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Resumo

As células do mUsculo liso (SMC) vascular sdo fundamentais para a regulacao do tonus
vascular e tém capacidade de responder a diversos estimulos hormonais e hemodinamicos.
Sao células altamente especializadas que podem contribuir para o estudo de varios processos
de sinalizacao envolvidos no controlo do tdnus vascular, tais como o metabolismo do calcio e
diferentes vias envolvidas na modulacdo da reatividade vascular. A regulacdo do fluxo de Ca*'
é fundamental para a contracdo e a sua desregulacao pode estar envolvida na patofisiologia
de diversas doencas cardiovasculares. A entrada de calcio nas células do musculo liso vascular
através de canais de Ca® tipo L (LTCC) pode ser desencadeada pela ativacdo de recetores
presentes na membrana plasmatica ou por despolarizacdo da membrana. A formacdo do
complexo Ca**-calmodulina leva a ativacdo da cadeia leve de miosina (MLC), e é o estado de
fosforilacdo desta que determina a atividade contractil do misculo liso.

Os compostos macrociclicos sdo macromoléculas ciclicas que podem ser usadas como
transportadores moleculares, uma vez que, para além de terem a capacidade de atravessar a
membrana celular sem alterar a sua integridade, nao sdo toxicos nas concentracdes usadas e
podem transportar outras moléculas. Os macrociclos sao considerados como importantes
hospedeiros seletivos em algumas aplicagdes bioldgicas, nomeadamente em solubilizadores e
estabilizadores de farmacos e agentes anticancerigenos, formando complexos estaveis e
especificos. O principal objetivo deste trabalho é analisar se os macrociclos tém atividade
bioldgica. Assim, foi estudado o efeito de diferentes compostos macrociclicos (MaC) sobre a
atividade dos canais de Ca®* tipo L e sobre a contractilidade das células A7r5.

Utilizou-se a técnica Patch Clamp na configuracao whole cell para medir a atividade
dos LTCC nas células A7r5. O efeito de quatro macrociclos (Me;[28]py.Ns, [16]phenN,,
[32]phen;N,4, [30]phen;N¢) foi analisado a diferentes concentracoes (0,01uM, 0,1uM, 1uM e
10pM) sobre a corrente basal de Ca** e estimulada por Bay K (Bay K8644 - ativador especifico
dos LTCC). Foi também analisado o efeito destes MaC, nas mesmas concentracdes, sobre a
contractilidade das SMC vasculares através da técnica de PCSA (Planar Cell Surface Area),
usando um microscopio de fluorescéncia. Este efeito foi analisado apos contracao das células
com serotonina e noradrenalina.

Pelos resultados obtidos através do Patch clamp e do PCSA pode-se observar que, nas
concentracoes mais baixas, o [32]phen;N, inibe ligeiramente os LTCC, tanto a corrente basal
como a corrente estimulada por Bay K. Relativamente a contractilidade, este composto nao
tem qualquer efeito sobre a contracao induzida por serotonina ou por noradrenalina. No que
diz respeito ao [16]phenN; e ao [30]phen;N,, verifica-se que estes MaC nao ativam nem
inibem os LTCC mas, por outro lado, induzem reducdo da area celular. No caso do
Me,[28]py;N¢, este ativa os LTCC, de forma nao significativa, mas este efeito parece nao estar
concordante com o efeito a nivel da contractilidade, pois este MaC nao tem efeito

significativo sobre a reducao da area celular.
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Assim, dos macrociclos estudados, o [32]phen;N, na concentracdao mais baixa (0,01uM)
pode ser considerado como um bom transportador de farmacos, uma vez que nao apresenta

um efeito prejudicial sobre o sistema cardiovascular.
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Contractilidade; Canais de calcio tipo L; Compostos macrociclicos; Patch clamp; PCSA.
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Abstract

The vascular smooth muscle cells (SMC) are crucial for the vascular tone regulation
and have the ability to respond to various hormonal and hemodynamic stimuli. These are
highly specialized cells that can contribute to the study of several signaling processes
involved in the control of vascular tone, such as calcium metabolism and different pathways
involved in the modulation of vascular reactivity. The regulation of Ca*" flux is pivotal and
important for contraction and its deregulation can be involved in the pathophysiology of some
cardiovascular diseases. The entry of calcium into vascular smooth muscle cells through L-
type calcium channels (LTCC) can be triggered by the activation of receptors present on
plasma membrane or by membrane depolarization. The Ca*'-calmodulin complex formation
leads to the activation of the myosin light chain (MLC), and it is its phosphorylation state that
determines the contractile activity in smooth muscle. The macrocyclic compounds are cyclic
macromolecules that can be used as molecular carriers, because besides having the ability to
cross the cell membrane without altering its integrity, they are nontoxic in the concentrations
used. Macrocyclic ligands are considered as important selective hosts in some biological
applications, in particular drug solubilizers and stabilizers and anticancer agents, forming
stable and specific complexes. The aim of this work is to analyze whether the macrocycles
have biological activity. Therefor, it was studied the effect of different macrocyclic
compounds (MaC) on the activity of the L-type calcium channels and contractility in A7r5
cells. These studies are the first step before trying to use the MaC as carriers for
phosphodiesterases inhibitors.

The whole cell configuration of Patch Clamp technique was used to measure the LTCC
activity in A7r5 cells. The effect of four MaC (Me;[28]py:Ns, [16]phenN,, [32]phen;N,,
[30]phen;Ng) was analyzed at different concentrations (0,01uM, 0,1pM, 1uM and 10pM) on
basal and stimulated (Bay K8644 - a specific stimulator of the LTCC) activity of LTCC. It was
also analyzed the effect of the related MaC in the same concentrations (0,01uM, 0,1uM, 1uM
and 10pM) on vascular SMC contractility by PCSA (Planar Cell Surface Area) technique, using a
fluorescence microscope. This effect was analysed after contracting the cells with serotonin
and norepinephrine.

From the results obtained by Patch Clamp and PCSA techniques, it is observed that at
the lowest concentrations the [32]phen;N, slightly inhibits LTCC, both basal and Bay K8644
stimulated activity. Regarding contractility, this compound has no effect on the contraction
induced by serotonin or noradrenaline. It appears that [16]phenN, and [30]phen;N¢ do not
activate or inhibit LTCC but, on the other hand, these MaC induce reduction in cell area. In
the case of Me,[28]py;Ne, this activates the LTCC but this effect does not seem consistent in
terms of contractility, since this MaC does not have no significant effect on reducing cell

area.



Thus, from the macrocycles studied, [32]phen,N, at the lowest concentration
(0,01pM) can be considered as a good drug carrier, since it does not display a damaging effect

on the cardiovascular system.

Keywords

Contractility; L-type Calcium Channels; Macrocyclic Compounds; Patch Clamp Technique;
PCSA Technique.
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Canais de K' sensiveis a ATP (ATP -Sensitive Potassium Channels)

Canais de K" ativados por Ca** (Calcium-Activated Potassium channels)
Canais de K' retificadores internos (Inwardly Rectifying Potassium
Channels)

Canais de K* operados por Voltagem (Voltage-Gated Potassium Channels)
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Canais de Ca*" ativados por baixa voltagem (Low-Voltage Activated Ca**
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Tecido Muscular

O tecido muscular é responsavel pelos movimentos corporais, e por alteragdes no
tamanho e forma dos 6rgaos internos. Trata-se de um tecido altamente especializado, de
modo a permitir contracao ou encurtamento forcados (Junqueira and Carneiro, 1999; Michael
H. Ross, 2003; Rod R. Seeley, 2003). E constituido por agregados de células especializadas e
alongadas, arranjadas em paralelo, que contém grande quantidade de filamentos
citoplasmaticos responsaveis pela contracao. Estas células, de origem mesodérmica, sofrem
diferenciacao devido a um processo de alongamento gradativo, com simultanea sintese de
proteinas filamentosas (Junqueira and Carneiro, 1999; Michael H. Ross, 2003).

Pelas caracteristicas morfologicas e funcionais distinguem-se diferentes tipos de
tecido muscular, e de uma forma geral este pode ser dividido em estriado e liso. As células do
musculo estriado apresentam estriacdes cruzadas a nivel microscopico, como € o caso dos
musculos esquelético, cardiaco e visceral. Estas estriacoes altamente organizadas sao
produzidas pelo arranjo especifico dos miofilamentos, sendo este arranjo igual em todos os
tipos de mUsculo estriado. No caso das células do musculo liso (SMC), estas ndo apresentam
estriacbes cruzadas uma vez que os miofilamentos nao se encontram suficientemente

organizados, ou seja, nao atingem o mesmo grau de organizacao (Michael H. Ross, 2003).

1.1.1. Estrutura do MuUsculo Liso

O musculo liso € o tipo de musculo mais difusamente distribuido no corpo humano e é
aquele que executa um maior nimero de fungdes. Existe em diferentes estruturas do corpo
humano, como: vasos sanguineos, paredes do tubo digestivo, vias respiratorias, musculos
intrinsecos do olho, uréteres e Utero. Desempenha as mais variadas funcées, como impelir a
urina através das vias urinarias, misturar os alimentos no estomago e intestino, dilatar e
contrair a pupila e regular o fluxo de sangue nos vasos sanguineos (Hilgers and Webb, 2005;
Rod R. Seeley, 2003).

Este tipo de musculo apresenta-se em feixes de células fusiformes alongadas com
extremidades finamente afuniladas, sendo o centro da célula mais espesso. Possuem um
nucleo Unico e central e os diferentes organelos, como mitocondrias, reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), ribossomas, granulos de glicogénio e pequenos complexos de Golgi,
concentram-se na extremidade do nucleo. O tamanho destas células pode variar entre 15 a

200um de comprimento e 5 a 10um de diametro, dependendo do 6rgao em que se encontram.
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A superficie de cada uma destas células é revestida por uma camada extracelular espessa,
denominada de lamina basal. Além deste revestimento, que funciona principalmente como
suporte, existe uma rede muito delicada de fibras reticulares que mantém as células juntas
(Brownell and Slavkin, 1980; Junqueira and Carneiro, 1999; Michael H. Ross, 2003; Rod R.
Seeley, 2003).

As células do musculo liso (SMC) vascular sao responsaveis pelo ténus vascular, e tém
capacidade de responder a diversos estimulos hormonais e hemodinamicos. O uso destas
células é fundamental para o estudo de varios processos de sinalizacdo envolvidos no controlo
do ténus vascular, como é o caso do metabolismo do Ca®* e de diferentes vias envolvidas na
modulacdo da reatividade vascular. Além disso, estas células sao altamente especializadas e
expressam uma grande variedade de proteinas contracteis, diferentes tipos de canais i6nicos
e moléculas de sinalizacdo. Estes sao alguns dos componentes que regulam o fendmeno de
contracao (Cairrao et al., 2009; Hilgers and Webb, 2005; Owens et al., 1996).

As diferentes funcées que as SMC exercem traduzem-se numa diversidade de
fenotipos destas células, que vao desde o contractil ao sintético. Estes dois fendtipos, que
representam as duas extremidades de um espetro de SMC com fendtipos intermédios,
apresentam morfologias claramente diferentes. Enquanto as células com fenétipo contractil
possuem uma forma fusiforme alongada, as células com fendtipo sintético sdo menos
alongadas e tém uma morfologia referida como romboide (Hao et al., 2003; Rensen et al.,
2007). Quando sao realizadas culturas destas células, podem-se desenvolver padroes
fenotipicos contracteis ou sintéticos, os quais sdo caracterizados por alteracées na
morfologia, proliferacdo e expressao de diferentes proteinas. As células com fendtipo
contractil caracterizam-se por apresentarem uma baixa taxa de proliferacdo e atividade
sintética e expressarem, principalmente, proteinas envolvidas na regulacao da contracao
(proteinas contracteis, canais ionicos e recetores membranares), ao contrario das SMC
sintéticas que apresentam elevadas taxas de proliferacao e atividade migratoria e contém um
elevado nimero de organelos envolvidos na sintese de proteinas (Cairrao et al., 2009; Owens
et al., 1996).

A capacidade das SMC para alterar as suas propriedades através da modulacao
fenotipica garante que cada vaso se pode adaptar a alteracdes cronicas. Assim, a diversidade
destas células nao compromete o desempenho dos vasos mas sim confere a flexibilidade que é
necessaria em diferentes situacbes fisiologicas ou patoldgicas (Rensen et al., 2007). No
entanto, Rensen et al. (2007), assim como Cairrao e colaboradores (2009) demonstraram que
apos permanecerem 24 horas em meio sem soro, as culturas destas células exibem

principalmente o fendtipo contractil (Cairrao et al., 2009; Rensen et al., 2007).
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Figura 1 - Caracteristicas estruturais das SMC contracteis e sintéticas. Adaptado de (Rensen et al.,
2007).

1.1.2. Proteinas envolvidas no processo contractil

A atividade contractil do musculo liso esta relacionada com a estrutura e organizacao
dos seus filamentos de actina e miosina. Podem observar-se diferentes tipos de filamentos no
citoplasma destas células, os filamentos finos e os grossos, nos quais se encontram as
proteinas participantes no mecanismo contractil, e um citoesqueleto de filamentos
intermédios. Os filamentos finos sdao compostos principalmente por actina, e 0os grossos sao
constituidos por miosina Il, e é a interacdo destes a responsavel pela contracdo das células
musculares (Junqueira and Carneiro, 1999; Michael H. Ross, 2003; Rod R. Seeley, 2003).
Contudo, segundo alguns autores, no musculo liso vascular, intercalados com os filamentos
finos encontram-se os filamentos intermédios, que sdo constituidos predominantemente por

vimentina e desmina (Gabbiani et al., 1981; Michael H. Ross, 2003).
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o Filamentos Finos

Os filamentos finos contém actina e tropomiosina que estdo envolvidas na interacao
geradora de forca com moléculas de miosina Il, possuem também caldesmona, proteina que
se liga a F-actina bloqueando o local de ligacdo a miosina, e ainda calponina. A acado da
tropomiosina e caldesmona é controlada pela acdo de moléculas reguladoras dependente de
Ca’ (Michael H. Ross, 2003).

A actina é uma proteina scaffold de 375 aminoacidos, que sofre polimerizacao da sua
forma monomérica, G-actina, formando uma macromolécula filamentosa, conhecida como F-
actina. Esta possui uma estrutura helicoidal flexivel, de 10nm de diametro, importante na
funcdo da actina como uma rede filamentosa dinamica (Hodgkinson, 2000). Foram
identificadas quatro isoformas de actina em varios tecidos do musculo liso, que incluem duas
variantes especificas do musculo liso (a e y) e duas variantes citoplasmaticas (B e y) (Fatigati
and Murphy, 1984; Vandekerckhove and Weber, 1978).

0 musculo liso contém duas isoformas principais da tropomiosina, a e B, presentes em
quantidades relativamente iguais (Cummins and Perry, 1974). Estas isoformas sao constituidas
por duas hélices a altamente homoélogas de elevado peso molecular, cada uma contendo 284
residuos de aminoacidos (Phillips et al., 1986; Whitby and Phillips, 2000). A ligacdo da
tropomiosina a actina € altamente cooperativa com uma estequiometria de ligacdo de uma
molécula de tropomiosina para sete mondmeros de actina. Pensa-se que a tropomiosina
desempenha um papel importante na contracao, contudo a sua funcdo fisiolégica nas SMC
ainda é pouco conhecida (Hodgkinson, 2000).

A caldesmona € uma proteina de ligacao a actina que esta envolvida na regulacdo da
contracdo do musculo liso e na formacao do citoesqueleto (Gusev, 2001). Estao identificadas
duas isoformas desta proteina, a leve (l-caldesmon) e a pesada (h-caldesmon). A isoforma h-
caldesmona é uma molécula longa e flexivel de 793 aminoacidos, com cerca de 75nm de
comprimento, e encontra-se apenas nos filamentos finos das SMC diferenciadas (Hayashi et
al., 1989; Hodgkinson, 2000). A caldesmona possui quatro dominios na sua estrutura e locais
de ligacdo para a miosina, actina, tropomiosina e Ca?*’-Calmodulina (Alahyan et al., 2006;
Sobue et al., 1981). O C-terminal do dominio 4 é o responsavel pelas propriedades inibitdrias
da ATPase em que, na auséncia de Ca’ ou de proteinas de ligacio ao Ca’* (como a
calmodulina), este dominio interage fortemente com a actina e inibe a atividade da
actomiosina ATPase (amATPase), quer por si proprio ou através da sua acao sobre a
tropomiosina (Gusev, 2001; Marston and Redwood, 1993). Segundo Marston e o0s seus
colaboradores os filamentos finos do muisculo liso vascular contém cerca de 1 molécula de
caldesmona por 2 de tropomiosina e 14 de actina (Hodgkinson, 2000; Marston, 1990; Marston
and Lehman, 1985; Marston and Smith, 1984).

A calponina é uma proteina de 297 aminoacidos que, segundo estudos realizados por
Stafford et al. (1995), possui uma estrutura elipsoidal com cerca de 16nm de comprimento e

2,6nm de diametro (Stafford et al., 1995). Foram identificadas diversas isoformas, sendo a

4
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mais abundante no mdsculo liso a a-calponina (ou calponina basica) (Hodgkinson, 2000). A

calponina interage com a actina, tropomiosina, miosina e calmodulina, e tem capacidade

para inibir a atividade da Mg-ATPase da actomiosina (Gusev, 2001; Stull et al., 1991).

o Filamento Grossos

Os filamentos grossos tém 15-18nm de diametro, sao constituidos por miosina e sao
altamente labeis, com tendéncia para se perder durante a preparacao do tecido (Michael H.
Ross, 2003).

