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RESUMO

ALUSTAU-FERNANDES, M. C. Caracterizacdo do efeito vasodilatador dos nitratos
organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em artéria e veiaisoladas de cordao umbilical
humano. 2015. 182f. Tese de Doutorado (Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB, 2015.

Vasos umbilicais humano (HUCV), muitas vezes considerado lixo biol6gico, sao bons
modelos para avaliacdo de substancias vasoativas. O efeito do trinitrato de gliceril
(GTN) ja foi caracterizado em varios vasos sanguineos animais, mas em HUCV foi
apenas relatado que este nitrato apresenta pouco efeito. O nitrato de tetra-
hidrofurfurilo (NTHF) e o 13-nitrato-cis-9-octadecanoato de etila (NCOE) sao doadores
de oxido nitrico (NO), cujo efeito foi caracterizado em vasos animais. O 1,2-
bis(tetrahidrofuran-2-il)etano-1,2-diildinitrato (BIS-NTHF) € um composto inédito (duas
moléculas de NTHF) que nédo possui estudos farmacolégicos. O objetivo deste estudo
foi implantar e padronizar a técnica envolvendo HUCV, e caracterizar o efeito desses
guatro nitratos organicos tanto em anéis de artéria (HUA) como veia (HUV) isoladas
de cordao. A padronizacao da técnica mostrou que 3 g e 3h séo, respectivamente, a
tensdo e tempo ideais para experimentos com 0s vasos umbilicais, além do fato de
gue estes apresentam uma queda espontanea tanto do tdnus basal como do contratil.
O estudo com os nitratos mostrou que esses compostos relaxaram o ténus basal de
HUCYV. Todos os nitratos induziram vasorrelaxamento, em ambos os vasos umbilicais
pré-contraidos com serotonina (5-HT), com efeitos maximos superiores a 90%, e com
maior eficacia em relaxar HUA do que HUV. Nesta situacdo, GTN foi o nitrato mais
potente em causar vasodilatacdo, BIS-NTHF apresentou um valor de poténcia
intermediario, enquanto que NCOE e NTHF foram os menos potentes em relaxar HUV
e HUA, respectivamente. Quando os anéis de HUA foram pré-contraidos com KCI 60
mM, houve uma atenuacéo da vasodilatacdo promovida pelos nitratos. GTN e NTHF
também apresentaram o vasorrelaxamento diminuido nos anéis de HUV pré-
contraidos com KCl 60 mM, enquanto NCOE e BIS-NTHF tiveram seus efeitos de
forma semelhante aos anéis pré-contraidos com 5-HT. A pré-incubagdo de GTN,
NTHF e BIS-NTHF atenuou as contracdes induzidas por 5-HT, em anéis de HUA.
Adicionalmente, GTN e BIS-NTHF também inibiram a contracdo estimulada por 5-HT
em HUV. Em contrapartida, a pré-incubacdo de NTHF, em HUV, e de NCOE, tanto
em HUV como em HUA, levaram a inibicdo menor, quando comparados aos outros
nitratos. GTN, NTHF e BIS-NTHF inibiram o componente fasico e ténico da contracéao
induzida por 5-HT, na auséncia do Ca?* extracelular. NCOE, por sua vez, foi mais
eficaz em inibir a contracéo ténica. A pré-incubacéo de 10 uM de ODQ, inibidor da
ciclase de guanilil solavel, fez com que a resposta vasodilatadora de GTN, NTHF,
NCOE e BIS-NTHF fosse atenuada de maneira significativa. A pré-incubacédo de 10
mM de TEA, um bloqueador de canais para potassio, em HUA diminuiu a resposta
relaxante dos quatro nitratos, nao alterando o efeito em HUV. Diante do exposto, pode-
se concluir que os nitratos organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF causam
vasorrelaxamento de anéis de HUCV, tanto no ténus basal quanto de contracdes
induzidas por 5-HT ou KCI. O mecanismo de ag&o dos nitratos nestes vasos humanos
envolve ativacdo da sGC e de canais para potassio; e inibicdo da entrada de calcio,
liberacao dos estoques deste ion do reticulo sarcoplasmatico e da atividade da ROCK.

Palavras-chave: Nitratos organicos. Vasos umbilicais humano. Oxido nitrico. Calcio.
ROCK.






ABSTRACT

ALUSTAU-FERNANDES, M. C. Characterization of the vasodilator effect of organic
nitrates GTN NTHF, NCOE and BIS NTHF in artery and vein isolated from human
umbilical cord. 2015. 182f. Doctoral thesis (P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB, 2015.

Human umbilical cord vessels (HUCV), often considered biological waste, are good
models for evaluation of vasoactive substances. The effect of glyceryl trinitrate (GTN)
has been characterized in several animal blood vessels, but this nitrate presents little
effect on HUCV. The tetrahydrofurfuryl nitrate (NTHF) and 13-cis-9-octadecanoate
acetate nitrate (NCOE) are nitric oxide (NO) donors, whose effect has been
characterized in animal vessels. 1,2-bis (tetrahydrofuran-2-yl) ethane-1,2-diildinitrato
(BIS-NTHF) is a novel compound (two molecules of NTHF) that has no
pharmacological studies. The aim of this study was to implement and standardize the
technique involving HUCV, and characterize the effect of these four organic nitrates
both in artery (HUA) and vein (HUV) rings isolated from umbilical cord. The
standardization of the technique showed that 3g and 3h are, respectively, the ideal
voltage and time to experiment with the umbilical vessels, besides the fact that it
presents a spontaneous decrease both basal tone as the contractile. The study of
nitrates showed that these compounds have relaxed the basal tone of HUCV. All nitrate
induced vasorelaxation in both umbilical vessels pre-contracted with serotonin (5-HT),
with maximum effects than 90%, and more effectively in relaxing HUA than HUV. In
this situation, GTN was the most potent nitrate in causing vasodilation, BIS NTHF
presented an intermediate power value, while NCOE and NTHF were less potent in
relaxing HUV and HUA, respectively. When HUA rings were pre-contracted with KCI
60 mM, there was an attenuation of vasodilation promoted by nitrates. GTN and the
NTHF also showed decreased vasorelaxation in HUV rings contracted with KCl 60 mM,
while NCOE and BIS-NTHF have effects similar to the rings pre-contracted with 5 HT.
Preincubation of GTN, BIS-NTHF and NTHF attenuated contractions induced by 5-HT
in HUA rings. Additionally, GTN and BIS-NTHF also inhibited contraction stimulated by
5-HT in HUV. In contrast, preincubation of NTHF in HUV, and NCOE both in HUV as
HUA led to lower inhibition when compared with the other nitrates. GTN, NTHF and
BIS-NTHF inhibited the phasic and tonic components of the contraction induced by
5-HT in the absence of extracellular Ca?*. NCOE was more effective to inhibit the tonic
contraction. Pre-incubation of 10 uM of ODQ, inhibitor of soluble cyclase guanylyl,
attenuated significantly the vasodilator response to GTN, NTHF, NCOE and BIS NTHF
was. Preincubation of 10 mM TEA, a blocker of potassium channels, decreased the
relaxant response of the four nitrates in HUA, while do not alter the effect in HUV. In
view of what has been exposed here, it can be concluded that GTN, NTHF, NCOE and
BIS-NTHF cause vasorelaxation of HUCV rings, both in basal tone as contractions
induced by 5-HT or KCI. The mechanism of nitrates action in these human vessels
involves activation of sSCG and channels for potassium; and inhibition of calcium entry,
release of stocks of this ion by sarcoplasmic reticulum and ROCK activity.

Keywords: Organic nitrates. Umbilical cords vessels. Nitric oxide. Calcium. ROCK
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1 INTRODUCAO

De acordo com o relatério recente do Global Burden of Disease Study de 2010,
a mortalidade causada por doencas cardiovasculares associadas a idade diminuiu
21% em todo o mundo nos ultimos vinte anos (LOZANO et al., 2012; ZHAO et al.,
2015). Entretanto, esta reducdo foi observada apenas nos paises de alta renda,
enguanto que nos paises de baixa e média renda foi observado o aumento de mortes
causadas por essas enfermidades (LOZANO et al., 2012; MORAN et al., 2014; FEIGIN
et al., 2014).

Doengas que acometem o sistema cardiovascular, como cardiomiopatias,
disfuncdo isquémica cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca arterial
coronariana, hipertensdo e aterosclerose, envolvem uma multiplicidade de fatores
genéticos e ambientais (KUMAR et al., 2007). Estes fatores frequentemente
apresentam interacdes nao lineares, bem como sé&o dependentes de género, idade e
até mesmo das condi¢cdes maternas (MacLELLAN; WANG,; LUSIS, 2012).

Apesar dos avancos consideraveis na farmacoterapia das doencas
cardiovasculares, estas permanecem um dos maiores problemas do mundo (KRUM
et al., 2011; PAULIS; STECKELINGS; UNGER, 2012). A limitagdo das terapias atuais
tem estimulado a pesquisa para desenvolvimento de novos agentes com diferentes
mecanismos de acdo, que atuem no sistema cardiovascular e proporcionem um
melhor controle da presséao arterial (PA), protecdo contra os danos a érgaos, melhor
tolerancia e prevencdo mais efetiva de doencas cardiovasculares (Van ROOIJ;
OLSON, 2012; TAMARGO; DUARTE; RUILOPE, 2015).

Substancias vasodilatadoras séo utilizadas em algumas doengas. No caso
das cardiovasculares, mais notavelmente na hipertensao, doenca arterial coronariana
e insuficiéncia cardiaca (BANIK; BERGER, 2014). Uma classe de composto
vasodilatador amplamente empregada na clinica cardiovascular é a dos doadores de
oxido nitrico (NO). Estes farmacos tém sido utilizados durante a gestagéo devido ao
fato do NO apresentar um papel chave na dindmica vascular maternal e diminuicdo
da resisténcia vascular periférica total (OUZOUNIAN; ELKAYAM, 2012; RAMSAY et
al., 1994).
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A maior parte dos estudos para descoberta de novas substancias com
propriedades vasorrelaxantes ocorre em vasos animais (INGELFINGER, 2013; WU et
al., 1999). Os leitos vasculares animais séo distintos entre si no que diz respeito a
fisiologia, a densidade e ao tipo de receptores que expressam, bem como a atividade
de determinadas vias de sinalizacdo (ARAUJO, 2011; BYLUND, 1994; GURNEY,
1994; VANHEEL; VAN; VOORDE, 2000). Estas distin¢cGes fisioldgicas também sao
evidenciadas quando se observa a diferenca entre a resposta vasodilatadora em
vasos animais ou humanos que algumas substancias apresentam (FEI et al., 2008;
WU et al., 1999).

Nesse contexto, o Laboratério de Farmacologia Cardiovascular, do Programa
de Poés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade
Federal da Paraiba (PPgPNSB/UFPB), tem pesquisado novas substancias que atuam
no sistema cardiovascular, particularmente compostos com efeitos vasodilatadores,
como nitratos organicos, os quais sado farmacos que apresentam molécula(s) de NO
em suas estruturas quimicas e o liberam no organismo (ALUSTAU, 2010; FURTADO,
2013; VERAS et al., 2013; MACHADO et al., 2014).

Os estudos para investigacdo das acbes de substancias vasodilatadoras,
nesse laboratorio, ocorrem, principalmente, em artéria mesentérica superior de ratos.
Nestes vasos sanguineos, os nitratos organicos NTHF (nitrato tetra-hidrofurfurilico) e
NCOE (13-nitrato-cis-9-octadecanoato de etila) apresentaram efeito vasodilatador, o
gual envolveu a liberagdo de NO (ALUSTAU, 2010; FURTADO, 2013; VERAS et al.,
2013; MACHADO et al., 2014). A partir dos efeitos de NTHF, foi sintetizado um
composto caracterizado por conter duas moléculas deste nitrato: o BIS-NTHF
(1,2-bis(tetrahidrofuran-2-il)etano-1,2-diil dinitrato), o qual ainda ndo apresenta
estudos publicados em nenhum vaso sanguineo, tratando-se de um composto inédito.

Outro nitrato organico, o trinitrato de gliceril ou nitroglicerina (GTN), ja foi
extensamente estudado em varios leitos vasculares (AHLNER et al., 1986; BRIEN et
al., 1986; IGNARRO; GRUETTER, 1980), inclusive em vasos humanos (MAY et al.,
1987; RAPOPORT et al.,, 1987; HE et al., 1989; WHITE, 1988), como 0s vasos

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizagdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 28

umbilicais (GRUNEWALD et a., 1995; IZUMI et al., 1994; KAHLER et al., 1997), mas
sem caracterizacéo de seus efeitos neste modelo.

As informagBes sobre as caracteristicas funcionais dos vasos humanos sao
limitadas, quando comparadas as conclusdes relativas a fisiologia e a fisiopatologia
arterial de estudos com animais (WU et al., 1999). Alguns estudos mostram a
caracterizacdo de receptores e vias de sinalizacdo nos vasos de corddo umbilical
humano (HUCV) (BOERSMA et al., 1999; BOGONI et al., 1996; CHAUDHURI et al.,
1991; ERRASTI et al, 1999). Os componentes da microestrutura e as caracteristicas
bioguimicas dos HUCV séo similares aos vasos arteriais de pequenos calibres. Desta
forma, estes também sdo vasos utilizados na caracterizacdo de substancias
vasodilatadoras (GUNDUZ et al., 2015; LEUNG et al., 2006; PROTIC et al., 2014).

Vale ressaltar que o corddo umbilical € um material biolégico prontamente
disponivel e, geralmente, descartado apdés o parto (ABOUSLEIMAN et al., 2008;
CAIRRAO et al., 2009). Adicionalmente, é bem caracterizado na literatura como fonte
barata e abundante de tecido vascular humano (DANIEL; McFETRIDGE, 2005;
JACOBS et al., 2005; HOENICKA et al., 2008), devido a obtencéo de HUCV ser mais
facil do que outros vasos humanos. Apesar disto, pouquissimos grupos no Brasil
trabalham com os vasos umbilicais.

A utilizacdo de HUCV pode ser considerada bastante relevante como um
método para avaliagdo dos efeitos vasculares de drogas, ao levar-se em conta a
importancia sobre consciéncia a experimentacdo animal para fins cientificos e
didaticos. Os aspectos éticos da utilizacdo de animais em experimento estimulam a
adocao de métodos alternativos sempre que possivel e 0 uso destes seres vivos em
situacOes de absoluta imprescindibilidade (BRASIL, 1998; BRASIL, 2008; FERRARI,
2004). A Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou em julho de 2015 uma
norma para reduzir a necessidade do uso de animais em teste para pedidos de registro
de medicamentos, cosméticos, produtos para saude, produtos de limpeza, entre
outros produtos (ANVISA, 2015).

Diante desse contexto, o presente estudo teve como finalidade caracterizar e

comparar os efeitos de nitratos organicos doadores de NO sobre HUCV: GTN, NTHF,
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NCOE e BIS-NTHF. Trata-se de uma pesquisa inédita, tanto no sentido de descrever
e comparar a acao de nitratos organicos em HUCV, como pelo fato de ser um estudo
pioneiro com estes vasos umbilicais humano no éambito da Farmacologia

Cardiovascular do Brasil.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Padronizar o modelo com vasos de cordao umbilical humano e caracterizar o
efeito vasodilatador de nitratos organicos (GTN, NTHF, Bis-NTHF e NCOE) em anéis

de artéria e veia de cordao umbilical humano.

1.1.2 Objetivos Especificos

Investigar e comparar os efeitos dos nitratos organicos sobre HUCV.

Avaliar a agcao dos compostos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre: tbnus
basal; contrag&o induzida por serotonina; contragao induzida por KCI 60 mM.

Caracterizar o efeito vasorrelaxante dos nitratos em vasos de cordéo umbilical
humano, por meio da investigacdo do envolvimento de: ciclase de guanilil solavel;

canais para potassio; célcio; e Rho-cinase.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CARACTERISTICAS DOS VASOS DE CORDAO UMBILICAL HUMANO

O cordao umbilical € um componente importante da placenta, caracterizado
por fazer a ligagéo entre esta e o feto, e é responsavel pelo fluxo sanguineo materno-
fetal (REIS, 2014). Ele fornece ao feto oxigénio e nutrientes que garantem seu
crescimento e desenvolvimento durante a gestacdo (BARBIERI et al., 2011; BINBIR
et al., 2012; ROMANOWICZ; BAN'KOWSKI, 2010). A estrutura do corddo umbilical é
helicoidal. A disposicéo espiralada permite que o corddo umbilical estire ou se encurte,
de forma a nao estirar os vasos umbilicais em demasia, o que evita modificacoes
acentuadas do fluxo sanguineo ao longo do trajeto dos vasos funiculares (VASQUES
et al., 2003). Ele é normalmente composto por duas artérias e uma veia, rodeadas
pela geleia de Wharton, por um tecido poroso conjuntivo e por uma camada externa
de célula anica de amnio (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia do Cordao Umbilical

Placenta

Cordao Umbilical

Geleia de Wharton

Artéria Umbilical

Veia Umbilical

Estrutura anatdmica do corddo umbilical, que mostra a disposi¢do das artérias e da veia no cordao
Fonte: Adaptado de http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/umbilical+cord
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A geleia de Wharton € um tecido conectivo gelatinoso, o qual consiste de uma
substancia fundamental amorfa, a qual contém glicosaminoglicanos, proteoglicanos e,
predominantemente, &cido hialurénico, células-tronco mesenquimais e fibras
colagenas (FARIVAR et al., 2015; REIS, 2014). Ela também contém células com
caracteristicas semelhantes as encontradas nos musculos lisos, que permite sua
funcéo contractil (BARBIERI et al., 2011). A espessura e turgidez da geleia de Wharton
variam de acordo com a expansao e contracdo dos vasos e podem estruturalmente
evitar ou diminuir a probabilidade de hiperdistensdo e de compressdo dos vasos
(FERGUSON; DODSON, 2009; FILIZ et al., 2011). Ela age como uma camada
protetora, a qual afeta positivamente a nutricdo e crescimento fetal, por proteger o
fluxo sanguineo materno-fetal de influéncias externas (SOBOLEWSKI et al., 2005).

A adaptacdo materna a gravidez € conhecida como um processo complexo,
caracterizado por alteracbes acentuadas na perfusdo uterina e funcdo vascular
sistémica (KAHLER et al., 2004). A HUA é um componente critico da circulagéo
fetoplacental com a funcgao vital de fornecer a perfusao e nutricdo adequada para a
placenta (RADENKOVIC et al., 2008).

Os HUCV diferem na estrutura e na funcdo, em comparag¢ao com outros vasos
sanguineos o corpo. As duas artérias umbilicais (HUA) se encontram em volta da veia
(HUV), numa forma helicoidal. O sangue flui de um modo pulsétil do feto para da
placenta por meio das duas HUA, que levam o sangue desoxigenado; e da placenta
para o feto através da veia umbilical, que conduzem o sangue oxigenado
(FERGUSON; DODSON, 2009; FILIZ et al., 2011; MURPHY, 2005; WANG et al.,
2004). Desta forma, pode-se destacar que esta circulagdo possui caracteristicas
distintas da encontrada na maioria dos vasos sanguineos, uma vez que as artérias e
veias umbilicais carreiam, respectivamente, sangue rico em CO: e Oa.

