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RESUMO

Os efeitos cardiovasculares de acido 8(17),12E, 14-labdatrieno-18(oico) (labdano-
302), um diterpeno isolado da casca do caule da Xylopia langsdorffiana St.Hil & Tul.
(Annonaceae), foram estudados usando técnicas combinadas in vivo e in vitro. O
diterpeno labdano-302 promoveu uma hipotensdo dose-dependente tanto em ratos
normotensos (-7,4 + 2,2; -17,2 £ 1,2; -20,3 + 4,0; -20,5 = 2,8 %) quanto em ratos
hipertensos (L-NAME) (-6,0 = 3,0; -14,5 + 2,5; -36,0 = 5,0; -38,7 = 0,5 %), sendo
mais potente em ratos hipertensos (L-NAME. Essa resposta hipotensora foi seguida
de taquicardia em ratos normotensos (45,8 + 10; 68,1 £ 9,0; 88,1 £8,0; 90,1 £ 7,0 %
bpm) e nos ratos hipertensos (L-NAME) ocorreu alteragao significativa da frequéncia
cardiaca apenas nas duas doses maiores (5,0 £ 2,1; 11,3 £ 0,5 %). Em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio funcional, labdano-
302 (10°; 3x10; 10 e 10 M) promoveu uma inibicdo das contracées induzida por
fenilefrina (10"° — 10° M). Em preparagées pré-contraidas com fenilefrina labdano-
302 promoveu um relaxamento dependente do endotélio vascular tanto em
preparacées mesentéricas de ratos normotensos (pD.=5,16 + 0,07), quanto de
hipertensos (L-NAME) (pD»=5,68 * 0,07). O efeito relaxante de labdano-302 sobre
contracdes induzidas por FEN foi atenuado significantemente apds a remocao do
endotélio vascular, tanto em anéis mesentéricos de ratos normotensos (pDy=4,12 +
0,03) quanto de hipertensos (L-NAME) (pD>=4,07 = 0,03). Na presenca de L-NAME,
PTIO, ODQ, KT5823 ou indometacina, ocorreu uma atenuacao do vasorelaxamento,
o mesmo nao foi observado na presenca de L-NAME + L-arginina, atropina ou H-89,
essa resposta foi observada nos dois modelos estudados. A incubagdo com KCI 20
mM em preparagbes com endotélio vascular ndo alterou a resposta relaxante de
labdano-302. No entanto na em preparacées com KCl 20 mM ou TEA na auséncia
do endotélio o relaxamento foi atenuado. Contudo néo foi alterada na presenca de
blogueadores de canais para potassio como: glibenclamida (10 uM), apamina, 4-AP
ou BaCl,. O diterpeno labdano-302 promoveu um relaxamento em preparacoes pré-
contraidas com KCI 80 mM, tanto na presenca quanto na auséncia do endotélio
vascular. O labdano-302 antagonizou contracdes induzidas por CaCl, sendo mais
potente em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME). Em
preparacoes pré-contraidas com BayK 8644, o labdano-302 promoveu relaxamento
mais potente em anéis mesentericos de ratos hipertensos (L-NAME). Em estudos
eletrofisiolégicos com células GH3 (100 uM) de labdano-302 promoveu uma inibigao
das correntes de Ba®* através dos CaylL1.2. O labdano-302 inibiu contragdes
induzidas por fenilefrina em meio livre de calcio, porém promoveu um discreto
aumento das contragdes induzidas por cafeina. Em conclusdo, estes resultados
sugerem que o efeito hipotensor induzido por labdano-302 em ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME) é provavelmente devido a uma diminuicdo da resisténcia
periférica total em conseqiiéncia de uma ativacao da via eNOS-NO-GMPc-PKG e da
ciclooxigenase endotelial, além da participacdo dos canais BKc, na musculatura lisa
vascular, bem como do bloqueio dos canais CayL1.2 em células GH3. Palavras
chaves: labdano-302, Xylopia langsdorffiana, artéria mesentérica, Hipertensao (L-
NAME).
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ABSTRACT

The cardiovascular effects induced by labdane-302, a diterpene isolated from stem
bark of Xylopia langsdorffiana St. Hill & Tull, were evaluated in this work. In
normotensive and (L-NAME) hypertensive non-anaesthetized rats, was observed that
labdane-302 induced hypotension (-7.4 £2.2;-17.2 £ 1.2; -20.3 £ 4.0; -20.5 + 2,8 %),
(-6.0 £ 3.0; -14.5 = 2.5; -36.0 £ 5.0; -38.7 £ 0.5 %), respectively and effect and
taquicardic response (45.8 £ 10; 68.1 +£9.0; 88.1 £8.0; 90,1 £7.0 %), (5.0 £2.1; 11.3
+ 0.5 %), respectively. In endothelium intact and removal mesenteric rings,
application of the Phe (10° — 10° M), induced contractions in a concentration-
dependent manner. These contractions were reduced in presence of labdane-302
(10°; 3x10°; 10™* e 10 M). In contractions elicited by Phe, labdane-302 (107° — 10®
M) induced concentration-dependent relaxation of (pD2=5.16 + 0.07); (pD>=5.68 =+
0.07), in mesenteric rings of normotensive and hypertensive (L-NAME) rats,
respectively. Which was significantly reduced after removal of the vascular
endothelium, (pD2=4.12 + 0.03); (pD2=4.07 * 0.03), respectively, and the presence of
L-NAME, PTIO, ODQ, KT5823 or indomethacin. Incubation with the atropine, L-
NAME plus L-arginine or H-89 not changed for the labdane-302 vasorelaxante
responses. In the presence of high K" (20 mM), the relaxation response induced by
labdane-302 was not significantly affected in intact rings, but in the absence of
endothelium, the high K* and TEA, attenuated the labdane-302 response.
Nevertheless, it was not affected by glibenclamide, 4-AP, apamin or BaCl..
Labdane-302 antogonized the contractions induced by KCI 80 mM in presence and
absence endothelium. The diterpene labdane-302 antagonized the CaCl, induced-
contractions in depolarizing medium nominally without Ca*2. In contractions elicited
by Bay K8644 the diterpene labdane-302 concentration-dependent relaxation
induced in mesenteric rings of normotensive and hypertensive (L-NAME) rats.
Labdane-302 (100 pM) decreased Ba*? currents in GH3 cells, suggest the block L-
type CayL1.2 channels. Regarding to transient contractions induced by Phe (10 uM),
the diterpene diminished the maximum response significantly. However, the
contractions induced by caffeine (20 mM) were increased in the presence of this
compound. In conclusion, these results demonstrate that labdane-302 induce
hypotension probably secondary to a peripheral vasodilatation that appears to
involve the pathway activation eNOS-NO-GMPc-PKG and COX metabolites. The
diterpene labdane-302 activation promove of BK., in mesenteric rings and decreased
Ba*? currents in GH3 cells.

Keywords: labdane-302, Xylopia langsdorffiana, mesenteric artery, hypertension
(L-NAME).
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KT5823 indolo[2,3-a]pyrrolo[3,4-c]carbazole aglycone
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Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas em seres
humanos vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos em todo o mundo
(CIRIGLIANO; SUN, 1998). A valorizagao de plantas medicinais impulsionou a busca
de informacdées comprovada cientificamente sobre a seguranca e eficacia
terapéutica (SIMOES et al., 2000).

Muitos remédios a base de ervas medicinais tém sido popularmente
usados para o tratamento de patologias e produzindo efeitos satisfatorios sobre
doencas do sistema cardiovascular como a hipertensao (VORA; MANSSOR, 2005).
Um exemplo disto é a reserpina um alcaldide isolado da espécie Rauwolfia
serpentina em 1953 que revolucionou o tratamento da hipertensao arterial (SAMY et
al., 2008). Porém poucas plantas tém seus efeitos e mecanismos de agao estudados
e confirmados. Entretanto produtos derivados de plantas podem produzir interagdes
que levam ao aumento ou diminuigdo dos efeitos farmacolégicos ou toxicol6égicos de
drogas tradicionais usadas no tratamento de doencas relacionadas com o sistema
cardiovascular (FUGH-BERMAN, 2000).

A flora brasileira é a mais rica do mundo em matéria prima para a
producéo de fitofarmacos, porém apenas 8 % desta flora foi objeto de estudo. Assim
€ de suma importancia que os pesquisadores brasileiros priorizem seus estudos
nestas plantas, buscando uma fonte alternativa de medicamentos e visando no
futuro a obtencdo de novos farmacos mais eficazes e especificos (SIMOES et al.,
2000).

A familia Annonaceae tem distribuicdo pantropical, apresentando
aproximadamente 120 géneros e cerca de 2000 a 2200 espécies (SANTOS;
SALATINO, 2000). O género Xylopia possui aproximadamente 160 espécies
amplamente distribuidas.

Um grande numero de plantas da familia Annonaceae apresenta
fragrancia devido a presenca de 6leos essenciais. Os constituintes desses 6leos
usualmente sdo mono e sesquiterpenos ou outros compostos aromaticos (SANTOS;
TORRES; LEONART, 1998), ésteres de acidos alifaticos também podem ser
encontrados entre esses compostos (JIROVETZ; BUCHBAUER; NGASSOUM,
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1998). Acredita-se que os diterpenos sao substancias caracteristicas do género
Xylopia (VILEGAS et al., 1991).

Os frutos de Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich sdo usados na
medicina popular como carminativo e ténico pos-parto. Também sado usados para
problemas estomacais, no tratamento de bronquite, em problemas biliares e
disenteria (IWU, 1994). As sementes de Xylopia frutescens Aubl. (Annonaceae) sao
usadas no Brasil na medicina popular como agente antimicrobiano e contra
reumatismo. O &cido caurendico (diterpeno tipo caurano), que é abundante nas
sementes de X. frutescens apresentou atividade contra o protozoario Trypanasoma
cruzi que causa a doenca de Chagas em estudos in vitro e também contra cepas de
Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. Esse diterpeno ainda mostrou
atividade antimicrobiana e antiinflamatéria, justificando o uso de X. frutescens na
medicina popular (MELO et al., 2001; JENNETT-SIEMS et al., 1999).

Diterpenos como os acidos caurendico, diidro-caurendico e xylépico
isolados de Xylopia aethiopica e Alepidea amatymbica tém demonstrado atividade
cardiovascular e diurética em ratos (SOMOVA et al.,, 2001). Diterpenos do tipo
labdano isolados de varias espécies tém demonstrado varias atividades biolégicas
como, por exemplo: antiinflamatéria (DE LAS HERAS et al., 1994); citotdxica,
citostatica e antineoplasica (DIMAS et al., 1999; TANAKA et al., 2000; DIMAS et al.,
2001; KO et al.,, 2001; ROENGSUMRAN et al., 2001), antiespasmddica uterina
(VEDERNIKOV et al.,, 2000); anti-hipertensiva (TANDON et al., 1992) e
vasorelaxante (LINCOLN; FISHER-SIMPSON, 1983; LINDGREN; ANDERSSON,
1991). O &cido ent-15alfa-acetoxicaur-16-en-19-6ico (CA-acetoxi), um diterpeno tipo
caurano isolado da espécie Guatteria juruensis Diels (Annonaceae), apresentou um
potente efeito hipotensor e bradicardico em ratos normotensos nao-anestesiados,
este efeito parece envolver a participagao da via NO-GMPc (RIBEIRO, 2005).

Um dos diterpenos tipo labdano mais estudados até hoje é a forscolina,
isolada das raizes de Coleus forskohlii Briq. (Labiatae) utilizada no tratamento da
asma, cardiomiopatia congestiva (SEN et al., 1993). A forscolina é um potente
ativador da AC, induz apoptose em células gliomas malignas e em células
granulomas primarias por ativacdo da via da ciclase de adenilil aumentando as
concentragdes intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
consequente ativacao da PKA (KEREN-TAL et al., 1995; CHEN et al., 1998). Sabe-
se que esse diterpeno inibe as contragdes na musculatura lisa uterina de ratas
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gravidas por ativacdo da via supracitada e conseqiente ativagcdo de canais Katp
(VEDERNIKOV et al., 2000).

A espécie Xylopia langsdorffiana St.-Hil. & Tul. (Annonaceae) é pouco
relatada na literatura, tanto do ponto de vista dos estudos fitoquimicos como de suas
atividades bioldgicas. A partir do fracionamento do extrato etanélico bruto, obtido das
cascas do caule dessa espécie, foi isolado um diterpeno tipo labdano com peso
molecular de 302,451 e com formula molecular CgoH3002 denominado acido 8
(17),12E,14-labdatrieno-18-oico (figura 2) (ANDRADE et al., 2002). Dessa espécies
foram isolados alguns metabdlitos secundarios sendo um alcaldide (govanina) e trés
diterpenos (atizano, traquilobano e Ilabdano-302) (ANDRADE et al., 2002;
TAVARES, 2006) .

Em estudos anteriores Oliveira 2004, mostrou que o diterpeno labdano-
302 promoveu uma diminuicdo da pressdo arterial em ratos normotensos nao-
anestesiados, e este efeito hipotensor parece ser mediado por uma diminuicdo da
resistencia vascular periférica envolvendo a enzima sintase de NO e ciclooxigenase
endotelial bem como da ativacao de canais BKc,.

Recentemente foi demonstrado que o labdano-302 apresentou uma
atividade citotoxica em fibroblastos de pulmao de hamster chinés da linhagem V79,
no entanto ndo apresentou toxicidade em estudos realizados com hepatdcitos de
ratos (TAVARES et al., 2006). O diterpeno labdano-302 apresentou atividades
espasmolitica em traquéia isolada de cobaia sem a participacdo dos fatores
relaxantes derivados do epitélio, contudo com possivel participacdo dos canais para
potdssio. E em aorta isolada de ratos normotensos labdano-302 promoveu efeito
relaxante independente do endotélio vascular provavelmente envolvendo a
participacao dos canais Ky (RIBEIRO et al., 2007a,b).
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Figura 2. Estrutura quimica do &cido 8 (17),12E,14-labdatrieno-18-dico
(labdano-302).
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A descoberta de novos produtos naturais oferece maiores
oportunidades para encontrar novas moléculas que levem a novos farmacos uteis no
tratamento de diversaras patologias (GULLO; HUGHES, 2005), incluido o tratameno
da hipertensao arterial.

A hipertensao arterial (HA) é considerada como um fator de risco
primario para doengas cardio e cerebrovasculares, podendo ocorrer em todas as
idades e em ambos os sexos (STAMLE et al.,, 1990, MAcMAHON et al., 1993).
Sendo também conhecida como mal silencioso devido a auséncia de sinais
precoces. A elevagdo da pressao arterial (PA) pode causar, entre outras coisas,
disfuncoes e lesées do endotélio vascular com migracao de elementos aterogénicos,
incluindo LDL (lipoproteina de baixa densidade), mondcitos e macrofagos (COLLINS
et al., 1990; MACMAHON et al., 1993).

A pressao arterial (PA) pode ser representada, matematicamente,
através de um valor de PA nao pulsatil, a pressao arterial média (PAM). De maneira
simplificada, a PAM pode ser determinada pelo produto de duas variaveis: o débito
cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica (RVP), a interacdo dessas variaveis
relacionam-se pela seguinte equacao: PAM = DC x RPT, onde o DC é determinado
pelo produto entre o volume de ejecao sistdlica (VES) e a freqliiéncia cardiaca (FC),
expresso na equacao: DC = VES x FC. Desse modo, a FC participa da homeostase
da PAM como um de seus determinantes primarios. A PA pode ser influenciada pela
acao de drogas sobre um ou ambos as variaveis (OATES et al., 1996).

A regulacao da pressao arterial € uma das mais complexas fungdes
fisiolégicas, pois é resultante da agédo integrada dos sistemas cardiovasculares,
renal, neural e enddcrino, que trabalhando em conjunto sdo responsaveis pela
redistribuicdo dos varios fluxos sanguineos regionais através de alteracées na
resisténcia total e no débito cardiaco (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define como
hipertensos todo individuo adulto, com valores de presséao arterial sistélica (PS) igual
ou superiores a 160 mmHg e ou de pressdo arterial diastélica (PD) igual ou
superiores a 95 mmHg, em pelo menos duas mediadas realizadas em ocasides
diferentes (KRUMMEL, 2002). Sao normotensos aqueles com PS inferior a 140
mmHg e PD inferior a 90 mmHg. Conforme a IV Diretrizes Brasileira de Hipertensao
Arterial da Sociedade Brasileira de Cardiologia, os niveis de hipertensao
compreendem em trés estagios: 1 (leve - 140x90 mmHg e 159x99 mmHg), 2
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(moderada - 160x100 mmHg e 179x109 mmHg) e 3 (grave - acima de 180x110
mmHg) (IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2002). Os valores intermediarios
aos acima mencionados sao considerados “limitrofes”. No Brasil admite-se como
pressao arterial ideal, os valores em que o individuo apresenta 0 menor risco
cardiovascular - PAS < 120 mm Hg e PAD < 80 mm Hg (BRASIL, 2002).

A hipertensao arterial € um estado alterado da saude no qual a
pressao do sangue estd acima das medidas consideradas normais por um periodo
longo de tempo. Esta alteracdo decorre do aumento na contratilidade da camada
muscular lisa que forma a parede da artéria, algumas substancias quimicas do
préprio organismo promovem a contracdo das artérias. Em situacoes de
desequilibrio dessas substancias, ou da alteracdo dessa camada muscular ocorre o
aumento da pressao do sangue dentro dos vasos (KAPLAN, 2001).

Na HA sado descritas anormalidades no musculo liso vascular e no
endotélio que estdo associadas ao comprometimento da funcao destas estruturas.
Dentre estas disfuncdes, podemos considerar o aumento da vosaconstricdo e
reducdo da vasodilatagdo, tanto dependente como independente do endotélio
vascular. A perda do equilibrio entre o relaxamento e a contracado é freqiientemente
citada como uma das causas do aumento do tbnus vascular na hipertensao
(DOGGRELL; BROWN, 1998). A hipertensdao pode apresenta-se de duas formas,
primaria ou essencial e secundaria ou adquirida. A hipertensao essencial
caracteriza-se por uma elevacao da pressao sanguinea sem predisposicao genética,
enquanto que na secundaria ou adquirida geralmente se tem elevagao da pressao
sanguinea por ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (PAGE et al.,
1999). O fator primario da hipertensdo é uma resisténcia vascular periférica total
(RVPT) elevada. Portanto, qualquer variagdo que possa ocorrer no débito cardiaco
deve, pois, estar relacionado com uma elevagdo dessa RVPT e ndo como causa
prépria do estado hipertensivo (PAGE, 1987).

O estado hipertensivo estd associado com anomalias estruturais no
sistema cardiovascular (FOLKOW, 1982). Estas anomalias incluem aumento na
relacao parede versus luz das artérias (SAFAR et al., 1981), aumento na resisténcia
periférica, diminuicdo da complacéncia venosa (TAKESHITA; MARK, 1979),
aumento da quantidade da massa cardiaca e muscular lisa (FOLKOW, 1982), além
de anomalias na funcao renal (COLEMAM et al., 1994).



Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

Estudos com modelos de hipertensdo em ratos, como o modelo por
inibicdo da sintase de NO pela administragdo de NE-nitro-L-arginina-metil-ester (L-
NAME), um potente inibidor da sintese de NO, constitui um modelo amplamente
utilizado de hipertensao arterial sistémica (BAYLIS et al., 1998; ARNAL et al., 1992),
visto que, o bloqueio da sintese do NO pelo L-NAME, induz uma hipertensao
sustentada em ratos normotensos (RIBEIRO et al., 1992). O L-NAME ¢é soltuvel em
agua e quando administrado oralmente na agua de beber do animal, produz um
aumento prolongado da presséao arterial em poucas horas (BAYLIS et al., 1992).

Neste modelo ocorre um aumento sustentado da pressao arterial
média, mudancgas na contratilidade miocardica, alteracdes histoldgicas que consiste
em uma grande area de fibrose e necrose miocardica (ZATZ; BAYLIS, 1998),
remodelagem miocardica (FIALOVA et al., 2007), angiogénese e danos
mitocondriais além de um aumento na resisténcia vascular periférica
(OKRUHLICOVA et al., 2000). Além de disfuncdo endotelial e hipertensdo grave,
produz estresse oxidativo, danos inflamatérios e morfolégicos, mudangas funcionais:
como a proteindria, hipertensdo grave, nefroesclerose, fibrose miocaridica e infarto,
além de todas as condigdes patoldgicas que sao consistentes com o quadro clinico
da hipertensdo (ONO et al., 1995; GONZALEZ et al., 2000; DE GASPARO et al.,
2002).

Dados da literatura indicam que a inibicao ou a producao deficiente de
NO, no organismo pode ser responsavel por uma série de transformagdes que
atuam em sinergia com outros fatores de risco cardiovasculares para a incidéncia de
eventos como acidente vascular encefalico (AVEs), infartos e vasoespasmos
(RAMOS et al.,, 2006). O aumento da resisténcia vascular sistémica ou mesmo
localizada é capaz de induzir um aumento compensatério da liberacao local do NO
que se contrapde a vasoconstricao, revelando um importante mecanismo fisiolégico
de regulacdo do ténus vasomotor e, conseqlentemente, da resisténcia vascular e
pressao arterial (RAMOS et al., 2006).

O endotélio vascular € uma monocamada de células que reveste os
vasos sanguineos e que separa a corrente circulatéria do muasculo liso vascular, nao
constitui simplesmente uma membrana de didlise, mas possui intensa atividade
metabodlica. Estando envolvido na sintese e/ou no metabolismo de diversos

mediadores enddgenos tais como o NO, as prostaglandinas e as endotelinas.
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Diversas substancias derivadas do endotélio parecem estar envolvidas
na modulagdo fisiolégica do controle local do tbnus e do fluxo vascular: a)
substancias vasodilatadoras — NO e a prostaciclina (PGl,); b) substancias
vasoconstritoras — endotelina e tromboxano A,, por exemplo. Estas substancias, que
sdo, em alguns casos, produzidas continuamente pelas células endoteliais em
pequenas quantidades, podem ser liberadas em quantidades bem maiores por
estimulos mecanicos e humorais (BEVAN et al., 1994).

A descoberta de fatores enddgenos derivados do endotélio, em
especial o NO (FURCHGOTT et al., 1980), iniciou um novo capitulo na compreensao
dos mecanismos das doencas cardiovasculares e dos métodos de prevencao e
tratamento, foi originalmente identificada como um fator endotelial relaxante do
musculo liso vascular e € um importante mediador da sinalizagdo intracelular em
varios tecidos (SOUZA et al., 2007).

O oxido nitrico € um mediador generalizado produzido em diversos
tecidos bioldgicos por uma das trés isoformas de sintase de NO (GUIX et al. 2005;
SIMKO, 2007). Trés isoformas de NOS foram descritas até hoje, sendo as isoformas
endotelial (NOS+) e neuronal (NOS3) denominadas constitutivas (cNOS), ao passo
que a NOS;, é conhecida com NOS indutiva (iINOS). As cNOS produzem NO em
quantidades pico-nanomolares por curtos periodos, por mecanismo dependente de
célcio; INOS produz NO em grande quantidade e por longo tempo, uma vez que
ocorra ativacdo celular por estimulos inflamatérios como citocinas e
lipopolissacaridio. A producdao de NO via cNOS esta relacionada a homeostase,
enquanto a producdo de NO via ativacdo da iINOS esta ligada a fendmenos
fisiopatoldgicos (ROCHA et al., 2003).

A sintase do NO endotelial ou tipo-lll (eNOS ou NOS-III) foi
originalmente identificada no endotélio vascular, sua ativacdo regula a resisténcia
vascular, e também é Ca*/calmodulina dependente. No SNC esta
predominantemente presente no endotélio dos vasos cerebrais, em algumas
populacdes de neurdnios (DINERMAN et al., 1994) e em células da glia (WIENCKEN
et al., 1999).

Na tentativa de entender a génese e manutencdo da hipertensao
arterial, diversos estudos tém enfocado a participagdo de substancias moduladoras
da neurotransmissdo dos reflexos cardiovasculares no nucleo do trato solitario

(NTS), incluindo o NO. A descoberta de que o NO funciona como uma molécula
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sinalizadora no SNC mudou radicalmente o conceito de neurotransmissao
(ESPLUGUES et al., 2002). Além do seu papel na neurotransmissao e controle
hemodinamico, o NO participa na regulacdo da proliferacdo e crescimento celular
(PECHANOVA; SIMKO, 2007).

Partindo das suas propriedades fisicas, o NO nao é estocado em
vesiculas lipidicas e liberado por exocitose, também nao é metabolizado por
enzimas hidroliticas. Uma vez sintetizado difunde-se, podendo agir na propria célula
em que foi produzido ou em células adjacentes (neurais ou ndo). Sua inativacao
ocorre pela reacdo com um substrato (DIAS et al., 2006). A vida média do NO é
muito curta, cerca de seis segundos, reagindo rapidamente com o oxigénio e sendo
oxidado a nitrito (NO2), molécula bem mais estavel (vida média de horas). No
sangue, liga-se rapidamente a hemoglobina (afinidade 3 mil vezes maior que a do
oxigénio), sendo convertida em nitrato (NO3’), com vida média de seis horas, e é
eliminado pela urina (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987).

Foi demonstrado que a reducdo da sintese crénica de NO com
inibidores farmacoldgicos da sintase de NO como o L-NAME, resultou em alteragdes
metabdlicas, hipertensdo e hipertrofia miocardica (BERNATOVA et al., 1999b,
SIMKO; SIMKO, 2000; KUNES et al., 2004), reduziu o vasorelaxamento
(BERNATOVA et al., 2002; GEROVA et al., 2004; TOROK ; KRISTEK, 2002;
PAULIS et al. 2006) e espessamentos da parede dos vasos (BERNATOVA et al.,
1999a, GEROVA; KRISTEK 2001; SIMKO et al., 2007). Além disso, a reducdo da
sintese de NO leva a remodelacdo de miécito (FIALOVA et al., 2007), angiogénese,
danos mitocondriais e fibrose miocardica (OKRUHLICOVA et al., 2000; TRIBULOVA
et al., 2000).

O NO, além de sua potente acdo vasodilatadora, promove outros
importantes efeitos vasculares, renais e cardiacos, incluindo a acao antiagregante
plaquetaria, a modulacao do ritmo de filtracdo glomerular e o efeito sobre os
remodelamentos vascular e cardiaco (BARTUNEK et al., 2000; HU et al., 2005). Por
sua vez, a diminuicao enddégena da producao do NO esta relacionada a redugao da
vasodilatacdo  endotélio-dependente em  pacientes com  hipertenséo,
hipercolesterolemia, diabete ou arteriosclerose (MONCADA et al., 1993)

Com relacdo ao remodelamento cardiaco, o NO parece ser um
importante fator endégeno na modulacdo do crescimento hipertréfico, tanto de modo
indireto, por meio de seu efeito hipotensivo, via dilatacdo arterial periférica,
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promovendo diminuicdo da pdés-carga, como pela dilatagdo do sistema venoso,
diminuindo a pré-carga (MATSUOKA et al.,, 1996; PEREIRA et al., 2001).
Adicionalmente, outros estudos demonstraram que o NO também participaria do
remodelamento cardiaco por meio mais direto, uma vez que sua diminuicao
promoveria alteracdes morfologicas significativas, como focos de necrose, aumento
da fibrose, apoptose, diminuicdo da angiogénese cardiaca e consequente hipertrofia
patolégica (AKUZAWA et al., 1998; KURISU et al., 2003). Entretanto, os efeitos da
inibicdo tanto aguda como crénica da sintese de NO com analogos da L-arginina,
como N®monometil-L-arginina (L-NMMA) ou L-NAME, que resultam em
consequente elevacdo da PA, apresentam dados controversos na literatura no que
se refere ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (DE OLIVEIRA et al., 2000;
SIMKO et al., 2005).

E possivel que o tempo de inibicdo da sintese do NO por sete dias ndo
seja suficiente para induzir hipertrofia (SOUZA et al., 2007). No entanto diversos
autores demonstraram a existéncia de hipertrofia cardiaca promovida pelo blogqueio
cronico da sintese de NO em estudos com mais de quatro semanas de tratamento,
embora com doses diarias de L-NAME menores que 50 mg/kg (HU et al., 2005).

O musculo liso é o principal tipo de musculo que controla e regula o
funcionamento da maioria dos 6rgaos do corpo, representa uma ferramenta util para
a investigacdo de atividades biol6gicas de substéncias de qualquer fonte, seja
natural ou sintética (WATTERSON et al., 2005). A contracdo do musculo liso é
dependente do aumento da concentragcdo de Ca®' intracelular através do influxo
extracelular e liberagdo de célcio dos estoques intracelulares (SOMLYO; SOMLYO,
1994), possue uma papel importante na regulacado e manutencao da pressao arterial
(SONKUSARE et al., 2006). O tébnus miogénico das pequenas artérias e arteriolas
podem iniciar a primeira elevacdo da pressao arterial e ainda elevar a resisténcia
vascular periférica e os niveis de pressao (GEBREMEDHIN et al., 1990; HAYASHI
et al., 1992, 1996).

A atividade contratil de células musculares lisas de artérias e arteriola
€ o principal determinante da resisténcia ao fluxo sanguineo através da circulacéo.
Assim, o ténus vascular desempenha um papel importante na regulagdo da pressao
arterial e da distribuicdo do fluxo sanguineo entre e dentro dos tecidos e érgaos do
corpo. A regulagao da atividade contratil das células musculares lisas na circulacéo
sistémica é dependente de uma complexa interagdo de substancias vasodilatadoras
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e vasoconstrictoras, estimulos de hormdnios circulantes, neurotransmissores e de
fatores derivados do endotélio que regulam a pressao arterial (JACKSON, 2000).

Todos estes sinais sdo integrados por células musculares vasculares
para determinar a atividade do aparato contratil, o didmetro e resisténcia ao fluxo
dos vasos sanguineos. Os canais idnicos desempenham um papel central neste
processo. Como em todas as células musculares, a musculatura lisa vascular utiliza
fons Ca** como um mecanismo de acionamento do processo de contragdo. O
Influxo de célcio através de canais Cay na membrana plasmatica e liberacdo de
célcio dos estoques intracelulares sao as principais fontes para a ativagcdo do
mecanismo da contracao (JACKSON, 2000).

Os estudos iniciais sobre a regulacdo da contragdo no musculo liso
mostraram que o fon Ca®**, semelhante ao que ocorre no musculo estriado, é o
mensageiro secundario do processo de contracdo. Todavia, verificou-se que as
troponinas, entre elas a troponina C, conhecido alvo intracelular para o Ca®" no
musculo estriado, ndo existiam no musculo liso e que os filamentos de actina e miosina
nao interagem entre si da mesma forma que no musculo estriado (EBASHI 1960;
MURPHY, 1976). Com a descoberta da calmodulina (CaM) (CHEUNG, 1970;
KAKIUCHI; YAMAZAKY, 1970), uma proteina ligante de Ca® no musculo liso,
demonstrou-se a correlagao existente entre a fosforilacdo da cinase da cadeia leve da
miosina (MLCK) e o inicio da contracdo. Um aumento da concentragdo de Ca**
intracelular ([Ca®*];) induzido por um estimulo qualquer promove a ligagdo do Ca®** a
CaM, formando assim o complexo (Ca?")4/CaM. Este sofre uma alteragdo
conformacional e ativa a MLCK, enzima, que através da transferéncia de um grupo
fosfato do trifosfato de adenosina (ATP), fosforila o sitio regulatério (LC20) da cadeia
leve da miosina (MLC). A MLC fosforilada desencadeia o mecanismo de cicliza¢ao das
pontes entre os filamentos de actina e miosina, ocorrendo o deslizamento destes
filamentos com conseqlente desenvolvimento de forca ou contragdo do musculo
(JOHNSON; SNYDER, 1995). A diminuicdo dos niveis de Ca®* para os niveis basais
desativa a MLCK. O relaxamento do musculo liso ocorre através da acao da fosfatase
da cadeia leve da miosina (MLCP), que desfosforila a LC20. Esta reacdo é
relativamente lenta, por isso as contracées do musculo liso séo tipicamente mais
sustentadas e se dissipam mais lentamente que as do musculo estriado (GARRET ;
GRISHAM, 1995).
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Um dos mecanismos envolvido no relaxamento muscular é a
hiperpolarizagdo de membrana que pode ocorrer em fungao da liberacao do NO, que
ativa diretamente a CG; ou no caso dos agonistas que induzem relaxamento, ao
ligarem-se aos seus receptores promovendo ativacao direta da CG ou AC, resultando
na formacdao do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e monofostato ciclico de
adenosina (AMPc), respectivamente. O aumento na [GMPc] ativa a PKG, enquanto
que o aumento da [AMPc]; ativa tanto a PKA como a PKG, que resulta na ativacédo de
canais de K" na membrana plasmatica e consequente hiperpolarizagdo. A
hiperpolarizagdo reduz o influxo de Ca®* através dos canais Cay do tipo L, diminuindo
portanto a [Ca®*], e a fosforilagdo da miosina e a contragdo (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento farmaco-
mecanico incluem: (1) Aumento na atividade da enzima Ca?*-ATPase (bomba de Ca®*)
tanto do reticulo sarcoplasmatico (RS) como da membrana plasmatica através da
PKG, levando a um aumento do sequestro e da extrusdo de Ca®*, respectivamente,
diminuindo assim a [Ca®*]; (2) Diminuicdo da formacdo do 1,4,5-trifosfato de inositol
(IP3) e conseqiiente diminuicdo da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares;
(3) Reducdo da [Ca®']; pelo AMPc por diminuir o influxo de Ca?*, indiretamente por
hiperpolarizagao ou por agir diretamente nos Cay do tipo L (REMBOLD, 1996).

A etiologia da hipertensdo é desconhecida e a doenga pode evoluir a
partir da interacdo de fatores genéticos com fatores ambientais. Na verdade,
inUmeros fatores endécrinos, reflexos neurais e anormalidades vasculares podem
contribuir para hipertensdo essencial. No entanto, independentemente dessas
origens diversas, uma caracteristica em todas as formas de hipertensdo é um ténus
vascular anormal que é mediado pelo influxo de Ca®* - através dos canais Cay.

Durante a patogénese da hipertensdo o aumento no influxo de Ca®
pode fomentar o desenvolvimento de um ténus vascular anormal e elevagao da
resisténcia vascular periférica. O conhecimento sobre os canais Cay no sistema
cardiovascular tem sido revolucionado nas Uultimas duas décadas pela
disponibilidade da biologia molecular. Esse conhecimento langou as bases para
compreensdo da relacdo entre a estrutura e funcdo dos canais-Cay na
vascularizacdo e na regulacédo da pressao arterial (SONKUSARE, 2006). Os canais
Cay sdo necessarios para o acoplamento excitagdo-contragdo em varios tipos
celulares como no coracdo, musculo esquelético e musculo liso vascular e nao
vascular (CURTIS et al., 1984; CATERRAL; PERES-REYES, 2005).
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Anormalidades nos canais para Ca?* sdo consideradas como parte da
extensdo biolégica e adaptacdes morfoldgicas que caracterizam a vascularizacao
durante a patogénese da hipertensdo, ocorrem quando aumentos agudos da
pressao arterial e as pequenas artérias e arteriolas mostram um imediato
estiramento dependente da despolarizacdo e constricdo denominado por resposta
miogénica que dependem da abertura de canais para calcio sensiveis a voltagem
Ca, na musculatura lisa vascular (NELSON et al., 1990; WANG et al., 1999).

A funcédo dos Cay no processo de contracdo e elevacdo da pressao
ficou evidente pela auséncia de tbnus miogénico nas artérias de ratos em que o
gene para o canal (Cay1.2) foi inativado (MOOSMANG et al., 2003). A resposta
miogénica dos diferentes leitos vasculares desempenha um papel central na
regulacdao dos niveis de pressao arterial durante a progressdo da hipertensdo. No
entanto, se a pressao arterial ndo é restaurada para niveis normais por mecanismos
compensatérios neurais e renais, as células musculares lisas parece sofrerem uma
adaptacdo ou uma remodelagem elétrica como uma resposta adaptativa para
manter os niveis de tenséo elevados (COX; RUSCH, 2002).

A contracdo muscular ¢é controlada pelas concentracbes
citoplasmaticas de Ca?*, visto que, o célcio aciona o aparato contratil. Os canais Cay
sdo uma superfamilia de canal formado por pelo menos 10 membros, divididos em
alta e baixa voltagem, com uma sequéncia de aminoacidos homdéloga e
sensibilidade a ativagdo pela despolarizagdo da membrana. O grupo ativado pela
alta voltagem consiste em canais sensiveis a dihidropiridina — Cay1 (tipo- L, Cay1.1 -
1.4) e insensivel Cay2 (P, Q, R, N —tipo-T, Cay2.1 - 2.3). Os Cay1 e Cay2 sédo canais
que exigem uma maior despolarizacdo de membrana para que ocorra a ativacao em
relacdo aos canais tipo-T, que necessitam de uma baixa despolarizacdo, que
incluem Cay3.1 - 3.3 (PEREZ — REYES, 2003).

O reticulo sarcoplamético (RS) é a principal fonte de calcio intracelular,
a liberacao de calcio dessa organela ocorre através dos canais para calcio sensiveis
a rianodina ou a IP3 (FLYNN et al., 2001). Os receptores de IP3 sdo as principais
meios de liberacao de calcio dos estoques intraceluares (DELLIS et al., 2006). O 1P
€ um segundo mensageiro formado pela ativacdo de um receptor de membrana
acoplado a proteina G (GPCR), principalmente aqueles acoplados a proteina Gg11
gue apos a ativagdo de uma enzima denominada fosfolipase C (PLC) que promove a
hidrélise de fosfolipidios de membrana (PIP,) dando origem ao IP3; e diacilglerol
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(DAG) (BARRIDGE, 2005). Os receptores rianodinicos sdo ativados pelo Ca®*
liberado através dos receptores sensiveis a IP3, processo esse chamado de
liberacao de célcio induzida por calcio (CIRC) (MCHALE et al., 2006).