A miosina é composta por seis polipéptidos, dois de cadeia pesada, com
aproximadamente 200 kDa cada um, e quatro de cadeia leve. Cada par de cadeias leves é
constituido por uma cadeia reguladora com 20kDa (MLC,) e uma essencial com 17kDa (MLC;7),
e é a fosforilacdo de um dos dois tipos de cadeias leves, pela cinase da cadeia de leve de
miosina (MLCK - Myosin light-chain kinase), que inicia a contracdo do musculo liso (Michael H.
Ross, 2003; Stull et al., 1991). A forma hexamérica nativa da miosina organiza-se numa longa
cauda formada por duas hélices alfa entrelacadas e duas regides de cabeca globular, sendo
que estas contém distintos locais de ligacao para a actina, hidrélise de ATP e associacao de
subunidades de cadeias leves (Stull et al., 1991).

A fosforilacao da miosina é o principal fator que regula a contracao do musculo liso. A
cadeia leve reguladora (MLCy) é fosforilada na serina-19, pela MLCK dependente de Ca*'-
calmodulina e provoca alteracées conformacionais que afetam a hidrolise de ATP e a ligacdo
para a actina (Figura 2). A fosforilacdo das duas cabecas de miosina € aleatoria, isto é, a
fosforilacdo de uma das cabecas nao parece influenciar a taxa de fosforilacao da outra cabeca
(Persechini et al., 1986). Contudo, estudos bioquimicos revelaram que ambas as cabecas de
uma molécula de miosina tém que ser fosforiladas antes do aumento da atividade da
MgATPase (Sellers et al., 1983). Existem dois locais na molécula de miosina que sao
influenciados pela fosforilacdo das cadeias leves, sendo estes o local para a ligacdo a actina e
a juncao entre a cabeca e o “pescoco”. Especificamente, a fosforilacao das MLC aumenta a
flexibilidade nesta juncao, o que facilita a atividade da MgATPase ativada por actina
(Hodgkinson, 2000; Stull et al., 1991).

As proteinas de miosina sao empilhadas verticalmente de modo a que o seu eixo longo
seja perpendicular ao eixo longo do filamento grosso. Desta forma, as cabecas de miosina
podem formar “pontes cruzadas” com a actina ao longo do comprimento dos filamentos

grossos (Fox and Khong, 1990).
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Figura 2 - Fosforilacdo da miosina no SM. No topo: representacdo esquematica da molécula de miosina,
evidenciando as duas cadeias pesadas com a respetiva cauda entrelacada e a regiao das cabecas
globulares. Associada a cada cabeca estao os dois tipos de cadeia leve, a reguladora de 20 kDa
(identificada com P) e a essencial de 17 kDa (identificada a sombreado). Em baixo: diagrama que mostra
a via para a iniciacao da contracao no SM. A cadeia leve reguladora é fosforilada (Miosina-P) pela MLCK
dependente de Ca?-calmodulina e é desfosforilada por uma proteina fosfatase. A miosina fosforilada
liga-se a actina, resultando no aumento da atividade da MgATPase e contragcao. Adaptado de (Stull et
al., 1991).

1.1.3. Ciclo das Pontes Cruzadas

Existem diferencas significativas na transformacdo da energia quimica em energia
mecanica nos diversos tipos de muisculo, mas no entanto, este processo é semelhante entre os
mUsculos liso e esquelético.

No caso do musculo esquelético, este é regulado a nivel dos filamentos finos. O Ca**
liga-se a troponina C, induzindo uma alteracdo conformacional na troponina 1 e na
tropomiosina, revelando os locais de ligacdo para a miosina presentes na actina (Gordon et
al., 2000). As pontes cruzadas de miosina ativadas ligam-se ao filamento fino, levando a
formagao do ciclo das pontes cruzadas e a geracao de forca. A quantidade de forca depende
do nimero de locais de ligacdo livres para a miosina na actina, ou seja, a forca depende da
quantidade de Ca*" ligada a troponina C (Rembold et al., 2004).

Como o musculo liso ndo expressa troponina, o Ca’" liga-se a CaM e ativa a MLCK, que
por sua vez regula a miosina por fosforilacdo da MLC;, na Ser19. Esta fosforilacao leva ao
aumento da atividade da ATPase da miosina ativada por actina em aproximadamente 1000
vezes (Persechini et al., 1981). Uma vez fosforilada, as pontes cruzadas da miosina podem-se
ligar a actina, produzindo forca através do ciclo das pontes cruzadas (Rembold et al., 2004).
Sob tensdo, estas pontes cruzadas podem permanecer ligadas a actina sem serem
fosforiladas, o que resulta num ciclo de pontes cruzadas mais lento, que requer sete vezes
menos ATP. A este processo da-se o nome de Mecanismo Latch (Clark and Pyne-Geithman,
2005).
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1.1.4. Proteinas reguladoras presentes no musculo liso

No musculo liso existem diversos processos de fosforilacdo que controlam a atividade
contractil e a sensibilizacdo ao Ca®', e sdo coordenados por sistemas de proteinas cinases e
fosfatases. A cinase das cadeias leves de miosina (MLCK), a fosfatase das cadeias leves de
miosina (MLCP) e a calmodulina (CaM) sao algumas das proteinas reguladoras da contracao

presentes no musculo liso (Clark and Pyne-Geithman, 2005; Michael H. Ross, 2003).

o Cinase das cadeias leves de miosina (MLCK)

A MLCK ¢é a proteina cinase responsavel pelo inicio da contracao fisiolégica no misculo
liso. Esta proteina tem sido caracterizada a partir de uma variedade de mdsculos lisos e
tecidos ndo musculares (Gallagher et al., 1991), levando a identificacdo de dois grupos,
incluindo isoformas dos musculos liso e esquelético. As sequéncias de aminoacidos das MLCK
do musculo liso sdo altamente conservadas (Stull et al., 1991). Processos de sinalizacao
celular que provocam o aumento da [Ca*'] nas SMC ativam a MLCK dependente de Ca*"-CaM.
Esta cinase fosforila um local especifico no N-terminal da cadeia leve reguladora da miosina
(MLCy), especificamente na serina 19 (Ser19), que permite a actina ativar a ATPase da
miosina e consequente contracdo. A ativacdo da MLCK dependente de Ca’" desempenha um
papel importante no desenvolvimento de forca do mdsculo liso (Kamm and Stull, 2001; Mizuno
et al., 2008).

o Fosfatase das cadeias leves de miosina (MLCP)

A MLCP é a proteina fosfatase responsavel pela rapida desfosforilacdo da cadeia leve
de miosina. Trata-se de uma haloenzima heterotrimérica constituida por trés subunidades que
incluem: uma subunidade catalitica com 38kDa, e duas subunidades ndo cataliticas, de
110kDa e 20kDa, respetivamente. A subunidade catalitica é a isoforma 0 da proteina
fosfatase-1 (PP1c), a subunidade de 110kDa liga-se a miosina, sendo assim denominada de
fosfatase da miosina 1 (MYPT), e a subunidade de 20kDa é a mais pequena e da qual ainda nao
se conhece funcao especifica (Hartshorne and Hirano, 1999; Hartshorne et al., 1998; Stull et
al., 1991). Estas trés subunidades estdao ligadas entre si, com a regido N-terminal da
subunidade MYPT ligada a subunidade PP1c e a regido C-terminal ligada a subunidade de
20kDa (Hartshorne and Hirano, 1999; Hirano et al., 1997).

Existem varias isoformas da MYPT, sendo a MYPT1 a mais expressa no musculo liso
vascular. A MYPT1 desempenha um papel muito importante na regulacao da atividade da
MLCP, uma vez que, para além de direcionar a fosfatase para os filamentos de miosina,
também aumenta a especificidade do substrato da MLCP para a miosina e regula a atividade
enzimatica da MLCP. A atividade da MLCP pode ser regulada de trés formas: 1) por
dissociacao da estrutura heterotrimérica, 2) pelo efeito inibitério da fosforilacdo da MYPT1, e
3) através da inibicdo das proteinas inibidoras (Hirano et al., 2003). A conformacao

heterotrimérica da MLCP e a interacao entre a subunidade MYPT1 e miosina contribuem para
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aumentar a atividade da MLCP para MLC,, levando a inativacao da ATPase pela actina. Assim,
a extensao da fosforilacao da MLCy resulta do balanco das atividades das MLCK e MLCP
(Hirano, 2007; Mizuno et al., 2008).

o Calmodulina (CaM)

Muitas vias de sinalizacao intracelulares dependem da ligacdo do calcio a proteinas
especificas, como a calmodulina. Esta proteina de 17 kDa foi identificada como um regulador
de varias enzimas alvo diferentes (Klee et al., 1980; Michael H. Ross, 2003). As interacoes da
CaM com outras proteinas classificam-se em seis grupos distintos, de acordo com a ligacao e
regulacdo dependentes ou independentes de Ca®* (Chin and Means, 2000). A sua interacdo
com o Ca?" tem um papel importante no melhoramento da corrente de Ca®*, e a sua acdo
pode dever-se a ativacdo da proteina cinase dependente de Ca*?/calmodulina (Ca®'/CaM-PK) e
fosforilacdo de uma proteina que afeta a funcéo dos canais Ca®" tipo L (Xiong and Sperelakis,
1995).

A calmodulina possui quatro locais de ligacao, em que dois deles se encontram num
dominio globular N-terminal e os outros dois num dominio globular C-terminal, separados por
uma hélice alfa flexivel. Na presenca de Ca’*, cada um destes dominios adota uma
conformacao aberta expondo o centro hidrofébico que torna a CaM funcional para a ligacao
com as sequéncias alvo. Trata-se de uma ligacao de alta afinidade que é apenas parcialmente
responsavel pela ativacado da enzima, uma vez que os residuos que se encontram a superficie
da calmodulina podem interagir com outras zonas da enzima (Stull, 2001; Su et al., 1994; Zhi
et al., 1998).

Cinase da MLC;
2+
dependente de Ca I MLC20

(MIICK) (MLCP ativa)
-
| mLc20 4P

Contragao

Figura 3 - Parte do mecanismo envolvido na regulacao da fosforilacao de MLC,,. Adaptado de (Hirano,
2007).
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1.2. Canais de Calcio

A contracdo do musculo liso é regulada pela concentracao citosdlica de Ca®* ([Ca'];) e
pela sensibilidade dos elementos contracteis ao Ca’', em resposta a alteracées do ambiente
que circunda a célula (Karaki et al., 1997). Além do importante papel na excitacdo-
contracdo, o Ca’" também atua como segundo mensageiro, por exemplo na ativacdo de
algumas enzimas e de trés tipos de canais (canais de K* ativados por Ca*', canais nao seletivos
ativados por Ca’* e canais de Cl ativados por Ca*) (Xiong and Sperelakis, 1995). A modulacdo
dos canais de Ca*" pelo potencial de membrana ou segundos mensageiros afeta a entrada de
Ca’ e, por sua vez, a resisténcia vascular periférica (Obejero-Paz et al., 1993).

Em algumas SMC vasculares, o influxo de Ca®* que ocorre durante a despolarizacéo da
membrana celular é regulado por proteinas cinase dependentes de nucleotidos ciclicos
(Protein Kinases - PK), através da fosforilacdo dos canais de Ca® tipo L. Se esta fosforilacdo
for desencadeada pela proteina cinase A (PKA) ou proteina cinase G (PKG), a atividade dos
canais de Ca’' tipo L é inibida provocando vasodilatacdo (relaxamento), mas caso seja pela
PKC, ocorre estimulacdo da atividade dos canais de Ca?" tipo L levando a vasoconstricio
(contracao) (Xiong and Sperelakis, 1995).

Foi proposta a presenca de um tipo de proteinas reguladoras de associacao nos canais
de Ca* tipo L das SMC vasculares. Esta proteina pode estimular a atividade do canal quando
fosforilada pela PKC, em vez de inibir como no caso das PKA e PKG. Desta forma, os canais de
Ca® tipo L presentes na membrana celular podem ter dois tipos de proteinas reguladoras
associadas: a proteina R, que inibe a atividade do canal quando fosforilada pela PKA e/ou
PKG, e a proteina Rs, que estimula a atividade do canal quando fosforilada pela PKC (Xiong
and Sperelakis, 1995).
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Figura 4 - Regulacdo dos canais de Ca’* nas SMC vasculares. Modelo de um canal de Ca®* lento
incorporado na bicamada lipidica da membrana celular de uma SMC vascular. Estdao representadas duas
proteinas reguladoras (inibidora e estimuladora) associadas ao canal, com locais de fosforilacdo que
afetam a sua funcao. A fosforilacdo da proteina inibidora por PKA ou por PKG inibe a funcao do canal
ionico, por exemplo, diminui a probabilidade de abertura do canal a potenciais de despolarizacéo, e a
fosforilacdo da proteina estimuladora por PKC estimula o canal de Ca?*, aumentando a probabilidade de
abertura, por exemplo. Assim, a funcdo do canal é regulada pelos nucleodtidos ciclicos e por
diacilglicerol. Adaptado de (Xiong and Sperelakis, 1995).
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Os ides de Ca’* extracelulares podem entrar nas SMC através de diferentes tipos de
canais presentes na membrana plasmatica (Cairrao et al., 2005; Evans and Gelband, 1999;
McFadzean and Gibson, 2002; Setoguchi et al., 1997):
= Canais de Ca®* dependentes de voltagem (Voltage Operated Calcium Channels
- VOCC);
= Canais de Ca®* operados por depdsitos intracelulares (Store Operated Calcium
Channels - SOCC);
= Canais de Ca®* operados por recetores (Recetor Operated Calcium Channels -
ROCC);
= Canais de Ca?" ativados pelo stress fisico (Stretch Activated Calcium Channels
- SACC);

= Canais catidnicos ndo seletivos permeaveis a Ca*".

1.2.1. Canais de Ca** Dependentes de Voltagem

Os canais de Ca’* dependentes de voltagem (VOCC) medeiam o influxo de Ca*" em
resposta a despolarizacdo da membrana e regulam processos intracelulares, como contragao,
secrecao, neurotransmissao e expressao genética. Pertencem a uma superfamilia de proteinas
de canais i6nicos transmembranares, e sua atividade é responsavel pela producdo de sinais
elétricos nas membranas celulares (Catterall, 1995).

A possivel existéncia de diferentes canais de Ca’* dependentes de voltagem foi
demonstrada primeiramente por Hagiwara et al. (1975), através de estudos usando a
membrana celular de ovos de estrela-do-mar (Hagiwara et al., 1975). Propuseram a existéncia
de diferentes tipos de canais de Ca®* com diferentes potenciais limiares de ativacdo e
diferentes cinéticas de abertura e encerramento. Através de caracteristicas eletrofisiologicas,
classificaram os canais de Ca* pela sua cinética de abertura e encerramento, condutancia e
tempo de vida de cada canal. Foram Carbone e Lux (1984) que dividiram os canais em duas
classes: canais de calcio ativados por alta voltagem (High-Voltage Activated - HVA) e por
baixa voltagem (Low-Voltage Activated - LVA) (Carbone and Lux, 1984; Dolphin, 2006).

Os canais de Ca’* HVA séo ainda divididos em quatro subtipos: tipo L, tipo N, tipo P/Q
e tipo R; os canais LVA consistem apenas nos canais do tipo T. Os canais de Ca®* tipo R podem
também ser classificados de canais ativados por voltagem intermédia (Intermediate-Voltage
Activated - IVA) (Yamakage and Namiki, 2002).

As correntes de Ca’" registadas em diferentes tipos de células possuem diversas
propriedades farmacolodgicas e fisiologicas, de acordo com o tipo de canal a que estao
associadas, desta forma existem diversas caracteristicas que permitem distinguir os
diferentes tipos de canais dependentes de voltagem (Tsien et al., 1995). No caso dos canais
de Ca* tipo L, que sdo considerados de longa duracdo, estes requerem uma forte

despolarizacdo da membrana para serem ativados e sdo as principais correntes de Ca*" das
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células musculares e enddcrinas, onde provocam a contracao e a secrecao, respetivamente.
Os canais de Ca*" dos tipos N, P/Q e R requerem uma forte despolarizacdo membranar para a
sua ativacao, sao expressos principalmente em neurénios, onde iniciam a neurotransmissao e
intervém na entrada de Ca®* para os corpos celulares e dendrites. Por Gltimo, os canais de
Ca’ tipo T sdo ativados por uma fraca e transitoria despolarizacio da membrana e sdo
expressos numa grande variedade de células, onde estdo envolvidos na formacdo de
potenciais de acao, no controlo de padroes de disparo repetitivo e na proliferacao celular
(Catterall et al., 2003; Ertel and Ertel, 1997).

