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RESUMO

INTRODUGAO: As cumarinas exibem uma ampla variedade de efeitos biolégicos, entre
as quais atividades no sistema cardiovascular. OBJETIVO: Avaliar o potencial
cardiovascular da 7-Hidroxicumarina. MATERIAL E METODO: Como modelo
experimental foram utilizados ratos wistar e para avaliacdo dos efeitos cardiovasculares
da 7-hidroxicumarina foram empregadas abordagens in vivo e in vitro. RESULTADOS:
Nos cardiomiécitos de ratos H9c2, o 7-HC néo foi toxico nas concentragdes testadas. 7-
HC (10° - 3x10“M) induziu vasodilatacdo, que foi significativamente atenuada pela pré-
incubacao dos anéis mesentéricos com a solucdo de Tyrode despolarizante com KCI 60
mM quanto com KCl 20 mM. Essa atenuagédo sugere a participacdo de canais para
potassio. Para testar essa hipotese, bloqueador dos canais para K* retificadores de
entrada (Ki), BaCl, (30uM) foi pré-incubado e nado atenuou significativamente a
vasodilatacdo induzida por 7-HC, embora tenha deslocado a curva para a direita de
modo significante. Resultado semelhante foi observado com o bloqueio dos canais para
K* retificadores retardados (Ky) com 4-aminopiridina (1mM) e com o bloqueio dos canais
para K* sensiveis a ATP com a glibeclamida (10uM). Com o bloqueio n&do seletivo dos
canais de potassio sensiveis ao calcio de alta condutancia (BKca) com TEA (1mM)
houve atenuacéo significante do efeito do 7-HC. Dessa maneira, iberiotoxina (50nM),
bloqueador seletivo para os BKca foi utilizado e o efeito da 7-HC foi significantemente
atenuado, sugerindo o envolvimento dos BKca nas respostas vasodilatadoras de 7-HC.
Além disso, para verificar a influéncia da 7-HC no influxo de calcio, o 7-HC (100uM) na
presenca de solucdo despolarizante sem calcio, foi capaz de reduzir significativamente
a contracdo induzida por CaCl, e ensaios para avaliar a influéncia da 7-HC na
mobilizacao de célcio intracelular demonstraram que 7-HC parece inibir a liberacdo de
Ca?* dos estoques intracelulares sensiveis a Phe e a cafeina. Nos cardiomibcitos
ventriculares isolados, o 7-HC foi capaz de reduzir a contratilidade nas concentracdes
de 10 e 100uM, bem como o tempo de pico da contragao com 1, 10 e 100uM. Nos atrios
isolados 7-HC (10° - 10* M), induziu efeito inotrépico negativo sem alteracéo
significativa na ritmicidade cardiaca. Nos ensaios in vivo, o 7-HC reduziu a pressdo
arterial sem alterar a frequencia cardiaca em ratos ndo anestesiados, enquanto no teste
eletrocardiografico em animais anestesiados, o 7-HC pareceu nao alterar os parametros
elétricos cardiacos, como frequéncia cardiaca, intervalo PR e intervalo QRS.
CONCLUSOES: Nossos resultados sugerem que o 7-HC possui atividade cardiaca
direta, tanto no nivel celular quanto no tecido diminuindo a forca de contracdo cardiaca,
além de induzir efeito vasorrelaxante, independente do endotélio, provavelmente
envolvendo canais de potassio, especialmente 0 BKca, bem como atenuacgéo do influxo
de calcio e reducdo da mobilizacdo do calcio intracelular. Em conjunto, estes efeitos
parecem ser 0s responsaveis pela reducéo da pressao arterial nos testes in vivo, 0 que
a torna uma molécula promissora com atividade cardiovascular.

Palavras-chave: 7-Hidroxicumarina, Vasodilatacdo, Canais para K* e Canais para Ca?",
Hipotenséo.
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ABSTRACT

INTRODUTION: Coumarins exhibit a wide variety of biological effects, including activities
in the cardiovascular system. AIM: Evaluate the cardiovascular potential of 7-
Hydroxycoumarin. MATERIAL AND METHOD: W.istar rats were used as an
experimental model and in vivo and in vitro approaches were used to evaluate the
cardiovascular effects of 7-hydroxycoumarin. RESULTS: In cardiomyocytes of H9c2
rats, 7-HC was non-toxic at the concentrations tested. 7-HC (10° - 3x10*M) induced
vasodilation, which was significantly attenuated by preincubation of the mesenteric rings
with the depolarizing Tyrode solution with KCI 60mM and 20mM. This attenuation
suggests the participation of potassium channels. To test this hypothesis, a blocker for
K* input rectifiers channels (Ki), BaCl. (30uM) was preincubated and shifted the curve to
the right. Similar results were observed with the blockade of K* delayed rectifiers
channels (Ky) and ATP-sensitive K* channels with 4-aminopyridine (1mM) and
glibenclamide (10uM), respectively, suggesting that Ky and Karp appear to participate in
the effects of 7-HC. Non-selective blockade of high-conductance calcium-sensitive
potassium channels (BKca) with TEA (ImM) significantly attenuated the effect of 7-HC.
Thus, iberiotoxin (50nM), selective blocker for BKca was used and the effect of 7-HC was
significantly attenuated, suggesting the involvement of BKca in 7-HC vasodilator
responses. In addition, to verify the influence of 7-HC on calcium influx, 7-HC (100uM) in
the presence of calcium-free depolarizing solution was able to significantly reduce
CaCly-induced contraction and assays to evaluate the influence of CaCl,. 7-HC in
intracellular calcium mobilization demonstrated that 7-HC appears to inhibit the release
of Ca?* from phenylephrine and caffeine sensitive intracellular stocks. In isolated
ventricular cardiomyocytes, 7-HC was able to reduce contractility at concentrations of 10
and 100uM, as well as peak contraction time at 1, 10 and 100uM. In 7-HC (10-°°M-10*M)
atria induced negative inotropic effect without significant change in cardiac rhythmicity.
Through in vivo assays, 7-HC reduced blood pressure without changing heart rate in not
anesthetized rats, while in electrocardiographic testing in anesthetized animals, 7-HC did
not appear to change cardiac electrical parameters such as heart rate, PR interval and
QRS interval. CONCLUSIONS: Our results suggest that 7-HC has direct cardiac activity,
both at the cellular and tissue levels, and induces the vasorelaxant artery, independent
of the endothelium, probably involving potassium channels (K; and BKca) as well as
attenuation of calcium influx and reduction of intracellular calcium mobilization. In
addition, 7-HC reduced blood pressure without altering electrical parameters, making it a
promising molecule with cardiovascular activity.

Keywords: 7-Hydroxycoumarin, Vasodilation, K* Channels and Ca?" Channels,
Hypotension.
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LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Classificacdo da presséao arterial de acordo com a medi¢do casual ou



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

4-AP 4-Aminopiridina

7-HC 7-Hidroxicumarina

Ach Acetilcolina

BaClz Cloreto de Bario

BKca Canais para K* sensiveis a Ca?* de grande condutancia
[Ca?] Concentragdo de Calcio

[Ca?*)i Concentragao de Calcio intracelular

Cav Canais para Ca?* sensiveis a voltagem

CAF Cafeina

CCR Canais para cations ativados por receptores
C.I.B. Cell Isolation Buffer — Tamp&o para isolamento de células
CICR Liberacdo de Ca?* induzida por Ca?*

CO2 Dioxido de carbono

DAG Diacilglicerol

DC Débito Cardiaco

DCV Doencas Cardiovasculares

ECG Eletrocardiograma

EDFR Fatores relaxantes derivados do endotélio
EGTA Acido Etilenoglicol Tetracético

ENaC Canais epiteliais sensiveis ao Na*/acido

HA Hipertensao Arterial

Hz Hertz

IP3 Trifosfato de Inositol [1,4,5]

[.V. Intravenosa

K* fon Potéassio

Katp Canais para Potéassio sensiveis ao ATO

Kir Canais para Potéassio retificadores de entrada
Kv Canais para Potassio sensiveis a voltagem
Mg?* Magnésio

Na* fon Sédio



NCX Trocador Na*/Ca?*

P Significancia estatistica

PA Pressao Arterial

Phe Fenilefrina

RE Reticulo Endoplasmatico

ROC Canais para Ca®* operados por receptor
Rpm Rotacao por minuto

RS Reticulo Sarcoplasmatico

RVPT Resisténcia Vascular Periférica Total
SAC Canal ativado por estiramento

SOC Canais para Ca®* operados por estoque
Vv Volts

VG Violeta de Genciana

CMLV Célula do musculo lisa vascular

Observacdo: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que nao
constam nesta relagdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convencdes
adotadas internacionalmente.
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1. INTRODUCAO

A presséo arterial refere-se a pressdo medida em grandes artérias na
circulacdo sistémica e divide-se em pressao arterial sistolica e pressao arterial
diastolica. Presséo sistolica refere-se a pressdo maxima dentro das grandes
artérias quando o musculo cardiaco se contrai para impulsionar o sangue
através do corpo. A pressao diastolica descreve a pressdo mais baixa nas
grandes artérias durante o relaxamento dos musculos cardiacos entre 0s
batimentos (SHAHOUD; AEDDULA, 2019).

7

O sistema cardiovascular € o principal responsavel pela regulacdo e
manutencdo da pressao arterial (PA), uma das funcdes fisiologicas mais
complexas do sistema biolégico (SANTOS; HAIBARA, 2001). Esta funcdo é
alcancada por alteragbes hemodinamicas que ocorrem continuamente,
envolvendo alteracbes no débito cardiaco, na resisténcia vascular e na
regulacédo renal dos fluidos corporais (INOUE et al., 2006). A regulacdo da
pressdo arterial € multifatorial e envolve varios sistemas que modulam os
principais determinantes da pressao arterial, como o débito cardiaco e a
resisténcia vascular periférica total, assegurando um fluxo adequado de sangue
para varios 6rgaos no corpo e quando prejudicada, essa regulacao pode levar a

hipertens&o essencial (COWLEY-JUNIOR, 2006).

Hipertensdo € uma condicdo clinica multifatorial com consequentes
alteracdes em orgdos-alvo (coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e,
também alteracdes metabdlicas, com aumento do risco para o surgimento de
doencas cardiovasculares (WILLIAMS, 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010, MALTA, 2009). Ela é um importante fator de risco para
doencas decorrentes de aterosclerose e trombose, que se exteriorizam,
predominantemente, por acometimento cardiaco, cerebral, renal e vascular
periférico. Em todo o mundo, aumento da pressdo arterial € estimado em 7,5
milhdes de mortes, cerca de 12,8% do total de todas as mortes (WHO, 2018).

A utilizag&o de plantas com finalidade medicinal, para tratamento, cura e
prevencdo de doencgas, € uma das mais antigas formas de préatica medicinal da

humanidade (VEIGA-JUNIOR et al., 2005) e os produtos naturais provenientes
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de plantas medicinais provaram ser uma fonte abundante de compostos
biologicamente ativos, muitos dos quais tém sido a base para o desenvolvimento
de novos produtos quimicos para a industria farmacéutica (HOTWANI et al.,
2014).

Dentre os diferentes produtos de origem vegetal, ja foram identificadas
cerca de 1.300 cumarinas em fontes naturais, (CZELUSNIAK; et al., 2012) e
algumas delas apresentaram atividades cardiacas e vasodilatadoras e varios

mecanismos tém sido propostos para explicar esses efeitos.

As cumarinas estudadas nesta tese foram: 1,2-Benzopirona, 3-
Hidroxicumarina, 4- Hidroxicumarina, 6- Hidroxicumarina, 7- Hidroxicumarina,
6,7-Dihidroxicumarina, 6-Metoxi-7-Hidroxicumarina, 7,8-Drihidroxi-6-
metoxicumarina e dentre estas cumarinas, apenas 3 possuem seus efeitos

cardiovasculares descritos na literatura.

Sendo assim, embora algumas cumarinas tenham sido descritas por
apresentarem um potencial efeito sobre o sistema cardiovascular, faz-se
necessario elucidar os mecanismos de acdo e mecanismos moleculares
envolvidos nestas respostas, além de demonstrar e caracterizar os efeitos das
cumarinas que ainda ndo foram estudadas. Outrossim, levando-se em
consideracdo a hipertensdo arterial e suas complicacdes, torna-se de
fundamental importancia a busca de novos farmacos para o tratamento dessa
condicdo clinica, e os produtos naturais com finalidade de tratamento
medicamentoso e fonte abundante de moléculas bioativas séo utilizados desde
tempos imemoriais, sendo importante a melhor elucidacdo de suas atividades e

mecanismos de ac&o sobre o sistema cardiovascular.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A hipertensdo arterial (HA) é uma condicdo clinica multifatorial que
consiste em manutencéo de niveis elevados da pressao arterial (PA). Alteracdes
estruturais e/ou funcionais dos 6rgaos-alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos
sanguineos) e alteracdes metabodlicas normalmente estdo associadas, com
aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e nao-fatais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006; MALTA et al., 2009; WILLIAMS, 2010).

A pressao arterial € um parametro biolégico complexo regulado por
sinalizagdes renal, neural, cardiovascular e hormonal, de modo integrado, com
multiplas influéncias ambientais e genéticas (LIFTON; GHARAVI; GELLER;
2001; NEWTON-CHEH, 2009). A HA pode ser classificada como primaria ou
essencial e secundaria. Quando secundaria, acomete entre 5-10% dos casos e
geralmente ndo apresenta historico familiar, tem uma idade mais precoce no
inicio e uma causa clara, como uma doenca renal ou enddcrina, e ainda uso de
medicamentos como agentes imunossupressores, anti-inflamatorios néo
esteroidais, dentre outros (HSU et al., 2009; MULVANY, 2011; MANCIA et al.,
2013; ONUSKO, 2003). Em 90-95%, a doenca €& denominada hipertenséo
essencial e suas causas ainda permanecem desconhecidas (HSU et al., 2009;
MULVANY, 2011).

Hipertensdo é o fator de risco mais prevalente para doenca
cardiovascular, incluindo doenga cardiaca coronariana, insuficiéncia cardiaca
congestiva, acidente vascular cerebral, doenca renal em estagio terminal e
doenga vascular periférico, em homens e mulheres (ROGER et al., 2012). A
mortalidade por doenca cardiovascular (DCV) aumenta progressivamente com a
elevacao da presséo arterial a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua

e independente (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

De acordo com as diretrizes da American College of Cardiology (ACC)/
American Heart Association (AHA) todas as pessoas com pressado arterial
>130/80 mm/Hg sdo consideradas hipertensas, e a pressao arterial deve ser
reduzida para <130/80 mm/Hg em todos os pacientes. Por outro lado, segundo
as diretrizes da European Society of Cardiology (ESC)/ European Society of
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Hypertension (ESH), é considerado hipertenso o individuo que apresenta
presséo arterial >140/90 mm/Hg, sendo que os valores pressoricos de todos 0s
pacientes devem alcangar valores <140/90 mm/Hg e em pacientes com alto
risco cardiovascular objetiva-se alcancar valores pressoricos <130/80 mm/Hg
(BAKRIS; WALEED; GIANFRANCO, 2019).

No Brasil a classificacdo da presséo arterial foi determinada pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia em associacdo com a Sociedade Brasileira
de Hipertenséo e Nefrologia classificam os niveis de pressao arterial, de acordo

com a tabela 1.

Tabela 1: Classificagcédo da presséao arterial de acordo com a medigao
casual ou no consultério (>18 anos):

Classificacéo Presséo sistdlica Presséo diastoélica
(mm Hg) (mm Hg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenséao 121 - 139 81 -89
Hipertenséo estagio 1 140 - 159 90 -99
Hipertenséo estagio 2 160 - 179 100 - 109
Hipertenséo estagio 3 > 180 2110

Quando a pressdo arterial sistélica e a pressao arterial diastélica situam-se em
categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para a classificacdo da pressao
arterial

Considera-se hipertenséo sistdlica isolada se a pressao arterial sistélica = 140 mm Hg e
a pressdo arterial diastdlica < 90 mm Hg. (Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016)

Sendo responsavel por 45% dos ataques cardiacos e 51% dos acidentes
vasculares cerebrais, a HA é também foi responsavel por 9,4 milhdes de mortes
no mundo por doencas cardiovasculares, segundo dados da Organizacéo
Mundial da Saude (2013). De acordo com pesquisa do Ministério da Saude
realizada em 2012, 24,3% da populacdo tém hipertensédo arterial, a doenca é
mais comum entre as mulheres (26,9%) do que entre os homens (21,3%) e,
também varia de acordo com a faixa etaria e a escolaridade. Entre os brasileiros
com mais de 65 anos de idades, 59,2% s&o hipertensos, contra apenas 3,8% na
faixa de 18 a 24 anos e 8,8% de 25 a 34 anos. Estima-se que entre 2000 e 2025,
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560 milhdes de pessoas serdo afetadas pela hipertensdo (KEARNEY et al.,
2005) e levando-se em consideracao que em 2010 a presséo alta ja era a maior
contribuinte de mortes no mundo (LIM et al.,, 2012), esta perspectiva é

preocupante.

