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RESUMO 

CARVALHO, ALINE REIS. Avaliação farmacológica de novos derivados N-

fenilpiperazínicos como candidatos a protótipo de fármaco para o tratamento da 

Hiperplasia Prostática Benigna. Rio de Janeiro, 2015. Dissertação (Mestrado 

em Ciências Biológicas) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

A Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) é uma doença associada à obstrução da 

uretra prostática e dificuldade de esvaziamento da bexiga. O tratamento da HPB 

envolve a utilização de antagonistas de adrenoceptores (AR)-α1A, os quais reduzem a 

pressão intrauretral, porém pelo menos 25% dos pacientes não respondem a essa 

terapia. Receptores serotoninérgicos 5-HT1A induzem proliferação do estroma 

prostático, o que os torna potenciais alvos moleculares para o tratamento dessa 

doença. Novos derivados N-fenilpiperazínicos (LDT’s) foram sintetizados. LDT3, LDT5 

e LDT8 foram selecionados por apresentarem antagonismo de alta afinidade (faixa 

nanomolar) para AR-α1A e alta afinidade por receptores 5-HT1A. Como não se conhecia 

a atividade intrínseca nestes receptores e considerando que a afinidade por receptores 

não alvos, como muscarínicos, pode desencadear efeitos adversos, o objetivo do 

trabalho fundamentou-se nesta avaliação farmacológica dos LDT’s. Receptores 

acoplados a proteína G podem assumir dois estados conformacionais, mas apenas a 

substância agonista é capaz de diferenciar entre tais estados. Utilizando-se desse 

princípio, ensaios de binding funcional foram realizados para determinação da 

atividade intrínseca dos LDT’s em receptores 5-HT1A. Os resultados sugerem que 

tanto LDT3 quanto LDT5 são antagonistas dos receptores 5-HT1A de hipocampo de 

rato, enquanto LDT8 é um agonista parcial. Em ensaios de binding para avaliar 

afinidade por AR-α1A presentes em próstata de rato, o LDT3 e LDT5 apresentaram alta 

afinidade (Ki ~ 3 nM). Em ensaios semelhantes, LDT3 e LDT5 apresentaram baixa 

afinidade (faixa micromolar) para os receptores muscarínicos. Em ensaios funcionais 

utilizando próstata e músculo detrusor de rato, o pré-tratamento com LDT3 e LDT5 não 

foi capaz de bloquear o efeito do carbacol. Em conclusão, LDT3 e LDT5 são 

antagonistas de alta afinidade pelo AR-α1A e receptores 5-HT1A. Ambos apresentam 

baixa afinidade para o receptor muscarínico, o que reduz a probabilidade de efeitos 

adversos. LDT3 e LDT5 são considerados como potencias candidatos a protótipos de 

fármaco multialvo para o tratamento dos sintomas da HPB. 
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ABSTRACT 

CARVALHO, ALINE REIS. Pharmacological evaluation of N-phenylpiperazine 

compounds as potential lead compounds for benign prostatic hyperplasia 

treatment. Rio de Janeiro, 2015. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Biológicas) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) is a disease associated with the obstruction of the 

prostatic portion of the urethra and difficulty to empty the bladder. The treatment of 

BPH involves the use of adrenoceptor (AR)-α1A antagonists, which reduces the 

intraurethral pressure, but at least 25% of patients do not respond to this therapy. 

Serotoninergic 5-HT1A receptors induce prostatic stromal proliferation. Therefore these 

receptors could be a putative pharmacological target for BPH treatment. Novel N-

phenylpiperazine derivatives (LDT's) were synthesized. LDT3, LDT5 and LDT8 were 

selected because of their high affinity (nanomolar range) antagonism for AR-α1A and 

high affinity for 5-HT1A receptors. However, we did not know their intrinsic activity at 

these receptors and considering that the affinity for non-target receptors, as muscarinic 

one, could cause adverse effects, the objective of this study was based on the 

pharmacological evaluation of LDT’s at these targets. G-protein coupled receptors can 

assume two conformational states, but only the agonist is able to differentiate between 

these states. Using this principle, functional binding assays were performed using rat 

hippocampus membranes to determine the intrinsic activity for 5-HT1A receptors. The 

data suggest that LDT3 and LDT5 are antagonists of 5-HT1A receptors, while LDT8 is a 

partial agonist. In binding assays to estimate the affinity for AR-α1A using rat prostate, 

LDT3 and LDT5 exhibited high affinity (Ki ~ 3 nM). In similar assays, LDT3 and LDT5 

showed low affinity (micromolar range) for muscarinic receptors. In functional assays 

with rat prostate and detrusor muscle, the pre-treatment with LDT3 and LDT5 did not 

block the effect of carbachol. In conclusion, LDT3 and LDT5 are high affinity 

antagonists for AR-α1A and 5-HT1A receptors.  Both have low affinity for muscarinic 

receptors, which reduce the occurrence of adverse effects. Therefore, LDT3 and LDT5 

could be considered as potential lead compounds for benign prostatic hyperplasia 

treatment. 
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ABREVIATURAS 

5-HT    5-hidroxitriptamina ou serotonina 

8-OH-DPAT  8-hidroxi-2-(N,N-dipropilamino)tetralina 

AMPc   adenosina monofosfato cíclico 

AR   Adrenoceptor ou receptor adrenérgico 

Bmax   densidade dos sítios de ligação específica (receptores)  

BSA   albumina sérica bovina, do inglês "Bovine Serum Albumin" 

CCh   carbacol 

CE50 concentração do agonista necessária para obter 50% do efeito 
máximo 

CEUA   Comissão de Ética no Uso de Animais 

CI50 concentração do agente competidor necessária para obter 50% 
da inibição máxima 

CL   alça inter-hélice intracelular 

CONCEA  Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

CPM   contagem por minuto 

CR  do inglês “Concentration-Ratio”, razão de concentrações 
necessárias para obter 50% do efeito máximo 

DAG diacilglicerol 

DHT di-hidrotestosterona 

Emax   efeito máximo 

EL   alça inter-hélice extracelular 

ERK   do inglês, “extracelular signal-regulated kinase” 

g Força gravitacional 

GPCR do inglês "G protein-coupled receptors", receptores acoplados à 
proteína G 

Gpp(NH)p análogo não hidrolisável do GTP 

GTP trifosfato de guanosina 

HPB Hiperplasia Prostática Benigna 

NC-IUPHAR do inglês "International Union of Basic and Clinical Pharmacology 
Committe on Receptor Nomenclature and Drug Classification", 
Comitê de classificação e nomenclatura de receptores da União 
Internacional de Farmacologia Básica e Clínica 

IP3 Inositol (1, 4, 5) Trifosfato 
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KB constante de dissociação no equilíbrio de um antagonista 
determinada por meio de um ensaio funcional 

Kd constante de dissociação no equilíbrio de um ligante 
determinada diretamente em um ensaio de binding (saturação) 

Ki constante de dissociação no equilíbrio de um ligante 
determinado em estudos de binding (competição) 

LADETER Laboratório de Desenvolvimento de Estratégias Terapêuticas 

LASSBio Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas 

MAP cinase do inglês, “mitogen-activated protein kinase”, proteína cinase 
ativada por mitógeno 

MLC do inglês, “myosin light chain”, cadeia leve de miosina 

MLCK do inglês, “myosin light chain kinase”, cinase de cadeia leve de 
miosina 

MLCP do inglês, “myosin light chain phosphatase”, fosfatase de cadeia 
leve de miosina 

NF-κB fator nuclear kappa B 

NA noradrenalina 

NE neuroendócrina 

PIP2 fosfatidil inositol-4,5-bisfosfato 

PKC proteína cinase C 

PLC fosfolipase C 

p-MPPF 4-(2′-methoxi-)-fenil-1-[2′-(N-2″piridil)-p-fluorobenzamida] etil-
piperazina 

POPOP  1,4-Bis(5-feniloxazol-2-il)benzeno 

PPO   2,5-Difeniloxazol 

PZS   prazosina 

QNB   3-quinuclidinil benzilato 

RNAm do inglês "Messenger Ribonucleic acid", Ácido ribonucleico 
mensageiro 

STUI Sintomas do Trato Urinário Inferior 

TM   transmembranar 

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano 
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I. Introdução 

 

I.1 Receptores farmacológicos e desenvolvimento de fármacos 

 

 O conceito de receptor é fundamental nos estudos farmacológicos. 

Farmacologistas sabem que pequenas quantidades de certas substâncias podem 

acarretar em fortes efeitos nos sistemas fisiológicos, bem como alterações em suas 

estruturas químicas podem originar grandes diferenças de atividade. Tais fatos 

remetem a noção que algo na célula deve ler especificamente a informação química 

contida nessas substâncias e traduzir isso em efeito fisiológico. Esse “algo” foi 

conceitualmente referenciado como “receptor” (KENAKIN, 2009).  

Os pioneiros nos estudos do que seria o conceito de receptor, John N. 

Langley (1852-1926) e Paul Erlich (1854-1915), seguidos por Alfred J. Clark (1885-

1941), claramente perceberam a importância deste na compreensão do fenômeno 

biológico e anteciparam, ainda, seu potencial para o desenvolvimento de fármacos e 

da farmacoterapia (MAEHLE e cols., 2002). 

 No último século, a partir de estudos químicos e farmacológicos, além do 

avanço da biologia molecular e da genômica houve um grande avanço no processo 

de desenvolvimento de fármacos. A compreensão do processo fisiopatológico ao 

nível molecular e genético colaborou para a determinação de alvos moleculares 

ideais e específicos para a intervenção farmacológica (DREWS, 2000). Dessa forma, 

o planejamento racional de fármacos, que se baseia também no conhecimento da 

estrutura molecular do receptor, possibilita a elaboração de substâncias com perfis 

farmacológicos mais definidos (AMARAL e cols., 2003) 

 

I.1.2 Receptores acoplados à proteína G (GPCRs) 

 

A transdução da sinalização celular pode ser considerada como ponto crucial 

na interação fármaco-receptor, no qual o desencadeamento de uma cascata de 

reações pode ser alterado pela interação com um único alvo. Aproximadamente 850 

membros formam a classe de receptores acoplados à proteína G (GPCRs), a maior 

superfamília de receptores humanos responsáveis pela transdução do sinal da 
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membrana plasmática para o interior celular (TAUTERMANN, 2014; LAGERSTRÖM 

& SCHIÖTH, 2008).  

A ativação dos GPCRs resulta em uma complexa via de sinalização que leva 

a uma série de respostas fisiológicas possíveis, podendo inclusive afetar a 

proliferação celular, diferenciação, crescimento e outras funções em órgãos do trato 

reprodutivo masculino (AVELLAR e cols., 2009). 

A partir de estudos farmacológicos in vivo e in vitro, pode-se identificar a 

classe de GPCR como o mais importante alvo de fármacos no genoma humano, o 

que é suportado pelo fato de aproximadamente 50% dos fármacos prescritos 

atualmente atuarem via modulação de GPCR (GIGUERE e cols., 2014).  

Em 2000, a estrutura cristalina tridimensional da rodopsina bovina, um 

receptor de sete domínios transmembranares, foi determinada em alta resolução, o 

que confirmou o arranjo transmembranar originando o que seria o núcleo do receptor 

(PALCZEWSKY e cols., 2000).  Ademais, a sequência proteica da rodopsina revelou 

a presença de sete domínios alfa-hélices transmembranares (TM1 – TM7), uma 

extremidade N-terminal extracelular, uma extremidade C-terminal intracelular, três 

alças inter-hélices extracelulares (EL1- EL3) e três alças inter-hélices intracelulares 

(CL1 – CL3) (Fig.1).  

 

Figura 1. Representação estrutural clássica de GPCR. Adaptado de HOELZ e cols., 2013. 

 

De forma geral, a região extracelular modula o acesso do ligante enquanto a 

região transmembranar hidrofóbica forma o núcleo do receptor, interagindo com 
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ligantes e transduzindo a informação, através de modificações conformacionais, 

para as regiões intracelulares, via sinalização de proteínas citosólicas (OLDHAM & 

HAMM, 2008; VENKATAKRISHNAN e cols., 2013; HOELZ e cols., 2013).  

 

I.1.2.1 Classificação dos GPCRs 

 

A primeira tentativa de classificar a superfamília GPCR foi realizada em 1993 

(ATTWOOD & FINDLAY, 1994), na qual os sete domínios hidrofóbicos 

característicos foram sequenciados e utilizados como “padrões digitais”. Dessa 

forma, novas sequências eram comparadas com esses padrões e então se 

verificava a inclusão na superfamília de GPCR. 

Estudos realizados por KOLAKOWSKI (1994) apresentaram um novo sistema 

de classificação, o A-F. Nesse caso foram incluídos todos os receptores proteicos 

acoplados a proteína G, presentes em vertebrados e invertebrados, e originaram as 

famílias rodopsina (A), receptores de secretina (B), receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (C), receptores de acoplamento do fator de feromônio fúngico (D), 

receptores de AMPc (E) e receptores de opsinas de archeabacteria (F). Algumas 

dessas famílias do sistema A-F não existem em humanos, como as D, E e F. O 

comitê de classificação e nomenclatura de receptores da União Internacional de 

Farmacologia (NC-IUPHAR), utiliza tal sistema, dividindo os GPCRs em três classes 

principais, tendo como base suas similaridades proteicas, i.e., classes 1, 2 e 3, que 

equivaleriam às famílias A, B e C, respectivamente (FOORD e cols., 2005). 

