por um desequilibrio de fatores de relaxamento e
contracéo derivados do endotélio (GKALIAGKOUSI et al., 2015). O endotélio € uma
parte essencial da vasculatura e desempenha um papel fundamental na regulagao do
ténus vascular pela liberagédo de oxido nitrico (NO) (GHEIBI et al., 2018). Em resposta
a estimulos enddégenos, como bradicinina, isquemia, mudangas de temperatura,
estresse de cisalhamento, o endotélio libera algum fator vasodilatador, que se difunde
dentro da parede do vaso, induzindo a dilatagdo do musculo liso (YANG et al., 2015).
A reducédo nos niveis de NO causada pela diminuigdo da atividade da sintase de 6xido
nitrico endotelial (eNOS) € uma via subjacente disfuncdo endotelial (MORDI et al.,
2016).

O produto do débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular periférica (RVP)
também determinam a PA, assim, condi¢des relacionadas ao sistema cardiovascular,
como o volume de sangue circulante, a frequéncia cardiaca e a contratilidade e
relaxamento do miocardio influenciam no DC. Ja a RVP esta relacionada aos

mecanismos vasoconstritores, vasodilatadores, sistema nervoso simpatico e sistema
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renina-angiotensina (SANJULIANI, 2002). A resisténcia periférica total elevada € uma

das principais caracteristicas da hipertensdo arterial (LUND-JOHANSEN, 1983).

A presséo arterial média é resultado do tempo de saida de sangue do coragéo
e da resisténcia vascular periférica (RVP). Assim, a elevagdo da pressao arterial
meédia pode ser modulada pelo aumento do débito cardiaco e / ou da RVP. A RVP é
dominada por vasos de resisténcia (vasos com diametro entre 30 e 300 mm) (MAYET;
HUGHES 2003). Em pacientes hipertensos (sem lesdo de 6rgao alvo ) observa-se
aumento da resisténcia vascular periférica em toda area vascular (LUND-JOHANSEN,
1994). O ténus vascular € um importante modulador da resisténcia vascular periférica,

uma vez que o aumento do ténus vascular induz um aumento da RVP.

Esta resisténcia periférica aumentada resulta primariamente do aumento da
dissipacéo de energia que ocorre quando o sangue flui através das pequenas artérias
de resisténcia com o lumen reduzido. As artérias de resisténcia podem ser definidas
como vasos pré-arteriolares que contribuem passivamente e ativamente para a
manutencdo da resisténcia basal e para o controle do fluxo sanguineo durante
alteragcdes hemodinamicas (MULVANY, 2003). Em muitas situagdes patologicas, em
particular na hipertensao, as artérias de resisténcia representam um importante papel
na etiologia desta enfermidade (FOLKOW et al. 1957; FOLKOW, 1990; MULVANY,
1987; KORNER; ANGUS, 1997) e alguns autores tém mesmo sugerido que o
desenvolvimento de anormalidades nestes vasos poderia ser causa primaria em tais
processos (KORNER; ANGUS, 1997).

Os principais fatores que contribuem para o aumento da resisténcia periférica
na hipertensao sdo: o remodelamento vascular, as alteragcbes mecanicas da parede
arterial e as alteragbes das respostas vasoconstritora e vasodilatadora. Além disso,
essas alteracbes sao importantes contribuintes para o aparecimento das
complicagdes cardiovasculares associadas a hipertensao (SCHIFFRIN, 1997) como a
isquemia miocardica (BRUSH et al., 1988; HASDAI et al., 1997), o acidente vascular
cerebral (COLLINS et al., 1990) e a insuficiéncia renal (KLAHR; MORRISSEY, 2003).

Na hipertensdo arterial, além do processo de remodelamento vascular e da
disfuncéo endotelial, outras alteragdes vasculares parecem contribuir para o aumento
na resisténcia vascular periférica como: o aumento da contragdo do musculo liso
vascular e da sensibilidade a agentes vasoconstritores, o aumento do tdnus

miogénico, o aumento da permeabilidade da membrana aos ions sodio e calcio, as
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modificagdes na atividade da Ca?*-ATPase da membrana plasmatica e do reticulo
sarcoplasmatico, as modificagbes de atividade do trocador Na*/Ca?*, assim como as
modificagdes na atividade e expressao da Na*K*-ATPase (FOLKOW, 1982; KONISHI;
SU, 1983; BOHR; WEBB, 1984; LUSCHER; VANHOUTTE, 1986; BLAUSTEIN, 1993;
MARIN, 1993). Esta ultima & um componente importante para a manutengdo do ténus
vascular, e o comprometimento de sua atividade com a hipertensdo pode estar
associada a alteragbes vasculares do processo hipertensivo (WEBB; BHOR, 1979;
BLAUSTEIN, 1993; MARIN; REDONDO, 1999).

Dentre outros processos fisioldgicos que levam a hipertensdo arterial temos o
processo inflamatério. E amplamente reconhecido que a inflamagéo de baixo grau é
um importante mediador na iniciagdo e manutencédo da elevacdo da PA e poderia
contribuir para sua ocorréncia em associagao com doengas inflamatorias crénicas.
Juntos, esses processos aumentam a PA, em parte, participando de lesdo e
remodelamento vascular e danos renais (LEIBOWITZ; SCHIFFRIN, 2011;
SCHIFFRIN, 2012).

A camada mais interna dos vasos sanguineos, o endotélio, foi primeiro
considerada uma barreira passiva entre o sangue e a parede vascular. Bunting et
al. demonstraram em 1976, que a parede arterial pode sintetizar fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRF) como NO, prostaciclina (PGl2) e sulfeto de hidrogénio
(H2S) e fatores constritores incluindo angiotensina Il (Ang Il) e endotelina-1 (ET-1)
(BERNATOVA, 2014).

Fatores de risco cardiovascular, como dislipidemia, obesidade e diabetes, por
meio de seu estado inflamatério, promovem disfuncdo endotelial. Mastocitos,
linfocitos T, células dendriticas, neutréfilos ativados e plaquetas interagem para
produzir uma resposta inflamatéria, com produ¢cdo aumentada de citocinas pro-
inflamatorias, EROs e moléculas de adesao (TSOUPRAS et al., 2009; KELESIDIS et
al., 2015; SAGER; NAHRENDORF, 2016.). Em algumas doengas autoimunes, como
a psoriase ou a artrite reumatoide, os anticorpos antiendoteliais (NEIMANN et al.,
2006; PANOULAS et al., 2007), fazem com que as ceélulas endoteliais liberem
moléculas de adesdo e quimiocinas. Niveis séricos elevados de IL-6 levam ao
aumento da produgdo de marcadores inflamatorios hepaticos, como a PCR e
aumentam a permeabilidade vascular, a apoptose celular e a trombose (Figura
01). Além disso, a ligagao entre a disfungdo endotelial e a produgéo de citocinas
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inflamatorias tem sido enfatizada por estudos que atribuem o aumento da producao
de IL-6 ao estiramento endotelial mecanico em individuos hipertensos, com uma
diminuigdo subsequente na producao de NO (PIERANGELI et al., 2001; TANASE et
al., 2019).

FIGURA 01: Etiologia do Processo Inflamatério.
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A inflamagéo crbénica de baixo nivel aumenta as concentragbes dos marcadores e das células
inflamatérias, levando ao aumento da produgao de proteina C-reativa (PCR) pelo figado, em resposta
a interleucina-6 (IL-6), que provoca redugdo da vasodilatagdo e aumento no dano vascular. TNF-o.:
fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina-6; PCR: proteina C reativa; NO: o6xido nitrico; ET-1:
endotelina-1. Fonte: TANASE et al., 2019.

Estimulos hipertensivos (angiotensina Il, aldosterona, endotelina-1, Na*Cl)
podem causar ligeira elevagao inicial da pressao arterial (PA), devido, em parte, ao
aumento da ativagao do sistema nervoso simpatico (SNS) e, potencialmente, também
a diminuigao da atividade do sistema nervoso parassimpatico (SNP). Isso pode levar
a leséo tecidual leve, formacao de padroes moleculares associados a dano (DAMPs)
e neo-antigenos, promovendo a ativagado da imunidade inata via receptores Toll-like
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(TLRs) em macroéfagos (M1), células dendriticas (DC1) e células B. As células imunes
inatas contribuem para a inflamagao e para o estresse oxidativo, tanto diretamente
quanto via ativacdo da imunidade adaptativa, induzindo citocinas pro-inflamatdrias,
como IL-17 e IFNy, e auto-anticorpos liberando e favorecendo a persisténcia das
células T de memodria. Esses efeitos combinados levam a lesbes vasculares e renais.
Um ciclo vicioso de ativagao do sistema imunoldgico, inflamagéo e estresse oxidativo
segue, promovendo, assim, a progressao da doenga e causando danos aos 0rgaos-
alvo (MIAN; PARADIS; SCHIFFRIN, 2014).

2.0- HIPERTENSAO NEUROGENICA E CONTROLE NEURAL DA PRESSAO
ARTERIAL

Hipertensédo neurogénica pode ser definida como a hipertensdo em pacientes
nos quais o sistema nervoso simpatico desempenha um papel significativo ou mesmo

dominante como forga de sua hipertensdo (MANN, 2018).

A hipertenséo &, por definicdo, uma elevagao cronica da PA média de 24 horas,
e a doenga é conhecida como neurogénica se a causa provavel for uma anormalidade
do sistema nervoso autondémico ao invés de um defeito vascular ou renal primario.
Essa anormalidade pode se originar na via do sistema aferente (por exemplo,
barorreceptores, quimiorreceptores e aferentes renais) ou no circuito central. O
controle neural da circulagdo opera via neurdnios simpaticos que inervam o coragao
e através de trés classes principais do sistema simpatico eferente - barossensitivo,
termossensivel e glicossensivel - que inervam 0s vasos sanguineos, o coragao, 0s
rins e a medula da supra-renal (GUYENET, 2006).

O sistema nervoso central (SNC) desempenha um papel essencial na
regulagao cardiovascular: do nivel da vasculatura periférica, a modulagdo da fungéo
cardiaca, a homeostase dos fluidos corporais. Redes neurais complexas, juntamente
com insumos de reflexo, influenciam a atividade dos nervos autonémicos que inervam
os sistemas organicos envolvidos na regulagdo cardiovascular (Figura 02) (YOUNG;
DAVISSON, 2011; GORDAN; GWATHMEYE; LAI-HUA, 2015)

Além da inervacdo eferente direta dos érgéos-alvo, o SNC também esta
criticamente envolvido na liberacdo e modulagcdo dos fatores hormonais que

influenciam o controle cardiovascular. O controle do sistema cardiovascular pelo
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sistema nervoso central (SNC) tornou-se uma area de intensa investigagdo devido ao
crescente corpo de evidéncias de que varias doengas complexas comuns, incluindo
hipertensao, insuficiéncia cardiaca e obesidade, s&o caracterizadas por alteragcdes na
regulagao neurocardiovascular (MALPAS, 2010; YOUNG; DAVISSON, 2011).

FIGURA 02: Regulagéo do Sistema Nervoso Autbnomo na Func&o Cardiaca.
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O sistema nervoso autbnomo afeta a taxa e a forga das contragbes cardiacas. CNS: sistema nervoso
central; RA: atrio direito; LA: atrio esquerdo; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; SA: N6
sino-atrial; AV: né atrioventricular; NE: Norepinefrina; ACh: acetilcolina (adaptado de Gordan,
Gwathmeye and Lai-Hua, 2015)

A manutencdo da PA envolve controle rigido, mediado tanto por mecanismos
periféricos quanto centrais, sendo, os barorreceptores arteriais, um dos principais
responsaveis pelo ajuste momento-a-momento da PA. Os sinais sdo conduzidos ao
sistema nervoso central (SNC), especificamente ao nucleo do trato solitario (NTS), via
nervo glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras aorticas) (IRIGOYEN et al;
2005; MENDONCGCA et al.; 2005).
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O principal mecanismo de ativagdo dos barorreceptores € a deformacgao
mecanica das terminagdes neurais, decorrente do estiramento da parede arterial, o
que é determinada pela onda de pulso ao longo do eixo vascular (IRIGOYEN et al.,
2005; CORRAL et al., 2007). Na presséao basal, os barorreceptores descarregam de
forma intermitente e sincrénica com a pressao arterial sistolica (PAS), na dependéncia
das variagdes instantaneas da deformacéo e da tens&o vascular induzidas pela PA
(KRIEGER et al., 1999; MICHELINI, 2000).

A funcéao primordial dos barorreceptores € manter a PA estavel, dentro de uma
faixa estreita de variagéo, esteja o individuo em repouso ou durante a realizagao de
atividades (IRIGOYEN et al., 2005). Exercem uma importante regulacéo reflexa da
frequéncia cardiaca (FC), DC, contratilidade miocardica, RVP e, consequentemente,
distribuicdo regional do fluxo sanguineo (HAIBARA; SANTOS, 2000). Assim,
elevacdes subitas da PA aumentam a atividade dos barorreceptores, os quais
reflexamente inibem a atividade ténica simpatica para os vasos e coragéo (Figura 03).
A reducdo da atividade simpética associa-se um aumento da atividade vagal, a qual
produz bradicardia (KRIEGER et al., 1999; MICHELINI, 2000; CORRAL et al., 2007;
KASHIHARA, 2009). A redugao da atividade simpatica e o aumento da atividade vagal
tendem a produzir uma reducao da resisténcia periférica total e do DC, contribuindo,
assim, para o retorno dos niveis tensionais aos padrbes normais (KRIEGER et al.,
1999; MICHELINI, 2000; CORRAL et al., 2007).

Por outro lado, quando diante de quedas subitas da PA ocorre inibigdo da agao
barorreceptora, o que resulta em aumento da descarga simpatica e redugao do tonus
vagal, minimizando, assim, a diminuicdo da PA (KRIEGER et al., 1999; MICHELINI,
2000; CORRAL et al., 2007).

Uma vez que, os barorreceptores sdo o0s principais responsaveis pela
regulagao a curto prazo da PA (SPYER, 1981), esse controle se da por uma complexa
interagao neuronal (Figura 03) que se inicia no SNC, no nucleo do trato solitario (NTS),
envolvendo, além deste, varias regides, especialmente a regido caudal ventrolateral
do bulbo (CVLM), a regido rostral ventrolateral do bulbo (RVLM), o nucleo dorsal motor
do vago (NDMV) e o nucleo ambiguo (NA) (CHAPLEAU et al., 1995).
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FIGURA 03: Representacdo Esquematica do Barorreflexo Arterial.
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Viséo detalhada do mecanismo de controle da PA diante da ativacdo do barorreflexo. Em situagbes de
aumento de PA, os barorreceptores adrticos e carotideos enviam sinais aferentes (linha em azul), de
carater excitatérios (++++++++), através do nervo vago e glossofaringeo, respectivamente, para o
centro cardiovascular, localizado na medula oblonga. Em resposta, ha um aumento do ténus
parassimpatico, representado por um estimulo excitatorio (++++++++) através de neurbnios eferentes
(linha em vermelho) que compdem o nervo vago e se dirige para o coragdo. Em contrapartida, o ténus
simpatico é reduzido pelo silenciamento (- - - - - ) dos neurdnios pré-ganglionares que conduzem os
estimulos para os vasos e coragao. Esses efeitos, somados, sdo responsaveis pela diminuigdo da PA.
PA: Presséo Arterial; NSA: Nodo Sinoatrial; NAV: Nodo Atrioventricular.

Os barorreceptores sao receptores sensiveis ao estiramento localizados nas
areas de pressao alta (barorreceptores de alta pressdo), bem como em areas de baixa
pressao (barorreceptores de baixa presséo) do sistema circulatorio. Considera-se que
os barorreceptores arteriais de alta pressao localizados no seio carotideo e no arco
aortico (barorreceptores sinoaédrticos) desempenham um papel dominante na
regulagdo momento a momento da PA arterial. Considerando este fato, alteragées nos
mecanismos de barorreflexo arterial tém sido implicadas em desordens clinicas
caracterizadas por flutuagbes anormais na PA, comumente impostas por variagbes
posturais (KAUR et al., 2016).
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Os barorreceptores sino-adrticos fornecem aos centros de regulagao
cardiovascular no tronco encefalico um fluxo continuo de informagdes sobre a
pulsacdo para superar as flutuagcbes na PA. Esses receptores sensiveis ao
estiramento s&do terminais nervosos encapsulados ou livres localizados na tunica
adventicia do seio carotideo e do arco aodrtico que respondem as mudangas nas
dimensdes da parede arterial produzidas por flutuagdes na pressao transmural. As
informacgdes aferentes dos receptores séo retransmitidas para os nucleos do tronco
cerebral através dos nervos glossofaringeos (aferentes do seio carotideo) e vagos
(aferentes do arco aortico) que atuam como o centro do arco barorreflexo
(Figura 03). A entrada de barorreceptores no tronco encefalico atinge principalmente
o nucleo do trato solitario (NTS) localizado na medula dorsal que possui conexdes
intrincadas com os centros cardioinibitorios e vasomotores localizados na medula
ventrolateral caudal e rostral (RVLM) e no nucleo ambiguo do vago. O RVLM projeta-
se para neurdnios pré-ganglionares simpaticos localizados na coluna cinzenta
intermediolateral dos segmentos toracico e lombar da coluna vertebral. Os axdnios
dos neurdnios do nucleo ambiguo se projetam como suprimento parassimpatico pré-
ganglionar para o coragao (CAMPAGNARO et al., 2012; KAUR et al., 2016).

A pressao arterial (PA) flutua constantemente com o comportamento; contudo
a média diaria € mantida e regulada pelo sistema nervoso autbnomo com insumos
dos sistemas barorreflexo e quimiorreflexo que sustentam a homeostase corporal. O
nucleo do trato solitario (NTS) € um agrupamento de nucleos no interior da medula
oblonga do tronco cerebral que possui varias fungdes reguladoras autonémicas. Por
exemplo, um aumento no PA ativa os barorreceptores pela distensdo da parede
arterial, resultando em aumento da frequéncia de disparo do potencial de agédo do
barorreceptor que despolariza neurbnios do NTS para alcancar a inibicdo de
neurdnios eferentes simpaticos, que por sua vez reduz a frequéncia cardiaca (FC),
causa vasodilatagdo e restaura niveis normais de PA (HAINES, 2004; SANTIAGO;
FIOR-CHADI; CARRETTIERO, 2015).

O NTS também recebe entradas barorreflexas do seio carotideo através do
nervo glossofaringeo, estimulando o nervo vago a afetar a resposta reflexa
bradicardica por ativacdo parassimpatica, o barorreflexo € o principal mecanismo
homeostatico empregado para amortecer flutuagées de PA de curto prazo. A estrutura
anatdmica macroscopica o NTS € o da letra "V", com os nucleos medial e lateral



41

M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 475 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

bilaterais convergindo adjacente aos nucleos comissurais centrais e subtramais,
localizado abaixo da area postrema, e divergindo lateralmente em diregao ao anterior
do NTS (Figura 04). A fungdo dos neurdnios no NTS varia de maneira regionalmente
especifica, com aferéncias viscerais de nervos glossofaringeo e vago associados a
regidbes NTS que, rostro-caudalmente, serve para fins gustativos, funcdes
cardiovasculares / respiratorios e gastrointestinais (HAINES, 2004; SANTIAGO; FIOR-
CHADI; CARRETTIERO, 2015).

FIGURA 04: Modelo Anatdmico e Estrutura do NTS.
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Imagens frotais e superiors dos nucleos lateral, medial e subpostremal. Estruturas analogas,
correspondentes as regides do Atlas Cerebral de Ratos (Paxinos; Watson, 2007), sdo mostradas a
direita, em corte transversal coronal (superior direito; Bregma - 13.80), e em corte horizontal (inferior

direito; Interaural 1.90mm) — adaptado de Santiago; Fior-Chadi e Carrettiero, (2015).

Como dito anteriormente, o NTS, localizado na porg¢ao dorsal do bulbo, é um
importante centro integrador das informagdes cardiovasculares (REIS et al. 1984).
Este nucleo recebe aferéncias primarias dos baro e quimiorreceptores localizados no
arco aortico e no seio carotideo possibilitando ajustes homeostaticos instantaneos nos
niveis de pressdo e acidez arterial, respectivamente. Do NTS partem projecdes
excitatérias para o CVLM que, por sua vez, projeta-se inibindo neurénios do RVLM
(DAMPNEY, 1994). Os neur6nios deste nucleo sao cruciais para o controle da press&o
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arterial, pois se auto-disparam originando o ténus simpatico basal. Este controle
momento-a-momento da presséao arterial, que acaba por modular a atividade cardiaca,

da adrenal e das arteriolas, é chamado de barorreflexo (Figura 05).

Neurbnios secundarios do NTS excitam neurbnios pré-ganglionares do
parassimpatico localizados no nucleo dorsal motor do vago e no nucleo ambiguo, que
por sua vez se projetam (eferentes vagais) aos neurdnios pds-ganglionares
intramurais situados no coragdo, determinando aumento da atividade vagal e queda
da frequéncia cardiaca (FC). O tdnus simpatico para o coragao, rins e vasos, por outro
lado, é reduzido, uma vez que outros neurbnios do NTS, quando estimulados por
aumento da PA, excitam o bulbo ventrolateral caudal que inibe os neurdnios pre-
motores simpaticos do bulbo ventrolateral rostral. Ocorre, assim, redugdo da
contratilidade cardiaca e bradicardia e, também, queda da resisténcia vascular
periférica e renal, que levam a redugéo da PA (IRIGOYEN et al.; 2005; MENDONCA
et al.; 2005).

FIGURA 05: Localizagdo anatdbmica do nucleo do trato solitario (NTS), da medula
ventrolateral rostral (RVLM) e medula ventrolateral caudal (CVLM).
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Aferéncias primarias dos barorreceptores e quimiorreceptores chegam ao NTS. Essas aferéncias séo
redistribuidas para nucleos mais ventrais, como a CVLM e o RVLM de onde partem vias simpaticas e
parassimpaticas para o coragao e arteriolas e rins. Este controle momento-a-momento da pressao

arterial € chamado de barorreflexo. Fonte: Modificada de Guyenet (2006).
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3.0- MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DA HIPERTENSAO ARTERIAL: SHR

No intuito de trabalhar com modelos de animais eficientes que se assemelham
a hipertensdo humana buscando uma eficacia no tratamento, existem hoje varios
modelos animais de estudo como por exemplo: ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), ratos sensiveis ao sal (Dahl-rapp), modelos de hipertensdo transgénica,
hipertensao por inibicdo crénica do Oxido nitrico, modelos de hipertensédo renal,
neurogénica e ainda endocrina (DORNAS; SILVA, 2011; FAZAN JR et al., 2001).

Estudos farmacoldgicos em busca de novos agentes anti-hipertensivos tém
apresentado grande avango com uso de modelos animais 0s quais apresentam
grande semelhanga fisiopatoldgica. A participagao de fatores genéticos determinando
a elevacao da PA tornou possivel a selegao de ratos geneticamente hipertensos, entre
estes podemos citar os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) desenvolvidos por
Okamoto e Aoki e seus respectivos controles Wistar Kyoto (WKY) (TRIPPODO;
FROHLIC, 1981).

Os ratos Wistar Kyoto (WKY) foram originalmente criados como controles
normotensos para os ratos com hipertensédo espontanea (SHR). Esses ratos tém sido
extensivamente utilizados em estudos fisioldgicos relacionados a hipertensdo, mas
também exibem uma bateria de caracteristicas comportamentais distintas (ZHANG-
JAMES; MIDDLETON; FARAONE, 2013). Além de medidas comportamentais, a cepa
WKY também demonstra alteragdes no neurotransmissor central endégeno, incluindo
anormalidades monoaminérgicas, com sistemas de neurotransmissores
dopaminérgicos e noradrenérgicos e sistemas do hormdénio estimulante da tiredide,

em comparagao com animais controle (EDWARDS; KING, 2009).

A importéncia do modelo animal SHR tem sido atribuida a semelhanga de sua
fisiopatologia com hipertensédo essencial em humanos (TRIPPODO; FROHLIC 1981).
E é o modelo animal mais utilizado da hipertensao essencial, disturbio metabdlico e
hipertrofia ventricular (PRAVENEC et al, 2014).

Trippodo e Frohlich, ao afirmarem que o SHR é um excelente modelo da
hipertensdo essencial do homem, o fazem com as seguintes ressalvas: 1)
reconhecimento da improbabilidade de que ambas as formas de hipertensao
espontanea (rato e homem) sejam expressodes idénticas de uma doencga hipertensora
determinada geneticamente; 2) ambas tém origem poligénica e sdo influenciadas por
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fatores ambientais; 3) sendo o controle cardiocirculatorio multifatorial, certos

mecanismos pressores ndo se expressam, necessariamente, em ambas as situagoes.

Devido a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial no
homem, ambas tém origem poligénica, ndo expressam certos mecanismos pressores
e sao influenciadas por fatores ambientais; sendo o controle cardiocirculatério
multifatorial. A hipertensdo no rato adulto esta associada a um aumento da resisténcia

periférica total e um débito cardiaco normal ou diminuido (PRAVENEC et al, 2013).