Os canais de Ca’* sao proteinas complexas formadas por quatro ou cinco subunidades
distintas, que sao codificadas por multiplos genes. A maior é a subunidade a;, de 190-250 kDa,
que incorpora o poro de conducao dos ides, o sensor de voltagem e os locais de regulacao por
segundos mensageiros, farmacos ou toxinas. Esta subunidade esta organizada em quatro
dominios homadlogos (I-V), cada um com seis segmentos transmembranares (51-56). O segmento
S4 serve como sensor de voltagem e o loop entre os segmentos transmembranares S5 e S6 em
cada dominio determina a condutancia e seletividade ionicas. Para além desta subunidade,
existem ainda as subunidades auxiliares B, a,d e y que, embora modulem as propriedades dos
canais, ndo tém incidéncia sobre as diversidades farmacologica e eletrofisiologica, pois estas

provém principalmente da subunidade a; (Catterall et al., 2003).
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Figura 5 - Estrutura das subunidades dos canais de Ca®" tipo L. Estrutura e composicdo das subunidades
dos canais de Ca?* do musculo esquelético. Adaptado de (Catterall et al., 2005).
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No ano 2000, foi adotada uma nomenclatura para os diferentes tipos de canais de
Ca¥, baseada na nomenclatura dos canais de K*. Os canais de Ca* foram nomeados usando o
simbolo quimico do principal ido permeavel (Ca?') e o principal regulador fisioldgico
(voltagem). O numero de identificacao corresponde a subunidade a; seguido pela ordem de
descoberta. Sendo assim tem-se (Catterall et al., 2003):
e Subfamilia Cay1 (Cay1.1 a Cay1.4) inclui os canais que contém dys, Qic, Qqp, dif
que intervém nas correntes de Ca*" tipo L.
e Subfamilia Cay2 (Cay2.1 a Cay2.3) inclui os canais que contém ays, dp, Qe que
intervém nas correntes de Ca* tipo P/Q, tipo N e tipo R, respetivamente.
e Subfamilia Cay3 (Cay3.1 a Cay3.3) inclui os canais que contém aig, d, dy que

intervém nas correntes de Ca”" tipo T.
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Figura 6 - Representacao filogenética das sequéncias primarias dos canais de calcio, mostrando a
percentagem de identidade entre os diferentes canais de calcio clonados. Adaptado de (Dolphin, 2006).

o Canais de Ca** Dependentes de Voltagem Tipo L

No musculo liso os canais de Ca** dependentes de voltagem do tipo L (L Type Calcium
Channels - LTCC) sao considerados como a maior via de influxo de Ca®* durante a excitacio
para iniciacao e regulacao da forca de contracao do musculo. Sao regulados por nucleétidos
ciclicos e fosforilados por proteinas cinases (Karaki et al., 1997; Xiong and Sperelakis, 1995).
Possuem cinéticas de ativacdo e inativacao mais lentas, logo a corrente destes canais (Ica)) €
ativada e inativada lentamente. O intervalo de voltagem a que estes canais operam, ou seja,
os potenciais de repouso e de inativacao, sao maiores nestes canais do que nos de canais de
Ca” tipo T, sendo a sua voltagem de inativacdo entre -45 a -35 mV (Xiong and Sperelakis,
1995).
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Evidéncias sugerem que um influxo de Ca®" estavel através dos LTCC é importante
para manter o tonus basal do musculo liso, principalmente nas artérias de ratos (Rubart et
al., 1996; Sada et al., 1990). A aplicacdo de forcas mecanicas, como € o caso do alongamento
(stretch), sobre as artérias coronaria e basilar provoca contracdo miogénica por mobilizacdo
de dois mecanismos que envolvem os canais de Ca®*, sendo estes o influxo transmembranar de
Ca’ e a libertacdo deste das reservas intracelulares (Nakayama and Tanaka, 1993).

Os LTCC podem ser ativados por recetores B-adrenérgicos. Apesar da abertura destes
canais aumentar a [Ca*'];, pelo menos numa parte das SMC, a estimulacdo dos recetores B-
adrenérgicos induz relaxamento e nao contracdo, como seria de esperar pelo aumento da
[Ca®"];. Esta discordancia pode ser explicada pelo aumento de cAMP, devido a estimulacio dos
recetores B-adrenérgicos, que resulta na inibicao da contracdo do musculo liso. Além disso, a
presenca de um compartimento de Ca®* nao-contractil na célula também pode ser uma das
causas deste relaxamento (Karaki et al., 1997; Obejero-Paz et al., 1993).

Este tipo de canal é ativado por despolarizacdo membranar e inibido por bloqueadores
dos canais de Ca?* (Godfraind et al., 1986). Os agonistas abrem este canal por despolarizacio
da membrana celular através da ativacdo de um canal cationico ndo seletivo (Pacaud and
Bolton, 1991), inibicao dos canais de K" e/ou ativacao dos canais de Cl’, ou, na auséncia de
despolarizacdo membranar, também podem abrir os LTCC direta ou indiretamente através de
proteinas de ligacao a GTP (Karaki et al., 1997).

Estudos farmacoldgicos adicionais demonstraram que os LTCC sao sensiveis a di-
hidropiridinas (DHP), uma vez que estas podem atuar como ativadores ou inibidores dos
canais. Desta forma, pensa-se que as DHP atuam alostericamante alterando o estado do canal
para aberto ou fechado, em vez de obstruirem o canal (Catterall et al., 2003; Dolphin, 2006).
Neste grupo das di-hidropiridinas estao incluidos a nifedipina, um importante antagonista que
se liga diretamente as proteinas dos canais bloqueando a corrente de Ca®', e também o Bay
K8644, este é o principal agonista dos canais, € quimicamente semelhante a nifedipina e
estimula a corrente basal de Ca?*. Além deste grupo de farmacos, existem ainda outros que
atuam como bloqueadores dos LTCC, sendo estes as fenilalquilaminas, como o verapamil, e as

benzotiazepinas (Cairrao et al., 2005; Catterall et al., 2003; Xiong and Sperelakis, 1995).

1.3. Regulacdo da Contracao do Musculo Liso Vascular

A ativacdo de recetores presentes na superficie das células por hormonas e
neurotransmissores inicia uma série de processos celulares que levam a contracdao do muUsculo
liso vascular. Este & um processo que pode ser desencadeado pelo aumento da [Ca®']; e que é
regulado, principalmente, pela ativacao das proteinas contracteis actina e miosina (Stull et
al., 1991; Webb, 2003). No entanto, existem outros mecanismos de regulacao da contracao

que dependem de Ca?".
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1.3.1. Contracdo Dependente de Ca**

As vias de sinalizacdo envolvidas na regulacdo do influxo de Ca* ou na libertacao
deste ido das reservas intracelulares estao envolvidas no aumento da [Ca®'];. No musculo liso,
tal como no misculo esquelético, a [Ca*']; é o principal determinante da contracdo (Stull et
al., 1991).

0 aumento da concentracdo de Ca* intracelular deve-se a libertacao de calcio das
reservas intracelulares, como é o caso do reticulo sarcoplasmatico (SR), assim como a entrada
deste ido a partir do espaco extracelular através de canais de Ca’. Os agonistas
(norepinefrina, angiotensina, endotelina, entre outros) ligam-se a recetores acoplados a
proteina G e estimulam da atividade da fosfolipase C. Esta enzima é especifica para
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP;), que catalisa a formacao de dois potentes segundos
mensageiros: IP; e DAG. Estes segundos mensageiros tém a capacidade de afetar os
mecanismos de influxo de calcio, uma vez que o IP; se liga a recetores presentes no SR,
levando a libertacdo de Ca* para o citosol, e o DAG, juntamente com o Ca?*, ativa a proteina
cinase C (PKC) (Webb, 2003). Esta proteina cinase modula varios canais i6nicos, incluindo os
LTCC, em varios tipos de células, e no caso das SMC vasculares a sua ativacao esta envolvida
no influxo de Ca?" induzido por agonistas, que é responsavel pela fase tonica da contracio do
musculo liso (Campbell et al., 1985). Existem varias isoenzimas da PKC no mdsculo liso, e
cada uma delas tem uma funcao especifica nos tecidos (Karaki et al., 1997; Webb, 2003).

A distribuicio do Ca®* no citoplasma ndo é uniforme, uma vez que nos
compartimentos citosolicos o iao calcio regula os elementos contracteis, enquanto nos
compartimentos proximos da membrana plasmatica regula mecanismos dependentes de Ca**
da membrana plasmatica (canais ionicos, bombas ionicas e enzimas). As concentracdes de
calcio nestes compartimentos sdo reguladas de forma independente (Karaki et al., 1997). Em
regides especificas do citosol, um aumento espontaneo da concentracdo de calcio por
libertacao deste iao do SR, denomina-se calcium spark. Normalmente os sparks de calcio sdao
apenas aumentos locais, mas, quando a concentracdo de calcio no reticulo esta aumentada,
esses sparks podem-se propagar por todo o citosol formando calcium waves. Nelson et al.
(1995) propuseram que estes aumentos locais da [Ca®’'];, logo abaixo da superficie da
membrana, se deviam a libertacao de Ca’* através de recetores de rianodina no SR, e que
podiam ativar canais de K*, hiperpolarizar a membrana e provocar a relaxacao do musculo
(Karaki et al., 1997; Nelson and Quayle, 1995).
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o Libertacao de Ca* do Reticulo Sarcoplasmatico (SR):

A atividade dos LTCC é também regulada pelo reticulo sarcoplasmatico. Este é
considerado o reticulo endoplasmatico das células musculares, é especializado no
armazenamento de ides Ca®', que sdo libertados desta reserva quando a célula muscular é
estimulada. Existem dois tipos de mecanismo de libertacdo do Ca** do SR nas SMC. O primeiro
mecanismo, designado por libertacdo de Ca’" induzida por Ca?" (CICR), é ativado por Ca** e
tem como agonista e antagonista seletivos a cafeina e a rianodina, respetivamente (Karaki et
al., 1997; Zucchi and Ronca-Testoni, 1997). Relativamente ao segundo mecanismo, libertacao
de Ca® induzida por IP; (IICR), é, como o nome indica, ativado por IP;. Este é regulado nao sé
por IP; mas também por Ca?*, e é reforcado por concentracdes de Ca®* inferiores a 300nM e,
acima desta concentracdo, o Ca*" inibe IICR. Tem como antagonista a heparina (Ferris and
Snyder, 1992; Karaki et al., 1997).

1.3.2. Regulacao do potencial de membrana

O movimento de ides através de canais ionicos determina, em grande escala, o
potencial de membrana. Este, juntamente com a [Ca’];, regula e modula o influxo e a
libertacdo de Ca’* através de canais idnicos e a também a sensibilidade da maquinaria
contractil ao Ca*". As SMC vasculares expressam diferentes tipos de canais iénicos que podem
estar envolvidos na regulacdo do ténus vascular.

Os canais de Ca** dependentes de voltagem desempenham um papel muito importante
na regulacao do tonus vascular por potenciais de membrana: a hiperpolarizacdo fecha estes
canais e leva a vasodilatacdo, enquanto a despolarizacdo abre os canais resultando na
vasoconstricdo. Estes canais sdo modulados por varios sistemas de sinalizacdo e parecem ser
ativados por vasoconstritores que ativam a via da PKC assim como a via da Rho cinase (ROCK).
Estes canais de Ca®* dependentes de voltagem sdo inibidos pelo aumento de Ca*" na célula e
pela acdo de vasodilatadores que ativam as proteinas cinases dependentes de cGMP (PKG) e
CAMP (PKA). Além de entrar nas SMC vasculares pelos canais de calcio dependentes de
voltagem, o calcio também pode entrar pelos SOCC, que sdo ativados quando ha libertacao de
Ca’ das reservas intracelulares através de uma via de sinalizacio que ainda nado esta bem
definida, e pelos SACC, que sao ativados por stress fisico ou por estiramento da membrana
(Hughes, 1995; Jackson, 2000).

Os canais de potassio sao a principal via de conducédo de ides nas células do musculo
vascular. Como tal, a sua atividade contribui para a determinacao e regulacao do potencial
de membrana e do tonus vascular. O gradiente eletroquimico do K* é tal que a abertura de
canais de K’ resulta na difusdao deste catido para fora das células e provoca hiperpolarizacao
da membrana, e o encerramento de canais de K* tem o efeito oposto (Nelson and Quayle,
1995). As SMC vasculares expressam quatro tipos de canais de potassio diferentes. Os canais

Katp Sd0 importantes na regulacdo do potencial de membrana de repouso e também parecem
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participar no mecanismo de acao de diversos vasodilatadores, como a adenosina e a
prostaciclina. Estes canais fecham com o aumento da concentracao de ATP intracelular,
contudo sao também regulados por varias vias de sinalizacao independentes de ATP (Jackson,
2000; Nelson and Quayle, 1995). Os canais K¢, sao ativados pelo aumento de Ca? intracelular
e pela despolarizacao membranar. Nelson e os seus colegas (1995) defenderam que estes
canais tdm um papel central na regulacdo do ténus vascular devido a aumentos de Ca’*
subsarcolemal (Ca** sparks), devido a libertacdo deste ido através de recetores de rianodina
no SR (Nelson and Quayle, 1995). Os canais Ky sao ativados por despolarizacao da membrana
com potenciais limiar para ativacdo substancial de, aproximadamente, -30mV. Também
participam no mecanismo de acdo de vasodilatadores, que atuam através da cascata de
sinalizacdo do cAMP abrindo os canais, e de vasoconstritores, que fecham os Ky por
mecanismos que envolvem o aumento de Ca®* intracelular e a PKC (Jackson, 2000; Nelson and
Quayle, 1995). Acerca da funcao dos canais Kir na regulacao do potencial de membrana e do
tonus vascular pouco se sabe, no entanto estes canais sdo ativados por hiperpolarizacdo da
membrana celular, permitindo assim o influxo de ides K* quando a membrana se encontra
hiperpolarizada e a saida destes quando o potencial de membrana aumenta (Jackson, 2000).
Por fim, os canais de cloro (Cl') também tém sido propostos como reguladores do
tonus vascular. Tal como acontece com os canais de K*, o gradiente eletroquimico do Cl" é tao
grande que a abertura dos canais de Cl” provoca o efluxo deste idao das células do musculo
vascular. No entanto, devido a carga negativa, este efluxo vai causar despolarizacao e
vasoconstricdo, e o encerramento dos canais tera o efeito oposto. As SMC vasculares
expressam apenas dois tipos de canais de Cl: canais de Cl ativados por Ca** (Clc,) e canais de

Cl regulados pelo volume (Clyg) (Jackson, 2000; Large and Wang, 1996; Nelson et al., 1997).
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Figura 7 - Canais i6nicos e tonus vascular. Adaptado de (Jackson, 2000).
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1.3.3. Contracdo Independente de Ca*'

Nas ultimas décadas tem havido um grande progresso no estudo dos movimentos do
Ca’ e a sua distribuicdo nas SMC. Avaliacdes simultineas da [Ca®']; e contracdo em células
intactas e tecidos do musculo liso, usando varios tipos de indicadores de Ca? intracelular,
tém permitido a analise da sensibilidade dos elementos contracteis ao Ca®. A
permeabilizacdo da membrana celular possibilitou o estudo da contracao na presenca de
concentracdes constantes de Ca®’, ATP e outras substancias na célula. A comparacdo do
aumento de Ca®* e contracédo sugere um papel do calcio localizado na regulacio de diferentes
mecanismos em partes diferentes da célula (Karaki et al., 1997).

Existe uma via de regulacao que abrange alteracdes na atividade da MLCK. Como ja
foi referido anteriormente, esta proteina é ativada pelo complexo Ca*-CaM e fosforila a
cadeia leve reguladora da miosina que, por sua vez, vai interagir com a actina para induzir
contracao. A quantidade de MLC fosforilada depende do balanco entre a MLCK e a MLCP.
Contudo, durante estimulacdo continua, ha uma reducédo gradual da [Ca®']; e da quantidade
de MLC fosforilada, enquanto que a forca isométrica aumenta, o que indica que a miosina nao
fosforilada também parece estar envolvida na manutencdo da contracdo. Agonistas e
segundos mensageiros modificam o racio MLC cinase/MLC fosfatase independentemente da
[Ca®"];. Este mecanismo, conhecido como sensibilizacdo ao cdlcio, provoca a alteracdo da
forca contracti mesmo na presenca de um nivel constante da [Ca’];, sendo assim
independente de Ca”". Os nucleétidos ciclicos também fosforilam a MLCK, diminuindo a sua
sensibilidade ao Ca’". Tanto o cAMP como o cGMP alteram o balanco MLC cinase/MLC

fosfatase e induzem relaxamento (Karaki et al., 1997; Xiong and Sperelakis, 1995).

o Sensibilizacdo ao Ca**

A contracdo do SM vascular é submetida a uma dupla regulacdo: pelo sinal de Ca* e
pela alteracdo da sensibilidade do Ca®* (ver figura 8). Existem diversas hipoteses para a
regulacdo da sensibilizacdo ao calcio, que incluem mecanismos dependentes ou
independentes da fosforilacdo da MLC,, mas considera-se que o mecanismo dependente da

fosforilacao tem um papel fundamental na regulacao deste processo (Hirano, 2007).
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Figura 8 - Regulacdo dupla da contracdo do musculo liso vascular pelo sinal de Ca?* e pela alteracéo da
sensibilizacdo do aparelho contractil ao Ca%*. Adaptado de (Hirano, 2007).

A fosforilacao da cadeia leve reguladora da miosina (MLCy) pela MLCK e a
desfosforilacao pela MLCP sao sujeitas a cascatas moduladoras que influenciam a
sensibilidade da fosforilacao da MLC, e, consequentemente, a contracao.

Existem agonistas que sao capazes de provocar contracées musculares
independentemente da [Ca®];. A forca de contracdo induzida por estes agonistas & maior do
que a provocada pela despolarizacdo da membrana induzida pelo aumento da [Ca*];, devido a
mecanismos de sensibilizacdo ao Ca®*. Estes mecanismos responsaveis pela sensibilizacdo ao
Ca®* envolvem, principalmente, a inibicdo da atividade da MLCP por acoplamento entre os
recetores de ligandos, proteinas G, e fatores de ligacdo de nucledtidos de guanina (Somlyo
and Somlyo, 2003).