Durante a gravidez normal, o aumento drastico do fluxo sanguineo feto- e
Utero-placentarios sédo altamente relacionados ao crescimento e a sobrevivéncia fetal
(ROSENFELD, et al.,, 1974; WANG; ZHENG, 2012). O desenvolvimento e a
manutencdo da perfusdo adequada ocorrem, principalmente, por angiogénese,
remodelamento vascular e vasodilatacdo (MAGNESS; ZHENG, 1996; OSOL;
MANDALA, 2009; OSOL; MOORE, 2014). Além dos processos biologicos, varias
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substancias estido envolvidas na alteragdo do tonus vascular dos HUCV (KAHLER et
al., 2004).

2.2 TONUS VASCULAR

O didmetro luminal vascular e, consequentemente, o fluxo sanguineo séo
determinados pelas células do musculo liso vascular (VSMC) (AMBERG; NAVEDO,
2013), as quais estdo sob constante controle de uma variedade de mediadores com
propriedades vasoconstritoras e vasodilatadoras (ALTHOFF; OFFERMANNS, 2015),
responsaveis por manter o ténus vascular (CHISTIAKOV; OREKHOV; BOBRYSHEV,
2015; SANDOW et al, 2012). Este controle inclui véarios eventos, como:
despolarizacdo da membrana; entrada e mobilizagcdo do calcio; e ativacdo de
proteinas contrateis (HILL et al., 2010).

Os mecanismos que regulam o estado contrati dos HUCV sdo muito
importantes para troca gasosa e de nutrientes entre o feto e a placenta (SANTOS-
SILVA et al., 2008). A baixa resisténcia da circulacao feto-placentéria ndo € mantida
a partir de um controle nervoso (FOX; KHONG, 1990; CAIRRAO; SANTOS-SILVA;
VERDE, 2010), uma vez que os HUCV séo considerados uUnicos por ndo serem
inervados pelo sistema nervoso autonomo (BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN,
2012; FOX; KHONG, 1990; REILLY; RUSSELL, 1977).

A alteracdo do estado contratil VSMC dos HUCV é realizado por mecanismos
paracrinos e endocrinos, ou seja, autacoides circulantes ou produzidos localmente,
tanto pelas células endoteliais quanto por células da geleia de Wharton (BOURA et
al., 1994; ERRASTI et al., 2009; LEUNG et al., 2006; MARTIN et al., 2014). Os
principais mediadores locais que regulam o tdénus vascular dos HUCV séao
prostaciclina (PGlz), NO, 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT) e ions, como célcio
e potassio (RANKIN; MCLAUGHLIN, 1979; TUFAN et al., 2003).

2.2.1 Canais para Potassio

O fluxo seletivo de ions potassio, do compartimento intra para o extracelular,

através da membrana, € permitido pelos canais para potassio (JACKSON, 2000; ZHU,

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 34

XIAO; ZHANG, 2013). Eles estdo envolvidos, principalmente, na regulacdo do
potencial de membrana e na excitabilidade celular elétrica (MARTIN et al., 2014),
caracteristica que faz com que estes canais tenham um papel chave na regulacéo do
tbnus vascular (JACKSON, 2005; NELSON; QUAYLE, 1995; ZHU; XIAO; ZHANG,
2013).

Alguns tipos de canais para potassio sdo expressos em VSMCs e células
endoteliais, e sdo classificados com base em suas propriedades farmacoldgicas e
biofisicas (KO et al., 2008; NELSON; QUAYLE, 1995; STANDEN; QUAYLE, 1998).
Entre eles estdo: canais para potassio sensiveis a voltagem (Kv); canais para potassio
sensiveis ao célcio (Kca); canais para potassio sensiveis ao trifosfato de adenosina
(ATP) (Katp); canais para potassio retificadores de entrada (Kir); e canais para
potassio com dominio de dois poros (Kzp) (WERNER; LEDOUX, 2014).

Cada canal para potassio apresenta caracteristicas diferenciadas, como: Kv
séo ativados por despolarizacéo e importantes reguladores do potencial de membrana
do musculo liso vascular em resposta a um estimulo despolarizante (KOROVKINA,;
ENGLAND, 2002); Kca respondem a mudangas na concentragéo do Ca?* intracelular
([Ca?']), a qual regula o potencial de membrana e é importante no controle do tonus
miogénico em artérias pequenas (PARK et al., 2007); Katp tem sua fungao relacionada
as mudancas no metabolismo celular e sdo alvos de uma variedade de estimulos
relaxantes (TERAMOTO, 2006); Kir regulam o potencial de membrana nas células
musculares lisas de varios tipos de vasos de resisténcia de pequeno diametro (KNOT;
ZIMMERMANN; NELSON, 1996); e Kzp devem ser um sensor metabdlico, envolvidos
na regulacédo aguda do fluxo sanguineo local (WERNER; LEDOUX, 2014).

Nos HUCV, descreveu-se a presenca dos canais Kv e do Kca de grande
condutancia (BKca) (CAIRRAO et al., 2008; LOVREN; TRIGGLE, 2000). A ativacio
dos canais para potassio leva a hiperpolarizacéo do potencial de membrana, a qual
impede a abertura dos canais para célcio sensiveis a voltagem (Cav) e resulta na
vasodilatacdo (Figura 2A) (KO et al.,, 2008; ZHU; XIAO; ZHANG, 2013). Em
contraste, a inibicdo dos canais para potassio leva a despolarizagdo do potencial de
membrana, ao diminuir a saida deste ion, de modo que os Cav séo ativados, o que

resulta na vasoconstrigdo (Figura 2B) (HU et al., 2011).
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Figura 2 — Papel dos Canais para Potassio nos HUCVs

Hiperpolarizagao Despolarizagao

VSMC: Célula da musculatura lisa vascular
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

2.2.2 Canais de Calcio

O célcio é um ion de sinalizacdo universal (FAMELI; van BREEMEN, 2012).
Variagbes ciclicas da sua concentracdo, por meio do processo de acoplamento
excitacao-contracao, possibilitam a regulacéo da contratilidade e, assim, a modulacao
do ténus vascular e da PA (MARCHAND et al., 2012).

Substancias vasoconstritoras, como a 5-HT (SANTOS-SILVA; CAIRRAO;
VERDE, 2010), agem por meio da elevacdo da concentracdo de calcio intracelular
([Ca?*]i), bem como da sensibilidade aparente ao célcio no processo contratil das
VSMC (LEDOUX et al, 2006).

O aumento transiente da [Ca?']i ocorre devido ao influxo de célcio
transmembranar, via Cav, ou liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmético (SR)
(URENA et al., 2013). O influxo de célcio nas VSMC é mediado principalmente pelos
Cav tipo-L (Cav-L), com a contribuigéo de outros canais
(MATCHKOV; KUDRYAVTSEVA; AALKJAER, 2012; MOOSMANG et al., 2003). Por
outro lado, a liberacao de calcio dos estoques intracelulares é mediada por dois tipos
de receptores ionotrépicos permedveis ao calcio: receptores de rianodina (RyR) e
receptores do 1,4,5-trisfosfato de inositol (IPsR) (AMBERG; NAVEDO, 2013). Esse
aumento transiente da [Ca?*]i pode ativar: calmodulina (CaM); BKca; e re-estocagem
para o SR (FAMELI; van BREEMEN, 2012).
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A contracédo induzida por célcio ocorre a partir de um complexo deste ion com
a CaM, com subsequente aumento da atividade da cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK) (AMBERG; NAVEDO, 2013). Esta proteina cinase fosforila a cadeia leve da
miosina (MLC), o que leva a interacao dos filamentos de actina e miosina no ciclo das
pontes cruzadas (IHARA; MacDONALD, 2007; MORGADO et al., 2012) (Figura 3).
Trata-se do evento chave na contragdo da VSMC em resposta a um amplo espectro
de sinais extracelulares (SOMLYO; SOMLYO, 2003).

Figura 3 — Representacdo Esquematica da via do Calcio Durante a Contracéo

Vascular

Vasoconstricao
B

VSMC: Célula da musculatura lisa vascular; Cay-L: Canais de calcio sensiveis a voltagem tipo L; IP3R:
Receptor de IP3; RyR: Receptor de Rianodina; CaM: Calmodulina; MLC: cadeia leve da miosina;
MLCK: Cinase da cadeia leve da miosina; P: fosforilacdo; RS: Reticulo Sarcoplasmatico

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

Em contrapartida, em resposta a um estimulo vasodilatador ou remoc¢éo do
estimulo vasoconstritor, a [Ca?*]i diminui, principalmente, como resultado da extrusdo
citoplasmatica de calcio e/ ou captacao para o SR. Estes efeitos levam a inativacdo
da MLCK e, consequentemente, ao vasorrelaxamento (LEDOUX et al.,, 2006;

MORGADO et al., 2012). Alteracdes no estado contratil das VSMC podem tanto
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aumentar como diminuir o diametro vascular, o que leva ao aumento ou diminuicao
do fluxo sanguineo através dos vasos, respectivamente (AMBERG; NAVEDO, 2013).
Nos HUCV, 5-HT induz contragdes por influxo de célcio do meio extracelular
através dos canais de calcio dependentes de receptor e liberacdo de calcio dos
estoques intracelulares. A resposta contratil desses vasos por KCI € principalmente
devido ao influxo de calcio extracelular via Cav-L a partir da despolarizacdo de
membrana, podendo também envolver a liberagcdo de célcio induzida pelo célcio
(SALOM et al., 1990; TUFAN et al., 2003; WYLAM et al., 1993). Em contrapartida, ha
estudos que demonstram que 5-HT e KCI podem induzir contracdo em HUCV na
auséncia de célcio no meio extracelular, o que sugere um mecanismo decorrente da
liberacdo de célcio dos estoques intracelulares e da Rho-cinase (ROCK)
(SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010), um dos principais alvos downstream da
proteina com atividade GTPase, a RhoA (ANDRE; LOIRAND; SAUZEAU, 2014).

2.2.3Via RhoA/ Rho Cinase

RhoA é ativada por agonistas contrateis, por meio de uma sinalizacdo que
envolve receptores acoplados a proteina G (GPCR) (PUETZ, LUBOMIROV, PFITZER,
2009), e por despolarizacdo de membrana (URENA; LOPEZ-BARNEO, 2012). Em
condi¢cdes de repouso, RhoA é mantida no citosol inativa, ligada ao difosfato de
guanosina (GDP) e ao inibidor de dissociacdo de nucleotideo guanina (GDI)
(RhoA.GDP.GDI). Ap6s ativacdo do GPCR acoplados as G213, RhoA dissocia-se do
GDI e é translocada para a membrana celular. O fator de troca de nucleotideo ciclico
da RhoA (Rho-GEF) é ativado e leva a troca de GDP por trifosfato de guanosina
(GTP), tornando a RhoA ativa (RhoA.GTP) (CHERFILS; ZEGHOUF, 2013;
PRUDNIKOVA; RAWAT; CHERNOFF, 2015; RAHMAN et al., 2014).

Além da proteina Gi213, a RhoA pode ser ativada por despolarizacdo de
membrana, de maneira dependente da liberacdo de célcio do SR e de ativacdo de
canal de célcio de membrana (SAKURADA et al., 2003; URENA; LOPEZ-BARNEO,
2012). O aumento da [Ca?*]i leva a ativacdo da fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinase
(PIBKC-2a), e esta, por sua vez, ativa a RhoA, o que culmina na ativacdo da ROCK
(AZAM et al., 2007; TAKUWA et al., 2005). Em contraste com essas observacgoes,
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contragdes induzidas por KCl ou 5-HT, na presenca de calcio extracelular, ndo parece
envolver ROCK (SANTOS-SILVA,; CAIRRAO; VERDE, 2010).

A via RhoA/ROCK leva a sensibilizacdo do calcio em contragdes tbnicas
(MITA et al.,, 2002; RATZ et al., 2005, URENA; LOPEZ-BARNEO, 2012). Tal
mecanismo ocorre pelo fato de que a via RhoA/ROCK ativada fosforila e inativa a
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), impedindo a desfosforilagcdo da MLC
(KIMURA et al., 1996; FENG et al., 1999). Adicionalmente, a ROCK fosforila a MLC
no mesmo sitio de fosforilagdo da MLCK (AMANO et al., 1996; KUREISHI et al., 1997).
Desta forma, a fosforilacdo da MLC e, consequentemente, o estado contratil da VSMC
sdo determinados pelo balanco entre as atividades de ROCK e MLCP (AMANO;
FUKATA; KAIBUCHI, 2000; KANEKO-KAWANO et al., 2012) (Figura 4).
Adicionalmente, a via RhoA/ROCK leva a sensibilizacdo do célcio em contracdes
tbnicas decorrentes de despolarizacdo de VSMC, cujo mecanismo ainda nao esta bem
esclarecido (MITA et al., 2002; RATZ et al., 2005; URENA; LOPEZ-BARNEO, 2012).

Figura 4 — Representacdo Esquemaética da via RhoA-ROCK Durante a

Contracao Vascular

Agonistas

@ Daspolariz':'i(}a?
\ ; T T+

RhoA.GEF

7 N

Ca?
RhoA.GDI.GDP RhoA.GTP \ \

CaZ _

Vasoconstricao

VSMC: Célula da musculatura lisa vascular; RhoA.GEF: RhoA ligada ao fator de troca do nucleotideo
de guanosina; RhoA.GTP: RhoA ligada ao trifosfato de guanosina; ROCK: RhoA Cinase; MLC: Cadeia
Leve da Miosina; P: fosforilagdo; MLCP: fosfatase da cadeia leve da miosina; MLCK: cinase da cadeia
leve da miosina; RS: Reticulo Sarcoplasmatico.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A ativacdo crbnica da via RhoA/ROCK tem sido associada ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (KAJIKAWA et al., 2014), como
vasoespasmo, aterosclerose, injaria decorrente da isquemia-reperfusao, hipertenséo
arterial, hipertenséo pulmonar e insuficiéncia cardiaca (SHIMOKAWA; SATOH, 2015).
Isto acontece porque, além da regulacao do ténus, a ROCK esta envolvida em varias
outras funcdes bioldgicas, como: migracéo celular; proliferacédo e fibrose do musculo
liso vascular; hipertrofia e remodelamento deletério do miocérdio; e disfungéo
endotelial mediada pela diminuicdo da biodisponibilidade do NO (RIENTO; RIDLEY,
2003; SAWADA,; LIAO, 2014; TANAKA; NODE, 2015).

2.2.4 Oxido Nitrico

O NO é uma das substancias mais importantes e indispensaveis para
integridade endotelial e para o controle do tébnus vascular (FLIERL et al., 2015).
Trata-se de uma molécula sinalizadora que atua localmente (TREUER; GONZALEZ,
2015). Desde a descoberta do NO, suas atividades bioldgicas tém sido interesse de
pesquisa extensiva (VERAS et al., 2013), devido ao fato de se tratar de uma molécula
sinalizadora ubiqua, envolvida em diversos processos fisioloégicos e patolégicos
(RICCIO; SCHOENFISCH, 2012; SCATENA et al.,, 2010; TREUER; GONZALEZ,
2015).

NO é um dos principais reguladores de varios processos cardiovasculares
(WALFORD; LOSCALZO, 2003), incluindo agregacéao e adeséo plaquetaria (CRANE;
ROSSI; MEGSON, 2005; FREEDMAN et al., 1999; RADOMSKI; PALMER;
MONCADA, 1991), contratilidade do miocéardio, permeabilidade e ténus vascular
(PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; WELCH; LOSCALZO, 1994; UMBRELLO et
al., 2013) e inibicao da proliferacdo do musculo liso vascular (GARG; HASSID, 1989;
JEREMY et al., 1999). Trata-se de um composto labil, de baixo peso molecular, com
meia-vida de aproximadamente cinco segundos e sollvel tanto em ambientes
aquosos como hidrofébicos (THOMAS et al., 2008; TREUER; GONZALEZ, 2015).
Esse gas pode existir numa variedade de formas, como radical livre (NO¢) ou ions:
nitroxil (NO) ou nitrosénio (NO*), e a forma que domina depende da fonte de NO
(BONAVENTURA et al., 2006).
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Ainda que o NO tenha uma simplicidade estrutural, este gas possui uma
guimica complexa e ac¢des biolégicas amplas e variadas (MILLER; MEGSON, 2007).
Esse gas é sintetizado por uma série de tipos celulares, atuando como uma molécula
sinalizadora autdcrina e paracrina altamente regulada. A natureza reativa do NO faz
com gue ele possa se difundir para varios sistemas biolégicos (TREUER; GONZALEZ,
2015). Sua influéncia se estende apenas a 100 um de sua origem. Isso significa que
o NO deve ser rapidamente sintetizado na resposta a estimulos. Essa molécula ndo
requer um metabolismo complexo de liberacdo, sendo simplesmente diluido e oxidado
a nitrito (NO2) e nitrato (NO3’) (RASSAF; FERDINANDY; SCHULZ, 2014).

A meia-vida do NO e, portanto, a sua atividade bioldgica, sdo decisivamente
determinadas por espécies reativas de oxigénio (ROS), que reagem rapidamente com
este gas, formando intermediarios altamente reativos (BECKMAN; KOPPENOL,
1996), diminuindo a biodisponibilidade do NO e aumentando o estresse oxidativo no
tecido vascular (GRYGLEWSKI; MONCADA; PALMER, 1986; SCHULZ et al., 2008).

A bioquimica do NO divide suas acfes potenciais em duas categorias: direta
e indireta (WINK et al., 1996). Os efeitos diretos do NO sdo aquelas reagGes que
ocorrem rapido o suficiente para permitir que o NO reaja diretamente com sua
molécula alvo, enquanto que os efeitos indiretos requerem que o NO reaja com 0
oxigénio (O2) e o superoxido (O2) para gerar espécies reativas do nitrogénio (RNS),
como o NO2z, o dioxido de nitrogénio (NO2) e o peroxinitrito (ONOO"), que
subsequentemente reagem com seus alvos biologicos (Figura 5) (IGNARRO et al.,
1993; SZABO; ISCHIROPOULOS; RADI, 2007; UMBRELLO et al., 2013). Uma das
vantagens de dividir a quimica do NO nestas duas categorias é que os efeitos diretos
geralmente ocorrem em baixas concentragdes ([NO] < 200 nM) e os indiretos
acontecem em concentragdes bem mais elevadas ([NO] > 400 nM) (THOMAS et al.,
2008).

Figura 5 — Reacdes do NO para Formacao de RNS

NO + O, = ONOO"
2NO + Oz 2 2NO:
NO + NO2 €= N203
N2O3+ H,0 2 2H* + NOy

Fonte: Thomas et al., 2008
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Embora haja mecanismos alternativos para gerar NO, como a acidificacao ou
reducdo do NO2, a grande maioria da producdo deste gas em mamiferos € derivada
enzimaticamente a partir da sintase de NO (NOS) (UMBRELLO et al., 2013). Esta
familia de enzimas converte o substrato L-arginina, um aminoacido catiénico e
semiessencial, e Oz em L-citrulina e NO (KNOWLES; MONCADA, 1994; WU,
MORRIS, 1998).

Existem trés isoformas de NOS que oferecem a grande variedade de perfis de
concentracdo do NO (THOMAS et al., 2008). Duas destas, a NOS neuronal (hnNOS ou
NOS-1) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS-3), sdo dependentes de
4Ca?*-calmodulina (4Ca?*CaM), constitutivas e produzem NO em baixas
concentragcbes (> 1 nM) (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; BALLIGAND et al.
1993). A terceira isoforma, a NOS induzivel (iNOS ou NOS-2), é independente do Ca?*
e a sua expressdo segue um estimulo imunolégico, produzindo NO em altas
concentragdes (> 1 yM), servindo para fungdes citotdxicas/citostaticas (ALDERTON
et al., 2005; MONCADA; HIGGS, 2006).