No ano de 2003, FREDRIKSSON e cols. (2003) realizaram uma análise 

filogenética que resultou na classificação de aproximadamente 800 GPCRs 

humanos em famílias. A partir do alinhamento entre regiões comuns dos GPCRs, 

árvores filogenéticas foram calculadas, resultando no GRAFS – acrônimo para o 

sistema que classifica cinco famílias principais denominadas: Glutamato (15 

membros), Rodopsina (701), Adhesion (24), Frizzled/Taste2 (24) e Secretina (15). 

Tal classificação filogenética permitiu a subdivisão da família Rodopsina, a maior 

dentre todas, na qual se destaca o grupo α, grupo de receptores de aminas 

biogênicas, composto pelos receptores adrenérgicos (ou adrenoceptores), 

receptores de serotonina (serotoninérgicos) e receptores muscarínicos, que 

compartilham sequências semelhantes de aminoácidos no domínio TM7. Mais 

especificamente, o resíduo de aspartato presente no TM3 constitui um importante 
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sítio de ancoramento de ligantes monoaminas básicos (LAGERSTRÖM & SCHIOTH, 

2008). 

 

I.1.2.2 Vias de sinalização 

 

 Proteínas G heterotriméricas são proteínas ligadoras de GTP e GDP, 

compostas por três subunidades denominadas α, β e γ. Elas realizam a 

comunicação entre o estímulo extracelular via ativação de GPCR e a cascata de 

sinalização intracelular deflagrada em resposta a este estímulo. Dessa forma, elas 

realizam um importante papel ao definir a especificidade e características temporais 

da resposta celular (OLDHAM & HAMM, 2008). 

 Através de técnicas de difração de raios-X, a estrutura tridimensional 

cristalográfica da proteína G pôde ser elucidada, permitindo a melhor compreensão 

das subunidades α, β e γ que a compõem (WALL e cols., 1995).  

A ativação de GPCRs resulta em uma alteração conformacional da proteína G 

que reduz afinidade por GDP, catalisando a troca por GTP na subunidade α, 

resultando na dissociação da subunidade α das subunidades βγ. Uma vez 

dissociadas, as subunidades Gα-GTP e Gβγ regulam a atividade de diversos 

efetores enzimáticos, como adenilato ciclase, fosfolipase C, canais iônicos, que, por 

fim, acarretam na geração de pequenas moléculas denominadas “segundos 

mensageiros”. A hidrólise do GTP em GDP, na subunidade α GTPásica, resulta em 

reassociação do heterotrímero, readquirindo seu estado inativado (LUTTRELL & 

LUTTRELL, 2004). 

Quatro classes de proteína G já foram relatadas, baseado no grau de 

similaridade da sequência primária de suas subunidades α: Gs, Gi, Gq/11, e G12/13 

(WANG e cols., 2013). Dentre essas, a proteína estimulatória Gαs ativa a enzima 

adenilato ciclase e causa um aumento dos níveis de adenosina monofosfato cíclico, 

AMPc, intracelular. A família Gαi inibe a adenilato ciclase e dispara outros eventos 

intracelulares. Já a família Gαq ativa a fosfolipase Cβ (PLC), resultando na hidrólise 

intramembranar do fosfatidil inositol-4-5-bisfosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato 

(IP3) e diacilglicerol (DAG). Este último, em geral em presença do íon cálcio (Ca2+), 

ocasiona aumento da atividade da proteína cinase C (PKC), e o IP3 acarreta em 

liberação de Ca2+ de compartimentos intracelulares (retículo endo ou 

sarcoplasmático). O heterodímero βγ, por sua vez, está associado a uma série de 
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efetores e regulações, que incluem canais iônicos e fosfolipases (Fig. 2) (HAMM, 

1998; JACOBY e cols., 2006). 

 

 

Figura 2. Sinalização clássica por GPCR através da ativação de proteína Gαq, Gαs ou Gαi. Adaptado 
de JACOBY e cols., 2006. 
 

I.1.2.3 Receptores adrenérgicos 

 

 Receptores das catecolaminas endógenas adrenalina e noradrenalina, 

efetores do sistema nervoso autônomo simpático, são também conhecidos como 

receptores adrenérgicos ou adrenoceptores (AR) e classificados como GPCRs. São 

responsáveis por mediar tantos as ações centrais quanto as periféricas destas 

aminas (BYLUND e cols., 1994).  

Os AR foram inicialmente divididos em duas classes α e β, cujas ações 

resultariam, principalmente, em funções excitatórias (vasoconstricção, contração da 

uretra, etc.) e funções inibitórias (vasodilatação, broncodilatação, etc.) 

(AHLQUIST,1948). Posteriormente tais receptores foram subdivididos em α1, α2 e β1, 

β2 e β3 (DOCHERTY, 2010). Tal subdivisão tornou-se possível com a identificação, 

através de ensaios de radioligação (i.e. binding), de substâncias agonistas e 

antagonistas seletivas para esses subtipos de receptores (HIEBLE, 2000).  
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 Os AR-α tem sido uma das famílias de receptores mais estudadas em virtude 

de sua importância fisiológica no controle da pressão arterial e fluxo sanguíneo, 

digestão, micção, reprodução, dentre outros (DOCHERTY, 1998). Dentre os 

receptores de interesse nesse estudo, os AR-α1 estão amplamente distribuídos tanto 

no sistema nervoso central como no periférico, com destaque para musculatura lisa 

(HIEBLE, 2000; MICHELOTTI e cols., 2000; RUDNER e cols. 1999). 

 A subdivisão inicial dos AR-α1 resultou no AR-α1A e AR-α1B, com base em 

ensaios de radioligação em preparação de cérebro de rato. Diferentes perfis de 

afinidade foram estabelecidos para uma série de agonistas AR-α1, como a 

oximetazolina, e antagonistas de AR-α1, como fentolamina e WB-4101 (MORROW & 

CREESE, 1986). Técnicas de clonagem molecular posteriores auxiliaram na 

identificação de um novo subtipo, originando a classificação atual de AR-α1A, -α1B e -

α1D (DOCHERTY, 1998), sendo que o até então denominado como AR- α1c foi 

classificado como AR-α1A. 

 O mecanismo de sinalização predominante nos três subtipos de AR-α1 

envolve o acoplamento à proteína G, mais especificamente Gq/11, resultando na 

ativação da fosfolipase Cβ1 e, dentre outras, do aumento intracelular de Ca2+ e 

ativação da proteína cinase C (PKC) (HAWRYLYSHYN e cols., 2004). Ademais, a 

ativação de proteínas cinases via AR-α1 também envolve outras vias de sinalização 

intracelular que contribuem para regulação da proliferação celular em tecidos 

musculares e não musculares (MICHELOTTI e cols., 2000). 

Para contração do músculo liso, após ativação de AR-α1 há aumento da 

atividade da PLC, e consequente aumento de DAG e IP3, e liberação de Ca2+ de 

estoques intracelulares. Ademais, a PKC favorece o influxo de Ca2+ extracelular 

através de canais de Ca2+ do tipo L. A ligação do Ca2+ a calmodulina acarreta em 

sua modificação conformacional, permitindo, então, a ativação da cinase de cadeia 

leve da miosina (MLCK) pelo complexo calmodulina-Ca2+. A MLCK é responsável 

pela fosforilação de resíduo serina na cadeia leve de miosina (MLC), que, uma vez 

fosforilada, interage com actina resultando em contração. Após a contração, a 

fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP) desfosforila os fragmentos de MLC, 

acarretando em relaxamento do músculo contraído. A inibição da MLCP promove a 

sensibilização da maquinaria contrátil ao Ca2+. Tal fenômeno envolve uma cinase 

específica, a Rho-cinase, que por sua vez é ativada pela RhoA via ativação GPCR 

(CHRIST & ANDERSSON, 2007; WHITE e cols., 2013). 
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O subtipo AR-α1A está presente em alguns vasos sanguíneos, mas durante o 

envelhecimento outros subtipos de AR-α1 tem sua expressão aumentada (RUDNER 

e cols. 1999).  Em relação ao trato urinário, este receptor é responsável por regular o 

tônus muscular, mediando a contração do ducto deferente humano e de rato, bem 

como próstata e uretra humana (CALZADA & ARTIÑANO, 2001).  

 Dentre os demais subtipos de AR-α1, o subtipo AR-α1B está envolvido na 

regulação da pressão arterial, sobretudo no idoso, quando há aumento de expressão 

deste subtipo de receptores (GUIMARAES & MOURA, 2001). O subtipo AR-α1D, por 

sua vez, apresenta um papel importante na regulação da função da bexiga e 

contração do músculo detrusor. Alguns dados sugerem que durante a hiperplasia 

prostática benigna (HPB), e consequente obstrução ao fluxo urinário, este subtipo de 

receptor contribui para a hiperatividade do músculo detrusor (HAMPEL e cols., 

2002). Estudos recentes sugerem ainda que a ativação desse subtipo de receptor 

promove estímulo proliferativo de células prostáticas (KOJIMA e cols., 2009).  

 

I.1.2.3.1 Receptores adrenérgicos prostáticos 

 

No âmbito da musculatura lisa prostática humana, a maior parte do RNAm e 

da expressão proteica de AR-α1 pertence ao subtipo AR-α1A. Foi observado que em 

pacientes com hiperplasia prostática benigna (HPB) há um aumento médio do 

RNAm total de AR-α1 em cerca de seis vezes (NASU e cols., 1996). Ainda de acordo 

com os autores, considerando os subtipos de AR-α1, a proporção de RNAm no 

tecido prostático normal detectada foi de 63:6:31 (α1A: α1B: α1D), e na condição de 

HPB a quantidade de AR-α1D aumentou em cerca de três vezes (NASU e cols., 

1996). Ademais, por técnicas de autoradiografia e de hibridização in situ na próstata 

humana, o RNAm de AR-α1A foi principalmente detectado no estroma, incluindo 

células do músculo liso, mas não no epitélio glandular (LEPOR e cols., 1995; 

WALDEN e cols., 1999). No envelhecimento nota-se aumento da expressão desses 

AR-α1, representando, dessa forma, maior responsividade simpática pós-sináptica.  
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I.1.2.4 Receptores serotoninérgicos 

 

Os estudos sobre a distribuição de células que se coravam com reagente 

para indóis originou a caracterização das células denominadas enterocromafins, por 

serem predominantes na mucosa gastrointestinal, as quais liberavam uma 

substância com propriedade vasodilatadora. A substância indólica liberada por essas 

células neuroendrócrinas (NE) foi posteriormente isolada e caracterizada como 

serotonina (ou 5-hidroxitriptamina ou 5-HT) (SJOERDSMA & PALFREYMAN, 1990). 

A produção de 5-HT também ocorre no sistema nervoso central (SNC) e na glândula 

pineal, onde exerce um papel na neurotransmissão e no processo de produção do 

hormônio melatonina, respectivamente (BARNES & SHARP, 1999; BORJIGIN e 

cols., 1999; VILLALÓN & CENTURIÓN, 2007). 

Estudos de GADDUM & PICARELLI (1957) apresentaram a primeira 

evidência da existência de mais de um tipo de receptores de 5-HT 

farmacologicamente distintos em íleo de cobaia, um responsável pela contração do 

músculo liso (receptores “D”) e outro mediando a despolarização de nervos 

colinérgicos (receptores “M”), que poderiam ser bloqueados por morfina e 

dibenzilina, respectivamente. Tais substâncias, porém, não representavam 

bloqueadores seletivos desses receptores, o que dificultou a classificação inicial de 

receptores 5-HT (BRADLEY e cols., 1986). 

Posteriormente, com o desenvolvimento de técnicas de binding, tornou-se 

possível o estudo de receptores 5-HT isolados de frações membranares. Com base 

na diferença de ligação da [3H]-5-HT e [3H]-espiperona em receptores 

serotoninérgicos em preparações membranares de cérebro de rato, pôde-se 

classificar os receptores nas famílias 5-HT1 e 5HT2 (PEROUTKA & SNYDER, 1979). 

Porém, com a descoberta de substâncias capazes de agir seletivamente em 

receptores 5-HT, uma nova nomenclatura foi proposta baseada na existência de três 

famílias, utilizando-se de técnicas de binding, denominadas 5-HT1-3 (PEROUTKA e 

cols., 1990). 

Atualmente, ao considerar as estruturas primárias dos receptores e o 

acoplamento e afinidade dos ligantes ao receptor, são conhecidas sete famílias de 

receptores 5-HT (5-HT1-7) em mamíferos, totalizando 14 subtipos de receptores 5-HT 
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estruturalmente e farmacologicamente distintos (SAXENA, 1995; HOYER e cols., 

2002; VILLALÓN & CENTURIÓN, 2007). 

 A maioria dos receptores 5-HT é acoplada à proteína G, ou seja, GPCR, ou 

também denominado receptor metabotrópico. Tais receptores pertencem 

principalmente à família Rodopsina (R). Apenas um membro da família de 

receptores de 5-HT, o 5-HT3, é um receptor ionotrópico (HUMPHREY e cols., 1993), 

isto é, acoplado a canal iônico (BOURNE e ZASTROW, 2010).  

Com relação a sua estrutura primária, os receptores 5-HT1A em particular 

apresentam alto grau de similaridade aos receptores adrenérgicos e dopaminérgicos 

(HILBERT e cols., 1991). A distribuição de cada subtipo de receptor 5-HT 

metabotrópico é distinta. Com relevância nesse estudo destaca-se o subtipo 5-HT1A, 

que apresenta alta homologia na região de reconhecimento do ligante com 

receptores AR-α1 (TRUMPP-KALLMEYER e cols., 1992; OLDHAM & HAMM, 2008). 