Foram identificadas duas vias principais para a inibicdo da atividade da MLCP no
musculo liso: uma via que envolve a RhoA/Rho-cinase e outra que envolve a PKC. Na primeira
via da-se a ativacao da proteina RhoA e da Rho-cinase pela ligacdo do recetor com proteinas
G heterotriméricas, principalmente Gi,,13. A Rho-cinase fosforila a subunidade reguladora da
da MLCP nas células e tecidos do musculo liso (Mizuno et al., 2008; Somlyo and Somlyo, 2003).
A segunda via envolve a ativacao da PKC através da ligacdo a proteina Gq/11 € a fosfolipase
CB. A proteina CPI-17 é um polipéptido de 17kDa e um potencial mediador da sensibilizacao
ao calcio, que no musculo liso é fosforilada pela PKC (Kitazawa et al., 2000). A fosforilacdo da
CPI-17 no residuo treonina-38 aumenta sua poténcia para inibir a atividade da MLCP (Mizuno
et al., 2008).

18



Efeito dos macrociclos na regulacao de fungoes vasculares

Agonistas
2+
s l recetor
pRe ke ooooaoooooooooomoo e oo qooo 2000 ooqoooooqool eo0000 ooooooo
S Y ‘ Lk 0 i 1.|‘|-1‘| |
l-‘l-‘fﬁé‘f* 555555565‘,‘55‘\5555 Ga HAAAHAAA’\“:‘-;\'\AL\’\Z\A -"\'«4'\‘\'\‘\‘\
Fosfolipase C B3| Y
" 2 \-/ RhoGEF —»
Canais de Ca Reticulo
dependentes de sarcoplasrstic «—IP; DG
voltagem e operados o RhoA-GTP RhoA-GDP
por recetores Ca PKC (ativa) (inativa)
— Ca2*—> Ca?*/calmodulina
Rho-
MLC cinase cinase | ATP
(ativa)
actinat + I\gL)C !
contraida - 4 @
( miosina miosina
l‘— fosfatase —> fosfa;tase
i inativa
MLC (ativa) ( )

(relaxada)

Figura 9 - Regulacao da contracao do musculo liso. Adaptado de (Webb, 2003).

o Via das MAPK

Além da fosforilacdo da MLC,, existem outras vias independentes de Ca* que
provocam contracdo, como por exemplo a via da proteina cinase ativada por mitdgenos
(MAPK). Esta é uma das vias de sinalizacdo mais importantes e mais intensivamente
estudadas, sendo considerada como um paradigma para a transducao de sinal uma vez que
tem um papel central em processos celulares essenciais, que vao desde o controlo de
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celulares a contracdo do musculo liso vascular
(Cobb, 1999; Orton et al., 2005).

A via de sinalizacdo MAPK consiste em trés ciclos cinase/fosfatase construidos numa
cascata de trés niveis, que incluem a MAPK cinase cinase (MAPKKK), a MAPK cinase (MAPKK) e
a MAPK terminal (Muslin, 2008; Orton et al., 2005). As MAPKKK, que sao cinases de
serina/treonina, sao ativadas por fosforilacao e/ou como resultado da interacao com uma
pequena proteina de ligacdo ao GTP da familia Ras/Rho, em resposta a estimulos
extracelulares (Kolch, 2000). A ativacdo da MAPKKK conduz a fosforilacdo e ativacdo da
MAPKK, que por sua vez estimula a atividade de MAPK através de dupla fosforilacdo nos
residuos treonina e tirosina. Uma vez ativadas, as MAPKs fosforilam substratos-alvo em
residuos serina ou treonina seguidos por uma prolina, no entanto, a seletividade do substrato
€ geralmente conferida por motivos especificos de interacdo localizados nos substratos
fisiologicos (Roux and Blenis, 2004). As MAPK sao desativadas por uma familia de fosfatases
denominada MAPK fosfatase (MKP) (Farooq and Zhou, 2004).
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Figura 10 - Estrutura geral da cascata de trés niveis da via das MAPK. Um sinal é propagado ao longo
desta cascata por fosforilacao sequencial. In (Orton et al., 2005).

As MAPK dividem-se em trés familias diferentes: cinases reguladas por estimulos
extracelulares (ERK), cinases Jun N-terminal/proteinas cinases ativadas por stress (SAPK/JNK)
e p38MAPK. Das ERK conhecem-se duas isoformas, a ERK1 e a ERK2; no caso das SAPK/JNK,
estas sao formadas por JNK1, JNK2 e JNK3 (também conhecidas como SAPKy, SAPKa e SAPKB,
respetivamente); e por Ultimo, a p38MAPK possui quatro isoformas p38a, p388, p38y e p380
(Roux and Blenis, 2004).

1.4. Regulacdo do relaxamento

O relaxamento do musculo liso vascular pode ocorrer tanto como resultado da
remocdao do estimulo contractil como pela acdo direta de substancias que inibem o
mecanismo contractil. Nao obstante, o processo de relaxamento requer uma diminuicdo da
concentracdo de calcio intracelular e um aumento da atividade da MLC fosfatase (Morgan,
1990; Somlyo et al., 1999).

Existem diversos mecanismos implicados na remocéo do Ca?* citosélico que envolvem
a Ca”*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), a Ca**-ATPase da membrana plasmatica
(PMCA), o permutador Na‘'/Ca®** (NCX) e proteinas citosdlicas de ligacdo ao Ca®" (Akata,
2007a). Tanto a SERCA como a PMCA desempenham um papel crucial na regulacao da
homeostase do calcio citosolico. Em condicoes fisioldgicas, a diminuicdo da concentracao de
calcio resulta, principalmente, da passagem do Ca’* para o espaco extracelular mediada pela
PMCA, ou da absorcao do calcio para as reservas intracelulares (nomeadamente o SR) mediada
pela SERCA (Laporte and Laher, 1997; Marin et al., 1999). O NCX também esta localizado na

membrana plasmatica e ajuda na diminuicdo do Ca’' intracelular. Este antiporte de baixa

20



Efeito dos macrociclos na regulacao de fungoes vasculares

afinidade esta intimamente acoplado a niveis intracelulares de calcio e pode ser inibido por
amilorida e quinidina (Webb, 2003). Além destes trés mecanismos, a inibicdo dos VOCC e dos
ROCC localizados na membrana plasmatica também pode provocar relaxamento. Antagonistas
especificos dos LTCC, como dihidropiridinas, fenilalquilaminas e benzotiazepinas ligam-se a
recetores distintos que existem nestes canais, inibindo assim a entrada de Ca*" nas SMC
(Webb, 2003). Por outro lado, a [Ca*']; também pode diminuir por inibicdo da libertacdo de
Ca’ do SR. A rianodina e a heparina sdo antagonistas dos mecanismos de libertacdo de Ca*
desta reserva intracelular (Karaki et al., 1997). As proteinas de ligacdo ao Ca** do SR também
contribuem para a diminuicdo dos niveis de Ca® intracelulares, como é o caso da
calsequestrina e da calreticulina (Webb, 2003). Sob estas condicdes, a MLCP desfosforila a

MLC, induzindo relaxamento das SMC vasculares.
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Figura 11 - Regulacdo do relaxamento do musculo liso. VOCC: Canais de Ca?* dependentes de voltagem;
ROCC: Canais de Ca®* operados por recetores. Adaptado de (Webb, 2003).

1.4.1. Nucleotidos Ciclicos

A ativacao da adenilato ciclase ou guanilato ciclase por recetores membranares e o
acoplamento a proteina G provocam o aumento dos nucledtidos ciclicos cAMP e cGMP. Nas
SMC vasculares, o aumento destes nucledtidos esta implicado no relaxamento e representa
uma estratégia util para induzir uma variedade de efeitos farmacoldgicos benéficos em
diferentes patologias cardiovasculares. Os seus niveis intracelulares sao resultado do balanco
entre a taxa da sua sintese e da taxa da sua degradacao (Lincoln and Cornwell, 1991; Morgado
et al., 2012; Xiong and Sperelakis, 1995).
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Agentes que aumentam cAMP e cGMP nas SMC vasculares, levam ao declinio de Icaq),
provavelmente pela ativacdo das respetivas proteinas cinases e subsequente fosforilacao.
Sendo assim, um dos mecanismos de acao de varios tipos de vasodilatadores é exercido pelo
aumento de cGMP e/ou cAMP, resultando na ativacdo de PKG e PKA. Estas proteinas cinases
podem fosforilar os LTCC, inibindo a abertura do canal, e os canais de K*, estimulando a sua
abertura. Ambos os mecanismos inibem os potenciais de acdo dependentes de Ca’" e, desta
forma, inibem a atividade dos canais de Ca®* (Ishikawa et al., 1993; Sperelakis and Ohya,
1990; Xiong and Sperelakis, 1995).

o GMP Ciclico:

0 monofosfato ciclico de 3'5'-guanosina (cGMP) pode ser sintetizado nas SMC
vasculares por dois tipos de guanilato ciclase que diferem na sua localizacao celular e na sua
ativacdo: a guanilato ciclase particular ou membranar (pGC) e a guanilato ciclase soluvel ou
citosolica (sGC). A primeira, tal como o nome indica, esta presente na membrana plasmatica
e é ativada pelos péptidos natriuréticos auricular (ANP), cerebral (BNP) e tipo C (CNP) (Potter
et al., 2006), a sGC esta presente no citosol e pode ser ativada pelo 6xido nitrico (NO) ou
pelos dadores do NO (Cary et al., 2006; Morgado et al., 2012).

Existem diversos mecanismos celulares envolvidos no aumento dos niveis de cGMP,
que incluem a inibicao de varios subtipos de fosfodiesterases (PDE), a ativacdo de guanilato
ciclase soluvel e a ativacdo da guanilato ciclase membranar (Polson and Strada, 1996; Schulz
and Waldman, 1999; Sonnenburg and Beavo, 1994; Vaandrager and de Jonge, 1996; Wang,
1998). O aumento dos niveis de cGMP conduz a ativacdo da PKG, que, por sua vez, reduz a
[Caz*]i e a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, nas SMC vasculares, causando assim
vasorelaxamento (Akata, 2007b; Nishimura et al., 1992; Vaandrager and de Jonge, 1996). Sao
as fosfodiesterases que catalisam a hidrolise do cGMP para a sua forma biologica inativa (5’-
GMP), limitando assim a atividade destas moléculas sobre o seu substrato (PKG) (Lugnier,
2006; Morgado et al., 2012; Omori and Kotera, 2007).

A PKG é uma cinase de serina/treonina, composta por trés dominios distintos: o
amino-terminal, o de regulacao e o catalitico (Hofmann et al., 2006). O dominio de regulacao
contém dois locais de ligacao para o cGMP, e a ocupacdo de ambos os locais liberta a inibicao
do centro catalitico, permitindo assim a fosforilacdo de residuos de serina/treonina nas
proteinas-alvo e no local de autofosforilacao do amino-terminal. Além de controlar a ativacao
e inibicao do centro catalitico, o terminal NH, esta envolvido noutras duas funcdées (Hofmann
et al., 2006): na dimerizacdo dos homodimeros da PKG que sao mantidos juntos por um zipper
de leucina, e no direcionamento da PKG para diferentes localizacdes subcelulares (Morgado et
al., 2012).
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Embora o aumento do cGMP seja uma das principais causas do relaxamento, o seu
mecanismo vasodilatador ainda nao é totalmente compreendido. No entanto, tém sido
propostos varios mecanismos que explicam a reducdo da [Ca®']; mediada por PKG. Estes

incluem:

1) Ativacdo da captacdo de calcio pelas reservas intracelulares, por fosforilacdo do
fosfolambam e ativacao da SERCA (Orallo, 1996; Vaandrager and de Jonge, 1996);

2) Aumento do efluxo de Ca®, por estimulacdo da PMCA e do permutador Na‘'/Ca*
(Orallo, 1996; Vaandrager and de Jonge, 1996);

3) Inibicdo da libertacdo de Ca®* do SR, através da fosforilacdo do IP;R mediada por PKG
e/ou pela inibicdo da sintese de IP; (Orallo, 1996; Vaandrager and de Jonge, 1996);

4) Hiperpolarizacdo da membrana através da ativacao direta ou indireta dos canais de K*
(Orallo, 1996; Vaandrager and de Jonge, 1996);

5) Inibicao direta dos VOCC, devido a fosforilacdo destes pela proteina fosfatase 2A
(Orallo, 1996; Vaandrager and de Jonge, 1996);

6) Reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®' induzida por PKG, devido a
reducao da fosforilacao da MLC, (possivelmente por desfosforilacao da MLC,, pela MLCP)
(Akata, 2007b; Orallo, 1996; Somlyo and Somlyo, 1994, 2000; Vaandrager and de Jonge,
1996).

Ca Despolarizagao
Agonistas

Figura 12 - Mecanismos envolvidos na reducdo da [CaZ']; induzida pelas proteinas cinases dependentes
de nucledtidos ciclicos. (Setas verdes: estimulacdo; Setas vermelhas: inibicdo; SR: reticulo
sarcoplasmatico; G: proteina G; R: recetor da proteina G) Adaptado de (Morgado et al., 2012).
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o AMP Ciclico:

O cAMP é sintetizado a partir do ATP intracelular pela adenilato ciclase, que por sua
vez é ativada por um primeiro estimulo externo (neurotransmissor, hormona ou farmaco) que
se liga a um recetor acoplado a proteina G (Fig. 13). Existem cerca de nove isoformas da
adenilato ciclase (AC), desde a AC1 a AC9, que podem ser reguladas de varias formas
diferentes (Hanoune and Defer, 2001; Willoughby and Cooper, 2007). Da mesma forma como
acontece com o cGMP, o cAMP também pode ser degradado para o seu metabolito inativo, o
5’-AMP, pelas fosfodiesterases (Lugnier, 2006; Morgado et al., 2012; Omori and Kotera, 2007).

0 aumento dos niveis de cAMP tem uma grande influéncia sobre mobilizacdo de Ca**
através da ativacdo da proteina cinase dependente de cAMP (PKA). A PKA é uma proteina
cinase que fosforila as proteinas alvo em residuos de serina e treonina e altera a atividade
destas. Estruturalmente, esta proteina heterotrimérica é constituida por uma subunidade
catalitica a e duas subunidades reguladoras, B e y (Oakhill et al., 2011). O dominio catalitico
esta localizado no N-terminal da subunidade a, e a sua ativacdo depende da fosforilacdo no
residuo Treonina 172 (Stein et al., 2000). A subunidade B possui um dominio de ligacao ao
glicogénio, é miristoilada (processo que pode localizar a cinase para a membrana celular) e,
possivelmente, atua como uma proteina scaffold. No caso da subunidade y, esta contém o
local de ligacdo para o AMP, onde a juncdo desta molécula induz uma alteracao
conformacional na subunidade levando a ativacdo da PKA (Hutchinson et al., 2008; Morgado
et al., 2012).

0O mecanismo pelo qual ocorre o relaxamento por aumento dos niveis de cAMP
permanece pouco claro, no entanto foram propostos varios mecanismos que explicam o

envolvimento da PKA no relaxamento, incluindo:

1) Inibicdo da ativacao da PLC e dos canais de Ca®* (Minami et al., 1993; Rembold, 1992;
Takuwa, 1996);

2) Estimulacao da PMCA e do permutador Na*/Ca®" (Minami et al., 1993; Rembold, 1992;
Takuwa, 1996);

3) Estimulacdo da captacdo de Ca’ para o SR, por fosforilacdo do fosfolambam mediada
pela PKA (Minami et al., 1993; Rembold, 1992; Takuwa, 1996);

4) Ativacao dos canais de K* (Minami et al., 1993; Rembold, 1992; Takuwa, 1996);

5) Reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?, possivelmente por fosforilacio
da MLCK, diminuindo a afinidade para o complexo Ca*-CaM (Rembold, 1992; Takuwa,
1996).
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E ainda importante mencionar que existe uma ativacdo cruzada que pode estar
envolvida na acao vasodilatadora, em que a PKG pode ser ativada pelo cAMP (Rembold, 1992;
Vaandrager and de Jonge, 1996) e a PKA pelo cGMP (Akata, 2007b; Takuwa, 1996; Vaandrager
and de Jonge, 1996). A ativacao da PKG pelo cAMP requer uma concentracao de cAMP dez
vezes maior que a concentracdo de cGMP necessaria para ativar esta cinase. Da mesma
forma, a concentracdo de cGMP necessaria para ativar a PKA é também dez vezes a
concentracdo de cAMP. No musculo liso, o nivel citosdlico de cAMP é cerca de dez vezes
superior ao nivel citosélico de cGMP, o que significa que elevacdes na concentracao de cAMP
podem levar a ativacdo tanto de PKA como de PKG, enquanto um aumento de cGMP s6 deve
ativar PKG (Rembold, 1992).

Péptidos
Agonistas  Natriuréticos NO

Figura 13 - Mecanismos envolvidos na regulacdo dos niveis dos nucleotidos ciclicos e ativacdo das
cinases por estes nucledtidos. (Setas verdes: estimulacdo; AC: adenilato ciclase; pGC: guanilato ciclase
particular; sGC: guanilato ciclase soluvel; R: recetor; PDE: fosfodiesterases; G: proteina G) Adaptado de
(Morgado et al., 2012).