Nas células endoteliais, ocorre a conversao do L-arginina e O2 em NO pela
eNOS, em resposta a estimulos mecanicos ou guimicos
(FELETOU; VANHOUTTE, 2006; INAGAMI; NARUSE; HOOVER, 1995). O NO
difunde-se da célula de origem, passando facilmente através das membranas das
células vizinhas, regulando uma série de efeitos fisiolégicos (MILLER; MEGSON,
2007). No sistema cardiovascular, o NO é continuamente produzido a partir das
células do endotélio vascular (MILLER; MEGSON, 2007), que € o maior regulador da
homeostase vascular local, ndo apenas por regular a permeabilidade vascular, mas
também por regular o calibre dos vasos sanguineos de acordo com as demandas
hemodinadmicas e hormonais e mantendo, assim, a fluidez do sangue (BRUTSAERT,
2003; FELETOU; VANHOUTTE, 2006).

O NO e os compostos doadores desse gas podem ativar a ciclase de guanilil
soluvel (sGC) (MORGADO et al., 2012). Quando ativada, esta enzima converte o
trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) (CARY et
al.,, 2006; LOHSE et al., 1998; MACHADO et al., 2014). Esse nucleotideo é
considerado um dos principais segundos mensageiros que medeiam a vasodilatacéo

em condicg0es fisiologicas (MORGADO et al., 2012). Uma vez formado, cGMP ativa a
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proteina cinase dependente de cGMP (PKG) (CARVAJAL et al., 2000; KARCZEWSKI
et al., 1992).

A ativagao da PKG culmina no relaxamento da VSMC a partir da fosforilag&o
de vérias proteinas (MACHADO et al., 2014; MILLER; MEGSON, 2007). Entre os
efeitos desencadeados a partir da ativacdo da PKG estdo: reducdo dos niveis de
[Ca2*]i (FRANCIS; BUSCH; CORBINS, 2010; IACHINI-BELLISARII et al., 2012) e
diminuicao da sensibilidade do sistema contratil para este ion (CARVAJAL et al., 2000;
FRANCIS; BUSCH; CORBINS, 2010); desfosforilacdo da cadeia leve da miosina
(WALDMAN; MURAD, 1987; CARVAJAL et al., 2000); e ativacdo de Katp (MURPHY;
BRAYDEN, 1995), Kca (MEERA; WALLNER; TORO, 2011) e Kv
(IRVINE; FAVAROLO; KEMP-HARPER, 2003) (Figura 6).

Figura 6 — Representacao Esquematica da via NO-sGC-PKG Durante o

Relaxamento Vascular

/ +
cGMP @
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Vasodilatacao

VEMC

Cay-L: Canais de calcio sensiveis a voltagem tipo-L; GTP: trifosfato de guanosina; cGMP: Monofosfato
de guanosina ciclico; MLC: Cadeia Leve da Miosina; P: fosforilagdo; MLCP: fosfatase da cadeia leve
da miosina; MLCK: cinase da cadeia leve da miosina; RS: Reticulo Sarcoplasmatico; NO: 6xido nitrico;
sGC: ciclase de guanilil soluvel; PKG: proteina cinase dependente de cGMP; MLCP: fosfatase da
cadeia leve da miosina; MLCK: cinase da cadeia leve da miosina; RS: Reticulo Sarcoplasmatico;
SERCA: Ca*?-ATPase do reticulo sarcoplasmatico; VSMC: Célula da musculatura lisa vascular..
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A via NO/cGMP tem sido implicada no relaxamento de HUCV (LOVREN;
TRIGGLE, 2000). Em contrapartida, tal resposta vasodilatadora ndo é totalmente
mediado PKG, 0 que sugere que outros mecanismos podem estar envolvidos nessa
resposta vascular (SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010), como a acéo direta
de NO e/ou cGMP sobre canais para potassio.

O NO é essencial tanto para regulacdo como para distribuicdo regional do
fluxo sanguineo e presséao arterial (UMBRELLO et al., 2013). A desregulagdo na via
do NO desempenha um papel fundamental em varias condi¢cdes patofisiolégicas no
sistema cardiovascular (MILLER; MEGSON, 2007; SCATENA et al., 2010;
VANHOUTTE, 2009), como € o caso da pré-eclampsia. Esta condi¢cao clinica ocorre
pelo fato de haver uma desregulacédo da liberacdo de NO, visto que ha deterioracéo
do endotélio. Nesse contexto, a deficiéncia desse mediador pode estar associada ao
comprometimento do fluxo sanguineo fetoplacentario na pré-eclampsia (SELIGMAN
et al., 1994; MATSUBARA et al., 2015).

Pesquisadores tém utilizado o atual conhecimento para formular terapias
baseadas no NO, as quais tém se destacado nos resultados clinicos obtidos
(AL-SA'DONI; FERRO, 2005; SCATENA et al., 2005). Em geral, essas terapias sao
categorizadas em dois grupos: drogas que alteram a producdo de NO ou substancias
gue liberam NO ou um de seus analogos redox (CARPENTER; SCHOENFISCH,
2012). Entretanto, a administragdo de NO é limitada devido ao curto tempo de
meia-vida. Pré-farmacos, com base na liberacdo de NO, tém sido comercializados por
décadas (PARENT et al., 2013).

2.2 DOADORES DE NO

Doadores de NO (Figura 7) tém sido desenvolvidos para permitir a estocagem
e a liberacdo desse gas como beneficio para uma variedade de aplicacfes clinicas.
Entre esse grupo de substancias estdo: nitroprussiato de sédio (SNP — sodium
nitroprusside); diazeniodiolatos (ex.: dietilamino NONOato - DEA/NO); nitrosotidis (ex.:
S-nitrosoglutationa; GSNO) e nitratos organicos (ex.: trinitrato de gliceril ou gllyceryl
trinitrate — GTN) (MILLER; MEGSON, 2007; SCATENA et al., 2010; RICCIO;
SCHOENFISCH, 2012).
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Figura 7 — Estrutura Quimica de Doadores Classicos de NO

2 (o} NO
~ 2
NO | 0
NC_| _CN o_ _N \/\/

S ~_ 0 0
Fe + ~ ~
CN 3 CH

\/N\/ 3
SNP - nitroprussiato DEA/NO - Dietilamino GTN — trinitrato de gliceril
de sddio NONOato

0 o] S o}
H
N\)K
HO N OH
H
NH, o

GSNO - S-nitrosoglutationa

Fonte: Adaptado de Miller e Megson (2007); e Quinn e cols (2015)

Desde meados do século XIX, os cientistas e os clinicos tentam compreender
os efeitos bioldgicos dos nitrovasodilatores organicos (BRUNTON, 1867 apud JONES;
BOLLI, 2006). Durante um século, os nitrovasodilatadores foram utilizados
clinicamente sem a compreensdo de seus mecanismos de acdo. Atualmente, sua
acao vasodilatadora é conhecida por ser mediada pela liberagcdo de NO (PACHER,;
BECKMAN; LIAUDET, 2007). As propriedades vasodilatadoras dos doadores de NO
classicos limitam sua aplicacdo ndo-cardiovascular, pois a reducédo da PA representa
muitas vezes um efeito indesejado (FEELISCH, 1998).

Devido a diversidade na estrutura dos doadores de NO, o modo de liberacéo
deste gas para cada classe de compostos pode diferir significativamente, o qual pode
envolver catdlise enzimética, interacdo com ti6is, reducdo ou oxidacdo
(FEELISCH, 1998). Estes doadores oferecem propriedades bioquimicas distintas,
permitindo a escolha do composto que melhor atenda as demandas das investigacdes
especificas (WANG et al., 2002).

O SNP é um complexo inorganico com um grupo ferroso, utilizado em
hospitais para proporcionar uma rapida reducéo da PA em crises hipertensivas, sendo
também o farmaco de escolha em estudos clinicos, reconhecido como padrdo na
vasodilatacdo independente do endotélio. A liberacdo de NO por este composto
envolve um mecanismo complexo (BUTLER; MEGSON, 2002; GROSSI; D’ANGELO,
2005), que requer irradiacdo com luz ou reducédo de um elétron (FEELISCH, 1998),
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fazendo com que novos doadores sejam mais adequados como padrdo do
vasorrelaxamento independente do endotélio (MILLER; MEGSON, 2007). Uma das
principais limitacdes do uso do SNP in vivo € que quando este composto é reduzido
ocorre a liberacéo de cianeto (CN°) (ARNOLD; LONGNECKER; EPSTEIN, 1984), que
causa uma toxicidade celular pronunciada (WANG et al., 2002).

Diante do potencial significante do NO na medicina cardiovascular, €
surpreendente que apenas dois tipos de farmacos doadores de NO, o SNP e os
nitratos organicos, sejam utilizados clinicamente na atualidade, uma vez que nenhum
novo doador chegou ao mercado desde a descoberta do NO, em 1980, como
mediador fisiolégico (MILLER; MEGSON, 2007).

2.2.1 Nitratos Organicos

Os nitratos organicos classicos exibem efeitos terapéuticos benéficos no
tratamento de disturbios cardiovasculares, e sdo os farmacos mais antigas e usadas
entre os doadores de NO (MILLER; MEGSON, 2007; SCATENA et al.,, 2010;
VIZZARDI et al., 2013). Eles sdo ésteres de acido nitrico de &lcoois mono- e
poli-hidricos (RONO2), e representam a mais antiga classe de doadores de NO
aplicadas clinicamente (CSONT; FERDINANDY, 2005) (Figura 8).

Figura 8 — Estruturas Quimicas de Nitratos Organicos mais Relevantes
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Fonte: Csont e Ferdinandy (2005); Miller e Megson (2007)
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Estes compostos possuem vantagens claras em relacdo aos outros
compostos doadores de NO, pois seus efeitos in vivo s&o muito bem documentados,
tanto em animais como em humanos. Adicionalmente, sdo moléculas bastante
estaveis, podendo ser administradas por meio das vias intraperitoneal, venosa e por
via oral, em alguns casos, como o dinitrato de isossorbida (ISDN) e o tetranitrato de
pentaeritritil (PETN) (FEELISCH, 1998).

Acredita-se que todos os nitratos organicos exercem seus efeitos biolégicos
por meio da liberacdo de NO, requerendo uma bioconversdo enzimatica para
disponibilizar deste gas (CSONT; FERDINANDY, 2005). Um numero crescente de
enzimas potenciais tem sido sugerido para esta bioconverséo, incluindo um sistema
enzimatico microssomal vascular ndo caracterizado (CHUNG; FUNG, 1990), enzimas
encontradas no citocromo P450 (CYP) (McGUIRE et al, 1998),
glutationa-S-transferase (KURZ et al.,, 1993) e a aldeido desidrogenase 2 (ALDH)
(CHEN; ZHANG; STAMLER, 2002).

Os nitratos organicos séo predominantemente utilizados para o tratamento e
prevencdo de doencas cardiovasculares (ABRAMS, 1996; ANTMAN et al., 2004;
BRAUNWALD et al., 2002; PARKER; PARKER, 1998; THADANI, 1997), tais como:
hipertensédo arterial sistémica, infarto agudo do miocéardio, isquemia cardiaca,
insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas coronarianas e aterosclerose
(KUMAR; SINGH; BAKER, 2007; MUNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014; VIZZARDI et
al., 2013).

O principal problema da aplicacdo clinica dos nitratos esta relacionado ao
desenvolvimento de tolerancia para os efeitos hemodinamicos que a maioria dessas
substancias apresentam (CSONT; FERDINANDY, 2005; DAIBER et al., 2009; JABS
et al., 2015). Trata-se de um fenbmeno complexo, definida como a perda de efeito ou
necessidade de aumentar a dose para manter o efeito do nitrato organico, a qual pode
limitar a eficacia na terapia cronica (MUNZEL; GORI, 2013; MUNZEL; STEVEN;
DAIBER, 2014).

A tolerancia a nitratos pode envolver: pseudotolerancia, caracterizada por
ativacdo neuro-hormonal e expansado do volume intravascular (KLESCHYOQV et al.,
2003; PARKER et al., 1991); tolerancia vascular, que sdo processos vasculares

intrinsecos, os quais podem envolver desensibilizacdo da sGC (RAPOPORT et al.,
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1987) ou aumento da atividade das fosfodiesterases (PDE) (KIM et al.,, 2001;
MUNZEL; DAIBER; MULSCH, 2005); e a cross-tolerancia para outros compostos
doadores de NO (MUNZEL et al., 1995; MUNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014). PETN é
0 Unico nitrato utilizado clinicamente e que ndo apresenta tolerancia nem leva a
disfuncdo endotelial (MUNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014).

GTN, obtido a partir da glicerina, foi o primeiro nitrato descoberto em 1847. E
considerado tratamento de primeira linha no tratamento da doenca arterial coronariana
e de infarto do miocardio (FERREIRA; MOCHLY-ROSEN, 2012), também podendo
ser empregado em outras situacdes clinicas, como: insuficiéncia cardiaca congestiva,
fissura anal de criancas e como alternativa ao sildenafila (BARRETO; CORREIA,
2005; MAYER; BERETTA, 2008). Tal efeito clinico benéfico é devido a dilatacéo das
grandes artérias coronarias, a qual resulta em melhor fornecimento de sangue para o
coracao; e venodilatacdo, que leva a um maior acumulo venoso e conseguente
reduc&o do retorno venoso e da pré-carga cardiaca (BODE-BOORGE; KOJDA, 2005).
Entretanto, a tolerancia de seus efeitos ocorre apds 24-48h de uso, limitando sua
aplicacéo clinica (FRANCA-SILVA et al., 2014; MAYER; BERETTA, 2008).

Os nitratos NCOE e NTHF, obtidos a partir do grupo do Prof. Petrénio
Filgueiras de Athayde Filho (Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — CCEN/
UFPB), mostraram ndo desenvolver tolerancia dos seus efeitos vasculares, em
estudos realizados no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular do
PPgPNSB/UFPB (ALUSTAU, 2010; FURTADO, 2013; MACHADO et al., 2014).

NTHF é um nitrato organico que pode ser obtido em grandes quantidades a
partir de residuos agricolas, em particular do bagaco da cana-de-aglcar, gerado em
toneladas por usinas de agucar e alcool. A reacao a partir de biomassas consiste em
uma rota sintética, por meio da digestdo do bagaco da cana seguido da desidratacdo
das pentoses para obtencéo do furfural. Na segunda etapa, o furfural é convertido no
alcool tetra-hidrofurfurilico (ATHF) e na terceira etapa ocorre a esterificacdo do ATHF
para obtencdo do NTHF, com um rendimento de 81% (ATHAYDE-FILHO et al., [S.1.])
(Figura 9).
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Figura 9 — Reacdes para Obtencédo do NTHF
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Fonte: ATHAYDE-FILHO et al., [S.1.]

Estudos com NTHF mostraram que esse nitrato apresenta baixa toxicidade
aguda por via oral ou intravenosa, em ratos Wistar (FURTADO, 2013).
Adicionalmente, esse nitrato apresenta efeitos vasodilatador, sobre artéria
mesentérica superior isoladas de ratos; e hipotensor, tanto em ratos Wistar
normotensos quanto hipertensos. O mecanismo desses efeitos envolve a liberacdo de
NO e ativacdo de sGC e canais para potassio (ALUSTAU, 2010; FURTADO, 2013).

Diante das atividades promissoras do NTHF, foi sintetizado um composto que
contém duas moléculas de NTHF em sua estrutura: o BIS-NTHF. Este nitrato organico
€ sintetizado a partir do furan-2-carbaldeido (furfural), em um rota sintética que
consiste em trés etapas: 1 - Obtengcdo do 1,2-di(furan-2-il)-2-hidroxietanona; 2 -
Obtencao do 1,2-bis(tetrahidrofuran-2-il)etano-1,2-diol; 3 - Obtencdo do BIS-NTHF
(Figura 10). Trata-se de um composto inédito e que, portanto, ndo foi estudado no

sistema cardiovascular.
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Figura 10 — Reacgbes para Obtencao do BIS-NTHF
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Fonte: Sintese realizada no Laboratério do Prof. Petrénio Filgueiras de Athayde Filho

NCOE, por outro lado, € um nitrato organico que pode ser obtido a partir do
acido ricinoléico, o qual representa cerca de 90% do total do éleo da mamona. A
reacao para obtencdo do NCOE ocorre em duas etapas: uma reacgéo de esterificagao
do &cido ricinoléico, seguida por uma nitracdo do 12-hidroxi-cis-octadecanoato de etila
(SUPPES; DASARI, 2003) (Figura 11).

Figura 11 — Reagdes para Obtencdo do NCOE
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Fonte: SUPPES; DASARI, 2003

O estudo, em animais normotensos, com NCOE demonstrou que este nitrato

apresenta efeito hipotensor e vasorrelaxante, em artéria mesentérica superior isolada,
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decorrentes da liberacdo de NO, com consequente ativacdo de sGC, Katp € BKca
(MACHADO et al., 2014).

N&o h& estudos com NTHF, NCOE e BIS-NTHF em vasos humanos. Ademais,
as pesquisas que envolvem GTN em vaso umbilical ndo detalham seu efeito. Diante
desse contexto, € de grande relevancia investigar e caracterizar o efeito desses quatro
nitratos organicos (Figura 12) em vasos humanos. Para isto, serdo utilizados HUCV,
considerado fonte abundante e barata de material humano.

Figura 12 — Estrutura Quimica dos Nitratos Organicos Utilizados no Estudo
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Estrutura quimica do A) 1,2-bis(tetrahidrofuran-2-il)etano-1,2-diil dinitrato (BIS-NTHF), B) nitrato tetra-
hidrofurfurilico (NTHF); C) trinitrato de gliceril (GTN), D) e 13-nitrato-cis-9-octadecanoato de etila
(NCOE).

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO E PERIODO DO ESTUDO

O presente estudo trata-se de uma pesquisa cientifica em laboratorio, de
natureza aplicada, com abordagem quantitativa, procedimento experimental e com o

objetivo de estudo explicativo.

3.2 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

A amostra foi escolhida de forma aleatoria e constituida de segmentos de
cordao umbilical, cedidos voluntariamente por mulheres submetidas ao parto normal
ou cesareo. As parturientes aceitaram participar da pesquisa mediante um termo livre

e esclarecido (Apéndice 1).

3.3 LOCAL DE COLETA

Os corddes umbilicais foram coletados no Instituto Candida Vargas, situado
no bairro de Jaguaribe, em Jodo Pessoa-PB (ANEXO 2). Esta maternidade é
vinculada ao Sistema Unico de Satdo (SUS), integra a rede municipal de hospital de
Jodo Pessoa, realiza mais de 700 partos por més, e € considerada como referéncia
na Paraiba e um dos melhores hospitais na area no Nordeste. Optou-se por este local
de coleta, devido a quantidade de partos ser muito superior ao que ocorre no Hospital

Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB), o qual foi o primeiro local de coleta.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram convidadas a patrticipar da pesquisa parturientes com as seguintes
caracteristicas: idade acima de dezoito anos; submetidas ao parto do tipo cesariano
ou normal; sem relato de complicacdes médicas; e com tempo gestacional de trinta e
sete a quarenta e uma semanas (BARISKANER et al., 2003; PERUSQUIA et al.,
2007).
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3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

As caracteristicas das parturientes, adotadas como critérios de exclusao,
foram as seguintes: idade inferior a dezoito anos; com tempo de gestacdo abaixo ou
acima de trinta e sete ou de quarenta e uma semanas, respectivamente; ou que
apresentasse hipertensdo gestacional, doencas infectocontagiosas (virus da
imunodeficiéncia humana - HIV, hepatite, dentre outras), diabetes,

hipercolesterolemia e doengas autoimunes.