Em 1975, o nimero de adultos com hipertensédo era de 594 milhdes, ja
em 2015, esse numero aumentou para 1,13 bilhdo, sendo composto por 597
milhdes de homens e 529 milh6es de mulheres. O envelhecimento e o aumento
das populacdes foram os possiveis responsaveis por esse aumento (NCD-RISC,
2017). Estima-se que quase 1,5 bilh&o de adultos no mundo terdo hipertensao
na proxima década e dessa maneira, tornou-se uma prioridade reduzir 0s
valores predominantes de pressao arterial em todo o mundo (CHOPRA; RAM,
2019).

Particularmente em paises em desenvolvimento, a HA tem uma
prevaléncia estimada de 37,3%, em comparacdo com 22,9% em nacdes
industrializadas. As projecdes sdo de que até o ano de 2025, 75% (ou 1.170
milhdes de pessoas) das pessoas com hipertensdo no mundo estardo vivendo
em paises emergentes (PICON, 2012).

A pressdo sanguinea é determinada por dois parametros fisicos
importantes, o débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular periférica total
(RVPT) (FIRTH et al., 2007). A regulacédo da pressao arterial é multifatorial e
envolve varios sistemas biologicos (SVENNINGSEN et al.,, 2014). Estes
orgaos/sistemas (coragdo, rins, vasos sanguineos, sistema neuroenddcrino)
modulam os principais determinantes da presséo arterial, como o DC e a RPVT,
assegurando um fluxo adequado de sangue para varios 6rgaos no corpo e
guando prejudicada, essa regulacdo pode levar a hipertensdo (COWLEY-
JUNIOR, 2006).

Nas fases iniciais da doenca, o DC é aumentado, embora a RVPT
permaneca constante, quando a doenca é sustentada o DC diminui, enquanto a
RPVT é elevada devido a uma constricdo anormal das pequenas artérias e

arteriolas refletindo, principalmente, o grau de ténus arterial (FIRTH et al., 2007).



25

As células endoteliais formam o revestimento interno do leito vascular
(BARTON et al., 2012). Antes visto como uma barreira simples entre o sangue e
a parede dos vasos, o endotélio agora € considerado um érgao dindmico que
reveste todo o sistema vascular (GALLEY; WEBSTER, 2004), sendo essencial
para manutencdo da homeostase cardiocirculatéria, além de ser responséavel
pela manutencdo da integridade da parede vascular e modulacdo do tbnus em
todo o sistema vascular (BECKER et al., 2000). Furchgott e Zawadkzi (1980)
descobriram as células endoteliais como fonte de um potente fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothelium-derived relaxing factor)
capaz de modular a resposta vascular. Em 1987, Ignarro e colaboradores,
identificaram o EDRF como Oxido nitrico e, outras pesquisas mostraram 0
endotélio também como fonte de fatores vasoativos que controlam a inflamacao,
o crescimento das CMLVs, exerce controle sobre a funcdo plaquetaria e estdo
envolvidas na coagulacdo plasmatica (BARTON e HAUDENSCHILD, 2001;
TRAUPE et al., 2003). O endotélio esta envolvido na metabolizacdo de diversas
substancias enddgenas, como prostaglandinas E e F, adenosina, norepinefrina,
5-hidroxitriptamina, leucotrienos, nucleotideos de adenina, entre outros
(VANHOUTTE, 2009; GRYGLEWSKI, 2009). Além disso, o endotélio vascular
tem papel fundamental na modulacao do ténus vascular, regulando dessa forma,
a manutencdo da pressdo sanguinea. As células endoteliais podem ser
estimuladas por diversos fatores, entre eles os hormonios, neurotransmissores,
substancias derivadas de plaquetas e estresse de cisalhamento que conduzem a
liberacdo de EDRFs, como prostaglandinas e 6xido nitrico e EDCFs (fatores
contracturantes derivados do endotélio), como endotelina-1 e angiotensina Il,
modulando o estado contrtil dos vasos (GODO; SHIMOKAWA, 2017; KANG,
2014).

CMLV normalmente ndo operam em sua total ativacdo, pelo contrario,
estas células possuem um ténus (GUADAGNIN et al., 2015). Sob condi¢bes de
repouso, O leito arterial apresenta uma vasoconstricdo no estado basal
conhecida como ténus vascular, que pode ser modulado por mecanismos de
regulacdo centrais (sistema nervoso simpatico), periféricos (com participacdo do
sistema renina angiotensina-aldosterona) e um mecanismo local, mediado pelo

endotélio, o qual possui uma poténcia maior quando comparado aos anteriores
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(YUGAR-TOLEDO et al., 2015). O ténus dos vasos sanguineos arteriais controla
o fluxo sanguineo e é constantemente regulado por varios estimulos, incluindo o
proprio fluxo sanguineo, bem como varios estimulos neurais e humorais
(CHENNUPATI et al., 2019).

Uma forma particular de autorregulacdo, a resposta miogénica, foi
descrita pela primeira vez por Bayliss (1902), que observou que o estiramento
imposto a parede vascular por um aumento da presséao intraluminal induzia uma
contracdo do vaso. Foi sugerido que a vasoconstricdo miogénica esta envolvida
na manutencdo do tbnus vascular basal para promover a perfusdo constante,
apesar das flutuacdes na pressao de perfuséo e, para evitar danos aos tecidos
nos casos de uma perfusdo muito aumentada (LOUTZENHISER et al.,
2002; WALSH; COLE, 2013; CARLSTROM et al.,, 2015). Como qualquer
contracdo vascular do musculo liso, a resposta miogénica acompanha a
fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLC), que permite a miosina interagir
com a actina e gerar forcas contrateis (SOMLYO et al., 2004; VETTERKIND;
MORGAN, 2012). A fosforilagdo da MLC pode ser aumentada pela ativacdo da
MLC cinase (MLCK) através de um mecanismo dependente de Ca?*-
calmodulina ou pela inibicdo da miosina fosfatase via Rho/Rho-cinase (SOMLYO
e SOMLYO, 2000).

O tdnus do musculo liso vascular é regulado principalmente por [Ca?*];,
gue é importante para a fosforilacdo da miosina. O grau de tdnus pode ser
modulado por uma série de sinais extracelulares agindo através de varias vias
de transdugéo de sinal interconectadas, a maioria das quais envolve a ativagao
de proteinas cinases e a fosforilacdo de varios substratos de proteinas (WALSH,
1994). O fluxo sanguineo € governado pela equacdo simples, Fluxo=
APressao/Resisténcia, e a capacidade do oOxido nitrico, ou fluxo, de mediar
alteracdes no tbnus vascular é considerada uma propriedade fundamental da
vasculatura (FURCHGOTT, 1999). Sendo assim, a regulacdo da atividade
contratil das células musculares lisas vasculares depende da interacdo entre os
fatores vasodilatadores e vasoconstritores, em especial, fatores derivados do
endotélio, hormonios circulantes, neurotransmissores, bem como a pressao
arterial (JACKSON, 2000).


https://elifesciences.org/articles/49374#bib30
https://elifesciences.org/articles/49374#bib30
https://elifesciences.org/articles/49374#bib54
https://elifesciences.org/articles/49374#bib8
https://elifesciences.org/articles/49374#bib46
https://elifesciences.org/articles/49374#bib47
https://elifesciences.org/articles/49374#bib47
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Canais ionicos representam um papel central na regulacdo do ténus
vascular e, dentre os canais envolvidos nessa regulacédo, estdo os canais para
célcio (Ca?*), canais operados por estoque (SOCs), canais ativados por
estiramento (SACs), canais para potassio (K*) e cloro (CI) (JACKSON, 2000),
assim como os canais de receptor do potencial transiente (TRP) (BRAYDEN et
al., 2008) e os receptores de rianodina e de IP3 (BROZOVICH et al., 2016). As
células musculares lisas vasculares de artérias e arteriolas de resisténcia
expressam um grande numero de canais iGnicos, incluindo, dentre outros: duas
ou mais classes de canais para calcio sensiveis a voltagem, quatro ou mais
classes para canais K*, dois ou mais canais de liberacdo de calcio intracelular,
multiplos membros de cinco classes da familia de canais TRP, duas ou mais
classes de canais para CI- e membros dos canais epiteliais sensiveis ao
Na*/acido (ENaC) (TYKOCKI; BOERMAN; JACKSON, 2017).

Os ions Ca?* desempenham um papel importante em muitas respostas
celulares, onde controlam ndo apenas as fungdes celulares em curto prazo, tais
como contracdo, secrecao, exocitose, e transducdo de sinal sensorial, como
também respostas a longo prazo, tais como o crescimento celular, proliferacéo e
morte celular. Na maioria das células, Ca?* tem a sua principal funcdo de
sinalizagdo quando sua concentragdo € elevada no compartimento citosolico, a
concentracdo em repouso € de cerca de 0,1uM, mas a ativagdo pode subir para
cerca de 1-10 uM (BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000). A partir dai, também
podem difundir-se para organelas, tais como as mitocondrias e o nlcleo. A
concentracdo de Ca?" no interior das células é regulada pela interacédo
simultdnea de varios processos, 0S quais podem aumentar ou diminuir a
concentracdo citosdlica de Ca?* dependendo da necessidade celular
(BOOTMAN; HOLMES; RODERICK, 2006). A homeostase intracelular de Ca?* é
mantida principalmente através do reticulo endoplasmético (RE) ou a verséo
especifica encontrada nas células do musculo, o reticulo sarcoplasmatico (RS)
(WATANABE et al., 2008). A liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares é
mediada por dois tipos de canais idnicos permeaveis a Ca?* localizados na
membrana do RE: (i) receptores de rianodina e (ii) receptores de inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) (AMBERG; NAVEDO, 2013). Segundo Watanabe e

colaboradores (2008), o Ca?* pode ser liberado a partir do RE através da
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estimulacdo de receptores acoplados a proteina-G, que ativam a fosfolipase C
(PLC), que ao agir sobre os fosfolipidios da membrana plasmatica, promove a
liberacédo de 1,4,5 - trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se
ao seu receptor na membrana do RE e promove a liberacdo de calcio
armazenado para o citosol. Liberacdo de Ca?* do RE é mediada pelo aumento
global de calcio promovido pelos canais para Ca?* dependente de voltagem
(Cav) na membrana das células do musculo liso, que promove uma liberacédo de
célcio através do receptor de Rianodina (RYR), o qual funciona como o canal de
liberacdo de Ca?* (COLLIER; WANG; KITOKOFF, 2000). Além do RS, o meio
extracelular é uma fonte de Ca?*, e varios canais ibnicos permitem que Ca?*

entre na célula a partir do meio extracelular (WATANABE et al., 2008).

O Ca?" também desempenha um papel importante em processos
fisiologicos do miocardio. Especialmente, a homeostase molecular das respostas
dos cardiomidcitos é muito sensivel para os desequilibrios no nivel de Ca?
(BOGEHOLZ; MUSZYNSKI; POTT, 2012). O Ca?* é considerado como um dos
principais ions para assegurar a funcéo cardiaca, no chamado acoplamento de
excitacao-contracao, que descreve a excitacao elétrica do tecido cardiaco que &
seguida por contragdo mecanica (BERS, 2002). Acoplamento excitacao-
contracdo cardiaco € iniciado pela abertura de canais para Na* dependentes de
voltagem (Nav), mediando uma corrente de entrada de Na*, que despolariza o
potencial de membrana. Assim, Ca®* e canais para Ca?* dependentes de
voltagem tipo-L abrem-se e induzem influxo de Ca?" que pode ligar-se ao
receptor de rianodina induzindo a liberacédo de Ca?* induzida por Ca?* (LCIC) do
reticulo sarcoplasmatico (RS). O consequente aumento de Ca?* citosélico
([Ca?*]) induz a contracdo dos miofilamentos. Uma vez que o Ca?* realizou suas
funcdes de sinalizagdo, ele é rapidamente removido. A Ca?"-ATPase da
membrana plasmatica (PMCA) e o trocador Na*/Ca?* realizam a extrusédo do
Ca?* para o exterior enquanto a Ca?*-ATPase do reticulo endo/sarcoplasmatico
(SERCA) retorna o Ca?* para os estoques internos (BERRIDGE; LIPP;
BOOTMAN, 2000). Disfuncdes na mobilizacdo do Ca?* intracelular estéo
presentes em anormalidades cardiacas como arritmias (BOOTMAN et al., 2011;
KNOLLMANN; RODEN, 2008), insuficiéncia cardiaca (BERS et al., 2003; LUO;
ANDERSON, 2013) e canalopatias (KIRCHHEFER et al., 2010), dentre outras.
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Mendelsohn (2005), levantou a hipdtese de que as anormalidades
primarias em proteinas das células musculares lisas vasculares (CMLVs), que
regulam o tbnus vascular podem causar hipertensdo e, varios modelos
experimentais de hipertensdo, apontam para alteracdes na expressao e fungao
de canais de Ca?* e/ou de K* em CMLVs (COX, 2002; TAJADA et al., 2013;
YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2018).

Os canais para potassio (K*) localizam-se nas membranas celulares e
controlam o influxo e efluxo dos ions K* nas células e desempenham papéis
cruciais em células excitaveis e ndo excitaveis podendo ser encontrados em

praticamente todas as espécies, exceto em alguns parasitos (KUO et al., 2005).

Os canais para potadssio nas membranas plasmaticas das CMLVs
desempenham um papel importante no controle e regulacdo do potencial de
membrana dessas células e do tonus arteriolar. Eles sdo a conduténcia ionica
plasmalemal dominante nas CMLVs, e em todas as células, e sua atividade é
modulada pelo potencial de membrana e por vasodilatadores e vasoconstritores,
de modo que esses canais idnicos participam de todos os aspectos da regulacao
do ténus arteriolar e controle da perfusdo microvascular (TYKOCKI; BOERMAN;
JACKSON, 2017).

O efluxo de K*através de canais presentes na membrana plasmética
determina o potencial de membrana celular. Entre 0s canais para potassio estao
os canais dependentes da voltagem (Kv), os ativados por Ca?* (Kca), 0S
retificadores de entrada (Kir), 0s canais sensiveis ao ATP (Kartp) e 0s canais de
dois poros (Kzp) (NELSON; QUAYLE, 1995; CHRISSOBOLIS; SOBEY, 2003;
GUEGUINOU et al., 2014). Cabe ressaltar que os canais de K* sensiveis a
adenosina trifosfato (Katp) pertencem a superfamilia dos Kir (SOBEY, 2001;
SORENSEN; BRAUNSTEIN; SALOMONSSON, 2012).

Canais para potassio dependentes de voltagem (Kv) possuem poros
seletivos para K* que sédo abertos por despolarizagdo da membrana. Esta
abertura permite o movimento de ions K* através da membrana plasmatica e a
geracado de correntes K* que tendem a repolarizar a membrana para o potencial

de equilibrio para K* (RUDY et al., 2009). A maioria dos canais Kv abre quando a
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membrana € despolarizada (menos negativa no interior) e fecha quando a

membrana é hiperpolarizada (mais negativa no interior) (SWARTZ, 2008).

Os Kca sdo canais para potassio ativados por calcio intracelular (GHATTA
et al., 2006). A familia do Kca € dividida em duas subfamilias: a subfamilia de
pequena (SKca) € média (IKca) condutancia e a subfamilia de grande/larga
condutancia (MaxiK ou BKca) (FELETOU, 2009). Eles apresentam uma estrutura
semelhante aos Kv, possuem um dominio transmembranar extra, denominado
S0. Estes canais sdo regulados ndo apenas pela voltagem, mas também pelo
Ca?* intracelular de modo que os canais BKca possuem uma regido de “Ca?*
Bowl!” no terminal C, enquanto os canais SK/IKca s&0 modulados pela ligagdo do
célcio a calmodulina (BAO et al., 2004; MAYLIE et al., 2004).

Os canais para K* retificadores de entrada (Ki) tém funcdes fisiologicas
diversas na célula, dependendo do tipo e da localizacdo, e sdo modulados por
varios mediadores, como ions, fosfolipidios e proteinas de ligacdo. A retificacédo
interna ocorre porque eles sdo bloqueados por magnésio intracelular e
poliaminas na despolarizacdo, enquanto esses bloqueadores séo liberados na
hiperpolarizacdo para permitir o influxo de K* para a célula (HIBINO et al., 2010).
O canal Kir contém um dominio de formagéo de poros e um dominio citosolico,
onde o dominio formador de poros é responsavel pela conducéao iénica enquanto
o dominio citosélico regula a abertura e fechamento do canal (KUANG;
PURHONEN; HEBERT, 2015). Kir sdo abundantes no musculo liso dos vasos de
resisténcia de pequeno diametro (KNOT et al., 1996; QUAYLE et al.,, 1996),
entretanto sua funcdo exata na musculatura lisa vascular permanece incerta,
embora existam duas possibilidades: Primeiramente, Kir contribuem para o
potencial de membrana em repouso e o ténus de repouso no musculo liso de
vasos de pequeno diametro, o que é apoiado por estudos que mostram a
constricdo das artérias coronarias e cerebrais de pequeno diametro no ténus
basal em resposta a Ba?*, um inibidor especifico dos canais de Kir (PARK et al.,
2007c, PARK et al., 2007d). Em segundo lugar, a ativacdo do canal Kir devido
ao moderado aumento da concentragao extracelular de K* (10-15 mM) pode
causar vasodilatacdo. A evidéncia para esta hipotese vem do fato de que a

vasodilatacdo pode ser prevenida por Ba?*, mas ndo pela remocéo do endotélio
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ou por inibidores dos outros canais K* (NELSON E QUAYLE, 1995; KNOT et al.,
1996; CHRISSOBOLIS et al., 2000; RIVERS et al., 2001; PARK et al., 2007d).