 O receptor 5-HT1A foi um dos primeiros da família a ter o gene clonado 

(KOBILKA e cols., 1987). Através de estudos de RNAm desse receptor foi possível 

identificar sua expressão no tecido cerebral, no qual estão presentes em alta 

densidade no córtex cerebral, hipocampo, septo lateral e no núcleo da rafe 

mesencefálica (ITO e cols., 1999; BURNET e cols., 1999; DE ALMEIDA & 

MENGOD, 2008).  Todavia, os receptores 5-HT1A também são encontrados fora do 

SNC, como no intestino (PUCADYIL & CHATTOPADHYAY, 2006) e próstata 

(ABDUL e cols., 1994; DIZEYI e cols., 2004).  

 A sinalização intracelular do receptor 5-HT1A envolve a proteína Gi, isto é, sua 

ativação acarreta em inibição da enzima adenilato ciclase, com consequente 

diminuição dos níveis de AMPc intracelulares (HANNON e HOYER, 2008). Há o 

envolvimento e ativação de proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAP 

cinases), incluindo a via da ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase), da Akt e 

do fator nuclear NF-κB (HSIUNG e cols., 2005), como também é demostrado para 

AR-α1 (MICHELOTTI e cols., 2000). Para receptores 5-HT1A a ativação dessa via é 

mediada pelas subunidades βγ (heterodímero) da proteína Gi (HSIUNG e cols., 

2005). 

 Sabe-se que células NE prostáticas, uma população de células altamente 

especializadas, são capazes de sintetizar, armazenar e liberar fatores de 

crescimento, como neuropeptídios e 5-HT (ABRAHAMSSON e cols., 1986; DI 

SANT’AGNESE, 1998), inclusive na próstata de pacientes com HPB 
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(ABRAHAMSSON e cols., 1986), havendo receptores 5-HT1A nesses tecidos 

(HOOSEIN e cols., 1993, SHINKA e cols., 2011). A 5-HT parece regular a interação 

estroma-epitélio e a patogênese da HPB (MANJURUL ISLAM e cols., 2002). 

Em modelos experimentais com células tumorais de próstata, bem como com 

células prostáticas oriundas de pacientes com HPB, antagonistas de receptores 5-

HT1A foram capazes de impedir a proliferação estimulada por 5-HT, o que seria 

interessante no controle do crescimento de tumores independentes de androgênio 

(ABDUL e cols., 1994; DIZEYI e cols., 2004; NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015) 

bem como na lentificação da progressão da HPB. 

 

I.1.2.5 Receptores muscarínicos 

 

Em 1914, Dale descobriu dois tipos de resposta fisiológicas a acetilcolina 

(ACh), uma mimetizada por muscarina e outra por nicotina, o que levou a 

subsequente descoberta de dois receptores de membrana colinérgicos de famílias 

distintas, receptor nicotínico, classificado como ionotrópico, e receptor muscarínico, 

um GPCR (DALE, 1914; WESS e cols., 2007). 

Em mamíferos, através de técnicas de clonagem molecular, foram 

identificados cinco subtipos distintos de receptores muscarínicos, M1-5, que podem 

ser classificados em dois grandes grupos de acordo a proteína G acoplada. Os 

subtipos M1, M3 e M5 são acoplados prioritariamente à proteína Gq/11, enquanto os 

subtipos M2 e M4 ativam preferencialmente a proteína Gi. Os receptores 

muscarínicos então amplamente distribuídos no corpo humano e medeiam diversas 

funções fisiológicas de acordo com sua localização e subtipo específico (CAUFIELD 

& BIRDSALL, 1998). 

Em virtude do alto grau de similaridade na região transmembranar de 

reconhecimento do ligante dos receptores muscarínicos, torna-se difícil o 

desenvolvimento de ligantes seletivos para um único subtipo (TRUMPP-

KALLMEYER e cols., 1992; HULME e cols., 1990).  

O subtipo M3 dos receptores muscarínicos está envolvido em funções 

fisiológicas importantes, incluindo contração do músculo liso e secreção glandular 

(KRUSE e cols., 2012). Sua ativação envolve a ativação posterior de PLC β, após 
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ativação da proteína Gq/11, com consequente aumento de Ca2+ intracelular e ativação 

de MAP cinases (WEISS e cols., 2007). 

No músculo detrusor humano, identificou-se a presença dos subtipos M2 e M3, 

e apesar do M2 ser predominante em quantidade, representando dois terços do 

RNAm total, os receptores M3 são os principais responsáveis pela contração de tal 

músculo da bexiga e controle da micção (HEGDE e cols., 1997; CHESS-WILLIAMS 

e cols., 2001).  

Dentre as complicações no trato urinário inferior, a obstrução ao fluxo da urina 

e bexiga hiperativa são comuns em homens idosos e estão frequentemente 

associadas com alterações na função colinérgica na bexiga. O aumento da liberação 

de ACh durante a fase de estocagem da urina, oriunda de fontes neuronais e não-

neuronais (urotélio), pode resultar em sintomas de bexiga hiperativa, como urgência, 

com ou sem incontinência urinária, geralmente associada a maior frequência e 

noctúria (PERABO, 2012). O uso de antagonistas muscarínicos durante esta fase 

pode auxiliar no controle da função e alívio do sintoma, apesar de desencadearem 

efeitos adversos tanto ao nível periférico quanto central, incluindo boca seca, 

constipação, sonolência e visão turva (ANDERSSON & YOSHIDA, 2003; 

ANDERSSON, 2004).  

No que concerne ao tecido prostático, estudos recentes em ratos 

demostraram que receptores muscarínicos do subtipo M3 e AR-α1A, componentes da 

contração do músculo liso, sinalizam por uma via que converge para ativação de 

múltiplos mediadores de contração, como sensibilização de Ca2+, através da 

ativação da Rho kinase, resultando na contração deste tecido (WHITE e cols., 2013). 

O antagonismo de receptores muscarínicos M3 neste tecido pode resultar em 

relaxamento prostático. Há de se destacar, porém, o risco da ocorrência os efeitos 

adversos oriundos da administração de um antagonista muscarínico e, 

principalmente, do relaxamento da bexiga em pacientes com obstrução da uretra 

decorrente da HPB, resultando em agravamento da retenção urinária, melhor 

explicitado em I.2. 

 

I.2 Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) 

 

A Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) (Fig. 3) é altamente prevalente, 

podendo ser detectada em 50% dos homens acima de 50 anos de idade, sendo que 
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sua incidência aumenta conforme a idade (YAMADA e cols., 2011; KOJIMA e cols., 

2006). Apesar da etiologia da HPB não estar claramente definida, há hiperplasia dos 

componentes epitelial e estromal nas zonas periuretral e de transição da glândula 

prostática, sendo relacionada, dentre outros fatores, com a exposição prolongada a 

hormônios andrógenos, com importante participação da enzima 5α-redutase no 

processo de crescimento do órgão (Mc NEAL, 1990; ROHERBORN, 2008). Tal 

enzima é responsável pela conversão de testosterona em di-hidrotestosterona 

(DHT), e percebeu-se, através de técnicas de hibridização in situ e 

imunohistoquímica, que sua expressão é variável na próstata hiperplásica dentre 

homens com esta condição (YAMADA e cols., 2011; McCONNEL e cols., 1998). 

Nota-se, portanto, um estreitamento da uretra que pode acarretar em obstrução da 

saída da bexiga, com consequente fluxo lento ou intermitente, tensão e hesitação 

(Fig. 3) 

 

 

Figura 3. Representação de próstata normal e situação de hiperplasia prostática benigna (HPB). 
Adaptada de Medline Plus (disponível em: 
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/18005.htm, acesso em 19/09/2014). 

 

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/18005.htm
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Aproximadamente metade dos homens que desenvolvem a HPB a nível 

histológico podem apresentar sintomas obstrutivos e irritativos e, assim, 

desenvolverem um quadro maior classificado como sintomas do trato urinário inferior 

(STUI), que apresentam um sério impacto negativo na qualidade de vida do paciente 

(ROEHRBORN, 2008; CHUGHTAI e cols., 2012). Algumas complicações da HPB 

estão associadas à retenção urinária aguda, insuficiência renal, infecção do trato 

urinário, hematúria, cálculo e falência renal (YAMADA e cols., 2011; PERABO, 

2012).  

A próstata é o único órgão interno masculino que continua a crescer após a 

fase adulta de uma forma altamente variável entre os homens (LOEB e cols., 2009). 

Alguns pesquisadores sugerem ainda que a HPB pode ser causada pela reativação 

de um fator de crescimento embriogênico adormecido no estroma do homem adulto. 

Todavia, a interação epitélio-estroma, sob influência do receptor de androgênio e 

DHT, é fundamental para promover a proliferação tecidual e originar nódulos 

hiperplásicos característico da HPB e que caracterizam o componente estático da 

doença (CUNHA e cols., 1983; BECHIS e cols., 2014). 

A HPB apresenta dois componentes, estático e dinâmico. O primeiro 

componente deve-se ao processo de aumento do músculo liso prostático, com 

envolvimento de receptores androgênicos, de AR-α1D e possivelmente da 5-HT de 

produção neuroendócrina (ABRAHAMSSON e cols., 1986; DIZEYI e cols., 2004; 

KOJIMA e cols., 2008). Já o componente dinâmico está diretamente associado com 

a contração da próstata e consequente estreitamento da uretra e obstrução de saída 

da bexiga, o qual é principalmente mediado por AR-α1A (WHITE e cols., 2013). 

Estudos recentes vêm demonstrando a relevância da atuação da 5-HT, via 

receptor 5-HT1A, e da ativação de AR-α1D na proliferação do tecido prostático e 

provável relação com o desenvolvimento da HPB. A inibição do crescimento 

prostático em modelo murino de HPB foi observada com a administração de 

naftopidil, antagonista seletivo de AR-α1D, enquanto a administração de um 

antagonista de AR-α1A, tamsulosina, não foi capaz de resultar nessa inibição 

(KOJIMA e cols., 2008). Antagonistas de receptores 5-HT1A, por sua vez, 

apresentaram efeito anti-proliferativo, porém o estudo foi realizado com células 

tumorais de próstata (ABDUL e cols., 1994; DIZEYI e cols., 2004). O processo 

proliferativo que ocorre no tecido prostático na condição de HPB aumenta o volume 

da próstata, causando estreitamento da uretra, aumento da pressão intra-uretral e, 
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dessa forma, podendo resultar na obstrução de saída da bexiga, o que foi 

constatado em 48-68% dos pacientes através de estudos urodinâmicos (KIRBY e 

cols., 2000; CHUGHTAI e cols., 2012).  

Em mamíferos, há importância da participação colinérgica, via acetilcolina 

(ACh) atuando através de receptores muscarínicos M3, no processo de contração do 

músculo detrusor da bexiga (ABRAMS e cols., 2006; WESS e cols., 2007). Também 

foi descrita a participação do estímulo adrenérgico na regulação do tônus da bexiga 

adjacente à próstata, via noradrenalina (NA) através de AR-α1A (Fig. 4). Durante a 

estocagem da urina, percebe-se uma contração basal da uretra e da saída da bexiga 

a fim de manter a continência (NISHIMUNE e cols., 2012). Em pacientes com 

síndrome da bexiga hiperativa o tratamento usual dá-se com antagonistas 

muscarínicos. Contudo, não é recomendada a utilização de tais substâncias em 

pacientes com STUI secundária à HPB (McVARY e cols., 2011) devido ao risco de 

precipitar retenção urinária através do relaxamento da bexiga (CHUGHTAI e cols., 

2012). 

 

Figura 4. Inervação autonômica e receptores funcionais envolvidos no controle do tônus muscular em 
tecidos do trato urinário inferior. Adaptado de NISHIMUNE e cols., 2012. 

 

Alguns estudos também mostraram a participação de receptores 

muscarínicos M3 na contração do músculo liso prostático (COHEN & DREY, 1988; 

KITAZAWA, 2013) (Fig. 4), mas sua relevância clínica como alvo no tratamento do 

componente dinâmico da HPB ainda não está evidente.  
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I.2.1 Tratamento farmacológico atual da HPB 

 

O tratamento farmacológico da HPB inclui a utilização de antagonistas de AR-

α1A, dentre eles a tamsulosina, doxazosina e alfazosina (Fig. 6), sendo tido como um 

tratamento efetivo e amplamente utilizado para alívio dos sintomas, e ainda como de 

primeira linha para pacientes que desenvolvem STUI secundária a HPB (GRECO & 

McVARY, 2008). Sua atuação envolve a regulação do componente dinâmico da HPB 

ao antagonizar os receptores adrenérgicos responsáveis pelo tônus muscular 

prostático e da saída da bexiga (MICHEL, 2010, PERABO, 2012). Uma segunda 

alternativa farmacológica envolve inibidores da 5α-redutase, como finasterida e 

dutasterida, sendo que efeitos adversos decorrem do bloqueio androgênico crônico, 

como perda de libido, disfunção erétil e ejaculatória e ginecomastia (ROEHRBORN e 

cols., 2002). Dentre 25-30% dos pacientes não respondem a terapia atual, o que 

remete à necessidade de melhor compreensão dos mecanismos específicos 

envolvidos no desenvolvimento da doença (BECHIS e cols., 2014).  

 

 

Figura 5. Fármacos atualmente utilizados no tratamento da HPB (GRECO & McVARY, 2008). 
Estruturas químicas retiradas de IUPHAR (disponível em: http://www.iuphar.org/. Acesso em 
19/09/2014). 

http://www.iuphar.org/
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A tamsulosina é um antagonista de alta afinidade para AR-α1A utilizado 

clinicamente, inclusive no Brasil, porém ela não inibe a proliferação celular e 

crescimento prostático (ANGLIN e cols., 2002; KOJIMA e cols., 2008). Desta forma 

há formulações comerciais que associam a tamsulosina a um inibidor da 5α-

redutase. 