1.5. Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDE) sao um grupo de enzimas intracelulares que controlam os
niveis de cAMP e cGMP por hidrélise de 3 do fosfato ciclico ligado a adenosina e/ou guanosina
3°- 5"- monofosfato ciclico, inibindo assim o relaxamento das SMC vasculares. O papel
principal destas enzimas na sinalizacdo intracelular designou-as como potenciais alvos
terapéuticos, nomeadamente na inflamacao, asma, disfuncao eréctil, hipertensao pulmonar,
insuficiéncia cardiaca, esquizofrenia, acidente vascular cerebral, e depressao (Francis et al.,
2011; Lugnier, 2006; Rybalkin et al., 2003).
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As PDEs podem ser classificadas de acordo com o seu substrato como: especificas para
0 CAMP, especificas para o cGMP e de substrato duplo, sendo estas Ultimas capazes de
hidrolisar tanto o cAMP como o cGMP. A especificidade de uma PDE de substrato duplo para
cada nucledtido ciclico é determinada pela orientacdo de um residuo de glutamina invariante
no local de ligacdo do dominio catalitico da PDE, um mecanismo que é denominado de
glutamine switch. A orientacao da glutamina resulta da presenca de residuos de aminoacidos
vizinhos que restringem a rotacao da glutamina, permitindo a ligacao do anel de purina de um
dos nucledtidos ciclicos através da formacao de pontes de hidrogénio. A afinidade de ligacdo
(Km), as atividades de hidrolise catalitica (Vs € Keat) € a presenca de dominios especificos na
regiao N-terminal podem revelar muita informacao acerca da forma como as PDEs regulam as
interferéncias (crosstalk) dos nucledtidos ciclicos. A presenca de dominios N-terminal é
extremamente importante, uma vez que a atividade nestes dominios pode causar alteracoes
conformacionais no dominio catalitico das PDEs, mudando os valores de K., e V4« da enzima

para os nucleotidos ciclicos (Reierson et al., 2011).
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Figura 14 - Hidrdlise dos nucleotidos ciclicos pelas fosfodiesterases. Adaptado de (Lugnier, 2006).

Foi estabelecida uma nomenclatura para as fosfodiesterases de acordo com os seus
genes, as suas propriedades bioquimicas, a sua regulacao e a sua sensibilidade a agentes
farmacoldgicos (Beavo, 1995; Lugnier, 2006). Desta forma, foram identificadas 11 familias de
PDE diferentes (PDE1-PDE11), que podem ser encontradas numa variedade de células
(Lugnier, 2006; Morgado et al., 2012; Omori and Kotera, 2007). Estas familias sdo codificadas
por 21 genes, em que cada uma delas engloba cerca de 2-4 genes distintos, dando assim

origem a 50 isoformas (Omori and Kotera, 2007).
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Os dominios proteicos envolvidos na regulacdo da atividade enzimatica e na
localizacao subcelular das PDE incluem os dominios catalitico e regulador e estao presentes,
principalmente, na regido N-terminal. O dominio catalitico, que constitui o nlicleo das PDE, é
uma regiao altamente conservada que compreende 270 residuos de aminoacidos. Entre o N-
terminal e o dominio catalitico, encontra-se o dominio regulador, no qual se localizam os
locais de ligacdao da calmodulina na PDE1, os locais alostéricos de ligacao ao cGMP, isto €, os
dominios GAF nas PDE2, PDE5, PDE6, PDE10 e PDE11 (Ho et al., 2000; Zoraghi et al., 2004), os
locais de fosforilacdo, as regides conservadas a montante na PDE4 (UCR), um dominio per-
associacao membranar nas PDE2-4 (Lugnier, 2006; Omori and Kotera, 2007). Por Gltimo, entre
o dominio catalitico e o C-terminal, existe ainda outro dominio que pode ser fosforilado pela

MAPK mas do qual a funcao ainda se desconhece (Lugnier, 2006).
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Figura 15 - Organizacao dos dominios das 11 familias das fosfodiesterases. Todas as PDE partilham uma
homologia significativa no seu dominio catalitico, mas diferem bastante nas regides N-terminais, que
contém diferentes tipos de dominios de regulacao. Adaptado de (Rybalkin et al., 2003).

Os membros da familia das fosfodiesterases apresentam diferentes especificidades na
hidrolise dos substratos cAMP e cGMP. Enquanto as PDE4, PDE7 e PDES8 hidrolisam o cAMP, as
PDE5, PDE6 e PDE9 sao especificas para o cGMP. As familias 1, 2, 3, 10 e 11 utilizam ambos os
substratos, cAMP e cGMP, apresentando eficacias cataliticas distintas (Rybalkin et al., 2003;
Wang et al., 2007). De forma geral, as principais fosfodiesterases presentes no musculo liso
arterial sao PDE1, PDE3 e PDE5, e no musculo liso de algumas espécies também é expressa

uma quantidade substancial de PDE4. Em condicdes basais, isto €, em condicées com baixos

27



Efeito dos macrociclos na regulacao de fungdes vasculares

niveis de calcio, considera-se que, no musculo liso, a PDE mais ativa na hidrélise de cGMP é a
PDE5. Quando as concentracdes de calcio se encontram elevadas, por exemplo durante o
processo de contracao muscular e na divisao celular, uma ou mais variantes da PDE1 podem
tornar-se as fosfodiesterases predominantes. Embora a PDE3 ndo tenha uma capacidade
catalitica tao grande como as PDE1 e PDE5, pode ainda desempenhar um papel essencial no
controlo de cAMP e talvez de cGMP em compartimentos especificos da célula. Torna-se assim
necessario mencionar que estas PDE ndo possuem obrigatoriamente a mesma localizacao
subcelular e, portanto, sao muitas vezes Uteis, pelo menos em parte, em diferentes

compartimentos funcionais na célula (Rybalkin et al., 2003).

Tabela 1 - Classificacdao das familias das PDEs. Adaptado de (Lugnier, 2006)

PDE1 CAMP, cGMP Ativa Ca**-CaM Nimodipina

PDE2 cAMP, cGMP Ativa cGMP EHNA

PDE3 CcAMP, cGMP Inibe cGMP Cilostamida, milrinona

PDE4 CAMP Insensivel a cGMP Rolipram, Ro 20-1724,
roflumilast

PDES5 CGMP Fosforila PKA/PKG ~ Zaprinast, DMPPO, £4021,
Sildenafil

PDE6 cGMP Ativa transducina Zaprmastz DMPPQ’ E4021,
Sildenafil

PDE7 CAMP Insensivel ao rolipram BRL 50481, 1CI242

Insensivel ao rolipram,

PDE8 CAMP Insensivel ao IBMX Desconhecido
PDE9 cGMP Insensivel ao IBMX Desconhecido
PDE10 CAMP, cGMP Desconhecida Desconhecido
PDE11 CAMP, cGMP Desconhecida Desconhecido

1.5.1. Caracterizacao e propriedades das familias das PDE

Tendo em conta que as principais familias de fosfodiesterases expressas em diversos tipos
de musculo liso vascular sdo as PDE1, PDE2 (musculo liso da artéria aorta de porco), PDE3,

PDE4, PDE5 e PDE7, esta seccao focar-se-a particularmente nestes seis subtipos.
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o Familia da PDE1

A caracteristica que distingue esta familia de fosfodiesterases das outras é a sua
ativacdo pelo complexo Ca**/CaM (CaM-PDE). As PDE1 tém na sua constituicio dois dominios
de ligacdo ao complexo Ca**/CaM, e para que fiquem completamente ativas é necessaria a
ligacdo do calcio e da calmodulina. Constituem uma grande familia de enzimas que é
codificada por trés genes distintos: PDE1A, PDE1B e PDE1C (Rybalkin et al., 2003). Estas trés
variantes diferem na sensibilidade para o complexo Ca**/CaM (Sonnenburg et al., 1995; Yan et
al., 1996), na afinidade para os seus substratos e na sua distribuicao. Desta forma, podem ser
expressas em diversos tipos de células, no interior de tecidos ou regides dentro de uma
célula, e portanto podem contribuir para a regulacdo de funcdes celulares especificas
(Lugnier, 2006).

As PDE1 sdo capazes de hidrolisar tanto o cGMP como o cAMP. No caso da PDE1A e da
PDE1B, estas possuem uma alta afinidade para o cGMP, mas tém afinidades inferiores e
diferentes para o cAMP. A PDE1C difere das outras duas variantes, pela sua capacidade de
hidrolisar igualmente bem o cGMP e o cAMP (Loughney et al., 1996; Rybalkin et al., 2003).

Inibidores: A nimodipina é um inibidor especifico da PDE1. Trata-se de uma di-
hidropiridina que antagoniza especificamente os LTCC, mas este efeito nao esta relacionado
com a sua propriedade antagonista do calcio, uma vez que inibe, na escala micromolar, a
PDE1 basal e estimulada por calmodulina (Lugnier et al., 1984). Como a baixas concentracoes
a nimodipina bloqueia os LTCC, s6 pode ser utilizado para estimar a participacdo da PDE1 em
células e tecidos homogeneizados (Georget et al., 2003). Muitos compostos considerados
como inibidores da PDE1 nado interagem diretamente com o sitio catalitico desta enzima
atuando durante a ativacdo, quer ao nivel de locais de ligacdo da calmodulina, como o
composto KS505a (Ichimura et al., 1996), ou diretamente sobre o complexo Ca**/CaM, como o
a bepril, a flunarizina e a amiodarona (Lugnier, 2006; Lugnier et al., 1984; Nokin et al.,
1989).

o Familia da PDE2

Esta familia de PDE esta distribuida em diversos tecidos e células, principalmente na
medula adrenal, no coracdo, no cérebro, no figado, em células endoteliais e macrofagos
(Bender et al., 2004; Lugnier, 2006). Ainda nao foi detetada em SMC vascular, com excecao
de extratos da artéria aorta de porco onde foi encontrada uma atividade muito baixa desta
PDE. A PDE2A hidrolisa os dois nucle6tidos ciclicos com taxas maximas semelhantes e valores
de K., relativamente elevados. E alostericamente estimulada pela ligacio do cGMP ao seu
dominio GAF (Martinez et al., 2002) que permite a regulacdo muatua da sinalizacdo do cAMP e
do cGMP (Omori and Kotera, 2007). Foi mostrado que esta PDE tem um papel funcional no
coracao, uma vez que regula a corrente basal de calcio nos miocitos auriculares humanos
(Lugnier, 2006; Rivet-Bastide et al., 1997).

29



Efeito dos macrociclos na regulacao de fungdes vasculares

Inibidores: O EHNA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina), inibidor da adenosina

desaminase, comporta-se também como um inibidor seletivo da PDE2 (Mery et al., 1995;

.....

de cGMP ou de dadores de NO sobre a corrente de Ca%, em miocitos auriculares humanos
(Fischmeister et al., 2006; Kirstein et al., 1995; Vandecasteele et al., 2001).

o Familia da PDE3

A PDE3 é caracterizada pela sua elevada afinidade para o cAMP e pela sua capacidade
de hidrolisar tanto cAMP como o cGMP (Lugnier, 2006). No entanto, o cGMP é considerado
como um inibidor competitivo para a hidrélise de cAMP, uma vez que o valor de Vs para este
nucledtido é muito superior (cerca de 4-10 vezes maior) ao do cGMP (Degerman et al., 1997).
Assim, esta familia de fosfodiesterases pode também ser designada de “PDE inibida pelo
cGMP”. O mecanismo pelo qual o cGMP inibe a atividade catalitica da PDE3 da-se pela
competicao com o cAMP para o local catalitico (Omori and Kotera, 2007; Rybalkin et al.,
2003).

Contrariamente a qualquer outra familia de fosfodiesterases, o dominio catalitico da
PDE3 é caracterizado por uma insercao de 44 aminoacidos que pode estar envolvida na
sensibilidade da PDE3 ao cGMP. A PDE3 contém duas isoformas, PDE3A e PDE3B, sendo que a
PDE3A é mais sensivel ao cGMP do que a PDE3B (He et al., 1998; Lugnier, 2006; Rybalkin et
al., 2003).

Relativamente a sua distribuicdo, a PDE3A encontra-se expressa no musculo liso,
plaquetas e coracao (Degerman et al., 1997), e a PDE3B esta presente, principalmente, no
tecido adiposo e hepatocitos. Contudo, ambas as isoformas da PDE3 foram identificadas no
musculo liso vascular, onde parecem estar envolvidas em processos regulados por cAMP, como

o relaxamento do musculo liso (Rybalkin et al., 2003; Shakur et al., 2001).

Inibidores: A cilostamida (Hidaka et al., 1979) foi descrita como o primeiro inibidor
seletivo para a PDE3. A comparacao dos efeitos deste inibidor sobre a PDE3 isolada de
plaquetas e sobre a PDE3 do musculo liso vascular, bem como o seu efeito relaxante e anti-
agregante, salientou a especificidade da cilostamida para a PDE3 das plaquetas, indicando
que esta difere da PDE3 do musculo liso vascular (Lugnier, 2006). Além deste, outros
inibidores da PDE3 incluem a milrinona, vesnarinona e enoximona, que tém efeitos
vasodilatores e inotrdpicos significativos (Beavo, 1995). O uso clinico a curto prazo da
milrinona foi aprovado para o tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada (Seino et al., 1995). O cilostazol, outro inibidor da PDE3, foi também
aprovado para o tratamento de claudicacao intermitente, uma doenca vascular caracterizada
por dores nas pernas (Dawson et al., 1998). E de salientar que estes farmacos sao contra-

indicados para pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (Rybalkin et al., 2003).
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Figura 16 - Regulacdo bifasica, dependente de NO/cGMP, do Ca* intracelular mediada pela PDE2 e
PDE3, em midcitos cardiacos humanos. O NO estimula a guanilato ciclase soluvel, aumentando os niveis
intracelulares de cGMP; a uma concentracao baixa, o cGMP inibe a PDE3 (tal como a cilostamida) e,
consequentemente, aumenta os niveis de cAMP, induzindo uma elevacdo da [Ca2']; mediada por PKA; a
altas concentracdes, o cGMP ativa a PDE2, levando a diminuicdo dos niveis de cAMP e do CaZ*
intracelular; EHNA inverte totalmente o efeito de altas concentracées de cGMP. Adaptado de (Lugnier,
2006).

o Familia da PDE4

Esta familia de fosfodiesterases, especifica para o cAMP, é expressa, principalmente,
no cérebro, tecidos cardiovasculares, células inflamatorias e no musculo liso, mas esta
ausente nas plaquetas (Lugnier, 2006).

Representa a maior familia das PDE, sendo constituida por quatro genes: PDE4A,
PDE4B, PDE4C e PDE4D. A PDE4 hidrolisa seletivamente o cAMP e contém uma regido com uma
sequéncia especifica de aminoacidos, denominada Upstream Conserved Region (UCR1 e UCR2)
(Bolger et al., 1993; Lugnier, 2006). A atividade da PDE4 é regulada por fosforilacao no local
UCR1 pela PKA e no C-terminal pela proteina cinase regulada por sinais extracelulares (ERK),
sendo esta regulacao dependente da isoforma (Hoffmann et al., 1999; Houslay and Adams,
2003; Sette and Conti, 1996).

Inibidores: O principal inibidor desta fosfodiesterases € o rolipram. Este liga-se a
PDE4 em dois locais distintos, no local de ligacao ao rolipram de baixa afinidade (LARBS - low-
affinity rolipram binding site) e de alta afinidade (HARBS - high-affinity rolipram binding site
(Jacobitz et al., 1996; Schneider et al., 1986). Foi proposto que o efeito anti-inflamatorio

esta associado ao LARBS enquanto a emese esta relacionada com o HARBS (Lugnier, 2006).
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o Familia da PDE5

Esta familia de PDE tem sido identificada em todos os tipos de SMC vascular e visceral
(Rybalkin et al., 2003), assim como no coracao, pulmoes, cerebelo e, em muito menor grau,
no cérebro e rins (Lugnier, 2006). A PDE5, como principal familia de fosfodiesterases que
hidrolisa 0 cGMP, esta em posicao para controlar eficazmente a via de sinalizacdo cGMP/PKG,
especialmente sob condicdes de baixos niveis de calcio (Rybalkin et al., 2003).

Foram identificadas trés isoformas da PDE5, que diferem apenas na extremidade do
N-terminal, sendo estas a PDE5A1, PDE5A2 e PDE5A3 (Kotera et al., 1998; Loughney et al.,
1998). A PDE5A1, originalmente denominada PDE especifica do cGMP, parece ser a forma
predominante na maioria dos tecidos que contém PDE5. A PDE5A2 além de conter um
fragmento N-terminal significativamente menor também tem sido identificada em diferentes
espécies (Kotera et al., 1999), e a PDE5A3 é apenas expressa em tecidos humanos (Lin et al.,
2000).

A PDE5 é um homodimero altamente especifico para a hidrolise de cGMP e contém
dois dominios: o dominio regulador N-terminal e o dominio catalitico C-terminal. O dominio
N-terminal contém um local de fosforilacdo (Ser102 nos humanos (Zoraghi et al., 2005))
dependente de PKA ou PKG, e dois dominios reguladores homologos, definidos como GAF A e
GAF B (Aravind and Ponting, 1997; Rybalkin et al., 2003). E a ligacido do cGMP ao dominio GAF
A que expde o residuo de Ser102 para a fosforilacao pela PKG e em menor escala pela PKA,
qgue nao so6 ativa a funcao catalitica da PDE5, como também aumenta a afinidade para a
ligacao de cGMP (Corbin et al., 2000; Omori and Kotera, 2007; Zoraghi et al., 2005).

0 estado de ativacdao da PDE5 é dependente do nivel intracelular de cGMP, que é
regulado em trés diferentes fases de ativacao (Lugnier, 2006):

1) Um estado hidrolitico basal baixo na auséncia de ccGMP;

2) Um estado reversivel ativado quando se liga o cGMP ao GAF A, que é um pré-

requisito para permitir a fosforilacao;

3) Uma ativacao completa da PDE5.