Os canais de K* de dois poros (KzP) s&o abundantes em células
excitaveis e nao excitaveis, onde desempenham diversas funcdes
(BUCKINGHAM et al., 2005) dentre elas, a manutencdo do potencial de
membrana em repouso (ENYEDI; CZIRJAK et al., 2010). Eles sé&o regulados por
varios estimulos, como pH, pressao parcial de Oz, estiramento da membrana,
temperatura, proteinas G, acidos graxos e anestésicos por inalacdo (BITTNER et
al., 2010; GOONETILLEKE; QUAYLE, 2012).

Canais para K* sensiveis a ATP (Karp) foram identificados pela primeira
vez no musculo cardiaco e, em seguida, foram encontrados em varias células,
incluindo o musculo liso vascular (NOMA, 1983; NELSON E QUAYLE, 1995).
Demonstrou-se in vitro e in vivo que um bloqueio nos canais de Katp leva a
vasoconstricdo e a despolarizacdo da membrana em varios tipos de musculo liso
vascular (NELSON et al., 1990; NAKASHIMA; VANHOUTTE, 1995, QUAYLE et
al., 1997; TERAMOTO, 2006).

A abertura dos canais de K* em resposta a estimulos endégenos ou
agentes farmacologicos pode resultar em efluxo de K* a partir de CMLVSs,
levando a uma hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e fechamento de
canais de Ca?*, levando a diminuicdo dos niveis de Ca?* intracelulares e,
eventualmente, a vasodilatagéo. Por outro lado, o fechamento de canais de K*
despolariza a membrana plasmatica, o que resulta na abertura de mais canais
de Ca?', e leva a um aumento dos niveis de Ca?* intracelulares com uma

consequente vasoconstricdo. (COX; RUSCH, 2002).

Produtos naturais podem ter acdo em canais ibnicos dependentes de
voltagem, tais como canais para K*, Na* e Ca?* (STROMGAARD, 2005). Na
primeira parte do século XX, uma grande quantidade de farmacos foi descoberta
a partir de produtos naturais, e até hoje, os produtos naturais servem como
fontes cruciais para novos farmacos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Uma
analise de medicamentos que foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) entre 1939 até 2014 revela o uso persistente de estruturas

derivadas de produtos naturais na quimica medicinal (RODRIGUES et al., 2016).
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Uma analise detalhada de novos medicamentos aprovados pela FDA entre 1981
e 2010 revelou que 34% desses medicamentos eram produtos naturais ou
derivados diretos de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). Mais
recentemente Newman e Cragg (2016) descobriram que entre 1981 e 2014 a
FDA aprovou 1.562 medicamentos, 64 (4%) eram produtos naturais inalterados,
141 (9,1 %) eram medicamentos botanicos (mistura), 320 (21%) eram derivados
de produtos naturais e 61 (4%) eram drogas sintéticas, mas com farmacoforos

de produtos naturais.

Existem algumas vantagens na utilizacdo de produtos naturais no
processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos. Eles representam
novidades quimicas e, em comparacdo com outras fontes, podem originar
candidatos a medicamentos para alvos complexos. Além disso, moléculas
derivadas de produtos naturais possuem uma diversidade quimica incomparavel
a qualquer molécula quimica sintética: eles podem formar estruturas complexas
bidimensionais e tridimensionais, e ainda assim podem ser absorvidos e
metabolizados no corpo (STROHL, 2000). Por outro lado, o uso de moléculas
derivadas de produtos naturais como fonte de novos medicamentos também
apresenta alguns desafios devido a falta de legislagcdo especifica que rege o
acesso a recursos hioldgicos em paises com muita biodiversidade. Além disso,
também pode ser fisicamente dificil 0 acesso a habitats naturais e, 0s processos
necessarios para isolar, purificar e caracterizar guimicamente 0s compostos

ativos sao caros e podem ser demorados (CALIXTO, 2019).

De acordo com Hoult e Paya (1996) e Fylaktakidou (2004) as cumarinas
(conhecidas como 1,2-benzopirona ou lactona do acido o-hidroxi-cinamico)
(Figura 1) compreendem uma classe muito grande de derivados fendlicos
encontrados nas plantas e consistem na fusdo de anéis benzeno e a-pirona e,
mais de 1300 foram identificados, principalmente como metabolitos secundarios
em plantas verdes, em fungos e em bactérias, conforme citado por Murray e
colaboradores (1982) e Murray (1991).
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Figura 1: Estrutura basica de uma cumarina

As cumarinas ja foram descritas por apresentarem atividade fungicida
(SCIO, 2004), moluscicida (SOUZA et al., 1984), vasorelaxante (HE et al., 2007;
LEMMICH et al., 1983), antidiabética (LI et al., 2017), anti-HIV (BUCKHEIT et al.,
1995; MCKEE et al., 1996), anticoagulante (KOSUGE et al., 1985; KO et al.,
1989; CHEN et al., 1995), antibacteriana (SOUZA, 2005).

Lemmich e colaboradores (1983) demonstraram que glicosideos de di-
hidrofurocumarina apresentam atividade vasodilatadora coronariana através da
inibicdo da cAMP-fosfodiesterase e anticoagulante, inibindo a formacdo de
tromboxano nas plaquetas, enquanto He e colaboradores (2007) investigaram o
efeito da cumarina Imperatorim ([(9-(3-metilbut-2-eniloxi)furo (3,2-g) cromen-7-
ona)]) em artéria mesentérica, a qual induziu vasorelaxamento independente de
endotélio vascular através da inibicdo do influxo de Ca2* pelo bloqueio de canais
de Cav.

De acordo com Baccard e colaboradores (2000), a 7-Hidroxicumarina
promoveu aumento do fluxo coronariano e inotropismo positivo em coracdo de
rato, bem como um efeito vasodilatador direto nas coronarias. A 6,7-
Dihidroxicumarina possui um efeito antiproliferativo em células musculares lisas
vasculares de ratos (PAN et al., 2003) e a 6-Metoxi-7-hidroxicumarina foi capaz
de inibir mobilizac&o de calcio intracelular em aorta isolada de rato (OLIVEIRA et
al.,, 2001). A 7-metoxi-8-[3-methylpent-2-enyl] cumarina, conhecida como
Osthole, inibiu a agregacao plaquetéaria (KO et al., 1989), a contracdo muscular
lisa de artéria aorta toracica de ratos (KO et al., 1992) e a contracdo de traquéia
isolada de porquinho da india (TENG et al., 1994) em experimentos in vitro e,
segundo Chang e But (1986) APUD Hoult e Paya (1996), esta mesma cumarina

foi capaz de provocar hipotensdo em experimentos in vivo em cées apos
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administracdo intravenosa e segundo Li e colaboradores (2017) também
demonstrou atenuar de forma significante a pressao arterial média pulmonar em
ratos com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. De acordo com
Padte, Pednekar e Shejwalkar (2017), o derivado metoxi de Osthole, extraido de
Cnidium monnieri, apresentou efeito vasodilatador em corpo cavernoso do
coelho e efeito semelhante pdde ser observado por algumas cumarinas

derivadas de butirolactona, como citado por Rahman, Choudhary e Reitz (2010).

Dessa forma, apesar do potencial vasodilatador e cardiaco de algumas
cumarinas, a literatura disponivel nao aborda trabalhos direcionados ao
entendimento dos efeitos e mecanismos moleculares destas cumarinas, nem tao
pouco a relagéo estrutura atividade destes compostos de origem natural, sendo
assim, torna-se necessario elucidar seus mecanismos de acdo e melhor

caracteriza-los frente a suas acfes sobre o sistema cardiovascular.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar os efeitos cardiovasculares da 7-Hidroxicumarina.

3.2 ESPECIFICOS
- Avaliar a toxicidade celular da 7-hidroxicumarina;

- Caracterizar o mecanismo de ag&o vascular da 7-hidroxicumarina;

- Avaliar os efeitos da 7-hidroxicumarina sobre atrios isolados e sobre
cardiomidcitos ventriculares;

- Avaliar os efeitos da 7-hidroxicumarina sobre a hemodinamica
cardiovascular;

- Avaliar os efeitos da 7-hidroxicumarina sobre a eletrogénese cardiaca



Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS
Foram utilizados para todos os experimentos ratos normotensos da

linhagem wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 250-350 gramas. Os animais
foram provenientes do Biotério do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias da Saude da UFBA. Estes animais foram mantidos sob condicfes
controladas de temperatura (21 £ 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de
12 horas (6 — 18 horas), tendo livre acesso a alimentacdo e agua. Todos o0s
protocolos foram aprovados pelo Comité de ética em uso animal do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEUA -ICS/UFBA —
Protocolo niumero 130/2017).

4.2 SUBSTANCIAS UTILIZADAS
Durante a realizacao dos experimentos, foram utilizadas as seguintes

substancias: cloridrato de L(-) fenilefrina (Sigma), cloridrato de acetilcolina
(Sigma), Cremophor EL (Sigma), cloreto de bario (BaClz) (sigma), 4-
aminopiridina (Sigma), iberiotoxina (Sigma), Cafeina (VETEC), Tiopental sodico
(Cristalia), Sal sodico de heparina (Roche), Glibenclamida (Sigma), Colagenase
tipo Il (worthington biochemical corporation), Protease (worthington biochemical
corporation), Tripsina (worthington biochemical corporation), meio Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM,; Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg,
MD), soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), gentamicina (Novafarma,
Andpolis, GO, Brasil), violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.3. OBTENCAO E PREPARACAO DOS COMPOSTOS TESTES

As cumarinas 1,2-benzopirona (PIUVEZAN et al., 2004), 3- hidroxicumarina
(Sigma), 4-hidroxicumarina (Sigma), 6- hidroxicumarina (Sigma), 7-
hidroxicumarina (SOARES et al., 2009), 6,7-dihidroxicumarina (Sigma), 6-metoxi-
7-hidroxicumarina (VILLARREAL et al., 2011), 7,8-diidroxi-6-metoxicumarina
(GOTTLIEB et al., 1989) (Quadro 1), utilizadas como substancias teste foram
isoladas pelo grupo do Professor Doutor José Maria Barbosa Filho, do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba

(LTF-UFPB) ou adquiridas na SIGMA para serem testadas em nosso laboratério.
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Para a preparacdo das solugcbes estoques, as cumarinas foram
solubilizadas em cremophor (numa proporcdo de 2:1), que em ensaios
preliminares ndo apresentou atividade bioldgica, e diluidas em agua destilada,
de modo a serem obtidas as concentracbes desejadas para cada protocolo

experimental.

4.4 SOLUCOES FISIOLOGICAS

Quadro 1: Diferentes amostras de cumarinas a serem testadas

NOME ESTRUTURA PESO FORMULA FONTE
Quimica MOLECULAR
N Amburana cearensis (Leguminosae) e
Coumarin ou 1,2- Cfolo 146 CoHs0, Typha dominguensis (Typhaceae)
Benzopyrone
3-Coumarinol ou 3- on
Hydroxycoumarin [ ’I 162 CoHgO;
# 0" S0
4-Coumarinol ou 4- OH
Hydroxycoumarin dl 162 CgHg04
0" ~o
Grevillone ou ou 6- HO ~
Hydroxycoumarin [ L 162 CoHeOs
=
0o
Umbelliferone ou 7- X Typha dominguensis (Typhaceae)
Hydroxycoumarin /@jl 162 CyHg04
HO 0" o

Esculetin ou 6,7-

HO
Dlhydroxycoumarin m 178 CoHeO4
HO (o] o]

Scopoletin ou 6- N
Methoxy-7-hydroxycoumarin : leom 192 CyoHg0,4 Typha dominguensis (Typhaceae)

Flaxetin ou 7,8-Drihydroxy-6- | O~ =~ %
methoxycoumarin N | o0 208 C,oHz05 Licaria aurea (Lauraceae)

OH

Para a preparacdo das solugBes fisiologicas foram utilizados os
seguintes sais: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
célcio di-hidratado (CaCl2.2H20), sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS04.7H20), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H20), glicose
(CeH1206), bicarbonato de sodio (NaHCOg), fosfato de sodio mono-hidratado
(NaH2P04.H20) e fosfato de potassio (KH2PO4) (todas obtidas pela VETEC)
HEPES (USB corporation), EGTA (Sigma).
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As tabelas a seguir mostram as composi¢cdes das varias solucdes
utilizadas:
A) Solucdo fisiologica para atrios isolados de ratos

Tabela 2: Composi¢éo da solucdo de Krebs-bicarbonato (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)

Cloreto de Sédio (NaCl) 117,0
Cloreto de Potassio (KCI) 5,36
Cloreto de Célcio (CaCl2.H20) 2,5
Fosfato de Potassio (KH2PO4) 1,03
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) 25,0
Sulfato de Magnésio (MgSQO4.H,0) 0,57
Glicose(CeH1206) 11,1

Fonte: BAILEY e ONG, 1978

B) Solucdes fisioldgicas para cardiomiécitos isolados de ratos

Tabela 3: Composicao da solucdo de Tyrode modificado para ensaios com
células (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)

Cloreto de Sédio (NaCl) 140,0
Cloreto de Potéassio (KCI) 54
Cloreto de Célcio (CaCl2.2H20) 1,8
Fosfato de Sodio (NaH2PO4) 0,33
HEPES 5,0

Cloreto de Magnésio (MgCl2.6H.0) 0,5
Glicose (CeH1206) 11

Fonte: Adaptado de SHIOYA 2007



Tabela 4: Composicao da solucéo de C.1.B. (Cell Isolation Buffer) (pH=7,4)
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Substéancia Concentracédo (mM)
Cloreto de Sadio (NaCl) 130,0
Cloreto de Potéassio (KCI) 54
Fosfato de S6dio (NaH2PO.) 0,33
HEPES 25
Cloreto de Magnésio (MgCl..6H20) 0,5
Glicose (CeH1206) 22

Fonte: Adaptado de SHIOYA 2007

C) Solucéo fisiolégica para artérias mesentéricas isolados de ratos

Tabela 5: Composicao da solucéo de Tyrode (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)

Cloreto de Sodio (NaCl) 158,3
Cloreto de Potéassio (KCI) 4,0
Cloreto de Célcio (CaCl2.H20) 2,0
Cloreto de magnésio (MgCly) 1,05
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) 10,0
Fosfato de s6dio (NaH2PO4) 0,42
Glicose (CeH1206) 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

Tabela 6: Composicao da solucdo de Tyrode despolarizante com KCl a 20mM

(pH=7,4)
Substancia Concentragao (mM)
Cloreto de Sodio (NaCl) 142,3
Cloreto de Potassio (KCl) 20,0
Cloreto de Célcio (CaCl2.H20) 2,0
Cloreto de magnésio (MgCly) 1,05
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) 10,0
Fosfato de s6dio (NaH2PO.) 0,42
Glicose (CeH1206) 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.
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Tabela 7: Composicao da solucdo de Tyrode despolarizante com KCl a 60mM
(PH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)

Cloreto de Sédio (NaCl) 102,3
Cloreto de Potassio (KCl) 60,0
Cloreto de Célcio (CaCl2.H20) 2,0
Cloreto de magnésio (MgCl,) 1,05
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) 10,0
Fosfato de s6dio (NaH2PO4) 0,42
Glicose(CeH1206) 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

Tabela 8: Composicao da solucdo de Tyrode nominalmente sem célcio (pH=7,4)

Substéancia Concentracao (mM)
Cloreto de Sadio (NaCl) 142,3
Cloreto de Potéassio (KCI) 20,0
Cloreto de magnésio (MgCl,) 1,05
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) 10,0
Fosfato de s6dio (NaH2PO4) 0,42
Glicose(CeH1206) 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

4.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
4.5.1 Avaliacdo do potencial citotéxico da 7-HC em células cardiacas de
rato

Cardiomiécitos de rato da linhagem H9c2 foram utilizados para avaliar a
citotoxicidade da 7-HC em células de mamifero. As células foram incubadas em
placa de 96 pocos (5 x 10°) em meio Dulbecco's modified Eagle's medium,
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 50 pg/mL de gentamicina e
mantidos por 24h na estufa a 37°C e 5% de CO2. A 7-HC foi testada em
diferentes concentracbes (1,56 - 100 uM), em triplicatas, incubados por 72

horas. Em seguida, a citotoxicidade em cardiomiécitos foi avaliada pelo método
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do AlamarBlue (MEIRA et al., 2015). Como controle positivo foi utilizado a violeta

de genciana na concentracao de 10 uM.

