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RESUMO

O estudo dos receptores a1-adrenérgicos no sistema cardiovascular e genitourinario
é importante devido ao seu papel na regulagdo da vasoconstricdo e pressao
sanguinea, assim, antagonistas desses receptores sdo usados no tratamento da
hipertensdo e sintomas da hiperplasia benigna prostatica. Devido a isso, estudos
tém buscado avaliar moléculas a base de pirimidinonas como possiveis
antagonistas dos receptores a1-adrenérgicos. O estudo proposto tem como objetivo
a avaliagdo dos compostos SATICI e SATI4T com agao antagonista dos receptores
al-adrenérgicos em aorta de ratos. Foi realizado experimentos de reatividade
utilizando a artéria aorta de ratos wistar, onde anéis de 4mm foram testados com os
compostos em resposta ao agonista a;-adrenérgicos. A analise estatistica foi
realizada para calcular o Emax e pCEs,, a fim de verificar diferencas entre os
grupos, com um nivel de significancia de 5%. No Composto SATICI, a poténcia foi
alterada apenas na concentracao de 1000umol/L (Controle: pCEs, = 7,567; 10
pumol/L: pCEs, = 8,461; 100 umol/L: pCEs, = 6,673; 1000 pmol/L: pCEs, = 5,979),
com SATI4T nao teve efeito significativo nas contragdes induzidas pela fenilefrina,
exceto a 10 ymol/L, onde aumentou a for¢ca. A poténcia nao foi significativamente
afetada. (Controle: Emax = 2,186g, pCE50 = 7,567; 10 umol/L: Emax = 4,645g,
pCES50 = 8,017 ; 100 ymol/L: Emax = 2,065g, pCE50 = 7,746; 1000 umol/L: Emax =
2,210g, pCE50 = 6,682) . SATICI possui potencial como antagonista superavel dos
receptores a;-adrenérgicos ndao havendo reducdo do efeito maximo em todas as
concentragbes testadas, enquanto SATI4T demonstrou nenhum resultado
significativo como antagonista, o que sugere explorar mais estudos dada a possiveis

influéncias em outros subtipos dos receptores.

Palavras-Chave: Antagonistas adrenérgicos alfa. Pirimidinonas. Hipertensao

arterial.



ABSTRACT

The study of a1-adrenergic receptors in the cardiovascular and genitourinary system
is important due to their role in regulating vasoconstriction and blood pressure. Thus,
antagonists of these receptors are used in the treatment of hypertension and
symptoms of benign prostatic hyperplasia. Consequently, studies have sought to
evaluate pyrimidinone-based molecules as potential antagonists of a1-adrenergic
receptors. The proposed study aims to evaluate the compounds SATICI and SATI4T
with antagonist action on a1-adrenergic receptors in rat aorta. Reactivity experiments
were conducted using the aorta artery of Wistar rats, where 4mm rings were tested
with the compounds in response to the a1-adrenergic agonist. Statistical analysis
was performed to calculate Emax and pEC50 to verify differences between the
groups, with a significance level of 5%. In the SATICI compound, potency was
altered only at a concentration of 1000umol/L (Control: pEC50 = 7.567; 10 pymol/L:
pECS50 = 8.461; 100 pymol/L: pEC50 = 6.673; 1000 pmol/L: pEC50 = 5.979), while
SATI4T had no significant effect on phenylephrine-induced contractions, except at 10
umol/L, where it increased strength. Potency was not significantly affected. (Control:
Emax = 2.186g, pEC50 = 7.567; 10 ymol/L: Emax = 4.645g, pEC50 = 8.017; 100
pmol/L: Emax = 2.065g, pEC50 = 7.746; 1000 umol/L: Emax = 2.210g, pEC50 =
6.682). SATICI has the potential as a surmountable antagonist of a1-adrenergic
receptors without a reduction in maximum effect at all tested concentrations, while
SATI4T showed no significant result as an antagonist, suggesting further exploration

in studies given possible influences on other receptor subtypes.