3.6 ASPECTOS LEGAIS DA PESQUISA

Todos os procedimentos da pesquisa respeitaram as recomendacoes
propostas pelo Conselho Nacional de Saude, por meio da resolugédo 466/12 (BRASIL,
2012), a qual apresenta diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo seres humanos. O estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética
do HULW/UFPB (certiddo 016/10/ Anexo 1).

3.7 DILUICAO DAS FERRAMENTAS FARMACOLOGICAS

Todas substancias utilizadas nos protocolos experimentais foram obtidas da
Sigma. Os compostos 5-hidroxitriptamina (5-HT), tetraetilamonio (TEA), U46619 e
histamina eram dissolvidos em &gua destilada. O 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-ona (ODQ, por sua vez, era dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO). A
concentracdo deste solvente organico na cuba foi de até 0,3%. As solucbes eram
mantidas de 0 a 4 °C e somente retiradas no momento do experimento.

Os sais utilizados para fazer as solugdes destee estudo eram provenientes da
VETEC®: NaCl; KCI; CaClz; MgSOa4; NaHCO3; KH2PO4; CsH1206; HEPES e EDTA.
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3.8 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DOS NITRATOS

Os nitratos organicos NTHF, NCOE e BIS-NTHF foram cedidos pela equipe
do Prof. Petronio Filgueiras de Athayde Filho (PgPNSB/UFPB). O GTN (Tridil®) foi
utilizado como padréo para os efeitos dos nitratos e foi obtido comercialmente.

Os nitratos NTHF, NCOE e BIS-NTHF foram solubilizados em cremofor e, em
seguida, diluidos em agua destilada, para a obtengdo das concentracdes (10, 1073,
10° e 107 M) desejadas para a realizacdo dos protocolos experimentais. A preparacao
das solugoes foi realizada momentos antes de iniciar 0 experimento. A concentragéo
de cremofor ndo excedeu 0,001% na solucéo de banho na cuba.

A solucdo mde de GTN utilizada foi de 2,202 x 102 M, diluida em agua
destilada para obter as outras concentracGes a serem utilizadas no experimento (1073,
10° e 107 M).

3.9 PADRONIZACAO DA TECNICA PARA UTILIZACAO DOS VASOS UMBILICAIS

Os experimentos com HUCV foram realizados apds a padronizacdo deste
modelo experimental no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular. Foi realizada a
padronizacao: das concentracdes e tipos de sais utilizados nas solucdes de transporte
e para o banho; da tenséo a qual os anéis seriam submetidos (variacédo de 1 a 5 g);
tempo necessario para estabilizacdo dos vasos isolados (variacdo de 1 a 3 horas);
melhor agente contraturante (5-HT; solu¢cdes despolarizantes de KCI, U46619 e
Histamina); concentracdes das ferramentas farmacoldgicas a serem utilizadas (5-HT;
ODQ); TEA). A partir destas informacdes, os parametros estabelecidos para a

padronizacao seguem descritos nos proximos tépicos.
3.9.1 Procedimento para Coleta do Corddo Umbilical
A coleta dos corddes umbilicais foi feita pela Dra. Sabrina de Melo Gomes,

médica residente em ginecologia e obstetricia. Os segmentos de cordédo umbilical, de

aproximadamente 10 cm de comprimento, foram coletados apenas as por¢des que
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seriam destinadas ao descarte biolégico. Desta forma, a coleta do corddo nédo
acarretou em danos nem riscos a saude das parturientes ou dos lactentes.
Posteriormente, os corddes umbilicais foram imersos em solucéo de Krebs modificado
para transporte (Quadro 1), refrigerados de 4 a 8 °C em caixa térmica, e transportados
para o laboratério de Farmacologia Cardiovascular do PPgPNS/UFPB. Os segmentos
de corddes foram armazenados na geladeira e mantidos de 4 a 8 °C. Os corddes
poderiam ser utilizados em até 48h ap0ds a coleta ter sido realizada (MILDENBERGER
et al., 2003).

Quadro 1 — Composicao do Krebs Modificado para o Transporte de Cordé&o

Umbilical Humano

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 125,0
KCI 4,8
CaCl> 1,0
MgSO4 1,2
NaHCOs 25,0
KH2PO4 1,2
CeH1206 11,0
HEPES 25,0
EDTA 0,3

CsH1206: Glicose; CaCl,: Cloreto de célcio; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; HEPES:
acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico; KCl: Cloreto de potéassio; KH.PO4: Fosfato de
potassio; MgSO.: Sulfato de magnésio; NaCl: Cloreto de sédio; NaHCOs: Bicarbonato de sodio
Fonte: adaptado de LEREIS et al., 2006

3.9.2 Procedimento para Obtencdo dos HUCV

O isolamento dos HUCYV foi realizado ap6s a retirada da geleia de Wharton
(Figura 13), numa placa de Petri contento a solucdo de Krebs para transporte
(Quadro 1), mantida em baixas temperaturas. Apos este procedimento os HUCV
foram dissecados e livres de todo tecido conectivo e adiposo. Em sequéncia, os HUCV

foram seccionados em anéis 3-5 mm de comprimento.
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Figura 13 — Disposic¢ao dos Vasos do Cordao Umbilical

A) Placenta

Cordao
Umbilical

Artéria Umbilical Humana (HUA)
Residuos e COz provenientes do feto
Veia Umbilical Humana (HUV)
Oz, nutrientes e hormdnios
disponibilizados para o feto

B)
Artéria Umbilical
Adventicia
Regiao
Perivascular
Geléia de
Wharton

Veia Umbilical

A) Disposicdo dos vasos no corddo umbilical B) Corte do corddo umbilical, que mostra a disposicdo
das artérias, da veia e da geleia no cordéo

Fonte: A) adaptado de http://miscarriage.about.com/od/stillbirthcausesrisks/p/cordaccident.htm B)
Adaptado de Kim e cols, 2013

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 57

3.9.2 Procedimento para a Experimentagcdo com HUCV

Os anéis de HUA e HUV foram transferidos para cubas contendo 10 mL de
solucdo Krebs Henseleit (Quadro 2), sob temperatura de 37 °C, continuamente
gaseificada com uma mistura de 95% de Oz e 5% de CO2 (SANTOS-SILVA,
CARRIAO, VERDE, 2010), para promover um pH relativamente constante de 7,2-7,4
(TEIXEIRA; PRIVIERO; WEBB, 2005). Em todos os anéis foi realizado o atrito
mecanico entre as paredes internas do vaso e uma pinca fina com algodéao, para
garantir a retirada do endotélio vascular.

Quadro 2 — Composicao da Solucao de Krebs Henseleit

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NacCl 119,0
KCI 4,7
CaCl; 2,5
MgSOa 1,0
NaHCOs 25,0
KH2PO4 1,2
CeH120¢6 11,0
EDTA 0,004

CsH1,06: Glicose; CaCl,: Cloreto de calcio; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; KCI: Cloreto de
potassio; KH>PO4: Fosfato de potassio; MgSOa: Sulfato de magnésio; NaCl: Cloreto de sédio;
NaHCOg3: Bicarbonato de sddio

Fonte: LEREIS et al., 2006

Os HUCV eram suspensos por uma haste metalica e fixados a um transdutor
de forca (Figura 8), acoplado a um sistema de aquisicéo (Miobath-4, WPI, Sarasota,

EUA) para o registro das tensdes isométricas (Figura 14).
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Figura 14 — Aparato Utilizado nos Experimentos com HUCV

Solugédo Tyrode —

Vaso Umbilical —>

Mistura
Carbogénica |

L

A) Cubas para 6rgéos isolados — HUCV suspenso por uma haste fixada a um transdutor de for¢a;
B) Sistema de cubas para érgéos isolados, acoplados ao sistema de aquisi¢ao.
Fonte: MACHADO; ASSIS; FURTADO, 2013

Os anéis eram mantidos sobre tenséo constante de 3 g, por um periodo de 3
horas (WYLAM et al., 1993). Nos primeiros 150 min do periodo de estabilizacéo, o
meio nutritivo foi trocado a cada 15 min para prevenir a interferéncia de metabdlitos.
Nos ultimos 30 min 0 meio ndo era mais trocado e a tensdo nao mais ajustada até o
inicio do experimento.

Apbs o periodo de estabilizagdo, uma contracdo com uma solugédo de Krebs
Henseleit modificada com KCI 60 mM foi induzida com a finalidade de certificar a
viabilidade do tecido (Quadro 3). Este agente promove contracdo dos HUCV por meio
de uma despolarizacdo das VSMC, a qual leva a abertura de Cav entre outros
mecanismos (SALOM et al., 1990; SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010;

TUFAN et al., 2003; WYLAM et al., 1993).

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 59

Quadro 3 — Composicao da Solucao de KCl 60 mM

SUBSTANCIA KCI 60 mM

NaCl 63,8

KCl 60,0
CaCl; 2,5
MgSOg4 1,0
NaHCO3 25,0
KH2PO4 1,2
CsH1206 11,0

EDTA 0,004

Composicdo da solucao de Krebs Henseleit modificada com altas concentracdes de KCI. CgH120s:
Glicose; CaCl,: Cloreto de célcio; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; KCl: Cloreto de potassio;
KH2PO,: Fosfato de potassio; MgSO4: Sulfato de magnésio; NaCl: Cloreto de sédio; NaHCOs:
Bicarbonato de sodio

Fonte: adaptado de LEREIS et al., 2006

Os anéis de HUA e HUV eram considerados viaveis quando o delta das
contracdes fosse superior a 2 e 5 g, respectivamente. Apos verificacdo da viabilidade,
0s anéis eram lavados com Krebs Henseleit normal e submetido a outro periodo de
estabilizacdo de, aproximadamente, 60 minutos, até que os valores de tensédo

voltassem a linha de base inicial.

3.10 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS COM HUCV

3.10.1 Investigacado do Efeito dos Nitratos Organicos no Ténus Basal

Com a finalidade de investigar a resposta dos nitratos organicos sobre o tonus
basal dos HUCV, ap6és o retorno a linha de base, concentracdes crescentes de GTN
(0,1 nM =1 mM), NTHF, Bis-NTHF ou NCOE (0,1 nM — 3 mM) eram adicionadas a
preparacdo, de maneira cumulativa, para obtencdo de uma curva concentracao-
resposta. A resposta foi expressa como porcentagem de relaxamento do ténus basal.
Eficacia e poténcia dos nitratos foram avaliadas por meio dos valores de Emax (efeito
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maximo) e pD2 (logaritmo negativo da concentracdo responsavel por 50% do Emax),

respectivamente.

3.10.2 Investigagcdo do Efeito dos Nitratos Orgénicos sobre Contragdes
Induzidas por 10 uM de 5-HT

Apoés certificacdo da viabilidade do tecido e do segundo periodo de
estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 10 pM de 5-HT, um potente
vasoconstritor de HUCV (GUPTA et al., 2006), que atua por ativagéo dos receptores
5-HTiep € 5-HT2a (KARLSSON et al., 1999; SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE,
2010). Na fase tbnica da contracdo promovida por 5-HT (30 minutos) foram
adicionadas concentracdes crescentes de GTN (0,1 nM — 1 mM), NTHF, Bis-NTHF ou
NCOE (0,2 nM -3 mM), de maneira cumulativa, para obtengdo de uma curva
concentracao-resposta. A resposta foi expressa como porcentagem de relaxamento
da contracdo promovida por 5-HT. A poténcia e eficacia dos nitratos foram avaliadas

por meio dos valores de pD2 e Emax, respectivamente.

3.10.3 Investigagcdo do Efeito dos Nitratos Organicos sobre Contragdes

Induzidas por solucao de Krebs Modificada com 60 mM de KCI

Ap6s o periodo de estabilizagcdo de 60 minutos, foi induzida uma nova
contragdo com a solucdo de Krebs Henseleit modificada com 60 mM de KCI
(Quadro 3) (SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010). Na fase tdnica da contracéo
promovida por 60 mM de KCI (30 minutos) foi adicionado concentracdes crescentes
de GTN (0,1 nM — 1 mM), NTHF, Bis-NTHF ou NCOE (0,1 nM — 3 mM), de maneira
cumulativa, para obtencdo de uma curva concentracdo-resposta. A resposta foi
expressa como porcentagem de relaxamento da contragdo promovida por 60 mM de
KCI. A poténcia e eficacia dos nitratos foram avaliadas por meio dos valores de pD:2 e

Emax, respectivamente.
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3.10.4 Investigacdo da Influéncia da Pré-incubagcdo dos Nitratos Orgéanicos

sobre a Contracao Induzida por 5-HT

Decorrida a estabilizacdo de 60 minutos, os anéis foram pré-incubados com a
concentracdo maxima dos nitratos organicos em estudo (GTN — 1 mM; NTHF,
BIS-NTHF ou NCOE 3 mM). Apds aos 60 minutos da pré-incubacéo, 10 uM de 5-HT
foram adicionados a preparacdo. A resposta foi expressa como porcentagem da
contracdo na presenca dos nitratos, comparada a induzida na auséncia, que foi

considerada o 100%. A eficacia dos nitratos foi avaliada por meio dos valores de Emax.

3.10.5 Investigacdo da Influéncia da Pré-incubacdo dos Nitratos Organicos

sobre Contracfes Induzidas por 5-HT na Auséncia de Calcio Extracelular

Decorrida a estabilizacéo de 60 minutos, o banho foi trocado por uma solugao
de Krebs zero célcio (Quadro 4). Apds 30 minutos, foi induzida uma contragcdo com
10 uM de 5-HT, cuja resposta foi observada por 15 minutos. Em seguida, o meio foi
lavado com Krebs normal (Quadro 2), até que os anéis voltassem para valores
aproximados a tensdo inicial. Posteriormente, Krebs zero célcio foi adicionado
novamente e, apdés 30 minutos, a concentracdo maxima dos nitratos (1 mM de GTN;
3 mM de NTHF; 3 mM de BIS-NTHF; ou 3 mM de NCOE) foi pré-incubada por 60
minutos, seguido da aplicacdo de 10 pM de 5-HT. A resposta foi expressa como
porcentagem da contracdo na presenca dos nitratos, comparada a induzida na
auséncia, que foi considerada o 100%. A eficacia dos nitratos foi avaliada por meio

dos valores de Emax.
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Quadro 4 — Composicao da Solucao de Krebs Henseleit Zero Célcio

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 119,0
KCl 4,7
CaCl, 0,0
MgSO4 1,0
NaHCO3 25,0
KH2PO4 1,2
CesH1206 11,0
EDTA 0,004
EGTA 0,5

Composicéo da solucéo de Krebs Henseleit na auséncia de calcio

CeH1206: Glicose; CaCl,: Cloreto de célcio; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; EGTA:

Acido bis(2-aminoetil) etilenoglicol-N,N,N',N'-tetraacético; KCI: Cloreto de potassio; KH,PO.: Fosfato
de potassio; MgSOa: Sulfato de magnésio; NaCl: Cloreto de s6dio; NaHCOs: Bicarbonato de sddio
Fonte: LEREIS et al., 2006

3.10.6 Investigacdo do Envolvimento da Via NO-sGC no Vasorrelaxamento
Induzido pelos Nitratos Organicos em Anéis Pré-contraidos com 10 uM
de 5-HT

Com a finalidade de investigar a participagdo da via NO-sGC na resposta
vasorrelaxante promovida pelos nitratos organicos em estudo, foi utilizado o ODQ
(10 uM), um potente inibidor que previne a ativacao da sGC pelo NO (GARTHWAITE
et al., 1995; LOVREN; TRIGGLE, 2000; CAIRRAO; SANTOS-SILVA; VERDE, 2010).

Apés a estabilizacdo de 60 minutos, 10 uM de ODQ foi adicionado a
preparacao. Posteriormente ao periodo de incubacéo de 30 minutos, foi induzida uma
contracdo com 10 uM de 5-HT. Na fase tdnica desta (30 minutos) foram adicionadas
concentracdes crescentes de GTN (0,1 nM -1 mM), NTHF, Bis-NTHF ou NCOE
(0,1 nM - 3 mM), de maneira cumulativa, para obtencdo de uma curva concentracao-

resposta. A resposta foi expressa como porcentagem de relaxamento da contracéo

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 63

promovida por 5-HT. A poténcia e eficacia dos nitratos foram avaliadas por meio dos

valores de pD2 e Emax, respectivamente.

3.10.7 Investigagdo do Envolvimento dos Canais para Potassio no
Vasorrelaxamento Induzido pelos Nitratos Orgénicos em Anéis

Pré-contraidos com 10 uM de 5-HT

Para investigar a participacdo de canais para potassio na resposta
vasorrelaxante promovida pelos nitratos organicos em estudo, foi utilizado
teatraetilamonio (TEA) na concentracdo de 10 mM, um bloqueador ndo seletivo dos
canais para potassio (CAIRRAO et al., 2008; LOVREN; TRIGGLE, 2000; POTRIC et
al., 2012).

Decorrida a estabilizacdo de 60 minutos, 10 mM de TEA foi adicionado a
preparacdo e incubado por 30 minutos ou 60 minutos em HUA ou HUV,
respectivamente. Em seguida, foi induzida uma contragdo com 10 uM de 5-HT. Na
fase tonica desta (30 minutos) foram adicionadas concentracdes crescentes de GTN
(0.1 nM-1 mM), NTHF, BIS-NTHF ou NCOE (0.1 nM-3 mM), de maneira
cumulativa, para obtencdo de uma curva concentracdo-resposta. A resposta foi
expressa como porcentagem de relaxamento da contracdo promovida por 5-HT. A
poténcia e eficacia dos nitratos foram avaliadas por meio dos valores de pD2 e Emax,

respectivamente.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrao da média. (e.p.m).
As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando o p < 0,05.
As comparacfes estatisticas foram realizadas por meio da utilizacdo do teste t de
Student ndo pareado.

Os valores de Emax € de pD2 foram obtidas por regressao nao linear a partir
de uma curva concentracdo-resposta. Os dados alcancados foram analisados e

plotados por meio da utilizagédo do programa estatistico GraphPad Prism 6.0%
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4 RESULTADOS

4.1 PADRONIZACAO DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDO HUCV

A partir dos testes para padronizacao estabeleceu-se o que seria feito em
todos os experimentos envolvendo HUCV e que sera descrito a seguir.

Os anéis dos vasos umbilicais seriam submetidos a tenséo de 3 g, por um de
180 minutos periodo de estabilizacdo. A tensdo era ajustada a cada 15 minutos
durante os 150 minutos desse tempo. Nos outros 30 minutos a tensao néo foi alterada
e 0 meio ndo foi mais trocado para que os anéis de HUV (Figura 15A) e HUA

(Figura 15B) ficassem estaveis para a inicializa¢cdo dos experimentos.

Figura 15 — Estabilizagdo dos HUCV
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Registro original do periodo de estabilizagcdo de A) HUV e B) HUA. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

Foi evidenciado que os HUCV apresentam um tonus intrinseco evidenciado,
principalmente, nos primeiros 90 a 120 minutos da estabilizag&o, o que faz necessario
0s ajustes de tensao conforme o descrito acima.

Os agentes contraturantes que tiveram melhor resposta nos vasos umbilicais

foram 10 uM 5-HT e a solucéo despolarizante de 60 mM de KCI.
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4.2 EFEITO SOBRE O TONUS BASAL DE HUCV

Apés o periodo de estabilizacdo, os experimentos com HUCV duravam
aproximadamente 180 minutos. Durante este periodo, 0s vasos umbilicais
apresentaram queda da tenséo basal. A diminuicdo do tdnus basal foi maior em HUA
(Emax = 31,8 = 5,6%) do que em HUV (Emax = 17,1 = 3,3%, p < 0,05), os quais
ocorreram em 100 e 130 minutos, respectivamente, apds o inicio do experimento

(Grafico 1).