Sendo a HPB uma doença progressiva, há necessidade de desenvolvimento 

de novos fármacos, sendo que apenas a seletividade para AR-α1A não parece ser 

suficiente para um efetivo tratamento clínico (JELSKI & SPEAKMAN, 2012). A falha 

do tratamento farmacológico remete o paciente à necessidade de procedimento 

cirúrgico. Uma alternativa seria o desenvolvimento de novos protótipos multi-alvos, 

uma estratégia que vem recebendo crescente interesse nos últimos anos 

principalmente pelo fato da descoberta de que diversas doenças apresentam 

alterações em diferentes vias de sinalização celular, o que conferiria um caráter 

causal multifatorial (CSERMELY e cols., 2005; RIZZO e cols., 2011; LU e cols., 

2012).  

 

I.3 Avaliação farmacológica e atividade intrínseca 

  

É importante entender conceitos como especificidade e seletividade de 

ligantes, sendo fármacos considerados ligantes apenas seletivos - e não específicos 

- por não causarem apenas um único efeito específico (BOURNE e ZASTROW, 

2010). Os efeitos inespecíficos e/ou “indesejáveis” dos fármacos são denominados 

efeitos adversos.  

O estudo da interação do fármaco com o receptor tem relevância para 

quantificação do efeito, uma vez que a maioria dos processos biológicos depende da 

habilidade de ligantes de ligarem e discriminarem seus alvos (AJAY, 1995). Na 

interação fármaco-receptor surge o termo afinidade, que traduz a capacidade do 

fármaco de se ligar ao sítio de interação, e ainda o termo atividade intrínseca, que 

representa a capacidade do complexo fármaco-receptor em desencadear uma 

determinada resposta biológica (FRAGA, 2001). Pode-se considerar como ligante de 

alta afinidade aquele que necessita de baixas concentrações para se ligar ao 

receptor. 

A eficácia de um fármaco depende, de maneira simplificada, de suas 

propriedades químicas as quais irão influenciar o reconhecimento molecular do 
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ligante pelo receptor, i.e., grupos farmacofóricos, os quais definem sua afinidade e 

também suas propriedades farmacocinéticas. O grupamento farmacofórico é aquele 

presente na molécula e necessário para atividade biológica, podendo tal atividade 

ser modulada pela troca de átomos ou grupos funcionais (KÜMMERLE, 2005; 

BARREIRO, 2002).  

A partir da síntese de novos candidatos a fármacos, faz-se necessária a 

realização da avaliação farmacológica dos mesmos a fim de determinar sua 

afinidade, atividade intrínseca e perfil de atividade terapêutica. 

A partir do modelo do complexo ternário, entende-se que GPCRs podem 

assumir dois estados conformacionais: um estado inativo (R) desacoplado da 

proteína G e um estado ativado (R*), formado pelo complexo entre o agonista, o 

receptor e a proteína G (AR*G – complexo ternário) (NOEL e cols., 2014). A 

afinidade de um ligante antagonista é semelhante para ambos estados do receptor, 

enquanto a afinidade de um agonista é maior quando na presença do complexo 

ternário. Dessa forma, a diferença de afinidade de uma substância para os estados 

de alta e baixa afinidade do receptor pode ser usada para estimar sua atividade 

intrínseca ou eficácia (α). Se uma substância que possui atividade intrínseca 

interage com seu receptor, há produção de um estímulo cuja intensidade varia de 

acordo com suas propriedades. Sendo assim, agonistas totais apresentam maior 

atividade intrínseca (α = 1) do que agonistas parciais (α entre zero e 1) e do que 

agonistas inversos (α < 1), e antagonistas não possuem atividade intrínseca (α = 

zero) (LAHTI e cols., 1992). 

Na presença de GTP há dissociação do complexo ternário (AR*G), logo 

predomina o estado de baixa afinidade do receptor, enquanto na ausência deste 

nota-se a existência de ambos estados, baixa e alta afinidade (LAHTI e cols., 1992). 

Tanto o agonista quanto o antagonista são capazes de se ligar ao receptor, porém 

apenas o primeiro tem afinidade diferente para cada estado conformacional. 

Experimentalmente, a determinação da atividade intrínseca de uma 

substância pode ser realizada em ensaios funcionais clássicos (por exemplo, ensaio 

de órgão isolado) ou, ainda, através de ensaio de binding funcional utilizando-se do 

método de razão de Ki. Neste caso, são utilizadas duas condições experimentais: (1) 

utilizando um radioligante agonista na ausência de GTP para determinar a afinidade 

pelo estado de alta afinidade do receptor (Ki agonista) e (2) utilizando um 

radioligante antagonista na presença de GTP para determinar a afinidade do ligante 
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pelo estado de baixa afinidade do receptor (Ki antagonista). A presença do GTP em 

concentrações milimolares (ou de um análogo não hidrolisável, como o Gpp(NH)p) é 

necessária para causar a dissociação da proteína G e provocar a conformação do 

estado de baixa afinidade do receptor. A razão entre tais valores de afinidade (Ki 

antagonista / Ki agonista) determina a atividade intrínseca da substância em estudo. 

Uma vez que antagonistas se ligam com a mesma afinidade aos estados de baixa e 

alta afinidade do receptor, espera-se encontrar valores semelhantes de Ki 

antagonista e Ki agonista, ou seja, um valor de razão de Ki de aproximadamente 1 

(ASSIÉ e cols, 1999). Agonistas plenos apresentam razão de Ki superior a 1. No 

caso de agonistas inversos, entretanto, a razão de Ki seria inferior a 1, enquanto 

para agonistas parciais tal razão seria superior a 1, mas inferior a encontrada para 

agonistas plenos, em mesmo ensaio (NOEL e cols., 2014). 

 

I.4 Novos derivados N-fenilpiperazínicos 

  

A estrutura N-fenilpiperazínica (Figs. 6 e 7) confere afinidade por AR-α1 e, 

dependendo do tamanho do espaçador entre os grupamentos farmacofóricos 

primário e secundário e das substituições no(s) grupamento(s) farmacofórico(s), é 

possível modular a afinidade para os subtipos de AR-α1. Anteriormente nosso grupo 

caracterizou as propriedades farmacológicas de LASSBio 772 (Fig. 7) sintetizado 

pelo Dr. Luiz A. Romeiro o qual possui alta afinidade aparente por AR-α1D 

(ROMEIRO e cols., 2011).  

 

Figura 6. Estrutura química da ferramenta farmacológica BMY7378, ligante seletivo de AR-α1D, com 
destaque para a porção N-fenilpiperazínica (IUPHAR, disponível em: http://www.iuphar.org/. Acesso 
em 19/09/2014). 

 

http://www.iuphar.org/
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Considerando a estrutura privilegiada N-fenilpiperazínica foram sintetizados 

novos derivados no Laboratório de Desenvolvimento de Estratégias Terapêuticas 

(LADETER) na Universidade de Brasília, também sob a coordenação do Dr. Luiz A. 

S. Romeiro. A série denominada LDT teve alterações nas porções radicalares R1 e 

R2 (Fig. 7), mas mantendo o espaçador de dois carbonos ligado ao átomo de 

nitrogênio na posição 4 (R1).  

 

 

 

Figura 7. Estrutura genérica de novos derivados N-fenilpiperazínicos (LDT’s) obtidos através de 
modificações moleculares no LASSBio 772. 

 

LDT3, LDT5 e LDT8 tem alta afinidade (faixa nM) por AR-α1A e AR-α1D e 

também por receptores serotoninérgicos 5-HT1A de rato (NASCIMENTO, 2011). 

Ademais eles bloqueiam a contração induzida por fenilefrina na aorta de rato, tecido 

que expressa majoritariamente AR-α1D (NASCIMENTO, 2011; SCOFIELD e cols., 

1995). O perfil farmacológico multi-alvo até então escrito para o LDT3, LDT5 e LDT8 

os torna interessantes como candidatos a protótipos no tratamento da HPB 

(PCT/BR2013000003). Porém, novos estudos precisam ser realizados a fim de se 

determinar a atividade intrínseca dessas substâncias nos alvos farmacológicos, bem 

como a afinidade por receptores não alvos, a fim de se prever a eventual ocorrência 

de efeitos adversos. Neste trabalho aprofundamos a avaliação farmacológica dos 

LDT3, LDT5 e LDT8 em receptores 5-HT1A, AR-α1A prostáticos e receptores 

muscarínicos de rato. 
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II. Objetivos 

 

Esse trabalho teve como objetivos: 

1) Determinar a atividade intrínseca do LDT3, LDT5 e LDT8 em receptores 

serotoninérgicos 5-HT1A 

2) Avaliar a afinidade do LDT3 e LDT5 em AR-α1A e receptores muscarínicos M3 

prostáticos de rato 

3) Avaliar a potência e atividade intrínseca do LDT3 e LDT5 em receptores 

muscarínicos M3 expressos na próstata e bexiga de rato 
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III. Material & Métodos 

III.1 Obtenção do LDT3, LDT5 e LDT8 

 

 Os derivados N-fenilpiperazínicos, denominados LDT3, LDT5 e LDT8, foram 

sintetizados pelo grupo do Dr. Luiz Antonio Soares Romeiro (LADETER, 

Universidade Brasília) e disponibilizados na forma de monocloridrato. Alíquotas na 

concentração de 10 mM foram preparadas conforme necessidade, a partir de 

dissolução da substância em água Milli Q®, e armazenadas a -20°C para posterior 

utilização. Estas substâncias foram objeto de pedido de depósito de patente 

PCT/BR2013000003. 

 

III.2 Radioligantes e substâncias utilizadas 

 

 Os radioligantes [3H](±)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamina) tetralina ([3H]-8-OH-

DPAT, atividade específica 154,2 Ci/mmol), [3H]-4-(2′-metoxi-)-fenil-1-[2′-(N-2″-

piridil)-p-fluorobenzamida] etil-piperazina ([3H]-p-MPPF, 74,2 Ci/mmol), [3H]-

prazosina (85 Ci/mmol) e [3H]-3-quinuclidinil benzilato ([3H]-QNB, 48,0 Ci/mmol) 

foram adquiridos da New England Nuclear Life Science Products, PerkinElmer, EUA. 

As demais substâncias não radioativas foram obtidas de Sigma-Aldrich. As 

substâncias estoques foram diluídas em água, com exceção da prazosina que foi 

diluída em etanol absoluto. 

 

III.3 Obtenção dos órgãos 

 

 Todos os protocolos foram previamente aprovados pela comissão de ética no 

uso de animais da UFRJ (CEUA, protocolo: DFBC-ICB011) e estão de acordo com 

as normas do CONCEA. 

Ratos Wistar machos adultos (250-300g) foram submetidos à anestesia em 

câmara saturada de éter e eutanasiados por decapitação. Com a finalidade posterior 

de obter um homogeneizado protéico enriquecido com o receptor de interesse para 

a realização dos ensaios de ligação (binding), o cérebro e a próstata foram 

removidos e delicadamente dissecados em placa de gelo (NEVES e cols, 2010; LAU 

& PENNEFATHER, 1998). Os tecidos obtidos, hipocampo e próstata, foram 
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armazenados em nitrogênio líquido (N2) até sua efetiva utilização no preparo do 

homogeneizado. Para ensaios de órgão isolado (ensaios funcionais), após a 

eutanásia dos animais realizou-se a retirada da próstata e bexiga, seguida de 

dissecção, como melhor descrito em III.9. 

 

III.4 Teoria dos ensaios de radioligação (binding) e cálculo de Ki 

 

 Os ensaios de binding consistem na interação (i.e., ligação específica) de um 

ligante radioativo (radioligante) com o receptor.  

No ensaio de binding competitivo foram realizadas três condições 

experimentais de modo a determinar a ligação total do radioligante (i.e., ligação 

especifica ao receptor e não-específica), a ligação não-específica do radioligante e a 

ligação da substância teste ao receptor (agente competidor).  Para determinação da 

ligação não específica, utilizou-se uma substância não radioativa em concentração 

próxima a 1000 vezes o valor de Kd do radioligante. A ligação específica, passível de 

sofrer competição com a substância teste, foi definida pela diferença da ligação total 

e não-específica. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

Os dados obtidos a partir da realização de ensaios de competição tornam 

possível a construção de uma curva de inibição da ligação específica do radioligante 

(Fig. 8), de modo que o aumento da concentração da substância competidora resulta 

em aumento da inibição de tal ligação específica, reduzindo a formação do complexo 

radioligante-receptor, o que pode ser quantificado pela redução na contagem da 

radioatividade (em CPM) contida nos filtros. Calculou-se a concentração da 

substância teste que inibiu 50% da ligação específica total (CI50), um parâmetro de 

potência.  
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Figura 8. Curva hipotética de inibição obtida através de ensaio de binding, em escala logarítimica. 

 

A equação de Cheng-Prusoff (CHENG & PRUSOFF, 1973) (Eq. 1), por sua 

vez, permite estimar a afinidade da substância não radioativa através do cálculo do 

cálculo da constante de dissociação no equilíbrio da substância obtida em ensaios 

de binding, Ki. Este parâmetro foi calculado utilizando as informações CI50, 

concentração molar utilizada de radioligante ([L]) e da constante de dissociação no 

equilíbrio do radioligante obtida em ensaios de saturação, Kd. 