Keywords: Alpha adrenergic antagonists. Pyrimidinones. Arterial hypertension.
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RECEPTORES ALFA1-ADRENERGICOS EM RATOS
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1L aboratorio de Nutricio, Atividade fisica e Plasticidade Fenotipica. Universidade Federal de

Pernambuce, Centro Académico de Vitoria, Vitona de Santo Antio. Brasil.

RESUMO
0O estudo dos receptores al-adrenérgicos no sistema cardiovascular e genitourinario €
importante devido ao seu papel na regulacio da vasoconstrigio e pressio sanguinea, assim,
antagonistas desses receptores sdo usados no tratamento da hipertensfo e sintomas da
hiperplasia benigna prostatica. Devido a 1sso, estudos tém buscado avaliar moléculas a base
de pirmmidinonas como possiveis antagonistas dos receptores al-adrenérgicos. O estudo
proposto tem como objetivo a avaliacio dos compostos SATICl e SATT4T com agdo
antagonista dos receptores al-adrenérgicos em aorta de ratos. Foi realizado experimentos de
reattvidade utilizando a artéria aorta de ratos wistar, onde anéiz de dmm foram testadosz com
0s compostos em resposta ao agonista o;-adrenérgicos. A analise estatistica fo1 realizada para
calcular o0 Emax e pCEsp. a fim de verificar diferencas entre os grupos, com um nivel de
significancia de 5%. No Composto SATICI, a poténcia fo1 alterada apenas na concentragio de
1000pmol'L. (Controle: pCEsy, = 7.367; 10 umolL: pCEs = 8.461; 100 umol/L: pCE5 =
6.673; 1000 pmolL: pCEsy = 3.979), com SATI4AT ndo teve efeito sigmificativo nas
contracdes mduzidas pela fenilefrina, exceto a 10 pmol/L., onde aumentou a forca. A poténcia
nédo foi significativamente afetada (Controle: Emax = 2, 186g, pCE30 = 7,567; 10 pumol/L:
Emax =4.645g. pCE30=28.017 ; 100 umol/L: Emax =2 065g. pCE50 = 7.746; 1000 pmol/L:
Emax = 2.210g, pCE>0 = 6,682) . SATICI possu1 potencial como antagonista superavel dos
receptores oy-adrenérgicos nio havendo reducio do eferto maximo em todas as concentracdes
testadas, enquanto SATI4T demonstrou nenhum resultado significativo como antagonista, o
que sugere explorar mais estudos dada a possiveis influéncias em outros subtipos dos

receplores.

Palavras-Chave: Antagonistas adrenérgicos alfa. Pirtmidinonas. Hipertensfo arterial.
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INTRODUCAO

Os receptores adrenérgicos sfo acoplados a proteina G, que s3o proteinas de
membrana_ cuja ativacio leva a uma resposta celular via cascatas de sinalizacio (Hoelz ef al,,
2013; Hauvache, 2001). Os receptores em gquestio podem ser divididos em tipos o e [
(Ahlquist, 1948), que sfo subdivididos em: a; e o (Langer, 1974; Starke, 1974) e By, Bz e Bs
(Lands er. al, 1967). A subdivisfio do tipo o; inclui: ;.. oy e oyp (Hieble, Ruffolo Jr, 1993).
Da mesma maneira, os subtipos o} sfo o4, 0o € ooc (Gilsbach. et al., 2009). Estes receptores
exibem afinidade pelas catecolaminas, tais como adrenalina e noradrenalina (Langer, 1974

Starke, 1974).

Dentre os subtipos, os receptores adrenérgicos do tipo g, s8o0 amplamente distribuidos
no organismo e sio encontrados em diversos tecidos, incluindo os sistemas cardiovascular e

genitourinario (O Connel er. al., 2014).