Estudos com SHR revelam que o aumento da resisténcia periférica total esta
associada a redugao da distensibilidade e complacéncia vascular nos animais jovens
como resultado de uma hipertrofia da camada média, em vez de alteragdes intrinsecas
das propriedades elasticas dos vasos (PIRES; JACKSON; DORRANCE, 2015). Estes
animais apresentam alteracbes de alguns sistemas de neurotransmissores que
podem ter relevancia funcional, tais como uma neurotransmissdo colinérgica
prejudicada caracteristica, além de hipofungdo dopaminérgica e hiperatividade
noradrenérgica, acredita-se que outros mecanismos além destes tenham participagao
na manutencdo da hipertensdo arterial de SHR jovens e velhos (TAYEBATI;
TOMASSONI; AMENTA, 2012).

Ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) foram originados de forma
consanguinea de ratos Wistar e seus controles ndo-hipertensos endogamicos Wistar-
Kyoto (WKY) (OKAMOTO e AOKI, 1963). Estes ratos desenvolvem hipertensdo a
cerca de 4-6 semanas de idade sem tratamento fisioldgico, farmacologico ou
intervencéo cirurgica (ZICHA; KUNES, 1999).

Os SHRs comegam a desenvolver hipertensao arterial com 5 semanas de vida,
ja apresentando um nivel de pressdo considerado como hipertensdo espontanea
entre a 72 e a 152 semanas, atingindo um platdé entre a 202 e 282 semanas, néo
havendo influéncia sexual nesse desenvolvimento. Entretanto, fatores ambientais, tais
como ingestao exagerada de sodio, estresse, alteragdes sociais e alteragdes do ciclo
claro/escuro, afetam o desenvolvimento da hipertensdo (YAMORI, 1984).

Estudos in vivo demonstraram que nos estagios iniciais da hipertensao, os
SHRs tém um débito cardiaco aumentado resisténcia periférica total normal. A medida
que o SHR progride para o estado de hipertensdo estabelecido, o débito cardiaco

retorna aos valores normais e 0s vasos sanguineos hipertrofiados produzem um
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aumento no total periférico resisténcia (SMITH; HUTCHINS, 1979). Com o avango da
hipertensdo, o SHR se desenvolve progressivamente (entre 6 e 24 meses de idade)
alteracbes estruturais no coracdo, que estdo associados a hipertrofia cardiaca
progressiva (ENGELMANN et al. 1987). Como esta ndo é uma cepa estritamente
endogamica, variagbes individuais no background genético de ambos SHR e
particularmente de sua cepa de controle podem influenciar significativamente as

mudangas nos orgaos-alvo.

4.0- TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL

As pressdes sanguineas alvo sdo usadas na pratica clinica pelos médicos para
tomar decisdes de tratamento relacionadas a intensidade da terapia anti-hipertensiva
para cada paciente. O alvo padrao da presséao arterial geralmente tem sido um limiar
arbitrario de pressao arterial acima do qual o tratamento é recomendado. Com o
tempo, o limite tornou-se menor. A meta padrao de presséao arterial sistélica declinou
de uma meta de < 160 mmHg para uma meta de < 140 mmHg e a meta de pressao
arterial diastolica diminuiu de < 100 mmHg para < 90 mmHg em pessoas com até 80
anos de idade (MANCIA, et al., 2007). Mesmo metas menores de pressao arterial
foram propostas para pessoas com histérico de eventos cardiovasculares (MANCIA,
et al., 2007; CHOBANIAN et al., 2003).

Atualmente, existem medicamentos anti-hipertensivos utilizados no controle da
pressao arterial classificados como bloqueadores dos canais de calcio
diidropiridinicos; bloqueadores dos canais de calcio n&o diidropiridinicos; farmacos
diuréticos; inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA); B bloqueadores;
bloqueadores dos receptores da angiotensina-2; e bloqueadores a-1 (STAFFILENO,
2005) esses reduzem a presséao arterial agindo na resisténcia e na capacitancia dos
vasos, no coracgédo e nos rins (WEBB et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012).

Os antagonistas de canais de calcio vém sendo empregados no tratamento da
hipertensdo arterial desde meados da década de 1970. Constituem grupo
heterogéneo de drogas, existindo, no presente, quatro familias distintas: os derivados
das diidropiridinas (como, por exemplo, nifedipina, felodipina, lacidipina e amlodipina),
dos benzotiazepinicos (como, por exemplo, diltiazem), das fenilalquilaminas (como,

por exemplo, verapamil) e tetralol (mebefradil) (PITT, 1997).
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Os bloqueadores de canais de calcio inibem o influxo de ions calcio no musculo
liso vascular e nas células miocardicas. Eles reduzem a pressao arterial através de
varios mecanismos: pela vasodilatagdo, reduzindo a for¢ca de contracdo do coragao,
diminuindo a frequéncia cardiaca e reduzindo diretamente a producéo de aldosterona
(WRIGHT et al., 2018).

A agao anti-hipertensiva decorre da redugao da resisténcia vascular periférica
por diminuicdo da concentragdo de calcio nas células musculares lisas vasculares.
Com base no mecanismo de agdo, o ion calcio € um importante mensageiro
intracelular, sendo fundamental nos mecanismos de excitacdo e contragdo da
musculatura lisa do miocardio e dos vasos. Além disso, as correntes de calcio sdo
necessarias para a atividade marca-passo do no sinoatrial e do sistema de conducéao
atrioventricular. O ion calcio penetra no citoplasma celular através de diferentes
canais; no sistema cardiovascular, os canais mais importantes sdo os voltagem-
dependente (dependente de um estimulo elétrico) e receptor-dependente (estimulado
por agonistas). Ha pelo menos seis tipos de canais voltagem-dependente encontrados
em varios tecidos: L, N, P, Q, Re T (TRIGGLE, 1996; CATTERALL, 2011).

No sistema cardiovascular sdo encontrados dois tipos de canais: o reconhecido
canal L (L de longa ac&o da corrente elétrica produzida pela entrada de calcio para
dentro da célula) e o mais recentemente descoberto e denominado canal T
(caracterizado pela corrente elétrica transitéria e de menor voltagem) (DOLLERY,
1991). A estrutura protéica do canal L esta bem reconhecida. E composto de varias
subunidades, incluindo alfa1, alfa2, beta e delta (a gama existe apenas no musculo
esquelético). Todos os antagonistas de canais de calcio ligam-se a subunidade alfa1.
Os diferentes antagonistas de canais de calcio exibem diferentes comportamentos
farmacoldgicos, dependentes do sitio onde estiverem atuando (BEAN, 1991)

Diuréticos utilizados no tratamento de hipertensao arterial podem ser divididos
em quatro grandes grupos de acordo com o seu principal local de agao no tubulo renal:
tubulo proximal, alca de Henle, tubulo distal e tubulo coletor. Uma caracteristica
comum a todos os diuréticos é a agao natriurética, que leva a diminuicdo do Na+
corporal total (BATLOUNI, 2009).

O mecanismo de acgao pelo qual os diuréticos tiazidicos reduzem a pressao
arterial a longo prazo nao é totalmente compreendido (ZHU et al., 2005). Apds o uso

cronico, as tiazidas diminuem a resisténcia periférica. O mecanismo desses efeitos é
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incerto, pois pode envolver efeitos em todo o corpo, auto-regulagcédo renal ou agdes
vasodilatadoras diretas (HUGHES, 2004). As tiazidas atuam no rim para inibir a
reabsorgéo de ions sédio (Na *) e cloreto (Cl -) dos tubulos contorcidos distais nos
rins, bloqueando o simetizador de cloreto de sodio sensivel a tiazida (DUARTE,
2010). Também aumentam a reabsor¢do de calcio no tubulo distal e aumentam a
reabsorgédo de ions calcio (Ca ?*), por um mecanismo envolvendo a reabsorgdo de

sédio e calcio no tubulo proximal em resposta a depleg¢ao de sédio.

Todas as classes de farmacos anti-hipertensivos demonstraram reduzir
significativamente o risco de acidente vascular cerebral e eventos cardiovasculares
importantes: no entanto, algumas classes de medicamentos, como os que atuam no
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) revelaram-se particularmente
favoraveis em termos de eficacia e seguranga e por esta razdo estdo entre os
medicamentos anti-hipertensivos mais populares, amplamente utilizados e
recomendados (OMBONI; VOLPE, 2019).

Os inibidores da ECA bloqueiam a conversdo da angiotensina | (Al) em
angiotensina Il (All), diminuindo assim as ac¢des da angiotensina Il. O resultado final
€ diminuir a resisténcia arteriolar e aumentar a capacidade venosa; diminuir o débito
cardiaco, o indice cardiaco, o trabalho de acidente vascular cerebral e o
volume; menor resisténcia nos vasos sanguineos nos rins; e aumentar a excregéo de
sédio na urina. Renina e Al aumentam a concentragdo no sangue como resultado de
feedback negativo da conversdo de Al em All. Os niveis de All e aldosterona
diminuem. A bradicinina aumenta, porque a ECA também ¢é responsavel pela
inativagdo da bradicinina. Os bloqueadores dos receptores da angiotensina (BRA),
bloqueiam a ativagdo dos receptores AT 1da angiotensina 1l. O bloqueio
dos receptores AT 1 provoca diretamente vasodilatacdo, reduz a secrecdao de
vasopressina e reduz a produgao e a secregao de aldosterona (WRIGHT et al., 2018).

A reducado da pressao arterial por todas as classes de medicamentos anti-
hipertensivos € acompanhada por redugdes significativas de acidentes vasculares
cerebrais e doengas cardiovasculares (DC). Drogas que atuam no sistema renina-
angiotensina-aldosterona, como os inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECAs) e bloqueadores dos receptores da angiotensina (BRAs), mostraram
beneficios semelhantes nos principais eventos cardiovasculares para outros

medicamentos anti-hipertensivos. Na pratica, os BRAs reduziram em 10% a
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incidéncia de mortalidade, infarto do miocardio n&o fatal, acidente vascular cerebral
nao fatal e forneceram protecao superior contra eventos DC do que os IECAs em
pacientes de alto risco. Apesar de propriedades anti-hipertensivas semelhantes e um
perfil de seguranga favoravel tanto para os IECA como para os BRAs, evidéncias
indicam que pacientes tratados com BRAs tém menores taxas de abstinéncia por
eventos adversos e maior persisténcia na terapia do que aqueles tratados com IECAs
(WILLIAMS et al., 2018; OMBONI; VOLPE, 2019).

Embora o efeito na diminuicdo da PA seja semelhante entre os agentes anti-
hipertensivos, algumas diferengas na eficacia s&o relatadas na pratica clinica. As
diferengas podem ser parcialmente atribuidas a maior adesao e melhora da qualidade
de vida observada durante os tratamentos com IECA e BRA, comparados aos
bloqueadores dos canais de calcio, diuréticos ou betabloqueadores. A ades&o ou
descontinuagdo sdo muitas vezes consequéncia de efeitos colaterais indesejados
(KRONISH et al., 2011).

Os beta-bloqueadores sdo antagonistas competitivos que bloqueiam os locais
receptores de epinefrina (adrenalina) e norepinefrina nos receptores beta
adrenérgicos. Alguns bloqueiam a ativagdo de todos os tipos de receptores beta-
adrenérgicos (B4, B2 e B3), e outros séo seletivos para um dos trés tipos de receptores
beta (FRISHMAN, 2005).

Os beta-bloqueadores tém sido usados como terapia de primeira linha para a
hipertensao, porque se pensava que eles tivessem efeitos favoraveis de longo prazo
sobre as doencgas cardiovasculares (JNC-6, 1997; PHILIPP et al.,, 1997), mas a
evidéncia para o uso de betabloqueadores como terapia de primeira linha para a
hipertensao ja foi questionada (MESSERLI et al., 2003 ; CARLBERG et al., 2004 ). Em
duas meta-analises recentes, os beta-bloqueadores foram menos eficazes na reducao
da incidéncia de AVC (LINDHOLM et al., 2005) e o composto dos principais desfechos
cardiovasculares, incluindo acidente vascular cerebral, infarto do miocardio e morte
(KHAN; MCALISTER, 2006), em comparagédo com todos os outros anti-hipertensivos
tomados em conjunto. No entanto, os beta-bloqueadores podem ter diferentes
resultados comparativos versus as varias outras classes de drogas. Por exemplo,
varios estudos afirmam que os bloqueadores dos canais de calcio (BCCs) s&o
melhores que outros agentes anti-hipertensivos na prevengao de AVC, mas menos
eficazes na prevencdo de doengas coronarianas (WIYSONGE et al., 2007).
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A patogénese e manutencdo da hipertensao essencial tem sido associada a
varios fatores, mas a hiperatividade do sistema nervoso simpatico possui um papel
principal. Uma manifestacdo dessa hiperatividade é um aumento generalizado na
resisténcia periférica total, a anormalidade hemodinamica fundamental na hipertenséo
essencial (DAVEY, 1986). Esta anormalidade aparece mesmo em pacientes que nao
tém evidéncia de aumento da resisténcia periférica em repouso, mas que, em
exercicio, demonstram alta resisténcia sistémica inadequada em um dado nivel de
aumento do débito cardiaco (DAVEY, 1987). Outros mecanismos proeminentes no
desenvolvimento de hipertensao sistémica incluem aumento da sensibilidade vascular
as catecolaminas ou a outras substancias vasoativas, hiperatividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, ou um nivel reduzido de substancias

vasodilatadoras locais ou circulantes (COLUCCI, 1983).

As acdes do sistema nervoso simpatico envolvem dois tipos de receptores: a1
e ap-adrenérgicos. Estes receptores sdo definidos por suas respostas a estimulagao
por catecolaminas: receptores a-adrenérgicos respondem primariamente a epinefrina
e norepinefrina e menos a isoproterenol; o inverso é verdadeiro de receptores f3-
adrenérgicos (COLUCCI, 1983). Os receptores a-adrenérgicos sdo subdivididos em
dois tipos distintos: a1, @ maioria dos quais estao localizados pds-juncionalmente a
célula muscular lisa vascular e a2, que estéo localizados pré-juncionalmente no nervo
simpatico (COLUCCI; BRAUNWALD, 1984). Os bloqueadores dos receptores alfa
adrenérgicos inibem a ligagdo de norepinefrina (noradrenalina), nos receptores a1 nas
células musculares lisas vasculares. O principal efeito dessa inibicdo é a
vasodilatagdo, que diminui a resisténcia vascular periférica, levando a diminuigdo da
pressao arterial (WRIGHT et al., 2018).

Por outro lado, os agonistas como a noradrenalina, ligam-se aos receptores
metabotropicos as-adrenérgicos, com sete segmentos transmembranar, acoplados a
uma proteina G heterotrimérica (Gqg/11). As proteinas G sao heterotrimeros
compostos de trés subunidades: alfa, beta e gama. Durante a ativagao, a subunidade
alfa se dissocia das demais e passa a ativar uma série de eventos estimulando a
atividade da fosfolipase C (PLC). Esta enzima degrada o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) catalisando a formacgao de dois potentes segundos mensageiros: trisfosfato de
inositol (IP3) e do diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga ao seu receptor (IP3R) presente
na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS), promovendo assim, a liberagdo do
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Ca2+ do RS (NELSON et al.,1990; BERS, 2002; WEBB, 2003; BANKAR et al.; 2009,
CHEN et al.; 2009; GUEDES et al.; 2004; ZHANG et al.; 2010; KROON, 2011). Por
sua vez, o DAG e as altas concentragbes de célcio (Ca?*) ativam a proteina quinase
C (PKC). As células musculares lisas vasculares possuem 3 isoformas de PKC: PKCa,
PKCB que sao calcio e DAG dependentes e a PKCe que sé depende de DAG para
sua ativacdo. Em resposta a estimulos especificos no musculo liso, a concentragao
intracelular de Ca?* aumenta, e ele combina-se com a proteina calmodulina, um
dimero com quatro sitios de ligagado ao Ca2+. Este complexo ativa a miosina quinase
de cadeia leve (MLCK) para fosforilar a miosina de cadeia leve (MLC). Além da
fosforilagdo da MLCK a PKC pode ainda ativar outras proteinas envolvidas com a
contragdo como quinases 1 e 2 reguladas por sinais extracelulares (ERK 1/2), Rho
quinase e a proteina quinase dependente de calmodulina |l. Uma vez ativada, via PKC
ou pelo complexo Ca2+- calmodulina (CAM), a MLCK fosforila a MLC. A fosforilagao
da MLC possibilita a interagdo entre os filamentos de actina e miosina. A energia
liberada do ATP pela atividade intrinseca de uma ATPase localizada na cabega da
miosina leva a formacgao de pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina
resultando na contracdo. Desta forma, a contragcdo € determinada essencialmente
pelo estado de fosforilagdo da MLC. Em algumas CMLVs, a fosforilagdo da MLC é
mantida em niveis reduzidos capazes de manter a contragao ainda que na auséncia
de estimulos mecanicos ou da ativagao de receptores e esta atividade resulta no ténus
do musculo liso (NELSON et al.,1990; BERS, 2002; WEBB, 2003; KROON, 2011).

O receptor az-adrenérgico pré-juncional € bastante diferente do receptor -
adrenérgico e esta envolvido na manutengdo do ténus vascular mediando a liberagéo
de norepinefrina. Quando o receptor az-adrenérgico € estimulado pela norepinefrina,
a liberacao adicional de norepinefrina € inibida. O bloqueio do receptor a>-adrenérgico
resulta em um efeito oposto; ou seja, liberagdo aumentada de norepinefrina. O
receptor ao-adrenérgico, portanto, faz parte de um loop de feedback que mantém
atividade simpatica e subsequente ténus vascular (COLUCCI, 1983; NASH, 1990).

Os receptores a-adrenérgicos também diferem em suas especificidades quanto
aos agentes antagonistas. Os receptores as-adrenérgicos possuem alta afinidade por
drogas como prazosina, doxazosina e terazosina e baixa afinidade por drogas como

a clonidina ou ioimbina. O inverso € verdadeiro para os receptores az-adrenérgicos:
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afinidade extremamente baixa para prazosina e doxazosina e alta afinidade para
clonidina ou ioimbina (COLUCCI, 1983; NASH, 1990).

Embora, nos ultimos cinquenta anos, um longo caminho tenha sido percorrido
em busca do tratamento eficaz no manejo da hipertensdo, introduzindo
progressivamente no mercado farmacéutico drogas anti-hipertensivas com melhor

eficacia, eles ainda possuem sérios efeitos adversos (AL-SALAHI, 2014)

Além disso, a incompleta compreensao, em alguns aspectos, da fisiopatologia
da hipertensdo denominada “essencial” ou mesmo a hipertensao resistente, contribui
para o insucesso do controle pressorico do tratamento farmacolégico atual.
Permanecendo para o presente século o desafio da pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos (SAKLAYEN; DESHPANDE, 2016).

5.0- CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos obtidos a partir da degradacéo
enzimatica do amido, possuindo estrutura ciclica formada por unidades de D-
glucopiranose ligadas através de ligagbes a (1-4). Estas moléculas possuem
conformacao tronco-cbnica, com superficie externa hidrofilica e cavidade interna
hidrofébica (MURA, 2014) (Figura 06). As CDs naturais sdo denominadas a-, - € y-
CDs, sendo compostas, respectivamente, por seis, sete e oito unidades monoméricas
(LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

As CDs naturais e seus derivados sdo usados como excipientes
farmacéuticos que melhoram a solubilidade aquosa de farmacos pouco soluveis,
aumentam a permeabilidade do farmaco através de membranas bioldgicas e
melhoram a biodisponibilidade do farmaco. Ao contrario dos intensificadores de
penetragdo convencionais, sua estrutura hidrofilica e seu alto peso molecular
impedem que penetrem nas membranas lipofilicas, deixando as membranas
biolégicas intactas (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018). As CDs naturais e
alguns de seus derivados sdo comumente usados como aditivos alimentares e em
produtos de higiene pessoal. As CDs formam complexos de inclusdo com porgdes
lipofilicas de drogas hidrofébicas. Além disso, As CDs sdo capazes de formar
complexos de n&o inclusdo e agregados automontados; pequenos e grandes

agregados complexos com estruturas semelhantes a micelas que podem aumentar a
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solubilidade do farmaco . Excipientes comumente usados em formulagdes
farmacéuticas podem ter efeito aditivo ou inibidor sobre a solubilizagdo de CD
(JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

As CDs sé&o oligossacarideos ciclicos, formados por unidades de glicose a-1,4-
ligadas, com superficie externa hidrofilica e cavidade central lipofilica (ASTRAY et al.,
2009; KURKOV; LOFTSSON, 2013; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018;
MUANKAEW:; LOFTSSON, 2018). As CD mais importantes sdo compostas de seis (a-
CD), sete (B-CD) e oito (y-CD) unidades ou monémeros de glicose através da ligagao
a-(1-4). Esses numeros de monémeros conferem diferentes propriedades fisico-

guimicas a cada uma dessas CD, como mostra a Tabela 02.

TABELA 02: Propriedades fisico-quimicas a, 8, y ciclodextrinas.

Propriedade a-CD B-CD y-CD
Unidade de glicose 6 7 8
Massa molar (g mol') 972 1135 1297

Solubilidade em H20 (g/100 14,5 1,85 23,2
mL a 25 °C)
Diametro interno (A°) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da estrutura (A°) 7,910,1 7,910,1 7,940,1
Volume aproximado (A°)3 174 262 427
pKa (25 °C) 12,333 12,202 12,081

Fonte: VEIGA et al, 2006.

A a-ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina (BCD) e y-ciclodextrina (yCD) sé&o
produtos naturais que podem ser encontrados em pequenas quantidades em varios
produtos de consumo fermentados, como a cerveja. Embora os aCD, BCD e yCD

naturais ndo substituidos e seus complexos sejam hidrofilicos, sua solubilidade em
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solugdes aquosas € um tanto limitada, especialmente a de BCD. Consequentemente,
os derivados de CD mais soluveis, tais como 2-hidroxipropil- BCD (HPBCD) e o sal de
soédio sulfobutileter CD (SBE BCD), sao preferidos para utilizagdo em solugbes
aquosas farmacéuticas, tais como formulag¢des parenterais de fitofarmacos, embora
tanto aCD como yCD possam ser encontradas em baixas concentracbes em
formulagbes parenterais (FDA, 2019). As CDs estéo incluidas em mais de 40 produtos
farmacéuticos comercializados em todo o mundo, além de inumeros produtos
alimenticios, cosméticos e de higiene (ASTRAY et al., 2009; HU et al., 2014; ARIMA
et al., 2017).

Devido a sua capacidade de alterar as propriedades fisico-quimicas de
farmacos e outros compostos, as CDs sao frequentemente referidos como excipientes
farmacéuticos capacitantes. As CDs permitem o fornecimento de medicamentos
pouco soluveis em agua e quimicamente instaveis ao organismo. Assim, as CDs séo
capazes de converter compostos biologicamente ativos que nao possuem
propriedades fisico-quimicas semelhantes a drogas em drogas terapeuticamente
eficazes. As CDs (referidos como moléculas hospedeiras) sdo capazes de formar
complexos de inclusdo com drogas (referidas como moléculas hospedeiras) ao tomar
parte de uma molécula de droga na cavidade central do CD. Isso mudara as
propriedades fisico-quimicas do medicamento incluido (SAOKHAM et al., 2018). A
formagao de um complexo de inclusdo farmaco/CD pode, por exemplo, aumentar a
solubilidade aquosa do farmaco, aumentar a sua estabilidade quimica e fisica e
aumentar a distribuicdo de farmaco através de membranas biologicas (STELLA et al.,
1999). As moléculas do farmaco s&o prontamente liberadas do complexo por diluigdo
do meio ou por complexagdo competitiva (KURKOV et al., 2012; LOFTSSON et al.,
2016). Uma ou mais moléculas de farmaco podem formar um complexo com uma
molécula de CD e uma ou mais moléculas de CD podem formar um complexo com
uma molécula de farmaco (Figura 06). No entanto, mais comumente, uma molécula

de droga (D) forma um complexo com uma molécula de CD.
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FIGURA 06: Formacao de um complexo de inclusao de ciclodextrina em uma solugao

aquosa.

Fonte: SAOKHAM et al., 2018.

Os grupos hidroxila secundarios na molécula de CD estao localizados na borda
mais larga da molécula e os grupos hidroxila primarios na borda estreita os tornam
hidrofilicos (SZEJTLI, 1998, BREWSTER; LOFTSSON, 2007).Devido a sua
superficie externa hidrofilica e seu grande numero de doadores e aceptores de ligagao
de hidrogénio, as CDs tém um valor log P o/w muito negativo (isto é, o valor
logaritmico do coeficiente de particdo octanol/agua (KURKOV; LOFTSSON,
2013). Em solugdes aquosas, as CDs sao suscetiveis a hidrélise acida em pH baixo,
resultando na abertura do anel e na formagao de varios oligossacarideos lineares e
unidades de glicose, mas sao estaveis sob condigbes alcalinas. Os grupos hidroxila
ligados ao aro comegam a desprotonar em pH de aproximadamente 12 (LOFTSSON
et al., 2007).

A principal diferenga das trés CDs naturais, além do tamanho de sua cavidade
central, é a sua solubilidade aquosa. BCD é o menos soluvel, mas, ao mesmo tempo,
possui o tamanho de cavidade mais adequado para a formacdo de complexos com
muitos farmacos (LOFTSSON; MARCUS, 2012). A fraca solubilidade pode ser
explicada em termos de rigidez molecular da molécula CD e o efeito causado pela
ligacéo de hidrogénio intermolecular no estado cristalino. Particularmente, a formagéo
da ligacao de hidrogénio entre C2-OH e C3-OH vizinhos na molécula BCD leva a
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chamada cinta secundaria completa resultando em estrutura inflexivel e capacidade
reduzida da molécula BCD de formar ligagdo de hidrogénio intermolecular com
moléculas de agua circundantes (SZEJTLI, 1998; SABADINI et al., 2006). Simulac¢des
dindmicas moleculares mostraram alta densidade na agua e forte ordenacéo de
moléculas de agua ao redor da molécula BCD (NAIDOO et al., 2004). Isso indica que
as moléculas de agua ao redor das moléculas de BCD dissolvidas tém entalpia
desfavoravel e baixa entropia, o0 que pode explicar a baixa solubilidade em agua de
BCD em comparacado com outras CDs naturais. Em contraste, aCD possui uma faixa
incompleta de ligagdes de hidrogénio e yCD possui uma estrutura néao
coplanar. Consequentemente, tanto aCD como yCD possuem maior solubilidade em
agua (SAOKHAM et al., 2018).