Os Canais para potassio pertencem a uma grande familia das
proteinas de membrana que tem um papel importante em varios processos
fisiolégicos como na liberagdo de neurotransmissores, excitabilidade celular,
secrecdo de horménios, freqiéncia cardiaca, reatividade vascular e ténus do
musculo liso (LOGSDON et al., 1997). Esses canais sdo de extrema importancia
para a regulagéao do ténus do musculo liso (JACKSON, 2000; JACKSON, 2001), pois
sdo 0s canais ibnicos dominantes na membrana plasmatica de células musculares
lisas, a corrente através destes canais contribui substancialmente para o potencial
de membrana dessas células (JACKSON, 2005).

E importante lembrar que apenas pequenas mudancas no estado de
equilibrio da membrana sao necessarias para produzir mudancgas significativas no
potencial. O potencial de membrana por sua vez, regula a atividade de tenséao -
fechando canais para Ca?*, controlando o influxo e efluxo de Ca?. Em células
musculares lisas, em virtude do gradiente do K*, a abertura de canais para K* leva a
um efluxo de K na célula e uma hiperpolarizacdo de membrana. Este processo
diminui a tensdo fechando canais para Ca?*, reduzindo os niveis de calcio
intracelular e levando a uma vasodilatacdo. Inversamente, o fechamento de canais
para K* causa despolarizacdo de membrana, abrindo canais para Ca** levando a
uma vasoconstricao (JACKSON, 2005).

Estudos ao longo dos ultimos 20 anos tém identificados pelo menos
quatro diferentes classes de canais para K" expressos nas células arteriolares do
musculo liso. Estes incluem: Canais para potassio retificadores de entrada (Kig),
canais para potassio sensivel ao ATP-(Katp), canais para potéssio ativados pelo
calcio (Kca) e canais para potassio ativado por voltagem (Ky) (JACKSON, 2005).

Baseados nos resultados obtidos com o diterpeno labdano-302 em
ratos normotenos, onde foi observada uma acédo hipotensora e vasorelaxante, e
aliado a busca constante de novas alternativas no tratamento da hipertenséo arterial.
A proposta deste estudo foi investigar o efeito de labdano-302 sobre a hipertenséo
arterial induzida em ratos, propondo mecanismo de agéao para a acao hipotensora e
vasorelaxante deste diterpeno.



Objetivos
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo diterpeno labdano-
302 através de uma abordagem in vivo e in vifro em ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME), além de elucidar os mecanismos de acao implicados nas
respostas obtidas.

2.2 Especificos
Testes in vivo

e Caracterizar o efeito de labdano-302 sobre a presséo arterial (PA) e
frenquéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

nao anestesiados.

Testes in vitro

e Avaliar o efeito de labdano-302 sobre a resposta relaxante em artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME), avaliando:

- A influéncia dos fatores relaxantes derivados do endotélio

- A participacédo dos ions calcio na resposta relaxante induzida por labdano-
302.

- A participacao dos canais para potassio na resposta vascular induzida por
labdano-302.

- A participagdo das proteinas cinases (PKA e PKG) no vasorelaxamento
induzido por labdano-302.



Material e Métodos

='l§
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus)
normotensos, pesando entre (200-300 g), todos provenientes do Biotério Prof.
Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes
de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba — LTF/UFPB.

Figura 3 - Rattus norvegicus

Todos o0s animais eram mantidos sob condicdes controle de
temperatura (21 £ 1°C), em um ciclo claro e escuro de 12 horas (6h00 as 18h00), e
com livre acesso a agua e a alimentagdo. Os experimentos eram realizados no
periodo de 7h00 as 17h00 (in vivo) e de 7h00 as 19h00 (in vitro).

Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF (CEPA), certiddo niimero 0101/07.
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3.2 Drogas e Reagentes

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram utilizadas diversas
ferramentas farmacoldgicas tais como: tiopental sddico (Cristalia), sal sddico de
haparina (Roche), cloridrato de L (-) fenilefrina, sulfato de atropina, cloridarato de
acetilcolina, L-NAME (NC-nitro-L-arginina-metil éster), nitroprussiato de sdédio (NPS),
indometacina, ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3-a] Quinoxalin -1 — One), cloridrato de
L-arginina, cafeina (CAF), glibenclamida (GLIB), tetraetilaménio (TEA), 4-
aminopiridina, cloreto de bario (BaCl,), PTIO, cremofor e dimetil sulfoxido, H-89 (N-
[2-((p-bromocinnamy-l)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide 2-HCI), BayK8644 S-(-
)-1,4-diidro-2-6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-3-acido piridinecarboxilico
ester metilico, KT5823 (Todos Sigma-aldrich St. Louis, MO, EUA).

Para preparagdo das solucbes, a indometacina foi dissolvida em
bicarbonato de so6dio (NaHCO3) a 5% em agua destilada. O ODQ, H-89, KT5823 e
glibenclamida foram dissolvidos em dimetil sulfoxido (DMSO). As demais
substancias utilizadas foram dissolvidas em agua destilada. Todas as solucdes
foram mantidas em temperatura de 0°C e por ocasido da realizacdo dos
experimentos, eram diluidas em salina ou agua destilada, para os ensaios in vivo ou
in vitro, respectivamente.  Vale ressaltar que os veiculos utilizados nao
ultrapassaram 1% na concentracao final, nesta concentracdo eram desprovidos de

efeito bioldgico.
3.3  Solucodes Nutritivas

Para a preparacdo das solucbes nutritivas de baseou-se na
metodologia desenvolvida por TANAKA et al., 1999. Os sais utilizados em todas as
preparacées das solugdes nutritivas foram: cloreto de sdédio (NaCl, 158,3 mM),
cloreto de potassio (KCl 4 mM), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl, 2 mM), cloreto
de magnésio hexa-hidratado (MgCl. 1,05 mM), glicose (CgH120s 5,6 mM) (Merck,
darmstadt, Alemanha), bicarbonato de sddio (NaHCO3; 10 mM), fosfato de sddio
mono-hidratado (NaH>PO4 0,42 mM) (todos da Merck (Darnstadt Alemanha)), acido
etileno-diamino-tetraacético (EDTA 1mM), (Sigma-aldrich St. Louis, MO, EUA). No
preparo das solugdes despolarizantes de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM,
60 mM ou 80 mM, a concentracdo de Na* foi isosmoticamente alterada. Nas
solucdes livres de Ca?* foi omitida a adicdo de CaCl, e adicionou-se 1 mM de EDTA.
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Porém no preparo de solucdes nominalmente sem célcio apenas omitiu-se o CaCl..
Apb6s o preparo das solucdes media-se o pH e era feito o ajuste para 7,4, quanto

necessario.
3.4 Preparacao do labdano-302

O diterpeno labdano-302 foi solubilizado em cremofor (3%) e dissolvida
em agua destilada na concentragdo 10" M (solugdo estoque), para os experimentos
in vitro, € em solucdo salina na dose de 30 mg/kg para os experimentos in vivo. A
solucdo estoque era mantida a 0°C, e de acordo com a necessidade de cada
experimento eram realizadas as diluicdes. A concentragao final de cremofor na cuba

nao excedeu 0,01%.
3.5 Ensaios Farmacoloégicos

Foram utilizadas duas diferentes formas de abordagens, uma com ensaios
farmacolégicos in vivo, utilizando animais integros, e outra com ensaios
farmacolégicos in vitro, utilizando anéis de artéria mesentérica superior isolada de

ratos normotensos e ratos hipertensos (L-NAME).

3.6 Inducao de hipertensao pela inibicao da enzima sintase de NO com L-
NAME.

Foram utilizados ratos normotensos Wistar pesando entre (200-300g), que
foram tratados com L-NAME na dose de 50 mg/kg adicionados na agua de beber
durante uma semana (7 dias), tempo suficiente para instalacdo da hipertensao
arterial (DANANBERG et al., 1993). Durante a primeira semana deste estudo, foi
feito o acompanhamento de rotina dos animais com o objetivo de verificar se o
tratamento com L-NAME promoveria alguma alteracao no peso corporal. No final de
uma semana do tratamento os animais foram submetidos aos diversos protocolos in

Vvivo ou in vitro.
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3.7 Procedimento experimental

3.1.1 Medida Direta da Pressao Arterial (PA) e Frequéncia Cardiaca (FC) em
Ratos nao-anestesiados

Os ratos normotensos ou hipertensos (L-NAME) foram anestesiados
com tiopental sédico (45 mg/kg, i.p.) para procedimento cirdrgico que consiste na
implantacdo de cateteres de polietiieno (PE) na veia cava superior e aorta
abdnominal. Um segmento de catéter PE-10 (didametro interno e externo de 0,28 e
0,61 mm, respectivamente) foi soldado a um segmento de catéter PE-50 (diametro
interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente) em seguida fez-se a
implantagcdo dos mesmo na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia
femoral esquerdas, respectivamente. ApGs a insercao e fixacao, os cateteres foram
tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na regiao
cervical posterior do animal (scapulae).

A PA e FC foram medidas 24 h apdés o procedimento cirurgico pela
conexao do cateter arterial a um transdutor de pressao pré-calibrado (Statham P23
ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (Modelo TBM-4M, WPI,
Sarasota, FL, EUA) e conectado a um micro-computador equipado com placa
conversora analégico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, Inc., Mansfield, MA,
EUA) e com o programa CVMS (WPI, Sarasota, FL, EUA) (figura 4). A freqiéncia
escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o
computador calculou pressao arterial sistélica, diastdlica e média, e o intervalo de
pulso (referido como freqiiéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado para a
administragdo das drogas.

3.7.2 Efeito de labdano-302 sobre a PAM e FC em ratos normotensos ou
hipertensos (L-NAME) nao-anestesiados.

Para obtengcdo de uma curva dose-resposta controle, os animais foram
mantidos em aclimatagdo por um periodo de no minimo 30 min., para estabilizacdo
dos parametros cardiovasculares, e em seguida administrou-se nitroprussiato de
sédio (10 ug/kg, i.v.) para verificar a eficacia da implantacédo do cateter venoso. Apds

o retorno dos parametros hemodindmicos dos animais, doses crescentes de
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labdano-302 (5, 10, 20 e 30 mg/kg, i.v,) foram administradas randomicamente com
intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares retornassem
aos seus valores da linha de base (figura 4). O tempo de retorno dos parametros
cardiovasculares observado apds a administracdo de labdano-302 era em torno de
20 minutos. Os valores de PAM, FC foram computados antes (valores da linha de
base) e imediatamente apds a administracdo da substancia, e suas variagdes foram
expressas em porcentagem para cada dose. Para o célculo dos valores percentuais
de PAM e FC, utilizou-se as equacdes 1 e 2, respectivamente.

(1) Valores de PAM (%) = (PAM depois — PAM antes) x 100

PAM antes

(2) Valores de FC (%) = (FC depois — FC antes) x 100

FC antes
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NPS labdano-302 (mg/kg i.v.)

~

: l

30

Figura 4 — Representagao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de labdano-302 sobre PAM e FC em ratos normotensos ou hipertensos (L-
NAME) ndo-anestesiados.

Figura 5 — Aparato utilizado para aquisicao dos valores de PAM e FC em ratos
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3.7.3 Preparacao de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com
ou sem endotélio vascular.

Os ratos foram sacrificados por concussao cerebral seguida por seccao
dos vasos cervicais. Ap6s uma incisdao no abdome do animal, a artéria mesentérica
superior foi retirada e livre de tecido conectivo e adiposo (Figura 6), foi seccionada
em anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2 mm). Os anéis foram mantidos em
cubas contendo 10 mL de solucdo de Tyrode, a 37° C e gaseificada com uma
mistura de 95 % de O, e 5 % de CO, (carbogénio) ( Figuara 7). Esses anéis foram
suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de forca acoplado a um
sistema de aquisicdo (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) para o registro das tensdes
isométricas (Figura 8). Cada anel foi submetido a uma tensdo constante de 0,75 g
por um periodo de 60 min. Durante este tempo, as solugdes nutritivas foram
trocadas a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA;
ALTURA, 1970).

Apéds obtencdo de uma curva concentragao-resposta com a fenilefrina
em aneéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME),
antes da verificacdo da presenca do endotélio vascular, observou-se que a
concentragdo de (3 x 10° M) de fenilefrina induzia uma contragdo de magnitude
semelhantes em 95% das preparagdes, em comparagcao com as contragdes obtidas
com (10 uM) de fenilefrina em anéis mesentéricos de ratos normotensos, apartir
desses observacdo utilizou-se para todos os procedimentos de verificacdo do
endotélio vascular a concentracdo de (3 x 10° M) de fenilefrina. Esta concentragao
de (3 x 10® M) é frequentemente relatada na literatura em estudo com anéis de
artéria mesentérica superior de ratos hipertensos (L-NAME) (HEIJENBROK et al.,
2000). Os anéis sem endotélio vascular foram obtidos mecanicamente através do
atrito entre as paredes internas do vaso com uma haste de metal. A presencga do
endotélio vascular foi verificada pelo relaxamento dos anéis apés adigdo de (10° a
10®° M) de acetilcolina, visto que, a acetilcolina ndo promoveu um relaxamento
satisfatério nos anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME), quando
administrada em concentragdo Unica de (10 uM) que € comumente utilizada para
verificacdo do endotélio vascular em anéis de artéria mesentérica de animais

normotensos. A partir desta observacao todos os protocolos realizados em anéis
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mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME) foram seguidos deste procedimento
para verificagcdo do endotélio vascular.

Foram considerados com endotélio, os anéis com relaxamento superior
a 80 % para ratos normotensos e de 60% para ratos hipertensos (L-NAME) da
contracdo induzida por fenilefrina (3 x 10® M). Os anéis com relaxamentos inferiores
a 10 %, foram considerados sem endotélio nos dois modelos estudados
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980, PRIVIERO et al., 2007). Nos anéis mesentéricos
de ratos normotensos onde o relaxamento ficou entre 10 e 80 % foram descartados
e para anéis mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME), relaxamentos entre 10 e

N

{ A

60% foram também descartados.

Figura 6 - Artéria mesentérica superior isolada de rato.

Figura 7 — Cuba para érgao isolado contendo anel de artéria
mesentérica superior isolada de rato em solucao de Tyrode.
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Figura 8 - Aparato utilizado para registros de tensées isométricas em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato.
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3.8 Protocolos experimentais para estudos in vitro

3.8.1 Estudo da reatividade vascular da acetilcolina em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos.

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos foram pré-
contraidos com fenilefrina (10° — 10° M), na fase tonica da contracdo adicionou-se
cumulativamente concentragdes crescentes de acetilcolina (10° — 10° M) para
obtencdo de uma curva concentracao-resposta, obtida através de regressdao nao-

linear dos valores médios.

3.8.2 Estudo da reatividade vascular da fenilefrina em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos L-NAME.

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos foram pré-
contraidos a adicdo cumulativa fenilefrina (10° — 10° M) para obtencdo de curva
concentracao-resposta, apds esse processo as preparacoes foram lavadas e ao
retorno do tonus basal, repetiu-se esse procedimento para obtencao de uma nova
curva concentracao-resposta nos anéis de artéria mesentérica superior de ratos
normotensos ou hipertensos (L-NAME) na presenga ou na auséncia do endotélio

vascular.

3.8.3 Avaliacao da resposta contratii da fenilefrina na presenca de
concentracoes de labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos normotensos e hipertensos L-NAME.

Apbs a obtencdo de uma curva controle com a fenilefrina (10° — 10°
M), as preparacaes foram lavadas e ao retorno dos valores do tdnus basal, incubou-
se por 30 minutos, separadamente concentragdes de labdano-302. Apds esse
processo as preparacdes foram submetidas novamente a adicdo cumulativa de
fenilefrina (10° — 10° M) para obtencdo de uma segunda curva concentragéo-

resposta.

3.8.4 Curva concentracao-resposta do labdano-302 em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME).
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Ap6s obtencdo de uma contracdo sustentada com fenilefrina (10° — 10"
®> M) (aproximadamente 40 minutos), concentracdes crescentes de labdano-302 (10
19 _ 10® M) eram adicionadas as cubas de maneira cumulativa para obtencdo de
uma curva concentragcao-resposta na presenca ou na auséncia do endotélio vascular
(Figura 9 A e B). A poténcia vasorelaxante de labdano-302 foi avalida através dos
valores de pD. e Enax Na presenga ou na auséncia do endotélio vascular. Para a
determinacdo do mecanismo de acao envolvido no vasorelaxamento de labdano-
302, realizou-se este mesmo procedimento na presenca de diversas ferramentas
farmacolégicas (Figura 10 A e B). Para cada ferramenta farmacoldgica, foram
utilizadas diferentes preparacoes.

ACh (10° - 10° M) Labdano-302

) |
Anéis com endotélio l

Lavagem

!

Fen (3 x10° M) Fen (10°-10° M)

R
Anéis sem endotélio

ACh (107 =10° M) Labdano-302

l Lavagem

1

Fen (3x10° M) Fen (10°—10° M)

Figura 9 - Representacdo esquematica dos protocolos experimentais para
verificagdo do efeito de labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos na presenca e na auséncia do endotélio vascular.
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A ACh (10°-10° M) Labdano-302

Anéis com endotélio l

Lavagem

|

T T T

Fen (3x10° M) Ferramentas Fen (10°-10° M)
farmacoldgicas

Anéis sem endotélio
ACh (10° = 10° M)

l Lavagem

T T T

Fen (3x10° M) Ferramentas ~ Fen (10°—10° M)
farmacologicas

Figura 10 — Representacdo esquematica dos protocolos experimentais para
avaliacdo do efeito de labdano-302 na presenca de ferramentas farmacoldgicas
diversas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com ou sem

endotélio vascular.
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3.8.5 Verificacao da participacao da enzima sintase de NO na resposta
vasorelaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos normotensos e hipertensos L-NAME.

Apéds a verificagdo do endotélio vascular, as preparagdes foram pré-
incubadas separadamente com L-NAME (100 pM), um inibidor competitivo da
enzima sintase de NO ou L-arginina (1 mM) substrato para a sintase de NO
(MONCADA ; HIGGS, 1993) + L-NAME (100 uM). Apdés trinta minutos de incubacao
induziu-se uma contracdo cumulativa com fenilefrina (10° — 10° M), na fase tonica e
sustentada desta contracdo adicionou-se cumulativamente labdano-302 (107° — 107
M) para obtencdo de uma curva concentragao-resposta. As respostas obtidas foram
comparadas com a curva controle, ou seja, na auséncia de L-NAME ou L-NAME + L-
arginina (Figura 10 A). A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através
dos valores de pD, e Emax na presenca e na auséncia de L-NAME ou L-NAME+L-

arginina.

3.8.6 Verificacao do envolvimento de NO na resposta relaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos normotenos e
hipertensos (L-NAME).

Ap6s a observacdao da integridade do endotélio vascular, as
preparacoes foram pré-incubadas com PTIO (300 uM), um sequestrador intracelular
de oOxido nitrico (IKEDA et al., 1997). Apés 30 minutos as preparacdes foram
submetidas a uma segunda contragdo cumulativa com fenilefrina (10° — 10> M) em
no componente tdnico desta contracdo adicionava-se labdano-302 (107° — 10 M)
cumulativamente (Figura 10A). A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi avalida
através de comparagédo dos valores de pD, e Emax na presenca ou na auséncia
PTIO.

3.8.7 Verificacao da participacao da ciclase de guanilil na resposta relaxante
induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos normotenos
e hipertensos (L-NAME).