Quando uma catecolamina se acopla ao receptor, ele tem a capacidade de ativar a
proteina G, desencadeando uma cascata de sinalizacio intracelular(Hoelz er al, 2013;
Hauache, 2001). Esse processo pode influenciar uma ampla funcionalidade celular, incluindo

a regulacdo do calcio intracelular em células musculares lisas (Abe | Karaki , Endoh | 1996).

A contrac8o do musculo liso & controlada por alteragdes nos niveis de calcio presentes
no citoplasma celular ([Ca”"]c) e na capacidade dos componentes responsdveis pela contragio
de responder ao calcio. Quando o calcio entra na célula, ele é armazenado no reticulo
endoplasmatico (RE), ou, no caso de celulas musculares, reticulo sarco(endo)plasmatico -
SE). Quando o calcio & liberado do reticulo sarcoplasmatico (SR) para o citoplasma, ele se
conecta a calmodulina, desencadeando a ativagio da cinase de cadeia leve de miosina, que
fosforila e ativa essa cadeia leve da miosina. resultando na contracio do musculo (Abe |

Karaki . Endoh | 1996).

No sistema cardiovascular, a ativacio desses receptores leva a uma vasoconstricio e,
consequentemente, a0 aumento da pressio arterial. No caso do sistema gemituninario, a
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), pode levar a um aumento da atividade da musculatura
lisa, provocando sintomas urnarios devido ao aumento da prostata, incluindo urgéncia e
frequéncia urinaria. Essa condicdo também pode estar associada a qualidade de wida dos

pacientes, impactando por exemplo, em disfuncdo erétil. (Montiel-jarquin et al., 2021).
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Assim_ antagonistas desses receptores podem ser usados para o tratamento de
Hipertensdo Arterial Sistemica (HAS) e para alivio dos sintomas da Hiperplasia Benigna de
Prostata (HBP).

No entanto, esses farmacos apresentam alguns efeitos adversos, como disturbios
esjaculatorios (Bapir ef. al., 2022), astenia e desmaio (Carruthers, 1994), que podem ter
relaciio com a baixa selettvidade (Machado ef al., 2021). Assim, € necessario a busca por
novos antagonistas dos adrenoreceptores o, para proporcionar eficacia com poucos efeitos

adversos.

Os anéis de pinimidinonas podem ter respostas antitumorais (Stringfellow, 1981),
anticonvulstvantes (White er al, 2004), antunflamatorios (Nofal e al, 2011),
anti-hipertensivos (Bernhart et al., 1994), dentre outros. Essas moléculas heterociclicas, ou
simplesmente ancis heterociclicos, sio observados em substancias dertvadas do metabolismo

secundario dos seres vivos.

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa observaram que algumas moléculas
a base de pirimidinona foram capazes de inibir a contracdo induzida pela fenilefrina ou
noradrenalina, agonista dos receptores o,-adrenérgicos em aneis de aorta e ducto deferente de
ratos, o que sugere uma agio antagonista sobre os tais receptores (Andrade et al., 2017; Silva,
2022; Alves, 2022; Santos, 2022). Por meio de ensaios de relagio estrutura-atividade, novas

moléculas foram sintetizadas a fim de melhorar o perfil farmacologico. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antagonista de duas dessas moléculas: SATICI e SATI4AT

(Figura 1) sobre os receptores oy-adrenérgicos em aorta de ratos.

N Na
s-"""‘\-v-fu H 5-"’”“\,,-'0 H

A B

Figura 1. Eztrutura das moléculaz SATICL (A) e SATIAT (B).
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MATERIAL E METODOS

Obtencio do Composto

A sintese das moléculas foi realizada no Laboratorio de Sintese
OrganicaDepartamento de Quimica’'CCEN - UFPE Campus Recife. Foram sintetizados a

partir do chassi tiometilpinmidimonico.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rarffus norvegicus var. albinus), com 2-3 meses de
idade. Esses ammais sio provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia & mantidos no Biotério do Centro Académico de Vitoria- UFPE. Eles
receberam agua e dieta (nuvilab®) ad libitum e foram mantidos sob condigdes controladas de

iluminacio (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22 = 2° ).

Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade

Federal de Pernambuco (processos 0072/2020).

Montagem e reatividade da artéria aorta

Os animais foram anestesiados com isoflurano e decapitados. Posteriormente, foi
retirada a arteria aorta do amimal e foi removido o tecido conjuntivo fixado no vaso. A aorta
foi cortada em anéis de 4 mm de comprimento, o tecido desses vasos em forma de aneis,
posteriormente serdo analisados, a acdo antagonista. As preparagdes foram colocadas em
cubas contendo solucBo de Krebs (em mM): NaCl 130.0; KC1 4.7; KH,PO, 1.2; CaCl, 1.6;
MgS0; 1.2; NaHCO; 14.9; glicose 3.5; em pH 7.4 sob gaseificacdo com mistura carbogénica
(95% O, e 5% CO,), a 37°C. Os ané1s ficaram fixos sobre dois ganchos de metal, um gancho
estava conectado a cuba, e outro gancho estava fixo a um transdutor de forga para registro da
tensfo 1sométrica, captado por sistemas de aquisicio (ADInstruments e AVS Projetos).

A tensdo basal das aortas fo1 de 1.5 g e os anéis permaneceram nesta tensdo durante

uma hora, sendo lavados a cada 15 minutos, para estabilizacio.
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O endotélio vascular foi removido mecanicamente e a efetividade da remocio fot

demonstrada pela auséncia de relaxamento a acetilcolina (1 Pmol/’L) nos anéis pre-contraidas

com a CE;; da fenilefrina (Phe, 0.1 pmol/L).

Avaliacio do efeito dos compostos sobre as curvas concentracio-efeito do

agonista o,-adrenérgico

Foram construidas curvas concentracido-efeito cumulativas para a fenilefrina (0.1

nmolL — 1 mmol/L), na auséncia e na presenca dos compostos, nas concentragdes de 10, 100

e 1000 pmolL.

Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como media = erro padrio da media (E.PM). O calculo
dos wvalores de CE.; (concentracio que produz 50% da resposta maxima) foram realizados
utilizando-se o metodo de regressio nio-linear de minimos quadrados. A diferenca entre os
grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando
necessario, pelo teste de Tukey, com o programa GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software
Corporation). Em todos os casos, a significancia estatistica fo1 considerada admitindo-se um

nivel critico de 3% (p=0.03).

RESULTADOS

Avwaliacio do efeito dos compostos em artéria aorta de ratos

Apos a realizacio das curvas concentracio-efeito cumulativas para fenilefrina na
presenca de SATI4T e SATICI na concentragdo de 100 pmol/L, em artéria aorta de ratos, nio
houve diferenca no Emax nem na pCE;, entre os grupos (Controle: E, .= 2,186 = (_11g,
pCEs= 2.186 £ 0,13 n=7; SATIC1 100 pmol/L: Epee= 1,851 = 028g. pCE;s; = 6,673 £ 034,
n=7; SATI4T 100 pmol'L: E, .= 2.065 £ 0,16g, pCE;;=7.746 £ 0,28, n=6).

Com o composto SATICI, em artéria aorta de ratos, nenhuma das concentragdes (10,
100 e 1000 pmol/L) fo1 capaz de reduzir o Emax da contragio induzida pela fenilefrina A

poténcia foi alterada apenas na concentracio de 1000 umol/L. (Controle: E,..= 2,186 £ 0_11g,
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pCE., = 7.567 = 0.13, n= 7: SATIC1 10 umolL: E__= 1.753 = 0.05g. pCEs, = 8.461 £ 031,
n= 3: SATICI 100 umol/L: Epu= 1.851 = 0,28z, pCEs, = 6,673 = 0.34. n= 7; SATICI 1000
umolL-E_=2275+027 g. pCE., = 5.979 = 0.14. n= 4, p=0.03). (Figura 3)