Kurkov & Loftsson, (2013), mostram que a BCD é a mais comumente
empregada (Figura 07), devido a facilidade de sua produgdo e subsequente baixo
preco (mais de 10.000 toneladas produzidas anualmente com um preco médio
aproximadamente 5 USD por kg). No entanto, as CD tém algumas desvantagens,
principalmente a sua solubilidade aquosa relativamente fraca. Em contraparte sua

forma linear é livremente soluvel em agua.

Acredita-se que a baixa solubilidade da CD é causada por sua estrutura; suas
dimensdes moleculares sdo 6timas para a formagdo de um anel de hidrogénio
intramolecular ligagdes que neutralizam a hidratagdo do CD, reduzindo assim sua
solubilidade. Devido a sua baixa solubilidade aquosa, o CD ndo é adequado para
administracao parenteral. Uma soluc&o universal para este problema foi encontrada
na substituicdo de multiplos CD-hidroxilas em ambas bordas da molécula (isto €,
ligac&o aleatoria de porgdes organicas causou a ruptura da construgao intramolecular
da ligagcéo de hidrogénio que, em conjunto com a redug&o da cristalinidade, resultou
em solubilidade aquosa notavelmente melhorada). Devido a estas vantagens, as CDs
substituidos cobrem mais de 1/3 de todos os medicamentos contendo CD, ao passo
gue uma alta tolerancia no corpo humano abriu novas portas no desenvolvimento de
formulagdes injetaveis com maior eficiéncia (KURKOV; LOFTSSON, 2013).
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FIGURA 07: Distribuicdo relativa de ciclodextrinas usadas em medicamentos

comercializados.

54.8 %

Legenda: Beta-Ciclodextrina (B-CD), Alfa-Ciclodextrina (o-CD), 2-hidroxipropil-beta-Ciclodextrina
(HPBCD), 2-hidroxipropil-gama-Ciclodextrina (HPYCD), sulfobutileter-beta-ciclodextrina (SBEBCD), metil-
beta-ciclodextrina substituida aleatoriamente (RMBCD). Fonte: KURKOV; LOFTSSON, 2013.

A digestdo de dextrinas lineares simples, bem como o amido apds
administracao oral, procede principalmente através de um processo de hidrolise
enzimatica gradual em glicose (DONA et al., 2010). A amilase salivar hidrolisa as
dextrinas prontamente, mas as dextrinas administradas por via oral sao transportadas
rapidamente para o estdbmago, onde a enzima esta inativada. Algumas hidrolises
acidas especificas ndo enzimaticas das dextrinas ocorrem no estdbmago, mas a
formacdo de complexos com lipidios alimentares pode retardar a hidrolise (SINGH;
DARTOIS; KAUR, 2010). Do estdbmago, as dextrinas seguem para o ambiente neutro
do intestino delgado, onde o liquido pancreatico contendo a amilase ¢é liberado. Aqui,

a hidrodlise enzimatica da dextrina continua.

Os substratos de dextrina n&o digeridos pela amilase sofrem digestao
bacteriana nas seg¢des inferiores do sistema de digestdo. As dextrinas lineares e
outros polimeros soluveis sdo comumente utilizados em solugdes parenterais. Os
parametros farmacocinéticos mais importantes para essas macromoléculas sdo a
depuragédo urinaria e captagao hepatica (NISHIKAWA; TAKAKURA; HASHIDA, 1996).
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6.0- 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

A 6-metil-5hepten-2-ona é uma substéncia sintética, encontrado em frutas
citricas, esta presente no 6leo de citronela e € um ingrediente aromatizante pertence
a familia dos Hemiterpenos. Estes sdo terpenos contendo apenas uma unidade de
isopreno (C5-terpenos). Tem como nome IUPAC 6-metilhept-5-en-2-One (NCBI,
accessed Feb. 11, 2019). Essa substancia possui peso molecular de 126,199 g/mol e

apresenta a seguinte formula estrutural:

FIGURA 08: Formula estrutural da Sulcatona.

Dentre varias substancias sintéticas utilizadas para estudos de diversas
doencas encontramos a Sulcatona ou 6-metil-5-hepten-2-ona pertencente classe dos
terpendides (LIU et al., 2018).

Uma biosintese simplificada da Sulcatona foi proposta por Blomquist e
colaboradores em 2010, iniciando pela clivagem oxidativa dos terpenoides geranil
pirofosfato, farnesil pirofosfato ou geranilgeranil pirofosfato que s&o intermediarios da
rota do acido mevalbnico (Figura 09). Nesse processo ocorre clivagem oxidativa
desses intermediarios, resultando na cetona terpendide Sulcatona. Terpendide é
definido como todo composto oxigenado derivado do isopropenil pirofosfato.
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FIGURA 09: Biosintese simplificada da Sulcatona a partir de terpendides

),WK/\OPP

geranil pirofosfato

‘ i OPP sulcatona
geranilgeranil pirofosfato

Fonte: BLOMQUIST et al, 2010.

Sulcatona é um odorante volatil repetidamente identificado no corpo humano e
também é emitido por uma variedade de outros animais e plantas. Também foram
encontrados aproximadamente quatro vezes mais Sulcatona no odor corporal de
seres humanos vivos do que no odor de uma galinha, pélos de cavalos, vacas e
ovelhas. Coletivamente Mcbride et al., 2014, sugerem que o aumento da expressao
do receptor Or4 pode ajudar os mosquitos a distinguir os seres humanos de animais

nao humanos ao conferir sensibilidade a Sulcatona.

A sulcatona também €& produzida em humanos pele durante a degradacao
induzida por ERO do esqualeno (FRUEKILDE et al., 1998). De acordo com Rodriguez;
Pérez; Nazareno, 2016, a Sulcatona funciona como um ferorménio de insetos
(Acrotomopus atropunctellus) para atragdo entre machos e fémeas. Este composto foi

relatado pela primeira vez como envolvidos na comunicacao familia Curculionidae.

Varios ferorménios naturais importantes como Sulcatona, acetato de sulcatila,
sulcatol apresentaram um grande potencial antifungico contra espécies de Candida
krusei e Candida albicans em testes in vitro, e essas substancias estdo entre os
principais constituintes do 6leo essencial de Aristolochia trilobata L (SANTOS et al.,
2014). Esta espécie de planta é muito difundida na América, Africa e Asia e seu 6leo
essencial tem mostrado atividades diuréticas, analgésicas, antiinflamatorias e

abortivas (YU et al., 2007). Os compostos quimicos que foram identificados nestas
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plantas, tanto nos 6leos essenciais como nos extratos de solventes organicos, incluem
as aporfinas, amidas, quinolinas, lignanos, éteres difenilicos, flavondides,
benzenoides, esterdides e terpendides, sendo este ultimo o grupo que se enquadra a
sulcatona (SANTOS et al., 2014; WU et al., 2005).

Ja no ano 2000, Rao et al. identificaram 50 compostos que correspondiam a
aproximadamente 90% do total do 6leo da espécie Lippia alba uma planta tipica
encontrada no Nordeste brasileiro. Onde a sulcatona correspondeu a cerca de 4,60%.
E dentre os efeitos conhecidos dessa espécie destaca-se anticonvulsivante,
miorrelaxante, sedativa (ZETC)LA et al., 2002) antibacteriana (ALEA et al.,1997),
citotoxico, anti-fungico (HOLETZ et al., 2006). Além disso, foi encontrado em varias
frutas tais como damascos, macéas e nectarinas (MATTHEIS et al., 1991; GOMEZ et
al., 1993).

A sulcatona é fabricada em duas etapas de sintese usando substancias
iniciadoras 3-metilbut2-en-1-ol em sistemas exclusivamente fechados (OECD SIDS,
2003). A sulcatona é mais de 95% usado como intermediario em sistemas fechados
na industria quimica para a sintese de produtos quimicos (por exemplo, vitaminas,
aroma produtos quimicos, ingredientes ativos utilizados em produtos farmacéuticos).
Uma quantidade de <5% ¢é preenchida e distribuida para as industrias que utilizam a
substancia, por um lado, como intermediarios para sintese e por outro lado como
composto aromatizante e/ou o aditivo aromatizante em cosméticos e alimentos
(OECD SIDS, 2003).

Dessa forma, resolvemos estudar o efeito da Sulcatona sobre os parametros
cardiovasculares de ratos hipertensos com intuito de verificar sua agao e compreender
0s possiveis mecanismos de agédo dessa substéncia sintética, ja que na literatura nao

dispde de dados da acao da Sulcatona no sistema cardiovascular.

7.0- SULCATONA E BETA CICLODEXTRINA (SULCATONA/B-CD)

Um dos objetivos do referente trabalho foi avaliar o efeito anti-hipertensivo do
complexo em ratos SHR, com base nisso foram realizados procedimentos de

padronizagéo e caracterizagdo do complexo Sulcatona/f-CD.

Dados provenientes do Aluno Ivan dos Santos Silva, do Laboratério de
Geoquimica Orgéanica da Universidade Federal do Piaui, resultados estes publicados
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na Revista: Journal of the Brazilian Chemical Society/JBCS com Artigo intitulado:
Theoretical and Experimental Study of Inclusion Complex of B-Cyclodextrin and
sulcatone: Cardiovascular activity evaluation. Alguns resultados estao listados
abaixo.

Assim foi averiguado o perfil de solubilidade da Sulcatona em B-CD, O
diagrama de solubilidade da Sulcatona, em pB-CD, apresentou perfil linear e
ascendente (AL), sugerindo uma complexacdo da Sulcatona em S-CD com
estequiometria de 1:1 (VEIGA et al.,, 2006). Os diagramas do tipo AL indicam a
formacao de complexos soluveis o que aumenta a biodisponibilidade da Sulcatona.

O rendimento ponderal obtido para o complexo de SU em 3-CD, preparado por
secagem por aspersao ou spray drying, foi de 65,87%. A literatura relata que o valor
de 36,9% ¢é aceitavel como rendimento m/m neste método de secagem (SANTOS et
al., 2003). Apos a determinagao do rendimento, efetuou-se a extragdo da SU presente
no complexo e determinou-se, a partir da curva analitica, que 100 mg do complexo
possui 3 mg de SU. A partir dessa informagao foi possivel calcular a eficiéncia de

encapsulacédo (EE%) através da equacgao 7 abaixo.

SUexp(mg)
0fs — P
EE% = SU(mg) x100

Sendo SUexp @ massa do composto determinado na extragdo do complexo de
inclusdo e SUt € a massa teodrica utilizada para o preparo do complexo de inclusdo. O

valor foi determinado para EE do complexo resultando num valor de 37%.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) da
Sulcatona, complexo de inclusdo, B-CD e mistura fisica, foram obtidos pelo modo
ATR, Figura 10. As bandas de absor¢ao caracteristicas das CDs, que representam a
maioria das bandas de absor¢édo dos complexos de inclusao, sdo pouco afetadas pela
complexacdo. As bandas relacionadas as moléculas hdspedes apresentam desvios
para maiores ou menores valores, acompanhadas de uma diminui¢cao de intensidade

e em alguns casos, desaparecem por completo (VEIGA et al., 2006).
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FIGURA 10: Espectros de IV do complexo de inclusdo (a), Sulcatona (b), Mistura
fisica (c) e B-CD (d).
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Legenda: SU: Sulcatona, B-CD: Beta Cilcodextrina, Cl: Complexo de Inclusao, MF: Mistura Fisica
Fonte: Ivan dos Santos Silva, do Laboratoério de Geoquimica Organica da Universidade Federal do
Piaui.

A analise de difragao de raios X € um dos melhores métodos de investigagcéo
de complexos de inclusdo na fase solida, pois permite verificar ndo sé a formacgao do
complexo como também conhecer a sua estrutura e as relagdes que se estabeleceram
entre a molécula hospede e a CD (UEKAMA e OTAGIRI, 1987). A comparagao dos
difratogramas de um suposto complexo de inclusdo com o de uma mistura fisica de
farmaco e CD devera demonstrar diferengas significativas nas posi¢dées dos principais
picos de difracdo dos compostos, com possibilidade de desaparecimento de alguns
dos picos mais caracteristicos e eventual aparecimento de novos picos por ocasiao
da complexacéo de uma substéncia na cavidade hidrofébica da CD (SZEJTLI, 1994).
O fendmeno da formagao de um complexo de inclusao esta frequentemente associado
ao aumento do grau de amorfizagdo das substancias envolvidas que pode ser
monitorado pela difragcdo de raios X (BOTELLA et al., 1996).

A Sulcatona é uma substancia liquida, logo ndo apresenta perfil de difracdo de

raios X. A B-CD apresenta estrutura cristalina que ficou evidenciada pela presenca de
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picos 10° e 41° em seu difratograma, Figura 11. O complexo de inclusdo nao
apresentou picos que caracterizam uma estrutura cristalina, fato que pode ser
atribuido a presenga da Sulcatona que aumentou o grau de amorfizagdo do sistema.
A redugao das intensidades dos principais picos no difratograma da mistura fisica
revela interacdes entre a Sulcatona e a -CD de uma forma menos acentuada que no
complexo de incluséo (VEIGA et al., 2006).

FIGURA 11: Difratogramas de B-CD, complexo de inclusdo Sulcatona/ 8-CD e mistura
fisica.
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Legenda: 3-CD: Beta Cilcodextrina, Cl: Complexo de Inclusdo, MF: Mistura Fisica. Fonte: lvan

dos Santos Silva, do Laboratério de Geoquimica Organica da Universidade Federal do Piaui.

Os desvios quimicos (0) de um determinado nucleo dependem da sua
constante de protecdo magnética, que por sua vez é altamente condicionada pelos
efeitos do meio. Consequentemente, as variacdes dos desvios quimicos dos prétons
do farmaco e CD permitem quantificar a magnitude da interagéo de sistemas hospede-
hospedeiro, uma vez que ocorrem alteragdes significativas no ambiente quimico dos
prétons quando o farmaco e CD se encontram sob forma livre ou complexada
(WILSON; VERRAL, 1998). Neste processo, as ressonancias dos protons da molécula
do hoéspede também sao afetadas, provocando variagbes que sao facilmente
observaveis nos espectros de "H-RMN (VEIGA et al, 2006).
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A principal evidéncia de complexacdo sao os desvios quimicos dos protons
internos da cavidade da CD (H-3 e H-5). Os desvios quimicos desses prétons sao
geralmente causados por perturbagdes conhecidas como efeitos magnéticos
anisotrépicos e que sao exercidos pela parte da molécula de farmaco que penetra no
interior da cavidade hidrofébica da CD, manifestando-se em desvios das ressonancias
para campo alto (Ad < 0) (RAMUSINO et al., 1998).

As principais evidéncias de formagédo do complexo de inclusdo de Sulcatona
em B-CD foram os deslocamentos quimicos para campo alto dos atomos de H-3 e H-
5 no interior da cavidade da ciclodextrina como evidenciado na tabela seguinte.

TABELA 03: Deslocamentos quimicos (d) dos protons (H) na S-CD e do complexo.

Tipos de H B-CDlivre d(ppm) | Complexo & (ppm) A® (ppm)
H-1 4,83 4,79 -0,04
H-2 3,30 3,29 -0,01
H-3 3,61 3,54 -0,07
H-4 3,37 -

H-5 3,55 3,51 -0,04
H-6 3,63 3,59 -0,04
H-OH 4,44 4,45 -0,02

Fonte: Ivan dos Santos Silva, do Laboratério de Geoquimica Organica da Universidade Federal do
Piaui
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E assim para confirmar o efeito hipotensor da sulcatona complexada com Beta

Ciclodextrina, a mesma foi administrada por via oral em ratos Wistar e verificou-se
uma redug¢ao mais efetiva do complexo Sulcatona/ 8 -CD em comparacao a Sulcatona

livre como verificado na Figura 12.

FIGURA 12: Efeito hipotensor da Sulcatona (SU) e do Complexo Sulcatona/p3-CD (SU-

B-CD) sobre a PAM em ratos normotensos (Wistar) ndo-anestesiados.
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Sendo assim, de posse desses dados a Tese foi fundamentada na avaliagcéo

do potencial citotoxico da Sulcatona em células A7r5 e atividade anti-hipertensiva da

Sulcatona e do complexo (Sulcatona/B-CD) em animais espontaneamente

hipertensos (SHR).
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AVALIAGAO CITOTOXICA DA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA) EM
CELULAS DE LINHAGEM A7r5

RESUMO:

A citotoxicidade € a medida do potencial de um agente em causar injuria celular
como: alteragdes morfologicas, lesées na membrana, perda de atividade metabdlica,
viabilidade e adesdo celular; inibicdo do crescimento celular; danos no material
genético (genotoxicidade) e morte celular. Estudos de citotoxicidade s&o realizados
para avaliar a viabilidade celular, os quais podem avaliar a fungéo celular através da
integridade da membrana e de organelas, conteudo celular (metabdlito ou
macromolécula) e atividade enzimatica. Dessa forma, como néo foi encontrado na
literatura estudos de citotoxicidade da Sulcatona em células do musculo liso de aorta
de ratos (A7r5) e sabendo da importancia do estudo citotoxico, o seguinte trabalho
teve como objetivo averiguar a citotoxicidade da Sulcatona em células de linhagem do
musculo liso de aortas de ratos (A7r5) pelo teste de MTT em 24, 48 e 72 horas. Assim
foi utilizado o teste de MTT na qual células viaveis com metabolismo ativo convertem
o MTT em um produto formazan de cor purpura. Portanto, a Sulcatona promoveu uma
reducao da viabilidade celular, apenas na concentragéo de 102 M em todos os tempos
avaliados (24, 48 e 72 h) e induziu proliferagdo celular da linhagem de células do
musculo liso de aorta de ratos A7r5 em concentragdes que variam entre 102 M a 10”7
M dependendo do tempo de incubagdo. Mostrando dessa forma que a Sulcatona pode
ser utilizada para testes in vitro de modo seguro a partir de uma concentragdo de 10
3 M em células A7r5 pois ndo ocasionou diminuigéo da viabilidade celular.

Palavras-chaves: Sulcatona, citotoxicidade, MTT, formazan, células A7r5
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1.0- INTRODUGAO

A legislacdo atual exige que novas drogas sejam testadas antes de serem
liberadas para uso farmacoldgico ou alimenticio, onde a toxicidade &€ um fator
importante e limitante para a liberagdo e consumo (FRESHNEY, 1994). Assim, a
descoberta e caracterizagdo fisico quimica de substancias causaram um grande
aumento na demanda de ensaios biologicos necessarios para avaliagdo das
atividades toxicologicas destas substéncias (GROTH; FALCK; MIETHKE, 1995;
CLEMEDSON et al., 1996).

A citotoxicidade € a medida do potencial de um agente em causar injuria celular
como: alteragdes morfologicas, lesées na membrana, perda de atividade metabdlica,
viabilidade e adesao; inibicdo do crescimento celular; danos no material genético
(genotoxicidade) e morte celular. Estudos de citotoxicidade sao realizados para avaliar
a viabilidade celular, os quais podem avaliar a fungéo celular através da integridade
da membrana e de organelas, conteudo celular (metabdlito ou macromolécula) e
atividade enzimatica (LOVELAND et al., 1992; REPETO; SANZ, 1993; OLIVIER et al.,
1995).

O estudo toxicologico in vivo ndo tem sido preterido em virtude da utilizagao de
elevado numero de animais, acarretando alto custo financeiro, além de aspectos
éticos questionados por entidades protetoras de animais. Desta forma, estudos in vitro
tém sido cada vez mais utilizados, ja que o efeito deletério de um xenobidtico em
determinada linhagem celular € um indicativo da sua toxicidade in vivo. Além disto,
apesar das limitagdes da cultura de células, os resultados obtidos sdo reprodutiveis
(FRESHNEY, 1994; RODRIGUEZ; HAUN, 1999).

O cultivo de células é caracterizado por permitir a manuteng¢ao de células vivas
(in vitro) em laboratorio independente do organismo que a originou. As células
mantidas em culturas n&o estdo mais organizadas em tecidos, crescendo em
recipientes estéreis, usualmente placas e frascos plasticos e descartaveis. A cultura
celular é uma extensdo da técnica de cultura de tecidos, um termo genérico utilizado
para incluir culturas in vitro de 6rgaos, tecidos e células. Durante o século XX, ndo
havia uma clara distingdo entre as possiveis diferengas e tipos de culturas (i.e. érgéos,

tecidos e células). Esses termos frequentemente eram indistintos, apesar dos maiores
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avangos na ciéncia terem sido obtidos através da utilizagdo da cultura de células
(FRESHNEY, 1994).

Convencionou-se a denominar uma cultura celular como primaria, quando suas
células séo diretamente obtidas de um tecido humano ou animal. Linhagens celulares
continuas, por outro lado, sdo aquelas nas quais as células sofreram imortalizacao,
i.e., adquiriram a capacidade de se multiplicar indefinidamente. Comparadas as
culturas primarias, experimentos empregando células de linhagens continuas tendem
a apresentar menor variacdo nos resultados obtidos, oferecendo maior
reprodutibilidade e fidelidade dos dados (FRESHNEY, 2006).

A cultura de células eucariotas tornou-se um recurso valioso tanto para a
pesquisa biomédica como para a area de biotecnologia industrial. Células mantidas
em cultura sdo modelos biolégicos mais simples que os estabelecidos com base em
animais de experimentacdo e tendem a fornecer respostas simplificadas para

problemas complexos de investigagao biomédica (FRESHNEY, 2006).

Os dados produzidos a partir de culturas de células eucariotas in vitro podem
ser suficientemente informativos, particularmente para estudos funcionais,
bioquimicos e moleculares, como também para analise de alvos farmacoldgicos e
producédo de produtos bioldgicos, incluindo vacinas e anticorpos, por exemplo
(FRESHNEY, 2005).

Diversos avancos na pesquisa basica, como a descricdo de fendmenos
biolégicos como a pinocitose, a hibridagao celular, a inibigdo de crescimento por
contato célula-célula (a qual auxiliou na discriminagdo entre células normais e
malignas), foram beneficiados pelo desenvolvimento do cultivo de células (FELL,
1971). Essa técnica também fomentou importante expanséo nas areas de Biologia
Celular e Molecular, oferecendo, inclusive, ferramentas subsidiarias para

experimentos in vivo.

Em estudos de Farmacologia e Neurobiologia, a cultura celular ampliou a
compreensao acerca dos mecanismos de toxicidade e neurotoxicidade por meio da
producdo de dados sobre as caracteristicas das células-alvo, sobre interagdes
celulares e alteragdes induzidas por substancias quimicas, notadamente os farmacos
(HARRY et al., 1998; VON MOLTKE et al., 1998; FRESHNEY, 2001).
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1.1 - Toxicidade da Sulcatona

Em estudos ja realizados, a DLsp da Sulcatona via oral em ratos (5 animais por
sexo e dose grupo) foi de 3.570 mg/kg de peso corporal (p.c.) (OECD SIDS, 2003).
Os sintomas clinicos foram descritos como apatia, atonia, dispnéia, posigdo abdominal
e lateral (1.360 mg/kg peso corporal ou mais). Uma resposta a dose foi observada,
com os sintomas piorando progressivamente com o aumento da dose. A recuperagao
ocorreu em sobreviventes dentro de 5 dias em dosagens de 4.250 mg/kg de peso
corporal ou menos. Na necropsia, nenhuma anormalidade foi detectada em animais
que foram sacrificados apdés uma observagao num periodo de 7 dias. Este resultado
€ amplamente consistente com um estudo oral agudo adicional no rato que revelou
uma DLsg valor de 4.100 mg/kg de peso corporal (COMPADRE et al., 1987).

Os valores de DLsg oral aguda em camundongos foram relatados como >2.000,
2.410 e 3.609 mg/kg p.c. (COMPADRE et al., 1987; MIGUKINA et al., 1988). A LCsx
inalatoria em ratos foi de: >13,96 mg/l/4h (correspondendo a 13.960 mg/m3/4 h), >
6,98 mg/l/8 h (correspondendo a > 6,980 mg/m?%8 horas); estimado pela regra de
Haber a partir de um teste de perigo de inalagdo que utilizou um sistema de exposigao
a vapor altamente enriquecido/saturado a 20°C, no qual 12 ratos expostos ao vapor
de Sulcatona durante 8 horas (concentragdo calculada: 6,980 mg/m3). Nao foi
observada mortalidade e os sintomas clinicos foram limitados ao equilibrio reversivel
um dia apos a exposigao (OECD SIDS, 2003).

A DLso dérmica aguda excedeu 5.000 mg/kg p.c. em coelhos (KEATING, 1972).
Observou-se que a Sulcatona é de baixa toxicidade aguda apés ingestao oral, contato
com a pele e apos inalagdo. A DLsg apos exposigédo cuténea foi > 5.000 mg/kg p.c.
para coelhos. De um teste de risco de inalagdo, uma CLsp> 13,96 mg/I/4 h (> 13.960
mg/m3/4 hrs) pode ser estimado.