Gréfico 1 — Controle do Ténus Basal de HUCV em Func¢ao do Tempo

& HUuV
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Curva da diminuicao do ténus basal em funcéo do tempo, em anéis de HUV (l; n = 6) e HUA (l; n = 6).
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
vs HUV.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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O cremofor, nas concentragdes referentes as utilizadas para solubilizar os
nitratos organicos, relaxou o ténus basal, tanto de HUV (Emax = 24,3 = 3,2%) quanto

de HUA (Emax = 33,9 * 3,8%), de maneira semelhante ao controle basal em fungéo do

tempo (p > 0,05) (Gréfico 2).

Gréafico 2 — Efeito do Cremofor sobre o Tonus Basal de HUCV
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Curva concentragdo-resposta da diminui¢do do ténus induzido pelo cremofor (0,1 nM — 3 mM), em
anéis de HUV (m; n = 6) e HUA (®; n = 6). Os pontos representam a média de 6 experimentos e as
linhas verticais indicam o e.p.m.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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4.1.1 Efeito dos Nitratos sobre o Ténus Basal de HUCV

GTN induziu vasorrelaxamento do ténus basal de HUCV. Esta resposta foi
mais potente em HUV (pD2 = 7,67 + 0,19 M, p < 0,05) do que em HUA
(pD2 = 6,87 £ 0,15 M). Em contrapartida, a eficacia desse nitrato ndo houve diferenca
estatistica entre HUV (Emax = 40,8 £ 5,2%) e HUA (Emax=51,5 £ 5,7%; p > 0,05)
(Gréfico 3).

Gréfico 3 — Efeito de GTN sobre o T6nus Basal HUCV
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM) no ténus
basal de anéis de HUV (H; n = 6) e HUA (®; n = 6). Os pontos representam a média de 6 experimentos
e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs HUA.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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O tbnus basal dos HUCYV relaxou, quando foi exposto ao NTHF. Este efeito
resposta foi mais potente em HUV (pD2 = 7,20 £ 0,11 M, p < 0,05) do que em HUA
(pD2 = 5,87 £ 0,12 M). Por outro lado, o vasorrelaxamento promovido por NTHF n&o
exibiu diferenca estatistica nos valores de eficacia de HUV (Emax = 53,9 + 3,0%) e
HUA (Emax = 55,1 + 2,6%; p > 0,05) (Grafico 4).

Grafico 4 — Efeito de NTHF sobre o Tonus Basal HUCV
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM) no ténus
basal de anéis de HUV (M; n = 6) e HUA (®; n = 6). Os pontos representam a média de 6 experimentos
e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs HUA.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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NCOE causou vasodilatacao, de maneira semelhante, do tdnus basal de HUV
(Emax=57,4+1,7% e pD2 = 6,05 = 0,15 M) e HUA (Emax=58,0+3,3% e
pD2 =5,78 £ 0,12 M). Desta forma, o nitrato ndo apresentou diferenca estatistica de
efichcia e poténcia (p > 0,05), quando comparado o efeito em ambos 0s vasos

sanguineos (Gréfico 5).

Grafico 5 — Efeito de NCOE sobre o Ténus Basal HUCV
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) no ténus
basal de anéis de HUV (H; n = 6) e HUA (®; n = 6). Os pontos representam a média de 6 experimentos
e as linhas verticais indicam o e.p.m.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A resposta vasodilatadora sobre o tonus basal, induzida por BIS-NTHF, foi
mais potente em HUV (pD2 = 7,13 + 0,31 M; p < 0,05) do que em HUA
(pD2 = 5,30 £ 0,24 M). Este resultado ndo apresentou diferenca estatistica da eficacia
desse nitrato em HUV (Emax = 37,8 £ 4,6%) e HUA (Emax= 37,6 £ 5,0%; p > 0,05)
(Grafico 6).

Grafico 6 — Efeito de BIS-NTHF sobre o T6nus Basal HUCV
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM) no
tobnus basal de anéis de HUV (H; n = 6) e HUA (®; n = 6). Os pontos representam a média de 7
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Todos os nitratos foram mais eficazes em induzir relaxamento do tonus basal
de HUV (Emax = 40,8 + 5,2%, 53,9 £ 3,0%, 57,4 + 1,7% e 37,8 + 4,6%, GTN, NTHF,
NCOE e BIS-NTHF, respectivamente; p < 0,05) do que cremofor (Emax = 24,3 £ 3,2%).
As eficacias comparadas entre NTHF e GTN/ NTHF e NCOE/ GTN e NCOE foram
semelhantes (p > 0,05). Em contrapartida, NTHF e NCOE apresentaram eficacia

superior em relaxar HUV (p < 0,05), quando comparados a BIS-NTHF (Grafico 7).

Gréafico 7 — Comparacéao da Eficacia do Relaxamento do Ténus Basal de HUV

Induzido pelos Nitratos
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Gréfico comparando os valores de Emax do relaxamento do ténus basal de HUV, no controle basal e
induzido ap6s a aplicagdo de cremofor, GTN, NTHF, NCOE ou BIS-NTHF. As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. 2p < 0,05 vs cremofor; Pp < 0,05 vs BIS-
NTHF; °p < 0,05 vs GTN

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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NCOE (pD2 = 6,05 + 0,15 M; p < 0,05) apresentou a menor poténcia, quando
comparado aos outros nitratos (pD2 = 7,67 £ 0,19 M e 7,13 £ 0,31 M, GTN e BIS-
NTHF, respectivamente), que apresentaram semelhanca neste parametro de
avaliacdo (p > 0,05) (Gréfico 8).

Grafico 8 — Comparacéo da Poténcia do Relaxamento do Ténus Basal de HUV
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Gréfico comparando os valores de pD: do relaxamento do tdnus basal induzido por GTN, NTHF, NCOE
ou BIS-NTHF, em anéis de HUV. As barras representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais
indicam o e.p.m. % < 0,05 vs NTHF; ép < 0,05 vs NCOE

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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O vasorrelaxamento do tonus basal de HUA ocorreu de forma mais eficaz para
GTN, NTHF e NCOE (Emax=51,5%5,7%, 55,1 £ 2,6% e 58,0 + 3,3%, respectivamente;
p < 005 do que para o cremofor, (Emax=33,9%+ 3,8%). BIS-NTHF
(Emax = 37,6 £ 5,0%), por sua vez, apresentou efichcia semelhante a esse agente
solubilizante (p > 0,05). GTN, NTHF e NCOE apresentaram eficacia semelhante entre
eles (p > 0,05) e superior ao BIS-NTHF (p < 0,05) (Gréfico 9).

Gréafico 9 — Comparacéao da Eficacia do Relaxamento do Ténus Basal de HUA
Induzido pelos Nitratos
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Grafico comparando os valores de Emax do relaxamento do ténus basal no controle basal e induzido
apos a aplicagdo de cremofor, GTN, NTHF, NCOE ou BIS-NTHF, em anéis de HUA. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. #p < 0,05 vs cremofor;
bp < 0,05 vs BIS-NTHF

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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GTN (pD2=6,87 £ 0,15 M) foi o nitrato mais potente (p < 0,05), quando
comparado aos outros (pD2 = 5,87 + 0,12 M, 5,78 £ 0,12 M e 5,30 £ 0,24; NTHF,
NCOE e BIS-NTHF, respectivamente) (Grafico 10).

Grafico 10 — Comparacédo da Poténcia do Relaxamento do Ténus Basal de HUA
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Grafico comparando os valores de pD2 do relaxamento do ténus basal induzido por GTN, NTHF, NCOE
ou BIS-NTHF, em anéis de HUA. As barras representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais
indicam o e.p.m. Pp < 0,05 vs BIS-NTHF; % < 0,05 vs NTHF; ¢p < 0,05 vs NCOE

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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4.2 EFEITO SOBRE ANEIS DE HUCV PRE-CONTRAIDOS COM 10 pM DE 5-HT

Apos cerca de 20 minutos de inducado da contracao por 5-HT, alguns anéis de
HUV e HUA exibiram uma queda do ténus contratil durante os 180 minutos totais de
experimento. Por outro lado, apés esse periodo, o relaxamento causado foi de uma
magnitude que nao alteraram a avaliagao do vasorrelaxamento induzido pelos nitratos
(Figura 16).

Figura 16 — Controle da Contracéo Induzida por 5-HT em HUCV em Funcéao do

Tempo
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T A s
Bg HUA

=2:00:00 5:00:00 6:00:00

tempo (s)
Registro original do controle do tdnus contratil, em funcéo do tempo, induzido por 5-HT em A) HUV e

B) HUA. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

De maneira geral, observou-se que quanto maior era a contracao maior seria
a possibilidade de queda deste, de forma que sé eram considerados viaveis o0s
experimentos cujo tbnus contrétil so relaxava até no maximo os primeiros 30 minutos

subsequentes a aplicacdo do agente contraturante.
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A queda do ténus contrétil, durante o controle da contracdo, foi maior em anéis
de HUV (Emax=28,7 £ 1,6%; p<0,05) do que em HUA (Emax = 15,3 £ 3,0%)
(Gréfico 11).

Grafico 11 — Controle da Contracédo Induzida por 5-HT em HUCV em Funcao do
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Curva da queda do tdnus contratil, em fungéo do tempo, induzido por 5-HT em anéis de HUV (M; n = 6)
e HUA (m; n = 6). Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o
e.p.m. *p < 0,05 vs HUV.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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O cremofor, nas concentragfes referentes as utilizadas para solubilizar os
nitratos organicos, também diminuiu, de maneira semelhante, o ténus contratill, tanto
de HUV (Emax=35,1+1,9%) quanto de HUA (Emax=32,9% 3,9%; p > 0,05)
(Grafico 12).

Gréafico 12 — Efeito do Cremofor sobre o Ténus Contrétil de HUCV
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Curva concentragao-resposta do efeito induzido por cremofor (0,1 nM — 3 mM), em anéis de HUV (m;
n =6) e HUA (®; n = 6), pré-contraidos com 5-HT. Os pontos representam a média de 6 experimentos
e as linhas verticais indicam o e.p.m.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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4.2.1 Efeito dos Nitratos sobre Anéis de HUCV Pré-contraidos com 10 uM de 5-HT

GTN induziu vasorrelaxamento, de maneira dependente de concentracéo, em
anéis de HUCV pré-contraidos com 5-HT (Figura 17).

Figura 17 — Efeito de GTN sobre HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Registro original do vasorrelaxamento induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM) em anéis de A) HUV e
B) HUA, pré-contraidos com 5-HT. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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GTN foi mais eficaz em dilatar HUA (Emax = 110,0 + 3,5%; p < 0,05) do que
HUV (Emax = 98,3 £ 3,3%). Por outro lado, esse nitrato ndo apresentou diferenca
estatistica entre os valores de poténcia da vasodilatacgo em HUA
(pD2 =5,33 £ 0,07 M; p > 0,05) e HUV (pD2 = 5,30 + 0,08 M) (Grafico 13).

Gréafico 13 — Efeito de GTN em HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentragéo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), em anéis de
HUV (®; n = 6) e HUA (®; n = 6), pré-contraidos com 5-HT. Os pontos representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs HUV.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Em anéis de HUCV pré-contraidos com 5-HT, NTHF induziu vasodilatacao de

maneira dependente de concentracao (Figura 18).

Figura 18 — Efeito de NTHF sobre HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Registro original do vasorrelaxamento induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM) em anéis de A) HUV e

B) HUA, pré-contraidos com 5-HT. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Relaxamento

%

O efeito vasodilatador, induzido por NTHF, foi mais eficaz em HUA
(Emax = 106,9 £ 2,1%; p < 0,05) do que HUV (Emax = 92,0 £ 3,3%). Em contrapartida,
a poténcia desse nitrato foi semelhante em HUA (pD2=4,49 £ 0,07 M) e HUV
(pD2 = 4,61 £ 0,07 M; p > 0,05) (Grafico 14).

Gréafico 14 — Efeito de NTHF em HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM), em anéis
de HUV (m; n = 6) e HUA (M; n = 6), pré-contraidos com 5-HT. Os pontos representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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NCOE induziu vasorrelaxamento, de maneira dependente de concentracao,
em anéis de HUCV pré-contraidos com 5-HT (Figura 19).

Figura 19 — Efeito de NCOE sobre HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Registro original do vasorrelaxamento induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) em anéis de A) HUV e
B) HUA, pré-contraidos com 5-HT. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A vasodilatagao, promovida por NCOE, ocorreu de forma mais foi mais eficaz

e potente em HUA (Emax = 111,6 £ 5,7% e pD2 = 4,93 £ 0,09 M; p < 0,05) do que HUV
(Emax = 96,7 £ 1,8% e pD2 = 4,08 £ 0,06 M) (Gréfico 15).

Relaxamento

%

Gréafico 15 — Efeito de NCOE em HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM), em anéis
de HUV (m; n = 6) e HUA (®; n = 6), pré-contraidos com 5-HT. Os pontos representam a média de 6

experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Isoladas de Corddo Umbilical Humano

BIS-NTHF exibiu um efeito vasorrelaxante, de maneira dependente de

concentracdo, em anéis de HUCV pré-contraidos com 5-HT (Figura 20).

Figura 20 — Efeito de BIS-NTHF sobre HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Registro original do vasorrelaxamento induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM) em anéis de A) HUV e
B) HUA, pré-contraidos com 5-HT. Notar escalas diferentes para A e B.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia

Isoladas de Corddo Umbilical Humano 86

A resposta vasorrelaxante, promovida por BIS-NTHF, ocorreu de forma mais
eficaz e potente em HUA (Emax=112,1 +1,6% e pD2=4,74 + 0,05 M; p < 0,05) do
que HUV (Emax = 101,1 + 2,9% e pD2 = 4,44 + 0,07 M) (Grafico 16).

Gréafico 16 — Efeito de BIS-NTHF em HUCV Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM), em
anéis de HUV (m; n = 6) e HUA (B; n = 6), pré-contraidos com 5-HT. Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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O relaxamento do ténus contrétil, induzido por cremofor (Emax = 35,1 + 1,9%;
p < 0,05), em anéis de HUV, foi significantemente maior do que a queda do ténus
contratil em funcdo do tempo (Emax = 28,7 £+ 1,6%). Todos os nitratos foram mais

eficazes em vasorrelaxar HUV (p < 0,05), em comparacao ao cremofor (Grafico 17).

Grafico 17 — Comparacéo da Eficacia da Resposta dos Nitratos sobre

Contragdes Induzidas por 5-HT em HUV
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Grafico comparando os valores de Emax do vasorrelaxamento no controle da contragao e apoés adi¢ao
de cremofor, GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF, em anéis de HUV pré-contraidos com 5-HT. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. 2p < 0,05 vs cremofor
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GTN (pD2=5,30+ 0,08 M; p < 0,05) e NCOE (pD2= 4,08 + 0,06 M) foram,
respectivamente, 0s nitratos mais e menos potentes (Gréfico 18), em relacdo aos
anéis de HUV.

Grafico 18 — Comparacao da Poténcia da Resposta dos Nitratos sobre

Contragdes Induzidas por 5-HT em HUV
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Gréfico comparando os valores de pD2 do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e BIS-
NTHF, em anéis de HUV pré-contraidos com 5-HT. As barras representam a média de 6 experimentos
e as linhas verticais indicam o e.p.m. Pp < 0,05 vs BIS-NTHF; 9%p < 0,05 vs NTHF; ép < 0,05 vs NCOE
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Nos anéis de HUA, o relaxamento do tdnus contratil induzido por cremofor
(Emax = 32,9 + 3,9%; p < 0,05), foi significantemente maior do que a queda do ténus
em funcéo do tempo (Emax = 15,3 £ 3,0%). Todos os nitratos foram mais eficazes em
induzir vasodilatacdo de HUA (p < 0,05), quando comparados ao cremofor
(Grafico 19).

Gréfico 19 — Comparacéo da Eficacia da Resposta dos Nitratos sobre

Contracdes Induzidas por 5-HT em HUA
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Gréfico comparando os valores de Emax do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e BIS-
NTHF, em anéis de HUA pré-contraidos com 5-HT, no controle da contracdo e apds adi¢do de
cremofor,. As barras representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
@ < 0,05 vs cremofor
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GTN (pD2=5,33£0,07 M) e NTHF (pD2=4,49+0,07 M) foram,
respectivamente, 0s nitratos mais e menos potentes em relaxar os anéis de HUA
(Gréfico 20).

Grafico 20 — Comparacéao da Poténcia da Resposta dos Nitratos sobre

Contracdes Induzidas por 5-HT em HUA
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Gréfico comparando os valores de pD2 do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e
BIS-NTHF, em anéis de HUA pré-contraidos com 5-HT. As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. ’p < 0,05 vs BIS-NTHF; 9 < 0,05 vs NTHF;
®p < 0,05 vs NCOE
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4.3 EFEITO DOS NITRATOS ORGANICOS SOBRE ANEIS DE HUCV
PRE -CONTRAIDOS COM KCI 60 mM

Em anéis de HUV, pré-contraidos com KCI 60 mM, GTN induziu
vasodilatacdo, de maneira dependente de concentracdo. A eficacia de GTN nestas
condi¢cOes experimentais ndo apresentou diferenca significante (Emax = 89,7 + 3,7%,
p > 0,05), em relagdo aos anéis pré-contraidos com 5-HT (Emax = 98,3 £ 3,3%).
Entretanto, esse nitrato foi menos potente em relaxar anéis pré-contraidos com KCI
(pD2 = 4,32 £ 0,09 M) do que com 5-HT (pD2 = 5,29 + 0,08 M; p < 0,05) (Gréfico 21).

Gréafico 21 — Efeito de GTN em HUV Pré-contraidos com KCI 60 mM
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM) sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT (®; n = 6) ou KCI 60 mM ([J; n = 6). Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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Por outro lado, GTN foi tanto menos eficaz quanto potente em dilatar anéis de
HUA pré-contraidos com KC| 60 mM (Emax=91,8 +1,9% e pD2=4,68 £ 0,10 M),
guando comparado aos anéis cuja contracdo foi induzida por 5-HT
(Emax = 110,0 + 3,5% e pD2 = 5,33 £ 0,07 M; p < 0,05) (Gréfico 22).

Gréafico 22 — Efeito de GTN em HUA Pré-contraidos com KCl 60 mM
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Curva concentracéo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT (®; n = 6) ou KCI 60 mM ([J; n = 6), Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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O vasorrelaxamento induzido por NTHF, em anéis de HUV pré-contraidos

com KClI 60 mM, apresentou menor eficacia e poténcia (Emax=74,1+2,2% e

pD2=4,18 £ 0,08 M, p < 0,05), em relagédo a reposta dos anéis pré-contraidos com

5-HT (Emax = 92,0 + 3,3% e pD2 = 4,61 + 0,07 M) (Grafico 23).

Gréfico 23 — Efeito de NTHF em HUV Pré-contraidos com KCIl 60 mM
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT (M; n = 6) ou KCI 60 mM (J; n = 6). Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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Dessa mesma forma, em anéis de HUA pré-contraidos com KCI 60 mM, NTHF
exibiu menor eficacia e poténcia (Emax = 68,6 £ 9,2% e pD2 = 4,06 £ 0,12 M, p < 0,05),
em relacdo a reposta dos anéis pré-contraidos com 5-HT (Emax=106,9+2,1% e
pD2 = 4,49 + 0,07 M) (Grafico 24).