 

(Equação 1)  

 

III.5 Teoria da determinação da atividade intrínseca através de binding 

funcional pelo método de razão de Ki 

 

A atividade intrínseca de um ligante por um receptor acoplado à proteína G, 

tal como o receptor serotoninérgico 5-HT1A, pode ser estimada utilizando-se um 

radioligante agonista e outro radioligante antagonista do receptor em presença de 

alta concentração de GTP, para determinar a afinidade do composto para os 

estados de alta e baixa afinidade do receptor, respectivamente (ASSIÉ e cols., 

1999). Pelo cálculo da razão do Ki obtido nesses ensaios (Eq.2), pode-se dizer que 

razões significativamente maiores que 1 indicam uma substância com atividade 
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agonista, valores próximo a 1 sugerem atividade de antagonista e valores menores 

que 1 representam atividade de agonismo inverso (ASSIE e cols., 1999) (Fig.9). 

 

(Equação 2)  

 

 

 
Figura 9. Gráficos teóricos que demostram perfil de inibição da ligação do  [

3
H]-agonista, sem GTP 

(▲, agonista) ou [
3
H]-antagonista, com GTP (□, antagonista) por substâncias não radioativas e com 

afinidade por receptores 5-HT1A. A) Substância antagonista, B) Substância agonista. 

 

 No gráfico A da figura 9, pode-se dizer que a substância analisada trata-se de 

um antagonista, pois a adição de GTP, no ensaio de ligação com [3H]-antagonista, 

não alterou o perfil de inibição. Já a substância reportada no gráfico B da mesma 

figura apresenta atividade intrínseca de agonista, uma vez que na presença de GTP 

a sua curva de competição foi deslocada para direita, ou seja, houve redução da 

afinidade. 
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III.6 Preparações membranares 

  

 III.6.1 Preparação membranar para receptores serotoninérgicos 5-HT1A 

 

 Os tecidos previamente armazenados em N2 líquido, especificamente 

hipocampo de rato, enriquecido em receptores serotoninérgicos 5-HT1A (HALL e 

cols., 1985; PEROUTKA, 1986), foram pesados e então homogeneizados no Potter 

em solução de Tris HCl 50 mM (pH 7,4). Posteriormente, o homogeneizado foi 

submetido à centrifugação de 900 x g por 10 minutos a temperatura de 4°C. O pellet 

obtido foi ressuspenso em aproximadamente 10 ml da solução supracitada e 

novamente centrifugado. O sobrenadante obtido foi adicionado ao sobrenadante 

oriundo da primeira centrifugação e então ultracentrifugado a 48.000 x g por 10 

minutos a 4°C. O pellet obtido foi ressuspenso em solução de Tris HCl 50 mM (pH 

7,4) e incubado a 37°C por 10 minutos com a finalidade de dissociar 

neurotransmissores endógenos. O conteúdo foi novamente centrifugado a 48.000 x 

g por 10 minutos a 4°C por duas vezes. O pellet obtido foi ressuspenso na mesma 

solução (Fig. 10), com auxílio de um homogeneizador manual do tipo Dounce. 

Em todas as técnicas descritas de preparação membranar, o preparado 

protéico obtido foi aliquotado em tubos criogênicos e armazenados em N2 até sua 

utilização, sendo uma alíquota selecionada para ser submetida ao processo de 

dosagem de proteína de acordo com o método de LOWRY e cols (1951) (ver em 

item III.7). 
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Figura 10. Esquema do protocolo de preparação membranar de hipocampo de rato (receptor 
serotoninérgico 5-HT1A). 
 
 

Hipocampo de rato 

Homogeneizar em 20v de Tris HCl 50 mM 

(pH 7,4 a 4oC) 

Potter de teflon 3 x 30 s / velocidade 3 

Centrifugar a 900 x gmax por 10 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em  10 mL de 

Tris HCl 50 mM (pH 7,4 a 4oC) 

Centrifugar a 900 x gma  

10 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Centrifugar a 48.000 x gav 

10 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em 20v de Tris HCl 50 mM 

(pH 7,4 a 37oC) 

Incubar a 37oC por 10 min 

Centrifugar a 48.000 x gav por 10 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em 20v de Tris HCl   

50 mM (pH 7,4 a 4oC) 

Centrifugar a 48.000 x gav por 10 min 

a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em Tris HCl 50 mM 

(pH 7,4 a 4oC) na concentração de 

1,5 mL/g tecido 

Receptor serotoninérgico 5-HT1A 
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 III.6.2 Preparação membranar para AR-α1A 

 

O procedimento prévio à retirada do tecido segue o descrito em III.3. A 

próstata de rato foi retirada do animal e dissecada para obtenção da porção ventral, 

sob gelo, com auxílio de solução gelada Tris-HCl 5 mM, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM 

(pH 7,4), para AR-α1A. Os tecidos foram armazenamos em nitrogênio líquido até o 

momento de sua utilização para preparação membranar. 

 Os tecidos foram homogeneizados em Potter após adição de tampão Tris-HCl 

5mM, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM (pH 7,4), com auxílio de haste de teflon (aparelho 

motorizado Fisatom). O conteúdo foi centrifugado a 5.000 x g durante 20 minutos a 

4°C e o sobrenadante obtido foi novamente centrifugado nas mesmas condições. O 

sobrenadante resultante foi submetido à ultracentrifugação a 100.000 x g por 40 

minutos a 4°C. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em aproximadamente 20 ml de 

Tris HCl 5 mM, EDTA 2 mM (pH 7,4) e novamente ultra-centrifugado. Por fim, 

ressuspendeu-se o pellet obtido em solução de sacarose 0,25 M, Tris-HCl 5mM  (pH 

7,4) (OHMURA e MARAMATSU, 1995) (Fig. 11).  
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Figura 11. Esquema do protocolo de preparação membranar de próstata de rato para AR-α1A. 

 

 

 

Sobrenadante 

Centrifugar a 100.000 x gmax  

40 min a 4oC 

Próstata de rato 

Homogeneizar em 6v de tampão Tris-HCl 

5mM, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM (pH 7,4 a 

4oC). 

Potter de teflon 4x30s – 1 min intervalo / 

velocidade 3 

Centrifugar a 5.000 x gmax por 20 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Sobrenadante 

Centrifugar a 5.000 x gav 

20 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em Sacarose 0,25 M, 

Tris-HCl 5 mM  (pH 7,4 a 4oC) na 

concentração de 0,5 mL/g tecido 

Receptor adrenérgico α1A 

Ressuspender em  20 mL de Tris HCl 

5 mM, EDTA 2 mM (pH 7,4 a 4oC) 

Centrifugar a 100.000 x gmax  

40 min a 4oC 

Pellet 

Pellet 
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III.6.3 Preparação membranar para receptores muscarínicos M3 

 

Após a retirada do tecido prostático, realizou-se a dissecção do tecido em 

solução gelada Na2HPO4 50 mM (pH 7,4) para obtenção da próstata ventral. Após a 

adição de solução gelada Na2HPO4 50 mM (pH 7,4), o conteúdo foi homogeneizado 

com auxílio do homogeneizador Ultra-Turrax (velocidade 24.000 RPM). O 

homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g por 12 minutos a 4°C e o pellet obtido 

foi ressuspenso em aproximadamente 20 ml de solução Na2HPO4 50 mM (pH 7,4) e 

novamente centrifugado. Dessa vez, o sobrenadante originado foi adicionado ao 

sobrenadante resultante da primeira centrifugação e então centrifugado a 40.000 x g 

por 20 minutos a 4°C. Por fim, o pellet foi ressuspenso na mesma solução na 

concentração final de 0,5 mL de solução para cada grama inicial de tecido (Fig. 12). 
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Figura 12. Esquema do protocolo de preparação membranar de próstata de rato para receptor 

muscarínico M3. 

 

III.7 Dosagem de proteína 

 

A dosagem de proteína foi realizada segundo método de LOWRY e cols. 

(1951) adaptado para placa de 96 poços (microplaca). Tal método colorimétrico 

utiliza-se da comparação da absorbância apresentada pela solução contendo a 

Próstata de rato 

Homogeneizar em 6v de solução Na2HPO4 

50mM (pH 7,4 a 4oC) 

Ultra-turrax 2x30s – 2 min intervalo / 

velocidade 80% 

Centrifugar a 1.000 X gmax por 12 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em  20 mL de 

solução Na2HPO4 50mM (pH 

7,4 a 4oC) 

Centrifugar a 1.000 x gmax  

12 min a 4oC 

Pellet Sobrenadante 

Centrifugar a 40.000 x gav  

20 min a 4oC 

Pellet 
Sobrenadante 

Ressuspender em solução 

Na2HPO4 50mM  (pH 7,4 a 4oC) 

na concentração de 0,5 mL/g 

tecido 

Receptor muscarínico M3 
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proteína a ser dosada frente a uma curva concentração-crescente de uma proteína, 

no caso albumina sérica bovina (BSA), de concentração conhecida. As 

concentrações de BSA para construção da curva padrão são 50, 100, 150, 250 e 

350 µg/mL, obtidas a partir de uma solução estoque de 1.000 µg/mL 

O método consistiu na adição, em um poço da placa de 96 poços, de 30 uL 

da amostra ou padrão (BSA) ou veículo, 20 uL H2O e 250 uL de solução carbonato 

dissódico 2% em NaOH 0,1N, sulfato cúprico 1% e tartarato de sódio-potássio 2%, 

seguida de agitação de cada poço com auxílio de uma pipeta. Após 10 minutos, 

adicionou-se 15 µL de reativo de Folin, agitou-se com auxílio de pipeta e incubou-se 

por 45 minutos a temperatura ambiente. Passado o tempo descrito, a placa foi lida 

no comprimento de onda de 700 nm. A curva padrão de valores de absorbância 

versus concentração de proteína pôde ser construída por regressão linear 

(GraphPad Prism 5.0), o que possibilita o cálculo da concentração em mg de 

proteína/mL do homogeneizado preparado. 

 

III.8 Ensaios de ligação (binding) 

 

III.8.1 Receptores serotoninérgicos 5-HT1A (binding funcional) 

  

A. Radioligante agonista [3H]8-OH-DPAT (Ki de alta afinidade) 

 Conforme descrito anteriormente por NEVES e cols. (2010), no ensaio de 

ligação para o receptor 5-HT1A com radioligante agonista ([3H]8-OH-DPAT), o 

volume equivalente a 50 µg de preparação membranar de hipocampo de rato foi 

incubado por 15 minutos a 37°C em tubos (volume final de 500 µl) contendo Tris-HCl 

50 mM, pH 7,4; [3H]8-OH-DPAT 1 nM,  CaCl2 1 mM, MnCl2 1 mM, pargilina 10 µM 

(inibidor da monoaminooxidase). Alternativamente foi adicionada 50 µl da diluição 

serotonina (10-6 M) para determinação da ligação não-específica, ou 50 µl da diluição 

de LDT3, LDT5 (10-10 M - 3X10-7 M, respectivamente) ou LDT8 (10-12 M - 10-7 M). 

Após o período de incubação, a reação foi parada com adição de 4 ml de solução 

gelada de Tris-HCl 5 mM (pH 7,4), seguida por filtração à vácuo em filtros de fibra de 

vidro (GMF 3, Filtrak®). O filtro foi lavado três vezes com a mesma solução a fim de 

remover o radioligante livre e seco. A contagem da radioatividade (em CPM) foi 

realizada em contador de cintilação líquida (PerkinElmer Tri-Carb 2810) e os filtros 

foram colocados em vials contendo 5 ml de líquido de cintilação (PPO 4%, POPOP 
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0,1%, p/v em tolueno). Esta etapa foi comum para todos os ensaios que utilizaram 

radioligante. A ligação especifica do [3H]8-OH-DPAT foi determinada pela diferença 

entre a ligação total e a ligação não-específica.  

 O valor de Kd do [3H]8-OH-DPAT na preparação membranar de hipocampo de 

rato foi obtido da literatura (NOEL e cols., 2014), sendo 0,68 nM . 

 

  B. Radioligante antagonista [3H]p-MPPF (Ki de baixa afinidade) 

 O ensaio foi realizado conforme descrito recentemente (CHAGAS-SILVA e 

cols., 2014), no qual o equivalente a 75 µg de preparação membranar de hipocampo 

de rato foi incubado por 45 minutos a 37°C em tubos (volume final de 500 µl) 

contendo Tris-HCl 50 mM, pH 7,4; [3H]p-MPPF 0,5 nM e GTP 1 mM.. Utilizou-se 50 

µl da diluição de serotonina (10-6 M), para determinação da ligação não-específica, 

ou 50 µl da diluição de LDT3, LDT5 (10-10 M - 3X10-7 M, respectivamente) ou LDT8 

(10-12 M - 10-7 M).  

Os parâmetros CI50 e Ki foram determinados conforme descrito em III.4. O 

valor de Kd do [3H]p-MPPF na preparação membranar de hipocampo de rato foi 

obtido da literatura (NOEL e cols., 2014), sendo 0,74 nM. 

 

III.8.2 Receptores adrenérgicos α1A 

 

 Segundo o protocolo descrito por MURATA e cols. (1999), o equivalente a 

380 µg de preparação membranar de próstata de rato (III.6.2), tecido enriquecido em 

AR-α1A, foi incubado, por 45 minutos a 30°C, com [3H]prazosina 0,1 nM, Tris-HCl 50 

mM, EDTA 1 mM; pH 7,4 e 50 µL de diluição prazosina (10-6 M), no caso da 

determinação da ligação não-específica, ou 50 µL das diluições do LDT3, LDT5 ou 

LDT8 (10-10 M – 10-4 M) ou tamsulosina (10-11 M – 10-8 M) ou prazosina (10-11 M – 

10-7 M), para um volume final de 500 µL.  