4.6. AVALIACOES VASCULARES

4.6.1. Isolamento da artéria mesentérica superior isolada de rato

Os ratos foram eutanasiados em camara de CO.. Através de uma incisao
no abdome do animal, a artéria mesentérica superior foi retirada, isolada de
tecido conectivo e adiposo e anéis do primeiro segmento da artéria (2 mm) foram
obtidos. Os anéis foram mantidos em cubas contendo 10mL de solucdo de
Tyrode a 37°C e gaseificados com uma mistura de 95% de Oz e 5% de CO:
(mistura carbogénica). Os anéis foram suspensos por linhas de algodao fixadas
a um transdutor de for¢a, o qual estava acoplado a um sistema de aquisi¢cao
AVS para o registro das contracdes isométricas (Figura 2). Cada anel foi
submetido a uma tenséo constante de 0,75 g por um periodo de 60min. Durante
esse periodo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 minutos para prevenir a

interferéncia de metabdlitos.

Figura 2: Aparato utilizado para os experimentos com anéis de artéria mesentérica superior

isolada de ratos wistar.

Posteriormente uma contracdo ténica submaxima a Phe 1uM, a qual se
estabiliza em torno de 5 minutos, foi registrada. Uma segunda resposta a Phe foi
obtida e concentracdes diferentes das diferentes cumarinas foram adicionadas



44

cumulativamente a cuba. Os resultados foram expressos levando em
consideracdo que a contracao induzida por Phe corresponde a 100% e que, a

tensdo de repouso €é igual a 0%.

Para a realizacdo dos experimentos na auséncia do endotélio funcional, os
anéis foram submetidos a um leve atrito mecéanico entre as paredes internas do

vaso com uma haste de metal.

A presenca de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis
apos adicdo de 1uM de acetilcolina (ACh). Foram considerados com endotélio,
0s anéis com relaxamento superior a 90% sobre a pré-contracdo com Phe. J& os
anéis com relaxamentos inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio
(Figura 3). Anéis com relaxamentos entre 10 e 90% foram desprezados dos

protocolos experimentais.

Cumarinas
A Ach (1uM)
¥ '
Anéis com
endotélio vascular ) C)
(E+) = 8
2
Lavagem e
f Tempo
Phe (1uM) Phe (1uM)
Cumarinas
Ach (1pM)
B \ '
Anéis sem £
endotélio vascular g 2 C)
E-) g H °
( > (0
S 2
@
t Tempo
Phe (1uM) Phe (1uM)

Figura 3: Representagdo esquemdtica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentragdes crescentes das cumarinas (0,001 — 300 pM) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato wistar, pré-contraidos com Phe (1uM). (A) Anéis com endotélio intacto.
(B) Anéis com endotélio ausente

4.6.2 Avaliacdo do efeito das cumarinas em artérias pré-contraidos com
agonista a1-adrenérgico

Apo6s um periodo de 60 minutos de estabilizacdo, uma contracdo tbnica
submaxima a Phe (agonista a1-adrenérgico) 1uM, a qual se estabilizou em torno
de 5 minutos, foi registrada em anéis mesentéricos de animais wistar. Uma

segunda resposta a Phe foi obtida e concentracdes crescentes para cada
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cumarina isoladamente (0,001 - 300uM) foram adicionadas, cumulativamente a
cuba, contendo os anéis mesentéricos com o endotélio intacto ou anéis com o
endotélio funcionalmente removido. Apds a obtencéo das curvas concentracdo-
resposta, foi analisado o efeito das curvas individuais na presenca e na auséncia
de endotélio funcional. A cumarina selecionada para a elucidacdo dos

mecanismos de acéo vasculares foi a 7-Hidroxicumarina (7-HC).

4.6.3. Avaliacdo dareversibilidade contratil vascular apos a adi¢do da 7-HC
Este experimento foi desenvolvido para avaliar se a 7-HC apresenta

indicios de alterar a maquinaria contratil de forma persistente ou irreversivel.
Ap6s o periodo de estabilizacdo, a solucdo de tyrode foi trocada por uma
solucdo tyrode com KCl a 60 mM até alcancar o platd da resposta contrétil,
posteriormente, as preparac¢des foram submetidas a uma nova estabilizac&do, no
gual a solucdo tyrode era trocada até que a tensdo do anel retornasse aos
valores basais com tensédo de repouso (0,75 g). Posteriormente foi realizada a
verificagdo da auséncia do endotélio vascular funcional como descrito
anteriormente, seguidamente, foi induzida uma segunda contracdo de Phe 1uM
por 15 a 20 minutos e adicionadas as concentragcdes cumulativas da 7-HC
(0,001 — 300 uM) a cuba. Posteriormente, a solucao de tyrode foi trocada a cada
15 min (procedimento repetido quatro vezes) para remoc¢ao da 7-HC da cuba.
Apbs esse periodo, a solucéo de tyrode foi trocado por uma solucao tyrode com
KClI a 60mM até atingir o platd da resposta contratil. Por conseguinte, foi
verificada a resposta contratil do tecido a solucao tyrode com KCl a 60mM antes
e depois da adicdo do composto em estudo e analisada a reversibilidade da

contratilidade tecidual (Figura 4).



46

7-HC
Ach (1uM)

| |

Anéis sem
endotélio vascular
(B9

Lavagem
Lavagem

Kcl Phe (1pM)
60mM Phe (11M) KCl

60mM

Figura 4: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo da
reversibilidade da contratilidade tecidual a solugdo tyrode com KCI 60mM depois da adi¢do da
concentragdo da 7-HC (0,001 — 300 uM), em anéis de artéria mesentérica superior isolada.

4.6.4. Avaliacao dos efeitos 7-HC sobre o tdnus basal vascular

Para avaliar o efeito da 7-HC no estado de contratilidade basal do tecido
vascular, a 7-HC foi testada em anéis mesentéricos de animais wistar, com
endotélio vascular funcional, sobre o ténus basal. Apds a verificagcdo da
presenca do endotélio vascular funcional como descrito anteriormente os anéis
foram lavados com solucéo tyrode até atingirem o ténus basal (em torno de 0,75
g), depois de 30 minutos de estabilizacdo, foram adicionadas as concentracdes
crescentes e cumulativas da 7-HC (0,001 — 300 uM) a cuba contendo 0s anéis
mesentéricos, com a finalidade de avaliar os efeitos da 7-HC sobre o ténus

muscular basal (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentragdes crescentes da 7-HC (0,001 — 300 uM) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato wistar com endotélio vascular funcional, sobre o tdnus basal.

4.6.5. Avaliacdo do efeito da 7-HC sobre as contracbes vasculares
induzidas por agente despolarizante KCl 60 mM.

Levando-se em consideracdo que a cumarina escolhida para a
elucidacdo dos mecanismos de acdo foi a 7-HC e ensaios citados acima
demonstraram seu potencial efeito vasodilatador, foram realizados ensaios para
esclarecer os mecanismos pelos quais a 7-HC foi capaz de promover esses
efeitos em vasos sanguineos isolados. Apos a verificacdo da auséncia do
endotélio funcional como descrito anteriormente, o meio nutritivo de cada
preparacao foi trocado por uma solucdo com elevada concentracdo de K* (KClI
60 mM - Tabela 6) e a 7-HC foi cumulativamente adicionada as cubas contendo

0S anéis mesentéricos sem endotélio (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentragbes crescentes de 7-HC (0,001 — 300 uM) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos wistar na auséncia de endotélio, pré-contraidos com solucdo despolarizante
(KCI 60mM).

4.6.6 Avaliacdo da participacdo de canais para K* na resposta
vasodilatadora induzida pela 7-HC

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, a solugcdo de Tyrode (Tabela 4) das cubas foi trocada pela
solugcéo despolarizante de Tyrode com KCI 20 mM (KCI 20) (Tabela 5) e as
preparacdes permaneceram nesta solucdo até o final do experimento. Esse
procedimento impede parcialmente o efluxo de K* e atenua relaxamentos
mediados por abertura de canais para K* (CLARK; FUCHS, 1997). Passados 30
minutos da incubagdo da solugdo de KCI 20 mM, foi induzida uma nova
contracdo ténica com Phe (1 uM) e, em seguida, uma curva concentracao-

resposta para a 7-HC foi obtida (figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo da participagédo
de canais para K* na resposta vasorrelaxante induzida pela 7-HC em anéis da artéria
mesentérica superior isolada de rato Wistar, na auséncia de endotélio utilizando solucdo
despolarizante contendo KCI 20 mM.

4.6.7. Influéncia de bloqueadores para diferentes canais para K* na
resposta vasodilatadora induzida pela 7-HC.

O objetivo deste protocolo foi avaliar a participacdo de diferentes tipos
de canais para K* na resposta vasodilatadora induzida pela 7-HC. Dessa
maneira, apO0s a verificacdo da auséncia do endotélio funcional, foram
administradas, em preparagdes diferentes, 4-aminopiridina (1 mM), bloqueador
dos canais para K* retificador retardado (WANG,; et al., 2008), BaClz (30 uM),
bloqueador dos canais para K* retificadores de entrada (KAWABATA et al.,
2004), glibenclamida (10 uM) blogueador dos canais para K* sensiveis ao ATP
(INSUK et al.,, 2003), TEA 1 mM (BRAYDEN, 1996) e iberiotoxina (50 nM)
(FRIEDEN; SOLINNI; BENY, 1999) blogueadores dos canais para K* de larga
condutancia sensiveis ao calcio, permanecendo com 0os mesmos até o final do
experimento. Passados 30 minutos da incubacdo com os bloqueadores, foi
induzida uma nova contracao tonica com Phe (1 uM) e, em seguida, uma curva
concentracéo-resposta para a 7-HC foi obtida (figura 8). Os valores dos efeitos
produzidos por cada concentracdo foram obtidos e comparados na situagéo-

controle e na presenca de cada bloqueador dos canais para K*
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Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da
participacdo de diferentes canais para K* na resposta vasodilatadora induzida pela 7-HC em
anéis da artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar, na auséncia de endotélio.

4.6.8. Avaliacdo do efeito da 7-HC sobre as contracdes induzidas por CacCl,.

Este protocolo foi realizado para verificar se a diminuicdo do influxo de
célcio para célula muscular lisa seria um mecanismo utilizado pela 7-HC para
causar efeito vasodilatador. Os anéis mesentéricos de ratos wistar foram
expostas a uma solugcéo despolarizante contendo KCI 60 mM (Tabela 6) e em
seguida foram lavadas com solucdo de Tyrode nominalmente sem Ca?* (Tabela
7), onde permaneceram nesse meio por 15 minutos. Apos esse periodo, 0 meio
foi trocado por uma solucdo despolarizante de KCI 60 mM, nominalmente sem
Ca?". A auséncia de Ca?* foi inferida pela falha da solucéo despolarizante
nominalmente sem Ca?* em produzir vasoconstricdo. Posteriormente, foi obtida
uma curva concentracao-resposta ao CaClz (1 — 10000 uM) (curva controle).

O processo foi novamente repetido, sendo que concentracdes isoladas de
7-HC (3; 30; 300 pM) foram incubadas as preparacdes juntamente com a
solucédo despolarizante de KClI 60 mM, nominalmente sem Ca?* e uma nova
curva concentracao-resposta ao CaClz (1 — 10000 pM) foi obtida. O efeito da 7-
HC sobre as contragbes induzidas por CaCl: foi avaliado comparando-se as

curvas de CaClz na auséncia (controle) e na presenca da 7-HC (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito da 7-
HC sobre as contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de CaCl2 (10 — 3x102 M) em
meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca?".

4.6.9. Efeito da 7-HC sobre a mobilizagdo de calcio dos estoques sensiveis
a fenilefrina (1uM) e cafeina (20 mM)

O efeito da 7-HC (30 e 300 uM) sobre os estoques de calcio intracelulares
sensiveis a fenilefrina (Phe) e cafeina (CAF) foram investigados usando o
protocolo descrido por Sakata e Karaki, 1991. Depois do periodo de
estabilizacdo por 1 hora, os tecidos foram expostos a solu¢cdo despolarizante
com KCl 60 mM por 3 minutos. Os tecidos foram entdo lavados com solucao
livre de Ca?* por 2 minutos e em seguido foi adicionado 1 uM de Phe (banho a
temperatura de 37 °C) ou 20 mM de cafeina (banho a temperatura de 25 °C).
Apos lavagem do tecido com solucdo Tyrode normal, foi adicionada novamente
solucéo despolarizante com KCl 60 mM durante 3 minutos e este procedimento
era repetido até que duas contracfes transientes de magnitude similar do
agonista fossem obtidas. Em seguida, 7-HC (30 e 300 pM) foi adicionada
juntamente com solugdo de Tyrode livre de Ca?* durante 5 minutos. E ainda em
sua presenca, Phe 1 uM ou CAF (20 mM) foram adicionados novamente. A
inibicdo da contracéo foi avaliada por comparagao das respostas antes (controle)

e apos adicado de 7-HC (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito da 7-
HC sobre as contracdes transientes induzidas por Phe 1 yM e CAF 20 mM.

4.7. AVALIACOES CARDIACAS
4.7.1. Ensaios com Cardiomidcitos

4.7.1.1. Isolamento dos cardiomiécitos de ratos wistar

Apos eutanasia, o coragao foi imediatamente removido e colocado em
solucdo de C.1.B. (livre de célcio) contendo EGTA 0,4 mM para a canulacdo da
artéria aorta, de acordo com a técnica descrita por SHIOYA, 2007. Ap6s a
canulacdo o coracao foi perfundido na mesma solucdo para retirar excesso de
sangue. Em seguida, o coracdo foi perfundido com uma solucdo contendo 1
mg/mL de colagenase tipo II, tripsina 0,07 mg/mL e protease 0,07 mg/mL e
0,3mM de célcio durante 5 minutos para dissociagdo enzimatica das células do
coracdo. Apos a perfuséo, o ventriculo esquerdo foi separado, fragmentado e
colocado em uma solucéo contendo 1mg/mL de colagenase tipo I, tripsina 0,07
mg/mL e protease 0,07mg/mL e 0,7mM de calcio durante 5 minutos banho-
maria. Apds esse procedimento, com uma seringa de plastico foi realizada a
dissociacdo mecéanica no intuito de dissolver o tecido ventricular na solucdo de
modo que ndo houvesse tecido existente. Essa preparacédo foi centrifugada a
1000 rpm durante 18-20 segundos, o sobrenadante desprezado e adicionado
uma solucdo contendo 2mg/mL de albumina e 1,2mM de calcio durante 5

minutos em banho-maria. Apos esse periodo, a preparacdo foi novamente
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centrifugada a 1000 rpm durante 18-20 segundos, o0 sobrenadante foi

desprezado e foi adicionado 8 mL de solucdo de Tyrode (Figura 11).

() |-
Ratos wistar Coragéo foi removido com a
aorta bem aparente para ser Solucdo de CIB + EGTA 0,4mM
canulada
s(?:r?::;inﬁe Dissociagdo mecanica
Q CZ ‘. <::] VE separado e ’
/‘/ segmentado
2mg/mL de albumina e %
1,2mM de calcio por 5 min / \

1000 rpm Enzimas com 0,7mM de 1mg/mL de colagenase

* calcio (3-5min) tipo ll, tripsina 0,07

Desprezao - mg/mL e protease
sobrenadante e Malha para filtrar o 0,07mg/mL e 0,3mM de

adiciona 8 mL de ecido ndo digerido cdlcio (3-5min)

solugdo de Tyrode

Figura 11: Representagdo esquemética do protocolo de isolamento de cardiomidcitos dos ratos wistar

4.7.1.2. Técnica de medida de contratilidade
A contragcdo celular foi medida por meio da técnica de alteracdo de

comprimento do cardiomiécito, usando-se um sistema de deteccdo de bordas,
montado em um microscopio invertido (lonoptix, EUA) (figura 12A). Os
cardiomidcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental com a
base de vidro e banhados por solugcdo de Tyrode. Os cardiomidcitos foram
visualizados em um monitor por meio de uma camera (Myocam, lonoptix, 240
hz) acoplada a um microscopio utilizando um programa de deteccdo de imagens
(lonwizard, lonoptix). Os cardiomidcitos foram estimulados na frequéncia de 1 Hz
(10 V por 5 Min) utilizando-se um par de eletrodos de ago e um estimulador
elétrico de campo (Myopacer, lonoptir). Os movimentos longitudinais dos
cardiomidcitos foram capturados pelo sistema de deteccdo de bordas e
armazenados para analise posterior (figura 12B). Foram utilizados para as
medidas de contracdo somente os cardiomiocitos que estavam em boas
condicbes, com as bordas e as estriacbes sarcoméricas bem definidas,

relaxados em repouso e sem apresentar contracdes voluntéarias.