Segundo a OECD SIDS, 2003, em estudos in vitro a Sulcatona foi testada
quanto ao seu potencial mutagénico em doses de até 5.000 pg/placa nas cepas de
Salmonella TA1535, TA100, TA1537, TA98 e em E. coli WP2 uvrA com e sem ativagao
metabdlica de acordo com OCDE TG 471 (BASF AG, 2002). Na qual nao foi
observado alteracdes no teste de placa padrao e no teste de pré-incubacéo.
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A substéncia também foi negativa no teste de Ames com e sem mistura S-9
usando cepas TA1535, TA100, TA1537 e TA98 quando testado em uma Unica
concentragédo de 3 ymol/placa (FLORIN et al., 1979).

Em um ensaio de mutacéo direta usando cepa de Salmonella typhimurium
TMG677, Sulcatona ndo mostrou atividade mutagénica até as concentragdes testadas
mais altas de 5 mg / ml na presenca e auséncia de ativagao metabolica (COMPADRE
et al., 1987).

Nos estudos in vivo a Sulcatona foi testada quanto a sua capacidade de induzir
micronucleos na medula 6ssea eritrocitos em camudongos utilizando duas doses
intraperitoneais de até 800 mg/kg de pc/dia de acordo com a OCDE TG 474 (BASF
AG, 2001). Este nivel de dose produzido em todos os animais tratados € evidente
sinais de toxicidade que eram reversiveis apds dois dias. Nas duas doses mais baixas,
apenas pequenos sinais de toxicidade clinica foram observados apds uma hora de
administracdo. A substancia em estudo ndo teve um efeito prejudicial aos
cromossomos (clastogénico) e nao houve indicagdes de qualquer distribuicao
cromossdmica no curso da mitose (atividade aneugénica) em células da medula 6ssea
in vivo mostrando dessa forma que a Sulcatona ndo induziu efeito mutagénico em
bactérias ou clastogénicos em animais in vivo. Portanto, sem indicagado de potencial

genotoxico in vivo.

1.2 — Viabilidade Celular e o teste do MTT

Diante desses achados na literatura e sabendo que a determinagdo da
toxicidade de uma substancia € tdo importante quanto a verificagado de sua atividade
bioldgica, utilizamos o teste de MTT para verificar o efeito citotoxico da Sulcatona em
células A7rbS.

O MTT é um dos testes mais utilizadas para estudos de viabilidade celular,
proliferacao, citotoxicidade, quimio e radiossensibilidade in vitro (MOSMANN, 1983;
CARMICHAEL et al., 1987). O MTT em sua forma oxidada possui coloragdo amarela,
porém quando incorporado pelas células metabolicamente ativas ocorre a formacao
de cristais de formazan de cor purpura, insoluveis em agua, apos clivagem do anel de

tetrazolio que se acumulam no interior da célula. (RISS et al., 2013).
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Em comparag&o com métodos alternativos, o ensaio de viabilidade MTT & mais
simples e menos demorado, e também permite avaliagdo semiautomatica usando
placas de multiplos pocos e leitores de placas fotométricas. O ensaio de reducéo do
tetrazolio (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazodlio) foi o primeiro
ensaio de viabilidade celular homogéneo desenvolvido para um formato de 96 pogos
que foi adequado para triagem de alto rendimento (MOSMANN, 1983). Os sais de
formazan formado no ensaio do MTT possuem um carater lipofilico (caracteristica
mais significativa), uma vez que controla diretamente a permeabilidade da membrana
(STOCKERT et al., 2018).

O substrato de MTT é preparado em uma solugéo fisiologicamente balanceada,
adicionado as células em cultura, usualmente em uma concentracgao final de 0,2 - 0,5
mg/ml, e incubado por 1 a 4 horas. Os cristais de formazan sao dissolvidos com a
adicdo de DMSO, a quantidade de formazan (diretamente proporcional ao numero de
células viaveis) € medida registando as alteragdes na absorvancia a 570 nm utilizando
um espectrofotdmetro de leitura de placas. Um comprimento de onda de referéncia de
630 nm é usado algumas vezes, mas nao € necessario para a maioria das condigdes
do ensaio, A atividade das desidrogenases € diretamente proporcional a capacidade
redutora do sistema sobre o MTT e, portanto, produgdo de cromégeno (RISS et al.,
2013).

Células viaveis com metabolismo ativo convertem o MTT em um produto
formazan de cor purpura (Figura 13). Quando as células morrem, elas perdem a
capacidade de converter MTT em formazan, assim a formacéo da cor serve como um
marcador util e conveniente apenas das células viaveis. O exato mecanismo celular
de reducdo do MTT em formazan ndo € bem compreendido, mas provavelmente
envolve reacdo com NADH ou moléculas redutoras similares que transferem elétrons
parao MTT (MARSHALL, GOODWIN, HOLT, 1995). A especulacédo na literatura inicial
envolvendo enzimas mitocondriais especificas levou a suposicdo mencionada em
numerosas publicagbes de que o MTT estda medindo a atividade mitocondrial
(BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996).

A reducado do MTT a formazan foi assim considerada uma medida da atividade
mitocondrial, mas o processo nao depende de succinato como se acreditava
anteriormente (BERRIDGE; TAN, 1993). A origem desse equivoco poderia ter algum
raciocinio histérico, baseado principalmente nos estudos iniciais de Slater et al.(1963)
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sobre sistemas de succinato-tetrazdlio, e propostas do MTT para avaliagdo de
viabilidade  por Mosmann (1983) e  Carmichael et al. (1987).
Sabe-se agora que, nos ensaios de viabilidade, o MTT é reduzido principalmente
a coenzima NAD(P)H e enzimas glicoliticas do reticulo endoplasmatico (BERRIDGE
et al.,, 1996, 2005). Portanto, a reducdo do MTT celular deve ser vista como uma

medida da taxa de produ¢do de NAD(P)H glicolitica.

FIGURA 13: Estruturas do MTT e o produto Formazan formado

—_ NADH NAD+* =\
Br L) LD
QL i, \‘Q:L 3
N-N N-NH
\__:_'J' rV\l' ___‘//'/. x CHQ I\__:_'J‘ 'l\l‘ >>~“/> . CH3
CH, CH,
MTT Formazan

Fonte: Adaptado de RISS et al., 2013.

O produto formazan acumula-se como um precipitado insoluvel dentro das
células, além de ser depositado préximo a superficie celular e no meio de cultura. O
formazan deve ser solubilizado antes de registrar as leituras de absorbéancia. Uma
variedade de métodos tem sido usada para solubilizar o produto formazan para
estabilizar a cor, evitar a evaporacao e reduzir a interferéncia pelo vermelho de fenol
e outros componentes do meio de cultura (TADA et al., 1986; HANSEN; NIELSEN;
BERG, 1989; DENIZOT; LANG, 1986). Varios métodos de solubilizagao incluem o uso
de: isopropanol acidificado, DMSO, dimetilformamida, SDS e combinag¢des de
detergente e solvente organico. A acidificacdo da solugdo de solubilizagdo tem a
vantagem de alterar a cor do vermelho de fenol para a cor amarela, que pode ter
menos interferéncia nas leituras de absorbancia. O pH da solug¢ao de solubilizagao
pode ser ajustado para fornecer absorbancia maxima se a sensibilidade for um
problema (PLUMB; MILROY; KAYE, 1989; RISS et al., 2013).
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A quantidade de sinal gerado depende de varios parametros, incluindo: a
concentracdo de MTT, a duracdo do periodo de incubagdo, o numero de células
viaveis e sua atividade metabdlica. Todos esses parametros devem ser considerados
ao otimizar as condigbes do ensaio para gerar uma quantidade suficiente de produto
que possa ser detectada acima do fundo (RISS et al., 2013).

Diante dessas informagdes e como nao foi encontrado na literatura estudos de
citotoxicidade da Sulcatona em células do musculo liso de aorta de ratos (A7r5) e
sabendo da importancia do estudo citotdxico, o seguinte trabalho teve como objetivo
averiguar a citotoxicidade da Sulcatona em células de linhagem do musculo liso de
aortas de ratos (A7r5) pelo teste de MTT em 24, 48 e 72 horas.
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2.0- MATERIAL E METODOS

21- Linhagem e Cultivo Celular

Neste estudo foram utilizadas a linhagem celular A7r5 (derivada do musculo
liso de aorta de rato), obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (codigo 0034).

Estas células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? contendo
Dulbecco's modified Eagle's medium — DMEM (Gibco), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina (Gibco),
3,7 g/l de bicarbonato de s6dio (NaHCO3), pH 7,4 e mantidos em estufa umedecida
com 95 % de O2e 5 % de CO2 a 37 °C.

As células foram cultivadas até a 15 passagem com uma taxa de repique de
1:3. O repique foi realizado a cada 4-5 dias apds as células atingirem confluéncia
(cerca de 80%), por remogao completa do meio de cultura, lavagem da garrafa com
PBS (1x) estéril e adicdo de solugdo de tripsina (0,25%) / EDTA (0,03%) pré-aquecida
a 37 °C, seguida de agitagao da garrafa. Apos a digestdo enzimatica, o conteudo da
garrafa foi transferido para tubo Falcon contendo DMEM. O tubo foi centrifugado (2000
rpm por 10 min a temperatura ambiente), o sobrenadante descartado e uma aliquota
do precipitado ressuspenso em DMEM foi transferida para outra garrafa guarnecida
com meio fresco. As culturas foram mantidas na incubadora umidificada a 37°C com
5% de CO2 e o meio foi trocado a cada 3 dias. As células foram estocadas em solucéo
de congelamento (95% meio de cultura completo, 5% DMSO) no freezer -80 °C (MA
et al., 2016; GARCIA-MIGUEL et al., 2018).

2.2- Tripsinizagao Celular

Para utilizacdo das células realizou-se o processo de tripsinizagdo, onde a
solugao Tripsina/EDTA (0,25%/0,02%), 5 mL para um frasco de 75 cm?, foi adicionada
ao recipiente, a fim de remover a aderéncia das células da parede deste, aguardando-
se cerca de 10 minutos, para que a reacao ocorresse. As proteinas de adesao destas

células necessitam de calcio e magnésio para exercerem a sua fungao.

Devido a isto, a tripsina e o EDTA s&o utilizados em conjunto. A perda de

adeséo celular ocorre, uma vez que a tripsina, sendo uma enzima proteolitica, atua
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quebrando as moléculas de adesdo presentes na superficie celular que sao
responsaveis pela adeséo da célula ao frasco, enquanto que o EDTA atua quelando
os cations divalentes livres. A tripsinizagao € interrompida, apos o tempo estabelecido,
acrescentando-se meio de cultura contendo soro fetal bovino (SFB).

As proteinas, nele existentes, irdo competir com as moléculas de adeséo
supracitadas, promovendo o fim da reacao, e prevenindo-se a degradag¢ao excessiva
da superficie celular. Em seguida, a suspensdo contendo as células foi transferida
para um tubo tipo falcon (15 mL), sendo posteriormente centrifugada a 2000 rpm
durante 10 minutos e os sedimentos ressuspendidos no meio DMEM com 10% SFB.

2.3- Quantificagao Celular

Realizou-se a quantificagdo do numero inicial de células, a partir da retirada de
90 uL da amostra que foi diluida em 10 pL de corante azul de tripan (4%), realizando
a contagem das células em cadmara de Neubauer. Esta metodologia de exclusdo com
o corante azul de tripan, juntamente com observagdes morfoldgicas, permite avaliar a
integridade estrutural da membrana plasmatica celular. Este ensaio mede a
capacidade das células viaveis, com membrana plasmatica intacta, de excluir o
corante, permitindo a quantificagdo do numero de células vivas, para a execucao do
experimento. O manejo da cultura celular era feito sempre em capela de fluxo laminar,

em ambiente estéril.

As solugdes (ceélulas/ Azul de Tripan) foram homogeneizadas e colocadas em
um lado da camara de Neubauer para contagem com auxilio do microscépio Optico
(OLYMPUS BX40) no aumento de 40X. As células s&o contadas nos quatro
quadrantes externos da camara seguindo sempre a mesma diregdo e usando o

esquema do “L” para que a mesma célula n&o seja contada duas vezes (Figura 14).

Portanto, as células que se encontravam sobre as linhas de baixo e da direita
nao eram contadas. A equagao usada para determinar o numero de células por mililitro
foi:

QC =FD x 10*x 1mL x N° de células, onde:

4
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QC — Quantidade de células por mL

FD — Fator de diluigdo (40x)

10* — Fator de corregdo da camara de Neubauer

1mL — Volume da amostra

N° de células — Média do numero de células contadas

4

FIGURA 14: Aparato e técnica para contagem celular. A — Cadmara de Neubauer; B
— Esquema da camara de Neubauer; C- Contagem em ziguezague; D- Esbogo da
contagem de células.
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Fonte: Adaptado de https://kasvi.com.br/como-e-realizada-contagem-de-celulas.
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2.4- Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas nesse estudo foram 6-metil-5-hepten-2-ona (Sulcatona),
MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolium, DMSO -
dimetilsulfoxido (da Sigma, St. Louis, MO, USA), Trypan Blue 0,4%
(GIBCO/Invitrogen, USA), Tween 80 (Fisher scientific, EUA). Na preparagdo das
solugdes estoques a Sulcatona foi diluida em Tween 80 (0,05% v/v), para todos os
experimentos com cultura de células. Todas as solugdes estoques foram mantidas a
-20°C.

2.5- Avaliacao da Citotoxicidade: Teste de MTT

A citotoxicidade da Sulcatona foi analisada pela técnica de redugédo do MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolium), que €& um método
colorimétrico que mede a citotoxicidade, proliferacdo ou viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

As células da linhagem A7r5, quando incubadas com Sulcatona foram
analisadas utilizando o ensaio com o MTT (formazan). Inicialmente, as células foram
semeadas em placas de 96 pogos em uma concentragdo de 2 x 10° cél/mL incubadas
em meio DMEM com 10% de soro bovino fetal (SFB), durante o periodo de 24, 48 e
72 h, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO.. Apss este periodo, o meio foi
retirado e, em seguida, foram colocadas as diferentes concentragbes de Sulcatona
(102 &4 107'° M) diluidas no meio de crescimento. Esta linhagem foi cultivada sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura e CO2 durante 24 h. Apds esse periodo de
incubacdo com a substancia testada, removeu-se o sobrenadante da cultura,
adicionou-se a solugdao de MTT (0,5 mg/mL em tampdo fosfato-salina (PBS),
retornando a placa para a estufa durante 4 h para que ocorresse a reagdo. Em
seguida, os cristais de formazan foram solubilizados com a adi¢do de uma solugdo de
1:1 Isopropanol/DMSO a temperatura ambiente. Apds 30 min, a absorbéancia foi
mensurada em 570 nm, com background de subtracdo em 690 nm no
espectrofotdbmetro, SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale,CA, USA)
(KINKER et al., 2016) (Figura 15).
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FIGURA 15: Microplaca com ensaio de MTT mostrando a intensidade de formagao

de Formazan

ain. g, pluigh
\ ” < "’0:2" ‘ - i
).’ ‘s 13 .Qv' 5{404‘ i

’

!
A A~

A

7\
. . : ‘

|

:

a
-

Aumento da Viabilidade Celular

VARV T
‘nisy "ﬂ‘.'*

.‘-“ﬂ; 1
y

Formazan -
Coloragdo Roxa

Fonte: Adaptado de https://kasvi.com.br/aplicacoes-microplaca-microtitulacao.

3.0- ANALISE ESTATITICA

Resultados foram expressos como media + erro padrao das médias de quatro

a cinco pocgos de células com 2x10° céls/por poco. Primeiramente as médias dos

grupos eram normalizadas com base no controle e em seguida a estatistica foi

realizada utilizando o Anova one-way seguida do pos-test de Tukey. Nas analises,

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Todos os

procedimentos foram analisados utilizando o programa Graph Pad Prism 6.0 (Graph

Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).



96

M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 47r5 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

4.0- RESULTADOS

4.1- LINHAGEM CELULAR A7r5

Células de linhagem A7r5 que foram cultivadas e utilizadas paras os

experimentos in vitro.

FIGURA 16: Células A5r7 de musculo liso de aorta toracica de ratos. Figura 16A: com

aumento de 10x (escala 50 um) e Figura 16B: com aumento de 20x (escala 50 pum).

Fonte: Laboratério de Neurotransmissao e Modulagao Neural da Pressao Arterial — IB/USP)
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4.2- AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DA SULCATONA PELO TESTE
DE MTT EM 24 HORAS

Como mostra a Figura 17, o estimulo com Sulcatona nas concentra¢des de 10
4 a10' M e o veiculo ndo reduziram a viabilidade celular das células A7r5 durante
um periodo de estimulagcédo de 24h (Controle: 100,10 + 4,20; Veiculo: 91,19+5,75; 10
10'M: 103,84+4,69; 10°° M: 115,92+2,82; 108 M: 111,98+1,09; 107 M:109,47+5,45; 10
6 M: 111,62+2,43; 10°° M: 108,75+2,33; 10* M: 106,14+3,88; n=5 pogos) quando
comparados ao controle, apenas a maior concentragdo (102 M) e o controle positivo
DMSO causou morte celular (102 M: 1,12+0,22; DMSO: 0£0,06; n=5) e a
concentragdo de 10°* M (122,12+3,53; n=5 pogos) induziu uma proliferagéo celular
gquando comparado com o controle. A concentragdo de Sulcatona que induz metade
do efeito maximo (ECso) de proliferagéo celular durante o periodo de estimulagao de
24 h foi de 0,007+2,54.

FIGURA 17: Viabilidade celular da linhagem de células do musculo liso de aorta de
ratos (A7r5) apds estimulo com Sulcatona por 24 horas.

MTT Sulcatona 24 hs
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Os dados foram expressos como média + e.p.m, por One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey.

n=5, *p<0,01, ****p<0,0001. Concentragdes de Sulcatona, DMSO vs Controle.
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4.3- AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DA SULCATONA PELO TESTE
DE MTT EM 48 HORAS

Na Figura 18, o estimulo com Sulcatona nas concentragdes de 10 a 10"° M
e 0 veiculo ndo reduziram a viabilidade celular das células A7r5 durante um periodo
de estimulagdo de 48h (Controle: 106,14+6,78; Veiculo: 94,29+592; 1010 M:
122,28+10,31; 10° M: 122,28+12,93; 10-® M: 140,64+5,99; n=4) quando comparados
ao controle, apenas a maior concentragdo (102 M) e o controle positivo DMSO
causaram morte celular (102 M: 0,80+0,30; DMSQO: 0+0,17; n=5) e as concentragdes
de 102 a10’M (107 M:150,62+5,77; 10 M: 150,98+7,73; 10° M: 144,02+6,52; 10+
M: 148,39+7,21; 103 M: 153,03+4,19; n=4) induziram um aumento na proliferagio
celular guando comparado com o controle. A ECso da Sulcatona durante o periodo de
estimulacao de 48 h foi de 0,44+0,81.

FIGURA 18: Viabilidade celular da linhagem de células do musculo liso de aorta de
ratos (A7r5) apds estimulo com Sulcatona por 48 horas.
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Os dados foram expressos como média + e.p.m, por One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey.
n=5, *p<0,05,**P<0,01 Concentragbes de Sulcatona, DMSO vs Controle.
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4.4- AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DA SULCATONA PELO TESTE
DE MTT EM 72 HORAS

No estimulo de 72h com Sulcatona nas concentragdes 103, 10% e 108 a 10
M e o veiculo ndo reduziram a viabilidade celular das células A7r5 como mostrado
na Figura 19 (Controle de viabilidade: 100,11+5,93; Veiculo: 90,27+4,68; 1070 M:
122,80+4,87; 10° M: 119,90+8,92; 10-® M: 132,98+9,18; 103 M: 132,06+2,30 10** M:
123,37+12,36; n=4). As concentragdes de 10° a 10" M induziram proliferagao celular
(107 M:143,05+4,80; 10° M: 146,41+9,20; 10° M: 143,98+6,10; n=4) e a menor
concentragdo de 102 M e o DMSO causaram morte celular (102 M: 1,38+2,79 e
DMSO: 0+2,17) todas as concentragdes quando comparados com o controle. A ECso

da Sulcatona durante o periodo de estimulacédo de 72h foi de 0,31+0,58.

FIGURA 19: Viabilidade celular da linhagem de células do musculo liso de aorta de

ratos (A7r5) apds estimulo com Sulcatona por 72 horas.
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Os dados foram expressos como média + e.p.m, por One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey.

n=5, *p<0,05, Concentra¢des de Sulcatona, DMSO vs Controle.
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5.0- DISCUSSAO

Os ensaios baseados em células sdo frequentemente utilizados para rastreio
de colecdes de compostos para determinar se as moléculas de teste tém efeitos na
proliferagdo celular ou mostram efeitos citotoxicos diretos que conduzem
eventualmente a morte celular. Estes ensaios também sdo amplamente utilizados
para medir a ligagao ao receptor e uma variedade de eventos de transducéo de sinal
que podem envolver a expressao de repodrteres genéticos, o trafego de componentes
celulares ou o monitoramento da fungé&o de organelas. Independentemente do tipo de
ensaio baseado em células utilizado, é importante saber quantas células viaveis
permanecem no final da experiéncia. Hd uma variedade de métodos de ensaio que

podem ser usados para estimar o numero de células eucaribticas viaveis.

Com o objetivo de examinar os efeitos da Sulcatona em células de musculo liso
de aorta de ratos, foi necessario fazer a medida de atividade celular como indicador
de dano celular ou citotoxicidade. Um dos ensaios mais simples utiliza o brometo de
3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolio (MTT), um corante amarelo soluvel em
agua que é facilmente absorvido por células viaveis e reduzida pela agcdo das
desidrogenases mitocondriais (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963). A redugao ao
produto € um formazan azul insoluvel em agua, que deve entédo ser dissolvido para
medi¢cdo colorimétrica. Etanol ou propanol (DENIZOT; LANG, 1986), acido-
isopropanol (0,04 M HCI em propan-2-ol) (MOSMANN, 1983), acido-isopropanol mais
Triton X-100 a 10% (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991), 6leo mineral (ndo
especificado) ou dimetilsulfoxido (DMSO) (CARMICHAEL et al., 1987) foram todos
sugeridos como substancias para solubilizar os cristais de formazan, porém, o DMSO
foi considerado o mais satisfatério em nosso trabalho.

A produgao de formazan é diretamente proporcional ao numero de células no
intervalo ~ 200-50.000 células / pogo, e pode ser usado para detectar a presenca de
pequeno numero de células vivas. Células inativadas metabolicamente, como
eritrocitos, ndo produz quantidades significativas de formazan. Por outro lado, a
quantidade de formazan produzido por célula em um determinado periodo depende
da atividade metabdlica dessa célula; Linfécitos ativados geram até dez vezes mais
formazan como células em repouso (MOSMANN, 1983). A producado de formazan é

linear com o tempo acima de 30 min-2 h e também é proporcional a concentragao de
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MTT, sendo que a relagao difere com os diferentes tipos de células (MOSMANN,
1983; DENIZOT; LANG, 1986, VISTICA et al.,1991).

O procedimento de MTT avalia a atividade (e numero) de células vivas no final
de um experimento. Uma outra vantagem do ensaio MTT & que as enzimas de
clivagem do tetrazdlio ndo estao presentes no soro. Uma desvantagem € que este é
uma técnica destrutiva em que as células ndo podem posteriormente ser usadas para
qualquer outro ensaio. No entanto, o meio de cultura pode ser salvo para outros, se

necessario.

Sendo assim, avaliou-se o efeito citotoxico da Sulcatona em células A7r5 pelo
teste de MTT nos tempos de 24, 48 e 72 horas e verificamos que a Sulcatona n&o
ocasionou morte celular em oito das nove concentracdes testadas. Apenas a maior
concentragédo 102 M ocasionou um efeito citotoxico nas células A7r5 nos trés periodos

de tempos testados.

Outro dado interessante € que a Sulcatona promoveu um aumento da
viabilidade celular em todos os tempos utilizados 24, 48 e 72 horas, sendo que no
periodo de 24 h apenas a concentragdo de 10-3M, em 48 horas cinco concentragbes
(107 M a 10 M) e no tempo de 72 h, trés concentragdes (10° a 10’M) testadas

induziram proliferacédo celular como mostrado na figura 17,18 e 19 respectivamente.

As células musculares lisas vasculares (CMLVs) sdo essenciais para um bom
desempenho da musculatura vascular. Ao contrair e relaxar, as CMLVs
desempenham um papel importante na manutengdo de uma pressido arterial
adequada, alterando o diametro luminal, e também desempenham outras fungdes,
que se tornam progressivamente mais importantes durante o remodelamento vascular
(OWENS; KUMAR; WAMHOFF, 2004; HAYASHI; NAIKI, 2009; ZHANG, et al., 2014).
Ao contrario de outras células musculares, as CMLVs néo se diferenciam de maneira
terminal. Eles podem mudar reversivelmente ao longo de um continuo fendtipo
contratil (também conhecido como fendétipo diferenciado ou fendtipo quiescente) para
um fendtipo sintético (também conhecido como fend6tipo desdiferenciado ou fendtipo
ativado) (BEAMISH et al., 2010). Neste processo, o aumento da proliferacdo e
migragao de CMLVs s&o, sem duvida, necessarias e potentes para o reparo vascular
(BEAMISH et al., 2010; ZHANG, et al., 2014).
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Uma vez que a Sulcatona aumentou a viabilidade celular podemos sugerir um
possivel efeito angiogénico bem como de reparagdo vascular. A angiogénese, a
formacgao de novos vasos a partir de preexistentes, € um processo que participa de
condigdes fisiologicas, como desenvolvimento e cicatrizagdo de feridas, mas também
€ um fator fundamental em muitas condigbes patoldgicas, incluindo cancer, artrite
infecciosa e psoriase. Inclui varias etapas caracterizadas por fungdes celulares
endoteliais distintas, como proliferacdo, migragcéo, formagéo de lumen, diferenciagcéo
e maturagdo. Cada etapa envolve multiplos fatores de crescimento, receptores e
moléculas, causando a diversidade de vias de sinalizagdo que afetam a
patogenicidade da angiogénese em diferentes doengas (VIALLARD; LARRIVEE,
2017; SAJIB et al., 2018).