 Após o período de incubação, a reação foi parada pela adição de 4 mL de 

solução gelada de Tris HCl 50 mM (pH 7,4), seguida por filtração rápida a vácuo, 

secagem e contagem da radioatividade como descrito no item III.8.1.A. O valor de Kd 

da [3H]prazosina para AR-α1A foi obtido da literatura, sendo considerado como 0,105 

nM (OHMURA & MURAMATSU, 1995). Os parâmetros CI50 e Ki para esses 

receptores foram determinados conforme descrito em III.4. 
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III.8.3  Receptores muscarínicos M3 

 

 Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito por LAU & 

PENNEFATHER (1998). O equivalente a 190 µg de preparação membranar de 

próstata de rato (III.6.3), tecido que contém receptores muscarínicos M3, foi incubado 

(volume final de 500 µL) com [3H]QNB 0,1 nM e Na2HPO4 50 mM (pH 7,4) por 60 

minutos a 37°C. Adicionou-se, alternativamente, 50 µL de diluição de sulfato de 

atropina (10-6 M), para determinação da ligação não-específica ou 50 µL das 

diluições do LDT3 ou LDT5 (10-8 M – 3x10-5 M) ou sulfato de atropina (10-11 M – 

3x10-8 M). 

 Após o período de incubação, a reação foi parada pela adição de 4 ml de 

solução gelada de Na2HPO4 50 mM (pH 7,4), seguida por filtração rápida a vácuo, 

secagem e contagem da radioatividade como descrito no item III.8.1.A.  

Os parâmetros CI50 e Ki para esses receptores foram determinados conforme 

descrito em III.4. O valor de Kd do [3H]QNB para receptores muscarínicos foi obtido 

da literatura, sendo considerando como 0,05 nM (LUTHIN & WOLFE, 1984). 

 

 III.8.4 Análise dos dados e tratamento estatístico 

  

Os dados obtidos nos ensaios de ligação foram analisados por regressão 

não-linear, utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (EUA), considerando uma 

única população de receptores a fim de se calcular o parâmetro CI50.  

 A diferença entre os grupos experimentais foi analisada por análise de 

variância fator único (one-way ANOVA) seguida pelo teste post-hoc Newman-Keuls 

(mais de 2 grupos). A análise estatística entre dois grupos foi analisada por teste t 

de Student, considerando, em ambos os casos, P < 0,05. 

 Nos ensaios de binding funcional, o cálculo das razões de Ki e os respectivos 

intervalos de confiança (95%) foram calculados seguindo o princípio de razões de 

duas médias com distribuição normal. Para tanto, utilizamos os valores de pKi, 

número de experimentos e desvio padrão de cada condição experimental (ensaio 

antagonista e ensaio agonista). As análises foram realizadas via teste t de Student 

(two-tail; GraphPad Prism 5.0) e considerando os parâmetros calculados, a saber: 

diferença entre as médias, erro padrão (SED), graus de liberdade e valor de t para p 

< 0,05 (ROBERTSON & LUMLEY, 1989). 
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III.9 Ensaio funcional de órgão isolado (contração isométrica) 

  

Experimentos de contração isométrica foram realizados utilizando ratos Wistar 

machos (250-300g), que após anestesia e sacrifício, tiveram os órgãos próstata e 

bexiga retirados e dissecados de modo a obter a próstata ventral e o corpo da 

bexiga. 

 

 III.9.1 Próstata 

  

A próstata de rato (predominantemente receptores muscarínicos M3) foi 

removida, livre dos tecidos adjacentes e uma tira de aproximadamente 2 mm de 

largura e 5-10 mm de comprimento foi preparada de cada lobo. Após serem 

amarradas com auxílio de linha cirúrgica, as tiras foram individualmente conectadas 

a um transdutor de tensão (GRASS FT-03) e mergulhadas em cubas contendo 9 ml 

de solução fisiológica (em mM: NaCl 118,1, NaHCO3 25, glicose 11,7, KCl 4,69, 

NaH2PO4 1,2, MgSO4 0,5 e CaCl2 2,5), mantidos a 37°C sob aeração de mistura 

carbogênica (95% O2 e 5% CO2) (Fig. 13). As tiras foram submetidas a uma força, 

dita pré-carga, de 10 mN por 60 minutos, corrigida a cada 15 minutos. Passado esse 

período, foi realizado um estímulo despolarizante com solução de KCl contendo em 

mM: NaCl 18,1, NaHCO3 25, glicose 11,7, KCl 100, NaH2PO4 1,2, MgSO4 0,5 e 

CaCl2 2,5. No platô da contração, realizou-se a lavagem da cuba, retornando à 

solução fisiológica inicial. O procedimento foi repetido após 15 minutos e a solução 

foi mantida em repouso por mais 30 minutos. Apenas as tiras que apresentaram 

contração semelhante nos dois estímulos com solução de KCl 100 mM foram 

utilizadas. Realizou-se, então, curvas cumulativas ao carbacol (10-8 M – 3x10-4 M) 

antes e após a incubação com LDT 3 (3 x10-9 M) ou do LDT 5 (10-8 M), adicionados 

1 hora antes (HOMMA e cols., 2000) (Fig. 14). Alternativamente foram usados 

também atropina (10-9 M, antagonista muscarínico não seletivo) ou prazosina (10-9 

M, antagonista de AR-α1). Controles temporais também foram realizados com a 

adição de veículo de diluição das substâncias (água ultrapura MilliQ®) pelo mesmo 

período de 1 hora antes da segunda curva concentração-resposta ao carbacol. 
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Figura 13. Representação esquemática do sistema de órgão isolado onde ensaios funcionais com 
próstata ou bexiga de rato foram realizados (modificado de EVORA e cols.,1999). 

  

 

 

Figura 14. Esquema temporal do ensaio funcional com próstata de rato. 

 

A variação da força gerada, medida em mN, foi detectada através do 

transdutor de força isométrica GRASS FT-03. Os dados foram digitalizados no 

sistema MacLab 8S, conectado ao transdutor, e então analisados com auxílio do 

software Chart 3.4/s (MacLab, Inc., USA). 

 Curvas concentração-resposta ao agonista carbacol na presença ou ausência 

da substância puderam ser construídas e, com auxílio do software GraphPad Prism 
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5.0, tiveram sua concentração necessária para se obter 50% do efeito máximo – 

Emax – observado, CE50, determinada. Caso a curva na presença da substância 

apresentasse um deslocamento para direita, pode-se sugerir que a mesma possui 

uma atividade intrínseca de antagonista (Fig. 15).  

A razão entre o valor de CE50 na presença e na ausência da substância 

corresponde ao parâmetro denominado “razão da concentração”, ou CR. Tais 

parâmetros puderam ser analisados pela Equação de Schild de modo a estimar a 

afinidade das substâncias pelo receptor em questão (Eq. 3) (KENAKIN, 1993). 

 

Figura 15. Curva concentração-resposta hipotética do agonista na ausência (a) ou presença (b) de 
uma substância antagonista. 

 

(Equação 3) , na qual 

CR = razão da concentração (CE’50/CE50); [B] = concentração do antagonista “B”; KB = constante de 
equilíbrio de dissociação do antagonista “B”. 

 

 

III.9.2 Bexiga 

  

O ensaio com bexiga de rato (tecido enriquecido com receptores 

muscarínicos M3) foi semelhante ao descrito para próstata de rato. 

 Após a remoção da bexiga e retirada de tecidos adjacentes, seu corpo foi 

cortado em três tiras longitudinais de aproximadamente 2 mm de largura. Cada tira 

foi devidamente amarrada com auxílio de linha cirúrgica e então conectada ao 
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transdutor de tensão (GRASS FT-03) e mergulhada em cubas de 9 ml contendo 

solução fisiológica (idem III.9.1), mantidas a 37°C e sob aeração com mistura 

carbogênica. Os segmentos foram submetidos a uma pré carga de 10 mN por 90 

minutos, corrigida a cada 30 minutos, de modo a estabilizar o tecido e então uma 

contração com solução despolarizante de KCl (40 mM) (em mM: NaCl 78,1, NaHCO3 

25, Glicose 11,7, KCl 40, NaH2PO4 1,2, MgSO4 0,5 e CaCl2 2,5) foi realizada. Ao 

atingir o platô da contração, o tecido foi lavado e após 15 minutos o mesmo 

procedimento foi repetido. Apenas as tiras que apresentaram contração semelhante 

em ambos os estímulos com KCl foram utilizadas. Após 30 minutos, curvas 

cumulativas ao carbacol (3x10-9 M – 10-4 M) foram realizadas antes e após a 

incubação com atropina (10-9 M) ou LDT 3 (3x10-7 M) (Fig. 16). 

 Controles temporais também foram realizados com a adição de veículo de 

diluição das substâncias (água ultrapura MilliQ®) pelo mesmo período de 1 hora 

antes da segunda curva concentração-resposta ao carbacol. 

 

 

Figura 16. Esquema temporal do ensaio funcional com bexiga de rato. 

 

 A análise do experimento seguiu o descrito em III.5.1. 

 

 III.9.3 Análise dos dados e tratamento estatístico 

 

 Os dados absolutos de força (mN) ou dados normalizados (%) em relação ao 

efeito máximo do agonista na primeira curva concentração-resposta foram 

analisados por regressão não-linear para cálculo dos parâmetros Emax e CE50, 

utilizando o software GraphPad Prism 5.0, EUA. A análise estatística entre dois 

grupos foi analisada por teste t de Student.  
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IV. Resultados 

IV.1 Ensaios de ligação (binding) 

 

 IV.1.1 Receptores serotoninérgicos 5-HT1A (binding funcional) 

 

 Segundo HALL e cols.(1985) e PEROUTKA (1986), a preparação membranar 

de hipocampo de rato contém alta densidade de receptores serotoninérgicos 5-HT1A. 

Em ensaios realizados com preparação de hipocampo de rato, [3H]8-OH-

DPAT e [3H]p-MPPF apresentaram os valores de Kd 0,68 nM e 0,74 nM, 

respectivamente (NOËL e cols., 2014).  

 LDT3, LDT5 e LDT8 competiram de forma concentração-dependente com a 

ligação específica do [3H]8-OH-DPAT (radioligante agonista) (Fig. 17), com valores 

de Ki na faixa nanomolar (Tabela 1) (NASCIMENTO, 2011).  

LDT8 apresentou menor valor de CI50, como pode ser observado na figura 17, 

onde a curva de inibição se apresentou mais à esquerda. O cálculo do valor de Ki 

também revelou maior afinidade do LDT8 por receptores 5-HT1A.  Por outro lado as 

curvas dos LDT3 e LDT5 foram praticamente sobrepostas sugerindo afinidades 

semelhantes (Tabela 1). 
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Figura 17. Inibição da ligação específica do [
3
H]8-OH-DPAT em membrana de hipocampo de rato 

pelos derivados LDT3, LDT5 e LDT8. A figura representa média ± EPM de 2-4 experimentos 
individuais realizados em triplicata. 

 

 



43 

 
 

LDT3, LDT5 e LDT8 também competiram com a ligação específica do [3H]-p-

MPPF (radioligante antagonista) na faixa nM (Fig. 18), sendo a ordem de CI50 de 

LDT8 > LDT3 > LDT5 (Tabela 1). 

A análise das razões de Ki revelou que LDT3 e LDT5 apresentaram razões 

próximas a 1, compatível com atividade intrínseca de antagonista (Tabela 1). Neste 

protocolo, a serotonina apresentou razão de Ki de 76,8 compatível com agonista 

pleno (CHAGAS-SILVA e cols., 2014). Por outro lado, LDT8 apresentou razão 

significativamente maior que 1, valor compatível com a de um agonista pleno neste 

ensaio, porém menor que o da 5-HT nas mesmas condições experimentais. 

Contudo, ensaios posteriores com cultura de células prostáticas permitiram constatar 

a atividade intrínseca de agonista parcial do LDT8 (NASCIMENTO-VIANA e cols., 

2015). 
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Figura 18. Inibição da ligação específica do [
3
H]p-MPPF em membrana de hipocampo de rato pelos 

derivados LDT3, LDT5 e LDT8. A figura representa média ± EPM de 2 ou 3 experimentos individuais 
realizados em triplicata. 
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Tabela 1: Parâmetros farmacológicos e razão de Ki dos derivados LDT3, LDT5 e LDT8 em receptores 
5-HT1A de hipocampo de rato. 

LDT 

[3H]8-OH-DPAT [3H]p-MPPF 

Razão de Ki 

(IC 95%)  pKi  ± EPM 
a 

Ki 
b (nM) 

alta 

afinidade 

pKi  ± EPM 
a 

Ki 
b (nM) 

baixa 

afinidade 

3 8,95 ± 0,03*** 1,12 8,76 ± 0,11 1,73 
1,53 

[1,02-2,81] 

5 8,60 ± 0,02*** 2,51 8,16 ± 0,09*** 6,91 
2,75 

[1,68-4,50] 

8 11,05 ± 0,02 0,009 9,21 ± 0,05 0,62 
66,9 

[44,98-99,77] 

a 
Valores expressos como média ± EPM;  

b 
Valores de Ki foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff, usando os valores de 0,68 

nM e 0,74 nM como Kd da [
3
H]8-OH-DPAT e [

3
H]p-MPPF, respectivamente; N = 2-4. 

*** P < 0.001 vs. LDT8. Os valores de Ki na condição [
3
H]8-OH-DPAT foram obtidos por Nascimento 

(2011). 

  

Em virtude do perfil agonista do LDT8 em receptores 5-HT1A, contrário ao 

perfil desejável para um novo fármaco para tratamento da HPB, nos estudos 

subsequentes ele não foi mais avaliado. 

  

 IV.1.2 Receptores adrenérgicos α1A prostáticos 

 

 Conforme descrito por HIRAOKA e cols. (1999), o tecido prostático do rato 

expressa de forma majoritária o subtipo de AR-α1A. 