54

BorWizaed -
File Collect Export Operstions Marks Traces Templstes Windows Help
] EEDE
B cll
BEIEE= * —
BT L1 L et et et s
g -
fefe -

— o Cr1cicicic: ot J|ue mIBIR
mosmsy it it I EEE S Ty

Figura 12: A, Aparato utilizado para experimentos de contratilidade em cardiomidcitos. B,
imagem do cardiomidcito isolado e a representacdo da contracdo das suas bordas direita e
esquerda e a contracdo referente a célula inteira.

4.7.1.3 Avaliacdo do efeito da 7-HC sobre a contratilidade de cardiomidcitos
ventriculares isolados de ratos wistar
Apoés o isolamento das células provenientes de ventriculos esquerdos

dos animais em estudo, estas foram incubadas com 7-HC em trés diferentes
concentracoes (1, 10 e 100 uM) por 10 minutos em cada concentracdo e foram

observados os efeitos da 7-HC na contracgéo celular.
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4.7.2. Ensaios com Atrios Isolados

4.7.2.1. Isolamento dos tecidos atriais cardiacos de ratos

Apos eutanasia dos animais em camara de CO2, o coracao foi
imediatamente removido, e os éatrios foram isolados, de acordo com a técnica
descrita por NASA et al., 1992, para ensaios com &trio isolado e perfundido de
rato em banho de 6rgdos. Os &atrios esquerdos e direitos foram cortados
perpendicularmente ao eixo do coracdo e, em seguida, cada um foi suspenso
por um fio de algoddo e colocado em cuba de 10 mL, contendo solucdo de
Krebs-Bicarbonato. O banho foi mantido a uma temperatura de 37 °C e aerado
com uma mistura carbogénica (95% O: e 5% CO). A tensao inicial de cada atrio
foi ajustada em 500 mg e os tecidos foram mantidos em equilibrio durante um
periodo de 45 minutos antes do inicio dos experimentos. As preparacdes de atrio
esquerdo foram estimuladas eletricamente de forma continua (estimulacdo de
campo), usando o estimulador (AVS), com pulsos quadrados de 3 Hz, duragéo
de 3 ms e voltagem de 1,5 vezes o limiar de excitagdo do tecido cardiaco. As
preparacdes de atrio direito foram montadas no mesmo banho para 6rgao, mas
nao foram estimuladas, devido a presenca do nodo sinoatrial, permitindo a
medidas de ritmicidade e das contragcbes espontaneas (figura 13). Os
parametros cardiacos foram registrados pelo sistema de aquisicdo de dados
AVS. A frequéncia de batimentos espontaneos dos atrios direitos foi quantificada
e definida como frequéncia atrial para a avaliacdo dos efeitos cronotropicos
induzidos pelas drogas. A for¢a de contracao atrial foi avaliada no atrio esquerdo
e determinado o efeito inotropico induzido pelas mesmas drogas.



56

" — - ‘4. - : 1.
’ e 4 G e . o
‘~ ‘! Atrio  Atrio =1
) direito esquerdo
Rato Wistar Coracgao isolado
Krebs-bicarbonato
Efeito Cronotrépico Efeito Inotropico 95% ()2 e 5% C02
os o
. = 37°C/ pH:7,4
%‘u %,. Tensdo de 500g
su { o8
¢ it Estimulado a 3Hz
3 o por 3ms a 1,5 vezes
000 222000 23400 26000 120000 120000 130000 o e
Tempo (ms) Tempo (ms) o limiar de excitagdo

Figura 13: Representagéo esquematica do protocolo de isolamento de atrios dos ratos wistar

4.7.2.2 Avaliagéo dos efeitos cronotropicos e inotropicos induzidos por 7-HC

Apbés um periodo de 45 minutos de estabilizacdo das preparacoes,
concentracdes crescentes de 7-HC (0.001 uM — 300 pM) foram adicionadas
cumulativamente nos banhos de 6érgaos, contendo os atrios direito e esquerdo
dos ratos wistar, com intervalo de 10 minutos entre as concentragdes (figura 14).
Os efeitos inotrépicos e cronotropicos da 7-HC foram avaliados e foram obtidas
representacdes graficas da forca de contracao e frequéncia cardiaca, nos atrios
esquerdos e direitos, respectivamente.

7-HC

Estabilizagao (45min.)

—
10 minutos

Figura 14: Representacdo esquemética do protocolo para avaliagdo dos efeitos cronotrépicos e
inotrépicos induzidos pela 7-HC.
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4.8. AVALIACOES HEMODINAMICAS
4.8.1. Medida direta da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em

ratos ndo anestesiados.

A principio, os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina e
cateteres de polietileno (PE), segmentos de PE-10 (diametro interno e externo
de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) soldado a um segmento de PE-50
(diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente) foram
implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral
esquerda, respectivamente (Figura 15). ApGs a insercao e fixacao, os cateteres
foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na
regido cervical posterior do animal.

Passado o periodo de 24 horas da cirurgia, a pressao arterial foi
continuamente monitorada através do cateter arterial conectado a um transdutor
de pressdo arterial (AD instruments), cujo sinal foi amplificado e gravado
digitalmente por uma interface analégica para digital (Power/Lab 8 35,
requerimento de aquisicdo de dados, LabChart, New South Wales, Australia)
gravou (1 kHz) em um microcomputador para posterior analise. A pressao
arterial média (PAM) foi calculada a partir de dados de pressao arterial sistolica e
diastdlica, enquanto a frequéncia cardiaca (FC) foi determinada pela pulsacéo
da presséo arterial.

Apobs estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, a PAM e FC foram
registradas antes (valores iniciais) e depois da administracdo intravenosa da 7-
HC (2,5; 5; 10 e 20, aleatoriamente). InjecOes sucessivas foram separadas por
um intervalo de tempo suficiente para permitir a recuperagcdo completa da

pressao arterial, normalmente entre 20-30 minutos.
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Figura 15: Desenho esquematico da implantacdo de cateteres de polietileno para a investigagao
do efeito da 7-HC na hemodin&mica de animais wistar.

4.8.2. Avaliacéo do efeito da 7-HC sobre a PAM e FC de ratos normotensos
ndo-anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta, 0s animais foram mantidos
em aclimatagdo por um periodo de no minimo 30 minutos, para estabilizacdo
dos parametros cardiovasculares. Em seguida, nitroprussiato de sédio (NPS) (10
ug/kg, i.v.) foi administrado, um classico doador de 6xido nitrico, para verificar a
eficacia da implantacdo do cateter venoso. Apos 15 minutos, diferentes doses da
7-HC (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg, i.v.) (Figura 1) foram administradas aleatoriamente
com intervalos de tempo necessario para que 0s parametros cardiovasculares
retornassem aos seus valores da linha de base. Os valores de PAM e FC foram
obtidos antes (valores da linha de base) e ap6s a administracdo da 7-HC e suas

variagdes foram expressas em percentagem (%) dos valores em delta (A).

Q

v

7-HC
(mg/Kg)

)

Estabilizacao

NPS

|

(10 pug/Kg, L.V)

15 min.

S5mgkg 10mgkg 20mg/kg 40 mg/kg

Figura 16: Representacdo esquematica do protocolo para avaliagdo dos valores de presséao

arterial e frequéncia cardiaca em ratos wistar ndo anestesiados.
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4.9. AVALIACAO DAS INFLUENCIAS DE 7-HC SOBRE A ELETROGENESE
CARDIACA

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina e cateteres de
polietileno (PE) foram implantados na veia cava inferior via veia femoral
esquerda para a administracdo intravenosa da 7-HC. A manutencdo da
anestesia foi realizada com isoflurano inalatorio. Os animais eram colocados em
decubito dorsal em uma mesa cirargica confeccionada em madeira. Os eletrodos
foram colocados nos membros anteriores e posteriores segundo a padronizagao
preconizada no tridangulo de Einthoven (terra inserido na pata posterior direita)
(JIN et al., 2012), visando obter as derivacOes eletrocardiograficas bipolares (D1,
D2 e D3) e unipolares (aVR, aVL e aVF) do plano frontal. Em cada registro de
ECG os seguintes parametros eram obtidos: frequéncia cardiaca (pelo intervalo
RR), duracéo do intervalo P-R (inicio da onda P ao inicio do QRS) e duracéo do
QRS.

4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m) ou média (intervalo de confianga). As curvas concentracao-resposta
foram obtidas por regressdo nao linear. Também foram analisados os valores

relativos aos efeitos promovidos por cada concentracéo individualmente.

As analises estatisticas foram feitas utilizando teste t de Student ou
analise de variancia “one-way” (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni, quando
apropriado. Foram considerados significantes os valores de p < 0,05. O

programa utilizado para analise dos dados foi o Graph PadPrism 5.0® (EUA).
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5. RESULTADOS
5.1 EFEITO VASODILATADOR DAS CUMARINAS

As cumarinas 1,2-benzopirona, 3-hidroxicumarina, 4- hidroxicumarina, 6-
hidroxicumarina, 7- hidroxicumarina, 6,7- dihidroxicumarina, 6-metoxi-7-
hidroxicumarina, 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina, isoladas ou obtidas pela
Sigma-Aldrich, tiveram seus efeitos vasculares investigados e foi possivel
observar que estas apresentaram um potencial efeito vasodilatador em artéria
mesentérica isolada de rato.

A adicdo cumulativa das cumarinas (0.001 pM — 300 pM) em anéis de
artéria mesentérica com endotélio funcional e pré-contraidos com Phe (1uM),
promoveu uma vasodilatacdo dependente de concentracdo para todas as
cumarinas testadas. A remoc¢ao do endotélio vascular dos anéis arteriais ndo
alterou de maneira significante a resposta vasodilatadora das cumarinas, a
excecdo da 1,2 benzopirona, que apresentou atenuacdo do efeito de modo
significante na auséncia do endotélio funcional. Os valores referentes aos efeitos
promovidos pela ultima concentracdo administrada de cada cumarina estdo na
tabela 9.

Tabela 9: Efeito vasodilatador das substancias teste

SUBSTANCIAS TESTE EFEITO [300uM] EFEITO [300uM] Sé(gr:lefSATTg AA
5531641 sems7es) Comdngs dgnteart
oo o14268(1 sessagrs)  Semdleena santcant
4H(;g‘;omx‘jc”:3r'n‘;‘ﬂlﬁ 68,6 £ 13,3 (n=5) 38,251 (n=5) sem dif‘(?;ir(‘fg;;gg“ﬁca”te
Golre uou®  snasea (v oagssany  Sem ol sontca
UHr;l;(:(I)I)i(i;(fe;z::en:l:i:- 94,9+ 6,8 (n=5) 96,2+ 7,1 (n=7) Sem dife(r;:g’aszizg)nificante
esn ST 09247009 027sosmy oMo danteant
Scopﬁféi;:yigl;l\rizt::xy—l 109,14 3,5 (n=5) 95,3+ 4 4 (n=5) Sem difer(ir;%ayl?sSig);niﬂcante
FIaxetrirr:ect)#oz\ili—ozrri:;lg;oxy—6— 937438 (n=5) 118,3+ 102,3 (n=5) Sem dif?girg?jf?s?ig?iﬂcante

Os valores de efeito promovido pela concentracdo de [300 uM] sdo expressos como média +
e.p.m. O teste t de Student ndo pareado foi usado para examinar a diferenca entre o endotélio
desnudo e endotélio intacto de cada grupo experimental; * p< 0,05.
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5.2. CITOTOXICIDADE DA 7-HC EM CELULAS DE MAMIFERO

Inicialmente, ap6s a escolha da 7-HC para o prosseguimento do estudo,
foi avaliada a sua citotoxicidade em células de mamifero. Os efeitos da 7-HC na
viabilidade celular foram determinados por um teste colorimétrico de Alamar
Blue, 24 horas apos o tratamento. Conforme revelado na figura 17, 7-HC a uma
concentragdo de 100 pM ou inferior ndo induziu efeito citotéxico em

cardiomidcitos de ratos da linhagem H9c2.
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Figura 17: Efeito da 7-HC sobre a viabilidade de cardiomidcitos. Grafico de barras
demonstrando o efeito atdéxico da 7-HC sobre cardiomiécitos de ratos da linhagem H9c2, nas
concentragfes de 25, 50 e 100uMm, em triplicatas. VG: Violeta de Genciana.

5.3 AVALIACOES VASCULARES

5.3.1 Reversibilidade da contratilidade vascular apds a adigdo da 7-HC

A contratilidade tecidual induzida pela solucéo tyrode com KCIl a 60 mM
antes e depois da adicdo das concentracdes cumulativas da 7-HC em anéis de
artéria mesentérica superior de ratos wistar, na auséncia de endotélio vascular,
foi obtida e demonstrada na figura 18. Como pode ser observado, apos a adigédo
cumulativa da 7-HC nao promoveu alteragao entre o A da contratilidade tecidual
induzida por KCI 60mM.
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Figura 18: Influéncia da 7-HC sobre a capacidade contratil vascular. Registro original da manutencao
da capacidade contratil do tecido vascular ap6s administracdo cumulativa da 7-HC (0.001 uM — 300
MM) em anel de artéria mesentérica superior isolada de rato wistar, pré-contraidos com fenilefrina
(Phe 1 pyM), na auséncia de endotélio vascular. As setas indicam o momento da adicdo das
substancias. Reversibilidade da contratilidade vascular apds a adi¢édo de concentragdes cumulativas
de 7-HC em artéria mesentérica isolada de rato wistar. Grafico de barras demonstrando a
capacidade de reversibilidade da contracdo vascular com KCI 60 mM apds adicdo cumulativa de 7-
HC (0.001 pM — 300 pM) em artéria mesentérica isolada de rato wistar. “One-way” ANOVA de
Medidas Repetidas

5.3.2 Efeitos da 7-HC em anéis de artéria mesentérica sobre o ténus basal
vascular

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar, na
presenca do endotélio vascular funcional, a adigdo cumulativa 7-HC (0.001 pM —

300 uM) ndo promoveu efeito sobre o tdnus muscular espontaneo (Figura 19).
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Figura 19: Influéncia da 7-HC sobre o tdnus basal. A) Registro original da reversdo da
contratilidade tecidual da 7-HC, em anel de artéria mesentérica superior isolada de rato wistar,
pré-contraidos com fenilefrina (Phe 1 pM), na auséncia de endotélio vascular, apdés adigéo
cumulativa de 7-HC (0.001 pM — 300 pM). As setas indicam o momento da adicdo das
substancias. B) Grafico de barras demonstrando a capacidade de reversibilidade da contracao
vascular com KCI 60mM apds adicdo cumulativa de 7-HC (0.001 pM — 300 pM). “One-way”
ANOVA de medidas repetidas.

5.3.3 Efeito da 7-HC em artérias mesentéricas isoladas de ratos wistar
contraidas por agente despolarizante KCl 60 mM

Em anéis mesentéricos, sem endotélio vascular, a pré-contracdo
promovida pela solucdo de tyrode com KCI 60 mM, atenuou significantemente a
resposta relaxante induzida pela adicdo cumulativa da 7-HC (0.001 pM — 300
uM) (Efeito da [300 uM] = 60,3 + 7,4%, n=5) (**p<0,01), quando comparada a
resposta relaxante induzida pela 7-HC apds contracfes induzidas por Phe
(Efeito da [300 uM] = 96,2 £ 7,1% n=7) (Figura 20).
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Figura 20: Efeito de 7-HC em artéria mesentérica superior de ratos wistar pré-contraidos com
solucgéo de alto K* extracelular (60 mM). A) Registro original do efeito relaxante da 7-HC com KCI
60 mM. B) Curvas concentracdo-resposta mostrando o efeito relaxante de 7-HC (0.001 uM — 300
M), cumulativamente) em anéis de artéria mesentérica superior isolado de ratos wistar, na
auséncia de endotélio, pré-contraidos com Phe 1uM ou com solugao despolarizante de K* (KCI
60mM). Os valores estao expressos como média + SEM. *p<0,05 vs Phe (1uM).

5.3.4 Participacéo dos canais para K* no relaxamento induzido pela 7-HC
em artéria mesentérica

Para avaliacdo da participacdo de canais para K* na resposta
vasodilatadora induzida pela 7-HC, foram realizados experimentos com anéis
mesentéricos, na auséncia de endotélio funcional e pré-contraidos com Phe (1
HM), na presenca de uma solucdo de Tyrode com 20 mM de KCI. O bloqueio
parcial do efluxo de K* com o aumento da concentragcdo K* extracelular ([K+]e)
para 20 mM induziu uma diminuicdo estatisticamente significante (*p<0,05) do
efeito vasorrelaxante da 7-HC (0.001 uM — 300 uM) (Figura 21).
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Figura 21: Efeito de 7-HC em artéria mesentérica superior de ratos wistar pré-contraidos com
solugdo com aumento de K* extracelular (20 mM). A) Registro original do efeito relaxante da 7-
HC com Phe 1 pM e KCI 20 mM. Curvas de concentracéo-resposta mostrando o efeito relaxante
de 7-HC (0.001 pM — 300 pM), cumulativamente) em anéis de artéria mesentérica superior
isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, pré-contraidos com Phe 1 uM com solucdo
despolarizante de K* (KCI 20 mM). Os valores estao expressos como média + SEM. *p<0,05 vs
Phe (1 pM).