Gréafico 24 — Efeito de NTHF em HUA Pré-contraidos com KCIl 60 mM
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT (®; n = 6) ou KCI 60 mM (J; n = 6), Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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A pré-contracdo induzida por KCl 60 mM, em HUV, ndo alterou o perfil de
vasodilatacdo do NCOE (Emax=93,5+1,9% e pD2=4,13 + 0,05 M, p > 0,05), em
relacdo a pré-contracdo com 5-HT (Emax=96,7+1,8% e pD2= 4,08 + 0,06 M)
(Grafico 25).

Gréafico 25 — Efeito de NCOE em HUV Pré-contraidos com KCI 60 mM
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT (®; n = 6) ou KCI 60 mM ([J; n = 6). Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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Em contrapartida, NCOE exibiu menor eficicia e poténcia em dilatar anéis de
HUA pré-contraidos com KCI 60 mM (Emax=82,3+8,1% e pD2=23,95+ 0,09 M;
p < 0,05), quando comparado aos anéis cuja contracdo foi induzida por 5-HT

(Emax = 111,6 + 5,7% e pD2 = 4,93 £ 0,09 M) do que (Gréfico 26).

Gréafico 26 — Efeito de NCOE em HUA Pré-contraidos com KCI 60 mM
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT (®; n = 6) ou KCI 60 mM ([J; n = 6). Os pontos representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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BIS-NTHF ndo apresentou diferenca significante de eficacia e poténcia em
anéis de HUV pré-contraidos com KCI 60 mM (Emax=107,6+35% e
pD2=4,66+0,11 M, p > 0,05, em relacdo aos pré-contraidos com 5-HT
(Emax = 101,4 + 2,9% e pD2 = 4,44 + 0,07 M) (Gréfico 27).

Gréfico 27 — Efeito de BIS-NTHF em HUV Pré-contraidos com KCl 60 mM

0-
& HUV-5HT
00 - Eoax= 101,4 +2,9%
pD, = 4,44 + 0,07 M
g 40 = HUV-KCI 60 mM
© E,ax= 107,6 + 3,5%
S 6o pD, = 4,66 +0,11 M
]
r
hd
N 80 1
100 M
120+

Log [BIS-NTHF] M

Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM) sobre
anéis de HUV, pré-contraidos com 5-HT (M; n = 6) ou KCI 60 mM (CI; n = 6). Os pontos representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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Em anéis de HUA, por outro lado, BIS-NTHF apresentou eficacia semelhante
(Emax = 111,1 +4,6%, p > 0,05), mas uma menor poténcia (pDz= 3,96 £ 0,07 M,
p < 0,05), em dilatar estes vasos pré-contraidos com KCI 60 mM, quando comparado
aos anéis cuja contracdo foi induzida por 5-HT (Emax=112,1+1,6% e
pD2 = 4,74 + 0,05 M) do que (Gréfico 28).

Grafico 28 — Efeito de BIS-NTHF em HUA Pré-contraidos com KCl 60 mM
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM) sobre
anéis de HUA, pré-contraidos com 5-HT (B; n = 6) ou KCI 60 mM ([J; n = 6). Os pontos representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05 vs KCI 60 mM.
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BIS-NTHF (Emax = 107,6 £ 3,5%; p < 0,05) e NTHF (Emax = 74,1 £ 2,2%) foram
0s nitratos mais e menos eficaz, respectivamente, em relaxar anéis de HUV,
pré-contraidos com KCI 60 mM (Gréfico 29).

Gréfico 29 — Comparacéo da Eficacia da Resposta dos Nitratos sobre
Contracdes Induzidas por KCl 60 mM em HUV
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Gréfico comparando os valores de Emax do vasorrelaxamento induzidos por GTN, NTHF, NCOE e
BIS-NTHF, em anéis de HUV pré-contraidos com KCI 60 mM. As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.; °p<0,05 vs GTN; 9 < 0,05 vs NTHF;
®p < 0,05 vs NCOE
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Em relagdo a poténcia, BIS-NTHF (pD2 = 4,66 £ 0,11 M) foi o nitrato com
maior valor de pD2z (p < 0,05), quando as contrac¢des induzidas por KCl 60 mM em
HUV (Gréfico 30).

Grafico 30 — Comparacéao da Poténcia da Resposta dos Nitratos sobre
Contracdes Induzidas por KClI 60 mM em HUV
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Grafico comparando os valores de pD: do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e
BIS-NTHF, em anéis de HUV pré-contraidos com KCI 60 mM,. As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.; °p<0,05 vs GTN; 9% < 0,05 vs NTHF;
¢p < 0,05 vs NCOE

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 101

Nos experimentos em anéis de HUA, pré-contraidos com KCI 60 mM, o nitrato
mais eficaz foi BIS-NTHF (Emax = 111,1 + 4,6%; p < 0,05), enquanto que o NTHF foi o

gue apresentou uma menor eficacia (Emax = 68,6 £ 9,2%; p > 0,05) (Gréfico 31).

Gréfico 31 — Comparacéao da Eficacia da Resposta dos Nitratos sobre
Contracdes Induzidas por KCl 60 mM em HUA
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Gréfico comparando os valores de Emax do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e BIS-
NTHF, em anéis de HUA pré-contraidos com KClI 60 mM,. As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. °p<0,05 vs GTN; %< 0,05 vs NTHF;
¢p < 0,05 vs NCOE
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Por outro lado, o nitrato mais potente, em causar vasodilatacdo das
contragdes induzidas por KCI 60 mM, em HUA, foi GTN (pD2=4,68 £ 0,10 M; p < 0,05)
e o0 com menor poténcia foi NCOE (pD2 = 3,95 + 0,09 M) (Grafico 32).

Grafico 32 — Comparacéo da Poténcia da Resposta dos Nitratos sobre

Contracdes Induzidas por KCI 60 mM em HUA
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Grafico comparando os valores de pD2 do vasorrelaxamento induzido por GTN, NTHF, NCOE e BIS-
NTHF, em anéis de HUA pré-contraidos com KCl 60 mM. As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. °p < 0,05 vs BIS-NTHF; % < 0,05 vs NTHF;
®p < 0,05 vs NCOE;
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4.4 EFEITO DA PRE-INCUBACAO DE NITRATOS ORGANICOS SOBRE A
CONTRACAO INDUZIDA POR 5-HT NA PRESENCA DE CALCIO
EXTRACELULAR

A pré-incubagdo de 1 mM de GTN, a maxima utilizada no estudo, inibiu a
contracdo induzida por 5-HT, tanto em HUV como em HUA, com efeito inibitorio de

88,4 £ 4,2% e 95,8 £ 2,0% (Grafico 33).

Gréfico 33 — Efeito da Pré-incubacao de GTN sobre a Contracéo Induzida por
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Gréfico do efeito inibitdrio da pré-incubacédo de 1 mM de GTN sobre a contragdo induzida por 5-HT em
anéis de HUV (barra vermelha; n = 6) e HUA (barra azul; n = 6). As barras representam a média de 6
experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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A inibicdo da contracdo de 5-HT, provocada pela pré-incubacdo de 3 mM de
NTHF, foi maior em HUA (Emax = 80,8 £ 9,4%; p < 0,05 do que em HUV
(Emax = 31,4 £ 5,1%) (Grafico 34).

Grafico 34 — Efeito da Pré-incubacao de NTHF sobre a Contracéo Induzida por

5-HT
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Gréfico do efeito inibitorio da pré-incubagédo de 3 mM de NTHF sobre a contracéo induzida por 5-HT
em anéis de HUV (barra vermelha; n = 6) e HUA (barra azul; n = 6). As barras representam a média de
6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
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Ao pré-incubar 3 mM de NCOE, houve uma pequena reducdo da contracao
induzida por 5-HT, tanto em HUV (Emax = 13,7 * 1,2%) como em HUA

(Emax = 23,0 £ 9,0%), mas sem diferenca estatistica entre elas (p > 0,05) (Gréfico 35).

Grafico 35 — Efeito da Pré-incubacao de NCOE sobre a Contracédo Induzida por

5-HT
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Gréfico do efeito inibitério da pré-incubacdo de 3 mM de NCOE sobre a contracéo induzida por 5-HT
em anéis de HUV (barra vermelha; n = 6) e HUA (barra azul; n = 6). As barras representam a média de
6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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BIS-NTHF, na concentragédo de 3 mM, inibiu em 92,7 + 3,5% e 93,3 = 2,5%,
em anéis de HUV e HUA, respectivamente, a contracdo induzida por 5-HT
(Gréfico 36).

Grafico 36 — Efeito da Pré-incubacao de BIS-NTHF sobre a Contragado Induzida

por 5-HT
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Gréfico do efeito inibitdrio da pré-incubacéo de 3 mM de BIS-NTHF sobre a contragdo induzida por
5-HT em anéis de HUV (barra vermelha; n = 6) e HUA (barra azul; n = 6). As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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Ao serem pré-incubados, na concentracdo maxima utilizada nos experimentos,
BIS-NTHF e GTN (Emax = 92,7 + 3,5% e 88,4 + 4,2%, respectivamente) foram os
nitratos mais eficazes em inibir a contracdo induzida por 5-HT, em anéis de HUV,
enquanto NTHF e NCOE apresentaram um menor perfil inibitorio (Emax= 31,4 + 5,1%
e 13,7 £ 1,2%, respectivamente) (Gréfico 37).

Gréfico 37 — Comparacéo dos Efeitos da Pré-incubacéo de Nitratos na

Contracao Induzida por 5-HT na Presenca do Célcio Extracelular em HUV
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Gréfico comparando Emax da pré-incubacdo de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF na contragéo
induzida por 5-HT em anéis de HUV. As barras representam a média de 6 experimentos e as linhas
verticais indicam o e.p.m. 9p < 0,05 vs NTHF; ¢p < 0,05 vs NCOE
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Em anéis de HUA, GTN, NTHF e BIS-NTHF (Emax= 95,8 + 2,0%; 80,8 + 9,4%
e 93,3 = 2,5%, respectivamente) apresentaram eficacia semelhante ao inibir o efeito
contratil da 5-HT. NCOE exibiu um menor perfil inibitério (Emax = 23,0 £ 9,0%),
guando comparado aos outros nitratos (Grafico 38).

Grafico 38 — Comparacédo dos Efeitos da Pré-incubacgéo de Nitratos na

Contracéo Induzida por 5-HT na Presenca do Calcio Extracelular em HUA
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Gréfico comparando Emax da pré-incubacéo de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF na contra¢éo induzida
por 5-HT, em anéis de HUV. As barras representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais
indicam o e.p.m. ¢p < 0,05 vs NCOE
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4.5 EFEITO DA PRE-INCUBACAO DE NITRATOS ORGANICOS SOBRE A
CONTRACAO INDUZIDA POR 5-HT NA AUSENCIA DE CALCIO
EXTRACELULAR

Na auséncia do célcio extracelular, a contracdo induzida por 5-HT foi inibida
ao pré-incubar 1 mM de GTN. Foram inibidas tanto a contrag&o fasica quando a ténica
de HUV (Emax = 95,0+ 1,8% e 97,3+ 0,9%, fasica e tbnica, respectivamente)
(Gréafico 39A) e HUA (Emax = 88,6+ 2,9% e 92,1+ 1,5%, fasica e tbnica,
respectivamente) (Grafico 39B).

Grafico 39 — Efeitos da Pré-incubacédo de GTN na Contragao Induzida por 5-HT

na Auséncia de Calcio Extracelular
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Gréficos em barra que expressa o efeito inibitério de 1 mM de GTN sobre contragdes induzidas por
5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de A) HUV e B) HUA. As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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A pré-incubacdo de 3 mM de NTHF inibiu, de maneira semelhante, a
contracdo fasica e a tbnica, induzida por 5-HT em HUV (Emax = 67,3 % 6,3% e
75,8 £ 6,2%, respectivamente) (Grafico 40A). Em contrapartida, em HUA, esse nitrato
foi menos eficaz em reduzir a contracdo fasica do que a ténica (Emax=51,4 £ 7,7% e
83,0 * 3,9%, respectivamente) (Gréfico 40B).

Gréfico 40 — Efeitos da Pré-incubacdo de NTHF na Contragao Induzida por 5-HT

na Auséncia de Calcio Extracelular
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Gréficos em barra que expressa o efeito inibitério de 3 mM de NTHF sobre contra¢des induzidas por
5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de A) HUV e B) HUA. As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.; *p < 0,05
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A contracao fasica, induzida por 5-HT na auséncia do calcio extracelular, foi
atenuada ao pré-incubar 3 mM de NOCE, tanto de HUV (Emax = 31,7 £ 5,6%) quanto
de HUA (Emax = 33,3 £ 7,8%). Em contrapartida, esse nitrato foi bem mais eficaz em
reduzir a contracdo ténica de HUV (Emax = 84,7 = 4,5%) e HUA (Emax = 82,7 + 3,9%)
(Grafico 41).

Grafico 41 — Efeitos da Pré-incubacdo de NCOE na Contracéo Induzida por

5-HT na Auséncia de Calcio Extracelular
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Gréficos em barra que expressa o efeito inibitério de 3 mM de NCOE sobre contragdes induzidas por
5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de A) HUV e B) HUA. As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.; *p < 0,05
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A contracao fasica e ténica, induzida por 5-HT, foi inibida ao pré-incubar 3 mM
de BIS-NTHF em HUV (Emax=93,3+3,5% e 97,8+0,7%, respectivamente)
(Gréfico 42A). Em contrapartida, esse nitrato foi mais eficaz em reduzir a contracéo
tébnica do que a fasica em HUA (Emax = 97,5 + 0,6% e 91,9 + 1,9%, respectivamente)
(Gréfico 42B).

Grafico 42 — Efeitos da Pré-incubacéo de BIS-NTHF na Contracdo Induzida por

5-HT na Auséncia de Céalcio Extracelular
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Graficos em barra que expressa o efeito inibitério de 3 mM de BIS-NTHF sobre contracées induzidas
por 5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de A) HUV e B) HUA. As barras representam a
média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
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Em anéis de HUV, GTN e BIS-NTHF foram os nitratos mais eficazes em inibir
tanto a contracdo fasica (Emax=95,0 £ 1,8% e 93,5 + 2,2%, respectivamente). Por
outro lado, NCOE foi o nitrato que apresentou menor eficacia em inibir o componente

fasico da contracéo induzida por 5-HT, no meio sem calcio extracelular (Gréfico 43).

Gréfico 43 — Comparacédo dos Efeitos da Pré-incubacéo de Nitratos na

Contracdo Fasica Induzida por 5-HT, na Auséncia de Célcio Extracelular, em

HUV
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Graficos em barra que expressa o efeito inibitério de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre contracdes
fasicas induzidas por 5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de HUV. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. °p < 0,05 vs BIS-NTHF;
dp < 0,05 vs NTHF; ép < 0,05 vs NCOE
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Todos os nitratos apresentaram um efeito inibitério consideravel sobre as
contragdes tdnicas, induzidas por 5-HT, na auséncia de calcio extracelular. Entretanto,
0os nitratos mais eficazes foram GTN (Emax=97,3%£0,9%) e BIS-NTHF
(Emax = 97,8 £ 0,7%), enquanto NTHF (Emax = 75,8 £ 6,2%) foi 0 que apresentou
menor resposta inibitdria, quando comparado aos outros nitratos (Gréfico 44).

Gréfico 44 — Comparacéo dos Efeitos da Pré-incubacéo de Nitratos na

Contracao Toénica, Induzida por 5-HT, na Auséncia de Calcio Extracelular, em

HUV
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Graficos em barra que expressa o efeito inibitério de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre contracdes
tbnicas induzidas por 5-HT, na auséncia de calcio extracelular, em anéis de HUV. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. % < 0,05 vs NTHF;
®p < 0,05 vs NCOE
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A pré-incubacgdo de GTN e BIS-NTHF foi mais eficaz em inibir contragéo fasica
(Emax = 88,6 £ 2,9% e 91,9 + 1,9%, respectivamente), enquanto NCOE foi o nitrato

gue apresentou menor eficacia (Emax = 33,3 + 7,8%) (Grafico 45).

Grafico 45 — Comparacéao dos Efeitos da Pré-incubacéo de Nitratos na

Contracgdo Fasica, Induzida por 5-HT, na Auséncia de Calcio Extracelular em
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Graficos em barra que expressa o efeito inibitério de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre contragbes
fasicas induzidas por 5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de HUA. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. % < 0,05 vs NTHF;
®p < 0,05 vs NCOE
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GTN e BIS-NTHF também foram mais eficazes em inibir contragdo tbnica
induzida por 5-HT, no meio extracelular sem calcio (Emax = 92,1 + 1,5% e 97,7 + 0,6%,

respectivamente) (Grafico 46).

Grafico 46 — Comparacéao dos Efeitos da Pré-incubacdo de Nitratos na
Contracédo Ténica, Induzida por 5-HT, na Auséncia de Calcio Extracelular em
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Graficos em barra que expressa o efeito inibitério de GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre contracdes
fasicas induzidas por 5-HT, na auséncia de célcio extracelular, em anéis de HUA. As barras
representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. °p < 0,05 vs GTN;
dp < 0,05 vs NTHF; ép < 0,05 vs NCOE
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4.6 ENVOLVIMENTO DA sGC NO EFEITO DOS NITRATOS ORGANICOS SOBRE
ANEIS DE HUCV PRE-CONTRAIDOS 5-HT

O vasorrelaxamento induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM) apresentou uma
reducédo de eficacia e poténcia (Emax = 74,9 + 3,0% e pD2 = 3,94 + 0,15 M; p < 0,05),
em anéis de HUV pré-incubados com o inibidor da sGC (10 uM de ODQ), quando
comparados ao relaxamento induzido na auséncia deste inibidor (Emax = 98,3 + 3,3%
e pD2 = 5,30 + 0,08 M) (Grafico 47).

Gréafico 47 — Envolvimento da sGC no Efeito de GTN em HUV Pré-contraidos
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenc¢a (CJ; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de ODQ.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05.
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Em anéis de HUA, GTN exibiu o mesmo perfil, com reducdo de eficacia e

poténcia (Emax = 84,3 £ 2,7% e pD2 = 4,78 + 0,10 M; p < 0,05), quando os anéis foram

pré-incubados com 10 uM de ODQ, em comparagcdo ao relaxamento induzido na
auséncia deste inibidor (Emax = 110,0 + 3,5% e pD2 = 5,32 + 0,07 M) (Grafico 48).

Gréafico 48 — Envolvimento da sGC no Efeito de GTN em HUA Pré-contraidos
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (CJ; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de ODQ.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 119

A pré-incubacéo de 10 uM ODQ, também levou a atenuacgéo da eficacia e da
poténcia, na resposta vasorrelaxante induzida por NTHF (0,1 nM — 3 mM) em anéis
de HUV (Emax = 70,0 + 2,1% e pD2 = 4,02 £ 0,11 M; p < 0,05), quando comparado ao
relaxamento induzido na auséncia deste inibidor (Emax=92,0 +3,3% e
pD2 = 4,61 + 0,06 M) (Grafico 49).

Gréafico 49 — Envolvimento da sGC no Efeito de NTHF em HUV Pré-contraidos

com 5-HT
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenca ([J; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de ODQ.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Em anéis de HUA, nas mesmas condi¢bes, NTHF também apresentou uma
diminuicdo de eficacia e poténcia (Emax = 83,3 £ 3,8% e pD2 = 4,49 + 0,07 M; p < 0,05)

em comparacdo a resposta na auséncia deste inibidor (Emax = 106,9 +2,1% e

pD2 = 4,12 + 0,011 M) (Gréfico 50).