 Em ensaios de competição, os gráficos de LDT3 e LDT5 demonstraram perfil 

monofásico (Fig. 19), sendo que tais substâncias apresentaram alta afinidade pelo 

receptor em questão, com valor de Ki na faixa nM (Tabela 2). A tamsulosina, 

utilizada no tratamento da HPB, também apresentou tal perfil (dados não 

mostrados). Para prazosina, a análise dos dados indicou melhor ajuste considerando 

o modelo de dois sítios de afinidade como reportado na literatura (MURAMATSU e 

cols., 1990; OHMURA & MURAMATSU, 1995; FUKASAWA e cols., 1998). Contudo, 

apenas o sítio de ligação de alta afinidade corresponde ao AR-α1A (MURAMATSU e 

cols., 1995). Para prazosina observamos um valor médio de CI50 de 0,015 nM 

(Tabela 2).  
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Figura 19. Inibição da ligação específica da [
3
H]prazosina em membrana de próstata de rato pelos 

LDT3 e LDT5. A figura representa média ± EPM de 3 experimentos individuais realizados em 
triplicata. 

  

Tabela 2: Parâmetros farmacológicos do LDT3, LDT5, prazosina e tamsulosina em AR-α1A de 

próstata de rato. 

Substância -log CI50 ± EPM 
a Ki 

b (nM) 

LDT3 8,23 ± 0,11 3,02 

LDT5 8,19 ± 0,07 3,31 

prazosinac 
10,82  0,29 0,008 

tamsulosina 10,72  0,16 0,010 

a
 Valores de CI50 foram calculados por regressão não-linear e expressos como média ± EPM (n = 3 - 

5); 
b
 Valores de Ki foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff, utilizando como Kd o valor 

de 0,105 nM (OHMURA & MURAMATSU, 1995); 
c
 Ki referente ao sítio de alta afinidade; n = 2 para 

prazosina; n=3 para demais substâncias.  

  

IV.1.3 Receptores muscarínicos M3 prostáticos 

 

Conforme descrito por LAU & PENNEFATHER (1998) e YAZAWA & HONDA 

(1993), o tecido prostático pode ser utilizado de modo a se obter uma preparação 

enriquecida com receptores muscarínicos M3.  

Previamente à realização dos ensaios de competição com receptores 

muscarínicos prostáticos, realizou-se uma cinética a fim de verificar a existência de 

variação da ligação específica em diferentes tempos de incubação na temperatura 

de 37°C (Fig. 20). A ligação total (T), assim como a ligação não específica (NS), 
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permaneceram estáveis ao logo do período estudado, sugerindo que a ligação 

específica atinge rapidamente o equilíbrio (30 minutos). A ligação específica 

permaneceu estável por até 120 minutos (Fig. 20). Considerando o tempo de 

incubação reportado em estudos na literatura para esse ensaio e protocolo 

padronizado pelo laboratório para binding com tecido de córtex de rato, escolheu-se 

o tempo de incubação de 60 minutos para o ensaio de competição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20. Cinética temporal de ligação específica do radioligante [

3
H]QNB na ausência (ligação total - 

T) e presença (ligação não específica – NS) do competidor atropina expressa em contagem por 
minuto (CPM). A figura representa média ± EPM de 3 experimentos realizados em triplicata. 

 

O antagonista não seletivo de receptores muscarínicos, atropina, apresentou 

alta afinidade por esses receptores, semelhante ao reportado pela literatura (LAU & 

PENNEFATHER, 1998) (Fig. 21). Por outro lado, LDT3 e LDT5 apresentaram baixa 

afinidade, na faixa µM, sendo que o Ki do LDT5 não pode ser determinado, pois a 

curva de inibição não atingiu 50% de inibição (Fig. 22; tabela 3).  
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Figura 21. Inibição da ligação específica do [
3
H]QNB em membranas de próstata de rato pela 

atropina. A figura representa média ± EPM (n=2). Os dados foram analisados considerando uma 
população de receptores. 
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Figura 22. Inibição da ligação específica do [
3
H]QNB em membranas de próstata de rato pelos LDT3 

e LDT5. A figura representa média ± EPM (n=2-4). 

 
Tabela 3: Parâmetros farmacológicos do LDT3 e atropina em receptores muscarínicos M3 de próstata 

de rato. 

Substância -log CI50 ± EPM 
a Ki 

b (M) 

LDT3  4,72 ± 0,11 6,35 x 10-6 

LDT5 >300 nM NDc 

atropina 9,40 ± 0,08 0,13 x 10-9 

a
 Valores de CI50 foram calculados por regressão não-linear e expressos como média ±EPM; 

b
 

Valores de Ki foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff, utilizando como Kd o valor de 
0,05 nM (LUTHIN & WOLFE, 1984). 

c 
ND = Não determinado; n=2 para atropina e LDT3 e n=4 para 

LDT5. 
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IV.2 Ensaios funcionais de órgão isolado  

  

IV.2.1 Inibição da contração induzida por carbacol em próstata de rato 

 

 Segundo WHITE e cols. (2011), assim como LAU & PENNEFATHER (1998), 

a próstata de rato corresponde a um tecido que expressa receptores muscarínicos 

M3 e que estes são responsáveis pela contração de sua musculatura lisa. Desta 

forma, ensaios funcionais de contração isométrica em órgão isolado foram 

realizados nesses tecidos a fim de estimar a afinidade dos LDT’s bem como suas 

atividades intrínsecas, 

 LDT3 e LDT5 foram pré-incubados por 1h em uma concentração elevada (100 

nM), porém não foram capazes de alterar a linha basal. Sendo assim, descartou-se 

um possível efeito agonista de contração na concentração utilizada. 

  A próstata de rato apresentou pequena contração tônica após estímulo com 

solução despolarizante com KCl 100 mM (aproximadamente 5 mN) (Fig. 23A). Por 

outro lado, o carbacol (0,3 mM) induziu contração que representou em media 40% 

da resposta contrátil observada com KCl (Fig. 23B). Após adição de atropina (10 

nM), observou-se a necessidade de maior concentração de CCh para início da 

contração do tecido (medido em força (mN)) (Fig. 23B). 
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A) 

 

B) 

 

Figura 23. Registro típico do ensaio de contração isométrica da próstata de rato. A) Estímulo com 
solução de KCl 100 mM. B) Adição de carbacol (CCh) de forma cumulativa na ausência (esquerda) 

ou presença (direita) de atropina (10 nM), após 1 hora de incubação. 

 

Na curva controle, o carbacol apresentou CE50 de 1,3 µM, semelhante ao 

reportado na literatura (LAU & PENNEFATHER, 1998). A preparação manteve a 

contração na segunda curva ao carbacol (Fig. 24; CE50 = 1,9 µM, n = 3), 

descartando assim algum artefato temporal. Os dados foram normalizados 

considerando como 100% a contração máxima obtida na primeira curva de CCh. 
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Figura 24. Curvas concentração-resposta ao carbacol em próstata de rato na ausência (□) ou 
presença (■) do veículo utilizado para diluição das substâncias. Dados expressos como média ± EPM 
(n=3). 

  

 Curvas cumulativas de carbacol foram construídas antes e após o tratamento 

com atropina (10 nM), LDT3 (30 nM) ou LDT5 (100 nM). 

A atropina (10 nM) deslocou a curva de contração induzida por carbacol, 

aumentando a CE50 do carbacol de 3,7 µM para 70,5 µM (Fig. 25A). O LDT3 (30 nM) 

causou pequeno deslocamento (Fig. 25B) e o LDT5, mesmo na concentração de 

100 nM, não teve efeito considerável (Fig. 25C). 
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Figura 25. Curvas concentração-resposta ao carbacol em próstata de rato na ausência (□) ou 
presença (■) da atropina (10 nM), do LDT3 (30 nM) ou LDT5 (100 nM). Dados expressos como média 
± EPM (n=3-4), com exceção do experimento com atropina (n=1). 
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A adição de atropina acarretou no resultado esperado por se tratar de um 

antagonista de receptores muscarínicos, com KB de 0,46 nM (Tabela 4), semelhante 

ao relatado na literatura (LAU & PENNEFATHER, 1998). Para o LDT3 sugere-se 

que seja antagonista de receptores muscarínicos, com KB de 7,81 nM, por deslocar 

para direita a curva concentração-resposta do carbacol, aumentando o valor de CE50 

do agonista (Tabela 4). O LDT5, por sua vez, não foi capaz de causar deslocamento 

na curva concentração-resposta do carbacol na concentração de 100 nM utilizada, 

não sendo possível calcular seu KB pela equação de Schild. 

 

Tabela 4: Afinidade aparente do LDT3 e LDT5 receptores muscarínicos determinada por ensaios 

funcionais em próstata de rato.  

 -log CE50 ± EPM (M)  

Substância Controle Tratado CR
b
 -log KB ± 

EPM (M) 

KB (nM)
a 

N 

LDT3  

(30 nM) 

5,68 ± 0,05  4,99 ± 0,03 4,90 8,11 ± 0,03 7,81 4 

LDT5  

(100 nM) 

5,8 ± 0,13 5,5 ± 0,18 ND ND ND 2 

atropina  

(10 nM) 

5,5 4,1 23,0 9,34 0,46 1 

a
Valores de KB obtidos a partir dos experimentos funcionais na presença de LDT ou atropina 

utilizando a equação de Schild. Valores de CE50 obtidos na análise por regressão não linear. 
b
CR (razão entre as CE50 na presença e ausência da substância) é a média dos valores de CR’s  

 

 A afinidade apresentada pelo LDT3 para receptores muscarínicos M3 

determinada em ensaios funcionais com próstata de rato (KB = 7,81 nM) se 

assemelha à encontrada para AR- α1A em ensaios de binding (Ki = 3,02 nM). Porém 

tal resultado não corrobora com o perfil de baixa afinidade apresentado pelo LDT3 

para receptores muscarínicos M3 em ensaios de binding. Pelo já relatado na 

literatura, GPCR da família rodopsina podem formar homodímeros ou heterodímeros 

(PIN e cols., 2007), sendo que a ativação de apenas um monômero seria suficiente 

para ativação da proteína G. Pela diferença de afinidade encontrada para o LDT3 

para os receptores muscarínicos M3, suspeitou-se da possibilidade dos receptores 

muscarínicos e AR-α1A presentes nesse tecido estarem acoplados a ponto de 

interferirem na sinalização intracelular e, por fim, na contração. Sendo assim, testou-

se um antagonista clássico de AR-α1, prazosina, em ensaio com contração 

prostática mediada por agonista muscarínico (carbacol).  
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A adição de prazosina (Fig. 26) não foi capaz de deslocar a curva 

concentração-resposta do carbacol, indicando não haver interferência na contração 

mediada por carbacol por antagonismo em AR-α1 na próstata de rato no modelo de 

contração utilizado. 
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Figura 26. Curvas concentração-resposta ao carbacol em próstata de rato na ausência (□) ou 
presença (■) da prazosina. Dados expressos como média ± EPM (n=3-4). 

 

 

IV.2.2 Inibição da contração induzida por carbacol em bexiga de rato 

 

De acordo com COHEN & DREY (1988), HEDGE e cols. (1997) e 

SCHNEIDER e cols. (2014), a bexiga de rato é um tecido que expressa receptores 

muscarínicos M3 funcionais que são responsáveis pela contração do músculo 

detrusor. Sendo assim, foram realizados ensaios funcionais de contração em modelo 

de órgão isolado utilizando esses tecidos a fim de determinar a afinidade e atividade 

intrínseca do LDT3. 

Antes da realização dos ensaios, o tecido foi exposto a dois estímulos via 

solução concentrada de KCl (40 mM) a fim de se verificar a capacidade contrátil do 

mesmo.  

A tira de bexiga apresentou contração espontânea, sendo que a substância 

agonista aumentou a amplitude da contração (Fig. 27B). O registro da força contrátil 

do tecido, em mN, permitiu observar o efeito causado pela adição do carbacol 

apresentando contração ativa de ~ 12,5 mN, notavelmente superior ao observado na 

próstata (Fig. 23). 
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A) 

 

B) 

 

Figura 27. Registro de contração isométrica de bexiga de rato. A) Estímulo com solução de KCl 40 
mM. B) Adição de carbacol de forma cumulativa na ausência (esquerda) ou presença (direita) de 
atropina (10 nM), após incubação por 1 hora. 

 

 

De modo a descartar a presença de qualquer interferente, realizou-se um 

controle temporal utilizando o veículo de diluição das substâncias (água ultrapura 

Milli Q®) (Fig. 28). O valor de CE50 do carbacol (0,38 µM) não foi alterado pela adição 

do veículo (0,37 µM, n = 3). Os dados foram normalizados considerando como 100% 

a contração máxima obtida na primeira curva de CCh. 
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Figura 28. Curvas concentração-resposta ao carbacol em próstata de rato na ausência (□) ou 
presença (■) do veículo utilizado para diluição das substâncias. Dados expressos como média ± EPM 
(n=3). 

 

Utilizou-se o carbacol de forma cumulativa a fim de construir curvas de 

resposta contrátil da tira do músculo detrusor da bexiga. Tais curvas foram obtidas 

antes e após o tratamento com atropina (controle positivo) e LDT3, nas 

concentrações de 10 e 300 nM, respectivamente (Fig. 29A-B). 

Na primeira curva cumulativa ao carbacol, o mesmo apresentou CE50 de 1,41 

µM (n = 3) (Fig. 29A). Após o tratamento com atropina 10 nM, antagonista de 

receptores muscarínicos, o valor de CE50 foi alterado para 228 µM (n = 3). Tais 

valores permitiram o cálculo do valor de KB de 0,06 nM (n = 3). 