Ap6s a observacdao da integridade do endotélio vascular, as
preparagbes foram pré-incubadas com ODQ (10 puM), um inibidor especifico da
ciclase de guanilil soluvel (GARTHWAITE et al., 1995). Decorridos 30 minutos as
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preparacdes eram submetidas a uma segunda contragdo cumulativa com fenilefrina
(10° — 10° M) e no componente tdnico desta contragdo adcionou-se labdano-302
(10" — 10° M) cumulativamente (Figura 10 A). A poténcia vasorelaxante do
labdano-302 foi avalida através de comparacdo dos valores de pD, e Emax na

presenca e na auséncia de ODQ.

3.8.8 Verificacao da participacao da PKG na resposta relaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos normotenos e
hipertensos (L-NAME).

Ap6s a observacdao da integridade do endotélio vascular, as
preparagdes foram pré-incubadas com KT5823 (1 uM), um inibidor seletivo da
proteina cinase dependente de GMPc (SABRANE et al., 2003). Apés 30 minutos de
incubacado as preparagdes foram submetidas a uma segunda contragdo cumulativa
para a fenilefrina (10° — 10° M) e no componente tonico desta contragdo adicionava-
se labdano-302 (10" — 10® M) cumulativamente (Figura 10A). A poténcia
vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através de comparagéo dos valores de pD;
e Emax Na presenca e na auséncia de KT 5823.

3.8.9 Verificacao da participacao dos metabdlitos da via do acido araquidonico
nha resposta vasorelaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME).

Apbés a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as
preparacdes foram previamente incubadas com indometacina (10 uM), um inibidor
nao seletivo da enzima ciclooxigenase (COX) (CLARK; FUCHS, 1997). Apo6s 30
minutos induziu-se uma contragdo cumulativa pra fenilefrina (10° a 10° M) e na fase
tonica desta contragcdo adicionou-se a cuba labdano-302 cumulativamente (Figura
10A). A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através de comparagao
dos valores de pD2 e Enax Na presenca e na auséncia de indometacina.
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3.8.10 Verificacao da participacao dos receptores muscarinicos no
vasorelaxamento arterial induzido por labdano-302 em anéis mesentéricos de
ratos hipertensos (L-NAME).

Ap6s a verificagdo da integridade do endotélio vascular, as
preparacoes foram previamente incubadas com atropina (1 nM), um antagonista nao
seletivo dos receptores muscarinicos (SAWAYER, 1999). Ap6s 30 minutos induziu-
se uma contragcdo cumulativa com fenilefrina (10° a 10®° M) e na fase tonica desta
contragdo adicionou-se & cuba labdano-302 (10" — 10° M) cumulativamente. A
resposta observada foi comparada com o registro controle obtido na auséncia da
atropina. (Figura 10A). A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através

de comparacao dos valores de pD, e Enax Na presenca e na auséncia de atropina.

3.8.11 Verificacao da participacao da PKA na resposta relaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

Apés a verificagdo da auséncia do endotélio vascular, as preparacoes
foram previamente incubadas com H-89 (1 puM), um inibidor seletivo da proteina
cinase dependente de AMPc — PKA (FETSCHER et al., 2001). Ap6s 30 minutos de
incubagdo induziu-se uma contragdo cumulativa para fenilefrina (10° - 10° M) e na
fase tonica desta contragdo adicionou-se a cuba labdano-302 (107° — 10° M) de
maneira cumulativa (Figura 10B). A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi
avalida através de comparacdo dos valores de pD, e Enax ha presenca e na
auséncia de H-89.

3.8.12 Verificacao da participacao dos canais para potassio na resposta
relaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos
hipertensos (L-NAME).

Ap6s procedimentos realizados para verificagdo da presenca ou da
auséncia do endotélio vascular a solucéo de Tyrode da cuba era substituida por uma
solucdo de KCI 20 mM que permanecia durante todo o experimento. Nesta
concentracdo de potassio externo ocorre uma modulacdo do efluxo deste ion
ocasionando assim uma atenuacado do relaxamento induzido por ativadores de
canais para potassio (CAMPBELL et al, 1996, CLARK; FUCHS, 1997). Apdés 20

minutos deste procedimento foi induzida uma contragdo com fenilefrina (10 - 10
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M), em seguida adicionou-se cumulativamente labdano-302 (107° — 10° M) na fase
tbnica desta contracdo. A poténcia vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através
de comparacao dos valores de pD, e Enax Na presenca e na auséncia de KCI 20 mM.

3.8.13 Verificacao da participacao dos canais para potassio sensivel a
voltagem-K, na resposta relaxante induzida por labdano-302 em anéis de
artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

Os anéis sem endotélio foram pré-incubados por 30 minutos com (4-AP
1 mM), um inibidor dos canais para potassio sensiveis a voltagem-K,. (BERG, 2002).
Ap6s 30 minutos deste procedimento foi induzida uma contragdo com fenilefrina (10°
®.10° M), na fase sustentada desta contracdo adicionou-se de maneira cumulativa
labdano-302 (107° — 10 M) (Figura 10B). A poténcia vasorelaxante do labdano-302
foi avalida através de comparacdo dos valores de pD, e Emax Na presenca € na
auséncia de 4-AP.

3.8.14 Verificacao da participacao dos canais para potassio sensivel a ATP na
resposta relaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica
de ratos hipertensos L-NAME.

Os anéis sem endotélio vascular foram pré-incubados por 30 minutos
com GLIB (10 uM), um inibidor dos canais para potassio sensiveis ao ATP (IIDA,
2001). Apds 30 minutos deste procedimento foi induzida uma contracdo com
fenilefrina (10° - 10° M), na fase sustentada da contracéo adicionou-se de maneira
cumulativa labdano-302 (107"° - 10 M), a resposta obtida foi entdo comparada com
o controle na auséncia da glibenclamida (Figura 10B). A poténcia vasorelaxante do
labdano-302 foi avalida através de comparacdo dos valores de pD, e Emax na
presenca e na auséncia de glibenclamida.

3.8.15 Verificacao da participacao dos canais para potassio retificadores de
entrada - Kjg na resposta relaxante induzida por labdano-302 em anéis de
artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

Os anéis sem endotélio vascular foram pré-incubados por 30 minutos
com (BaCl, 30 uM), um inibidor dos canais para potassio retificadores de entrada -
Kir (CHROSSOBOLIS, 2001). Apds 30 minutos deste procedimento foi induzida uma
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contracdo com fenilefrina (10° - 10° M) na fase sustentada da contracdo adicionou-
se de maneira cumulativa labdano-302 (107 — 10 M), (Figura 10B). A poténcia
vasorelaxante de labdano-302 foi avalida através de comparacgao dos valores de pD»
e Emax Na presenca e na auséncia de BaCl..

3.8.16 Verificacao da participacao dos canais para potassio de baixa
condutancia sensivel ao calcio — SK¢a, ha resposta relaxante induzida por

labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

Os anéis sem endotélio vascular foram pré-incubados por 30 minutos
com apamina (1 pM), um inibidor dos canais para potassio sensiveis ao calcio de
baixa condutancia (IIDA, 2001). Apés 30 minutos deste procedimento foi induzida
uma contragdo com fenilefrina (10° -10° M), na fase sustentada da contracédo
adicionou-se de maneira cumulativa labdano-302 (107° — 10 M), (Figura 10B). A
poténcia vasorelaxante de labdano-302 foi avalida através de comparacdo dos
valores de pD. e Enax Na presenca e na auséncia de apamina.

3.8.17 Verificacao da participacao dos canais para potassio de grande
condutancia sensivel ao calcio — BKc, ha resposta relaxante induzida por

labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME)

Os anéis sem endotélio vascular foram pré-incubados por 30 minutos
com TEA (1 mM), um inibidor dos canais para potassio sensiveis ao calcio de grande
condutancia (WHITE, 2002). Ap6s 30 minutos deste procedimento foi induzida uma
contracdo com fenilefrina (10° -10° M) na fase sustentada desta contragdo
adicionou-se de maneira cumulativa labdano-302 (107'° — 10 M), a resposta obtida
foi comparada com o controle na auséncia do TEA (1 mM) (Figura 10B). A poténcia
vasorelaxante do labdano-302 foi avalida através de comparagéo dos valores de pD;

e Emax Na presenca e na auséncia de TEA.

3.8.18 Efeito de labdano-302 sobre as contracoes induzidas por KCI 80 mM em
anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

Trinta minutos apo6s a verificacdo da presenca ou da auséncia do
endotélio vascular, o meio nutritivo de cada preparacao era trocado por uma solucao
com elevada concentracdo de potassio (KCI 80 mM), que promove uma
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despolarizacado da membrana plasmatica gerando a ativagdo dos canais para calcio
sensiveis a voltagem (Cay), promovendo o influxo de Ca®* gerando uma contragdo
(REMBOLD, 1996). Este processo era entdo repetido com o objetivo de se obter
duas contragcdes com magnitude similar para o KClI 80 mM. No componente tonico e
sustentado da segunda contragdo com um tempo médio de 30 minutos para a
estabilizacdo era adicionado a cuba concentragdes crescentes do diterpeno
labdano-302 (107° — 10 M) de maneira cumulativa. A poténcia vasorelaxante do
labdano-302 foi avalida através de comparagédo dos valores de pD, e Enax obtidos

para KCI 80 mM e Fenilefrina.

3.8.19 Efeito do labdano-302 sobre as contracoes induzidas por CaCl, em
artéria mesentérica de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME).

Apo6s procedimentos realizados para verificagdo da auséncia do
endotélio vascular a solucao de Tyrode da cuba foi substituida por uma solu¢ao com
elevada concentracao de potassio (KCl 60 mM), para obtencédo de duas contracdes
com magnitude similar. As preparac¢des eram lavadas por uma solucao de Tyrode
nominalmente sem calcio e permaneciam nesta solugdo por 15 minutos. ApGs este
periodo, as preparacdes eram lavadas novamente com uma solucéo de KCl 60 mM
nominalmente sem célcio por mais 15 minutos em seguida induzia-se uma curva
cumulativa para CaCl, (10° — 102 M). Este procedimento era repetido para
construgcdo de uma segunda curva para o CaCl,. Apds esse processo eram
adicionadas as cubas concentragdes isoladas de labdano-302 (10, 10, 3x10™° e
10" M) por um periodo de incubacdo de 15 minutos, decorrido este tempo induzia-se
novamente uma curva cumulativa de CaCl,. (Figura 11). Os resultados foram
avaliados comparando-se a porcentagem da resposta contratii na presenca do
labdano-302 com aquela obtida pela amplitude média das curvas controle (na
auséncia do labdano-302).
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Figura 11 — Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
verficacdo do efeito de labdano-302 sobre contracdes induzidas adicdo cumulativa
de CaCl, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do
endotélio vascular.

3.8.20 Efeito do labdano-302 sobre contracoes induzidas por S-(-) BayK 8644
em anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos e hipertensos (L-
NAME).

Apés a verificagdo da auséncia do endotélio vascular. As preparacdes
eram pré-incubadas com uma solucao despolarizante de KCI 20 mM por 20 minutos,
este procedimento é realizado para que se obtenha uma melhor resposta ao agente
contratil utilizado (BARRUS et al., 1996), em seguida administrou-se as cubas o Bay
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K8644 (107 puM) uma agonista de Cay (BARRUS et al., 1996), para obtencdo de
uma contracao sustentada. Na fase tbnica desta contracdo administrou-se labdano-
302 (107° — 10 M) (figura 12). A poténcia vasorelaxante de labdano-302 foi avalida
através de comparacado dos valores de pD, e Enax Obtidos em preparagées com
anéis mesentéricos de ratos normotensos com os valores obtidos para ratos
hipertensos (L-NAME).

Anéis sem
endotélio

ACh (10° = 10®° uM) Labdano-302

!

] T T

KCI 20 mM Bay K 8644 (107 pM)
Fen (3x10°M) 20 min.

Figura 12 — Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
verficacdo do efeito de labdano-302 sobre contracdo induzida por BayK 8644 em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do endotélio
vascular.

3.8.21 Verificacdo efeito do labdano-302 sobre as correntes para Ca* através
dos canais Cay-L em células GHs.

3.8.21.1 Cultivo das células GH3

A linhagem de células GH3, proveniente de tumor de pituitaria de rato,
foram cultivadas em garrafas de cultura de plastico tratadas para adesao celular
(250 mL), a 37°C em estufa umidificada e mantida com atmosfera de 5 % de CO..
Usou-se o meio de cultura Dulbecco’'s Modified Eagle Médium (DMEM)
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suplementado com bicarbonato de sédio 1, 2 g/L; 10 % de soro fetal bovino
(CULTILAB). Foram adicionados os antibiéticos penicilina (5000 U/mL) e
estreptomicina (5 mg/mL) para uma concentracao final de cerca de 1 %. O meio foi
trocado trés vezes por semana e as células repicadas assim que comecavam a
confluir. O repique celular consistia de tratar as células com uma solugdo de
tripsina (0,1 %) contendo EDTA (1 mM) em meio DMEM sem soro. Apés alguns
minutos as células estavam soltas e a metade do volume foi tranferida para outra
garrafa na qual se completava o enchimento com meio de cultura. O meio foi
trocado no dia seguinte. Para a realizacdo dos experimentos as células foram
plaqueadas em laminulas de vidro (22 x 22 mm, Corning, USA) que foram
acondicionadas em placas de poliestireno de 35 mm.

3.8.21.2 Abordagem eletrofisioléogica das correntes para calcio através dos
canais — CayL

Correntes através de canais para Ca®* sensiveis a voltagem foram
registradas utilizando a técnica de “patch-clamp” na configuracao “wholl cell” (HAMIL
et al., 1981). As células foram estudadas através de uma platina de um microscopio
invertido (Olympus IMT-2). O conjunto foi montado sobre uma mesa pneumatica,
acoplada a um micromanipulador elétrico, para a movimentacao do eletrodo usado
para o registro das correntes da membrana celular, e o0 outro micromanipulador
manual para a perfusdo de solu¢des contendo as ferramentas farmacologicas a
serem utilizadas. As pipetas foram feitas a partir de tubos de vidro de parede finas
(Perfecta, Brasil). As células utilizadas neste procedimento foram células GH3, que
regularmente expressam canais para calcio sensiveis a dihidropiridina ou canais
para célcio sensiveis a voltagem — Cay (ARAUJO et al., 2003), essas células foram
transferidas para a camara e foram perfundidas com solucbes fisiol6gicas
constituida de (em mM): NaCl (140); CsClI (5); BaCl, (10); MgCl. (0,5); HEPES (5) e
glicose (5). Adcionou-se ao meio tetrodotoxina (100 nM), com o objetivo de bloquear
canais para Na' dependentes de voltagem. O pH da solucédo era ajustado para 7,4
com NaOH. Em seguida o labdano-302 (100 uM) foi adicionado a solugdo de
perfusdo. As pipetas foram preenchidas com solugdo contendo (em mM): CsClI
(130); ATP-Mg (4); GTP-Li4 (0,1); HEPES (10) e EGTA (5). Ajustou-se o pH para
7,2. As Pipetas utilizadas tinham resisténcias de 2,0-Q antes do preenchimento com



39

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

a solucao interna e apoés para 3,0 MQ. As células foram mantidas em um potencial
de “holding” de -80 mV e estimuladas com pulsos teste de 50 ms de duracao, que
despolarizavam as células para 0 mV a cada 5s. As correntes obtidas foram
gravadas com um amplificador EPC-9 (HEKA Electronics, Lambrecht, Alemanha),
filtrada em 3.0 kHz, digitalizados em 10 kHz e armazenada em um computador. A
compensacao da série de resisténcia foi de (50-75 %) e apenas foram usadas
células cuja resisténcia permaneceu constante durante o todo experimento. O
processamento dos dados foram realizados através dos programas Execel
(Microsoft Office 2003) e SigmaPlot v.5.0 (Jandel Inc.)

3.8.22 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes induzidas por fenilefrina ou
cafeina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos
e hipertensos (L-NAME).

O efeito de labdano-302 (10°, 10* e 10° M) sobre os estoques
intracelulares de calcio sensiveis a fenilefrina e a cafeina, foram realizados de
acordo com o protocolo sugerido por (SAKATA; KARAKI, 1991). Apés a verificacao
da auséncia do endotélio vascular, as preparacbes eram expostas a solucéo
despolarizante de KCI 60 mM por 3 minutos para obtencdo de uma contragao ténica.
ApOs este processo as preparacdes eram lavadas com uma solucao de Tyrode livre
de célcio adicionada de EDTA 1 mM, por um periodo de 2-3 minutos em seguida,
adicionava-se a cuba fenilefrina 10 uM ou cafeina 20 mM para obtencdo de uma
contracdo transiente. Apds este processo as preparacdoes foram lavadas com
Tyrode normal e ao retorno do tdnus basal, repetiu-se o processo anterior de forma
gue se obtivessem duas contra¢gdes com magnitude similar (controle). O diterpeno
labdano-302 em concentracdes isoladas foi adicionado as cubas 3 minutos antes da
indugéo de uma terceira contracao transiente com 10 uM de fenilefrina ou 20 mM de
cafeina. Nos experimentos com cafeina a temperatura do banho era mantida a 21°C
(Figura 13).
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Figura 13 — Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
verficacdo do efeito de labdano-302, sobre as contracbes transientes induzidas por
fenilefrina ou cafeina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na

auséncia do endotélio vascular.
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3.8.23 Analise Estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média *
erro padrao da média (e.p.m). Foram realizados testes “t” de Student ndo-pareados,
para analise de diferenca entre todas as médias e ANOVA (one-way) seguida de
Newman Keuls com medida repetida para analise de variancia em estudos in vivo e
in vitro quando necessario.

As diferengcas entre as médias foram consideradas significantes
quando valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p<0,05). As das curvas foram
obtidas através de regressao nao-linear com variagdo da inclinagdo da curva (slope
variado). Os valores de pD, que corresponde ao logaritmo negativo do valor de CEsg
(Concentracao molar de uma substancia capaz de induzir 50% de uma resposta
maxima) foram obtidos através de regressao nao-linear. O valor de Ensx corresponde
a média percentual de relaxamento do labdano-302 para cada condi¢ao estudada.

Toda a analise estatistica e plotagem das curvas foram realizadas

utilizando o programa estatistico Graph-Pad Prims® 4.03.
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4 RESULTADOS
4.1 Estudos farmacolégicos com o diterpeno labdano-302 in vivo

A tabela 1 mostra os valores basais para PAM e FC em animais
normotensos e hipertensos L-NAME, mostrando que o tratamento por sete dias com
L-NAME (50 mg/kg) induz uma alteracdo significativa da PAM, e FC. Na tabela 2
estdo os valores de peso corporal e 6rgdos dos ratos hipertensos (L-NAME) e o
grupo controle (normotensos), ndo se observou alteragdo no indice de massa dos

orgaos dos ratos hipertensos (L-NAME).

Tabela 1 — Valores basais de PAM e FC em ratos normotensos e hipertensos L-
NAME.

GRUPOS EXPERIMENTAIS PAM FC
CONTROLE 115+2 3905
L-NAME 160 = 3* 410 £ 6*

*p<0,05 L-NAME versus controle

Tabela 2 - Avaliacdo de peso corporal e peso dos 6rgaos dos ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME).