Gréafico 50 — Envolvimento da sGC no Efeito de NTHF em HUA Pré-contraidos
com 5-HT
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presencga ([J; n = 6) ou auséncia (H; n = 6) de 10 uM de ODQ.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05.
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A poténcia da vasodilatacdo induzida por NCOE (0,1 nM — 3 mM), em anéis
de HUV, foi aumentada de forma significante a partir da pré-incubacéo de 10 uM de
ODQ (pD2=4,46 £ 0,10 M; p < 0,05), sem alteracéo significante da eficacia (Emax =
95,7 + 5,2%; p > 0,05), quando comparados a resposta na auséncia desse inibidor
(Emax = 96,7 £ 1,8% e pD2 = 4,08 £ 0,06 M) (Gréfico 51).

Gréafico 51 — Envolvimento da sGC no Efeito de NCOE em HUV Pré-contraidos
com 5-HT
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Curva concentragao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM), sobre
anéis de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenga (CI; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de
ODQ. Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m.
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Em contrapartida, a pré-incubacao de 10 uM de ODQ, reduziu tanto a poténcia

guanto a eficacia da vasodilatacédo induzida por NCOE em HUA (Emax = 92,2 =+ 5,5%

e pD2=4,58 +0,13M; p < 0,05), quando comparada a resposta na auséncia do
inibidor (Emax =111,6 £ 5,7% e pD2 = 4,93 £+ 0,08 M) (Gréfico 52).

Grafico 52 — Envolvimento da sGC no Efeito de NCOE em HUA Pré-contraidos
com 5-HT
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM), sobre
anéis de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (O; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de
ODQ. Os pontos representam a média de 7 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05.
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A resposta vasorrelaxante induzida por BIS-NTHF (0,1 nM - 3 mM)
apresentou uma diminuigéo de eficacia (Emax = 93,5 + 2,2%; p < 0,05) e de poténcia

(pD2=3,72+£ 0,08 M; p < 0,05), quando os anéis HUV foram pré-incubados com

10 uM ODQ, em comparacédo a resposta na auséncia deste (Emax= 101,4 £ 2,9% e
pD2 = 4,44 + 0,07 M) (Grafico 53).

Grafico 53 — Envolvimento da sGC no Efeito de BIS-NTHF em HUV
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Curva concentracéo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre
anéis de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenca ([J; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de
ODQ. Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m;

*p < 0,05.
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Em anéis de HUA,

a presenca do

inibidor

atenuou a eficacia

(Emax=112,1+£1,6%; p < 0,05), sem alterar de maneira significante a poténcia
(pD2 = 4,74 £ 0,05 M; p > 0,05) de BIS-NTHF, quando comparado a vasodilatacdo na
auséncia de ODQ (Gréfico 54).

Gréafico 54 — Envolvimento da sGC no Efeito de BIS-NTHF em HUA
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre
anéis de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (CJ; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 uM de
ODQ. Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m;

*p < 0,05.
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4.7 ENVOLVIMENTO DE CANAIS PARA POTASSIO NO EFEITO DOS NITRATOS
ORGANICOS SOBRE ANEIS DE HUCV PRE-CONTRAIDOS 5-HT

O vasorrelaxamento induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM) nao foi alterado
guando os anéis de HUV foram pré-incubados com 10 mM de TEA (Emax=97,5+ 1,8%
e pD2=5,05+%0,10 M), em comparacdo ao resultado obtido na auséncia deste
bloqueador dos canais para potdssio (Emax = 98,3 + 3,3% e pD2=5,30 £+ 0,08 M)
(Gréafico 55).

Gréfico 55 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de GTN em HUV
Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentracéo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenga (A; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m;
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Entretanto, em anéis de HUA nessas mesmas condi¢des, esse nitrato exibiu
uma reducgéo do efeito maximo (Emax = 98,2 £ 3,0%), sem alteracdo significante da
poténcia (pD2=5,40 £0,09 M), quando comparados ao efeito sem o TEA
(Emax = 110,0 + 3,5% e pD2 = 5,33 £ 0,07 M) (Gréfico 56).

Gréfico 56 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de GTN em HUA
Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por GTN (0,1 nM — 1 mM), sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenga (A; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A pré-incubacdo com 10 mM de TEA fez com que o vasorrelaxamento,

induzido por NTHF (0,1 nM - 3 mM) fosse mais potente e mais eficaz
(Emax = 100,2 £ 1,8% e pD2 = 5,07 + 0,10 M; p < 0,05), quando comparado a resposta
na auséncia deste inibidor (Emax = 92,0 + 3,3% e pD2 = 4,61 * 0,06) (Grafico 57).

Gréafico 57 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de NTHF em
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenga (A; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
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No entanto, nestas mesmas condicbes em HUA, houve uma reducdo de

eficacia e poténcia da vasodilatacdo induzida por NTHF (Emax=91,3+0,6% e
pD2 = 3,80 £ 0,13 M; p < 0,05), em relacéo ao efeito sem TEA (Emax = 106,9 £ 2,1% e
pD2 = 4,49 + 0,07 M) (Grafico 58).

Gréfico 58 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de NTHF em
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NTHF (0,1 nM — 3 mM), sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (A; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
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O vasorrelaxamento induzido por NCOE também foi potencializado
(pD2 = 4,90 £ 0,09 M; p < 0,05), em anéis de HUV pré-incubados com 10 mM de TEA,
sem alteracdo da eficacia (Emax = 100,6 + 3,2%; p > 0,05), em comparac¢ao a resposta

na auséncia deste inibidor (Emax = 96,7 + 1,8% e pD2 = 4,08 £+ 0,06 M) (Gréfico 59).

Gréfico 59 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de NCOE em
HUV Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentracao-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUV, pré-contraidos com 5-HT, na presenga (A; n = 6) ou auséncia (M; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Em contrapartida, nestas mesmas condicbes em HUA, houve uma redugcao
de eficacia e poténcia do efeito vasodilatador induzido por esse nitrato
(Emax = 88,2 £ 5,9% e pD2 = 3,63 £ 0,07 M; p < 0,05), em relagéo ao efeito sem TEA
(Emax = 111,6 + 5,7% e pD2 = 4,93 £ 0,08 M) (Gréfico 60).

Gréafico 60 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de NCOE em
HUA Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por NCOE (0,1 nM — 3 mM) sobre anéis
de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (A; n = 6) ou auséncia (®; n = 6) de 10 mM de TEA.
Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m; *p < 0,05
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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A resposta vasodilatadora de BIS-NTHF apresentou reducéo significativa
tanto da eficacia (Emax=88,6+4,3%; p < 0,05) como de poténcia
(pD2 = 3,59 £ 0,07 M; p < 0,05), nos anéis de HUA pré-incubados com 10 mM de TEA,
guando comparado ao efeito sem o bloqueador (Emax=112,1+1,6% e
pD2 = 4,74 + 0,05 M) (Grafico 61).

Gréfico 61 — Envolvimento dos Canais para Potassio no Efeito de BIS-NTHF em
HUA Pré-contraidos com 5-HT
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Curva concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante induzido por BIS-NTHF (0,1 nM — 3 mM) sobre
anéis de HUA, pré-contraidos com 5-HT, na presenca (a;; n = 6) ou auséncia (®; n = 6) de 10 mM de
TEA. Os pontos representam a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m. *p < 0,05
Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Tabela 1 — Resumo das Condi¢des Experimentais em anéis de HUCV
Condig¢do experimental HUV HUA

Tonus Basal em Fungdo do Tempo 17,1+ 3,3% 31,8+5,6%

Tonus Basal — Cremofor 24,3 +3,2% 33,9+ 3,8%

Tonus Basal — GTN 40,8+ 5,2% 51,5+5,7%

Tonus Basal — NTHF 53,91 3,0% 55,1+2,6%

Toénus Basal — NCOE 57,4+1,7% 58,0+ 3,3%

Tonus Basal — BIS-NTHF 37,8+ 4,6% 37,6 £5,0%

Controle da Contragdo de 5-HT 28,7 +1,6% 15,3+ 3,0%

Contragdo com 5-HT — Cremofor 35,1+1,9% 32,9+ 3,9%

Contragdo com 5-HT - GTN 98,3+ 3,3% 110,0 £ 3,5%

Contragdao com 5-HT — NTHF 92,0+ 3,3% 106,9 + 2,1%

Contragdo com 5-HT — NCOE 96,7+ 1,8% 111,6 £5,7%

Contragdo de 5-HT — BIS-NTHF

101,4 £ 2,9%

112,1+1,6%

Contragdo com KCl 60 mM — GTN

89,7+3,7%

91,8+1,9%

Contragdo com KCl 60 mM — NTHF 74,1+£2,2% 68,6 £9,2%
Contragdo com KCl 60 mM — NCOE 93,5+1,9% 82,3+8,1%
Contragdo com KCl 60 mM — BIS-NTHF 107,6 £ 3,5% 111,1 + 4,6a%
Pré-incubagdao com GTN — 5-HT 88,4+ 4,2% 95,8 +2,0%
Pré-incubagdo com NTHF — 5-HT 31,4+5,1% 80,8 +9,4%

Pré-incubagdo com NCOE — 5-HT

13,7+1,2%

23,0+9,0%

Pré-incubagdo com BIS-NTHF — 5-HT

92,7 £3,5%

93,3+2,5%

Pré-incubagdo com GTN — Contragdo Fasica 5-HT @ Ca*?

95,0+1,8%

88,6 £2,9%

Pré-incubagdo com GTN — Contracdo Ténica 5-HT @ Ca*?

97,3+0,9%

92,1+1,5%

Pré-incubagdo com NTHF — Contrag3o Fasica 5-HT @ Ca*? 63,3%+6,3% 51,4+7,7%
Pré-incubagdo com NTHF — Contragdo Ténica 5-HT @ Ca*? 75,8 £6,2% 83,0+ 3,9%
Pré-incubagdo com NCOE — Contracdo Fasica 5-HT @ Ca*? 31,7 +5,6% 33,3+7,8%
Pré-incubagdo com NCOE — Contragdo Ténica 5-HT @ Ca*? 84,7 £ 4,5% 82,7 +£3,9%
Pré-incubacdo com BIS-NTHF — Contrac3o Fasica 5-HT @ Ca*? 93,3+3,5% 91,9+ 1,9%
Pré-incubagdo com BIS-NTHF — Contrag3o Ténica 5-HT @ Ca*? 97,8+ 0,7% 97,5+ 0,6%
Pré-incubagcdo com ODQ — GTN 74,9 £ 3,0% 84,3+2,7%
Pré-incubagdo com ODQ — NTHF 70,0+ 2,1% 83,3 +3,8%
Pré-incubagdo com ODQ — NCOE 95,7 £5,2% 92,2+5,5%
Pré-incubagdao com ODQ — BIS-NTHF 93,5+2,2% 102,7 £ 2,2%
Pré-incubagdo com TEA — GTN 97,5+ 1,8% 98,2 +3,0%

Pré-incubagcdo com TEA — NTHF 100,2 £ 1,4% 91,3+£6,3%
Pré-incubagdo com TEA — NCOE 100,6 * 3,2% 88,2 £+ 5,9%
Pré-incubagdo com TEA — BIS-NTHF - 88,6 £ 4,3%
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5 DISCUSSAO

Os vasos encontrados nos cordées umbilicais conectam o fluxo fetal ao
placentario, permitindo as trocas gasosas e nutrientes entre o feto e a placenta. Os
corddes, geralmente, sdo desprezados apds o parto, de maneira a caracterizar-se
como fonte abundante de material biolégico e, consequentemente, de vasos
humanos. Apesar destas vantagens, ha poucas pesquisas envolvendo estes vasos
sanguineos isolados, quando comparados aos estudos com vasos animais, por
exemplo.

A grande maioria dos estudos disponiveis envolvem HUA, enquanto ha
pouquissimos com HUV isolada, tanto de caracterizacdo do tecido como de
reatividade de substancias vasoativas. Diferentemente das artérias que séo facilmente
identificadas e dissecadas, o fato das veias apresentarem uma parede muito mais fina
e com aspecto parecido ao da geleia de Wharton, pode confundir o manipulador
durante o processo de dissecacdo, uma caracteristica que pode dificultar o seu
isolamento. Em contrapartida, uma das ceélulas endoteliais mais utilizadas para
estudos moleculares sdo as células endoteliais de HUV, conhecidas como HUVECSs e
consideradas um modelo robusto para estudar a maioria das patofisiologias
vasculares (TAN et al., 2004).

Um dos possiveis motivos para a escassez de estudo nesse modelo de vaso,
deve-se a dificuldade de obtencédo do cordao umbilical, como: doacdo voluntaria do
corddo, a qual pode gerar desconforto a parturiente pela incerteza em relacdo a
seguranca nos procedimentos a serem adotados, apesar destes serem explicitados
no momento do convite a participacdo da pesquisa,; dificuldade de acesso ao ambiente
do parto, devido as exigéncias inerentes a estes locais; a selecdo de parturientes que
atendam aos critérios de inclusao, principalmente, auséncia de enfermidades.

Outro desafio da pesquisa envolvendo HUCYV é o fato de que, devido ao longo
periodo de estabilizacdo, leva-se a um tempo total de experimento de duas a trés
vezes maior do que 0 necessario para outros vasos sanguineos e, consequentemente,
aumenta o prazo para obtencdo dos resultados e para duracdo da pesquisa, de uma

maneira geral.
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Um dos objetivos deste estudo foi implantar e padronizar a técnica para
utilizacdo de HUCV, desde a coleta do material até a técnica laboratorial envolvendo
estes vasos, no laboratério de Farmacologia Cardiovascular da PgPNSB/UFPB. Tal
procedimento foi necessario, uma vez que estudos envolvendo HUCV ndo mostram
os procedimentos necessérios para dissecacdo destes vasos. Adicionalmente, os
estudos que envolvem vasos umbilicais sdo discrepantes, em relagdo aos parametros
de coleta e condicBes experimentais, como: tempo de armazenamento da amostra,
solucao nutritiva e condi¢cdes de transporte; periodo de estabilizacédo e tenséo basal;
agentes contraturantes; e resposta contratil, caracterizada pelo delta de contracgéo.

A implantacdo e padronizacdo da técnica, no nosso laboratdrio, demorou
aproximadamente dois anos. Uma das raz8es desse extenso tempo, foi devido a
dificuldade em haver disponibilidade de parturientes saudaveis no HULW/UFPB, uma
vez que este hospital tem a caracteristica de receber, principalmente, mulheres que
podem apresentar complica¢des gestacionais. Tal problema foi parcialmente resolvido
guando a coleta passou a ser realizada no Instituto Candida Vargas, considerada uma
maternidade referéncia da regiao.

Na auséncia de agentes contraturantes, vasos umbilicais apresentam
atividade contratil espontanea e, sob condicBes isométricas, a tensdo de repouso
diminui ao longo de varias horas, apds aplicagdo de uma tenséo inicial (ALTURA et
al., 1972; SOMLYO; WOO; SOMLYO, 1965). Tal fato foi observado neste estudo
(Figura 15, p. 65) e, por isto, foi estabelecido o periodo de estabilizacdo de 3 horas,
com a tensdo devendo ser ajustada para 3 g, a cada 15 minutos. Este tempo é o
suficiente para minimizar a vasomotricidade, caracterizada por contracdes
espontaneas que ocorrem devido alta reatividade desses vasos.

Mecanismos de regulacdo da contractilidade dos HUCV s&do muito
importantes para a troca de gases e nutrientes entre o feto e a placenta. Estudos
indicam que o sistema umbilical vascular é pouco responsivel a alguns agentes
relaxantes sistémicos, como acetilcolina (WEBB, 2003). Por outro lado, a producéo
endotelial de outros vasodilatadores, como NO, é aumentado durante a gravidez
(WANG; ZHENG, 2012), com a finalidade de contrarregular o efeito vasoconstritor do
tromboxano Az (TxAz), por exemplo (OUZOUNIAN; ELKAYAM, 2012). A reatividade
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umbilical vascular é essencial para manter um sistema dilatado, de forma a manter
uma baixa resisténcia ao fluxo sanguineo que é transportado para a placenta, durante
a gravidez (FOX; KHONG, 1990).

Farmacos que alteram a resisténcia vascular podem conduzir uma melhora
clinica de situacBes nas quais a PA esteja elevada, por meio de modificacdes na
complacéncia e reatividade vascular (JACKSON; BELLAMY, 2015). Deste modo,
torna-se importante o estudo de dilatadores eficazes em melhorar o fluxo
feto-placentario (WEBB, 2003), que possam ser considerados novas estratégias
terapéuticas em afecc¢des associadas a gravidez, como a pré-eclampsia.

Doadores de NO tém sido desenvolvidos para permitir o estoque e liberacéo
desse gas, com a finalidade de beneficiar uma gama de aplicacdes (CARPENTER,;
SCHOENFISCH, 2012). Ao passo que existem varias classes de doadores de NO,
incluindo os nitrosils, S-nitrotiois, nitratos e nitritos organicos, NONOatos (WANG et
al., 2002), poucos tém sido levados para clinica (CARPENTER; SCHOENFISCH,
2012) devido a instabilidade quimica que varios destes compostos apresentam, por
exemplo. Nitratos organicos representam a mais antiga classe de doadores de NO
utilizado clinicamente (FRANCA-SILVA et al., 2014), o que pode ser explicado tanto
pelo fato de serem 0s mais estudos, quanto por serem mais estaveis quimicamente.

Diante desse contexto, outra finalidade desta pesquisa foi caracterizar os
efeitos de quatro nitratos organicos sobre HUCV, uma vez que nao ha estudos que os
caracterizem nesta vasculatura. Para isto, foram avaliadas as respostas dos seguintes
nitratos organicos: GTN, o nitrato mais extensamente estudado, devido as suas varias
acbOes no sistema cardiovascular; NTHF, proveniente do bagaco da cana; NCOE,
derivado &cido ricinoléico; e BIS-NTHF, sintetizado a partir do furan-2-carbaldeido.

O ténus intrinseco nos HUCV depende, em parte, da entrada de calcio via
Cav. Esse tbnus é relatado opor ao efeito de nitrovasodilatadores (WYLAN et al.,
1993). No presente estudo, foi verificado que hd uma diminui¢cdo espontanea do ténus
ao longo de 180 minutos, e esta € maior em anéis de HUA do que em HUV (Grafico
1). Uma possivel explicacdo para esta observacao, pode ser encontrada no relato de
gue, em condicbes de repouso, HUV ja funcionaria com a dilatacdo maxima

(GOODWIN, 1968). O ténus da HUV ja foi considerado insignificante para a regulacao
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do fluxo sanguineo umbilical. Entretanto, estudos recentes mostram que HUV esta
longe de ser uma via de conducao passiva, e que responde a alteracées na pressao
de Oz (pO2), diretamente relacionada a despolarizacdo de membrana
(MILDENBERGER et al., 2003).

Diante da importancia do ténus intrinseco para HUCV, avaliou-se o efeito da
adicdo cumulativa dos nitratos no tonus basal destes vasos. GTN, NTHF e NCOE
relaxam o ténus basal (Gréfico 3; Gréfico 4; Gréfico 5, respectivamente), de maneira
mais eficaz do que a queda provocada pela adicao do cremofor (Gréfico 3). Por outro
lado, BIS-NTHF sé apresentou efeito relaxante significativo em HUV (Grafico 6).
NCOE foi o nitrato mais eficaz e, porém, o menos potente em HUV. GTN apresentou
a maior poténcia em ambos HUCV (Grafico 7; Gréfico 8).