(5]
1

Contragdo (g)
"

-
L

ﬂ' 1 I | | | 1
42 11 10 9 -8 -7 6 -5 -4 -3

[Fenilefrina] (log mol/L)

Figura 3. Efeito do composto pinmiddnico (SATICL) sobre a contracdo induzida por fenilefrina em aorta
toracica de ratos. As corvas representam a resposta contratil induzida pela fenilefrina na auséncia (controle) e na
presenga do composto SATICI (10, 100 e 1000 pmolL) em anéis sem endotélic. Os pontos representam média =
erro padric da média de 3-7 experimentos realizados em preparagdes de diferentes amimais * diferenca em

relacdo ao controle (p<0,05). ANOVA de uma via_ zeguida de Tukey

Ja o composto SATI4T, no mesmo tecido de ratos, as concentracdes de 100 e 1000
pmol/L nfo alteraram o Emax da contragdo induzida pela fenilefrina, ja na concentracio de
10 umolL, ela aumentou o Emax dessa contracio. A poténcia nio fo1 alterada na presenca do
composto (Controle: E_ = 2,186 £ 0,11g, pCE;; = 7,567 £ 0,13, n=7; SATI4T 10 pmol/L:
Epe—= 4.645 £ 0,082, pCE;, =8.017 £ 0,13, n=2_ p=<0,05; SATTAT 100 pmol/L: E,,.=2.065 =
0.16g, pCE5, = 7,746 £ 028, n= 6; SATTAT 1000 pmolL.: E_ .= 2210 £ 0,38z pEC pCE;=
6.682 = 0,23, n=3). (Figura 4)
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Figura 4. Efeito do composto pinmiddnico (SATIAT) sobre a contragio induzida por fenilefrina em acrta
toracica de ratos. As corvas representam a resposta contratil induzida pela fenilefrina na auséncia (controle) e na
presenca do composto SATI4T (10, 100 e 1000 pmoll) em anéis sem endotélio. Os pontos representam meédia
= erro padrio da média de 2-7 experimentos realizados em preparagdes de diferentes animais. ¥ diferenca em

relacdo ao controle (p<0.05). ANOVA de uma via, seguida de Tukey.

DISCUSSAQ

Neste estudo, fo1 avaliada a capacidade de compostos pirimidinonicos, SATICI e
SATA4T. de antagonizar os receptores o;-adrenérgicos em aorta de ratos.

Contragdes provocadas por um agonista adrenérgico na artéria aorta sdo
principalmente desencadeadas pela ativacio dos receptores adrenérgicos wp (Lima et al,
2003). Antagonistas dos receptores o,-adrenérgicos tém demonstrado eficacia significativa no
controle da hipertensio (Kubacka er. al., 2013). A razfo por tras desse sucesso € que os
antagonistas conseguem interferir de maneira eficaz na atividade dos receptores
o;-adrenérgicos, que estio envolvidos na regulacio do tonus vascular e, por consequéncia, na
pressdo arterial (Kubacka er. al.. 2013).

Os receptores g;-adrenérgicos, ao se ligarem a proteina (g, promovem a ativacio da
fosfolipase CB1. resultando no aumento do teor de calcio intracelular (Jensen, Omnconnel,

simpson, 2014). Este ion desempenha um papel crucial na contracio dos vasos sanguineos,
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pois 0 aumento nos niveis de calcio nas células musculares lisas das artérias desencadeia a
contracio destas estruturas, culminando em um aumento na resisténcia ao fluxo sanguineo
(Jordan, Kurschat, Reuter, 2018). Esta elevacio na resisténcia contribui diretamente para o
aumento da pressdo arterial. A regulacio da contraciio dos vasos sanguineos se da por
intermedio dos receptores al-adrenérgicos, desta maneira a importancia desses receptores na
modulacio da pressdo arterial € evidenciada pela eficacia dos antagonistas de adrenoceptores
al (Wang et al., 2013).