5.3.5 Envolvimento dos canais para K* retificadores retardados na resposta
vasorrelaxante induzida pela 7-HC em artéria mesentérica.

Para investigar a participacdo dos canais para K* retificador retardado nos
efeitos vasculares induzidos pela 7-HC (0.001 pM — 300 uM), foram realizados
experimentos na presenca de 4-aminopiridina (4-AP) (1mM), bloqueador destes
canais. A presenca do bloqueador 4-AP na concentracdo de 1 mM néo
promoveu alteracao significante do efeito vasodilatador induzido pela 7-HC, em
artéria mesentérica de ratos, sem endotélio, pré-contraido com Phe (Efeito da
[300 uM] = 104,2 + 9,6% n= 5), quando comparada ao resultado obtido por
contracdes induzidas por Phe na auséncia do 4-AP, na auséncia do endotélio
vascular (Efeito da [300 uM] == 96,2 £ 7,1% n= 7) (Figura 22).
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Figura 22: Participacédo de canais de K* retificadores retardados no relaxamento induzido pela 7-HC.
A) Registro original da acéo da 7-HC (0.001 pM — 300 pM), em anel de artéria mesentérica superior
isolada de rato Wistar, pré-contraidos com Phe 1uM, na presenca de 4-AP 1mM, na auséncia de
endotélio vascular funcional. As setas indicam 0 momento da adi¢do das substancias. B) Curvas de
concentracdo-resposta mostrando o efeito relaxante de 7-HC (0.001 uM — 300 uM, cumulativamente)
em anéis de artéria mesentérica superior isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, pré-
contraidos com Phe 1uM na presenca de 4-aminipiridina (LmM). Os valores estdo expressos como
média + SEM.

5.3.6 Influéncia dos canais para K* retificadores de entrada (Ki) na resposta
vasodilatadora induzida pela 7-HC.

Para avaliar a participacdo dos canais K, nos efeitos vasculares induzidos
pela 7-HC, foram realizados experimentos na presenca de BaCl> 30uM,
bloqueador destes canais (D’AMBROSIO et al., 2002). Na presenca de BaCl: ,a
curva de relaxamento induzida pela 7-HC foi significantemente deslocada para a
direita, embora ndo tenha causado alteracao significante na maior concentragao
testada de 7-HC (efeito da [300 uM = 80,8 + 12,0%, n=5)], quando comparada
ao resultado obtido por contracdes induzidas por Phe, na auséncia do
blogueador (Efeito da [300 uM] = 96,2 + 7,1% n= 7)(Figura 23).
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Figura 23: Participagdo de canais de K* retificadores de entrada no relaxamento vascular
induzido pela 7-HC em artéria mesentérica isolada de ratos wistar. A) Registro original da acéo
da 7-HC (0.001 uM — 300 pM), em anel de artéria mesentérica superior isolada de rato wistar,
pré-contraidos com Phe 1uM, na presenca de BaCl> 30uM, na auséncia de endotélio vascular
funcional. As setas indicam o momento da adi¢éo das substancias. B) Curvas de concentracéo-
resposta mostrando o efeito relaxante de 7-HC (0.001 uM — 300 uM, cumulativamente) em anéis
de artéria mesentérica superior isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, pré-contraidos
com Phe 1puM na presenca de BaCl: (30uM). Os valores estdo expressos como média + SEM.
*p<0,05.

5.3.7. Influéncia dos canais para K* sensiveis a ATP (Katp) na resposta
vasodilatadora induzida pela 7-HC.

Para investigar a participagdo dos Kare NOs efeitos vasculares induzidos por 7-
HC, foram realizados experimentos na presenca de Glibenclamida 10uM (GLIB),
gue nesta concentracdo é considerado um bloqueador dos Karr (INSUK et al.,
2003). Na presenca de GLIB, a curva de relaxamento induzida pela 7-HC foi
significantemente deslocada para a direita, embora ndo tenha causado alteracéo
significante na maior concentracdo testada de 7-HC (efeito da [300 uM = 90,3 *

10,5%, n=5)], quando comparada ao resultado obtido por contra¢gGes induzidas
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por Phe 1 uM, na auséncia do bloqueador (Efeito da [300 uM] = 96,2 + 7,1% n=
7)(Figura 24).
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Figura 24 Participagdo de canais de K* sensiveis a ATP no relaxamento vascular induzido pela
7-HC em artéria mesentérica isolada de ratos wistar. A) Registro original da a¢éo da 7-HC (0.001
UM — 300 uM), em anel de artéria mesentérica superior isolada de rato wistar, pré-contraidos
com Phe 1pM, na presenca de Glibenclamida 10puM, na auséncia de endotélio vascular
funcional. As setas indicam o momento da adicdo das substancias. B) Curvas de concentracdo-
resposta mostrando o efeito relaxante de 7-HC (0.001 uM — 300 uM, cumulativamente) em anéis
de artéria mesentérica superior isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, pré-contraidos
com Phe 1uM na presenca de Glibenclamida (10uM). Os valores estdo expressos como média +
SEM. *p<0,05 vs Phe (1uM).

5.3.8 Participacéo dos canais BKca nos efeitos da 7-HC em anéis
mesentéricos de ratos Wistar

Para investigar a participacdo dos BKca nos efeitos vasculares induzidos
por 7-HC, foram realizados experimentos na presenca de TEA 1mM, que nesta
concentracdo é considerado um bloqueador ndo seletivo dos BKCa (BRAYDEN,
1996), e na presenca de Iberiotoxina (50nM) (IBTX), um bloqueador seletivo
para BKca (FRIEDEN, SOLLINI, BENY, 1999). Na presenca de TEA, a curva de
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relaxamento induzida pela 7-HC foi deslocada para a direita e induziu uma
reducdo significante do efeito vasorrelaxante na maior concentracéo testada de
7-HC (efeito da [300 uM = 64,6 + 7,5%, n=5)], quando comparada ao resultado
obtido por contracdes induzidas por Phe, na auséncia do TEA (Efeito da [300
UM] = 96,2 £ 7,1% n=7)

Na presenca de IBTX, um resultado semelhante foi observado. A curva de
relaxamento induzida pela 7-HC foi deslocada para a direita e também induziu
uma reducdo significante do efeito vasorrelaxante na maior concentracéo
testada de 7-HC (efeito da [300 uM] = 47,7 £ 9,7%, n=7)], quando comparada ao
resultado obtido por contra¢des induzidas por Phe, na auséncia da IBTX (Efeito
da [300 uM] = 96,2 + 7,1% n= 7)(Figura 25).
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Figura 25: Participagdo de canais de BKca no relaxamento vascular induzido pela 7-HC em
artéria mesentérica isolada de ratos wistar. A) Curvas de concentragcdo-resposta mostrando o
efeito relaxante de 7-HC (0.001 uM — 300 uM, cumulativamente) em anéis de artéria mesentérica
superior isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, pré-contraidos com Phe 1uM na
presenca de TEA (ImM) e na presenca de IBTX (50nM). B) Registro original da acéo da de 7-HC
(0.001 uM — 300 uM, cumulativamente) em anéis de artéria mesentérica superior isolado de ratos
wistar, na auséncia de endotélio, pré-contraidos com Phe 1uM na presenca de TEA (1ImM) e C)
na presenca de IBTX 50nM. As setas indicam o momento da adi¢cdo das substancias. Os valores
estdo expressos como média + SEM. *p<0,05; TEA (1mM) vs Phe (1uM) e IBTX (50nM) vs Phe

(IpMm).

5.3.9 Influéncia da 7-HC sobre o influxo de célcio em artéria mesentérica

Para avaliar se 7-HC estaria influenciando no influxo de Ca?' para
promover efeito vasodilatador em anéis de artéria mesentérica, foram realizados

experimentos induzindo contragdes com CaClz em meio despolarizante, mas em
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auséncia de Ca?*. A administracdo cumulativa de CaCl2 (1 - 10000 uM) promoveu
uma contracdo, dependente de concentracdo, em anéis da artéria mesentérica
superior isolada de ratos wistar na auséncia de endotélio. Quando os anéis
foram incubados com 3 concentragbes de 7-HC ([3 uM], [30 uM] e [300 uM]), a
curva concentracdo-resposta para CaClz foi significantemente atenuada apenas
na concentracdo mais alta testada da cumarina, como mostra as alteracdes nos
valores para efeitos induzidos por [3 uM]=117,4 + 13,6, [30 uM]= 109,3 + 16,1 e
[300 uM]=60,9 *+ 10,6; n=5, quando comparadas ao controle 100 £ 0,0 (Figura 26)
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Figura 26: Influéncia da 7-HC sobre o influxo de Ca?*. A) Curvas concentracio-resposta para CaClz
em solucdo despolarizante (KCl 60mM) nominalmente sem Ca?* em anéis da artéria mesentérica
superior isolada de ratos wistar, na auséncia de endotélio, na auséncia (Controle) e na presenca de
concentragdes isoladas de 7-HC (3, 30 e 300 uM). B) Registro original da acédo de 7-HC (3 pM); C) de
7-HC (30 pM) e de D) 7-HC (300 pM) sobre o influxo de calcio em anéis de artéria mesentérica
superior isolado de ratos wistar, na auséncia de endotélio, na presenca de CaCl> em solucao
despolarizante (KClI 60mM) nominalmente sem Ca?*. As setas indicam o momento da adicdo das
substancias. D) Os valores estdo expressos como média + e.p.m de 5 experimentos para cada

concentragdo. *p<0,05

5.3.10 Influéncia da 7-HC sobre a mobilizacdo de célcio intracelular

Para avaliar se 7-HC estaria influenciando a mobilizacdo de Ca?*
intracelular para promover efeito vasodilatador em anéis de artéria mesentérica,
foram realizados experimentos utilizando Phe (1 uM) (banho a temperatura de
37 °C) ou 20 mM de cafeina em meio livre de Ca?*. 7-HC nas concentracdes de
3x10° e 3x10* M inibiu as contracdes transientes induzidas por CAF (20 mM) de
modo independente da concentracdo nas mesmas condicfes experimentais
(Figura 27) e nas mesmas concentragdes, inibiu significativamente as
contragbes transientes induzidas por Phe (1 uyM) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, de modo

dependente da concentracao (Figura 28).
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Figura 27: Efeito da 7-HC (30 e 300 uM) sob as contra¢8es induzidas por CAF (20 mM) em meio
livre de Ca?*. A) Grafico de barras demonstrando a influéncia da 7-HC (30 e 300 yM) frente as
contracées transientes induzidas por CAF (20 mM) em meio livre de Ca?*, em anéis de artéria
mesentérica isolada de rato sem endotélio funcional (n = 6). *p<0,05. B e C) Registros originais
do efeito da 7-HC (30 e 300 pM) frente as contragdes transientes induzidas por CAF (20 mM) em
meio livre de Ca?*, em anéis de artéria mesentérica isolada de rato sem endotélio funcional (n =

6).
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Figura 28: Influéncia de 7-HC (30 e 300 uM) sob contrac¢des induzidas por Phe (1 uM). A) Efeito
de 7-HC (30 e 300uM) frente as contragdes transientes induzidas por Phe (1 uM) em meio livre
de Ca?', em anéis de artéria mesentérica isolada de rato sem endotélio funcional (n = 6).
*p<0,05. B e C) Registros originais do efeito de 7-HC (30 e 300 uM) frente as contracdes
transientes induzidas por Phe (1 uM) em meio livre de Ca?*.

5.4 AVALIACOES CARDIACAS

5.4.1 Efeito da 7-HC sobre a contratilidade de cardiomiécitos ventriculares
Para investigar os efeitos diretos da 7-HC em células cardiacas isoladas

de animais wistar, 3 diferentes concentracdes de 7-HC foram utilizadas para pré-
tratamento de cardiomidcitos isolados de ventriculos esquerdos. A concentracao
de 1pM (11,36 = 0,45um) n&o alterou significantemente a fracdo de
encurtamento dos cardiomidcitos estimulados eletricamente. No entanto, uma
reducdo estatisticamente significante da contratilidade foi observada nas
concentra¢des de 10 uM (10,45 £ 0,60 ym) e 100 uM (10,01 £+ 0,6 ym) quando
comparada as células sem a administracdo da 7-HC (controle) (12,8 + 0,45 um;
n=6) (figura 29).
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Figura 29: Influéncia da 7-HC (1, 10 e 1uM) na contratilidade de cardiomiécitos isolados do
ventriculo esquerdo de animais wistar. Grafico de barras, demonstrando a fracdo de
encurtamento dos cardiomidcitos em pm por meio da medi¢cao da imagem gerada no monitor na
auséncia (controle) e na presenca de 7-HC nas diferentes concentra¢cdes em animais wistar. Os
valores estdo expressos como média * e.p.m. (n=6/ 55 células). *p<0,05.

Um outro parametro que pode ser avaliado com esse protocolo € a
capacidade da cumarina 7-HC, em diferentes concentracdes, conseguir alterar o
tamanho basal da célula. As concentracdes de 1uM (119 + 2,9 ym; n=6), 10uM
(113,5 £ 2,4 ym; n=6) e 100uM (115,6 = 2,4 ym; n=6) e ndo causaram uma
alteracéo significante do tamanho basal celular, quando comparada ao grupo
controle (119,6 + 2,9 um; n=6) (figura 30).
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Figura 30: Influéncia da 7-HC (1, 10 e 100uM) no tamanho dos cardiomiécitos isolados do
ventriculo esquerdo de animais wistar. Gréafico de barras, demonstrando o tamanho dos
cardiomiécitos em pm por meio da medicdo da imagem gerada no monitor na auséncia (controle)
e na presenca de 7-HC nas diferentes concentragdes em animais wistar. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=6/ 55 células).
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O tempo de pico de contracdo, medido em segundos (seg), € mais um
parametro que pode ser avaliado nos ensaios de contratilidade de
cardiomidcitos ventriculares. As concentragbes de 1uM (0,126 + 0,002), 10uM
(0,131seg + 0,003) e 100puM (0,133seg = 0,002) causaram uma alteragao
significante do tempo de pico celular, quando comparada as células sem a
administracéo da 7-HC (controle) (0,151seg + 0,004; n=6) (figura 31).
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Figura 31: Influéncia da 7-HC (1, 10 e 100 puM) no tempo de pico de contracdo dos
cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo de animais wistar. Gréfico de barras,
demonstrando o tempo de pico de contracdo dos cardiomiécitos em segundos por meio da
medicdo da imagem gerada no monitor na auséncia (controle) e na presenca de 7-HC nas
diferentes concentra¢cdes em animais wistar. Os valores estdo expressos como média + e.p.m.
(n=6 ratos/ 55 células). *p<0,05.

5.4.2 Efeito da 7-HC sobre o cronotropismo cardiaco em atrios direitos
isolados de ratos

Para avaliar os efeitos cronotropicos da 7-HC em atrios direitos isolados
de ratos wistar, foram administradas seis diferentes concentracées: 0,001; 0,01;
0,1; 1; 10 e 100 pM. Ap6s administracdo cumulativa da 7-HC, nenhuma
alteracao significante sobre a ritmicidade cardiaca foi observada (99,3% + 1,44,
98,6% + 1,53; 99,9% + 1,63; 99,9% + 1,63; 97,9% * 1,32, respectivamente,

n=5), quando comparado ao controle (figura 32).
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Figura 32: Efeito da 7-HC sobre o cronotropismo cardiaco em atrios direitos isolados de ratos
wistar. Grafico de barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta cronotropica
cardiaca induzida por 7-HC (0,001 - 100 uM), em ensaios com atrios direitos isolados de ratos
wistar. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=5).

5.4.3 Efeito da 7-HC sobre o inotropismo cardiaco em atrios esquerdos
iIsolados de ratos

Para avaliar os efeitos inotropicos da 7-HC em atrios esquerdos isolados
de ratos wistar, foram administradas diferentes concentragdes de 7-HC (0,001 -
100 pM). Seguido da administracdo cumulativa de 7-HC foi possivel observar um
inotropismo negativo (57,8% + 11,26; 19,6% + 19,6; 18,57% +18,57; 23,67% +
23,67, 0% + 0; 0% =+ O, respectivamente, N=5), com uma reducéo
estatisticamente significante da forca de contracdo cardiaca, quando
comparadas ao controle (100% + 0,0) a partir da segunda concentracao (figura

33).
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Figura 33: Efeito da 7-HC sobre o inotropismo cardiaco em atrios esquerdos isolados de ratos
wistar. Grafico de barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta inotropica cardiaca
induzida por 7-HC (0,001 - 100 uM) em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos wistar. Os
valores estao expressos como média £ e.p.m. (n=5). **p<0,01; ***p<0,001.
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5.5 AVALIACAO HEMODINAMICA

5.5.1 Efeitos da 7-hidroxicumarina na pressao arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca de ratos wistar

InjecOes intravenosas em bolus de 7-HC (2,5; 5; 10 e 20mg/kg, i.v.), em
ratos wistar ndo anestesiados, induziram hipotenséao (% PAM = -6,86 + 0,88; -
11,6 +1,3;-9,7 £ 1,3; -17,2 £ 2,1 mmHg; n=5) de maneira significante nas doses
administradas de 2,5; 5; 10 e 20mg/kg, respectivamente (figuras 49 e 50). Em
relacdo a frequéncia cardiaca, esta ndo foi alterada significantemente quando
comparada ao controle (% FC=2,3+1,1; 6,6 +1,8; 6,2 +1,3; 6,2 £ 3,98 bpm;
n=5) para as doses de 2,5; 5; 10 e 20mg/kg, respectivamente (figuras 34 e 35).
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Figura 34: Registro original mostrando o efeito da administracdo intravenosa das doses de
2,5; 5; 10 e 20mg/Kg da 7-HC sobre a presséo arterial e sobre a frequéncia cardiaca em rato
normotenso ndo anestesiado.
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Figura 35: Efeito da 7-hidroxicumarina sobre a A) pressado arterial média e B) frequéncia
cardiaca em ensaios in vivo utilizando a técnica de medida direta de pressao arterial em ratos
wistar. * p<0,05 vs veiculo.