INDICE DE MASSA (g) CONTROLE L-NAME
CORPORAL 240 + 2 238 + 6
CORACAO 0,0032 + 0,01 0,0032 + 0,005
PULMAO 0,054 + 0,1 0,054 + 0,01
FIGADO 0,037 £ 0,05 0,040 + 0,03
RIM (direito) 0,004 + 0,01 0,004 + 0,01

RIM (esquerdo) 0,004 = 0,01 0,004 = 0,01
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4.1.1 Efeito do labdano-302 sobre PAM e FC em ratos normotensos ou
hipertensos (L-NAME).

Ap6s um periodo de estabilizacdo dos parametros hemodindmicos a
administracdo de maneira randémica de doses labdano-302 (5, 10, 20 e 30 mg/kg
i.v.), promoveu uma hipotensao seguida de uma taquicardia em ratos normotensos
de maneira dependente de dose (-7,4 £ 2,2; -17,2 £ 1,2; -20,3 £ 4,0; 20,5 £+ 2,8 €
45,8 =+ 10; 68,1 £+ 9; 88,1 £ 8; 90,1 + 7 %), o mesmo foi observado em animais
tratados com L-NAME por sete dias, para o efeito hipotensor, porém a freqiéncia
cardiaca apresentou um efeito dual, com uma discreta bradicardia em doses
menores e uma leve taquicardia nas maiores doses. (-6,0 + 3,0; -14,5 + 2,5; -36,0 *
5,0;-38,7+05¢e-4,1%+15;-47+1,0;5,0+2,1;11,3 £ 0,5 % n=6, respectivamente)
(Grafico 01).
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Grafico 1 - Efeito do labdano-302 sobre a PAM (A) e FC (B) em ratos normotensos
e hipertensos (L-NAME) n&o-anestesiados. Os valores foram expressos como média
+ e.p.m de 5 experimentos *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 hipertensos (L-NAME)
versus (normotensos).
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4.2 Estudos farmacolégicos com o diterpeno labdano-302 em ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME) - in vitro

4.2.1 Avaliacao da reatividade vascular a adicao cumulativa de acetilcolina em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e

hipertensos (L-NAME) com e sem endotélio funcional.

O grafico 2 mostra que a resposta relaxante da acetilcolina foi alterada
de maneira significativa em prepara¢des com anéis de artéria mesentérica de ratos
hipertensos (L-NAME), em relacdo ao controle (normotensos) como pode ser
observado pelos valores de pD,; (normotensos pD»= 6,71 + 0,03, n= 6; hipertensos
(L-NAME) pD2o= 5,17 £ 0,06*** n=6) e nos valores de Emax ; (nOormotensos, Ensx =
100,0 £ 0,0 %; hipertensos (L-NAME), Enax = 58,5 £ 10,7 %) (Grafico 2).

4.2.2 Avaliacao da reatividade vascular a adicao cumulativa de fenilefrina em

anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e

hipertensos (L-NAME) com ou sem endotélio funcional.

Em preparagdes na presenca do endotélio funcional obteve-se
contracdes crescentes com amplitudes similares (normotensos pD.= 6,52 £+ 0,01, n=
6; hipertensos L-NAME pD.= 6,57 = 0,008, n=7), no entanto em preparacdes na
auséncia do endotélio funcional a adicao cumulativa de fenilefrina induziu contragdes
crescentes com mesma magnitude, porém ocorreu um deslocamento da curva para
a esquerda, como pode ser observado nos valores de pD»; (normotensos pDo= 6,15
+ 0,006, n= 6; hipertensos (L-NAME) pD.= 8,16 + 0,05*** ) (Gréfico 3).
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Grafico 2 — Curvas concentragdo-resposta da acetilcolina em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME) na
presenca ou na auséncia de endotélio vascular. Os valores foram expressos como
média £ e.p.m de 6 experimentos. ***p<0,05 versus normotensos (com endotélio).
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Grafico 3 — Curvas concentracdo-resposta da fenilefrina em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME), na
presenca e na auséncia de endotélio vascular. Os valores foram expressos como
média £ e.p.m de 6 experimentos. ***p<0,05 versus (normotensos sem endotélio)
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4.2.3 Verificacao da resposta vascular para a fenilefrina na presenca de
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia
e na presenca do endotélio funcional, a pré-incubacao com labdano-302 por 30
minutos foi capaz de inibir de maneira concentracdo-dependente as contracdoes
induzida por fenilefrina (10° — 10 M). Havendo ainda um deslocamento da curva
para direita com inibicdo do efeito maximo como podemos observar nas no (Grafico
4 A e B; Grafico 5 A e B) ( ver tabela 3 e 4).

Tabela 3 Valores de pD. e resposta maxima obtida para contragdes induzida por
fenilefrina (10° — 10" ° M) na presenca de concentracdes isoladas do labdano-302,

em preparacdes na presenca do endotélio vascular.

Labdano-302 Normotensos Hipertensos (L-NAME)
(Molar)
pD2 Emax (o/o) pD2 Emax (O/O)
Controle 6,30 + 0,003 100,0 £ 0,0 6,15 + 0,006 100,0 £ 0,0
10°® 6,02 + 0,02 80,6 + 7,6* - -
10° 2,09 +0,004*** 45,6 +2,69*** 5,04 +0,06*** 98,9 +4,5
10 - 14,5 + 3,6*** - 60,0 + 9,3***
10° - 9,2 +2,6*** - 8,7 +2,8***

Valores expressos como média + e.p.m de 6 experimentos por concentracao,
*p<0.01 *** p<0.001 significativo versus controle.
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Tabela 4 Valores de pD; e Emax das contragdes induzida por fenilefrina (10° — 10°°
M) na presenca de concentracdes isoladas do labdano-302, em preparagdes na
auséncia do endotélio vascular.

Labdano-302 Normotensos Hipertensos (L-NAME)
(Molar)
pD2 Emax (0/0) pD2 Emax (0/0)
Controle 6,57+ 0,008 100,0 £ 0,0 6,15 + 0,006 100,0 £ 0,0
10° 6,02 +0,02 80,6 + 7,6*** - -
10° 5,04 £0,006**  456+2,6 5,84 +0,03*** 77,8 +8,0***
10 - 14,5 +7,7*** - 24,8 +5,6***
107 - 9,2 +3,8** - 8,0 £2,1***

Valores expressos como média + e.p.m de 6 experimetos por concentracao,
*** p<0.001 significativo versus controle.
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Grafico 4 - Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina na presenca de
concentragdes isoladas do labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos com endotélio intacto, (A) normotensos e (B) hipertensos (L-NAME).
Os os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m de 5 experimentos,
respectivamente. ***p<0,001 versus controle.
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Grafico 5 - Curvas concentracao-resposta para fenilefrina na presenca de
concentragdes isoladas do labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos sem endotélio, (A) normotensos e (B) hipertensos (L-NAME). Os
simbolos e barras verticais representam a média £ e.p.m de 5 experimentos,
respectivamente. ***p<0,001 versus controle.
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4.2.4 Efeito do labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos hipertensos (L-NAME) pré-contraidos com fenilefrina.

Ap6s a verificacdo do endotélio vascular, induziu-se uma segunda
contragdo cumulativa com fenilefrina (10° — 10° M) para obtencdo de um t6nus de
magnitude similar a primeira contracdo, na fase tonica desta segunda contragdo
adicionou se cumulativamente labdano-302 (107'° — 10 M). O diterpeno labdano-302
induziu um vasorelaxamento de maneira concentracdo dependente em preparacdes
com endotélio funcional (Emax= 96,5 £ 2,1 %) (Figura 8 A), e ap6s a remocédo do
endotélio a curva concentragao-resposta para o labdano-302 foi deslocada para a
direita de maneira significante, porém sem alteragdo no efeito maximo (Emax= 94,4 *
4,2 %) (Figura 8 B), (Grafico 6). O tempo maximo de estabilizagdo do relaxamento
entre uma concentracao e outra foi de aproximadamente 8 min. com uma duracao
maxima de relaxamento total em torno de 90 minutos. Apds o experimento controle
as preparagoes foram lavadas por 40 minutos e induziu entdo uma contragdo com
fenilefrina para verificacdo da reversdo do relaxamento induzido por labdano-302,
em todas as preparag¢des houve uma reversao de 100 % da resposta (Dados nao
mostrados).
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Figura 15 — Registros originais da resposta relaxante do labdano-302 (107° — 10®
M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME),
na presenca (A) ou na auséncia (B) do endotélio vascular.
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Grafico 6 — Curvas concentragdo-resposta do labdano-302 (107° — 10 M) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME), na presenca
(e) ou na auséncia (m) do endotélio vascular. Os valores foram expressos como
média = e.p.m de 6 experimentos, ***p<0,05 versus endotélio intacto.
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4.2.5 Verificacao do efeito de L-NAME e L-NAME + L-arginina na resposta
vasorelaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME).

Apés a verificagdo do endotélio vascular, as preparacdes foram pré-
tratadas com um inibidor ndo seletivos da enzima sintase de NO (L-NAME 100 pM)
por 30 minutos. Apds este periodo induziu-se uma contracédo com fenilefrina (10° —
10° M), na fase tbnica e sustentada desta contragdo administrou-se
cumulativamente labdano-302 (107° — 10 M). Na presenca de L-NAME as curvas
concentragao-resposta do labdano-302 foram deslocada para a direita de maneira
significante, poréem sem alteracdo no efeito maximo tanto nas preparagbes com
anéis mesentéricos de ratos normotensos (Emax= 95,3 + 2,8 %; L-NAME Epa= 94,5 £
2,4 %) quanto em hipertensos (L-NAME) (Emax= 96,5 + 2,1 %%; L-NAME Eax=
100,0 + 0,0 %) (Grafico 7A e B). A adicao concomitante de (1 mM + L-NAME 100
UM) ndo foi capaz de reverter a resposta inibitéria do L-NAME (100 pM) nas
preparacées mesentéricas de ratos normotensos, (Grafico 7A). No entanto, ndo
houve alteracdo nos valores de Emax (Emax= 95,3 + 2,8 %; L-NAME+L-arginina, Emax=
100,0 = 0,0 %). Porém, em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-
NAME), o pré-tratamento concomitante das preparagées com L-arginina (1 mM + L-
NAME 100 pM), reverteu o efeito inibitério do L-NAME (Emax= 96,5 + 2,1 %; L-
NAME-+L-arginina, Enax= 100,0 £ 0,0 %), (grafico 7 B).
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Grafico 7 - Curvas concentragdo-resposta do labdano-302 (107'° — 10 M) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos (A) e hipertensos-L-
NAME (B), pré-contraidos com fenilefrina (10°-10° M) na auséncia (e) e na
presenca de L-NAME (V) ou (o) L-NAME+L-arginina. Os valores foram expressos
como média + e.p.m de 6 experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.
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4.2.6 Verificacao do efeito de PTIO na resposta vasorelaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME).

Apds o procedimento para a verificagdo da presenca do endotélio vascular,
0s aneis de artéria mesentérica superior isolada de ratos foram pré-contraidos com
fenilefrina (10° — 10 M). Apés 30 minutos do pré-tratamento com PTIO (300 pM),
um sequestrador permeéavel de NO (IKEDA et al., 1997). Como pode ser observado
o pré-tratamento das preparacbes com PTIO promoveu uma atenuacao da resposta
vasorelaxante de labdano-302, sem alteragcdo de maneira significante no efeito
maximo, em prepara¢des com anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos
(endotélio intacto, Eqax = 95,3 = 2,8 %; PTIO, Emax = 89,57 + 8,6 %), porém em
preparacées com anéis mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME) houve uma
diminuicdo significante no valor de Enax (endotélio intacto, Emax= 96,5 £ 2,1 %; PTIO,
Emax= 85,0 £ 2,0 %** p<0,05) (Grafico 8 A e B).
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Grafico 8 - Curvas concentragdo-resposta do labdano-302 (107'° — 10* M) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotenos (A) e hipertensos (L-
NAME) (B) pré-contraidos com fenilefrina (10° -10° M), na auséncia (e) e na
presenca de PTIO (300 uM) (A). Os valores foram expressos como média + e.p.m de
5 experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.



61

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

4.2.7 Verificacao do efeito de ODQ sobre a resposta vasorelaxante induzida
por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos pré-contraidos
com fenilefrina (10° — 10° M), o pré-tratamento por 30 minutos com ODQ (10 pM)
um inibidor da enzima ciclase de guanilil soluvel (CERONI, 2007), promoveu uma
atenuacdo do vasorelaxamento induzido pela adicdo cumulativa do diterpeno
labdano-302, de maneira significante. No entanto, ndo promoveu uma alteracao
significativa no efeito maximo, tanto em anéis mesentéricos de ratos normotensos
(endotélio intacto, Emax= 95,3 £ 2,8 %; ODQ, Emax= 94,4 £ 3,7 %) como em
preparagbes com anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME)
(endotélio intacto, Emax= 96,5 £ 2,1 %; ODQ, Emnax= 100,0 £ 0,0 %) (Grafico 9 A e B).

4.2.8 Verificacao do efeito de KT5823 na resposta vasorelaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio
intacto. O tratamento por 30 minutos com KT5823, promoveu uma atenuagéao do
vasorelaxamento induzido por labdano-302, porém nao alterarou de maneira
significante os valores de Ena, €m preparagdes com anéis mesentéricos de ratos
normotensos (endotélio intacto, Emax= 95,3 £ 2,8 %; KT5823, Emax= 98,3 £ 2,4 %
n=4). Nas preparagdes com anéis mesentericos de ratos hipertensos (L-NAME),
houve uma atenuacéo significante do efeito maximo (endotélio intacto, Emax= 96,5 £
2,1 %; KT5823, Emax= 82,3 + 2,4 %**); (Grafico 10 A e B).



62

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

% Relaxamento

25+

50

1

% Relaxamento

754

00-

o = N w b O O

T
Endotélio intacto obQ

® Endotélio intacto
pD,= 5,16 + 0,07

A Apo6s ODQ (10 pM)
pD,= 4,05 + 0,02***

1
-2

I T T
-10 -9 8 -7 6 5 -4 -3
Log [labdano-302] M
6
5
4
gs
A 2
[ 1
I 0

25+

50

754

100-

-10 -9 -8 -7 -6

Endotélio intacto

e Endotélio intacto
pD,= 5,68 + 0,07

A Apés ODQ (10 uM)
pD,= 3,93 £ 0,02***

-5 -4 -3 -2
Log [labdano-302] M

Grafico 9 - Curvas concentragdo-resposta do labdano-302 (107'° — 10* M) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos (A) e hipertensos (L-
NAME) (B), pré-contraidos com fenilefrina (10° -10° M) na auséncia (e) e na
presenca de ODQ (A). Os valores foram expressos como média + e.p.m de 6
experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.
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Grafico 10 - Curvas concentragdo-resposta do labdano-302 (107 — 10* M) e
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotenos (A) e hlpertensos
(L-NAME) (B), pré-contraidos com fenilefrina (10° - 10° M) na auséncia () e na
presenca de KT5823 (V). Os valores foram expressos como média = e.p.m de 4
experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.



64

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

4.2.9 Verificacao do efeito de indometacina na resposta vasorelaxante
induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos
(L-NAME) com endotélio intacto pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M), o pré-
tratamento com indometacina (10 uM) por 30 minutos, promoveu um deslocamento
da curva concentracdo-resposta para direita caracterizando assim uma atenuacao
do relaxamento induzido por labdano-302, porém sem alteracéo nos valores de Enax
(endotélio intacto, Emax= 96,5 + 2,1 %; indomentacina, Emax= 97,2 £ 1,8 %) (Grafico
11).

4.2.10 Verificacao do efeito de atropina na resposta vasorelaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos
com endotélio intacto, pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M), o pré-tratamento
por 30 minutos com atropina (1 nM) ndo promoveu alteracéo significante da curva
concentragao-resposta para o labdano-302, bem como n&o houve alteracdo no
efeito maximo (endotélio intacto, Emax= 96,5 £ 2,1 %; atropina, Emax= 100,0 £ 0,0 %),
(Gréfico 12).
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Grafico 11 - Curvas concentracado-resposta do labdano-302 em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com
fenilefrina (10° — 10° M), na auséncia (e) ou na presenga de indometacina (A). Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos. ***p<0,001 versus
endotélio intacto.
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Grafico 12 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107 — 10® M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME) pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M)) na auséncia
(e) ou na presenca de atropina (1 nM) (o). Os valores foram expressos como média

* e.p.m de 6 experimentos.
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4.2.11 Verificacao do efeito H-89 na resposta vasorelaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME).

Apés a verificagdo da auséncia do endotélio vascular, os anéis de
artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME),
foram incubados por 30 minutos com H-89 (1 uM). Apds o periodo de incubagéao os
anéis mesentericos foram pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M). Na fase
tébnica desta contracdo o labdano-302 foi adcionado cumulativamente. O H-89 nao
promoveu alteragcdo significante da curva concentragao-resposta para o labdano-
302, em preparagbes com anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos
(endotélio removido, Emax= 94,4 + 4,2 %; H-89, Emax= 88,7 £ 3,5 % n=5). Porém, em
preparacées com anéis mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME), houve
alteragéo no valor do efeito maximo (endotélio removido, Emax= 95,3 + 2,8 %; H-89,
Emax= 81,4 £ 2,3 %) (Grafico 13 A e B).

4.2.12 Efeito do modulador do efluxo de potassio KCI 20 mM na resposta
vasorelaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos pré-
incubados com KCL 20 mM, e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M) o efeito
vasorelaxante de labdano-302 (10" — 10° M), nao foi alterado de maneira
significativa em prepara¢cdes com endotélio, também n&o houve alteragdo nos
valores de Emax (endotélio intacto, Emax= 96,5 £ 2,1 %; KCI 20 MM, Emax= 100,0 £ 0,0
%). Porém na auséncia do endotélio vascular houve uma atenuacédo da resposta
relaxante de labdano-302, sem alteragdo no efeito maximo (Sem endotélio, Emax=
94,4 £4,2 %; KCl 20 mM, Ema= 100,0 £ 0,0 %) e (Graficos 14 e 15).
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Grafico 13 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302

(10" - 10°

M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

normotensos (A) e hipertensos (L-NAME) (B) pré-contraidos com fenilefrina (10 —
10° M) na auséncia (m) ou na presenca de H-89 (¢). Os valores foram expressos
como média = e.p.m de 5 experimentos. ***p<0,001 versus endotélio removido.
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Grafico 14 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107 — 10° M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) na auséncia ()
ou na presenca de KCI 20mM (A). Os valores foram expressos como média + e.p.m
de 6 experimentos.



70

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

'
0- .
i b
..9 25+ i . Endotélio removido TEA
C
()]
e
% 50 m Endotélio removido
o pD,= 4,07 +0,03
2 754 v Apos KCI 20 mM
pD,= 3,55 + 0,08***
100-

10 -9 -8 7 -6 5 -4 -3 -2
Log [labdano-302] M

Grafico 15 - Curvas concentragao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(10" — 10® M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M), na auséncia
(m) ou na presenga KCI 20 mM (V). Os valores foram expressos como média +
e.p.m de 6 experimentos. ***p<0,05 versus endotélio removido.
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4.2.13 Verificacao do efeito de 4-aminopiridina na resposta vasorelaxante
induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos
(L-NAME) sem endotélio funcional e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) o
pré-tratamento com 4-AP (1 mM) um bloqueador seletivo dos canais para potassio
sensiveis a voltagem, ndo alterou a curva concentragdo-resposta para o labdano-
302, nem promoveu alteragédo significante no efeito maximo (endotélio removido,
Emax= 94,4 + 4,2 %; 4-AP, Ena= 100,0 £ 0,0 %) (Grafico 16).