No presente estudo, os compostos foram incubados nos anéis da artéria aorta de ratos,
sem endotelio, e fo1 medida a contragio induzida pela fenilefrina Esse tipo de teste in vitro &
um importante estudo farmacologico para avaliar a atividade de compostos em tecidos
isolados e pode fornecer informagdes importantes sobre os mecanismos de agdo dos
compostos testados (Kubacka er. al., 2013).

Quando testados na concentragio de 100 pmolL, oz compostos nio tiveram efeito
significativo sobre o seu efeito maximo (Epe) e poténcia (pCEsg), o que ja era previsivel,
considerando que nos estudos de Alves (2022), outros compostos de pirimidinona foram
testados e ndo tiveram efeito significativo no valor da pCEs,. Além disso, apenas um
composto de seis avaliados foi capaz de reduzir o By da contracio induzida pela fenilefrina
(Alves, 2022). O gque motivou o interesse em testar os compostos em diferentes
concentragdes.

O SATICI, ao ser testado em outras concentragdes, observou-se que nenhuma (10, 100
e 1000 umol/L) foi capaz de reduzir o efeito maximo do agonista. Na concentracio de 1000
wmol/L, observou-se uma alteracio na poténcia, o que indica uma possivel influéncia na
sensibilidade a fenilefrina. A diferenca estatistica na pCE;, reforca essa conclusio.

Ja a molécula SATIAT, também avaliada em outras concentragdes, nas concentragdes
de 100 e 1000 umol/L_ ndo alterou o efeito maximo, enquanto a concentracio de 10 pmol/L
resultou em um aumento do E_. A poténcia, no entanto, ndo fo1 alterada em nenhuma das
concentracdes.

Em estudos prévios, outros compostos sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa
foram capazes de apresentar respostas semelhantes, 0 que permite estudar se os grupos
funcionais dos compostos tém relacio com a resposta (Silva, 2022; Alves, 2022, Santos,
2022). A presenga de atomos eletronegativos no anel aromatico influéncia na capacidade de
inibir a contracio induzida pela fenilefrina na aorta 1solada de ratos (Silva 2022).

Ao analisar o estudo de Silva (2022) e Alves (2022), dos compostos avaliados,

compostos demonstraram uma reducio sigmificativa tanto na poténcia quanto no Emax da
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resposta a fenilefrina em concentracées de 100 pmol/L, além disso, os compostos avaliados
por Kubacka er al. (2013) mostraram resultados similares aos de Silva (2022), destacando a
importancia de testar diversas concentracdes para avaliar a eficacia e poténcia. Um composto
exibe potencial como antagonista dos receptores ol-adrenérgicos com uma inclinagio
particular para o subtipo oD (Silva, 2022), o que também indica a relevancia de avaliar
SATICI e SATI4T em outros tecidos com predomindncia de outros subtipos dos receptores ;.
No estudo de Alves 2022, o composto pirimidinonico utilizado (STI4T-ET). nos receptores
adrenérgicos oy do ducto deferente, que também fo1 utilizada mais de uma concentracio do
composto, a concentragio de 300 pmolL aboliu completamente a resposta do agonista
(Alves 2022). Os receptores a se dividem em trés subtipos: A, o,B e o,D (Zhang, Simpson,
Jensen, 2020). os quais estio presentes nos tecidos do ducto deferente, bago e aorta,
respectivamente (Eokosh ef al., 1994; Scofield et al., 1993).

Em conclusdo, o estudo sugere que a molécula SATICI pode ser antagonista superavel
dos receptores adrenérgicos o, pois ndo houve reducio do efeito maximo em nenhuma das
concentracdes avaliadas. Enquanto o composto SATI4T nio demonstrou um efeito
significativo como antagonista. E sugerido que mais investigacdes sejam conduzidas em
diferentes concentragbes e em outros subtipos de receptores, a fim de determinar se o

composto pode ter influéncia em outros receptores.
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