5.6. AVALIACAO DOS REGISTROS ELETROCARDIOGRAFICOS

A administracdo intravenosa de 4 diferentes doses de 7-HC néo foi
capaz de promover alteracdo eletrocardiografica em nenhum dos parametros
avaliados. Com relacao a frequéncia cardiaca as doses de 2,5; 5, 10 e 20mg/kg
nao promoveram nenhuma alteracdo significante (FC= 275,2 + 26,4; 276,8 +
19,5; 280 £ 22,9; 268 * 25,6 bpm) quando comparadas ao veiculo e ao controle
(271,2 £ 19,3 e 287,3 = 24,2 bpm, respectivamente, n=6). As doses de 2,5; 5, 10
e 20mg/kg nao foram capazes de alterar de maneira significante o intervalo PR
(Intervalo PR= 46,8 + 8,8; 47,2 + 6,6; 47,5 + 7,2; 48 + 7,5 ms) quando
comparadas ao veiculo e ao controle (46,2 + 59 e 448 + 6,4 ms,
respectivamente), nem o intervalo QRS (Intervalo QRS= 46,2 = 8,7; 52 + 8,9;
46,7 + 9,4; 47,5 + 8,8 ms) quando comparadas ao veiculo e ao controle (52,7 *
9,4 e 45,8 = 8,7 ms, respectivamente) (Figura 36).
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Figura 366: Efeito da 7-HC sobre a eletrogénese cardiaca. A) Influéncia de diferentes doses de
7-HC sobre a frequéncia cardiaca; B) sobre o intervalo PR e C) sobre o intervalo QRS.
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6. DISCUSSAO

Na primeira parte do século XX, uma grande quantidade de drogas eram
produtos naturais, e até hoje, os produtos naturais servem como fontes cruciais
para novos farmacos e, as cumarinas sdo compostos quimicos encontrados em
muitas plantas e exibem uma grande variedade de efeitos biolégicos, entre eles
atividades do sistema cardiovascular. Neste trabalho, oito cumarinas foram
avaliadas quanto ao seu efeito vasodilatador e, dentre estas substancias, a 7-
hidroxicumarina (7-HC) foi selecionada e seus efeitos cardiovasculares foram
avaliados empregando-se abordagens in vivo e in vitro. Nossos resultados
sugerem que a 7-HC tem atividade cardiaca direta, tanto no nivel celular quanto
no tecido isolado, além de induzir efeito vasorelaxante, independente do
endotélio, provavelmente envolvendo a ativacdo de canais de potassio (Kv, Kir,
Katp € BKca), reducéo do influxo de célcio e da mobilizacdo de calcio intracelular.
Além disso, a 7-HC reduziu a pressdo arterial, sem causar taquicardia e sem
alterar os parametros elétricos cardiacos, tornando-se uma molécula promissora

com atividade cardiovascular.

Inicialmente, como parte dos objetivos, foram realizados ensaios para
avaliar o potencial vasodilatador das oito substancias a fim de selecionar a mais
promissora para continuidade aos ensaios para elucidacdo acerca dos efeitos

sobre o sistema cardiovascular e seus possiveis mecanismos de acgao.

Investigamos se as cumarinas supracitadas teriam algum efeito sobre o
tecido vascular isolado, através de ensaios utilizando artéria mesentérica isolada
de ratos wistar pré-contraidas com agonista al-adrenérgico fenilefrina (1uM).
Dessa forma, foi possivel perceber através da tabela 8 que diferentes cumarinas
apresentaram um potencial efeito vasodilatador. Esse ensaio foi realizado pois,
sabendo que a elevacédo da presséo arterial média pode ocorrer como resultado
de um aumento do débito cardiaco (DC), um aumento da resisténcia vascular
periférica total (RVPT) ou uma combinacdo de ambos (MAYET; HUGHES, 2003)
a RVPT também tem um importante papel na regulacdo da pressdo e
substancias podem agir sobre esse parametro contribuindo para o controle da
hipertensdo arterial. Em artérias de resisténcia e arteriolas, a exposi¢ao
persistente a pressdo sanguinea elevada estimula o aumento do tdnus muscular

para prevenir danos induzidos pela elevacéo da pressao arterial, num processo
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gue provavelmente envolve a hipertrofia das células do mdsculo liso, o
remodelamento vascular, mudancas na composicdo da matriz extracelular e
disfuncéo endotelial (JOSEPH et al., 2013).

A fim de investigar a participacdo de fatores endoteliais no efeito
vasodilatador induzido pelas cumarinas, foram realizados ensaios na auséncia e
na presenca do endotélio funcional. Nestas condicdes, o efeito vasodilatador de
apenas uma das cumarinas estudadas, a 1,2 benzopirona foi reduzido de modo
estatisticamente significante quando comparado aos vasos com endotélio
funcional, sugerindo que fatores endoteliais podem participar do mecanismo de
acao envolvido no relaxamento induzido pela 1,2 benzopirona. Nas demais
cumarinas, ndo houve alteracdo significante apds remocdo do endotélio
sugerindo que, possivelmente essas substancias parecem nao depende dos
fatores derivados do endotélio para induzirem o efeito vasodilatador em artéria
mesentérica isolada de rato.

Em nossos ensaios, foi possivel observar que as 8 cumarinas
promoveram vasodilatagdo em anéis de artéria mesentérica isolada de ratos
wistar, entretanto a cumarina selecionada para continuidade dos ensaios foi a 7-
hidroxicumarina (7-HC), isolada a partir da Thypha dominguensis, uma vez que
além de ter apresentado um promissor efeito vasodilatador e ter sido obtido um
bom rendimento, a 7-HC é um metabdlito da 1,2 benzopirona, e ja foi descrita
por apresentar efeitos cardiacos em ensaios de isquemia/reperfusdo, induzindo
aumento do fluxo coronariano devido a um efeito vasodilatador direto observado
nesses vasos e efeito inotrépico positivo em coracéo de ratos (BACCARD et al.,
2000). Dentre as 8 cumarinas deste estudo, duas cumarinas foram descritas por
agirem no sistema cardiovascular, a escopoletina e a esculetina. A escopoletina
apresentou efeito vasodilatador, ao inibir mobilizacdo de calcio intracelular em
aorta isolada de rato (OLIVEIRA et al., 2001), entretanto, ela foi obtida por
sintese que gerou baixo rendimento. Ja com relacdo a esculetina, os estudos
descreveram apenas seus efeitos antiproliferativos (PAN et al., 2003). Devido
aos efeitos cardiacos e vasculares promissores descritos para a 7-HC, ela foi a

cumarina escolhida para a elucidacao dos seus mecanismos de acao.

A partir da escolha da 7-HC, foi realizado um ensaio de citotoxicdade

para delinear quais concentracbes seriam seguras para serem utilizadas.
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Conforme demonstrado pelo ensaio de citotoxicidade em cardiomiécitos de
ratos, a 7-HC mostrou-se atoxica nas concentracoes testadas (25, 50 e 100uM),
e levando-se em consideracdo que a maxima concentracdo utilizada em nossos
ensaios cardiacos foi a de 100uM, demonstra-se que a 7-HC foi segura para ser
utilizada em nossos ensaios biolégicos sem apresentar alguma cardiotoxicidade.
A violeta de genciana, utilizada como controle positivo, como esperado, mostrou

alta citotoxicidade no ensaio.

Como foi previamente descrito, a 7-HC apresentou um potencial efeito
vasodilatador em artéria mesentérica isolada de rato wistar e os experimentos
com intuito de investigar o mecanismo de agéo foram realizados em anéis na
auséncia do endotélio vascular funcional. A principio, foi realizado um ensaio
para avaliar a reversibilidade da contratilidade vascular ap0s a adicdo cumulativa
de 7-HC e, foi observada que a contratilidade tecidual foi mantida, mesmo apés
remocdo da 7-HC da solucdo de banho tecidual, sugerindo que a 7-HC
provavelmente ndo apresenta acdes irreversiveis sobre a maquinaria contratil ou
possiveis efeitos toxicos sobre o0 miocito vascular, pelo menos nas

concentracoes testadas.

Avaliamos o efeito induzido pela 7-HC sobre o tdnus vascular basal na
presenca do endotélio vascular (Figuras 21 e 22). A administracdo cumulativa da
7-HC em solucéo contendo artérias sob tbnus basal ndo foi capaz de alterar o
nivel de contratilidade tecidual. Esse resultado sugere que a 7-HC parece nao
apresentar atividade vasoconstritora ou vasodilatadora sobre o tonus basal e,
para que possa exercer seu efeito vasorrelaxante, € fundamental que a artéria
esteja pré-contraida. Mendelsohn (2005) em seu trabalho, trouxe a hipotese de
gue as anormalidades primarias em proteinas das células musculares lisas
vasculares (CMLVs), que regulam o tonus vascular podem causar hipertensao.
O tbnus vascular elevado, observado na hipertensdo humana e em varios
modelos experimentais de hipertensdo, aponta para alteracdes na expressao e
funcdo de canais de Ca?* e/ou de K* em CMLVs. Vérias familias de canais de
Ca?* e K* sédo expressos em CMLVs e 3 foram relatados por estarem alterados
em modelos animais de hipertensdo: canais Ca?* de tipo L (Cav1.2) (TAJADA et

al., 2013), canais de K* dependentes de voltagem (Kv) (COX, 2002), e os canais
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de K* ativados por Ca?* de larga condutancia (BKca) (YANG et al., 2013; ZHANG
et al., 2018).

Desse modo, os resultados encontrados nesse trabalho s&o bastante
relevantes, levando-se em consideracdo uma alteracdo do tbnus vascular no
estado hipertensivo e, dessa maneira a 7-HC provavelmente apresentaria um
efeito mais pronunciado. Para avaliar o efeito da 7-HC em anéis de artéria
mesentérica pré-contraidos com agente contracturante, cujo mecanismo de acéo
difere do induzido por fenilefrina para gerar aumento de tensao, foi avaliado o
efeito da 7-HC em preparacdes pré-contraidas com solucdo despolarizante de
KCI 60 (mM).

O acoplamento eletromecéanico é caracterizado pela despolarizacdo do
potencial de repouso da membrana. Os canais para calcio sensiveis a voltagem
(Cav), séo ativados pela despolarizacdo das células do musculo liso vascular
guando a concentragdo extracelular de K* é aumentada. O complexo calcio-
calmodulina, ird promover a fosforilagdo da cinase da cadeia leve de miosina e
assim, dara inicio ao ciclo das pontes cruzadas, promovendo a contracao
(WANG; et al.,, 2008; Somlyo e Somlyo, 1968), ou seja, 0 aumento da
concentracdo extracelular de K* promove abertura dos canais para célcio e
consequentemente contragcdo celular. Em nossos resultados houve uma
atenuacdo significante do vasorelaxamento induzido por 7-HC em vasos
sanguineos contraidos com KCI 60mM quando comparado ao efeito

vasodilatador de 7-HC frente a fenilefrina (1uM).

Os resultados do nosso estudo sugerem uma provavel predilecdo da 7-HC
em promover relaxamento sobre contracbes induzidas por acoplamento
farmaco-mecéanico, em comparacdo ao acoplamento eletromecanico, além de
uma possivel participagdo de canais para K* no efeito vasorelaxante induzido
pela 7-HC.

Os canais para K* tém um papel importante na regulacdo do ténus
vascular, uma vez que € sabido que a ativacdo dos canais para K* promove o
relaxamento dos vasos sanguineos através da hiperpolarizacdo da membrana,

levando a uma diminuigdo da probabilidade de abertura dos canais para célcio
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sensiveis a voltagem, diminuindo dessa maneira 0s niveis de célcio
intracelulares (TANAKA et al., 2000; WELLMAN, 2006).

Para avaliar a influéncia dos canais para K* na resposta vascular induzida
por 7-HC, os anéis mesentéricos foram incubados com uma solucéo
despolarizante de tyrode com KCI 20mM e este procedimento diminui
parcialmente o efluxo de K* devido ao aumento da concentragéo extracelular de
K* de 4mM a 20mM, resultando em uma reducdo no gradiente eletroquimico
(BROCHET; LANGTON, 2006). Essa reducdo do efluxo de K* causa uma
atenuacao da resposta vasodilatadora induzida por substancias que promovem
abertura de canais para potassio (CLARK; FUCHS, 1997). Em nossos ensaios,
ocorreu uma atenuacgdo significante da resposta vascular de 7-HC frente a
solucao de tyrode com KCI 20mM, sugerindo que a resposta vasorelaxante da 7-
HC parece envolver a participacdo de canais para K*. Entretanto, este protocolo
ndo nos permite afirmar qual o tipo de canal para potassio esta envolvido na
resposta induzida por 7-HC, uma vez que ha varios tipos de canais para potassio
no musculo liso vascular. Tipos distintos de canais para K* foram identificados
no musculo liso vascular: canais para K* dependentes de voltagem (Kv), canais
para K* de larga e de intermediaria condutancia ativados por Ca?* (BKca e IKca),
canais para K* sensiveis a ATP(Katp), canais para K* de 2 poros (K2P) e canais
para K* retificadores de entrada (Kir) (NELSON & QUAYLE, 1995; STANDEN &
QUAYLE, 1998; JACKSON, 2017; DOGAN et al., 2019).

Buscando identificar quais os subtipos de canais para K+ envolvidos nas
respostas vasculares de 7-HC, experimentos foram realizados com
bloqueadores para os principais tipos de canais para potassio presentes na
musculatura lisa vascular. O primeiro protocolo realizado com esse intuito foi
com a pré-incubacdo dos anéis mesentéricos com a 4-aminopiridina (1mM), um
bloqueador dos canais para potassio retificadores retardados (Kv) (WANG; et al.,
2008), e como mostrado no gréaficos 27 e 28, ndo houve alteracdo significante da
resposta induzida por 7-HC na presengca e na auséncia do blogueador,
sugerindo que os Kv parecem néo participar das respostas vasculares induzidas
por 7-HC.
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Um outro canal avaliado quanto ao seu envolvimento nos efeitos de 7-
HC, foi o canal retificador de entrada (Kir). Nas preparagdes pré-incubadas com
BaCl2 (30pM), um bloqueador dos Kir (KAWABATA et al., 2004) e com
glibenclamida (10uM), que nesta concentracdo bloqueia o Katp (INSUK et al.,
2003), as curvas concentracdo-respostas da 7-HC foram significantemente
deslocadas para a direita, sugerindo que possivelmente os Kir e Katp facam parte

do mecanismo de acgéao referente ao efeito vascular de 7-HC.

A incubacao dos anéis mesentéricos com TEA (1mM), conhecido por ser
um bloqueador nédo seletivo dos BKca (BRAYDEN, 1996) provocou uma
atenuacao significante da resposta de 7-HC, bem como um deslocamento da
curva concentragcdo-resposta para a direita e, para confirmar o envolvimento
desses canais nos efeitos vasorelaxantes da 7-HC, experimentos com um
bloqueador seletivo foi entdo utilizado. Na presenca de iberiotoxina (50nM),
bloqueador seletivo para BKca (FRIEDEN; SOLINNI; BENY, 1999), a
administragcdo cumulativa de 7-HC apresentou uma resposta vasorelaxante
significantemente atenuada e a curva concentracao-resposta também deslocada
para a direita. Dessa maneira, sugerimos um forte envolvimento dos BKca nos
efeitos vasculares induzidos pela 7-HC.