Inibidores: O envolvimento da PDE5 no relaxamento tornou-se claro quando se
demonstrou que a inibicao especifica da PDE5 pelo zaprinast induzia um aumento nos niveis
de cGMP associados com efeitos de relaxamento (Lugnier et al., 1986; Schoeffter et al.,
1987). Desta forma, novos inibidores da PDE5 foram sintetizados a partir do zaprinast, com o
objetivo final de conceber farmacos anti-hipertensivos ou vasodilatadores coronarios. Um
desses novos inibidores foi o sildenafil, que foi proposto como farmaco anti-hipertensivo,
contudo, durante estudos clinicos, o sildenafil melhorou a disfuncao erétil, apontando a PDE5
como um novo alvo para o tratamento desta disfuncao e aumentando o desenvolvimento de
inibidores da PDE5 (Lugnier, 2006). Além destes inibidores, existem ainda outros, como o
tadalafil e o vardenafil, que estao também a ser usados no tratamento da disfuncao erétil
(Padma-Nathan et al., 2001; Rybalkin et al., 2003; Saenz de Tejada et al., 2001).
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Figura 17 - Estrutura tridimensional da PDE5 nativa de plaquetas humanas, obtida por microscopia
eletronica. Adaptado de (Lugnier, 2006)

o Familia da PDE7

As fosfodiesterases do tipo 7 caracterizam-se por terem uma elevada afinidade para o

CAMP e por serem insensiveis tanto ao cGMP como aos inibidores das PDE3 e PDE4,
nomeadamente o rolipram. Esta familia tem uma sequéncia de aminoacidos distinta das
outras PDEs cujo substrato € o cAMP e nao contém dominios reguladores nem dominios GAF,
uma vez que é especifica para o cAMP. Foram identificados dois genes que codificam estas
fosfodiesterases, sendo estes PDE7A e PDE7B. A PDE7A é expressa nas SMC vasculares da
artéria pulmonar humana assim como em células do endotélio vascular (Lugnier, 2006;
Matsumoto et al., 2003).

Inibidores: Os principais inibidores desta familia de fosfodiesterases sdo o 1C242, que
inibe seletivamente a PDE7, e o BRL50481, com um nivel aceitavel de seletividade (in vitro).
Além destes, foi descoberta uma nova classe estrutural de inibidores potentes e seletivos para

as PDE7, os tiadiazois.

1.6. Macrociclos (MaC)

Pensa-se que, no passado, o modelo classico do farmacéforo foi influenciado pela facil
disponibilidade sintética das estruturas em anel, com cinco ou seis membros. Inicialmente o
desenvolvimento de novos compostos com utilidade na area da saldde envolvia o isolamento
de moléculas a partir de produtos naturais. Assim, os compostos naturais desempenharam um
papel fundamental no desenvolvimento de novos farmacos e tém sido sugeridos como um
excelente ponto de partida para o desenvolvimento de farmacos e muitas abordagens levaram

a descoberta de compostos ativos (Nielsen, 2002; Wessjohann et al., 2005).
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Entre estes compostos naturais ha compostos Macrociclicos (MaC) que apresentam
atividades biologicas notaveis e muitos deles (ou os seus derivados) tém sido utilizados para
desenvolver farmacos (Newman et al., 2003; Wessjohann et al., 2005). Sao caracterizados por
terem uma estrutura semi-rigida em forma de anel, sendo considerados como macromoléculas
ciclicas (Obrecht et al., 2009). Entre este tipo de moléculas temos compostos naturais, por
exemplo eritromicina A (antibiotico), vancomicina (antibiotico), anfotericina B (antiflingico),
e outros compostos sintetizados em laboratorio, como por exemplo o inibidor da enzima
convertidora de angiotensina K-13 (Marsault and Peterson, 2011). Os macrociclos naturais tém
muitas vezes estruturas bastante complexas, com uma grande variedade de tamanhos do anel
e uma constituicdo quimica bastante diversa, e atividades extremamente elevadas. O
tamanho do anel, a distribuicdo do peso molecular, a presenca de diferentes elementos e
grupos funcionais, o padrao de repeticao da distribuicao da carga e polaridade dentro da
molécula (muitas estruturas mostram um lado apolar e lipofilico e um lado polar hidrofilico),
ou até mesmo a presenca de uma pequena fracdo ou um radical aromatico substituido, sado
algumas das propriedades que caracterizam os varios tipos de macrociclos (Wessjohann et al.,
2005).

A maioria dos macrociclos sintéticos e os seus analogos aciclicos tém estruturas
flexiveis e, portanto, cavidades dobraveis. Ao longo da Ultima década, foi feito um progresso
substancial na construcao de hospedeiros moleculares que simulam bolsas de proteinas, como
por exemplo macrociclos, macrobiciclos (Hof and Rebek, 2002). Contrariamente aos bolsos
sofisticados das proteinas, a maioria das cavidades sintéticas apenas permitem um pequeno
controlo sobre as suas dimensoes e funcoes (Gong, 2008).

As estruturas macrociclicas grandes tém propriedades fisicas Unicas, caracteristicas
estruturais peculiares e um comportamento quimico que diferem das suas contrapartes
menores. As suas cavidades bem definidas podem servir como sitios cataliticos, contudo, a
formacao de grandes macrociclos é dificultada pela natureza entropica do processo de
ciclizacao (Feng et al., 2009). Devido ao grande nimero de unidades monoméricas e a
flexibilidade global dos precursores oligoméricos ndo ciclicos, os macrociclos grandes sao
particularmente dificeis de sintetizar. Desta forma, para melhorar a eficacia das reacoes de
macrociclizagao varias estratégias foram adotadas, tais como a ciclizacao utilizando metal, o
fecho do anel intramolecular, e a formacao de ligacbes covalentes reversiveis (Feng et al.,
2009).

A elevada ocorréncia de macrociclos na natureza pode ser racionalizada pelo facto de
que estes compostos constituem um equilibrio entre a sua conformacao e a flexibilidade para
conseguir propriedades de ligacao Optimas para o seu alvo biologico. Desta forma, as
estratégias da natureza para a sintese de macrociclos complexos sdo uma grande fonte de
inspiracao, proporcionando oportunidades tanto para a quimica sintética bem como para a
biotecnologia (Wessjohann et al., 2005). Compostos macrociclicos, como ciclodextrinas,
éteres coroa e poli-heterociclos com anéis oxazole, sdao considerados importantes hospedeiros

seletivos em algumas aplicacoes biologicas: como solubilizadores e estabilizadores de
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farmacos e como agentes anticancerigenos (Cruz et al., 2011; Georgiades et al., 2010; Murray
and Rees, 2009).

1.6.1. Macrociclos estudados

Na Ultima década, estudos biomédicos tém-se focado em estruturas heterociclicas
devido as suas propriedades quimicas e biologicas. As poliaminas macrociclicas compreendem
um grupo caracteristico de heterociclos que podem ser modulados a fim de ligar
seletivamente diferentes espécies de hospedeiros, desde anides inorganicos simples a
moléculas biolégicas, como ATP, DNA e RNA (Llinares et al., 2003; Sharma, 2004). Além disso,
alguns estudos mostraram que os ligandos tetra-azamacrociclos e os seus complexos com
metais de transicdo apresentaram atividade anticancerigena em algumas linhas celulares
cancerigenas, devido a sua capacidade de ligacdo, clivagem e intercalacdo de DNA ou
esgotamento dos niveis de ATP nestas células (Baraldi et al., 2004; Cruz et al., 2012). As
poliaminas macrociclicas cobertas com diversos grupos hidrofobicos e polares permitem o
reconhecimento de sequéncias especificas de DNA e, ao mesmo tempo, sdo facilmente
absorvidas pelas células por cadeias hidrofobicas ligadas a anéis poliaza (Cruz et al., 2012).

No presente estudo, foram analisados quatro macrociclos que possuem anéis de
piridina (py) e fenantrolina (phen) na sua constituicao, sendo estes [32]phen,N,, [30]phen;N,,
[16]phenN; e Me;[28]py,Ns. Estes MaC foram previamente sintetizados por Cruz et al (Cruz et
al., 2011; Cruz et al., 2009; Cruz et al., 2003), e pertencem a diferentes tipos de
macrociclos. O [32]phen;N, e o [30]phen;N, sdo poliazamacrociclos que contém duas unidades
de 1,10-fenantrolina (Cruz et al., 2009). No caso do [16]phenN,, este é um precursor versatil
para a sintese do macropoliciclo criptfen, uma vez que contém dois grupos amina secundarios
que podem ser ligados por cicliza¢ao 2:2 com porcoes 1,0-fenantrolina (Cruz et al., 2011). Por
fim, o Me,[28]py;Ny €& também um poliazamacrociclo, mais concretamente um
octaazamacrociclo de 28 membros derivado do [28]py;Ne.

Um poliazamacrociclo € uma macromolécula ciclica que contém mais de um atomo de
azoto no lugar dos atomos de carbono. Estes compostos e os seus complexos metalicos tém
sido amplamente estudados no que diz respeito as suas propriedades estruturais, espectrais,
redox e biologicas, uma vez que, alguns deles sdao modelos para os centros ativos de
metaloenzimas, sao potencialmente bioativos e podem ser utilizados como drogas e
catalisadores, e representar novos materiais com propriedades elétricas e magnéticas
especificas (Vuckovic et al., 2011; Vuckovic et al., 2009). Relativamente aos octa-
azamacrociclos, estes apresentam propriedades de coordenacao interessantes, uma vez que,
apesar do grande tamanho da cavidade formada pela estrutura do macrociclo, sao capazes de
formar complexos de metais mono- e di-nucleares estaveis, bem como estabilizar varios

anides na forma hexaprotonada (Cruz et al., 2003).
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O efeito destes MaC foi ja estudado em trés tipos de células cancerigenas e nao
cancerigenas, como potenciais sondas fluorescentes para marcar a localizacdo da mitocondria
e do reticulo endoplasmatico (Cruz et al., 2011). Nesse trabalho realizado por Cruz et al.,
determinou-se que estes compostos tém uma localizacdo celular especifica. Através de
microscopia de fluorescéncia detetou-se a presenca destes compostos na mitocondria mas, no
entanto, nao houve qualquer dano sobre a integridade deste organelo, o que sugere que, a pH
fisiologico, os compostos possuem uma carga positiva deslocalizada, permitindo assim que
atravessem as membranas mitocondriais, tal como a membrana plasmatica. Os resultados
deste estudo também mostram que, além da mitocondria, os compostos macrociclicos
também estao presentes no reticulo endoplasmatico, que se pode dever a existéncia de redes
organizadas espacial e funcionalmente, mediadas por proteinas mitocondriais e membranas
associadas a mitocondria que interconectam o RE e a mitocondria. Para além da localizacao,
foi também analisada a citotoxicidade destes compostos, sugerindo que, de forma geral,
estes MaC nao sdo toxicos nas concentracdes usadas, a excecao do [32]phen;N, que, quando
usado em concentracdes inferiores a 0,01uM, possui um efeito tdxico em células
cancerigenas. Em nenhum destes compostos se verificaram efeitos notaveis de apoptose e

necrose (Cruz et al., 2011).
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Figura 18 - Estrutura quimica dos macrociclos que possuem piridina (py) e fenantrolina (phen) na sua
constituicao. Adaptado de (Cruz et al., 2011).
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Capitulo Il - Objetivos

Os compostos macrociclicos (MaC) estudados sao macromoléculas ciclicas que tém a
capacidade de atuarem como transportadores moleculares, uma vez que conseguem
atravessar a membrana celular sem alterar a sua integridade e nado sdo tdxicos nas
concentracoes usadas. Assim, pretende-se que sejam usados como transportadores de
diferentes tipos de farmacos com acdo a nivel cardiovascular para minimizar alguns dos
problemas destes farmacos, nomeadamente a sua biodisponibilidade.

Para analisar a viabilidade dos macrociclos para a utilidade indicada anteriormente,
realizaram-se culturas de células A7r5 (linha celular de células musculares lisas da artéria
aorta embrionaria de rato), uma vez que as SMC vasculares sao fundamentais para a regulacao
do ténus vascular. Nestas células, a regulacdo do fluxo de Ca* é fundamental para a
contracao e a sua desregulacao pode estar envolvida na patofisiologia de diversas doencas
cardiovasculares.

O principal objetivo deste trabalho € analisar os potenciais efeitos toxicos e benéficos
dos MaC sobre as células A7r5, através do estudo da contractilidade e da atividade dos LTCC
destas células. Estes estudos sdo essenciais para uma posterior analise da atividade dos
complexos formados pelos MaC e os farmacos com acao a nivel cardiovascular.

Desta forma, foram definidos diferentes objetivos especificos para atingir a correta

resolucao deste trabalho, sendo estes:

1. Cultura de células A7r5 - linha celular de células musculares lisas da artéria aorta
embrionaria de rato.

2. Andlise do efeito contractil dos macrociclos, a diferentes concentracdes (0,01uM,
0,1uM, 1uM e 10pM), nas células A7r5 através da técnica PCSA - planar cell surface
drea.

3. Andlise do efeito dos macrociclos sobre a atividade dos canais de célcio das células

A7r5, através de um sistema designado Patch Clamp na configuracao whole cell.
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Capitulo Ill - Materiais e Métodos

3.1. Solucbes e Materiais

3.1.1. Solucoes

Nas tabelas seguintes estao representadas as solucdes utilizadas durante a realizacao

deste trabalho, incluindo a sua composicao e respetivas concentracées.

Tabela 2 - Solucoes utilizadas durante a realizacao deste trabalho.

Solucao antibiético-antimicotico (SAA)

Mistura de penicilina (10000 U); estreptomicina
(10 mg) e anfotericina (25 mg)

Solucéo de Dulbecco’s modified Eagle’s
medium/F12 (DMEM-F12)

DMEM-F12 Liofilizado, NaHCOs (1,2g/L) e acido L-
ascorbico (20mg/L)
pH 7,4

Meio de cultura completo (MCC)

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino
(FBS - 10%); Albumina de soro bovino (BSA -0,5%)

Meio de cultura sem soro

DMEM-F12; Albumina de soro bovino (BSA - 0,5%)

Solucao phosphate buffered saline (PBS -
solucao fosfato-salino diluido)

NaCl (110mM); CaCl, (0,15mM); KCL (5mM); MgCl,
(2mM); HEPES (10mM); NaHCO; (10mM); KH,PO,
(0,5mM); NaH,PO, (0,5mM); glicose (10mM) e
EDTA (0.49mM) NaCl; KCl; Na,HPO, e KH,PO,

pH 7,4

Solucdo de PBS-EDTA

PBS com 0,025% de EDTA

Solucao de tripsina-EDTA

0,5¢g de tripsina de porco e 0,2g de EDTA

Solucao de BSA (Albumina de soro bovino)

250g BSA e 10mL H,0

Tabela 3 - Composicao da solugcao do meio interno (MIM A1) para a micropipeta e elétrodo do Patch-

clamp.

HEPES 10,0
EGTA 5,0
CsCl 119,8
MgCly-6H,0 4,0
TEA 10,0
CaCl,-2H,0 0,062
NaATP 3,1
NAGTP 0,42
pH (CsOH) 7,3
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Tabela 4 - Composicao da solucao do meio externo (RCs Ca;) para as placas utilizadas no Patch-clamp.

NaCl 107,1
HEPES 10,0
CsCl 40,0
Glucose 5,0
NaPiruvato 5,0
NaHCO; 4,0
NaH,PO,-H,0 0,8
CaCl,*2H,0 1,8
MgCl,-6H,0 1,8
pH (NaOH) 7,4

3.1.2. Quimicos

Durante a realizacao deste trabalho foram utilizados diversos compostos quimicos e
drogas. Para o PCSA foi usado um fluoroforo para a marcacdo das células A7r5, a
Concanavalina A, adquirido da VectorLab. Utilizaram-se também dois agentes contracteis
diferentes, a serotonina e a noradrenalina, previamente obtidos da Sigma-Aldrich. O Bay
K8644, da marca Tocris, € um agonista dos canais de Ca? usado no Patch-clamp, e foi
inicialmente dissolvido em etanol com concentracao final nao superior a 0,1%. No final, todas
estas drogas sao obtidas por diluicdo em meio externo (RCs Cas). Os macrociclos, testados por
ambas as técnicas, encontram-se dissolvidos em tampao fosfato, no entanto, as solucdes das

diferentes concentracdes foram também obtidas por diluicdo em meio externo (RCs Cas).