Sabe-se também que o uso de inibidores da angiogénese induz o
desenvolvimento da hipertensdo arterial. Os inibidores da angiogénese (IA) sao
divididos em dois grupos principais: os anticorpos monoclonais inibidores das vias de
sinalizagdo vascular (bevacizumab) e as pequenas moléculas inibidoras de
tirosinaquinase (sunitinib, sorafenibe). O mecanismo de ag&o desses farmacos em
induzir HA ndo é completamente entendido, mas pode estar diretamente relacionado
a inibicao da sinalizac&o via tirosina quinase e dos fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (YEH; BICKFORD, 2009; SUTER; EWER, 2013).

A sinalizagdo VEGF é importante para o adequado funcionamento endotelial e
a sintese de 6xido nitrico — na qual sua inibigdo prejudica a vasodilatagao. Outros
efeitos da inibicdo de VEGF incluem a indugdo da morte de células endoteliais e a
rarefacdo dos vasos de resisténcia (EWER; YEH, 2013; SUTER; EWER, 2013). A
terapia com |A objetiva atingir moléculas que estdo com expressdo aumentada nos
pacientes com cancer; entretanto, tais moléculas também estdo presentes em células
nao tumorais e tém papel fisioldgico em diversos sistemas, incluindo o cardiovascular.
Portanto, ao atuarem no tumor pela inibicdo do VEGF, os IA também causam HA. Isso
gera um paradoxo posto que a presencga de HA é, ao mesmo tempo, um efeito adverso
cardiovascular e um sinal de resposta terapéutica oncolégica favoravel (EWER; YEH,
2013).

Assim, podemos concluir que a Sulcatona pode funcionar como uma
substéancia citoprotetora, bem como agir induzindo regeneragao celular ou até mesmo

possuir efeito antitumoral como muitos terpenos, classe em que se encontra a
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Sulcatona. Diante desses resultados também podemos inferir que a Sulcatona pode
ser usada de modo seguro em uma grande margem de concentragdes,
103 M a 10'° M, sem causar danos celular. E como ressaltado na literatura, com sua
DLsp oral em ratos bastante elevada (3.570 mg/kg p.c.) da uma grande margem de
seguranga para os trabalhos in vivo e ndo apresentou efeitos mutagénicos e

clastogénicos.

6.0- CONCLUSAO

Concluimos dessa forma que a Sulcatona n&o ocasiona morte celular nas
linhagens A7r5 nos tempos de 24, 48 e 72 h, com excessao da maior concentragéo
de102 M. Dessa forma ela pode ser usada de modo seguro para os experimentos in
vivo realizados no captitulo 03 e para os testes moleculares realizados no capitulo 04,
mostrando assim, que os efeitos verificados foram devido ao seu efeito bioldgico e
nao efeito citotoxico.
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EFEITO DA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA) LIVRE E COMPLEXADA
SOBRE OS PARAMETROS CARDIOVASCULARES EM RATOS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS

RESUMO

A 6-metil-5hepten-2-ona (Sulcatona) € encontrada em frutas citricas, esta
presente no oleo de citronela e € um ingrediente aromatizante pertencente a classse
dos Hemiterpenos, os quais sao terpenos contendo apenas uma unidade de isopreno
(C5-terpenos), tendo como nome IUPAC 6-metilhept-5-en-2-Ona e possui peso
molecular de 126,199 g/mol. Assim o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito anti-
hipertensivo da Sulcatona livre (via venosa) e complexada (via oral) em ratos Wistar
Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR). Os ratos foram anestesiados
para implantacdo de cateteres de polietileno (PE-10 e PE-90) na artéria e veia
femorais esquerdas. A presséo arterial e a frequéncia cardiaca foram medidas através
de um transdutor de pressdo acoplado a um amplificador (PowerLab 4/35 —
ADInstruments — SP/Brasil). Os resultados foram expressos como (médiate.p.m). A
administragcdo venosa de Sulcatona em todas as doses 12,5; 25 e 50 mg/Kg foi capaz
de diminuir a pressao arterial média (PAM) e causar taquicardia nas doses de 12,5 e
25 mg/Kg e bradicardia na dose de 50 mg/Kg. Efeitos esses que apds o bloqueio
farmacoldgicos foi mais acentuado apos bloqueio com atropina que atenuou a queda
da PAM e praticamente aboliu a FC de animais WKY e SHR em todas as doses. A
Sulcatona na dose de 50 mg/kg atenuou a hipotensao e reverteu a bradicardia apés
bloqueio com ioimbina. E apds o bloqueio com L-Name os animais WKY tiveram uma
reducdo na PAM nas doses de 25 e 50 mg/kg e a bradicardia foi revertida na maior
dose. Por via oral, a Sulcatona na forma livre ndo foi capaz de diminuir a pressao
arterial de animais SHR, porém o complexo Sulcatona/B-CD (Sulcatona/p-CD) na
dose de 200 mg/kg reduziu a pressao arterial a partir de 2 horas apds administragao
oral. Sugerindo dessa forma que a Sulcatona esta agindo sobre os receptores
muscarinicos no coragdo, em receptores op-adrenérgicos bem como uma agao
dependente de oxido nitrico. O complexo Sulcatona/B-CD como averiguado tem efeito
anti-hipertensivo em animais SHR na dose de 200 mg/kg quando administrado de
forma oral com um tempo de duas e meia de duragao.

Palavras Chaves: Sulcatona, anti-hipertensivo, bradicardia, SHR.
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1.0- INTRODUGAO

A hipertenséo € o fator de risco mais importante para doengas cardiovasculares
em todo o mundo. A hipertensao prolongada acarreta disfungédo endotelial vascular,
que por sua vez facilita o progresso da aterosclerose, levando finalmente a doenga
cardiovascular (VANHOUTTE, 1997; LAWERS; HOORN; RODGERS, 2008).
Portanto, é de grande importancia descobrir 0s mecanismos responsaveis e encontrar
tratamentos eficazes para o tratamento da hipertensdo (GOTO; OHTSUBO;
KITAZONO, 2018).

A busca por farmacos novos, seguros, eficientes, com menores efeitos
colaterais e com custos reduzidos para o tratamento das mais diversas patologias tém
motivado a pesquisa cientifica na area da quimica medicinal. E importante mencionar
que a utilizagcado de produtos naturais ativos como modelo ou molécula-protétipo para
a sintese de analogos mais potentes e seletivos, tém contribuido significativamente
para a obtencdo de novos agentes terapéuticos, que podem, muitas vezes, ser obtidos
mais facilmente e a custos menores. Inumeros farmacos disponiveis atualmente no
mercado farmacéutico foram obtidos sinteticamente baseados em estruturas ativas de
fontes naturais (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

A sintese total de analogos também representa um alvo promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos. Atualmente, o percentual de substancias
sintéticas utilizadas como farmacos atinge cerca de 75% do total dos medicamentos
utilizados no mundo. A sintese organica, que engloba também a sintese de farmacos,
representa a vertente da quimica organica capaz de construir moléculas,
independente do seu grau de complexidade estrutural, explorando conceitos
fundamentais que regem o comportamento quimico dos diferentes grupamentos
funcionais (BARREIRO, 1991).

O processo de geragao de novas terapéuticas € um procedimento de longa
duragdo que visa ndo apenas descobrir novas drogas para tratar uma doenca
especifica, mas também garantir sua seguranca e eficacia em condi¢gbes da vida
real. Trazer um novo medicamento da descoberta para o mercado geralmente leva
mais de 10 anos e requer centenas de milhdes de ddlares. O processo consiste em
dois estagios, a descoberta de medicamentos e o desenvolvimento de medicamentos
(NYS; FILLET, 2018).



M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 475 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA) 1 1 3

Dentre esses produtos sintéticos de origem natural destaca-se a Sulcatona ou
6-metil-5-hepten-2-ona pertencente a classe dos terpendides (LIU et al., 2018), uma
molécula biolégica com grande potencial farmacolégico. A Sulcatona é encontrada
em frutas citricas, esta presente no oleo de citronela e € um ingrediente aromatizante
pertence a classe dos Hemiterpenos, os quais sdo terpenos contendo apenas uma
unidade de isopreno (C5-terpenos), tendo como nome IUPAC 6-metil-5-hepten-2-Ona
e peso molecular de 126,199 g/mol.

Dessa forma com as varias atividades bioldgicas demonstrada pelos terpenos
como anticancer (TRINDADE et al, 2019), analgésica e anti-inflamatoria
(GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS, 2013), anti-hipertensiva (MAIONE et al.,
2013) vasorrelaxante (SILVA-FILHO et al., 2012), antibacteriana, antifungica, antiviral
(KANDANUR et al., 2019) e na literatura ndo consta nenhum efeito da Sulcatona no
sistema cardiovascular, o objetivo do trabalho foi avaliar a agao da Sulcatona livre (por
via venosa) e complexada (por via oral) sobre os parametros cardiovasculares de

ratos Kyoto (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR).
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2.0- MATERIAL E METODOS

2.1- Animais

Nesse estudo foram utilizados ratos machos adultos, com 20 semanas de idade,
da linhagem SHR e WKY (Rattus novergicus), pesando cerca de 250 - 350 g, oriundos
do biotério do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade
de S&o Paulo. Nesta idade, os animais SHR ja possuem hipertensdo bem
estabelecida (DORNAS; SILVA, 2011), mesma idade na qual foi utilizado o controle
WKY. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos em sala com
temperatura e umidade controladas e com agua e ragdo ad libitum, em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. Os ratos foram anestesiados com cloridrato de xilazina
(10 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg) e eutanasiados por decapitacdo. Os experimentos
foram realizados de acordo com os principios éticos para experimentacdo animal,
segundo o protocolo experimental (275/2016 e 335/2018) da Comiss&o de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui e do Instituto de
Biociéncias/USP, respectivamente.

2.2- Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas nesse estudo foram Ny-nitro-l-arginina metil ester
hidroclorido (TOCRIS, Ellisville, MO, USA), 6-metil-Shepten-2-ona (Sulcatona),
prazosin, ioimbina, atropina, hexametoénio (todos da Sigma, St. Louis, MO, USA),
heparina (Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) e Tween 80 (Fisher scientific, EUA). Na
preparacdo das solugdes estoques a Sulcatona (6-metil-5-hepten-2-ona) e o
complexo Sulcatona/p-CD foram diluidos em Tween 80 (0,5% v/v), para todos os

experimentos in vivo. Todas as solugdes estoques foram mantidas a -20°C.
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2.3- Afericao dos parametros cardiovasculares apo6s administragao
venosa e oral de Sulcatona em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

Foram avaliados os efeitos da Sulcatona nas doses 12,5; 25 e 50 mg/Kg
administradas endovenosamente. Para isto os animais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/Kg, i. p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), e cateteres de polietileno (PE),
foram implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral
esquerda, respectivamente. Apos a insercdo e fixacdo, os cateteres foram
exteriorizados na regido cervical posterior do animal (scapulae) e foram mantidos com
solugéo salina heparinizada (100 U/mL) imediatamente apds a colocacao e antes do
registro do sinal da PAM (OLIVEIRA et al., 1996). A PAM e FC foram medidas 24h
apos o ato cirurgico pela conexao do cateter arterial a um transdutor de presséo pré-
calibrado acoplado a um amplificador (Quad Bridge Amp — ADInstruments - SP/Brasil)
e conectado a um micro-computador equipado com placa conversora analogico-digital
(PowerLab 4/35 — ADInstruments — SP/Brasil) e com o programa LabChart (PowerLab
4/35 — ADInstruments — SP/Brasil).

Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle, as medi¢cdes foram
realizadas conforme a descrigdo de Lahlou, (2002). Os animais foram mantidos em
aclimatac&o por um periodo de, no minimo, 60 min para estabilizagado dos parametros
cardiovasculares (PAM e FC). Em seguida, administrou-se nitroprussiato de sédio
(10 pg/kg, i.v.) para verificar a correta da implantacéo do cateter. Apds 30 min, doses
crescentes da Sulcatona foram administradas de forma randomizada com intervalos
de tempo suficiente (£ 30 min) para que os parametros cardiovasculares retornassem
aos seus valores da linha de base. Como controle positivo foi utilizado um grupo de
animais normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) que receberam nitroprussiato de
sodio (10 pg/kg i.v.). Os valores de PAM e FC foram computados antes (valores da
linha de base) e imediatamente apds a administracdo das substancias e suas
variagdes foram expressas como diferenca da pressdo arterial média/frequéncia
cardiaca final menos a inicial: APAM= PAMf — PAMi / AFC= FCf — FCi, onde PAMf:
pressao arterial média final, PAi: pressao arterial média inicial, FCf: frequéncia
cardiaca final, FCi: frequéncia cardica inical.
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Com o intuito de verificar o efeito da administracdo oral do complexo
Sulcatona/p-CD e apenas Sulcatona o cateter foi implantado apenas na artéria femoral
esquerda. Os animais foram divididos em trés grupos (SHR controle salina, SHR +
Sulcatona/pB-CD — 200 mg/Kg e SHR + Sulcatona- 100 mg/Kg) com cinco animais
cada. Apds 30 min de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, o primeiro
grupo recebeu salina mais tween 80 (v.0) e o segundo recebeu uma dose de 200
mg/kg (v.0.) do Sulcatona/p-CD ou apenas Sulcatona na dose de 100 mg/kg. Os
valores da PAM e FC foram registrados nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150,180, 210,
240, 270, 300 e 330 min apdés administracdo. Os valores de PAM e FC foram
computados antes (valores de linha de base) e apos a administracdo das substancias

e suas variagdes foram expressas em diferenga de pressao ou frequéncia.

2.4- Efeito da Sulcatona sobre os parametros cardiovasculares de ratos
normotensos (WKY) e hipertensos (SHR)

Apos estabilizagdo dos parametros hemodinamicos utilizou-se NPS 10 pg/kg
(i.v.), um doador de oxido nitrico (CASTRO et al., 2011), como controle positivo. Apds
o retorno ao seu estado basal (= 30 min) os animais foram tratados com: prasozina
(1,0 mg/kg, i.v.), antagonista dos receptores alfa-1 adrenérgicos (ALLARD et al., 1995;
MARSHALL et al., 2019), atropina (2,0 mg/kg, i.v.), um antagonista ndo-seletivo dos
receptores muscarinicos (ASSAIDI et al., 2014), ioimbina (2,0 mg/kg, i.v.) antagonista
dos receptores alfa-2 adrenérgicos (ALLARD et al., 1995), propranolol (1,5 mg/kg, i.v)
um antagonista dos receptores beta adrenérgicos (KENTON, BOON, CAIN, 2008),
hexametonio (20 mg/kg, i.v.), um bloqueador ganglionar (BORODINOVA et al., 2013)
ou L-NAME (20 mg/kg, i.v.), um inibidor competitivo da sintase de 6xido nitrico (NOS)
(TRAYSTMAN et al., 1995; ASSAIDI et al., 2014), e ap6s 30 min do bloqueio uma
curva dose-resposta para Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg, i.v.).
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2.5- Preparo e Caracterizacao do processo de inclusao Sulcatonal-
Ciclodextrina (Sulcatona/p-CD)

O preparo e caracterizacdo do processo de inclusdao Sulcatona/p-CD foi
realizado no Laboratério de Geoquimica Organica e cedido pelo professor Dr. Sidney
Goncalo de Lima do departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui
(dados estes foram submetidos a Revista: International Journal of Pharmaceutics,
Intitulado: Theoretical and Experimental Study of Inclusion Complex of 3-Cyclodextrin

and sulcatone: Cardiovascular activity evaluation).

Para a preparagdo do complexo, foram utilizados; Sulcatona (SU), 98% (St.
Louis, MO, EUA), peso molecular = 126 g mol! e B-ciclodextrina (B-CD), Roquette,
marca KLEPTOSE®, massa molecular = 1134,98 g mol'. As solugbes foram
produzidas com agua ultrapura (18,2 MQ) obtida usando um sistema de purificagao
Master All (GEHAKA).

No processo de preparo do complexo foi utilizado a técnica de spray-dry para
caracterizacao e evidéncias do complexo de inclusdo Sulcatona/B-CD e foram
fornecidas pelas técnicas de IR (Espectrometria de Infravermelho com Transformada
de Fourier), DRX (Difragdo de raio-x), TGA (Analise termogravimétrica), DSC
(Calorimetria exploratéria diferencial) e RMN (Espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear).

O diagrama de solubilidade da Sulcatona, em B-CD, apresentou perfil linear e
ascendente (AL), sugerindo uma complexagdo da Sulcatona em S-CD com
estequiometria de 1:1.

A eficiéncia de encapsulagao foi determinada em 37% (3,7 mg de Sulcatona
para cada 100mg de B-CD). A partir de calculos tedricos, foi possivel avaliar a
estabilidade e determinar o modo de orientag&o do ligante (Sulcatona) na cavidade da

ciclodextrina.
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3.0- Analise Estatistica

Resultados foram expressos como media + erro padrdo das medias de quatro
a nove animais por grupo. A estatistica foi realizada utilizando o Test-t Student nao
pareado ou Anova one-way seguida do pos-test de Dunnet. Nas analises, valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantivos. Todos os procedimentos
foram analisados utilizando o programa Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software,
Inc., San Diego, CA, USA).

4.0- RESULTADOS

4.1- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona (i.v) sobre os parametros
cardiovasculares de ratos WKY e SHR

A administragao venosa de Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) reduziu a presséo
arterial de maneira dose-dependente em modelos de ratos n&o-anestesiados
utilizados. A maior dose utilizada (50 mg/kg) causou bradicardia, enquanto as outras
duas doses causaram taquicardia (Figura 03). As figuras 20 e 21 mostram os registros
originais dos parametros cardiovasculares (PAM e FC) dos animais WKY e SHR.

Com relagdo a dose de 12,5 mg/kg, verificou-se que ndo ocorreu diferenga
significativa na hipotensao do animal WKY (-18,55+1,62 mmHg) em relagdo ao SHR
(-14,72+£0,89 mmHg). Na dose de 25 mg/kg a hipotensdo foi significativamente
aumentada comparando os dois modelos de animais: SHR (-20,44+1,09 mmHg) e
KWY (-29,68+1,18 mmHg). Em relagdo a frequéncia cardiaca ambas as doses

causaram taquicardia sem diferenca significativa entre elas.

Na maior dose utilizada (50 mg/kg) a hipotensao foi aumentada tendo diferencga
significativa entre animais SHR (-39,59+2,31 mmHg) em relagcdo ao KWY (-52,45+1,18
mmHg) e de modo diferente das outras doses ocorreu bradicardia acentuada (WKY: -
52,45+1,18; -39,59+2,32 bpm) ndo havendo diferenca significativa nos modelos de

animais utilizados.
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FIGURA 20: Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes
de Sulcatona (12,5; 25,0 e 50,0 mg/kg, i.v.) sobre os parametros cardiovasculares de
ratos WKY nao anestesiados. As setas indicam o momento exato da administracao.
NPS: Nitroprussiato de sodio.
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FIGURA 21: Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes
de Sulcatona (12,5; 25,0 e 50,0 mg/kg, i.v.) sobre os parametros cardiovasculares de
ratos SHR ndo anestesiados. As setas indicam o momento exato da administragao.

NPS: Nitroprussiato de sodio.
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FIGURA 22: Efeito comparativo da Sulcatona sobre os parédmetros cardiovasculares

de ratos WKY e SHR. Valores expressos como média + e.p.m. (n= 4 -9), Teste-t de
Student nao pareado; ***p<0,001, ****p<0,0001. NPS: Nitroprussiato de sodio.
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4.2- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona antes e apés o bloqueio do
receptor a1 adrenérgicos em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

A Administragdo endovenosa de Sulcatona tanto nos animais WKY quanto
SHR, apo6s o bloqueio do receptor a1 adrenérgicos com prazosin (1 mg/kg) acarretou
um aumento da hipotensao nas menores doses (12,5 e 25 mg/kg) (WKY: -18,53+1,62;
-29,68+1,18 mmHg e SHR: -14,72+0,89; -20,45+1,09 mmHg) porém n&o houve
diferencga significativa na maior dose utilizada (50 mg/kg; WKY: -52,45+1,18 mmHg e
SHR: -39,59+2,32 mmHg), o mesmo ocorreu com a frequéncia cardiaca, na qual
ocorreu uma reversao da taquicardia levando ha uma bradicardia nas menores doses
(WKY: 16,45+0,96; 26,32+1,26 bpm e SHR: 17,93+1,34; 18,82+3,41 bpm), sem
alteracao significativa com a maior dose (WKY: -62,31+4,42 bpm e SHR: -56,65+6,88

bpm). Dados esses apresentados nas Figuras 23 e 24.
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FIGURA 23: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos

bloqueio com prazosin (1 mg/kg). Valores expressos como média £ e.p.m. (n= 5),

*p<0,0001. NPS: Nitroprussiato de sédio.
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FIGURA 24: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com prazosin (1 mg/kg). Valores expressos como meédia £ SEM (n=4),
Teste-t de Student nao pareado; *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. NPS:

Nitroprussiato de sodio.
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4.3- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona antes e apés o bloqueio do
receptor a: adrenérgicos em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

A administragdo de Sulcatona na dose de 12,5 e 25 mg/kg apos o bloqueio
farmacoldgico com ioimbina (um bloqueador dos receptores a2 adrenérgicos) na dose
de 2 mg/kg acentuou a hipotensdo, porém néo alterou a frequéncia cardiaca quando
comparada apenas com a administracdo de Sulcatona na mesma dose tanto em
modelos WKY (PAM: -32,77+2,49; -39,95+2,93 mmHg; FC: 14,26+1,57; 22,07+1,74
bpm) como em SHR (PAM: -20,97+1,01; -37,88+6,98 mmHg; FC: 13,56+2,15;
15,07+2,27 bpm) .

No entanto, a dose de 50 mg/kg ndo alterou a hipotensdo em ratos WKY
(-56,58+2,28 mmHg) e foi atenuada em ratos SHR (-29,69+1,88 mmHg), porém a
bradicardia foi atenuada significativamente apds o bloqueio farmacolégico com
ioimbina em ratos WKY (-17,28+13,51 bpm) e revertida em animais SHR (9,86 + 4,35

bpm). Resultados esses mostrados nas Figuras 25 e 26.
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FIGURA 25: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos
bloqueio com ioimbina (2 mg/kg). Valores expressos como média £ SEM (n=5), Teste-
t de Student nao pareado; **p<0,01; ***p<0,001. NPS: Nitroprussiato de sddio.
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FIGURA 26: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com ioimbina (2 mg/kg). Valores expressos como meédia + e.p.m. (n=
4), Teste-t de Student ndo pareado; *p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001. NPS: Nitroprussiato

de sodio.
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4.4- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona antes e apés o bloqueio dos
receptores [-adrenérgicos em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

Apoés a administragcdo de Sulcatona nas trés doses utilizadas (12,5; 25 e 50
mg/kg), houve um aumento da hipotens&o apds o bloqueio com propranolol (dose de
1,5 mg/kg) em ratos WKY (-42,53 + 0,82; -44,07 + 1,10; -68,65 + 0,59 mmHg) e SHR
(-17,96 £1,66;-29,29 + 1,43; -58,92 + 1,54 mmHg). Sendo que apenas na menor dose
nao ocorreu alteragao da hipotensdo quando comparada apenas com a administragcao
da Sulcatona sem bloqueio farmacolégico com propranolol.

Ja em relagao a frequéncia cardiaca evidenciou-se um bloqueio total em todas
as doses em ambos os animais WKY (-0,42 + 0,39; 4,96 + 1,18; -0,14 +£ 0,30 bpm) e
SHR (13,56 +1,71; 15,07 £ 1,74; 9,86 + 2,07 bpm) apos o bloqueio farmacolégico dos

receptores 3 adrenérgicos.

Os efeitos sobre a pressao arterial média e frequéncia cardiaca podem ser

visualizados na Figuras 27 e 28.



M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 475 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

FIGURA 27: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos
bloqueio com propranolol (1,5 mg/kg). Valores expressos como média + e.p.m. (n=4),
Teste-t de Student nao pareado; ****p<0,0001. NPS: Nitroprussiato de sddio.
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FIGURA 28: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com propranolol (1,5 mg/kg). Valores expressos como média + e.p.m.
(n=4), Teste-t de Student n&o pareado; **p<0,01, ***p<0,001. NPS: Nitroprussiato de

sodio.
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4.5- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona antes e apés o bloqueio dos
receptores muscarinicos em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

Ap0s o bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina na dose de 2 mg/kg
(SANTOS et al., 2015) o efeito hipotensor da Sulcatona nas trés doses utilizadas foi
significativamente atenuado tanto em animais KWY (-16,32+1,90; -16,49+2,92;
-21,4615,07 mmHg) quanto em animais SHR (-10,42+0,14; -11,21+1,56; -17,62+1,21
mmHg), ndo houve diferenga significativa na menor dose, de 12,5 mg/kg, em animais
WKY.