Como supracitado, o vasorelaxamento independente do endotélio
vascular pode ocorrer através de uma via de sinalizagdo celular envolvendo a
ativacdo de canais para K* diretamente no muasculo liso vascular. Os canais para
K* sdo importantes para a manutencdo da pressdo sanguinea e do tonus
vascular, estado contrétil das células musculares lisas vasculares (LEDOUX et
al., 2006). A abertura dos canais de K* em resposta a estimulos endégenos ou
agentes farmacoldgicos resulta em efluxo de K* a partir de CMLVs, levando a
uma hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e fechamento de canais de Ca?*,
levando a diminuicdo dos niveis de Ca?* intracelulares e, eventualmente, a
vasodilatagdo. Em contrapartida, o fechamento de canais de K* despolariza a
membrana plasmatica, o que resulta na abertura de mais canais de Ca?*, e leva
a um aumento dos niveis de Ca?" intracelulares e uma consequente
vasoconstricdo (COX; RUSCH, 2002). Em conjunto, nossos resultados sugerem
0 envolvimento de canais para K* nos efeitos de 7-HC, que provavelmente age
promovendo a abertura dos canais para K* levando a vasodilatacao.
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Como descrito anteriormente, o tbnus vascular induzido por um aumento
da concentracdo extracelular de K* ocorre devido a abertura de canais para
célcio sensiveis a voltagem e, levando-se em consideracdo que embora de
forma atenuada, a 7-HC conseguiu reverter a contragao induzida por KCI 60mM,
h& a possibilidade de 7-HC interferir no influxo de calcio para CMLV. Com base
nesse resultado, um protocolo foi realizado para verificar a influéncia da 7-HC no
influxo de célcio e verificar se esta seria mais uma via de acdo dessa cumarina.
Dessa maneira, o efeito de 7-HC foi investigado sobre contra¢des induzidas por
CaClz, em meio despolarizante nominalmente sem calcio. Sob essas condi¢des
foi possivel observar nos gréaficos 35-38 que apenas na concentragdo de 100uM
(10“M), 7-HC atenuou significantemente as contracdes induzidas por CaClz. E
possivel que essa resposta possa ser resultado de um efluxo de K* a partir de
CMLVs causado pela ativagcdo dos canais para K*, o que levaria a uma
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e fechamento de canais de Ca?,
sugerindo que preferencialmente a 7-HC leva ao efluxo de K* e em maiores
concentra¢des pode, de forma nao especifica, reduzir o influxo de Ca?*.

Tomados juntos, esses resultados sugerem que o efeito vasodilatador
induzido por 7-HC também pode envolver o bloqueio dos canais Cay, resultando
em uma diminuicdo no influxo de Ca?* no musculo liso da artéria mesentérica
superior de rato, levando ao relaxamento vascular. Possivelmente, a 7-HC ativa
0s Kv, Katp, BKca € dos Ki, induzindo uma hiperpolarizacdo na célula muscular
lisa vascular, dificultando a abertura dos canais para calcio sensiveis a voltagem
(CaV) e consequentemente a entrada de calcio na célula.

O reticulo sarcoplasméatico da maioria das células possui dois principais
tipos de canais de liberacdo de Ca?* intracelular: os receptores de rianodina
(RyRs) e os receptores 1,4,5-trifosfato de inositol (IPsRs) (Go et al. 1995).
Evidéncias demonstram que esses dois canais evoluiram de um ancestral
comum canal devido ao fato de existir 40% de homologia entre RyR e IP3R nas
regibes transmembranares putativas, porém, embora eles apresentem estruturas
semelhantes, estes dois canais possuem perfis fisiologicos e farmacoldgicos
distintos.

Foram identificadas 3 isoformas dos RyRs (RyR1, RyR2 e RyR3) que séo
expressas em CMLVs (ESSIN; GOLLASCH, 2009), embora RyR2 e RyR3 sejam
as isoformas mais predominantes (VAITHIANATHAN et al., 2010; WESTCOTT
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et al., 2012). RYR normalmente encontra-se fechado sob baixas concentracées
de Ca?* citosdlico (100-200 nM); na concentracdo submicromolar de Ca?*
citosolico, o calcio liga-se ao sitio de ligacdo de alta afinidade no RyR,
aumentando a probabilidade de abertura do canal. A atividade do canal é
maxima quando a concentracdo de Ca?* citosdlico atinge 10 uM, enquanto
aumentos na concentracdo para além desse ponto, levam a uma reducdo na
probabilidade de abertura do canal (BEZPROZVANNY et al., 1993).

Os canais IP3R sao formados por homo- ou heterotetrameros compostos
de quatro subunidades. Trés formas de IP3Rs (tipos 1, 2 e 3) foram descritas
(Nakagawa et al. 1991) e praticamente todos os tipos de células possuem, pelo
menos, uma forma de IP3R, enquanto muitas outras células expressam os trés
tipos. Nas CMLVs, a isoforma IPsR1 é a mais predominante (NARAYANAN;
ADEBIYI; JAGGAR, 2012). O segundo mensageiro 1,4,5-trifosfato de inositol
(IP3) é conhecido por ativar os IPsRs (MARKS et al., 1990) de forma reversivel,
uma vez que, se o IP3 for retirado do meio o IP3Rs se fecha, e quando o IP3 é
novamente adicionado ao meio, o canal é reativado (BEZPROZVANNY et al.,
1991).

Para avaliar se 7-HC influéncia na mobilizacdo de Ca?* por RYR e IP3R
foram realizados 2 protocolos experimentais descritos por Sakata e Karaki, 1991,
utiizando fenilefrina e cafeina para avaliar a influéncia de IPsR e RYR,
respectivamente, com o proposito de avaliar os efeitos de 7-HC sobre a
liberacdo de calcio dos estoques intracelulares de calcio do reticulo
sarcoplasmatico sensiveis a cafeina e fenilefrina. Nestes experimentos, 7-HC foi
capaz de reduzir a liberacdo de calcio intracelular de maneira independente da
concentracdo, uma vez que as contracées promovidas pela liberacdo de Ca?*
dos estoques intracelulares sensiveis a cafeina e fenilefrina foram inibidas por 7-
HC. Estes resultados sugerem que 7-HC provavelmente reduz a concentragcéo
de calcio no meio citosolico ao reduzir a saida de célcio do reticulo
sarcoplasmético. Juntamente com a ativacdo dos canais para potassio Kv, Karr,
BKca e Kir, a reducdo da mobilizacdo de célcio intracelular, parece fazer parte

dos mecanismos de vasorelaxamento induzidos pela 7-HC.

A pressdo sanguinea € determinada por dois parametros fisicos
importantes, o débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular periférica total
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(RVPT) (FIRTH et al., 2007). A regulacdo da pressao arterial € multifatorial e
envolve varios sistemas de orgaos (SVENNINGSEN et al., 2014), incluindo
vasos, coragdo, glandulas supra-renais, rins e sistema nervoso autbnomo e
central. Estes 6rgaos/sistemas modulam os principais determinantes da pressao
arterial, como o DC, o volume de fluidos e a RPVT, assegurando um fluxo
adequado de sangue para varios 6rgaos no corpo e quando prejudicada, essa
regulacdo pode levar a hipertensdo (COWLEY-JUNIOR, 2006). Dessa maneira,
tdo importante quanto avaliar o efeito da 7-HC sobre os vasos sanguineos e
seus mecanismos de funcionamento é identificar as possiveis agfes dessa

substancia sobre o coracéo.

Inicialmente, realizamos ensaios para investigar os efeitos de 7-HC em
células cardiacas isoladas de animais wistar e 7-HC apresentou efeito sobre a
contratilidade celular provocando reducgao significante da contracdo, sem alterar
o tamanho basal da célula e reduzindo de forma significante o tempo do pico de
contracdo nas 3 concentracfes utilizadas (1, 10 e 100uM), ou seja, 7-HC fez
com que o0 tempo necessario para atingir o pico de contracdo fosse menor,
refletindo dessa maneira, uma alteragéo da sua capacidade contratil.

Alteraces na morfologia celular, podem refletir alteracdo no tamanho do
musculo cardiaco e no volume das camaras ventriculares (QUINTAO-JUNIOR;
et al., 2012). Nossos dados demonstram que em nenhuma concentracdo houve
alteracdo do tamanho basal da célula, sugerindo que 7HC ndo esteja

influenciando na contratilidade basal do cardiomidcito.

A velocidade de contracdo nos cardiomiocitos esta relacionada a
liberacdo de calcio dos estoques do reticulo para o citoplasma (através dos
receptores de Rianodina) (BERS, 2008), também devido a capacidade da
miosina ATPase hidrolisar ATP (BERS, 2002) e a taxa de hidrélise do ATP
regula a taxa de formacao de pontes cruzadas (BERS, 2008). Dessa maneira, a
reducdo da velocidade de contracdo pode ser justificada pela inibicdo da
liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, entretanto experimentos
futuros poderéao elucidar melhor esse mecanismo.

Observando os resultados de 7-HC em reduzir a contratilidade em

cardiomidécitos, ensaios foram realizados em atrios com o objetivo de avaliar se
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os efeitos celulares induzidos por 7-HC eram representativos na funcéo tecidual

cardiaca isolada.

A automaticidade cardiaca é decorrente da atividade conjunta de
correntes i6nicas dependentes de voltagem (VERHEIJCK et al.,, 1999;
MANGONI et al., 2012), transportadores (NCX), e liberac&o de calcio através do
reticulo sarcoplasmético (LAKATTA; MALTSEV; VINOGRADOVA, 2010). Dada a
complexidade dos processos celulares envolvidos na atividade ritmica, uma
guantificacdo exata dos mecanismos que contribuem para a funcdo de marca-
passo é ainda objeto de debate (DIFRANCESCO, 2010). Em nossos ensaios
com atrios direitos isolados de ratos wistar, tecidos estes que apresentam o no
sinoatrial, 7-HC nao foi capaz de alterar a automaticidade cardiaca e esse
resultado sugere que a 7-HC parece nao ter influéncias sobre as células de
marca-passo cardiaco. Estes dados corroboram de certa forma com os dados
obtidos nos ensaios eletrocardiogréaficos, que também n&do demonstraram

nenhuma alteracéo elétrica cardiaca induzida por 7-HC.

Por outro lado, a contracdo cardiaca € iniciada atraves da liberacdo de
célcio do reticulo sarcoplasmatico, por meio dos canais de rianodina, num
mecanismo conhecido como liberagcdo de célcio induzida por calcio (LCIC)
(FABIATO, 1983) e 0 aumento da concentracdo de Ca?* intracelular induz entéo,
0 deslizamento dos miofilamentos (REUTER et al., 2005). A configuracdo do
potencial de acéo cardiaco depende da condutancia de diferentes canais i6nicos
que sdo diretamente dependentes de Ca?*, ou indiretamente sdo regulados por
ele (BOGEHOLZ et al., 2012). Em atrios esquerdos isolados de ratos wistar, 7-
HC apresentou efeitos inotrépicos negativos, ao reduzir de forma significante a
forca de contracdo cardiaca nas concentracdes de 108, 107 e 10® M e abolindo
completamente a contracdo nas concentracbes de 10° e 10*M, quando
comparadas ao controle. Esses resultados corroboram com os nossos dados
obtidos em cardiomidcitos, onde foi possivel observar uma reducao significante
da contratilidade das células, entretanto os mecanismos pelos quais a 7-HC
conseguiu promover essa reducdo da contratilidade e o inotropismo negativo

ainda serao investigados.
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Ensaios subsequentes foram realizados para avaliar o potencial de acéo
cardiovascular deste composto natural. O primeiro dele teve como objetivo
avaliar os efeitos desta cumarina sobre os parametros cardiovasculares como a
pressado arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ensaios in vivo com
ratos wistar ndo anestesiados. As principais constatacdes nestes experimentos
foram a atividade hipotensora induzida pela 7-HC sem apresentar taquicardia.

O efeito hipotensor causado por pela 7-HC pode ser devido a diminuicéo
da resisténcia vascular periférica, como foi demonstrado anteriormente nos
experimentos in vitro através da avaliacdo do potencial efeito vasodilatador da 7-
HC, e a auséncia da taquicardia reflexa possivelmente é resultado de um efeito
cardiaco direto promovido pela 7-HC. A avaliacdo do efeito da administracédo
aguda de 7-HC sobre a PAM e FC de ratos wistar foi realizada em animais nao
anestesiados, uma vez que a anestesia altera de forma consideravel os
parametros cardiovasculares (PICOLLO et al., 2012).

Até o presente momento os achados sistémicos e cardiacos deste
trabalho demonstraram que 7-HC possui efeito hipotensor, ndo associado a uma
taquicardia e apresenta atividade cardiaca direta, reduzindo a contratilidade em
tecido cardiaco isolado bem como em cardiomiécitos isolados, 0 que justifica
pelo menos em parte o seu efeito hipotensor observado no ensaio in vivo.
Entretanto, 7-HC nédo foi capaz de alterar a ritmicidade cardiaca, demonstrando
possivelmente ndo agir sobre o no sinoatrial e esse resultado corrobora com 0s

dados obtidos no ECG, que serao discutidos abaixo.

Ainda fazendo parte dos ensaios in vivo, foram realizados registros
eletrocardiogréaficos. O Eletrocardiograma (ECG) tem como objetivo registrar a
atividade elétrica cardiaca na superficie do térax (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2003). O ECG normal de rato € semelhante ao do homem em
detalhes essenciais. Embora as deflexdes P, Q, R, S e T sejam bem vistas, no
rato ndo h& a presenca do segmento ST e a onda T eleva-se continuamente em
direcdo a onda S (SAMBHI, 1959). O ECG permite que sejam detectadas
alteracbes no tempo e na intensidade das ondas elétricas cardiacas e ainda
identificar lesdes no miocéardio (NOLTE; MCKEE, 2004) e ele € uma importante
ferramenta de analise pois mudancas nas ondas do ECG sdo ocasionadas por

mudancas na propagacdo do potencial de acdo que podem refletir alteracGes
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funcionais do musculo cardiaco (ARNOLDS et al., 2011; SCHWARZ, 2009). Em
nossos resultados, a administracao intravenosa de 4 doses de 7-HC (2,5; 5, 10 e
20mg/kg) nao foi capaz de alterar de forma significante nenhum dos parametros
avaliados no ECG, sugerindo que a 7-HC néao interfere na atividade elétrica

cardiaca e, que nestas doses, possivelmente, ndo causa lesdo ao musculo.

A 7- Hidroxicumarina mostra-se uma substancia promissora uma vez
gue tem atividade cardiaca, tanto no nivel celular quanto no tecido isolado, é
também capaz de induzir efeito vasorelaxante, independente do endotélio,
provavelmente envolvendo canais de potassio (Ki, Katp € BKca), reducdo da
mobilizagdo de célcio intracelular e influxo de calcio, além de reduzir a pressao
arterial, sem alterar os parametros elétricos cardiacos (figura 37). Baseado nos
dados apresentados e discutidos neste estudo, evidencia-se o potencial da 7-
Hidroxicumarina para desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de

doencas cardiovasculares.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-09352017000100039&script=sci_arttext#B26
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7. CONCLUSOES

1) As 8 cumarinas promoveram vasorelaxamento em anéis de artéria
mesentérica isolada de ratos wistar, entretanto a cumarina selecionada
para continuidade dos ensaios foi a 7-Hidroxicumarina (7-HC);

2) Canais de potassio parecem ser ativados por 7-HC em anéis de artéria
mesenteérica, em particular o Kv, BKca, Kate € Kir, levando a vasodilatagéo

3) O efeito vasodilatador induzido por 7-HC também pode ser devido a uma
possivel influéncia da cumarina sobre a mobilizacdo do calcio dos estoques
intracelulares, resultando em uma diminuicdo na saida de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico em artéria mesentérica superior de rato.7-HC tem acao
cardiaca direta sendo capaz de reduzir a forca e velocidade de contracdo
tanto em cardiomiécitos quanto no tecido atrial isolado, sem envolver
modificacdes na eletrogénese cardiaca;

4) 7-HC apresenta acao hipotensora em ratos wistar, ndo anestesiados.
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Induz hipotensdo sem alterar
frequéncia cardiaca nem parametros
elétricos cardiacos

7-HC promove
inotropismo negativo sem

alterar o cronotropismo . ~
Promove vasodilatagdo provavelmente por
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Figura 37: Representacdo esquemética dos efeitos cardiovasculares induzidos pela 7-HC e provavel
via de sinalizag&o da resposta vasorelaxante induzida pela 7-HC em artéria mesentérica superior de
ratos wistar. 1) Ativagdo de canais Kv, Karp, BKca € Ki; 2) Reducdo da mobilizacdo de calcio
intracelular por mecanismos sensiveis a cafeina e fenilefrina; 3) Inibicdo do influxo de célcio,
provavelmente por conta da hiperpolarizacdo induzida pela abertura dos canais para K*. Ca?*: Célcio;
K*: Potassio; BKca: Canais para potassio sensiveis a calcio; CaV: Canais para calcio sensiveis a
voltagem; IP3R: Receptor de trifosfato de inositol; RYR: receptor de rianodina; Kir: Canais para potassio
retificadores de entrada.



Perspectivas

98



99

8. PERSPECTIVAS

1. Avaliar se a 7-HC apresenta influéncia sobre transientes de Ca?* intracelular
em midcitos recém dispersos de artéria mesentérica, bem como acgdes diretas
sobre canais ibnicos, através de ensaios utilizando microscopia confocal e

registros eletrofisiolégicos, respectivamente

2. Realizar a analise de similaridade morfoldgica entre a 7-HC e os canais para
potassio utilizando técnicas de medida de similaridade quimica através de

parametros do software SURFLAX-SIM.
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