4.2.14 Verificacao do efeito de glibenclamida na resposta vasorelaxante
induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos
(L-NAME), sem endotélio funcional e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M), o
pré-tratamento por 30 minutos com glibenclamida (10 uM) um inibidor seletivo dos
canais para potassio sensiveis a ATP, né&o alterou a curva concentragdo-resposta
para o labdano-302 e nem alterou a resposta maxima do relaxamento induzido por
labdano-302 (endotélio removido, Enax= 94,4 = 4,2 %; glibenclamida, Ema= 96,2
3,7 %), (Gréfico 17).
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Grafico 16 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107 — 10® M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) na auséncia (m)
ou na presenca 4-AP (1 mM) (V). Os valores foram expressos como média + e.p.m
de 5 experimentos.
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Grafico 17 - Curvas concentragao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(10" — 10® M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos L-NAME pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) na auséncia (m)
ou na presenca glibenclamida (10 uM) (*). Os valores foram expressos como média
+ e.p.m de 6 experimentos *** p<0,001 versus endotélio removido.
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4.2.15 Verificacao do efeito de BaCl, sobre a resposta vasorelaxante induzida
por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M), o pré-tratamento por 30
minutos com BaCl; (30 uM), ndo promoveu uma atenuagdo do relaxamento
induzido por labdano-302 e nem alterou os valores de Emax nas preparagées com
anéis mesentericos de ratos normotensos (endotélio removido, Enax= 94,4 £ 4,2 %;
BaCl,, Emax= 99,2 + 0,8 %), nem em preparagées mesentéricas de ratos hipertensos
(L-NAME) (endotélio removido, Emax= 92,2 = 3,1 %; BaCly, Emax= 99,4 £ 0,5 %). Nas
duas condig6s estudas houve um aumento no relaxamento induzido por labdano-302
(Grafico 18 A B).

4.2.16 Verificacao do efeito de apamina sobre a resposta vasorelaxante
induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M), o pré-tratamento por 30
minutos com apamina (1 pM), ndo alterou de maneira significante a curva
concentracdo-resposta do labdano-302, e nem modificou os valores de Enax
(endotélio removido, Emax= 92,2 = 3,1 %; Apamina, Ema= 95,7 £ 3,7 %), (Grafico
19).
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Grafico 18 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107 — 10° M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos (A) e hipertensos (L-NAME) (B), pré-contraidos com fenilefrina (10 —
10° M) na auséncia (m) ou na presenca BaCl, (30 uM) (#). Os valores foram
expressos como media = e.p.m de 6 experimentos. ***p< 0,001 versus endotélio
removido.
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Grafico 19 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107 — 10° M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) na auséncia (m)
ou na presenca apamina (1 pM) (o). Os valores foram expressos como média *
e.p.m de 5 experimentos. ***p< 0,001 versus endotélio removido.
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4.2.17 Verificacao do efeito de TEA na resposta vasorelaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME).

Em preparacbes mesentéricas de ratos hipertensos (L-NAME), sem
endotélio funcional e pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10®° M), a incubacéo por
30 minutos com TEA (1 mM), promoveu um deslocamento para a direita da curva
concentragcdo-reposta do labdano-302, porém nao houve alteracdo significante nos
valores da resposta maxima (endotélio removido, Enax= 94,4 + 4,2 %; TEA, Enax=
92,3 + 1,7 %), (Gréfico 20).

4.2.18 Efeito de um agente despolarizante @ KCI 80 mM na resposta
vasorelaxante induzida por labdano-302 em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos hipertensos (L-NAME).

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato hipertensos
(L-NAME) com e sem endotélio vascular, pré-contraidos com um agente
despolarizante KCI 80 mM. A adigcdo cumulativa do labdano-302 (10 — 10° M)
promoveu um potente efeito vasorelaxante dependente de concentracdo, com
relaxamento maximo semelhante ao obtido com contragbes induzidas por
fenilefrina: endotélio intacto (FEN, Emax= 96,5 + 2,1%); ( KCI 80 mM, Enax= 94,4 *
2,3); endotélio removido (FEN, Emax= 93,2 £ 4,2%); ( KCI 80 mM, Emax= 89,6 £ 4,6
%) (Gréficos 21 e 22).
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Grafico 20 - Curvas concentragao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(10" — 10° M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos (L-NAME) sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10 M),
na auséncia (m) ou na presenca TEA (1 mM) (¢). Os valores foram expressos como
média £ e.p.m de 6 experimentos. ***p< 0,001 versus endotélio removido.
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Grafico 21 - Curvas concentragao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302
(107° - 10° M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato hipertensos
(L-NAME) pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) (m) ou KCI 80 mM (0). Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos. ***p< 0,001 versus
fenilefrina (endotélio intacto).
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Grafico 22 - Curvas concentracao-resposta do efeito vasorelaxante do labdano-302,
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato hipertensos (L-NAME) com
endotélio removido pré-contraidos com fenilefrina (10° — 10° M) (m) ou KCI 80 mM
(0) . Os valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos. **p< 0,02
versus fenilefrina (endotélio removido).
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4.2.19 Verificacao do efeito de labdano-302 sobre as contragoes induzidas por
CaCl, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME).

O grafico 22 A e B mostra que as curvas concentracdo-resposta para o
CaCl, foram deslocada para direita com redugao do efeito maximo na presenca de
diferentes concentracdes de labdano-302 (10°, 10 ou 10®), para experimentos com
anéis mesentéricos de ratos normotensos e (10, 3x10°, 10 ou 10° M) para anéis
mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME). Os niveis percentuais maximo de
contragao induzida por CaCl, na presencga das concentragdes utilizadas de labdano-
302 em ratos normotensos foram as seguintes: (Emax = 98,1 £ 0,6 %; Emax = 58,9 +
5,9%; Emax = 8,4 £ 3,6%, respectivamente), enquanto que em ratos hipertensos (L-
NAME), foram (Ema x= 87,5 £ 5,1 %; Emax= 66,8 £ 4,6 %; Emax= 15,4 £ 4,5 %, Emax =
9,0 £ 0,8 9%,respectivamente). A inibicdo das contragbes de CaCl, pelas
concentragdes de labdano-302 foi de maneira dependente de concentracao.

4.2.20 Efeito de labdano-302 sobre contracées induzidas por S-(-) Bay K8644
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME).

O gréfico 23 e Figura 12 mostram a resposta relaxante de labdano-302
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME), sem endotélio funcional e pré-contraidos com Bay K8644
(0,1 uM), adicionado a cuba, 20 minutos apds o meio nutritivo de Tyrode ser trocado
por uma solucdo despolarizante de (KCI 20 mM). Como pode ser observado,
labdano-302 promoveu um efeito vasorelaxante dependente de concentragdo nas
duas condigbes estudas, sendo mais potente nos anéis mesentéricos de ratos
hipertensos (L-NAME). No entanto, ndo houve alteracéo significante nos valores de
Emax; (Normotensos Emax= 100,0 £ 0,0 ; Hipertensos (L-NAME) Emax= 100,0 £ 0,0 ).



82

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

100+ s < u m Controle

* Jabdano-302 (10° M)
® |abdano-302 (10 M)

\l
(6}
]

A Jabdano-302 (10° M)

% Contragao
(6)]
T

254
O_
[ I I I I 1
6 5 4 3 2 1
- Log [CaCl,] M
B
100- m Controle
* labdano-302 (10°° M)
S 757 © labdano-302 (3 x 10° M)
& v labdano-302 (10 M)
c 50+ 3
3 A |abdano-302 (10 M)
S
25
0_
6 5 4 3 2 1

- Log [CaCl,] M

Grafico 23 — Curvas cumulativa para CaCl, na presenga de concentragdes isoladas
de labdano-302, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos (A) e hipertensos (L-NAME) (B). Os valores foram expressos como
média £ e.p.m de 6 experimentos por concentracao.
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Figura 16 — Registros originais do efeito vasorelaxante do labdano-302 em anéis de
artéria mesentérica de ratos normotenos (A) e hipertensos em (B) na auséncia do
endotélio vascular pré-contraidos com Bay K8644.
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Grafico 24 — Curvas concentragao-resposta do labdano-302 sobre contragdes
induzidas por Bay K8644 (0,1 uM), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos normotensos (V) e hipertensos L-NAME (m) sem endotélio vascular. Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos, ***p<0,001 versus
normotensos.
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4.2.21 Efeito do labdano-302 sobre canais CayL em células GHs.

O grafico 24 mostra a medida de correntes de ions calcio obtida
através da técnica de “patch-clamp” na configuracao “whole-cell” em células GHs. As
medidas de correntes foram registradas utilizando o Ba?* como tranportador de
carga. Foi utilizado ainda a tetrodotoxina (300 nM) para bloquear as correntes de
sodio, césio e TEA para bloquear as correntes de potassio. O diterpeno labdano-302
(100 uM) inibiu as correntes macroscopicas de canais tipo-L originada por um pulso
despolarizante de 0 mV (potencial de holding = -80 mV). As correntes foram
determinadas em intervalos de 0,1 ms durante 100 ms. O diagrama (A) mostra o
esquema representativo do curso-temporal da inibicido da corrente de Ba®* induzida
por labdano-302 (100 pM). Em (B) temos a densidade de tensdo em relacdo a I1Ba*
em células GH3. A curva |V foi diminuida na presenca de labdane-302 com ligeira
mudanga na dependéncia de tensdo. A média valor de pico era de -10 mV no
controle de -11,0 £ 3,3 pA/ pF e -5,3 + 2,4 pA / pF na presenca de labdano-302. O
diagrama (C) mostra a representacdo de correntes indicando que labdano-302 n&o
alterou a dependéncia de tempo da IBa?*. O diagrama (D) resume os efeitos do
labdano-302 (100 uM) sobre a amplitude da densidade média. (n = 4 células, *p
<0,05).
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Grafico 25 — Efeito do labdano-302 (100 uM) sobre a curva corrente-voltagem dos
canais CayL em células GHs. (potencial de holdin = -80 mV). Os diagramas (A)
mostra 0 esquema representativo do curso-temporal da inibicdo da corrente de Ba?".
(B) Densidade de tensdo em relagdo a IBa®* (C) Representacao orginal de correntes
indicando que labdano-302 nao alterou a dependéncia de tempo da IBa®*. O
diagrama (D) resume os efeitos do labdano-302 (100 uM) sobre a amplitude da
densidade de corrente. (n = 4 células). *p<0,05 versus controle.



87

Aldeidia P. de Oliveira Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)

4.2.22 Efeito de labdano-302 sobre as contracoes induzida por fenilefrina (10
HM).

A avaliagéo do efeito do labdano-302 sobre as contragdes transientes
induzida por fenilefrina (10 pM) foi estudada em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME) sem endotélio
intacto. O diterpeno labdano-302 (10, 10 ou 10° M), induziu uma discreta inibicdo
das contragbes transientes induzida por fenilefrina. Os niveis maximos de
contracdes obtidas apo6s a incubacéo das respectivas concentracbes de labdano-302
foram: Controle (Emax = 100 £ 0,0 %) (Emax= 91,1 £ 1,2 %; Emax= 86,8 £ 1,3 %; Emax=
81,7 £ 2,0%, respectivamente) em anéis mesentéricos de ratos normotensos e
(Emax= 99,7 £ 0,2 %; Emax= 63,7 £ 11,9 %; Emax= 70,2 £ 9,5 %, respectivamente) em
artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME), (Grafico 25 A e B).

4.2.23 Efeito de labdano-302 sobre as contracdes induzida por cafeina (20
mM).

A avaliacao do efeito do labdano-302 sobre as contragdes induzida por
cafeina foi estudada em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME) sem endotélio. As concentra¢des de labdano-
302 utilizadas nesse procedimento (10, 10* ou 10 M), promoveram um aumento
moderado da das contragdes transientes induzida por cafeina 20 mM. Os valores de
contragdes maximas obtida na presencga das diferentes concentragbes de labdano-
302 foram: Controle (Emax= 100 £ 0,0 %) (Emax= 101,0 * 4,4%; Enax= 103,3 + 0,6%;
Emax= 114,2 £ 4,1%; Emax= 101,4 £ 3,6%; Emax= 103,0 + 1,4%; Emax= 110,5 + 1,9%,
respectivamente) como mostrado nos (Grafico 26 A e B).
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Grafico 26 — Efeito do labdano-302 sobre contracdes induzidas por fenilefrina (10
UM) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos (A) e
hipertensos L-NAME (B) em meio livre de calcio. Os valores foram expressos como
média £ e.p.m de 6 experimentos por concentragdo. ***

p<0,0001 versus controle.
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Grafico 27 — Efeito do labdano-302 sobre contragdes induzidas por cafeina (20 mM)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos (A) e
hipertensos L-NAME (B) em meio livre de célcio. Os valores foram expressos como

média + e.p.m de 6 experimentos por concentracdo. * p<0,05; ** p<0,004; ***
p<0,0001 versus controle.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizadas duas abordagens metodoldgicas: in vivo
para avaliacdo da pressao arterial e freqiéncia cardiaca em ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME) ndo anestesiados e in vitro com anéis de artéria mesentérica
superior de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME).

A principal constatacao deste estudo realizado em ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME) foi que o diterpeno 8,17 12E,14-labdatrieno 18-éico (labdano-
302) promoveu uma acentuada atividade hipotensora, sendo mais potente em ratos
hipertensos (L-NAME). A hipotensao promovida por Ilabdano-302 ocorre,
provavelmente através de uma diminui¢do da resisténcia vascular periférica total.

Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério (Laboratorio de
Farmacologia Cardiovascular/LTF), labdano-302 apresentou um potente efeito
hipotensor seguido de uma acentuada tarquicardia em ratos normotensos n&o-
anestesiados. Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos, labdano-302 induziu um vasorelaxamento dependente e independente
do endotélio vascular. No efeito dependente do endotélio vascular, a resposta
relaxante do labdano-302 envolveu a participagdo da enzima sintase de NO, além
dos metabdlitos da via da ciclooxigenase, enquanto que no efeito independente do
endotélio a resposta relaxante deste diterpeno parece envolver a participacdo dos
canais para potassio de grande condutancia sensivel ao calcio — BKCa (OLIVEIRA,
2004).

O tempo de administracdo de L-NAME em ratos é varidvel desde uma
até oito ou mais semanas, e as doses administradas também séo variaveis, desde
baixas (5 mg/kg/dia) a altas (100 mg/kg/dia), além de doses intermediarias (50
mg/kg/dia) (RIBEIRO, 1992; BANK et al., 1994; HU et al., 1994). A correlagao entre
tempo de administracao e valores de hipertenséo ou niveis de disfungdes endoteliais
ainda ndo esté esclarecida (LOPEZ et al., 2004). Neste estudo a administracdo de
(L-NAME 50 mg/kg/dia) adicionado na agua de beber dos ratos, aumentou os niveis
basais de PAM e FC. Esses resultados sdo importantes visto que, de acordo com a
literatura a adminstragédo de L-NAME durante sete dias promove uma elevagao da
PAM e FC (LIU et al. 1998) (ver tabela 1). Avaliou-se ainda, a altera¢des no indice
massa corporal e dos érgaos dos ratos tratados com L-NAME, e como demonstrado
na tabela 2, ndo ocorreu alteragcdo no indice de massa dos 6rgaos dos ratos
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tratados, em relacao aos ratos normotensos (controle), de acordo com a literatura a
administracdo prolongada de L-NAME induz les6es no figado (ZATZ, et al., 1992).
Um outro estudo mostrou que a administracdo por 4 semanas de L-NAME (40
mg/kg) por dia adicionado a agua de beber, aumentou a sintese protéica e a
proliferacao celular em ratos ( BERNATOVA et al., 1999). No entanto até o momento
nao esta determinado se a adimistracdo de L-NAME por 7 dias causa algum tipo de
alteracdo a nivel de proliferacédo e sintese protéica em ratos.

A anestesia modifica os niveis de PA e FC além do funcionamento dos
principais sistemas envolvidos na regulacdo da PA, tais como o sistema renina-
angiotensina, o sistema nervoso simpatico e o barorreflexo (FLUCKIGER et, al.,
1985. DORWARD et al, 1985), produz depressado de algumas sinapses do sistema
nervoso central, alterando as respostas autonémicas (KORNER et al., 1968; WHITE
; MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al.,, 1982), além de outros efeitos prejudiciais
sobre os sistemas basicos de controle fisiolégico da PA (FLUCKIGER et al., 1985,
SMITH; HUTCHINS, 1980). Sendo assim, neste estudo foram utilizados animais
nao-anestesiados em todos os procedimentos in vivo e in vitro.

Em ratos tratados com um inibidor da sintese de NO (L-NAME), o
diterpeno labdano-302 induziu um potente efeito hipotensor, sendo este efeito mais
evidente nas duas ultimas doses administradas (20 e 30 mg/kg). Quanto ao efeito
sobre a FC a admistragcdo de labdano-302 n&o promoveu alteracdo, sendo
observado apenas nas duas ultimas doses uma discreta resposta taquicardica,
enquanto que nas duas primeiras doses a resposta bradicardica observada nao foi
diferente estatisticamente dos valores basais. Entretanto, nos animais normotensos
(controle), labdano-302 promoveu uma potente resposta taquicardica dependente de
dose e esta taquicardia pode ser atribuida provavelmente por uma ativagao reflexa
(Gréfico 1). Neste modelo de hipertensdao (L-NAME) ocorre um aumento da
atividade simpatica e uma diminuicdo da atividade baroreflexa (SIMKO et al., 2003;
SOUZA; BALLEJO; SALGADO; SILVA, 2001). Com isso, a diminui¢cdo da taquicardia
observada em ratos hipertensos (L-NAME), apds a administragdo do labdano-302,
pode ser atribuida a diminuicdo da atividade barorreflexa observada nos animais
tratados com L-NAME. No entanto, é necessdria a realizagdo de experientais
adicionais que comprovem a origem reflexa da taquicardia induzida por esse

diterpeno.
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Com o objetivo verficar se a diminuigao da pressao arterial obtida com
labdano-302 seria por uma diminui¢éo da resisténcia vascular periférica. Realizou-se
estudos com anéis de artéria mesentérica superior de ratos normotensos e
hipertensos (L-NAME). A artéria mesentérica por se apresentar como um vaso de
resisténcia estd mais amplamente implicado na regulagao do débito sanguineo e da
pressao capilar e refletem melhor as evolugdes da resisténcia periférica global
(AALKJAER et al., 1990).

A hipertensdo (L-NAME) ocorre devido a varios fatores como: inibicao
da producgédo de oxido nitrico (RIBEIRO et al., 1992), aumento do ténus simpéatico
(SANDER et al, 1997), aumento da atividade do sistema renina - angiotensina
(RIBEIRO et al., 1992; JOVER et al., 1993) e aumento da resisténcia vascular (RUIZ
- MARCOS et al., 2001).