No entanto, a frequéncia cardiaca em todas as doses foi significativamente
atenuada tanto em animais WKY (3,28+0,64; 5,37+1,37; 5,38+0,44 bpm) quanto em
animais SHR (2,01+0,61, 9,58+0,48; 10,69+1,45 bpm). Efeitos esses mostrados na
Figuras 29 e 30.



132

M.E.P.S.,2019. AVALIACAO CITOTOXICA EM CELULAS 475 E ANTI-HIPERTENSIVA EM RATOS SHR INDUZIDO PELA 6-METIL-5-HEPTEN-2-ONA (SULCATONA)

FIGURA 29: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos
bloqueio com atropina (2 mg/kg). Valores expressos como meédia + e.p.m. (n= 5),
Teste-t de Student nao pareado; ***p<0,001; ****p<0,0001. NPS: Nitroprussiato de

sodio.
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FIGURA 30: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com atropina (2 mg/kg). Valores expressos como média + e.p.m.
(n=4), Teste-t de Student nao pareado; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

NPS: Nitroprussiato de sodio.
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4.6- Efeito Anti-hipertensivo da Sulcatona antes e apdés o bloqueio

ganglionar em ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR)

O bloqueio ganglionar com hexameténio na dose de 20mg/kg atenuou a queda
da pressao arterial apds administracdo da dose de 50 mg/kg (-34,79+4,86 mmHg) e
aumentou na dose de 25 mg/kg (-37,9844,49 mmHg) em ratos WKY nao tendo
diferenca significativa na menor dose de 12,5 mg/Kg (-16,75+0,95 mmHg). Ja em
ratos SHR todas as doses levaram a um aumento da hipotensdo (-31,26+2,46;

-44,01+1,06; -54,16+1,84 mmHg) apds o bloqueio ganglionar.

Em relacdo a frequéncia cardiaca a administragdo venosa de Sulcatona nas
doses de 12,5 e 25 mg/kg aumentou a taquicardia apos o bloqueio com hexameténio
(70,50+15,78; 55,75+10,93 bpm); e na dose 50 mg/kg ocorreu uma reversao da
bradicardia em ratos WKY (45,51+£8,71 bpm), no entanto, em animais SHR a
taquicardia causada pela Sulcatona nas menores doses e bradicardia na maior dose
foram praticamente abolidas apds o bloqueio ganglionar. Efeitos esses mostrados na
Figuras 31 e 32.
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FIGURA 31: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos
bloqueio com hexametdnio (20 mg/kg). Valores expressos como meédia + e.p.m.
(n=4), Teste-t de Student nao pareado; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

NPS: Nitroprussiato de sodio.
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FIGURA 32: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com hexameténio (20 mg/kg). Valores expressos como média £ e.p.m.
(n=5), Teste-t de Student ndo pareado; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. NPS:

Nitroprussiato de sodio.
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4.7- Efeito Anti-hipertesinvo da Sulcatona antes e ap6s o bloqueio da
oxido nitrico sintase (NOS) em ratos normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR)

A Sulcatona nas doses de 25 e 50 mg/kg atenuou a hipotensao apods bloqueio
com L-NAME (20 mg/kg) em ratos WKY (-19,64+1,17; -40,00+6,85 mmHg) e
aumentou a hipotens&o na dose de 25 mg/kg em ratos SHR (-35,48+4,53 mmHg).

A Sulcatona aumentou a taquicardia na menor dose (23,75+3,54 bpm) e
reverteu a bradicardia na maior dose (65,40+22,83 bpm) em ratos WKY. Por outro
lado, aumentou a taquicardia na dose de 12,5 mg/Kg (55,85+1,11 bpm) e reverteu a
taquicardia na dose de 25 mg/kg (-79,90+1,24 bpm) em ratos SHR. A bradicardia na
dose de 25 mg/kg foi acompanhada de subito aumento da frequéncia cardiaca com

posterior normalizacdo da mesma em ratos SHR.

Os efeitos causados pela Sulcatona nas doses utilizadas ap6s bloqueio da NOS
em ratos WKY e SHR estdo mostrados na Figuras 33 e 34.
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FIGURA 33: Efeito hipotensor da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos WKY apos
bloqueio com L-NAME (20 mg/kg). Valores expressos como média + e.p.m. (n= 4),
Teste-t de Student ndo pareado; *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. NPS: Nitroprussiato

de sodio.
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FIGURA 34: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona (12,5; 25 e 50 mg/kg) em ratos SHR
apos bloqueio com L-NAME (20 mg/kg). Valores expressos como média + e.p.m.
(n= 4), Teste-t de Student ndo pareado; **p<0,01; ****p<0,0001. NPS: Nitroprussiato

de sodio.
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4.8- Efeito da administracao oral de Sulcatona livre e do complexo
Sulcatona/B-CD em animais espontaneamente hipertensos (SHR)

Apoés a administragdo da dose de 200 mg/kg do complexo Sulcatona/B-CD por
via oral houve uma queda da pressao arterial apos 120 min de administragao oral com
um tempo médio de trés horas até voltar ao basal (174,00+4,58 n=3), valores estes:
120 min : 144,0048,57; 150 min: 143,75+6,93; 180 min: 143,25+8,24; 210 min:
144,00+8,17; 240 min: 150,50+7,77; 270 min: 154,00+6,48; 300 min: 156,50+6,24.
Com relagéo a administragdo de 100 mg/kg de Sulcatona (v.0) ndo houve diferencga
significativa comparada com o grupo controle e nem com a administracdo do

complexo. Dados esses que estdo mostrados na Figura 35.

FIGURA 35: Efeito anti-hipertensivo da Sulcatona e do Complexo Sulcatona/B-CD

sobre a PAM em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ndo anestesiados.
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5.0- DISCUSSAO

A hipertensao arterial € uma doenga assintomatica a longo prazo e um
importante fator de risco para acidente vascular cerebral, doenca coronariana e
doenca vascular renal. E bem conhecido que os medicamentos tém muitos efeitos
colaterais que podem complicar a condicdo médica do paciente. Apesar da
disponibilidade de varios tipos de drogas anti-hipertensivas, um tratamento bem-
sucedido para a hipertenséao é dificil de ser alcangado. Assim, o desenvolvimento de
novas ferramentas farmacoldgicas pode ajudar a melhorar o manejo clinico dessa
patologia (EDDOUKS et al., 2002; LAURENT et al., 2012; GORZALCZAN et al., 2013;
ASSAIDI et al., 2014).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de novas ferramentas
farmacoldgicas, os estudos dos processos evolutivos de reconhecimento molecular
em sistemas biologicos assumem grande importancia, pois constituem as bases
fundamentais para o entendimento de propriedades como poténcia, afinidade e
seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas biotecnolédgicas
associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no

desenvolvimento de novas moléculas com atividade biologica (GUIDO et al., 2010).

Dentre essas novas ferramentas farmacologicas tém-se o uso de substancias
sintéticas que sao encontradas em varias plantas medicinais usadas no tratamento de
diversas doencas incluindo a hipertensao arterial devido aos baixos efeitos colaterais
quando comparados com as drogas vendidas comercialmente. Logo, a procura de
novas ferramentas que possam diminuir as consequéncias da hipertensao arterial é
de grande importédncia para a sociedade. Com base nisso, esse estudo foi
fundamentado utilizando uma substéncia sintética chamada 6-Metil-5-hepten-2-ona
(Sulcatona), que é da classe dos terpenos e um Oleo essencial encontrado em
algumas espécies de plantas, bem como usado como ferorménio de atragdo entre
insetos (RODRIGUEZ; PEREZ; NAZARENO, 2016,).

Em estudo prévio, a Sulcatona foi capaz de causar vasorrelaxamento
independente do endotélio vascular em anéis de aorta de ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus) (SILVA et al., 2019). Com base nisso, resolveu-se avaliar o efeito anti-
hipertensivo da Sulcatona em ratos Wistar Kyoto (WKY) e espontaneamente
hipertensos (SHR), sendo que este ultimo tem uma grande importancia devido a
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similaridade com a hipertensdo essencial do homem (PAREDES et al.,, 2018;
TRIPPODO, FROHLICH, 1981). Os ratos SHR apresentam atividade aumentada dos
mecanismos de retengao de liquidos, reabsor¢céo de sodio e aumento da resisténcia
vascular, bem como uma hiperatividade simpatica. A hipertensdo do SHR adulto esta
associada a um aumento da resisténcia periférica total e um débito cardiaco normal
ou diminuido. Esse aumento na resisténcia vascular € produzido primeiramente por
mecanismos neurogénicos e, posteriormente, por alteragbes vasculares estruturais
(LUNDIM et al.,1984; POTTS et al., 1998).

Assim, para verificar os possiveis mecanismos de acdo da Sulcatona por via
venosa realizou-se a administracio intravenosa de Sulcatona nas doses 12,5; 25 e 50
mg/kg em ratos KWY e SHR. Com isso verificamos que a Sulcatona causou uma
hipotensao de forma dependente de dose nos modelos animais analisados, porém,
somente a maior dose (50 mg/kg) causou uma hipotensao seguida de uma bradicardia
enquanto que as outras doses causaram o efeito taquicardico. Efeito hipotensor esse
que foi mais acentuado em ratos Kyoto quando comparado com os animais SHR e
tanto a taquicardia nas menores doses quanto a bradicardia da maior dose n&o
tiveram diferenga significa entre os modelos animais analisados (Figuras 20, 21 e 22).

Para averiguar o envolvimento das possiveis vias de sinalizagao envolvidas no
mecanismo que poderiam causar a hipotensdo bem como a taquicardia e a
bradicardia dependendo da dose, utilizou-se ferramentas farmacologicas para
bloquear determinadas vias de sinalizacdo em modelos animais WKY e SHR.

Os receptores a1 adrenérgicos, pertencem a uma grande familia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) que medeiam agdes das catecolaminas enddgenas,
norepinefrina e epinefrina. Eles desempenham papéis criticos em muitos processos
fisiologicos, incluindo a contragdo do musculo liso vascular, inotropia e cronotropia do
miocardio, e no metabolismo da glicose hepatica (NICHOLS; RUFFOLO, 1991), bem
como, sao responsaveis também pelo processo de contragdo do musculo liso
vascular. Evidéncias farmacoldgicas crescentes sugerem que multiplos subtipos as-
AR com homologia estrutural, mas com caracteristicas distintas, regulam essas
respostas. Por exemplo, o a1a-AR foi mostrado por mediar a contragdo das artérias
renal e caudal (LACHNIT et al., 1997; PIASCIK et al., 1997; HROMETZ et al.,1999).
O a1p-AR foi mostrado para regular a contragdo da aorta femoral, iliaca e artéria
mesentérica superior (PIASCIK et al., 1997; HROMETZ et al., 1999). E ha pouca
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evidéncia direta para um papel do ais-AR como um mediador da fung¢ao contratil nos
vasos sanguineos. Estes dados isolados mostram que ha diversidade na arvore

vascular em relacdo ao a4-AR, que modula a contragao do musculo liso vascular.

Sendo assim, foi utilizado prazosin (1 mg/kg i.v) um bloqueador dos receptores
a1 adrenérgicos, em animais WKY e SHR nos quais a Sulcatona nas doses de 12,5 e
25 mg/kg (v.v.) aumentou a hipotensédo e a taquicardia foi revertida. Efeito hipotensor
esse se deve a diminuicao da resisténcia periférica dos vasos sanguineos, porém a
maior dose 50 mg/kg ndo alterou os parametros cardiovasculares, mostrando dessa
forma um possivel efeito sinérgico da Sulcatona com outros sistemas de receptores
no organismo, sobre os parédmentros cardiovasculares de animais normotensos e

hipertensos (Figuras 23 e 24).

Os agonistas az-adrenérgicos estimulam os receptores no SNC e periférico,
realizando a inibicdo da liberagdo de nora-epinefrina pelos terminais nervosos,
diminuindo o efluxo simpatico para a periferia, 0 que consequentemente reduz: a
resisténcia periférica vascular, alteragées do débito cardiaco e bradicardia, resultando
em hipotensdo (FLACKE, 1992). No rato, estudos neuroanatdbmicos e fisioldégicos
demonstraram que dois grupos interconectados de neurbnios dentro da medula
oblonga ventrolateral sdo parte integrante do controle do tbnus vasomotor: um
pressor rostral (RVLM) e um grupo depressor mais caudal (CVLM). Neurénios no
RVLM e pré-ganglionares do nervo medular estdo envolvidos na manutengéo
do ténus simpatico de repouso e da pressao arterial, e um subconjunto de neurénios
no CVLM fornece entradas inibitérias tonicas para os neurbnios vasopressores
RVLM. Além disso, estudos farmacoldgicos mostraram que o RVLM € o local de agéao
de agentes anti-hipertensivos de ag&o central.

Para verificar se a queda da PA induzida pela Sulcatona envolveria a ativacao
dos receptores az-adrenérgicos do SNC, foi utilizado ioimbina (2 mg/kg), antagonista
seletivo destes receptores. Nestas condi¢des, observou-se que a resposta anti-
hipertensiva da Sulcatona acentuou a hipotensdo nas menores doses utilizadas tanto
em animais WKY quanto em SHR, ndo alterando na maior dose 50 mg/kg. Nao
alterando a taquicardia causada nas menores doses e diminuindo a bradicardia na
maior em ratos WKY e reverteu a bradicardia em animais SHR (Figuras 25 e 26). Com
base nesses resultados podemos sugerir que a Sulcatona possa ter efeitos
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simpaticoliticos devido uma acentuacédo da queda da pressao arterial apds bloqueio

dos receptores az-adrenérgicos.

Com o objetivo de verificar o efeito hipotensor da Sulcatona sobre o bloqueio
dos receptores adrenérgicos, principalmente nos receptores adrenérgicos 31 que se
localizam em maior densidade no coragéo e receptores adreneérgicos 32, localizados
principalmente na musculatura lisa (vascular e brénquios), utilizou-se o propranolol
que é um antagonista (-adrenérgico n&o seletivo (KENTON; BOON; CAIN, 2008).
Ap0s o bloqueio farmacolégico com propranolol houve um aumento da hipotensdo em
ratos WKY e SHR. Na menor dose n&o ocorreu alteracdo da hipotensdo quando
comparada apenas com a administracdo da Sulcatona sem bloqueio farmacologico
com propranolol. Em relacédo a frequéncia cardiaca evidenciou-se um bloqueio total
em todas as doses em ambos os animais apds o bloqueio farmacolégico dos

receptores 3 adrenérgicos (Figuras 27 e 28).

Essa droga diminui o efluxo simpatico por antagonizar a agdo das
catecolaminas nos receptores beta no sistema nervoso central e na periferia. O
propranolol € o protétipo dos betabloqueadores inespecificos e, inicialmente, diminui
a presséo arterial por diminuir o débito cardiaco. A longo prazo, o débito cardiaco
retorna ao normal e a resisténcia periférica total diminui, mantendo a presséo arterial
baixa. A menor resisténcia periférica € atribuida ao bloqueio dos receptores beta no
sistema nervoso central e a menor secregao de renina pelos rins, uma vez que a
inervacdo adrenérgica para o aparelho justaglomerular ocorre por estimulagdo dos
receptores beta (FROHLICH, 1980).

Tais receptores estdo acoplados a proteina Gs, ligados a adenilato-ciclase (AC)
da qual existem pelo menos 9 isoformas, sendo as isoformas V e VI as principais
expressas no coragéo e quando ativados por agonistas (catecolaminas) a AC catalisa
o ATP em a adenosina 3 ', 5' -monofosfato ciclico (AMPc), ativando a proteina cinase
A (PKA). Ao fazé-lo, as subunidades cataliticas da PKA sdo tornadas competentes
para fosforilar varios alvos proteicos intracelulares em residuos de serina e treonina,
inclusive os canais de Ca?* aumentando a [Ca?'];, que devido a isso aumenta o
encurtamento fracional do musculo cardiaco durante a contragéo (efeito inotropico
positivo) e eleva a frequéncia cardiaca (efeito cronotrépico positivo), ocasionando o
aumento do débito cardiaco (MANSOOR, 2009).
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A bradicardia observada neste experimento pode ser desencadeada por varias
vias, incluindo aquelas que atuam localmente para influenciar a fungdo do musculo
cardiaco e midcitos. Pode ser devido a hiperpolarizacédo celular apos a abertura de
canais de potassio que estao diretamente ligados as proteinas G e a saida dos ions
de potassio da célula (MOHAN, PATERSON 2000; THRASHER, 2004; BERNARDES
et al., 2013).

Algumas drogas anti-hipertensivas comumente usadas no tratamento da
hipertensao resistente, com os bloqueadores adrenérgicos que foram utilizados nesse
experimento, ativam cronicamente o sistema nervoso simpatico enquanto diminuem
a pressado arterial (LOHMEIER, ILIESCU, 2015), uma resposta provavelmente
mediada pela descarga crénica dos barorreceptores arteriais, com isso podemos
inferir que apods o uso de bloqueadores adrenérgicos, como o0 aumento da hipotensao
ocasionado pela Sulcatona pode ser devido em parte a ativagao dos barorreceptores

arteriais.

Para averiguar a causa da bradicardia ocorrida na maior dose, foi utilizado um
antagonista nao-seletivo dos receptores muscarinicos (Atropina, 2 mg/kg). Sabe-se
que a estimulacdo de receptores muscarinicos por um agonista como acetilcolina
promove a reducdo da taxa e forga dos batimentos cardiacos resultante da acao
parassimpatica. E a ativagdo desses mesmos receptores (predominantemente do
subtipo M2) no nodo sinoatrial por agdo vagal induz bradicardia intensa (efeito
inotropico negativo) devido a um retardo na condugao elétrica do coragéo, que pode
ser acompanhado por hipotensdo, devido a uma diminuicdo no débito cardiaco
(FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980; CAULFIELD, 1993; MONCAD, HIGGS, 1993;
MEDEIROS et al., 2006).

O controle extrinseco da fungdo cardiaca € regulado principalmente pelo
sistema nervoso autdbnomo. O ramo parassimpatico, que libera o neurotransmissor
ACh, &€ bem conhecido por controlar a FC (DHEIN et al., 2001) ao regular
predominantemente a funcdo atrial (LOFFELHOLZ; PAPPANO, 1985). Ricas
inervagodes colinérgicas sdo encontradas no nodo sinoatrial, no miocardio atrial, no n6
atrioventricular e no sistema de conducgé&o ventricular de muitas espécies (KENT et al.,
1974). Embora menos abundantes, as fibras parassimpaticas também s&o
encontradas nos ventriculos, onde a estimulagao do receptor de ACh muscarinico tipo
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2 por ACh leva a inibicdo do canal de calcio tipo L e, consequentemente, reduz a
contratilidade dos cardiomidcitos (NAGATA et al., 2000).

Na presengca de atropina, a hipotensdo causada pela Sulcatona foi
significativamente reduzida, assim como a frequéncia cardiaca em todas as doses e
modelos animais utilizados quando comparada ao controle (Figuras 29 e 30), o que
sugere que a Sulcatona possa estar agindo sobre receptores M2 no coragéo levando
a uma intensa bradicardia bem como uma hipotensao devido a diminui¢ao do débito
cardiaco, ou seja, uma agao colinomimética agindo de acordo com 0 mesmo
mecanismo que a acetilcolina (ACh), efeito encontrado com o éleo essencial de Aniba
canelilla (Kunth) Mez (LAHLOU et al.,, 2005), extrato etandlico de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. (SANTOS et al., 2015), 1-nitro-2-feniletano (INTERAMINENSE
et al., 2011), substancias isoladas de plantas como vasicina (SILVEIRA et al., 2003),
rotundifolone (GUEDES et al., 2002) Linalol (SIQUEIRA et al., 2013) demonstraram

ter capacidade de causar hipotensdo seguida de bradicardia assim como a Sulcatona.

Sendo assim, para averiguar se o efeito da Sulcatona poderia ser indiretamente
via ativacdo neuronal colinérgica, utilizou-se o hexametdnio (20 mg/kg i.v.), um
bloqueador ganglionar, reduzindo assim tanto a transmissdo colinérgica quanto a
adrenérgica (MEDEIROS et al., 2006). Dessa forma, verificou-se que o tratamento
agudo com a Sulcatona acentuou a hipotens&do na dose de 25 mg/kg em ratos WKY
e em todas as doses utilizadas em ratos SHR bem como praticamente aboliu a
taquicardia e bradicardia causada neste modelo animal (Figuras 31 e 32).

O efeito hipotensor ja era esperado, uma vez que o bloqueio autondmico
cardiaco nao alterou o efeito da queda da PA e, segundo McCallum (1998) os efeitos
centrais e periféricos simpaticoliticos dos agonistas a>-adrenérgicos podem ser
aumentados com o bloqueio ganglionar, o que foi observado no experimento. Na dose
de 50 mg/kg no animal WKY, apds o bloqueio, com hexametdnio ocorreu atenuagao
da hipotensdo seguido de uma taquicardia, sugerino que a hipotensao e bradicardia
na maior dose sem o bloqueio ganglionar seria um reflexo da hiperestimulagao desses
receptores. Assim, a hipotensdo induzida pela Sulcatona em ratos parece néo ser

inibida com a remocao do suporte autondmico nervoso para o sistema cardiovascular.

Sabe-se que o nucleo do trato solitario (NTS) desempenha um importante papel
na modulagdo da atividade autonémica eferente para o sistema cardiovascular

(MACHADO et al.,, 1997). Como os estudos com atropina e hexametdnio n&o
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descartam uma acao mais central, pode-se supor que a Sulcatona tenha efeito sobre
as vias neuronais do nucleo do trato solitario. O NTS envia projeg¢des para o nucleo
ambiguo, excitando neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos, resultando assim
numa consequente descarga vagal para o coragao e queda da FC (MACHADO et al.,
1997; VERBERNE; GUYENET, 1992). Apesar disto, outros experimentos seriam

necessarios para melhor compreensao deste ponto.

Evidéncias mostram que a atividade cardiovascular eferente simpatica gerada
e modulada pelos neurbnios da regido bulbar ventro-lateral rostral (RVLM) e esta
atividade encontra-se normalmente sob inibicdo tonica mediada pelo acido y-
aminobutirico (GABA) (GUYENET et al., 1989). Embora o efeito bradicardico induzido
pela Sulcatona via ativagdo colinérgica (muscarinica e nicotinica) possa estar
contribuindo para a resposta hipotensora através da queda no débito cardiaco, vale
lembrar que existem receptores muscarinicos nas células endoteliais que também

podem estar influenciando o efeito hipotensor.

Conforme estabelecido na literatura, o tdnus vascular do leito arterial sustenta
a manutencio da resisténcia periférica na circulacéo e é o principal contribuinte para
o controle da presséao arterial (BASTOS et al., 2010; WHITE et al., 1996). Além disso,
na maioria dos leitos vasculares, a ativacao de receptores muscarinicos nas células
endoteliais induz vasorrelaxamento pela liberagao de fatores relaxantes derivados do
endotélio (EDHF), incluindo oxido nitrico e metabdlitos da ciclooxigenase, como a
prostaciclina (PGl 2) (MONCADA et al.,1991). O oxido nitrico (NO), uma vez
sintetizado a partir do seu precursor, o aminoacido L-arginina pela isoforma endotelial
da NOS (eNOS) (PALMER et al, 1988), liga-se ao grupo metalico heme ferroso da
enzima guanilato ciclase soluvel (sGC), que conduz a conversdo do GTP (trifosfato
de guanosina) em GMPc (monofosfato de guanosina ciclico) provocando relaxamento
da musculatura lisa vascular (SU, 2015).

Para determinar se o efeito anti-hipertensivo da Sulcatona pode envolver a
liberacdo de oOxido nitrico por uma forma independente da ativagdo muscarinica,
realizou-se protocolos experimentais com N “ -nitro- L -arginina metil éster
hidroclorido (L-NAME), um inibidor de sintase de oxido nitrico (NOS). Dessa forma a
hipotenséo foi diminuida nas doses de 25 e 50 mg/kg em animais e a FC foi revertida
na maior dose em animais WKY ja em animais SHR o bloqueio com L-NAME
aumentou a hipotensdo e causou bradicardia na dose de 25 mg/kg e aumentou a
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taquicardia na menor dose (Figuras 33 e 34). Podemos concluir que a Sulcatona
provavelmente induz um aumento de 6xido nitrico sistémico em animais WKY, o que
nao foi visto no animal SHR, que pode ser atribuido ao fato de que o animal SHR
possuir disfuncdo da camada endotelial, o que ndo acarretaria na producéo
necessaria de NO.

Sabendo do efeito venoso da Sulcatona sobre os parametros cardiovasculares
resolvou-se verificar o efeito anti-hipertensivo tanto da Sulcatona livre quanto da forma
complexada com B-CD administrado de forma oral em animais espontaneamente
hipertensos (SHR).