3.1.3. Material

Na tabela que se segue estao descritos alguns materiais e equipamentos utilizados

para a realizacao deste trabalho.
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trabalho.
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Balanca digital

Sartorius

Medidor de pH

Metrohm

Frasco de cultura/ multiwells (6 wells)

Orange scientific

Sistema de incubacao

Pecon

PCSA
(Planar Cell
Surface Area)

Caixas de Petri especificas para o
microscopio de fluorescéncia

Sarstedt

Microscopio de fluorescéncia

Zeiss Axio Observer 71

Software especifico do microscopio de
fluorescéncia

Axio Vision program 4,8

Caixas de Petri pequenas

Sarstedt

Elétrodos

Reagente 5, Portugal

Amplificador Axopatch 200B

Axon Instruments, EUA

Patch-clamp Conversor analdgico-digital de interface

de Digidata 1322A

Computador compativel com o software
de Pclamp8

Axon Instruments, EUA

Axon Instruments, EUA

3.2. Métodos

3.2.1. Cultura de células A7r5

As células A7r5 sao uma linha celular do musculo liso vascular que deriva da aorta
embrionaria de rato (Obejero-Paz et al., 1998). Tém sido extensivamente usadas como
modelo para investigar a homeostase do calcio em células vasculares. Além de possuirem
varias propriedades funcionais e estruturais iguais as SMC vasculares, as monocamadas
confluentes das células A7r5 sdo eletrofisiologicamente iguais as SMC vasculares (Marks et al.,
1990). Estas células expressam o mesmo tipo de canais de calcio, dependentes de voltagem e
ativados por recetores, que as células recém-isoladas do musculo liso vascular da aorta de
rato. As correntes de calcio registadas através de Patch clamp na configuracdo whole-cell sao
maiores nesta linha celular do que nas células recém-isoladas (Marks et al., 1990; Obejero-
Paz et al., 1998). Neste sentido, estas células tém uma via de influxo de Ca*" sensivel a
voltagem, que resulta da atividade de canais especificos que abrem a potenciais de
membrana de repouso, e as medicoes das correntes observadas em Patch-clamp na
configuracdo whole-cell indicam que estas correntes se devem a abertura dos LTCC. Além
destes canais, estas células também apresentam outro tipo de VOCC, os canais de Ca®* tipo T.
(Obejero-Paz et al., 1998) (Marks et al., 1990).
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Por se tratar de uma linha celular, estas células tém como vantagem o facil e rapido
crescimento em laboratorio, tornando assim possivel realizar estudos bioquimicos em paralelo
com estudos eletrofisiologicos. Assim, torna-se benéfico usar esta linha celular para explorar
as propriedades das correntes de calcio do musculo liso vascular (Marks et al., 1990).

Procedeu-se a realizacao da cultura celular. As células foram colocadas em frascos de
cultura, aos quais se adicionou meio de cultura completo (DMEM-F12 com soro fetal bovino a
10% e uma mistura de antibioticos), posteriormente foram transferidos para uma incubadora a
37°C numa atmosfera de ar a 95% e CO, a 5%. O meio de cultura foi mudado a cada 2-3 dias.
Quando as células atingem confluéncia, sao tripsinizadas e transferidas para multiwells (6
wells) até voltarem a estar novamente confluentes, altura em que o meio de cultura
completo é substituido pelo meio sem soro, 24 ou 48 horas antes de se realizaram o Patch-

clamp ou o PCSA, respetivamente.

3.2.2. PCSA - Planar Cell Surface Area

o Marcacéao das células A7r5 com o fluoréforo

Como foi referido anteriormente, quando as células A7r5 se encontram em
confluéncia plena, o meio de cultura completo é substituido por meio sem soro, 48 horas
antes da realizacdo da experiéncia. Para a marcacao das células, foi previamente preparada
uma solucao stock de Concanavalina A (1pg/mL) (diluicao de 10x: 1uL de Concanavalina A
para 9L de PBS), da qual se retira 1uL para adicionar a 500uL de meio sem soro. Apos adicao
da solucao de meio sem soro com o fluordéforo as células confluentes, estas sao incubadas a
37°C numa atmosfera de ar a 95% e CO, a 5% durante 24 horas. As células sao entdo
tripsinizadas e colocadas (500uL) em caixas de Petri que possuem na sua base um vidro
especifico para a fluorescéncia. Colocam-se novamente na incubadora, a 37° C numa
atmosfera de 95% de ar e 5% de CO,, durante 4 horas. Apds este periodo de incubacéo, a
solucdo de meio sem soro com concanavalina é removida da caixa e, para remover o excesso
de fluordforo, realizam-se 4 lavagens com 500pL de PBS, e mantém-se a Gltima lavagem como

meio para posteriormente levar para o ensaio microscopico.

o Analise das células A7r5 no microscopio de fluorescéncia

As células foram observadas através do microscopio invertido de fluorescéncia da
marca Zeiss Axio Observer Z1. Este € um microscopio totalmente motorizado, equipado com
uma camara digital monocromatica de alta velocidade (Axio Cam Hsm) e possui um sistema
de incubacao incorporado, que permite o controlo da temperatura, determinante para a

manutencao da viabilidade das células.
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Apds a primeira observacao das células, tiraram-se duas fotografias, com e sem
fluorescéncia, para servirem de controlo, e é adicionado o agente contractil (serotonina -
1uM; noradrenalina - 1uM). Passados 20 minutos tira-se uma nova fotografia, desta vez com
fluorescéncia, e adiciona-se o macrociclo (uma das quatro concentracoes de um dos quatro
macrociclos). Ao fim de 20 minutos volta-se a tirar uma ultima fotografia, com o efeito que os
MaC tiveram sobre a pré-contracdo das células. Realizou-se a analise e o tratamento das
imagens através do programa Axionvision 4.8 software, recorrendo ao suplemento Automatic
measurement programs, que permitiu medir a diferenca de area das células ap6s a adicao do

agente contractil e dos MaC.

A partir do momento em que se comeca a usar o fluoréforo, assim como os agentes
contracteis, todos os procedimentos sao realizados na auséncia de luz, e todo o material que
contém estes quimicos é envolvido em papel de aluminio e deve-se evitar uma exposicao

prolongada a ambientes luminosos.

3.2.3. Patch-clamp - Configuracao whole-cell

o Principios gerais

Neher e Sakmann (1976) introduziram a técnica de Patch-clamp que permitiu, pela
primeira vez, observar e determinar o fluxo das correntes de canais i6nicos individuais. Para
que tal aconteca, uma pequena pipeta de vidro, polida por calor, é pressionada contra a
membrana da célula, formando um “selo” elétrico entre a superficie interna da micropipeta e
a membrana celular. A aplicacao de uma pressao negativa no interior da micropipeta provoca
um aumento na resisténcia do “selo”, que passa a ser designado de giga-ohm seal
(resisténcia>10GQ). Forma-se assim a configuracdo cell-attached, que permite que a corrente
ionica flua através dos canais abertos na porcao da membrana eletricamente isolada para a
micropipeta (Hamill et al., 1981). A estabilidade mecanica do “selo” permite a realizacao de
varias configuracdes para o estudo dos canais i6nicos. Uma grande vantagem desta técnica é a
capacidade de detetar correntes idnicas em diversos tipos células, nomeadamente nas SMC
vasculares (Hamill et al., 1981; Neher et al., 1978).
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Figura 19 - Representacao esquematica dos procedimentos que levam as diferentes configuracoes do
Patch-clamp. Adaptado de (Hamill et al., 1981).

o Patch-clamp na configuracao whole-cell

Apds a obtencao do “selo”, a membrana que se encontra na micropipeta pode ser
quebrada, gerando-se uma continuidade entre a solucao da micropipeta e o interior da célula.
Forma-se assim uma via de baixa resisténcia elétrica entre estes dois meios, o que torna
possivel o controlo da voltagem da célula. A esta configuracdo da-se o nome de whole-cell
uma vez que permite medir as correntes ionicas associadas a todos os canais ionicos

existentes na membrana celular (Angus, 1996 ).
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Além da capacidade de medir as correntes de todos os canais presentes na membrana
celular, esta configuracdo tem também como vantagem permitir controlar as solucoes
internas da célula, uma vez que as pipetas utilizados tém um didametro relativamente grande
para uma facil permutacao entre os conteldos da célula e da micropipeta (Angus, 1996 ).

A difusao imediata dos constituintes da micropipeta para a célula também tem sido
explorada com intuito de modificar a concentracao intracelular de segundos mensageiros
putativos. Deste modo a sua influéncia sobre a funcdo do canal pode ser investigada
diretamente (Angus, 1996 ).

o Medicao da corrente dos canais de calcio tipo L (Ica)

Para a realizacao do Patch-clamp é necessario que as células estejam confluentes e,
quando tal acontece, o meio de cultura completo € substituido por meio sem soro, 24 horas
antes da realizacdo da experiéncia, e apds este periodo as células sdo tripsinizadas e
mantidas a 4°C em meio sem soro até se iniciar o procedimento.

Antes de se dar inicio a esta técnica, € necessario introduzir o meio interno na
micropipeta e no elétrodo (feito de vidro macio de borosilicato - Reagent 5, Portugal) e o
meio externo na caixa de Petri onde se colocam as células.

A medicao das correntes ionicas foi realizada com o auxilio de um amplificador de
voltagem Axopatch 200B de patch-clamp (Axon instruments, USA), a uma frequéncia de
10kHz através de um conversor analogico-digital de interface de Digidata 1322A (Axon
instruments, USA), ligado a um computador compativel com o software de Pclamp8 (Axon
instruments, USA). O Patch-clamp foi efetuado na configuracdo whole-cell de forma a
registar as correntes de Ca® tipo L (Ica), €, para tal, as células A7r5 foram mantidas a um
potencial de repouso de -80 mV e despolarizadas a cada 8 segundos a 0 mV durante 500 ms.

Apos estabilizacao das correntes, as solucoes de controlo (RCS Cas) e que contém as
drogas (MaC - 0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) foram aplicadas na caixa de Petri que contém o
meio externo, colocando a célula junto a abertura de um capilar com 250um de diametro,
fluindo com um caudal de 20pL min™"'. Também se testou o efeito destes MaC sobre as
correntes estimuladas por Bay K (0,01puM), com uma solucdo de controlo igual (RCS Cas) e as
solucdes que contém as drogas foi adicionado o Bay K, que sendo um agonista deste tipo de
canais estimula as respetivas correntes. Todas estas solucdes foram previamente dissolvidas
em meio externo.

Todas as experiéncias eletrofisioldgicas foram realizadas a temperatura ambiente,

sendo os protocolos de estimulacdo dependentes da corrente ionica a analisar.
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3.2.4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaStat Statistical Analysis
System, versao 3.5 (2007). Os resultados foram expressos em funcdo da média = S.E.M. de n
experiéncias. A significancia estatistica entre dois grupos de dados foi analisada utilizando o
teste t-Student e Mann-Whitney (teste ndo paramétrico). A comparacao entre mais de dois
grupos de dados foi analisada segundo o método One-way ANOVA e o teste One Way Kruskal-
Wallis (teste ndo paramétrico). Os niveis de probabilidade inferiores a 5% foram considerados

significativos (P <0,05).
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Capitulo IV - Resultados

4.1. Efeito dos MaC na contractilidade apos contracao com Serotonina (5-HT)

Foi analisado o efeito de diferentes concentracées (0,01uM, 0,1uM, 1pM e 10puM) de
varios macrociclos em células A7r5 pré-contraidas com 5-HT (1pM).

A elevadas concentracoes, o MaC [32]phen;N, ndao induziu efeito significativo sobre as
contracdes induzidas por 5-HT (P>0,05). S0 a concentracao 0,01uM é que induziu um aumento

significativo da contracao provocada por 5-HT (P<0,001) (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito do [32]phen;N4 (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracdes induzidas por 5-HT
(1UM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacao da area celular, as barras
representam a média e as linhas o erro padrao. *** P<0,001 versus as contracdes induzidas por 5-HT. A
analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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O MaC [30]phen;N,, a concentracdes de 1uM e 10uM, aumentou significativamente a
contracdo induzida por 5-HT em células A7r5 (P<0,001 e P<0,05, respetivamente).
Concentracoes mais baixas (0,01uM e 0,1pM) nao provocaram efeito significativo (P>0,05)
(Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do [30]phen;Ng (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracées induzidas por 5-HT
(1uM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacdo da area celular, as barras
representam a média e as linhas o erro padrao. * P<0,05 versus as contracdes induzidas por 5-HT. ***
P<0,001 versus as contracdes induzidas por 5-HT. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t-student.
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SO a adicao de 0,1uM de [16]phenN, as células A7r5 pré-contraidas por serotonina
modificou significativamente a percentagem da area celular (P<0,001). Outras concentracoes
usadas de [16]phenN, ndao provocaram aumentos significativos da contracao induzida por 5-HT
(Figura 22).

40 -
—
T B
© ) T
L ouwm
S & 5 304
0 8 '
q-) \cU (n 25-
T ®© @© ;
c O O
S o'w 207
—_ z(-s b o **k%k
0 O Cc i 17 7
sg8g ] o T i
c J
8 z C_mU 10
N
5’-«@ 5 4 (1T7)
O L] L] L] L]
0,01 0,1 1 10

Concentragao [16]phenN, (uM)

Figura 22 - Efeito do [16]phenN, (0,01pM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracdes induzidas por 5-HT
(1UM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacao da area celular, as barras
representam a média e as linhas o erro padrao. *** P<0,001 versus as contracdes induzidas por 5-HT. A
analise estatistica foi realizada pelo teste t-student.
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S6 a adicao de 0,01uM de Me,[28]py:Ns as células A7r5 pré-contraidas por serotonina
modificou significativamente a percentagem da area celular (P<0,05). Outras concentracoes
usadas de Me,[28]py,N, nao provocaram aumentos significativos da contracao induzida por 5-
HT (P>0,05) (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do Me;[28]py;Ns (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracoes induzidas por 5-HT
(1uM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacdo da area celular, as barras
representam a média e as linhas o erro padrao. * P<0,05 versus as contracdes induzidas por 5-HT. A
analise estatistica foi realizada pelo teste t-student.
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4.2. Efeito dos MaC na contractilidade apos contracao com Noradrenalina (NA)

Para além da serotonina utilizou-se ainda outro agente contractil, a noradrenalina.
Ambos os agentes sdo reguladores fisioldgicos da contractilidade vascular mas, no entanto,
diferem bastante no modo de atuacdo. Enquanto a 5-HT atua através da ativacdo dos
recetores 5-HTz e 5-HT,a, que se ligam as proteinas G; e Gq/44 inibindo a adenil ciclase e
ativando a fosfolipase C (PLC), respetivamente, a NA intervém no processo de contracao por
ligacdo aos recetores adrenérgicos al que estdo associados a diferentes proteinas G,
provocando ativacao de PLC. Desta forma, e uma vez que as vias de sinaliazacao ativadas por
estes agentes contracteis envolvem diferentes recetores, analisou-se o efeito de cada
macrociclo (0,01pM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a contractilidade induzida por noradrenalina
(THM).

Apenas a adicdo de 10uM de [32]phen,N; as células A7r5 pré-contraidas por
noradrenalina induziu um aumento significativo da contracao provocada por NA (P<0,001).
Todas as outras concentracées usadas de [32]phen;N, nao provocaram aumentos significativos

da contracao induzida por NA (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito do [32]phen;N4 (0,01pM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracdes induzidas por
noradrenalina (1gM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacao da area
celular, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. ** P<0,01 versus as contracoes
induzidas por noradrenalina. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney
(teste nao paramétrico)
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O [30]phen;N¢ provocou aumento da contractilidade induzida por noradrenalina em
células A7r5, exceto para a concentracdo de 1uM que nao teve efeito significativo (P>0,05)
(Figura 25).
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Figura 25 - Efeito do [30]phen;N, (0,01pM, 0,1uM, 1pM e 10pM) sobre as contragdes induzidas por
noradrenalina (1uM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacao da area
celular, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. * P<0,05 versus as contracoes
induzidas por noradrenalina. ** P<0,01 versus as contracdes induzidas por noradrenalina. A analise
estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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O [16]phenN,, a concentracées de 0,01pyM, O0,1yM e 10pM, aumentou
significativamente o efeito contractil da noradrenalina nas células A7r5 (P<0,05 e P<0,01),
mas a concentracdao de 1uM de [16]phenN, nao teve qualquer efeito sobre a contracao
provocada por noradrenalina (P>0,05) (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito do [16]phenN, (0,01uM, 0,1pM, 1uM e 10uM) sobre as contracoes induzidas por
noradrenalina (1pM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacdo da area
celular, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. P<0,05 versus as contracdes induzidas
por noradrenalina. ** P<0,01 versus as contracoes induzidas por noradrenalina. * A analise estatistica foi
realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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A administracao do MaC Me,[28]py;N¢ as células A7r5 pré-contraidas por noradrenalina
provocou um efeito variavel, estimulando as contracdes a concentracoes de 0,01uM e TuM
(P<0,001), enquanto que a concentracoes de 0,1uM e 10uM nao provocou variacao
significativa da contratilidade provocada por noradrenalina (P>0,05) (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito do Me,[28]py.N¢ (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre as contracdes induzidas por
noradrenalina (1uM) em células A7r5. Os dados foram expressos em percentagem de variacao da area
celular, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. *** P<0,001 versus as contracoes
induzidas por noradrenalina. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney
(teste nao paramétrico).

4.3. Efeito dos MaC sobre a corrente basal de Ca?* e estimulada por Bay K

Para analisar o efeito dos MaC sobre a atividade dos LTCC em células A7r5, foi
estudado o seu efeito sobre a corrente basal de Ca** (em auséncia de qualquer estimulo) e da
corrente estimulada por Bay K (0,01uM), uma di-hidropiridina que ativa estes canais. O Bay K

estimulou a corrente basal em 94,94+6,72% da corrente basal.

O [32]phen;N4, ndo afeta significativamente a corrente basal de Ca® (Figura 28),

embora nas concentracdes mais baixas iniba ligeiramente a corrente.
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Figura 28 - Efeito do [32]phen;N, (0,01puM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente basal de CaZ* (Ica). Os
dados foram expressos em percentagem da corrente basal, as barras representam a média e as linhas o
erro padrao. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao
paramétrico).