O mecanismo de relaxamento da musculatura lisa vascular pela
acetilcolina (ACh) e outros agentes muscarinicos tem sido estudado extensivamente
(COCKS et al., 1983) e demonstraram ser dependente da presenca do endotélio
vascular (FURCHGOTT et al.,, 1980). A acetilcolina estimula os receptores
muscarinicos, que aumenta a concentracdo de célcio intracelular nas células
endoteliais levando a sintese e liberacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio-FRDE, principalmente NO (AJAY et al., 2006). O NO se difunde nas areas
adjacentes as células musculares lisas e ativa a produgdo de GMPc, levando a um
relaxamento das células musculares lisas vasculares (FURCHGOTT et al., 1980).

Em vérias artérias de ratos hipertensos (L-NAME) a resposta
vasodilatadora para a acetilcolina € diminuida (GEWALTIG; KOJDA, 2002; AJAY et
al., 2006) e abolida apdés a remocédo do endotélio vascular (FURCHGOTT et al.,
1980, RESS et al., 1990). Em experimentos realizados com anéis de artéria
mesentérica de ratos tratados com (L-NAME), a resposta vasodilatadora induzida
pela acetilcolina sofreu alteracao de maneira significativa quando comparada ao
controle (normotensos) (Grafico 2).

A inibicdo crénica da sintase de NO induz um aumento na pressao
arterial que € dependente da elevagdo da RPT (DANANBERG et al., 1993). Estudos
anteriores sugerem que a vasoconstricao exige que o sistema nervoso simpatico
esteja intacto (TODA et al., 1993) e é mediada pelo aumento do ténus vascular
adrenérgico (QIU et al., 1994), que pode ser causado pelo aumento ou liberagdo de
catecolaminas ou pelo aumento da sensibilidade do musculo liso vascular as
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catecolaminas. A aorta toracica nao € inervada, enquanto que a artéria mesentérica
superior é bem inervada pelas fibras simpaticas, mas as duas artérias apresentaram
alteragbes semelhantes na sensibilidade aos estimulos adrenérgicos. No entanto, a
similaridade na evolugédo das duas artérias sugere que a inervacao simpatica nao €
responsavel por essa modulagdo, porém ocorre um aumento do numero de
receptores oy-adrenérgicos vascular que poderia contribuir para a elevacdo da
resisténcia vascular periférica neste modelo de hipertensdo (KANAGY, 1997).

Em estudos realizados para a verificagdo da reatividade vascular da
fenilefrina, um agonista as-adrenérgico (QIU et al., 1994). Observou-se que a
resposta contracturante deste agonista foi diferente em preparagdes com anéis de
artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME) na auséncia do endotélio, em
comparagao com a resposta obtida em anéis mesentéricos de ratos normotensos na
auséncia do endotélio. Nas preparacdes na presenga do endotélio a acao
contracturante da fenilefrina ndo sofreu alteracdo significante nem nos anéis de
artéria mesentérica de ratos normotensos, nem nos anéis mesentéricos de ratos
hipertensos (L-NAME), (Grafico 3). Estes resultados estdo de acordo com dados da
literatura que preconizam que a reatividade vascular a agentes vasoconstritores é
aumentada e a capacidade de resposta a vasodilatadores dependente do endotélio
é reduzida neste modelo de hipertensdo (CUNHA et al., 2000).

De acordo com os resultados acima (Grafico 3), ocorre uma maior
sensibilidade do aparato contractil no modelo de hipertensdo (L-NAME) a agentes
contractrurantes como a fenilefrina na auséncia do endotélio vascular.

A fenilefrina promove o aumento do ténus vascular pela estimulacao
do receptor e pela elevagdo do influxo de calcio (KARAKI; WEISS, 1988). Em
experimentos para verificagdo da influéncia do labdano-302 sobre as contragfes
induzidas por fenilefrina, observou-se que o labdano-302 foi capaz de inibir de
maneira concentracdo dependente as contra¢des induzida por fenilefrina, tanto em
preparagdes de artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos, quanto
em ratos hipertensos (L-NAME), na presenca ou na auséncia do endotélio vascular,
(Graficos 4 A e B e 5 A e B). Estes resultados sugerem que o labdano-302 de algum
modo influéncia na resposta contratil induzida pela fenilefrina. Dados da literatura
mostram que o efeito vasoconstritor de agonista o4-adrenérgico pode ser modulado

pelos fatores relaxantes derivados do endotélio vascular, principalmente NO e
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prostaciclinas (PGl,) (GODFRAIND et al., 1985). Sendo assim, uma substancia
capaz de induzir a liberagcao desses fatores, aliado a capacidade de inibir o influxo
de calcio poderia interferir no processo de contragéo induzido pela fenilefrina.

O gréfico 6 mostra o efeito vasorelaxante induzido por labdano-302 em
anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME), pré-contraidos com
FEN. Nestas condi¢gdes o diterpeno labdano-302 induziu um vasorelaxamento
dependente de concentracdo e esta resposta foi atenuada de maneira significante
apdés a remocao do endotélio vascular, sugerindo o envolvimento de fatores
relaxantes derivados do endotélio-FRDE. Ressaltamos ainda, que a resposta
relaxante do labdano-302 em anéis mesentericos de ratos hipertensos (L-NAME) na
presenca do endotélio vascular foi mais potente quando comparada com anéis
mesentéricos de ratos normotensos (OLIVEIRA, 2004).

O ténus vascular tem um papel importante na regulagdo da pressao
sanguinea. O desenvolvimento e manutencdo da hipertensédo estdo associados a
diminuicdo da influéncia de substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio no
tecido vascular (KANG et al., 2005). O endotélio tem uma fungédo importante na
manutencdo da homeostasia vascular pela sintese e liberagdo de varios fatores
vasodilatadores incluindo: 6xido nitrico, prostaciclinas e FHDE além de fatores
contracturantes como endotelina (MATOBA et al., 2002; KOZA et al., 2007).

Com o objetivo de identificar qual fator derivado do endotélio vascular
estaria sendo responsavel pela agdo vasodilatadora do labdano-302, realizou-se
experimentos utilizando diversas ferramentas farmacolégicas inibidoras endoteliais.

Na presencga de L-NAME um inibidor ndo seletivo da enzima sintase de
NO (ARNAL; AMRANI; CHATELLIER; MENARD; MICHEL, 1993), a resposta
relaxante de labdano-302 foi atenuada de maneira significante, sugerindo o
envolvimento da enzima sintase de NO nesta resposta. Este resultado surpreende
visto que, os anéis mesentéricos utilizados neste experimento eram de ratos onde
ocorreu uma inibicdo da sintase de NO com a administragdo prolongada de L-
NAME. No entanto, estudos anteriores mostram que em comparagdo com ratos
normotensos a atividade catalitica da sintase de NO em ratos hipertensos (L-NAME)
é diminuida apenas em 30-60% (PECHANOVA et al., 1997; BERNATOVA et al,,
1999). Esta reducédo do percentual de atividade da sintase de NO, provavelmente
nao impede completamente a participacao deste sistema vasoativo na regulagéo da
pressao arterial (ZICHA et al., 2003). Além disso, nos animais hipertensos (L-NAME)
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pode haver uma regulagcéo crescente do mecanismo de reserva vasodilatador como
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (VARGAS et al. 1996; RUIZ-MARCOS et
al., 2001) ou uma maior atividade da iINOS (LUVARA et al. 1998; PECHANOVA et
al., 2004). A iINOS uma isoforma da sintase de NO indutiva é ativada apds um
processo inflamatério (MONCADA et al., 1991; VANHOUTTE; EBER, 1995), sabe-se
também que a inibigdo cronica da sintase de NO com a administracao de L-NAME
causa inflamacdo em modelo de hipertensao animal (KANG et al., 2005). Estes
efeitos da administragdo prolongada de L-NAME, explicariam em parte a atenuacao
da resposta relaxante do labdano-302 em preparacgdes tratadas agudamente com L-
NAME.

A L-arginina o substrato enddégeno para a enzima sintase do NO
(MONCADA; HIGGS, 1993) e de acordo com dados literarios a reversao do efeito
inibitério do L-NAME na presenca desse substrato é um forte indicio da participagao
desta enzima em uma resposta relaxante. Em experimentos realizados na presenca
simultanea de L-NAME mais L-arginina ocorreu uma reversao total do efeito inibitorio
do L-NAME em preparacées com anéis mesentéricos de ratos hipertensos (L-
NAME). Enquanto que em anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos nao
foi observado uma reversédo total. Estes resultados sugerem o envolvimento da
enzima sintase do NO na resposta relaxante induzida por labdano-302 (Grafico 7 A e
B).

O NO um gas lipossoluvel produzido pelas células endoteliais por agao
da enzima sintase de NO e do complexo calcio/calmodulina, é o principal fator
relaxante derivado do endotélio vascular (BREDT et al., 1990; BUSSE et al., 1990;
MONCADA et al., 1991). Para avaliar a participacdo do NO na resposta relaxante do
labdano-302, utilizou-se o PTIO (300 uM), uma ferramenta farmacoldgica que é
capaz de sequestrar éxido nitrico na célula (IKEDA et al., 1997). Nestas condicoes, a
resposta relaxante de labdano-302 foi atenuada nas duas condi¢cées estudas.
Sugerindo o envolvimento do NO na resposta relaxante deste diterpeno (Grafico 8 A
e B). Este resultado pode fundamentar-se no fato de que, a inibicdo crénica com L-
NAME aumenta a atividade da enzima sintase de NO (BERNATOVA et al., 2007). E
que em artérias femorais de ratos tratados cronicamente com L-NAME ocorreu um
aumento do vasorelaxamento dependente do endotélio, além de uma diminuicdo da
vasoconstricdo o que é indicativo de elevagao da disponibilidade de 6xido nitrico,
nestas artérias (DABIRE et al., 1990). O aumento da producdo de NO pode resultar
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do “feedback” negativo da regulagdo entre o NO e sua propria produgéo
(BERNATOVA et al., 2007). Estudos recentes mostraram que em células endoteliais
de aorta de bovinos ocorreu um aumento na transcrigio de RNAm da eNOS na
presenga de L- NAME, o que levaria a um maior aumento na atividade da sintase de
NO (GRUMBACH, 2005). Estes relatos corroboram os resultados deste estudo, visto
que houve uma atenuacao da resposta relaxante de labdano-302 na presencga de
inibidor do L-NAME em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos (L-NAME).

A producéo de NO pela célula endotelial ativa a CG, que ira catalizar a
conversao de GTP em GMPc no musculo liso, este GMPc formado provera a
ativacdo de uma proteina cinase dependente de GMPc-PKG, que através de
fosforilages intracelulares leva a uma diminuicdo dos niveis de Ca®* no interior da
célula muscular lisa e consequente processo de vasodilatacdo da musculatura lisa
vascular (SABRANE et al., 2003; MULLERSHAUSEN et al., 2003).

Para avaliar a participacdao da via de sinalizacdo que envolve a
ativacao da ciclase de guanilil soluvel, foi realizado experimentos na presenca de
ODQ (10 pM), um inibidor seletivo desta enzima (GARTHWAITE et al., 1995).
Nestas condigdes o vasorelaxamento de labdano-302 foi atenuado de maneira
significante e equipotentes nas duas condigdes estudadas, sugerindo o
envolvimento da enzima ciclase de guanilil na resposta relaxante induzida por
labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos e hipertensos
(L-NAME) (Grafico 9 A e B). Como observado tanto na presenga do PTIO como do
ODQ ocorreu uma inibicdo da resposta relaxante do labdano-302 maior do que o
efeito relaxate obtido ap6s a remogéao do endotélio vascular, este acentuada inibicao
na presenca dessas ferramentas sugere que provavelmente alguma fonte de reserva
de NO esteja sendo recrutada para o relaxamento do labdano-302 em anéis de
artéria mesentérica de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME) na presenca do
endotélio vascular, no entanto experimentos adicionais sd0 necessarios para a
melhor caracterizacao dessa resposta.

Com o objetivo de avaliar se o diterpeno labdano-302 estaria agindo
sobre a PKG e com isso promoveria seu efeito vasodilatador dependente do
endotélio vascular, realizou-se experimentos na presenca de KT 5823 (1 uM) , um
inibidor seletivo da PKG (KWAN et al., 2000). Como pode ser observado no grafico
(10 A e B) a resposta vasodilatadora induzida pelo labdano-302 foi atenuada de
maneira significante, tanto em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
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normotensos como em anéis mesentéricos de ratos hipertensos (L-NAME),
reforcando as evidéncias experimentais do envolvimento da via NO/GMPc/PKG na
resposta vasorelaxante do labdano-302.

Uma outra via muito importante para o vasorelaxamento e consequente
regulacao do ténus vascular é a que envolve a producao e liberagdo de metabdlitos
da via da enzima ciclooxigenase. A ciclooxigenase - COX é uma enzima que
catalisa a reacdo de metabolismo do acido araquidénico em metabdlitos, dentre eles
a prostaciclina que é um potente vasodilatador derivado do endotélio vascular
importante para a regulagdo do tdbnus muscular (MONCADA; VANE, 1979; SHULZ;
TRIGGLE, 1994). A prostaciclina formada no endotélio vascular se difunde até o as
células musculares onde promove a ativagao de receptores IP que estdo acoplados
a proteina Gs (COLEMAN et al., 1994), este acoplamento induz a ativacao da
enzima AC levando a um aumento dos niveis de AMPc no citosol. O aumento do
AMPc gera a ativagdo de uma proteina cinase dependente de AMPc-PKA. Esta
proteina quando ativada promove fosforilagbes da bomba do reticulo
sarcoplasmatico, aumentado a recaptagdo de calcio do citosol para os estoques,
promovendo a abertura de canais para potassio, o fechamento de canais para calcio
na membrana e a inibicdo da cinase da cadeia leve de miosina (MLCK). Estas
sequéncias de fosforilacées levam a uma diminuigdo das concentragcdes de calcio na
célula muscular acarretando em uma diminui¢cdo do ténus (SIEGEL, et al, 1989;
FROLICH, 1990).

Para avaliar a influéncia da COX na resposta relaxante induzida por
labdano-302, realizou-se experimentos na presenca de indometacina, um inibidor
nao seletivo desta enzima (CLARK; FUCHS, 1997). E nestas condicdes, a resposta
vasorelaxante de labdano-302 foi atenuada de maneira significante, sugerindo o
envolvimento dos metabdlitos da via do acido araquidénico nesta resposta (Grafico
11). Estes resultados obtidos com anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos
(L-NAME) corroboram os resultados obtidos com ratos normotensos (OLIVEIRA et
al., 2006).

Um evento importante para a producao de fatores relaxantes derivados
do endotélio é o aumento das concentracdes de Ca?* na célula endotelial, que pode
ocorrer por ativacdo dos receptores muscarinicos subtipo Ms. Os receptores
muscarinicos sdo proteinas integrais de membrana acoplados a proteina-G que
quando estimulados por um agonista induz o aumento de Ca®* na célula endotelial e
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conseqlente liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio — FRDEs
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). O envolvimento desses receptores neste estudo
foi avaliado através de experimentos realizados na presenga de um antagonista nao
seletivo dos receptores muscarinicos, a atropina (1 nM) (SAWAYER, 1999). Nestas
condicbes, a resposta vasorelaxante de labdano-302 nao sofreu alteracao
significante, sugerindo que o0s receptores muscarinicos provavelmente néao
participam da resposta relaxante do diterpeno labdano-302 (Grafico 12). Esses
resultados corroboram os obitdos em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos normotensos (OLIVEIRA et al., 2006).

As interacbes das proteinas G com canais ibnicos causam uma
mudanca imediata no estado de comportamento celular. Estas interagdes com
enzimas-alvo tém consequéncias mais complexas, levando a producdo de outras
moléculas e ions que sao sinalizadores intracelulares. Esses sinalizadores, por sua
vez, freqientemente chamadas de segundo mensageiro, passam adiante o sinal,
alterando o comportamento de proteinas celulares especificas. Os mediadores
intracelulares mais estudados séo o 3',5-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
o Ca®* (SCHUBERT, 2001). O AMPc promove a ativacdo da AC. Esta enzima é
normalmente mantida inativa em um complexo com outra proteina; a ligagdo ao
AMPc induz uma mudanga conformacional que libera a enzima ativa promovendo a
ativacdo da PKA, resultando na fosforilacdo de varias proteinas alvo no interior da
célula e membrana, incluido os canais para potassio, levando ao relaxamento
muscular (WHITE, 2001).

Com o objetivo de avaliar a influéncia da PKA na resposta
vasorelaxante induzida por labdano-302, realizou-se experimentos com anéis de
artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos e hipertensos (L-NAME)
na auséncia do endotélio vascular, pré-incubados por 30 minutos com H-89 (1 uM)
um inibidor seletivo desta enzima (WHITE, 2001). Nestas condicbes, a resposta
relaxante do diterpeno labdano-302 nao foi modificada, sugerindo que
provavelmente a PKA n&o participa do mecanismo de agdo vosorelaxante de
labdano-302 em preparagdes na auséncia do endotélio vascular, tanto em anéis
mesentericos de ratos normotensos quando em hipertensos (L-NAME) (Grafico 13 A
e B). Observou-se também que houve uma potencializacdo da resposta relaxante
do labdano-302 nas duas condicoes estudas. No entanto faz-se necessario, a
realizagdo de estudos adicionais para melhores esclarecimentos dessa resposta.
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Os canais para potassio pertencem a uma grande familia de proteinas
integrais de membrana que tém um papel importante em processos fisioldgicos,
desde a liberacao de neurotransmissores a regulacao do ténus vascular (GHATTA et
al., 2006). A ativacao desses canais para potassio altera a atividade e mobilizacao
de Ca®* na célula muscular, que posteriormente podera resultar em vasodilatagdo
(STANDEN et al., 1998).

Para avaliar a influéncia dos canais para potassio na resposta
relaxante de labdano-302, realizou-se experimentos aumentando a concentracao
externa de potassio de 4 para 20 mM (CAMPBELL et al., 1996). Esta concentragéao
impede parcialmente o efluxo desses ions levando a uma atenuag¢édo da resposta
relaxante induzida por substancias que promovem a abertura de canais para
potassio (CLARK ; FUCHS, 1997).

Nestas condicbes experimentais, o efeito vasorelaxante de labdano-
302 néao foi alterado em preparacdes na presenca do endotélio vascular, sugerindo o
nao envolvimento desses canais na resposta relaxante dependente do endotélio
(Grafico 14). Porém, apds a remocao da camada endotelial ocorreu uma atenuacgao
da resposta vasodilatadora do labdano-302 evidenciando, portanto, o envolvimento
dos canais para potassio no vasorelaxamento induzido por labdano-302 na auséncia
do endotélio vascular (Grafico 15).

A ativacdo de canais para potassio na membrana do musculo liso
vascular, gera o aumento do efluxo de ions potassio causando uma hiperpolarizagéo
de membrana, levando ao fechamento dos Cay, diminuindo a entrada de Ca** na
célula causando uma vasodilatacdo (SOBEY et al., 2001). Estudos ao longo dos
ultimos 20 anos tém identificado pelo menos quatro diferentes classes de canais
para K* expressos pelas células arteriolares do musculo liso. Estes incluem: Canais
para potassio retificadores de entrada (Kig), canais para potassio sensiveis a ATP
(KaTp), canais para potassio ativado por voltagem (Ky) e canais para potassio
ativados pelo célcio (Kgca) (JACKSON, 2005).