Contudo, o LDT3 mesmo na concentração de 300 nM não foi capaz de induzir 

um deslocamento da curva concentração-resposta ao carbacol (Fig.29B). Desta 

forma, não foi possível calcular o KB. Em virtude dos resultados com o LDT3 e 

considerando a baixa afinidade do LDT5 aferida em ensaios de ligação para 

receptores muscarínicos M3, não foram realizados esses ensaios com esta 

substância. 
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Figura 29. Curvas concentração-resposta ao carbacol em próstata de rato na ausência (□) ou 
presença (■) de atropina (A) ou LDT3 (B). Dados expressos como média ± EPM de 3 (atropina) ou 7 
(LDT3) experimentos individuais. 
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V. Discussão 

 

Estudos anteriores com os derivados N-fenilpiperazínicos LDT3, LDT5 e LDT8 

demonstraram que tais substâncias apresentam perfil de alta afinidade para os AR-

α1A/D e 5-HT1A em detrimento de AR-α1B e 5-HT2A (Tab. 5). As atividades intrínsecas 

em AR-α1A/D foram determinadas, através de ensaios funcionais clássicos de órgão 

isolado utilizando próstata e aorta de rato, respectivamente, sendo o LDT3, LDT5 e 

LDT8 considerados antagonistas desses receptores (NASCIMENTO-VIANA e cols., 

2015). 

  

Tabela 5: Afinidade do LDT3, LDT5 e LDT8 para AR-α1A, AR-α1D e receptor serotoninérgico 5-HT1A. 

LDT 
ARα1A 

Ki (nM) 

ARα1D 

KB (nM) 

5-HT1A 

Ki (nM) 

ARα1B 

Ki (nM) 

5-HT2A 

Ki (nM) 

3 2,62 1,95 1,12 74 70,8 

5 0,18 0,59 2,51 12 389 

8 0,17 0,18 0,009 9,1 389 

*NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015 

 

 Através de ensaios de ligação utilizando o radioligante agonista de receptores 

serotoninérgicos 5-HT1A, [3H]-8-OH-DPAT, pode-se notar que o LDT3, LDT5 e LDT8 

foram capazes de inibir a ligação de tal radioligante de maneira concentração-

dependente, sendo considerados ligantes de alta afinidade, apresentando Ki em 

faixa nanomolar, destes receptores, com destaque para o LDT8, que apresentou Ki 

em faixa picomolar (Ki = 0,009 nM). Sendo assim, o LDT8 pode ser considerado, 

aproximadamente, 125 vezes mais potente do que o LDT3 e 280 vezes mais potente 

do que o LDT5, para o receptor 5-HT1A. Tanto LDT3, LDT5, quanto LDT8 

apresentaram maior afinidade para 5-HT1A do que o naftopidil, outra substância N-

fenilpiperazínica (Ki = 107, nM; BORBE e cols., 1991), utilizado atualmente no Japão 

no tratamento da HPB (UKIMURA e cols., 2008). 

 O ensaio de competição (binding), per si, permite a quantificação da afinidade 

de um composto por um receptor, mas não define sua atividade intrínseca para o 

mesmo alvo (NOEL e cols., 2014). Desta forma, considerando o modelo do 

complexo ternário de GPCRs, um novo ensaio de binding com radioligante 

antagonista de receptores 5-HT1A, [3H]-p-MPPF, na presença de GTP em alta 
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concentração foi realizado. Tanto LDT3, LDT5 quanto LDT8 competiram com o 

radioligante pelo receptor de maneira concentração-dependente, apresentando 

afinidade da faixa nanomolar. Porém, o LDT8 apresentou maior afinidade, seguido 

pelo LDT3 e LDT5. Pelo método de razão de Ki (ASSIÉ e cols, 1999), pode-se notar 

que LDT3 e LDT5 apresentam um valor de razão de Ki próximo a 1 (Tabela 1), 

podendo ser considerados como antagonistas do receptor em questão. Por sua vez, 

o LDT 8 apresentou valor de razão de Ki maior que 1 (66,9; Tabela 1), porém menor 

que o relatado para 5-HT nas mesmas condições experimentais (76,8; NOEL e cols., 

2014), sugerindo, até então, atividade intrínseca de agonista pleno do receptor 

serotoninérgico 5-HT1A. Contudo, em modelo de cultura de células prostáticas 

oriundas de pacientes com HPB, relatamos que LDT8 tem atividade agonista parcial 

deste receptor uma vez que estimula a proliferação celular em menor extensão que 

a 5-HT, porém sua pré-incubação reduziu o efeito proliferativo observado pela 

adição 5-HT (NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015). Tal perfil de agonista não 

corrobora com o perfil desejado para um protótipo para o tratamento da HPB, uma 

vez que a ativação de receptores 5-HT1A agravaria o componente estático da 

doença, sendo o LDT8 desconsiderado nos ensaios posteriores de avaliação 

farmacológica. No mesmo ensaio de proliferação celular de células prostáticas 

oriundas de pacientes com HPB, LDT3 e LDT5 foram capazes de inibir a 

proliferação induzida por 5-HT, corroborando com o perfil de antagonistas de 

receptores 5-HT1A (NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015). 

 Em ensaios de ligação em preparação membranar de próstata de rato, LDT3 

e LDT5 apresentaram alta afinidade para os AR-α1A, 3,02 e 3,31 nM, 

respectivamente, corroborando com os dados do trabalho de NASCIMENTO (2011)  

em fígado de coelho (Tabela 6). Pode-se dizer, portanto, que as substâncias 

apresentaram afinidades semelhantes para os AR-α1A expressos em duas espécies 

diferentes e que também apresentam afinidade pelos receptores prostáticos. Assim, 

embora a tamsulosina apresente afinidade maior por AR-α1A prostáticos, LDT3 e 

LDT5 se destacam por também apresentarem alta afinidade, bloquearem a 

contração prostática in vivo, reduzirem a pressão intrauretral induzida por fenilefrina 

(NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015) e serem antagonistas dos receptores 5-HT1A.  
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Tabela 6: Afinidade do LDT3 e LDT5 para AR-α1A em fígado de coelho e próstata de rato 

LDT 
Ki (nM) 

(fígado/coelho)* (próstata/rato) 

3 4,63 3,02 

5 3,67 3,31 

*NASCIMENTO, 2011. 

  

O receptor muscarínico M3 é expresso no trato urinário e participa do 

processo de contração da musculatura lisa, com destaque para o músculo detrusor 

da bexiga (HEGDE e cols., 1997; WHITE e cols., 2011). Pelo aumento do tamanho 

prostático em virtude da HPB e pela sua posição anatômica, a obstrução da uretra e, 

consequentemente, impedimento do fluxo de micção levam ao STUI (PERABO, 

2012). Logo, a utilização de antagonistas muscarínicos em pacientes que 

apresentam retenção urinária dificulta o esvaziamento da bexiga. Desta forma, 

investigou-se a afinidade e atividade intrínseca do LDT3 e LDT5 por receptores 

muscarínicos. 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, através da técnica de 

binding, mostraram que o LDT3 e LDT5 apresentam baixa afinidade pelo receptor 

muscarínico expresso em córtex de rato (faixa µM) (NASCIMENTO-VIANA e cols., 

2015). Tal tecido é enriquecido em receptores muscarínicos do subtipo M1 (KREJCI 

e TUCEK, 2002; ANISUZZAMAN e cols., 2011), que não apresentam envolvimento 

relevante na fisiologia do trato urinário inferior. Dessa forma, fez-se necessária a 

avaliação das substâncias para o receptor muscarínico expresso funcionalmente na 

próstata e bexiga. 

LDT3 e LDT5 também apresentaram baixa afinidade (faixa micromolar) por 

receptores muscarínicos prostáticos, através de ensaios de binding (Tabela 3) LDT3 

apresentou afinidade aproximadamente 630 vezes menor que a apresentada pelo 

antagonista não seletivo, atropina (LAU & PENNEFATHER, 1998). 

 Pela afinidade semelhante apresentada pelo LDT3 e LDT5 tanto em 

receptores prostáticos (M3) quanto em receptores no córtex (M1), pode-se dizer que 

tais substâncias não foram capazes de distinguir entre os dois subtipos de receptor 

muscarínico. Ademais, pela baixa afinidade apresentada pelos receptores, LDT3 e 

LDT5 apresentam potencialmente menores riscos de desencadear efeitos adversos 
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decorrentes do antagonismo muscarínico, como boca seca, constipação intestinal, 

perda da acomodação visual (CHAPPLE, 2000). 

Ensaios de contração de órgão isolado foram realizados em próstata e bexiga 

de rato, por curva cumulativa do agonista muscarínico carbacol. LDT3 apresentou 

atividade intrínseca de antagonista, por deslocar a curva concentração-resposta do 

agonista, com afinidade menor do que a atropina (Fig. 25). Tal afinidade (KB = 7,81 

nM), na faixa nanomolar, é muito maior da reportada em ensaios de binding com a 

próstata utilizando radioligante muscarínico ([3H]-QNB) (Ki = 6,35 µM). Porém, a alta 

afinidade assemelha-se à encontrada nos ensaios de binding em tecido prostático 

utilizando radioligante adrenérgico ([3H]-prazosina) (Ki = 3,02 nM).  

GPCRs da família rodopsina podem formar homo/hetero dímeros, como já 

descrito para AR-α1A e AR-α1D. Ademais, interações alostéricas podem ocorrer entre 

as duas subunidades do dímero de GPCR (PIN e cols., 2007). Visando estudar a 

hipótese de acoplamento/dimerização dos receptores RM3 e AR-α1A na próstata, 

utilizou-se a prazosina, antagonista clássico AR-α1, em ensaio funcional de próstata 

via contração por carbacol. Estudos em próstata de rato indicam que ambos 

receptores compartilham a mesma via de sinalização culminando na contração da 

célula muscular prostática (WHITE e cols., 2013). Nesse ensaio, porém, não houve 

deslocamento da curva concentração-resposta de carbacol na concentração 

utilizada de prazosina (10 nM) (Fig. 26), o que nos levou a descartar tal hipótese. 

Em ensaio de órgão isolado com bexiga de rato, o LDT3 não foi capaz de 

deslocar a curva concentração-resposta do carbacol até a concentração de 300 nM 

utilizada. Por tal concentração já ser considerada elevada para um candidato a 

protótipo de fármaco, não foram realizados mais estudos com maiores 

concentrações. Assim sendo, infere-se que o LDT3 apresenta baixa afinidade pelo 

receptor muscarínico em questão. Pelo fato do LDT5 ter apresentado menor 

afinidade pelo receptor muscarínico nos modelos estudados (binding e ensaio de 

contração com próstata de rato) quando comparado ao LDT3, optou-se por não 

prosseguir com o ensaio funcional em bexiga com essa substância. 

Em uma sequencia de experimentos de binding também observamos que 

LDT3 e LDT8 apresentam baixa afinidade (Ki na fixa µM) por AR-α2 (NASCIMENTO-

VIANA e cols., 2015). Desta forma, a despeito da elevada similaridade na região de 

reconhecimento do ligante entre receptores 5-HT1A e adrenoceptores (HILBERT e 

cols., 1991), as substancias apresentaram afinidades distintas. 
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A alta afinidade de LDT3 e LDT5 por receptores relacionados à fisiopatologia 

da HPB poderia contribuir para redução do componente dinâmico, ao antagonizar a 

contração mediada por AR-α1A, e estático da HPB, ao inibir a proliferação celular de 

célula prostática medidada por receptores serotoninérgico 5-HT1A e AR- α1D, ou seja, 

reduzir o risco de retenção urinária e lentificar a progressão da doença, 

respectivamente. Mesmo em pacientes que apresentam apenas HPB assintomática, 

a utilização de substâncias com capacidade de inibir a proliferação celular, não 

atuando na via androgênica, poderia representar um retardo no aparecimento das 

implicações da HPB, como STUI. Isso representaria um uso profilático, porém mais 

estudos são necessários a fim de se considerar o uso prolongado dessas 

substâncias. Ademais, ambos derivados foram ativos in vivo e bloquearam (0,1 

µg/kg, via i.v.) o efeito de aumento da pressão intrauretral induzido por fenilefrina 

(NASCIMENTO-VIANA e cols., 2015). Por outro lado, a baixa afinidade por 

receptores muscarínicos sugere que estas substâncias devem apresentar menor 

propensão aos efeitos adversos ocasionados por antagonismo muscarínico, 

considerando a relevância de tais receptores na fisiologia do trato urinário inferior, 

principalmente na contração do músculo detrusor.  

O conjunto de dados reportados até então sugere que LDT3 e LDT5 são 

potenciais candidatos a novo protótipo a fármaco no tratamento da HPB. 
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VI. Conclusões 

 

 

Os derivados N-fenilpiperazínicos LDT3 e LDT5 são antagonistas com alta 

afinidade pelos AR-α1A e pelos receptores 5-HT1A de rato. 

 

LDT8 apresentou-se como agonista parcial de receptores 5-HT1A, o que 

poderia agravar o componente estático da HPB. 

 

 LDT3 e LDT5 apresentaram baixa afinidade (faixa micromolar) para 

receptores muscarínicos (M3), o que representaria menor risco de desencadear 

efeitos adversos devido ao bloqueio muscarínico. 

 

 O perfil até então apresentado por LDT3 e LDT5 inclui alta afinidade por três 

receptores envolvidos na proliferação celular e contração prostática durante a HPB. 

Desta forma, LDT3 e LDT5 podem ser considerados como candidatos a protótipo de 

novo fármaco multi-alvo para o tratamento da HPB. 
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