As Ciclodextrinas (CD) sao compostos néo toxicos (KURKOV; LOFTSSON,
2013), capazes de formar complexos de inclusdo e consequentemente estabilizar um
largo espectro de substancias. Essa caracteristica, juntamente com outras
propriedades, faz delas um grande atrativo para variado numero de aplicagbes
industriais (KURKOV; LOFTSSON, 2013). A solubilidade das CD, o método de
complexacado e a propor¢cao de farmaco/CD no complexo sao fatores que podem
determinar o grau de dissolugdo do farmaco. O aumento da solubilidade resultante da
complexagdo com as CD’s esta associado a sua capacidade de reduzir a tensao
interfacial entre o farmaco e o meio de dissolugéo, e também a redugdo da
cristalinidade dos compostos, uma vez que compostos com caracteristicas amorfas
sdo mais facilmente soluveis que compostos mais cristalinos (RAMA et al., 2006;
SOARES-SOBRINHO et al., 2011).

A administragcdo oral de Sulcatona livre ndo alterou os parametros
cardiovasculares comparado com o controle na dose 100 mg/kg, porém o complexo
Sulcatona/B-CD foi capaz de reduzir a PAM no animal SHR a partir de duas horas
apos administragdo na dose 200 mg/kg (7,3 mg de Sulcatona) tendo uma duragao de
cerca de trés horas até voltar ao normal (Figura 35). Esses resultados mostram que o
complexo tem um efeito anti-hipertensivo no animal SHR com uma dose muito menor
comparada com a administracdo da Sulcatona livre, importante mencionar que, de
acordo com os calculos realizados no complexo (Sulcatona/pB-CD), existe cerca de
3,7% de Sulcatona para cada 100 mg do complexo, ou seja, um valor muito inferior
comparando a dose administrada da Sulcatona livre (100 mg/kg) dessa forma o
complexo aumentou a biodisponibilidade da substancia, bem como a eficacia e a
poténcia da atividade da Sulcatona em 69,67%, o que nao foi verificado com a
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substancia livre. E somente a B-CD quando administrada sozinha nao possui efeito,
nao interferindo, nos parametros cardiovasculares, mesmo fato que ocorre quando se

administrou o veiculo como controle nos referidos animais.

Esses resultados demostram que o uso de técnicas biotecnologicas pode ser
usado de modo vantajoso melhorando tanto a agdo, quanto a biodisponibilidade e
liberacdo de determinadas substéncias que no caso da Sulcatona pura n&o
apresentou efeito estatistiscamente significativo na redugéo da presséo arterial média.

6.0- CONCLUSAO
Diante do realizado podemos concluir que:

- A administragdo venosa de Sulcatona induziu hipotensdo seguido de
taquicardia em animais Kyoto e SHR nas menores doses e apenas na maior dose
ocorreu bradicardia.

- Apos bloqueios farmacoldgicos sugerimos que a Sulcatona possa estar
agindo em receptores muscarinicos subtipo Mz, az2-adrenérgicos e na produgéo de NO

em modelos de animais WKY e SHR levando a reducéo da presséao arterial.

- A complexacao da Sulcatona com -CD, mostrou um efeito anti-hipertensivo
por via oral, melhorando de forma significativa o efeito anti-hipertensivo em modelos

de animais SHR.
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ACAO DA SULCATONA SOBRE OS RECEPTORES DE ADENOSINA Azx EM
CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR DA LINHAGEM A7r5

RESUMO

A adenosina é uma molécula de sinalizagdo extracelular onipresente com
funcbes essenciais na fisiologia humana. Devido a expressao generalizada dos
receptores de adenosina, tem efeitos de longo alcance em muitos sistemas orgénicos
diferentes. Com papel de destaque no sistema cardiovascular, tem sido amplamente
estudado por suas habilidades terapéuticas e de diagnostico. A adenosina tem efeitos
de longo alcance como uma molécula sinalizadora extracelular, induzindo
vasodilatagdo na maioria dos leitos vasculares, regulando a atividade no sistema
nervoso simpatico, tendo agao antitrombéticas e também reduz a pressao sanguinea
e a frequéncia cardiaca. Tais propriedades sdo algumas das razdes pelas quais a
adenosina e seus derivados tém efeitos terapéuticos na maioria dos sistemas
organicos. Dessa forma o objetivo do presente trabalho foi avaliar a agao da sulcatona
sobre os receptores de adenosina Aca em células de musculo liso vascular da
linhagem A7r5. Assim primeiramente utilizamos a técnica de real time PCR para
confirmar a presenca de dos receptores Aoa nas células A7r5, apos confirmagéo
verficamos a ag¢do da sulcatona sobre esses receptores bem como a agao sobre a
enzima CYP1B1 utilizando o método de In-Cell Western Blotting, onde podemos
verificar um aumento da expressao do receptor A.a em todas as concentracoes
utilizadas (10 a 103 M) no periodo de 24 horas, e a expressdo da enzima CYP1B1
foi atenuada apds esse periodo pelo tratamento de sulcatona na concentragao de
10 M no estado basal da células A7r5. Dessa forma concluimos que as células A7r5
possuem receptores de adenosina do subtipo Aoa e mostramos pela primeira vez que
a sulcatona esta agindo modulando ou até mesmo diretamente nos receptores de
adenosina Axaem células A7r5, mediando o relaxamento do musculo liso vascular e
consequentemente vasodilatagdo dos vasos sanguineos.

Palavras Chaves: Receptor A2, Sulcatona, Células A7r5, CYP1BA1.
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1.0- INTRODUGAO

A adenosina (Figura 36) € um nucleosideo endégeno composto por adenina
ligada a uma ribose. Esta envolvida na formagéo de acidos nucleicos que resulta da
degradacgao do ATP no ambiente intra e extracelular pela agdo de enzimas especificas
e pode atuar como uma molécula de sinalizagdo interagindo com proteinas integrais
da membrana, conhecidas como receptores de adenosina ou receptores purinérgicos
P+ (BURNSTOCK, 2006). E um composto essencial da vida distribuido em varios
tecidos de mamiferos (CACCIARI et al., 2005). A adenosina foi primeiramente
reconhecida como um regulador fisiolégico do tdnus vascular coronariano por Drury e
Szent-Gyorgyu (1929), entretanto foi até 1970 que Sattin e Rall mostraram que a
adenosina regula a fungao celular através da ocupacao de receptores especificos na
superficie celular (HASKO et al., 2007, SATTIN; RALL, 1970). A adenosina pode
deixar o espago intracelular por exocitose, ou pode ter origem pela quebra enzimatica
do ATP extracelular. O ATP também pode ser gerado por neurdnios e células gliais
lesadas ao passar a membrana plasmatica danificada (TAUTENHAHN et al., 2012).

FIGURA 36: Estrutura da adenosina.
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Fonte: Sachdeva; Gupta, 2013.

Ela afeta diretamente uma variedade de processos sinapticos, vias de
sinalizacdo e desempenha um papel importante na regulagdo de varios
neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC). Ao contrario de um

neurotransmissor classico, a adenosina ndo € armazenada nas vesiculas sinapticas,
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nem atua exclusivamente nas sinapses. Sua liberagao e absor¢cdo sdo mediadas por
transportadores de nucleosideos bidirecionais em que a direcdo do transporte
depende apenas do gradiente de concentragdo entre o citoplasma e o espacgo
extracelular. A adenosina €, portanto, considerada como um neuromodulador que
afeta a atividade neural através de multiplos mecanismos pré-sinapticos, controlando
a liberacdo de neurotransmissores, pos-sinapticamente por neurdnios hiper ou
despolarizantes, e ndo sinaptica principalmente via efeitos regulatorios nas células
gliais (BOISON et al., 2012).

Além disso, também possui algumas caracteristicas de neurotransmissor, uma
vez que as enzimas produtoras de adenosina estdo presentes nas sinapses. Ela
exerce suas acdes através da interacdo com receptores e suas agdes podem ser
bloqueadas por antagonistas especificos. Suas agdes s&o finalizadas por um eficiente
sistema de recaptura e um sistema de metabolizagdo (CACCIARI et al., 2005).

A adenosina desempenha um papel vital em varias fungdes fisioldgicas e esta
envolvida na sintese de acidos nucléicos. Quando ligado a trés grupos fosfato; forma
o ATP, o componente integral do sistema de energia celular. Ela produz varios efeitos
farmacoldgicos, tanto na periferia como no sistema nervoso central, através de uma
acao em receptores especificos localizados nas membranas celulares (MATSUMOTO
et al.,, 2012). Assim, quando produzida em ambientes hipdxicos, isquémicos ou
inflamados a adenosina reduz a lesédo tecidual e promove o reparo. A producao
intracelular de adenosina é aumentada durante a hipdxia ou isquemia (LINDEN,
2005). Durante o estresse celular, as concentrac¢des intracelulares locais de aumento
de adenosina, seguido pelo transporte ativo de adenosina no espago extracelular e
subsequente ativagao de subtipos de receptor de adenosina (P1) (SHUKLA; MISHRA,
1995).

O sistema adenosinérgico tem sido implicado em varios processos, como
modulagdo da neurotransmissao, contracdo do musculo liso, resposta imune, tanto
em condigdes fisioldgicas quanto fisiopatologicas e possuem grande agéo no sistema
cardiovascular (JACOBSON; GAO, 2006).

A ativacdo dos receptores Ai tem varios efeitos no sistema cardiovascular,
incluindo redugao da frequéncia cardiaca e contratilidade atrial, além da atenuacao
das agbes estimuladoras das catecolaminas no coragcdo (FRASER et al., 2003;
ZABLOCKI, et al., 2004). A ativagdo do receptor de adenosina A1 por infuséo
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intravenosa de adenosina € usada para restaurar o ritmo cardiaco normal em
pacientes com taquicardia paroxistica supraventricular (PSVT) (JACOBSON; GAO,
2006).

A adenosina também é liberada em grandes quantidades durante a isquemia
do miocardio, resultando em pré-condicionamento eficaz nos cardiomiécitos através
da ativagao dos receptores A1 e Az (AUCHAMPACH et al., 1997) A administracao de
um agonista sintético do receptor de adenosina para ativar um ou ambos os
receptores podem, portanto, ser benéfica para a sobrevivéncia do coragao isquémico.
Varias linhas de evidéncia indicam que o RA Az tem um papel na prote¢ao do coracgao.
A sobre expressao de Az diminui a frequéncia cardiaca, preserva energética e protege
os coragdes isquémicos. (JACOBSON; GAO, 2006).

Ja o receptor A 2a esta envolvido na vasodilatagao da aorta e artéria coronaria
(Figura 37). Foi sugerido que o efeito taquicardico da ativagdo do RA A2a é mediado
por receptores localizados centralmente, enquanto seu efeito hipotensor é mediado
pelo Aza periférico (FREDHOLM et al., 2001; JACOBSON; GAO, 2006).

FIGURA 37: Envolvimento do receptor A2 no relaxamento do musculo liso vascular.
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Fonte: Modificado de Reiss et al., 2019.
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A ativacdo do RA Azsinduz vasodilatagcdo em alguns leitos vasculares
(RUBINO; RALEVIC; BURNSTOCK, 1993), este mesmo receptor € seletivamente
regulado positivamente por hipoxia, e os antagonistas do RA Azs neutralizam
efetivamente a reducdo provocada pelo ATP na permeabilidade endotelial apds a
hipoxia (ELTZSCHIG, et al., 2003). A ativacao seletiva da RA Azg inibe a mitose das
células do musculo liso da aorta de rato (DUBEY et al., 2000) e também s&o
importantes para a inibicdo mediada pela adenosina das fungdes dos fibroblastos
cardiacos (CHEN et al., 2004) e a estimulag&o da produgao de 6xido nitrico durante
a absorgéo de glicose ou glutamina ligada ao Na*. A ativagdo do RA Az também
promove a angiogénese aumentando a liberagdo de fatores angiogénicos
(JACOBSON; GAO, 2006).

1.1- Formagao e Metabolismo da Adenosina

A adenosina é um nucleosideo de purina enddgena constitutivamente presente
em baixas concentracdes no espaco extracelular, que é conhecido por aumentar sob
condicdes estressantes do ponto de vista metabdlico. A razdo para o aumento esta
relacionada a ativagdo de um ciclo de auto-regulagéo, cuja fungédo € proteger os
orgaos contra lesdes apos o estimulo estressante inicial (POOLSA; HOLGATE, 2006).
A adenosina é formada tanto em sitios intracelulares quanto extracelulares por duas
vias distintas que envolvem dois substratos diferentes, a saber, AMP e S-adenosil
homocisteina e transportados através das membranas celulares por transportadores
de nucleosideos (ZHOU et al., 2009, POULSEN; QUINN, 1998, LIVINGSTON et al.,
2004).

A adenosina é liberada nos tecidos em momentos de estresse celular como
hipdxia, isquemia e inflamagdo. Com o processo isquémico, quando as demandas
metabdlicas excederem o suprimento de oxigénio, os niveis endogenos de adenosina
aumentam rapidamente (ELTZSCHIG et al., 2012). A hipdxia celular € um estimulo
potente para a liberagdo de adenosina. Adenosina é formada via desfosforilagdo de
trifosfato de adenosina (ATP) dentro e fora da célula (HASKO et al., 2009). Isto pode
ser formado intracelularmente a partir de ATP, difosfato de adenosina (ADP) ou
adenosina monofosfato (AMP) por atividade das 5'-nucleotidases citoplasmaticas ou
extracelularmente do ATP ou ADP pela agao sequencial do ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (ecto-NTPDase-1 [CD39]) - ou por outras NTDPases - que formam o
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AMP e ecto-5-nucleotidase (CD73), que converte AMP em adenosina. A adenosina
também pode ser gerada a partir da S-adenosil-homocisteina (SAH) via SAH hidrolase
(Figura 03) (REISS et al., 2019).

Um mecanismo bioquimico responsavel pela produgédo significativa de
adenosina pelo AMPc é chamado de sinalizagdo AMPc-adenosina (ZIMMERMANN,
2000). Este caminho envolve a conversdao de AMPc para AMP por uma enzima
fosfodiesterase (PDE) ou exonuclease - seguida por desfosforilagao de 5-AMP por 5'-
nucleotidases intra e extracelulares. A adenosina é capaz de atravessar as
membranas celulares para manter o equilibrio entre concentragdes intracelulares e
extracelulares. A adenosina extracelular € rapidamente absorvida em células via
transportadores dependentes e independentes de sbédio para metabolismo
subsequente (REISS et al.,, 2019). A captagdo muito rapida da adenosina ocorre
através de células endoteliais, eritrocitos, e tecidos adjacentes, onde a adenosina
pode se mover através da membrana plasmatica e ser utilizada dentro da célula.
Depois que a adenosina € absorvida pelo endotélio, ela é fosforilada pela adenosina
quinase para formar AMP ou degradada pela adenosina desaminase (ADA) em
inosina (Figura 38) (ELTZSCHIG et al., 2006; REISS et al., 2019).
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FIGURA 38: Sintese de adenosina e vias metabdlicas dentro e fora de uma célula.
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Dentro da célula, o ATP e a adenosina sdo continuamente reciclados, dependendo das
necessidades de energia, por meio de uma série de etapas de desfosforilacdo e fosforilagdo
mediadas por enzimas, como a 5-nucleotidase citosodlica (cito-5'NT), a adenosina quinase (AK) e
a AMP quinase (AMPK). Sob condigdes fisioldgicas, a enzima limitadora da taxa é AK. A adenosina
também pode ser gerada a partir da hidrélise de S-adenosil-homocisteina (SAH). Em resposta a
alta atividade metabdlica, ATP e adenosina sdo extrudados para o exterior da célula por meio de
difusao facilitada e transporte ativo secundario. Sob tais condigbes, ha uma degradagao adicional
do ATP em adenosina, onde ele pode ativar os receptores de adenosina. O excesso de adenosina

é irreversivelmente desamidado em inosina pela enzima adenosina desaminase (ADA). Fonte:

Modificado de Reiss, et al., (2019).

1.2- Receptores de Adenosina e sua Classificacao

As purinas extracelulares, por exemplo, adenosina, adenosina 5'-difosfato
(ADP) e adenosina 5'-trifosfato (ATP) e pirimidinas, [5'-difosfato de uridina (UDP) e5'-
trifosfato de uridina (UTP)] mediam diversos efeitos bioldgicos através de receptores
de superficie celular denominados receptores purinérgicos. Esses receptores foram
formalmente reconhecidos por Burnstock et al. em 1978. Ele classificou os
purinoceptores em dois subtipos:receptores P4 e P2, com base em suas propriedades
farmacoldgicas e clonagem molecular (RALEVIC; BURNSTOCK, 1991). Receptores

P4, reconhecem a adenosina como o principal ligante natural e os receptores P2 tém
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uma ampla especificidade, reconhecendo ATP, ADP, UTP, UDP e alguns
dinucleotideos. As familias de receptores P1 e P> s&o subdivididas de acordo com
evidéncias moleculares, bioquimicas e farmacoldgicas (MATSUMOTO et al., 2012).
Esses purinoceptores estdo presentes na maioria dos sistemas organicos do corpo e
desempenham um papel importante no tdnus contratil de varias artérias, incluindo as
artérias cerebrais, aorta toracica, artérias mesentérica e femoral. Todos esses
receptores pertencem a familia classe A da super-familia do receptor acoplado a
proteina G (GPCR) (Figura 04) (GOBLYOS; IJZERMAN, 2009; GODINHO; DUARTE;
PACINI, 2015).

A ativacdo dos receptores de adenosina (ARs) depende da presenga de
adenosina extracelular que pode se ligar a uma familia de quatro receptores P1 ou A,
denominados A1, A2a, A2s € Az. Todos o0s quatro receptores sao acoplados a proteina
G, Gs ou Gi e sinalizam principalmente através da ativacao (A2a e A2g) ou inibigdo (A1
e Az) do cAMP (Figura 39) (GODINHO; DUARTE; PACINI, 2015). Esses receptores
tém uma distribuigdo tecidual muito ampla, realizando efeitos fisioldgicos relevantes
no sistema nervoso central (WEI et al., 2011), cardiovasculares (HEADRICK et al.,
2013; IDZKO et al., 2014a) e sistemas musculo-esqueléticos (BURNSTOCK et al.,
2013) e muitos outros tecidos (SHETH et al., 2014). A ativagao da adenosina também
esta envolvida em condic¢des fisiopatolégicas, como céncer, inflamagéo (ANTONIOLI
et al.,, 2013; IDZKO et al.,, 2014b) e doengas neurodegenerativas, com possiveis
implicacbes terapéuticas para as doencas de Parkinson e Alzheimer (GODINHO;
DUARTE; PACINI, 2015).

A ativagcdo do A1 e As os receptores de adenosina (ARs) inibe a atividade da
adenilil ciclase, através da ativacdo da proteina G; sensivel a toxina pertusis que
resulta num aumento da atividade da fosfolipase C (PLC) via subunidade Ggy. A
ativagdo dos receptores Aoa e Aog aumenta a atividade da adenilil ciclase através da
ativacado da proteina Gs. A ativacao do receptor Axa induz a formacéo de fosfato de
inositol em certas circunstancias, possivelmente através das proteinas Ga1s € Gai1s
insensiveis a toxina pertussis Gi. Uma ativagdo da PLC induzida por AR Azs ocorre
através da proteina G4. Sendo assim, os quatro receptores ativam a fosfolipase C e a
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) tendo um papel importante no
crescimento, sobrevivéncia, morte e diferenciacao celular (FREDHOLM et al., 2001;
JACOBSON; GAO, 2006; GODINHO; DUARTE; PACINI, 2015).
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Existe uma forte homologia entre ARs especificos em diferentes espécies e
todas sdo (glicoproteinas ligadas a asparagina com sete sequéncias
transmembranares. O receptor A1 compreende seis éxons (dois dos quais estédo
codificando) e os outros ARs tém dois éxons de codificacdo (OLAH; STILES, 2000;
FREDHOLM et al., 2001; HASKO et al., 2005). Os receptores A1 e A2a, em particular,
podem heterodimerizar com os receptores D1 e D2 da dopamina ( KUDLACEK et al.,
2003 ; FUXE et al., 2007; KIM; PALMITER, 2008 ) e os receptores metabotrépicos de
glutamato do grupo 1 e 2 (DI LORIO et al., 1996; FERRE et al., 1999) fornecendo
outro nivel de controle funcional. Ha também evidéncias que sugerem que a
adenosina pode interagir ou ativar canais idnicos, como canais de calcio dos tipos L e
N (MEl et al., 1996), canais de calcio dependentes de voltagem (CHIENG; BEKKERS,
2001; MCCOOL; FARRONI, 2001 ) e canais K* (PAISANSATHAN et al., 2010 ). RAs
sdo amplamente expressos, e tém diferentes afinidades para a adenosina, os
receptores A1 e Aoa s&o até um certo ponto os receptores de elevada afinidade (Km
<30 nM), enquanto que a As e particularmente o receptor A2g sdo receptores de baixa
afinidade (Km 1-20 uM) Assim, & provavel que os receptores Azg e A3 sejam ativados
apenas sob condi¢des celulares metabdlicas e estressantes elevadas (FREDHOLM
et al., 2001).
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FIGURA 39: Vias de sinalizacédo dos receptores de Adenosina.
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A ativagéo de receptores acoplados a proteina Gs (GsPCR) leva a estimulagdo da adenilil ciclase (AC)
e ao aumento da geracdo de cAMP, que podem provocar resposta celular localizada via ativacéo de
efetores como PKA ou Epac (A, B), organizados em microdominios através de proteinas de ancoragem,
como AKAP. O cAMP pode ser hidrolisado por fosfodiesterases intracelulares (PDEs) ou sair da célula
via proteinas de resisténcia a mudltiplas drogas (MRPs). Fora da célula, a ecto-PDE e a ecto-
5'nucleotidase convertem sequencialmente cAMP em AMP e adenosina (ADO), que podem ativar
A2a/Azs (A) ou Ai/As(B) acoplado a receptores Gs, aumentando ou atenuando a produgdo de AMPc,
respectivamente. Além disso, a ativagéo de receptores acoplados a proteina Gi (GiPCR) resulta na
inibigdo de ACs sensiveis a Gi, reduzindo a geragao e o fluxo de AMPc (C), com consequente perda
de sinalizagao de feedback autécrino/paracrino de AMPc extracelular. Fonte: Modificado de Godinho;
Duarte; Pacini, 2015.
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1.2.1 - Receptores de Adenosina A4

A1R é o receptor de adenosina mais abundante e densamente expresso ao
longo do SNC com alta abundéancia no neocértex, cerebelo, hipocampo e corno dorsal
da medula espinhal e também é encontrado no tecido adiposo, musculo cardiaco,
células inflamatorias como neutrofilos (TOWNSEND-NICHOLSON et al., 1995; OLAH,;
STILES, 1995). A adenosina é a principal agonista nesta classe de receptor e estes
receptores possuem uma afinidade elevada para os analogos de adenosina
substituidos na posigao Ns (LIVINGSTON et al., 2004). Os receptores A1 estao
envolvidos na inibicdo da adenilato ciclase. A ativagao do receptor A1 também pode
inibir a ativagdo dos canais de Ca?* dependentes de voltagem acoplados proteina G
e também atuam ativando a fosfolipase C (YUZLENKO; KONONOWICZ, 2006).

1.2.2. - Receptores de Adenosina A:

Em contraste com o subtipo A1, a estimulacédo do subtipo Az leva a ativacao da
adenilato-ciclase resultando na elevacdo de AMPc intracelular. Os receptores Az sdo
mais amplamente distribuidos que os receptores A1, sendo encontrados em terminais
nervosos pré e pos-sinapticos, mastécitos, musculo liso das vias aéreas e leucocitos
circulantes. Eles ligam a adenosina com menos afinidade que os receptores A1 e sao
preferencialmente estimulados por analogos de adenosina substituidos na posicéo 5'-
N, por exemplo, 5'- N- etilcarboxamideadenosina (NECA). Os receptores A> sao
subdivididos em receptores Aza e receptores Az, baseados em alta e baixa afinidade
pela adenosina, respectivamente (LIVINGSTON et al., 2004).

Os receptores de adenosina A>a sdo abundantes no putdmen caudado, no
nucleus accumbens e no tubérculo olfativo em varias espécies. No putdmen caudado,
os receptores de adenosina Aca estdo localizados em varios neurdnios e
demonstraram modular a neurotransmissdo do acido y-aminobutirico (GABA),
acetilcolina e glutamato. Na maioria dos tipos celulares, o subtipo Aza inibe os niveis
intracelulares de calcio, enquanto o Asg o0s potencializa. O receptor A2a € um alvo
terapéutico para a vasodilatagdo coronaria (agonista da adenosina); e doenga de
Parkinson (antagonista da adenosina) (YUZLENKO; KONONOWICZ, 2006,
FREDHOLM et al., 2002). O receptor Axa geralmente parece inibir a liberagdo de
mediadores dessas células imunologicas (BORRMANN et al., 2009).
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Os receptores Azg sdo altamente expressos no trato gastrointestinal, na bexiga,
no pulmé&o e nos mastécitos O receptor Az2s, embora estruturalmente relacionado ao
receptor Aoa ele é capaz de ativar a adenilato ciclase, de froma muito diferente. Foi
postulado que este subtipo pode utilizar sistemas de transducéo de sinal diferentes da
adenilato ciclase devido a estas diferencas funcionais (LIVINGSTON et al., 2004).
Entre todos os receptores de adenosina, o receptor de adenosina Azs € um receptor
de baixa afinidade que se acredita permanecer em condi¢des fisiologicas e ser ativado
em consequéncia do aumento dos niveis de adenosina extracelular (RYZHOV et al.,
2008).