Com o objetivo de identificar o canal para potassio envolvido no efeito
vasodilatador de labdano-302 em preparagdes na auséncia do endotélio vascular,
passou-se a realizacdo de experimentos utilizando diferentes inibidores seletivo de
canais para potassio.

Um grupo de canal muito importante para a regulacdo do tonus
vascular sdo os canais Ky. Esses canais sdo ativados por despolarizagdo de
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membrana e provavelmente participam do “feedback” negativo da regulacdo do
potencial de membrana juntamente com BKca, (JACKSON, 2005). A influéncia
desses canais na resposta vasorelaxante do labdano-302 foi avaliada através da
utilizacdo de 1 mM de 4-aminopiridina, um bloqueador seletivo desses canais
(BERG, 2002). Nestas condigées, o efeito vasorelaxante de labdano-302 nao sofreu
alteracao significativa, sugerindo que os Ky provavelmente ndo participam do efeito
vasodilatador do diterpeno labdano-302 em anéis de artéria mesentérica de ratos
hipertensos (L-NAME) na auséncia do endotélio vascular (Grafico 16).

Os canais para potassio sensiveis a ATP - Katp sdo fechados pelo
aumento dos niveis de ATP intracelular e também sdo modulados por varios outros
sinais intracelulares como: ADP, H* e Ca®, podendo ainda ser ativado pelo éxido
nitrico (QUAYLE et al., 1997). Com o objetivo de verificarmos a influéncia do
diterpeno labdano-302 sobre os Katp, utilizou-se um inibidor seletivo para esses
canais (glibenclamida 10 uM) (lIDA, 2001) em prepara¢des com anéis mesentéricos
de ratos hipertensos, na auséncia do endotélio funcional. Nestas condigbes a
resposta vasorelaxante de labdano-302 ndo sofreu alteracdes significantes,
sugerindo a nao participagdo desses canais na resposta vasorelaxante endotélio
independente de labdano-302 (Gréfico 17).

Os Kig sao canais para potassio que quando ativados promovem o
equilibrio do potencial negativo da membrana, pois conduzem ions potassio para
dentro da célula, quando o potencial esta mais positivo, considerando que com o
potencial mais positivo a entrada de potassio € limitada (QUAYLE, 1997). Esse
mecanismo o0s torna importantes para manutencdo da homeostasia do ténus
vascular. Esses canais Kig sdo bloqueados por Ba?* em concentragdes micromolar e
sao ativados por aumento de potassio extracelular (QUAYLE et al., 1997). Com o
objetivo de avaliar a participacdo dos canais para potassio retificadores de entrada
(Kig) na resposta relaxante induzida por labdano-302, utilizou-se BaCl, (30 uM), um
inibidor seletivo desse canais (CHRISSOBOLIS, 2000). Na presenca de BaCl, a
resposta vasorelaxante de labdano-302 ndo sofreu atenuacdo e sim uma
potencializagdo da agado relaxante do labdano-302 (Grafico 18). Esta resposta
potencializada poderia ser uma somatéria da acao do labdano-302 do e BaCl;, sobre
a inbicdo das correntes para Ca** através dos Cay. Visto que o Ba®* compete com o
Ca®* pelo canal Cay. No entanto é necessaria a realizacdo de estudos adicionais
para melhores exclarecimentos desse efeito.
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Os canais para potassio ativados pelo calcio — Kga foram os primeiros
membros na familia a serem identificados (MARTY, 1981). Eles sédo ativados tanto
pela elevacdo dos niveis citosdlicos de Ca?* quanto pela despolarizacdo de
membrana, surpreendentemente, estes canais podem abrir mesmo na auséncia de
calcio (PALLOTTA, 1985). Sao trés até o momento os tipos de canais para potassio
sensiveis a calcio, eles variam de denominagao de acordo com a sua sensibilidade;
Canais para potassio sensiveis ao célcio de grande condutancia (BKc¢,), canais para
potdssio sensiveis ao calcio de condutancia intermediaria (IKca ) e canais para
potéssio de baixa condutancia sensiveis ao calcio (SKca ) (JACKSON, 2005).

De acordo com a literatura drogas que promovem a abertura ou
expressao de canais SKc, podem representar um novo e importante alvo terapéutico
na estratégia de tratamento da hipertensdo (LEDOUX et al., 2006). Para avaliarmos
a influéncia desses canais na resposta vasorelaxante de labdano-302, realizou-se
experimentos na presenga de apamina (1 puM), um inibidor seletivo desses canais, e
como mostrado no grafico 19 a apamina nao foi capaz de alterar o vasorelaxamento
induzido por labdano-302, sugerindo que estes canais provavelmente ndo participam
dessa resposta. Esses resultados obtidos na presenca de glibenclamida e apamina
corroboram os resultados obtidos em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos normotensos, onde ocorreu uma potencializacdo do relaxamento do
diterpeno labdano-302 (OLIVEIRA, 2004). Esta resposta relaxante aumentada na
presenca desses inibidores, necessita de estudos adicionais para maiores
esclarecimentos, no entanto, evidéncias experimentais sugerem que pode ocorrer
uma diminuicdo da expressdo ou da atividade desses canais (SKca, Katp) na
patologia da hipertensdo arterial (SOBEY, 2001).

Os BKga foram os primeiros canais a serem estudados em células
musculares lisas, onde sdo os principais canais atuantes na regulacdo do ténus
vascular (JACKSON, 2005). Ativadores de BKc, estabilizam as células por
aumentarem o efluxo de ions potassio, conduzindo uma hiperpolarizacdo de
membrana e assim, diminuem a excitabilidade das células e/ou podem causar
relaxamento do musculo liso. Substancias que podem agir como ativadores destes
canais tém potencial terapéutico por causa do envolvimento desses canais na
patologia da hipertensdo (JACKSON, 2005). Uma série de recentes descobertas

mostram a importancia dos canais BKc, na regulacdo do ténus do musculo liso
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vascular e da pressdo arterial, dada a identificacdo do gene da subunidade-B4 do
canal que é especifica para a regulacao do tdnus gerado na hipertensdo (LEDOUX
et al., 2006).

Neste estudo a participacdo desses canais na resposta vasodilatadora
induzida por labdano-302 foi avaliada em procedimento experimental no qual se
utilizou um inibidor seletivo de BK¢c, (TEA 1 mM) (LANGTON et al., 1991; GARCIA;
KAC-ZOROWSKI, 1992; WHITE, 2002). Como pode ser observado no grafico 20, a
resposta relaxante de labdano-302 foi atenuada de maneira significante, sugerindo o
envolvimento dos BKg, no efeito vasorelaxante de labdano-302, em preparacdes
mesentérica de ratos hipertensos L-NAME na auséncia do endotélio vascular.

Como em todas as células musculares, a musculatura lisa vascular
utiliza Ca?*, como um mecanismo de acionamento no processo de contragdo. O
influxo de Ca®* através de Cay da membrana plasmaética e liberagdo de calcio dos
estoques intracelulares s&o as principais fontes para a ativagcdo do mecanismo da
contragdo (JACKSON, 2000). O aumento das concentragbes extracelulares de
potassio gera uma despolarizacdo de membrana promovendo a ativacao dos canais
Cay ocasionando o influxo de calcio gerando uma contracdo (REMBOLD, 1996). No
musculo liso, independente da via de sinalizagdo envolvida no processo de
contracdo, uma reducdo dos niveis de Ca?' intracelular leva ao relaxamento
(NELSON et al., 2005).

O aumento de potassio externo promove uma despolarizacdo de
membrana, promovendo a abertura de Cay, levando a um aumento do influxo de
Ca®* na célula gerando uma contracédo. Este fendmeno pode ser observado quando
se eleva a concentracao externa de potassio com uma solugéo despolarizante com
elevado potassio (KClI 80 mM). Em experimentos realizados nestas condigcdes, o
labdano-302 promoveu um vasorelaxamento dependente de concentragdo nos anéis
de artéria mesentérica superior de ratos hipertensos (L-NAME) tanto na presenca
quanto na auséncia do endotélio vascular, sugerindo que o labdano-302 promove
relaxamento de contragdes induzida tanto por um agonista adrenérgico como por
uma agente despolarizante caracterizando uma agéo inespecifica, estes resultados
ainda sugerem que o labdano-302 pode estar atuando sobre o influxo de Ca®*
através dos Cay na membrana plasmatica diminuindo a entrada de Ca*".
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Independente das origens diversas, uma caracteristica em todas as
formas de hipertensado é um tdnus vascular anormal que é mediado pelo influxo de
Ca®*, através dos Cay. Notavelmente, o conhecimento sobre os canais Cay nho
sistema cardiovascular tem revolucionado nas Ultimas duas décadas pela
disponibilidade da biologia molecular. Esse conhecimento langou as bases para
compreensdo da relacdo entre a estrutura e fungcdo dos canais-Cay na
vascularizacdo e na regulacao da pressao arterial (SWAPNIL, 2006).

Para reafirmar a participacdo do labdano-302 sobre o bloqueio dos
canais para calcio na membrana plasmatica, realizou-se experimentos, através da
adicao cumulativa de CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem calcio antes
e apods a incubagdo com concentracdes isoladas de labdano-302. Nestas condi¢des
observou-se que, na presenca de labdano-302 as curvas concentracao-resposta do
CaCl, foram deslocadas para a direita e com reducédo do efeito maximo, sugerindo
uma acdo de labdano-302 sobre o influxo de Ca?* na membrana plasmatica (Gréafico
23 Ae B).

Apoés caracterizar o envolvimento de labdano-302 sobre o influxo de
Ca®* através na membrana plasmatica, passou-se a avaliar a inibicdo desse influxo
de calcio estaria ocorrendo por uma agao direta de labdano-302 sobre os canais
CayL. Para isso, realizou-se experimentos na presenca de uma ferramenta
farmacoldgica, agonista desses canais, o Bay K8644 (0,1 uM), que causa pequenas
contragdes concentragdo-dependente e que sofrem um aumento consideravel apos
despolarizagcdo moderada da membrana com potassio (7,5 - 20 mM) (BARRUS et
al., 1996). Como pode ser observado no gréfico 24, labdano-302 promoveu um
relaxamento concentracdo-dependente das contracdes induzidas pelo Bay K8644 de
maneira concentragdo-dependente. Observou-se ainda que o relaxamento induzido
por labdano-302 foi mais potente nas prepara¢cdes com anéis mesentéricos de ratos
hipertensos (L-NAME). Estes resultados s&o de extrema importéncia, visto que,
confirmam a hipotese levantada de que labdano-302 promove o bloqueio dos canais
CayL na membrana plasmética.

As células musculares lisas vascular (VSMCs) utilizam calcio como um
sinal molecular para multiplas fungdées. Sdo dois os tipos de canais responsaveis
pela entrada de calcio na célula musculares lisas vasculares (VSMCs), o canal Cay L
e baixa voltagem tipo-T (CayT). Os CayL tém como fung¢do principal regular a
entrada de Ca** para contracdo, enquanto que o tipo-T ndo contribui
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significativamente para vasoconstricdo arterial, exceto na microvasculatura renal
(CRIBBS, 2006). O principal canal para calcio sensivel a voltagem encontrado na
musculatura lisa é o Cay1.2, que € membro da familia dos CayL presentes em varios
musculos lisos inclusive na musculatura lisa vascular (CATTERALL et al., 2005).

A técnica de “Whole cell patch-clamp” é usada para investigar as
propriedades farmacolégicas de correntes para calcio em células clonadas de
pituitdria de ratos (GH3) (SIMASKO et al., 1988). Os CayL sdo conhecidos por
proporcionarem um maior influxo de calcio em células excitaveis de pituitaria
(CORRETTE et al., 1995). A funcao fisiol6gica desses canais é bem extensivamente
investigada em linhagem de células GH3 onde a maioria dos canais presentes na
membrana destas células € de canais para célcio sensiveis a voltagem do tipo-L-
(CayL) (KALMAN et al., 1988; SIMASKO et al., 1988; LIEVANO et al., 1994; PIROS
et al.,, 1995). As células utilizadas neste estudo foram GHS3, escolhidas porque
apresentam caracteristicas eletrofisiologicas (MEZA et al., 1994; LIEVANO et al.,
1994) e de transducgdo de sinal semelhantes as células musculares lisas vasculares
(PIROS et al., 1995; CATALDI et al., 1996; KEEF et al., 2001), também regularmente
expressam canais CayL (ARAUJO et al., 2003).

Uma evidéncia experimental de que o labdano-302 poderia realmente
bloquear os canais CayL na membrana plasmatica foi obtida através de
experimentos eletrofisiologicos. A figura 25 mostra que em estudo eletrofisiolégico
para medida de corrente para calcio na configuracdo “whole cell”, labdano-302 na
concentragdo de 100 uM promoveu uma diminuigao significante das correntes para
célcio. O inicio do bloqueio do efeito foi bastante lento e irreversivel nas condigdes
experimentais levantando, a hipétese de um efeito indireto do labdano-302 sobre o
bloqueio de CayL (Grafico 25A). Estes resultados confirmam a agédo deste diterpeno
sobre o bloqueio do canal CayL (OLIVEIRA et al., 2006). A este efeito de labdano-
302 envolvendo a inibicao do influxo de Ca®* através dos CayL1.2 pode-se atribuir a
sua atividade vasodilatadora e hipotensora, j4 que os CayL1.2 s&o alvos comuns de
farmacos antihipertensivos que bloqueiam a entrada de célcio e promovem
vasodilatacao (MARTIN et al., 2000; BRUEGGEMANN et al., 2005).

A liberacdo de ions calcio dos estoques intracelulares tem um papel
importante na atividade celular incluindo, o acoplamento excitacdo-contracdo no
musculo liso. Esta liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico ocorre via ativagao
de receptores sensiveis a IP3 -IP3R e de receptores sensiveis a rianodina-RyR, no
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entanto a inter-relacdo entre esses receptores ainda nao é totalmente conhecida
(FLYNN et al., 2001).

O fosfoinositol trisfosfato - IP; € um segundo mensageiro liberado
através da ativacdo de um receptor de membrana ligado a proteina-G. Uma vez
formado, o IP3; se difundi pelo citoplasma e ativa o receptor especifico no reticulo
sarcoplasmatico — RS, promovendo entdo a liberagdo de calcio dos estoques
intracelulares gerando uma contracao transiente (LAPORTE et al., 2004). Sendo
assim, substancias que possam atuar sobre esses receptores tornam-se importantes
alvos para estudos que envolvam o processo de contragdo ou relaxamento do
musculo liso.

O grafico 26 A e B, mostra que o diterpeno labdano-302 promoveu
uma discreta inibigdo da contracéo transiente induzida por fenilefrina (10 pM), tanto
em anéis mesentéricos de ratos normotensos, quanto em anéis mesentéricos de
ratos hipertensos (L-NAME), sugerindo que o labdano-302 provavelmente influéncia
na mobilizacao de célcio dos estoques intracelulares sensiveis a IP3 .

Os receptores rianodinicos sao canais para calcio presentes na
membrana do reticulo sarcoplasmatico, sdo ativados pelo calcio citoplasmatico em
aproximadamente (1 pM/L) e sdo desativados pelo aumento das concentragdes de
célcio (BEZPROZVANNY et al.,, 1991). A liberagcdo de ions calcio dos estoques
intracelulares sensiveis a rianodina é chamada de “sparks-Ca**” (KNOT et al., 2005),
esse aumento focal de calcio promove a ativagdo dos canais BKga (JACKSON,
2000). A cafeina é utilizada como ferramenta farmacologica para a ativagéo e
consequente liberacao de calcio do reticulo saracoplasmatico (SMITH et al., 1989).

O grafico 27 A e B, mostra que na presenca do labdano-302 ocorreu
um aumento discreto das contragdes induzida por cafeina, sugerindo um
envolvimento deste diterpeno na liberacdo de calcio dos estoques intracelulares
sensiveis a rianodina. Porém € necessaria a realizagdo de experimentos a nivel

molecular para melhor esclarecer esta hipotese.
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6 CONCLUSOES

Em conclusdo, os resultados obtidos através de uma abordagem in

vivo e in vitro em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME) demonstram que:

v

O diterpeno labdano-302 induz uma diminuicdo da pressao arterial em ratos
hipertensos (L-NAME) mais pronunciada do que em ratos normotensos.

Em ratos normotensos labdano-302 promoveu uma acentuada taquicardia
provavelmente de origem reflexa.

O labdano-302 promoveu uma diminuicao significativa da FC, com uma leve
bradicardia em doses mais baixa ndo diferente dos valores basais e uma
discreta taquicardia em doses mais elevadas em ratos hipertensos (L-NAME).
O diterpeno labdano-302 promoveu um potente efeito vasorelaxante
dependente e independente do endotélio vascular, o efeito dependente do
endotélio parece envolver a via NO-sintase/NO/GMPc/PKG, além dos
metabolitos derivados da ciclooxigenase.

O efeito vasorelaxante do labdano-302 dependente do endotélio parece nao
envolver a ativacdo dos receptores muscarinicos.

Em preparacdes na auséncia do endotélio vascular, o efeito vasorelaxante de
labdano-302 provavelmente ndo envolve a participacdo da proteina cinase
dependente de AMPc - PKA.

Os canais para potassio sensivel ao calcio de grande condutancia - BKca
provavelmente participam do vasorelaxamento independente do endotélio
induzido pelo labdano-302.

O diterpeno labdano-302 mostrou-se capaz de inibir o influxo de célcio
através dos CayL1.2 na membrana plasméatica bem como inibiu as correntes
de Ba*' em céluas GH3.

O diterpeno labdano-302 promoveu uma discreta inibicdo da mobilizagao dos
ions célcio dos estoques intracelulares induzida por fenilefrina, e promoveu

uma moderada liberacdo de célcio dos estoques sensiveis a rianodina.
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Mecanismos de acdo dependentes do endotélio vascular propostos
para o labdano-302:
Mecanismo 1 — Envolvendo a participacao da via eNOS/NO/CG/PKG.

CICLASE

DE
GUANILIL

CELULA MUSCULAR

Mecanismo 2 — Envolvendo a participagao da enzima ciclooxigenase

Ciclooxigenase

PROSTACICLINAS

fRegulagéo do ténus

CELULA MUSCULAR
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Mecanismo de acao independente do endotélio vascular proposto para
o labdano-302:
1- Envolvendo a ativacao de BKc,
2- Dimuicéo do influxo de Ca?* através dos Cay1.2
3- Inibicdo da liberacdo dos estoques intracelulares sensiveis a
fenilefrina.

CELULA MUSCULAR




(Perspectivas
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7 PERSPECTIVAS

Em estudos in vivo;

Avaliacdo da acao anti-hipertensiva de labdano-302 em ratos hipertensos L-NAME,
através da realizacdo do tratamento crénico dos animais com doses variadas de

labdano-302 em periodos de realizagao diferentes.

Em estudos in vitro;

e Realizacdo de dosagem dos niveis de GMPc e NOx em células de artéria
mesentérica de ratos hipertensos e normotensos tratados cronicamente com
labdano-302.

e Avaliagdo da atividade da enzima NOS em células endoteliais de artéria
mesentérica de ratos hipertensos L-NAME tratados com labdano-302.

e Realizacdo de medidas dos niveis de célcio em células musculares lisas de
artéria mesentérica de ratos hipertensos L-NAME tratado com labdano-302.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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