O [32]phen;N, também nado afeta significativamente a corrente de Ca’ estimulada

por Bay K, embora iniba ligeiramente esta corrente (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito do [32]phen;N, (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente de CaZ* pré-estimulada
por Bay-K. Os dados foram expressos em percentagem do efeito do MaC sobre a corrente estimulada por
Bay K, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. A analise estatistica foi realizada pelo
teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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As figuras 30 e 31 dizem respeito ao efeito do MaC [30]phen;Ny, em que se verifica um
pequeno aumento nao significativo da corrente basal Ca** e ndo se verifica efeito significativo
sobre a corrente estimulada por Bay K.
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Figura 30 - Efeito do [30]phen;Ng (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente basal de Ca®* (Ica.). Os
dados foram expressos em percentagem da corrente basal, as barras representam a média e as linhas o
erro padrado. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student.
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Figura 31 - Efeito do [30]phen,N¢ (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente de Ca?* pré-estimulada
por Bay-K. Os dados foram expressos em percentagem do efeito do MaC sobre a corrente estimulada por
Bay K, as barras representam a média e as linhas o erro padrdo. A analise estatistica foi realizada pelo
teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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0 macrociclo [16]phenN, provoca um ligeiro aumento nao significativo da corrente de
basal Ca** para a maioria das concentracdes usadas (Figura 32). No entanto, sobre a corrente

de Ca®" estimulada por Bay K nao se verifica efeito significativo (Figura 33).
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Figura 32 - Efeito do [16]phenN, (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente basal de Ca** (Ica). Os
dados foram expressos em percentagem da corrente basal, as barras representam a média e as linhas o
erro padrao. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao
paramétrico).
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Figura 33 - Efeito do [16]phenN, (0,01uM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente de Ca?* pré-estimulada
por Bay-K. Os dados foram expressos em percentagem do efeito do MaC sobre a corrente estimulada por
Bay K, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. A analise estatistica foi realizada pelo
teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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Em relacao ao efeito do Me;[28]py,N¢ sobre as correntes de calcio, observou-se que

este macrociclo provocou um aumento nao significativo da intensidade das correntes, tanto a

nivel da corrente basal de Ca®* (Figura 34) como a nivel da corrente de Ca®* estimulada por
Bay K (Figura 35).
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Figura 34 - Efeito do Me,[28]py,Ng (0,01pM, 0,1uM, 1uM e 10uM) sobre a corrente basal de Ca?" (Ica.). Os
dados foram expressos em percentagem da corrente basal, as barras representam a média e as linhas o
erro padrao. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao
paramétrico).
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Figura 35 - Efeito do Me,[28]py;N¢ (0,01pM, 0,1uM, 1uM e 10pM) sobre a corrente de Ca?* pré-

estimulada por Bay-K. Os dados foram expressos em percentagem do efeito do MaC sobre a corrente

estimulada por Bay K, as barras representam a média e as linhas o erro padrao. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t-student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico).
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Capitulo V - Discussao

Novos compostos tém vindo a ser desenvolvidos com o objetivo de incorporar e
transportar moléculas, dos quais se destacam os macrociclos (MaC). Tendo conhecimento que
estas macromoléculas tém a capacidade de atravessar a membrana plasmatica sem danificar
a célula e que, de acordo com estudos realizados por Cruz et al., podem ser usados em
diferentes tipos de células ndo sendo toxicos nas concentracdes usadas, decidiu-se observar
se teriam efeito sobre as funcdes das células vasculares. Desta forma, foram analisados os
macrociclos [32]phen;N,4, [30]phen;Ns, [16]phenN, e Me,;[28]py;Ns, previamente sintetizados
por Cruz e colaboradores, tendo sido escolhidas diferentes concentracées (0,01uM, 0,1uM,
1uM e 10pM) de acordo com estudos realizados anteriormente (Cruz et al., 2011; Cruz et al.,
2009; Cruz et al., 2003).

De forma a estudar eficazmente o efeito dos MaC sobre a contractilidade vascular
recorreu-se a uma técnica denominada Planar Cell Surface Area (PCSA) e, para tal, as células
A7r5 foram pré-contraidas com dois agentes contracteis diferentes, a serotonina (5-HT) e a
noradrenalina (NA). A escolha destes dois agentes deveu-se ao potente efeito de contracao
gue possuem e ao facto de serem reguladores fisiologicos da contractilidade vascular.

Em cada experiéncia, apds a adicdo de cada agente contractil tira-se uma
microfotografia e adiciona-se uma das concentracées de um MaC especifico, esperando mais
tempo para tirar uma nova microfotografia. Os dados sdo obtidos através das fotografias
tiradas e, apds processamento com um programa especifico, torna-se possivel medir a
diferenca de area das células apos a adicao dos agentes contracteis e dos MaC. Neste sentido,
relativamente ao efeito contractil induzido pelos diversos MaC, observa-se que todos eles tém
efeitos diferentes nas diferentes concentracdes. Apos administracao tanto de [32]phen;N,
como de Me;[28]py;Ns, ndo houve qualquer efeito sobre a area celular ja contraida com 5-HT,
com excecao da administracao destes dois compostos na concentracao de 0,01uM, em que
houve um aumento significativo da contracao provocada por 5-HT. No caso do [16]phenN,,
este MaC apenas aumentou a contracado quando adicionado na concentracao de 0,1uM, todas
as outras concentragdes nao induziram qualquer efeito sobre a area das células. No que diz
respeito ao [30]phen;N¢ este provocou um efeito bifasico, uma vez que nas concentracdes
mais baixas ndo induziu qualquer efeito, contrariamente as concentragdes mais elevadas, em
gue se observou um efeito contractil pronunciado relativamente a contracao induzida por 5-
HT. Nas células pré-contraidas com NA os resultados nao sdo concordantes com os da pré-
contracao por 5-HT, uma vez que, neste caso, o [32]phen,N, ndao provocou qualquer efeito
sobre a contracao pré-induzida por NA quando administrado nas concentracdes mais baixas,
no entanto, quando usado a 10uM, este MaC provoca um aumento significativo da contracao
provocada por NA. Contrariamente aos MaC [30]phen;N¢ e [16]phenN,, que provocaram um
aumento da contractilidade induzida por noradrenalina em células A7r5, a excecao da

concentracdo de 1PM que ndo teve qualquer efeito sobre a area celular. Por fim, o
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Me,[28]py.Ns apresenta um efeito variavel nas diversas concentracdes, pois apenas provoca
variacao significativa da contratilidade provocada por noradrenalina em duas das quatro
concentracoes usadas.

Comparando assim os efeitos dos MaC sobre a area celular apo6s contracdo com 5-HT e
com NA, verifica-se que no caso do [32]phen;N,, apenas os resultados referentes as
concentracoes de 0,1uM e 1uM parecem estar concordantes, pois ndao induzem aumento da
variacdo da area celular e, consequentemente, nao induzem contracdo. No caso do MaC
[30]phen;N¢, somente na concentracdo mais elevada (10uM) € que houve concordancia dos
resultados, induzindo contracao celular sobre a pré-contracdo com 5-HT e com NA. Os efeitos
do [16]phenN; sobre as células A7r5 apds contracdo com os agentes contracteis apenas foram
concordantes nas concentracdes intermédias (0,1uM e 1pM), contudo esses efeitos sao
opostos, uma vez que na concentracao 0,1pyM se verificou um aumento significativo da
contractilidade celular, enquanto que na concentracao de 1pM nao se verificou qualquer
efeito sobre a area celular. Por fim, no caso do Me;[28]py;Ns, a maioria das concentracoes
apresenta resultados concordantes entre a 5-HT e a NA, verificando-se um aumento da
variacdo da area para 0,01pM, ocorrendo assim uma contracdo mais significativa, e para
0,1uM e 10pM nao se verifica qualquer efeito sobre a area celular.

Neste trabalho os agentes contracteis foram usados na concentracao de 1uM e, pelos
resultados obtidos, a percentagem de reducao da area celular nas diversas experiéncias foi
mais linear (constante) no caso da NA, situando-se entre 7% e 13% (com excecao das
experiéncias para 10uM de Me;[28]py,Ns), do que a reducao provocada pela 5-HT, entre 6% e
26%. Esta discrepancia, assim como os efeitos contraditorios que os MaC apresentaram apos
contracdo com os diferentes agentes contracteis, pode dever-se as diferencas no mecanismo
contractil de cada agente. Os efeitos contracteis da 5-HT devem-se a ativacao dos recetores
5-HTis e 5-HT;s, que se ligam a proteina G; inibindo a adenil ciclase e a proteina Ggq/11
ativando a PLC, respetivamente (Kaumann and Levy, 2006). A NA intervém no processo de
contracdo do musculo liso vascular através da ativacao de recetores adrenérgicos al que
estdo associados a diferentes proteinas G, provocando o aumento da [Ca’'];, e consequente
contracao (Guimaraes and Moura, 2001).

As diferencas observadas na acdo dos MaC sobre as células A7r5, apds adicdo dos
agentes contracteis, podem dever-se a diversos fatores. Além dos diferentes mecanismos
contracteis da 5-HT e da NA anteriormente mencionados, podem ainda considerar-se o tempo
de estabilizacdo apos adicao destes mesmos agentes e o aparecimento de fotobleashing. O
tempo de estabilizacao tanto para a serotonina como para a noradrenalina foi de 20 minutos,
igual ao tempo de estabilizacdo dos diferentes MaC. Devido as diferencas nos resultados
apresentados, pode considerar-se que este tempo nao tera sido o suficiente para a completa
estabilizacdo dos agentes. Além disso, como o estudo dos macrociclos sobre este tipo de
células é ainda recente, seria necessario determinar qual o tempo exato que estes compostos
demorariam a produzir o seu efeito, podendo esse diferir entre os diferentes MaC estudados.

Outra possivel explicacdo para estes resultados esta no uso da fluorescéncia, que pode ser
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considerado como uma desvantagem, uma vez que esta promove o0 aparecimento do
fotobleashing. Neste processo as moléculas de fluorocromo sofrem destruicdo quimica apos a
exposicao a luz, perdendo assim a sua capacidade de fluorescéncia. Desta forma, para reduzir
ao maximo o processo de fotobleashing, a exposicao a luz das células marcadas deve ser
minima, assim como o nimero de fotografias nao deve ultrapassar as 4, uma vez que estas
precisam da fluorescéncia ligada. Por fim, tendo em consideracdao que o PCSA é ainda uma
técnica relativamente recente, esta discrepancia nos resultados pode também dever-se ao
facto de ainda ndo estar completamente otimizada assim como a falta de pratica dos seus

utilizadores.

Sabendo que a [Ca®]; é o principal determinante da contracdo do muUsculo liso (Stull
et al., 1991), apos a analise do efeito dos MaC sobre a contractilidade, tornou-se necessario
estudar o efeito que estes compostos poderiam ter sobre as correntes de Ca*', de forma a
compreender o mecanismo pelo qual as células contraem e se os canais de Ca’" estariam
envolvidos neste processo. Posto isto, pos-se em pratica o Patch-clamp na configuracao
Whole-cell. Através desta técnica analisou-se o efeito dos MaC sobre a corrente basal de Ca®*
assim como sobre a corrente de Ca** estimulada por Bay K.

Também nesta técnica se observa, a partir dos resultados obtidos, que os efeitos
provocados pelos MaC diferem um pouco entre as correntes basal e estimulada por Bay K. No
que diz respeito ao efeito basal da corrente de Ca?*, destaca-se o macrociclo [32]phen;N,,
pois este inibe ligeiramente a corrente de Ca** nas concentracdes mais baixas, ao contrario
dos outros trés macrociclos estudados, que parecem aumentar, de forma nao significativa, a
corrente idnica de Ca’* para todas as concentracdes analisadas. Em relacdo ao efeito destes
compostos macrociclicos sobre a corrente iénica estimulada por Bay K, observa-se que o
[32]phen;N, e o [16]phenN, ndo afetam significativamente a corrente de Ca’" estimulada por
Bay K, embora o [32]phen;N, apresente um efeito mais pronunciado, inibindo ligeiramente
esta corrente (figuras 29 e 33). O [30]phen,;N¢ parece nao ter qualquer efeito sobre a corrente
pré-estimulada por Bay K, a excecdo da concentracdo mais elevada (10uM), em que se
observa um ligeiro aumento da corrente. Contrariamente aos outros macrociclos, o
Me,[28]py;N¢ € o Unico que apresenta um aumento nao significativo da intensidade da
corrente para todas as concentracdes, ou seja, parece estimular a corrente de ca*
estimulada por Bay K. Pelos resultados obtidos, verifica-se que, ao comparar as duas
correntes analisadas (basal e estimulada por Bay K), apenas os MaC [32]phen,N; e
Me,[28]py;Ns apresentam efeitos coincidentes, uma vez que o [32]phen,N, inibe e o
Me,[28]py;Ne estimula ambas as correntes, de forma nao significativa.

O Bay K 8644, uma di-hidropiridina que atua como um agente inotropico positivo, é
um ativador direto e especifico dos LTCC, uma vez que interage diretamente com estes canais
promovendo o influxo de Ca?* (Thomas et al., 1985). O uso deste agonista foi essencial neste
estudo uma vez que tem a capacidade de potenciar os efeitos observados sobre as correntes

basais, e como se trata de um agente especifico para os LTCC, é possivel garantir que nao
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existe qualquer interferéncia por parte de outro tipo de canais ionicos. Desta forma, as
discrepancias observadas nos resultados obtidos, nomeadamente nos macrociclos [30]phen;Ng
e [16]phenN,, podem dever-se a algum tipo de interferéncia por outras correntes ionicas
sobre a corrente basal de Ca?*, que ndo acontece na corrente estimulada por Bay K.

Tendo em conta todos os resultados obtidos é essencial comparar os efeitos exercidos
por cada macrociclo nestas duas técnicas. Desta forma, observa-se que o [32]phen;N,4 nao tem
qualquer efeito sobre a contracao induzida por serotonina e noradrenalina e, relativamente
as correntes idnicas, este composto inibe ligeiramente as correntes de Ca®', tanto a nivel
basal como a nivel da corrente estimulada por Bay K. No que diz respeito ao composto
[30]phen;N¢, verifica-se que induz um efeito contractil nas concentracdes mais baixas e
parece estimular muito ligeiramente apenas a corrente basal de Ca*". O [16]phenN,, por sua
vez, provoca reducao da area celular apos adicao dos agentes contracteis mas, no entanto,
nao exerce qualquer efeito sobre as correntes ionicas, uma vez que nao ativa nem inibe os
canais de Ca®'. Verifica-se entdo uma oposicdo nos efeitos que este macrociclo exerce sobre
as células A7r5, uma vez que provoca contracdo sem ter efeito sobre as correntes de Ca*'.
Isso é possivel devido a existéncia de outras vias que levam ao processo de contracdo sem
ativarem os canais de Ca?*, ou seja, o [16]phenN, pode contrair as células através de vias
independentes de Ca?*, nomeadamente a cascata de fosforilacdo das MAPK. Por ultimo, o
Me;[28]py:N¢ ndo apresenta um efeito significativo sobre a reducdo da area celular mas, no
entanto, estimula, de forma nao significativa, a corrente basal de Ca?* e a estimulada por Bay

K, isto &, ativa os LTCC.

Em suma, estes dados sugerem que os macrociclos podem, de facto, ser usados como
transportadores moleculares nas células A7r5, e de todos os MaC estudados, o [32]phen;N,4
(0,1uM) pode ser considerado como o melhor transportador de farmacos, pois além de inibir
as correntes de Ca’* nao tem qualquer efeito sobre a contracdo pré-induzida pelos agentes
contracteis analisados. Por outro lado, o Me;[28]py;Ns parece ser aquele que nao deve ser
utilizado como transportador molecular, uma vez que parece provocar um aumento

consideravel das correntes de Ca*, podendo ser prejudicial para o sistema cardiaco.
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Conclusao

Os compostos macrociclicos (MaC) utilizados sdao macromoléculas ciclicas que tém a
capacidade atravessar a membrana celular sem alterar a sua integridade e nao sao téxicos nas
concentracoes usadas. Sao considerados como importantes hospedeiros seletivos em algumas
aplicacoes biologicas, formando complexos estaveis e especificos, e muitos sistemas de
libertacao de drogas sdo baseadas nestas caracteristicas. Desta forma, os dados obtidos neste
estudo corroboram a utilizacdo destes macrociclos como transportadores moleculares nas
células em questdo, sendo o [32]phen;N, na concentracao de 0,1uM o melhor transportador de
farmacos de todos os MaC estudados, uma vez que por inibir as correntes de Ca?* e ndo ter
qualquer efeito sobre a contracdo pré-induzida pelos agentes contracteis, nao apresenta um
efeito prejudicial sobre o sistema cardiovascular. Por outro lado, os MaC [30]phen;N¢ e
Me,[28]py;Ne, parecem ser aqueles que nao devem ser utilizados como transportadores
moleculares, particularmente este Ultimo, uma vez que provoca um aumento consideravel das
correntes de Ca®, podendo ser prejudicial para o sistema cardiaco. No caso do [16]phenN,,
este teria que ser alvo de mais estudos, nomeadamente no que diz respeito as vias de
sinalizacdo que conduzem a contracdo, uma vez que se verifica uma oposicao nos efeitos que
este macrociclo exerce sobre as células A7r5, provoca contracdo mas nao exerce qualquer
efeito sobre as correntes de Ca*".

Uma posterior analise dos complexos MaC-Inibidores de fosfodiesterases e da sua
eficiéncia para inibir as PDE e regular funcdes vasculares seria necessaria para complementar
este estudo. No entanto este é apenas o primeiro passo antes de tentar usar os compostos
macrociclicos como transportadores de farmacos.

Para um estudo mais completo, e de forma a comprovar resultados obtidos, seria
interessante usar o Patch-clamp para estudar o efeito destes compostos macrociclicos sobre
os canais de K*, assim como recorrer a técnicas diferentes, nomeadamente o Banho de Orgaos

com artérias para observar o efeito contractil.
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