1.2.3 - Receptor de adenosina A;

O receptor As é distribuido amplamente, sendo encontrado no rim, testiculo,
pulmdo, mastocitos, eosinofilos, neutrofilos, coragdo e no cortex cerebral
(LIVINGSTON et al., 2004). Tal como acontece com o receptor A1, estimulagdo do
receptor As conduz a inibicdo da adenilato-ciclase e estimula diretamente as
fosfolipases C e D. A ativagédo do receptor Az também resulta no influxo de calcio e
sua liberacao de reservas intracelulares (JACOBSON, 1998).

Os receptores de Adenosina A1 e Axa sdo caracterizados por alta afinidade pela
adenosina, enquanto os receptores Azs e Az apresentam afinidade significativamente
menor pela adenosina. A ativacdo dos receptores As da adenosina ocorre na
concentragcido de 0.3-3 nM de adenosina, receptores Axa da adenosina em 1-20 nM,
enquanto a ativagéo do receptor Azs ou Az da adenosina requer uma concentracdo de
agonista maior que 1uM (CIESLAK et al., 2008). Os receptores de adenosina sao
alvos atraentes para a intervengao terapéutica de uma ampla gama de disturbios,
como a hipdxia, asma, doenca de Parkinson e muitos outros. Entre os quatro subtipos,
o receptor Azs € funcionalmente ativo tanto nas células musculares lisas das vias
aéreas humanas quanto nas células fibroblasticas pulmonares, o que esta relacionado
a inflamacao e asma (FREDHOLM et al., 2002).

Diante do exposto este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da
sulcatona sobre os receptores de adenosina do subtipo A;aem células de musculo liso
vascular da linhagem A7rb5.
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2.0- MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas a linhagem celular A7r5 (derivada do musculo
liso de aorta de rato), obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (cédigo 0034).
Todo processo cultivo, expansao e quantificagdo celular foram realizados conforme

o Capitulo 02 da presente Tese.

2.1- Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas nesse estudo foram 6-metil-5-hepten-2-ona (Sigma-
Aldrich, USA), Acetona (Synth, Brasil), Albumina Bovina (BSA) e Anticorpo CYP1B1
(Sigma-Aldrich, USA), Cloroférmio, Isopropanol, Etanol 75%, Dietil Pirocarbonato
(DEPC), Tween 80 (Fisher Scientific, EUA), Tween 20 (Fisher Scientific, EUA) Trypan
Blue 0,4% (GIBCO/Invitrogen, USA), Trizol (Invitrogen, USA), Metanol (Ls Chemicals,
Brasil). Na preparagéo das solugdes estoques a Sulcatona (6-metil-5-hepten-2-ona)
foram diluidos em Tween 80 (0,05% v/v), para todos os experimentos in vitro. Todas
as solugdes estoques foram mantidas a -20°C.

2.2 - Andlise da Expressdao de mRNA dos receptores A1 e A2a em células
A7r5 por PCR em tempo real (RT- qPCR — Reverse Transcription —
quantitative PCR)

O RNA total de cultura de células A7r5 foi obtido com a utilizagdo do reagente
Trizol (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante, foram utilizadas placas de 06
pocos e as células na proporgédo de 108 céls/pogo.

A reacgao de transcrigao reversa foi realizada utilizando a enzima MultiScribe
(AB, applied biosystems, Lithuania) e oligo (dT) e dNTPs em um volume final de
20 pL conforme o protocolo do fabricante, utilizando o termociclador NyxTechniK,
programa utilizado para a transcrigao reversa esta descrito na Tabela 01. O cDNA

obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilizagao.
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TABELA 04: Programa utilizado no termociclador NyxTechniK para realizagdo do

cDNA.
Ciclos Temperatura/ Tempo
1° 25°C — 10 min
2° 37 °C — 120 min
3° 85°C — 5 min
4° 4 °C — Hold ()

O cDNA (20 ng/ml) foi adicionado a uma placa de reagéo junto com uma mistura
contendo os iniciadores especificos, agua deionizada autoclavada e tampao SYBR
Green PCR Master Mix (Sigma-Aldrich). A quantificagdo da expressao dos genes foi
realizada no aparelho de Real-Time PCR: PikoReal 96 (Thermo Scientific), que
detecta mudangas na concentracdo das amostras por fluorescéncia. Apds
desnaturacao inicial a 50° C por 2 minutos e a 95° C por 10 minutos.

O gene AIF foi utilizado como controle interno nas reagdes de amplificagéo:
AlIF — forward: 5 - TGATGCTGGGCAAGAGATCTGCC - 3’;

AlF —reverse: 5 — CCTCCAATTAGGGCAACTCAGAAATAG -3,

Foram utilizados primers dos genes ADORA1 E ADORA2 com os seguintes
iniciadores:

A1 —forward: 5 — GGATCGATACCTCCGAGTCAAGAT - 3’;
A1 —reverse: 5 — ATCCAGCAGCCAGCTATGGCC - 3';
A2 — forward: CTACATCGCCATCCGAATTCCACT - 3’;

A2 —reverse: CGCCCTCACACCTGTCACCAA - 3.
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No presente trabalho, utilizamos o método de quantificacdo relativa das
amostras que descreve as mudangas na expressdo do gene alvo no grupo
experimental em relagéo a expressao do grupo controle, que foi considerado como 1.
Os niveis relativos de RNAm foram determinados pela comparacdo do limiar
(threshold) dos ciclos (Ct, do inglés cycle threshold) de PCR entre os grupos. A
normalizagdo pelo controle interno, cuja expressdo nao se altera nas diferentes
manipulag¢des do estudo, foi feita subtraindo o valor do Ct do gene em estudo do valor
do Ct do AIF e esses valores obtidos foram submetidos a formula 2ACt (Cordeiro et
al., 2013) e em seguida as analises estatisticas.

2.3 - Quantificacao da expressao do Receptor Aza ap6s tratamento com
Sulcatona Via In-Cell Western Blotting

Para analisar a expressao do receptor de adenosina Aza, utilizou-se o ensaio
In-Cell Western adaptado do protocolo de Muxel et al., (2017). As células foram
plaqueadas em placas de 24 pocos com uma densidade de 2x10° céls/pocoe tratadas
com Sulcatona nas concentragdes de 10® a 10 M durante 24 horas de acordo com
o esquema da figura 40.

FIGURA 40: Esquema do tratamento utilizado nas placas de 24 pogos para o In-
Cell Western Blotting. Legenda: Controle, Veiculo (Tween 80 0,05%), Sulcatona nas
concentracdes de 10 a 103 M.

Controle Veiculo 10°M 104M 10°M 105M

0000

Anticorpo
Secundario
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Em seguida as células foram fixadas com metanol/acetona (1:1; 15 min a 20° C)
e lavadas 3x com PBS 1x, seguindo da permeabilizacdo com 0,05% Tween 20 em
PBS 1X por 30 min. Posteriormente foram bloqueadas com BSA 3% por 1 hora a
temperatura ambiente em agitador com posterior lavagem 3x com PBS 1x.Entéo
foram incubadas com anticorpo primario (PBS plus 0.01% Tween 20) overnight a 4°C.

Os anticorpos secundarios anti-rabbit IRDye 800CW e anti-mouse Alexa-Fluor
680CW foram diluidos (1:5000) em solugédo de bloqueio e incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. As placas foram escaneadas com o sistema de analise de
imagens em infravermelho Odissey (LI-COR Biosciences, Alemanha) nos canais 700
e 800nm simultaneamente em configuragdes padrao para a In-Cell Western.

E foram calculados a intensidade relativa da fluorescéncia do A2a normalizando
com os valores por fluorescéncia da a-tubulina usando o software de imagem
(LICOR).

- Anticorpos primarios:
- a-tubulina 1:3000 (anti-mouse) — Sigma-Aldrich, USA.

- Aoa: 1:100 (anti-rabbit) - Sta-Cruz, USA.

- Anticorpos secundarios:
- Alexa Fluor 680 donkey anti-mouse (1:5000) — Life Technologies, USA.

- Goat anti-rabbit 800 (1:5000) - LI-COR Biosciences, Alemanha.

2.4 - Quantificacao da expressao da enzima Citocromo P450 1B1 (CYP1B1)
apos tratamento com Sulcatona Via In-Cell Western Blotting

Para analisar a expressao da CYP1B1, utilizou-se o ensaio In-Cell Western
adaptado do protocolo de Muxel et al., (2017) de acordo com o item 2.4. As células
foram plaqueadas em placas de 24 pocos com uma densidade de 2x10° céls/pogo
pocoe tratadas com Sulcatona nas concentragdes de 10 a 10-® M durante 24 horas

de acordo com o esquema na figura 40.
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Para este protocolo verificamos a acido da sulcatona sobre expressao da enzima
CYP1B1 no estado basal.

Os anticorpos utilizados foram:
- Anticorpos primarios:
- a-tubulina 1:3000 (anti-mouse) - Sigma-Aldrich, USA.

- CYP1B1: 1:500 (anti-rabbit) - Sigma-Aldrich, USA.

- Anticorpos secundarios:
- Alexa Fluor 680 donkey anti-mouse (1:5000) - Life Technologies, USA.

- Goat anti-rabbit 800 (1:5000) - LI-COR Biosciences, Alemanha.

3.0 - ANALISE ESTATISTICA

Resultados foram expressos como media + erro padrao das medias. A
estatistica foi realizada utilizando o Test-t Student ndo pareado ou anova one-way
seguida do pos-test de Tukey. Nas analises, valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todos os procedimentos foram analisados utilizando o
programa Graph Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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4.0- RESULTADOS

4.1- Presenca dos Receptores de Adenosina Aza nas células A7r5 pela
técnica de Rt-gPCR

Primeiramente foi realizado uma ampla investigagdo na literatura sobre a
presenca dos receptores nas células A7r5, porém nao foi encontrado nenhum trabalho
que mostrasse de fato a presenca deles nesse tipo celular. De posse dessa
informacgado investigamos a presenga dos receptores A1 e Aca nessas células de
musculo liso de aorta toracica de ratos, pois a ativacdo dos receptores,
especificamente, do subtipo A2a nas células musculares lisas acarreta a vasodilatacéo
(JACOBSON; GAO, 2006).

Sendo assim a figura 41 abaixo mostra a quantidade absoluta normalizada em
relagdo ao housekeeping AIF (3709+264,5 n =8), do mRNA dos receptores A
(24,42+2,95, n=8) e Aza (545,857, n=8). Mostrando assim a presenca consideravel
dos receptores Aoa em relagdo ao Ai nesse tipo de linhagem celular, dessa forma
dando confiabilidade em prosseguir nossos estudos em fungdo do receptor Aoa.
Resultados esses que também foram confirmados pela técnica de In-Cell Western
Blotting mostrando a presenga dos receptores Axa na referida linhagem celular.
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FIGURA 41: Quantificagdo dos Receptores de Adenosina em células A7r5. Os dados
foram expressos como média + e.p.m. A significancia estatistica foi determinada com

base no Teste t de Student ndo pareado. *p <0,05. Receptores de Adenosina A1 e Aoa

vs Controle
Quantificacao dos Receptores de Adenosina
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4.2 - Expressao do Receptor de adenosina Aza apos tratamento com
Sulcatona Via In-Cell Western Blotting

Com objetivo de verificar a expressao do receptor de adenosina Aoa em Células
A7r5 provenientes de musculo liso de aorta de ratos embrionarios (2x10° células/pogo)
foi realizado tratamento com Sulcatona durante um periodo de 24 horas em diferentes

concentragdes (10 a 103 M).

Na figura 42A, o estimulo com Sulcatona aumentou o a expressao do receptor
de adenosina A2a de maneira dependente da concentragédo:103M: 133,5 + 13,61, n=4;
104 M: 170,2 + 9,836, n=5; 10°M: 223,8 + 16,5, n=6 e 10° M: 275,3 + 25,8, n=5)
quando comparado com o controle (99,99 + 4,928, n=7) sendo que o veiculo (Tween

80 0,05%: 98,53 £ 5,98, n=6) n&o interferiu na resposta como mostrada na figura.

A figura 42B, mostra a regressdo linear da resposta das diferentes
concentragdes de Sulcatona.



A) Acéo da Sulcatona durate 24h sobre os receptores A,
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FIGURA 42: Expressao do receptor de adenosina Aza apos tratamento com Sulcatona Via In-Cell Western Blotting.
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a-Tubulina

As células A7r5 foram cultivadas em placa de 24 pogos e submetidos aos seguintes tratamentos: Controle negativo (pogos 1A-C), Veiculo - Tween 80 0,05%
(pogos 2A-D), Sulcatona 103M (pogos 3A-D), Sulcatona 10*M (pogos 4A-D), Sulcatona 10° M (pogos 5A-D) e Sulcatona 10°M (pogos 6A-C). Apds 24 horas

de tratamento, as amostras foram analisadas quanto a express&o do receptor de adenosina Aza e Alfa-tubulina pela técnica do In-Cell Western. Imagem Verde;

ligagéo do anticorpo do receptor A2a (rabbit) com o anticorpo secundario anti-rabbit (800nm). Imagem Vermelha: ligagdo do anticorpo da a-tubulina (mouse)
com anticorpo secundario Alexa Fluor anti-mouse (680nm). Imagem Amarela (merge): mesclado da fluorescéncia adquirida em 800 e 700 nm. Figura A: Cada
barra representa a média + SEM dos valores de Aza /a-tubulina normalizados (n = 4-7). A significancia estatistica foi determinada com base no Teste t de
Student nao pareado. *p <0,05, comparando as células A7r5 tratadas com Sulcatona e o controle negativo. Os pogos 6D e 1D sdo os controles de anticorpo

secundario (sem incubagdo com anticorpo primario). Figura B: Regressado nao-linear dose resposta dos grupos tratados com Sulcatona comparados com o
controle negativo.



4.3 - Agcao da Sulcatona sobre a proteina CYP1B1 no estado basal de células
A7r5 via In-Cell Western Blotting.

Com objetivo de verificar a expressao da enzima CYP1B1 no estado basal em
células da linhagem A7r5 provenientes de musculo liso de aorta de ratos embrionarios
(2x10° células/pogo) foi realizado tratamento com Sulcatona durante um periodo de
24 horas em diferentes concentragdes (10 a 10° M).

Apos 24 horas de tratamento com Sulcatona nas concentragées (108 a 10° M),
houve alteragdo na expresséo da enzima CYP1B1, na concentragdo de 10°M, como
mostrado na Figura 43.

FIGURA 43: Agao da Sulcatona sobre a proteina CYP1B1 no estado basal de células
A7r5 via In-Cell Western Blotting.
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Cada barra representa a média + SEM dos valores de CYP1B1/a-tubulina normalizados (n = 4). A
significancia estatistica foi determinada com base no Teste t de Student ndo pareado. **p <0,01,

comparando as células A7r5 tratadas com Sulcatona e o controle negativo.
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5.0- DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar os possiveis
efeitos farmacoldgicos da sulcatona sobre os receptores de adenosina em células de
musculo liso vascular da linhagem A7r5. Este estudo se torna essencial pois o sistema
de receptores de adenosina € importante na regulacédo da pressao arterial, bem como
sdo importantes no processo de relaxamento do musculo liso vascular, implicando de

certa forma no possivel tratamento da hipertensao arterial sistémica.

Ap6s uma vasta procura na literatura sobre os efeitos da adenosina em células
de musculo liso vascular A7r5, esse presente capitulo propds verificar os possiveis
efeitos da Sulcatona sobre os receptores de adenosina A2a, subtipo esse é importante
na regulacdo do fluxo sanguineo, pois na literatura ndo consta nenhum trabalho

mostrando essa possivel agdo neste tipo especifico de célula.

Sendo assim, confirmamos primeiramente a presencga dos receptores Axa nas
células de musculo liso vascular A7r5. Para tal objetivo, utilizamos da técnica de real
time PCR, onde na Figura 41, confirmamos a presenga desse subtipo de receptor em
maior abundancia quando comparado com o receptor A1 nas mesmas células de

musculo liso vascular.

Diante desse resultado, verificamos o possivel feito da Sulcatona sobre os
receptores Aza, na qual observamos de acordo com a Figura 42 que apos 24 horas o
tratamento com Sulcatona de forma dependente da concentracdo foi capaz de
aumentar a expressao dos receptores Aga, principalmente na menor concentragcao
utilizada de 10 M, mostrando dessa forma que a mesma possa estar modulando ou
agindo sobre esses receptores nas células A7r5, a ativagdo desses receptores no
musculo liso vascular acarreta vasodilatacdo e consequentemente queda da pressao

arterial.

A adenosina € conhecida por induzir a vasodilatagcdo nos tecidos vasculares,
um efeito classicamente atribuida aos receptores A2 nas células do musculo liso
vascular, o que leva a um aumento do fluxo sanguineo e oxigenagcdo (BRYAN;
MARSHALL, 1999) No entanto, as evidéncias também tem demonstrado que os
receptores do adenosina A2 podem mediar a vasodilatacdo de forma dependente do
oxido nitrico (MUSTAFA et al., 2009; TABRIZCHI; BEDI, 2001). De fato, em estudos

mais recentes, demonstrou-se que ativagdo dos receptores A 1e Aoaem células
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endoteliais promove a produgcdo de NO e, consequentemente, a vasodilatagao
mediada por NO (DUBEY et al., 1996).

Este € um mecanismo particularmente importante para combinar o fluxo
sanguineo coronario as necessidades metabodlicas do coragdo. No musculo liso
vascular, a adenosina se liga aos receptores de adenosina A2a, que sao acoplados a
proteina Gs. A ativacao desta proteina G estimula a adenilil ciclase, aumenta o cAMP
e causa a ativacao da proteina quinase A (PKA), que promove a atividade da fosfatase
e desfosforilagdo da cadeia leve de miosina e diminuigdo da forga contratil, levando
assim ao relaxamento do musculo liso. O aumento do cAMP também estimula os
canais Katp, que hiperpolariza o musculo liso, causando relaxamento do musculo liso
(BILLINGTON, et al., 2013; YUAN; LOPEZ BERNAL, 2007). Ha também evidéncias
de que a adenosina inibe a entrada de calcio na célula através dos canais de calcio
do tipo L. Como o calcio regula a contragdo muscular lisa, a redugado do calcio
intracelular causa relaxamento. Em alguns tipos de vasos sanguineos, ha evidéncias
de que a adenosina produz vasodilatagao através do aumento do cGMP, o que leva

a inibicdo da entrada de calcio nas células e a abertura dos canais de potassio
(CHALLIS et al.,2000; YUAN; LOPEZ BERNAL, 2007).

Diante desses resultados podemos constatar que as células A7r5 possuem
receptores de adenosina do subtipo A2a e sugerir pela primeira vez que a sulcatona
esteja agindo modulando ou até mesmo agindo diretamente nos receptores de
adenosina Axaem células A7r5, mediando o relaxamento do musculo liso vascular e
consequentemente vasodilatacdo dos vasos sanguineos como verificado pela técnica

inCell Western Blotting.

Também verificamos o possivel efeito da sulcatona sobre a enzima citocromo
CYP1B1, esta enzima é importante pois ela € expressa no sistema cardiovascular,
principalmente nas células do musculo liso vascular e segundo Jennings et al., 2014,
o aumento do estresse oxidativo gerado pelo CYP1B1 contribui para a hipertensao,
aumento da producéo de citocinas e atividade simpatica e alterag¢des fisiopatologicas
associadas no SHR, bem como a enzima CYP1B1 pode ser um novo alvo para o

desenvolvimento de medicamentos para tratar a hipertenséo e sua patogénese.

A CYP1B1 é um membro da familia da enzima citocromo P450, subfamilia B,
polipeptideo 1, foi clonado em 1994 (MALIK et al., 2012; SONG et al., 2016) a partir
de células de queratinécitos humanos tratados com tetracloro-dibenzo-1/2-dioxina e
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atualmente € o unico membro conhecido da familia CYP1B, ele € expresso em varios
tecidos n&o hepaticos, incluindo o sistema cardiovascular (MALIK et al., 2012; SONG
et al., 2016). Embora o CYP1B1 seja expresso em tecidos normais e seja
constitutivamente ativo, sua expressdo é aumentada em varias células cancerigenas,
particularmente células sensiveis aos esterdides (KORASHY; EL-KADI, 2006;
McFAYDEN; MELVIN; MURRAY, 2004) Varios hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos pro-carcinogénicos que sao metabolizados pelo CYP1B1 também
aumentam sua expressdo em varios tecidos, incluindo o coragdo, rim e células
vasculares (KORASHY; EL-KADI, 2006; RYU; HODGSON, 1999). Nos vasos
sanguineos, o CYP1B1 é expresso principalmente nas células do musculo liso
vascular (CMLVs), com expressao muito baixa nas células endoteliais, e € aumentado
pelo estresse de cisalhamento (CONWAY et al., 2009). No entanto, o CYP1B1
também é expresso nas células endoteliais da retina, onde esta envolvido na
angiogénese em resposta a hipoxia (TANG et al, 2009). O CYP1B1 é
constitutivamente ativo e pode metabolizar varios substratos, incluindo acidos graxos,
esteroides e retindides (CHOUDHARY et al., 2004). Ele também metaboliza pro-
carcinogenos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, que promovem o
desenvolvimento de tumores e aterosclerose e resultam na formacédo de adutos de
DNA nas CMLVs (SONG et al., 2016).

Porém ao avaliarmos a acao da sulcatona durante 24 horas sobre a enzima
CYP1B1 em células do musculo liso vascular no estado basal, houve uma atenuacéao
da expressdo da enzima CYP1B1 (Figura 43) na concetracédo de 10° M. Sabe-se que
os niveis de arginina vasopressina (AVP), catecolaminas e endotelina-1 (ET-1)
contribuem para a hipertensdo (JENNINGS et al., 2012). Estes agentes também
ativam a fosfolipase Az e liberam acido araquidonico (AA) a partir de fosfolipidos
(TREVISI et al., 2002). Metabdlitos de AA gerados via lipoxigenase (LO) ou citocromo
P450 (CYP) estdo presentes em ratos espotaneamente hipertensos (MUTHALIF et
al., 2000). O metabolismo do AA também resulta na geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que causam disfungdo endotelial e contribuem para o
desenvolvimento de varios modelos de hipertensdo (JENNINGS et al., 2012).

Segundo Jennings et al., 2012, a CYP1B1 pode metabolizar AA in vitro em
acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) e acidos epoxieicosatriendicos (EETSs)

contribuindo para o crescimento de células musculares lisas induzidas por Ang Il,
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hipertensao e alteracdes fisiopatologicas associadas como disfungéo renal e lesdo de

orgao terminal.

Dessa forma, podemos constatar que a Sulcatona esteja agindo modulando a
enzima CYP1B1 contribuindo para o tratamento da hipertensao arterial, o que foi
verificado em estudos realizados no Capitulo 03, mostrando sua acdo anti-

hipertensiva em ratos SHR.

6.0. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que:

- Verificamos a presenca dos receptores de adenosina Axa em células de

musculo liso vascular (A7r5).

- A sulcatona age diretamente ou modulando os receptores de adenosina Aoa
em células de musculo liso vascular (A7r5) em todas concentragdes que foram
utilizadas (106 a 103 M).

- No estado a basal a sulcatona foi capaz de atenuar a expressédo da enzima
CYP1B1 na concentragéo de 10° M.
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CONCLUSAO

Diante de todo esse estudo podemos concluir o seguinte:

- A Sulcatona nao ocasiona morte celular nas linhagens A7r5 nos tempos de
24,48 e 72 h.

- A administragdo venosa de Sulcatona induziu hipotensdo seguido de
taquicardia em animais Kyoto e SHR nas menores doses e apenas na maior dose
ocorreu bradicardia.

- Apds os bloqueios farmacologicos sugerimos que a Sulcatona possa estar
agindo em receptores muscarinicos subtipo Mz, az2-adrenérgicos e na produgéo de NO
em modelos de animais WKY e SHR levando a redug¢ao da pressao arterial.

- A complexacao da Sulcatona com B-CD, mostrou um efeito anti-hipertensivo
por via oral, melhorando de forma significativa o efeito anti-hipertensivo em modelos
de animais SHR.

- Verificamos a presenca dos receptores de adenosina Axa em células de
musculo liso vascular (A7r5).

- A sulcatona age diretamente ou modulando os receptores de adenosina Aoa
em células de musculo liso vascular (A7r5) em todas concentragdes que foram
utilizadas (106 a 103 M).

- No estado a basal a sulcatona foi capaz de atenuar a expressédo da enzima
CYP1B1 na concentragéo de 10-°M.

Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo sdo promissores, € nos
impulsiona a continuar a investigagdo dos mecanismos de agcdo da Sulcatona na

patologia da hipertens&o arterial e doengas cardiovasculares.
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Perspectivas




PERSPECTIVAS

- Verificar o efeito proliferativo da Sulcatona em células A7r5 pela técnica de
citometria de fluxo.

- Verifcar o efeito da sulcatona sobre o mRNA dos receptores A2a em células
de musculo liso vascular A7r5 pela técnica de real time PCR.

- Verifcar o efeito da sulcatona sobre os receptores A2a em células de musculo
liso vascular A7r5 pelas técnicas de inCell Western Blotting e Citometria de Fluxo.

- Analisar o efeito da sulcatona sobre as proteinas ERK1 e ERK2 pela técnica
de citometria de fluxo.

- Analisar o possivel efeito central da Sulcatona sobre a pressao arterial média
e frequéncia cardiaca através da administracdo intracerebroventricular no IV
ventriculo em ratos SHR e WKY.

- Analisar o efeito da Sulcatona sobre os receptores de adenosina A1 e Aga,
através da administragao intracerebroventricular no IV ventriculo em ratos SHR e

WKY pela analise de expreséo por western blotting e imunohistoquimica.
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