O fato de GTN e BIS-NTHF terem apresentado o menor relaxamento do tonus
basal pode sugerir que a biconverséo desses nitratos ndo esta envolvida neste efeito,
visto que os dois sé&o 0s que apresentam a maior quantidade de NO em sua estrutura.

O relaxamento induzido pelos nitratos, no ténus basal, sugere que estes
compostos alteram o0s mecanismos que mantém o ténus intrinseco dos vasos
umbilicais, provavelmente, devido a diminuicdo do influxo de célcio proveniente do
meio extracelular. Entretanto, sdo necessarios estudos com ferramentas
farmacoldgicas especificas, como bloqueadores ou ativadores Cav, para identificar o
mecanismo exato pelo qual os nitratos agem para causarem o relaxamento do tdnus
basal.

Alguns mediadores ja foram descritos por induzirem contragdo em HUCV,
como 5-HT, histamina, angiotensina Il e TxA2. Entretanto, 5-HT possui extrema
importancia na regulacéo da resisténcia sistémica fetal (GUPTA et al., 2006), por ser
0 agente mais potente e com maior eficacia em contrair os vasos umbilicais (CAIRRAO
et al., 2008; SANTOS-SILVA et al., 2008). A acéo vasoconstritora de 5-HT ocorre,
principalmente, por meio da ativagéo dos receptores 5-HT2a, cuja ativagdo culmina no
aumento dos niveis de IP3, e 5-HT1g/1p, 0 qual inibe a ciclase de adenilil (AC), enzima
gue converte ATP em monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) (KARLSSON et al.,
1999; SANTOS-SILVA et al., 2009; SANTOS-SILVA et al., 2010).

Maria do Carmo de Alustau Fernandes



Caracterizacdo do Efeito Vasodilatador dos Nitratos Organicos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF em Artéria e Veia
Isoladas de Cord&o Umbilical Humano 138

A contracdo induzida por 5-HT se d4, principalmente, por aumento do influxo
de calcio, proveniente do meio extracelular, via Cav ou canais de calcio operados por
receptores (MEDEIROS; CALIXTO, 1991). A contracdo da VSCM é regulada pela
[Ca?*)i e pela sensibilidade dos elementos contrateis a este cation. Neste mecanismo,
0 Ca®* se liga a CaM, ativando MLCK que, por sua vez fosforila MLC, e esta interage
com os filamentos de actina para promover a contragcdo (KARAKI; SATO; OZAKI,
1991; SAKAMOTO et al., 2003).

Estudos demonstram que o relaxamento induzido por nitrovasodilatadores,
em anéis de HUA, foi de magnitude pequena e até considerado insignificante
(CHAUDHURI et al., 1991; LEUNG et al., 2006; LOVREN; TRIGGLE, 2000; WHITE,
1988; WYLAM et al., 1993). Uma das possiveis explicacdes para esta observacao
seria que os vasos umbilicais, provenientes de partos no termo, apresentam baixa
sensibilidade em dilatar (RENOWDEN, EDWARDS, GRIFFITH, 1992; SEXTON et al.,
1995). Assim, a entrada de calcio através de Cav atenua significativamente o efeito
vasodilatador desses nitrovasodilatadores, o que ndo se observa quando a entrada
de célcio do meio extracelular € impedida (WYLAM et al., 1993).

Ao levar em conta a importancia de 5-HT no estado contratil de vasos
umbilicais e as caracteristicas dos nitrovasodilatadores em relaxar esses vasos,
verificou-se o efeito da adicdo cumulativa de GTN (Gréfico 13), NTHF (Grafico 14),
NCOE (Grafico 15) ou BIS-NTHF (Grafico 16) sobre anéis de HUCV pré-contraidos
com 10 uM de 5-HT.

Todos os nitratos em estudo induziram vasorrelaxamento, em ambos os vasos
umbilicais, com efeitos maximos superiores a 90% e 100% em HUV (Grafico 17) e
HUA (Grafico 19), respectivamente. Estes resultados corroboram o fato de que os
efeitos clinicos dos nitratos organicos decorrem da vasodilatacdo de veias e artérias
(IACHINI-BELLISARII et al., 2012; KLEMENSKA; BERESEWICZ, 2009), e, por outro
lado, diferem dos estudos em HUA que demonstraram uma agdo modesta de
nitrovasodilatadores nestes vasos, incluindo GTN (WYLAM et al., 1993).

GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF mostraram maior eficacia em relaxar anéis
de HUA do que os de HUV. Uma caracteristica da circulacéo fetoplacentaria é o fato

de que apresenta um fluxo inverso: as duas HUA fornecem sangue, com baixa
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pressdo de O2 (pO2) do feto para placenta, enquanto a HUV retorna com sangue rico
em nutrientes e com uma maior pOz para o sistema circulatorio fetal (BELLOTTI et al.,
2000; PRIOR et al.,, 2014). No presente estudo, os anéis de HUA e HUV foram
gaseificados com uma mistura contendo 95% de Oz e 5% de CO.. Relatos da literatura
demonstraram que o aumento na pOz, de niveis baixos para os niveis considerados
fisiologicos, resulta no aumento da poténcia vasodilatadora de NO e SNP em HUA
(LOVREN; TRIGGLE, 2000), o que pode explicar o fato do maior efeito ter sido
observado nestes vasos.

NCOE e BIS-NTHF, além de mais eficazes, também exibiram maior poténcia
em relaxar HUA do que HUV. GTN foi o nitrato mais potente em relaxar os HUCV,
BIS-NTHF apresentou um valor de poténcia intermediario, enquanto que NCOE e
NTHF foram o menos potentes em relaxar HUV (Gréfico 18) e HUA (Grafico 20),
respectivamente.

Uma possivel explicagdo para essas diferencas nos valores de pD2 pode ser
o fato de que GTN apresenta trés moléculas de NO em sua estrutura, BIS-NTHF duas,
enquanto que NTHF e NCOE apresentam apenas uma. O fato destes compostos
requererem uma reacao quimica ou enzimatica para liberarem o NO contido em suas
estruturas, faz com que a localizacdo do grupo éster (-ONO2) possa facilitar ou
dificultar a liberagdo dessa molécula. Esta caracteristica pode estar relacionada ao
fato do GTN ter melhor poténcia, enquanto o NCOE apresentou o menor valor de pD..

Vale salientar que a poténcia dos quatro nitratos foi reduzida
consideravelmente, quando comparada a resposta desses compostos em vasos de
animais (ALUSTAU, 2010; KHAN et al., 1998; KHAN; HIGDON; MEISHERI, 1998;
MACHADO et al., 2014). Tal resposta pode ser devido as diferencas estruturais e de
sinalizacdo dos vasos humanos em relacdo a vasculatura animal, que pode alterar a
bioconverséo desses nitratos a NO.

HUCV também contraem quando sdo expostos a solugbes com altas
concentracdes de KCI. Esta promove a contragdo por levar a despolarizacao celular,
a qual culmina no influxo de calcio via Cav, principal mecanismo destacado nesta agcéo
do KCI (MARIN et al., 1990; TUFAN et al.,, 2003; WYLAM et al., 1993). Em outros
vasos sanguineos, é descrito que a via da RhoA/ROCK também esta envolvida nas
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contragdes induzidas por 5-HT e KCI 60 mM. Entretanto, essa via ndo esta envolvida
na vasoconstricao induzida por esses agentes, na presenca de célcio extracelular, em
vasos umbilicais (SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010).

Levando-se em conta as caracteristicas da contragdo induzida por uma
solucdo despolarizante, investigou-se o efeito da adicdo cumulativa de GTN
(Gréfico 21 e Gréfico 22), NTHF (Gréfico 23 e Grafico 24), NCOE (Grafico 25 e
Grafico 26) e BIS-NTHF (Grafico 27 e Grafico 28), em anéis de HUCV pré-contraidos
por uma solucdo de Krebs modificado com 60 mM de KCI.

Na presenca de uma solugéo despolarizante, as curvas de relaxamento, em
HUA, dos quatro nitratos foram deslocadas para direita, mas ainda com uma resposta
vasodilatadora consideravel, acima de 60%. GTN e NTHF também apresentaram o
vasorrelaxamento atenuado, nos anéis de HUV pré-contraidos com KCI 60 mM,
embora tenham sido acima de 70%. Estudos em HUA com nifedipino, um classico
bloqueador de Cav-L, mostrou que seu efeito ndo foi de 100% em contracoes
induzidas por KCI 60 mM (BELFORT et al., 1995), o que € explicado por este agente
despolarizante também levar a liberacéo de calcio dos estoques intracelulares (HALL
et al., 2006). Com base nestes resultados, pode-se sugerir que o efeito vasodilatador
dos quatro nitratos em HUA e, também, de GTN e NTHF em HUV envolve
hiperpolarizacdo celular, que pode fazer com que o influxo de célcio do meio
extracelular, via Cav-L, seja atenuado.

NCOE e BIS-NTHF, por outro lado, induziram vasorrelaxamento em HUV,
pré-contraido com KCI 60 mM, de forma semelhante aos anéis pré-contraidos com
5-HT. Levando-se em conta o que foi relatado anteriormente, estes resultados podem
indicar que, em HUV, as respostas de NCOE e BIS-NTHF também envolvem
diminuicao da liberac&o de calcio dos estoques intracelulares.

A vasodilatacdo causada pela liberacdo continua de NO reduz, de maneira
eficaz, a sensibilidade a autacoides vasoconstritores da circulagdo umbilical, como
5-HT (GUDE et al., 1993). O componente transiente inicial, da contra¢ao induzida por
este agente, envolve liberacdo de célcio a partir do SR, enquanto que o componente
tébnico depende do aumento de calcio extracelular (HILGERS; HIRANO et al., 2003).
Nesse contexto, avaliou-se a influéncia causada pela pré-incubagdo da concentragdo
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maxima dos nitratos (1 mM de GTN/ 3 mM de NTHF, NCOE ou BIS-NTHF) sobre as
contra¢des induzidas por 10 uM de 5-HT, na presenca do calcio extracelular.

GTN (Grafico 33), NTHF (Grafico 34) e BIS-NTHF (Grafico 36) atenuaram as
contragfes induzidas por 5-HT, em anéis de HUA, acima de ~80%. Adicionalmente,
GTN e BIS-NTHF também inibiram, acima de ~85%, a contracéo estimulada por 5-HT
em HUV. Em contrapartida, a pré-incubacdo de NTHF, em HUV, e de NCOE, tanto
em HUV (Grafico 35) quanto em HUA, levaram a inibicdo de ~30% e ~25%,
respectivamente, inferior a resposta inibitéria dos outros nitratos. Este efeito pode
indicar que GTN e BIS-NTHF atuam diminuindo a atividade dos Cav e liberacdo de
célcio do RS em ambos vasos umbilicais, assim como o NTHF em HUA. Entretanto,
a participacdo desses canais seria menos evidente no efeito de NTHF em HUV e de
NCOE nos dois tipos de HUCV. Tais respostas podem ser decorrentes do aumento
da disponibilidade de NO, que levaria a diminuicdo da atividade dos Cav e aumento
da funcdo dos Kv, também envolvidos na contracéo induzida por 5-HT.

Estudos evidenciam que 5-HT também contrai vasos umbilicais na auséncia
do calcio extracelular (TUFAN et al., 2003). Esse agente promove uma contracao
fasica, apos 2-3 minutos, que se da a partir da liberagcdo de calcio dos estoques
intracelulares, e uma contragéo tbnica, de 15 a 20 minutos depois, cuja manutengao
ocorre a partir da ativacdo da via da ROCK (SANTOS-SILVA et al., 2010). Desta
forma, o mecanismo contratil de 5-HT, em HUCV, difere no meio com e sem calcio
extracelular. Tal observacdo faz com que HUCV seja considerado um bom modelo
para se avaliar a participacdo de ROCK na resposta de substancias vasodilatadoras.
A partir dessa informacéo, foi avaliado o efeito da pré-incubacao dos nitratos sobre as
contragdes induzidas por 5-HT, na auséncia do calcio extracelular.

De maneira semelhante ao observado nos experimentos na presenca do
céalcio extracelular, GTN (Gréfico 39) e BIS-NTHF (Gréfico 42) inibiram a resposta
contrétil de 5-HT em cerca de ~90%, tanto a contracéo fasica quanto a ténica. Essas
contracdes também foram atenuadas a partir da pré-incubacéo de NTHF (Grafico 40)
em HUA e HUV, acima de ~50% e 65%. NCOE (Gréfico 41), por sua vez, inibiu em
~80% a contracao ténica e em menos de ~35% a fasica. Estas respostas sugerem

gue GTN e BIS-NTHF podem levar & diminui¢cdo da liberagcdo de calcio dos estoques
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intracelulares, bem como minimizar a atividade da via da ROCK, uma enzima
envolvida em disfuncdo endotelial e varias enfermidades do sistema cardiovascular
(TANAKA; NODE, 2015). Estes alvos também estariam envolvidos, huma menor
propor¢cao, na resposta de NTHF. Entretanto, a partir do efeito de NCOE pode-se
sugerir que hd um maior envolvimento da via da ROCK do que dos estoques
intracelulares nessa resposta.

Como dito anteriormente, 0 modo de acéo de nitratos organicos, de maneira
geral, se da por fornecer NO exdgeno, o qual leva ao relaxamento do VSMC, inclusive
de HUCV (SANTOS-SILVA; CAIRRAO:; VERDE, 2010). A atividade da ROCK é
claramente reduzida a partir de NO exbégeno, por meio de um mecanismo que ainda
nao esta totalmente claro, mas que parece envolver mudanca conformacional dessa
enzima (MARUHASHI et al., 2014; MARUHASHI et al., 2015; TANAKA; NODE, 2015).

O NO exdgeno deve compensar o desequilibrio da sintese de NO, a partir da
eNOS, bem como sua sinalizagdo na VSMC danificada. Entretanto, ainda nao se sabe
se isso acontece por uma acao direta ou indireta do NO. Como a utilizagao clinica de
inibidores seletivos para ROCK ainda € extremamente limitada, a utilizacdo de
farmacos disponiveis clinicamente e que atuam inibindo ou modificando a regulacéo
da via da ROCK no sistema cardiovascular, de maneira eficaz e segura, é bastante
valioso (KAJIKAWA et al., 2014; SHIMOKAWA; SATOH, 2015; TANAKA; NODE,
2015). Entretanto, € necessario realizar estudos utilizando o inibidor seletivo da
ROCK, bem como experimentos que avaliam diretamente os estoques intracelulares,
a fim de confirmar essa suposicéo.

Na gravidez normal, NO contribui para a manutengao do tdnus vascular para
aumentar o fluxo sanguineo umbilical (MATSUBARA et al., 2015). O papel desse gas
estd bem descrito na regulacdo do ténus dos vasos umbilicais, que ocorre por
aumento da vasodilatacdo dos HUCV durante a gravidez (MYATT et al., 1993;
YALLAMPALLI et al., 1994).

O NO, uma vez liberado pelo endotélio vascular ou disponibilizado por
compostos doadores, se difunde para as VSMC e reage com o ferro da sGC (JONES;
BOLLI, 2006), cuja ativacdo resulta na producdo de cGMP (CARPENTER,;
SCHOENFISCH, 2012; LOVREN et al., 1999; TANAKA; NODE, 2015). Entretanto, em
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HUCV a participacdo de PKG nao é relatada de forma tdo clara (SANTOS-SILVA;
CAIRRAO; VERDE, 2010), uma enzima identificada como o principal mecanismo de
acdo desses compostos (MUNZEL; STEVEN; DAIBER, 2014). Isto sugere a
participacdo de outros mecanismos independentes dessa proteina cinase (SAUSBIER
et al., 2000; SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010). Por outro lado, a ativacéo
da PKG pela via NO/cGMP pode interferir na ativacao da via RhoA/ROCK. Este efeito
pode ocorrer porque PKG fosforila a MLCP, ativando-a e impedindo a que a ROCK a
fosforile, o que levaria a inibicdo dessa enzima (GAO et al., 2007).

A partir desse contexto, avaliou-se a participagdo da sGC na resposta
vasorrelaxante induzida pelos nitratos em HUCV, por meio da pré-incubacéo de 10 pM
de ODQ, antes da contracéo induzida por 5-HT. Nesta condicdo experimental, as
respostas vasodilaratoras de GTN (Grafico 47 e Grafico 48), NTHF (Grafico 49 e
Gréfico 50), NCOE (Grafico 51) e BIS-NTHF (Gréfico 53 e Gréfico 54) foram
atenuadas de maneira significativa. Esta reducdo sugere que a vasodilatacéo,
promovida pelos nitratos em estudo, envolve a ativacdo da sGC, com provavel
formacédo de cGMP. Trata-se de um achado interessante, visto que os estudos que
mostraram baixa eficacia de nitrovasodilatadores em relaxarem HUCV atribuem ao
fato destes vasos carecerem de sGC ou dos alvos celulares do cGMP (RENOWDEN
et al, 1992; BERGH et al, 1995).

Por outro lado, NCOE relaxou anéis de HUV, de maneira semelhante, na
presenca ou auséncia de 10 pM ODQ (Grafico 43). Apesar desta resposta, a
participacdo da sGC na vasodilatacdo mediada por esse nitrato ndo deve ser
descartada, uma vez que estudos reportam que ODQ carece de especificidade por
sGC e interfere em outros processos dependentes do grupo heme, como CYP450
(FEELISCH et al.,, 1999; LOVRE; TRIGGLE, 2000). Entretanto, trata-se de uma
suposicdo que nao esta clara até o momento.

Vérios autores descreveram que a vasodilatacdo induzida por cGMP é
mediada por ativagdo de canais para potassio em varios leitos vasculares (LI; JIN;
CAMPBELL, 1998; WU; CHEN; YEN, 1999), incluindo HUCV (LOVREN; TRIGGLE,
2000). Estes canais desempenham um papel chave no controle do fluxo sanguineo
feto-placentario. (WAREING; GREENWOOD, 2011). Ativadores diretos de canais
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para potassio ou compostos que regulem a sua atividade ou a sua expressao devem
ter grande interesse terapéutico, pois levam a hiperpolarizacdo de membrana (DUTY;
WESTON, 1992; ZHANG; MORICE, 1994), com consequente diminuicdo do influxo
de calcio mediado por Cav.

Um exemplo de molécula, que pode atuar ativando BKca, € 0 NO (FELETOU,
2009), considerado um dos principais fatores relaxantes derivados do endotélio
vascular, cuja maioria das ac¢des ocorre no sistema cardiovascular (SCATENA et al.,
2010; MILLER; MEGSON, 2007). Estruturalmente, BKca sdao homoélogos dos Kv e
apresentam um sensor de voltagem e um poro de membrana com dominio (LEE; CUI,
2010).

A investigacao da influéncia dos canais para potassio, no efeito vasodilatador
induzido pelos nitratos organicos em estudo, foi realizada por meio da pré-incubacao
de 10 mM de TEA, que nesta concentracao atua bloqueando canais para potassio, de
maneira ndo seletiva. A pré-incubacdo deste blogueador, em HUA, diminuiu a
resposta relaxante de todos os quatro nitratos (Gréafico 56, Gréafico 58, Grafico 60 e
Grafico 61). Entretanto, a atenuacdo mais discreta foi observada no efeito de GTN em
HUA. Por outro lado, em anéis de HUV pré-incubados com 10 mM de TEA, a resposta
de GTN néo foi alterada (Gréfico 55), enquanto o efeito de NTHF (Gréfico 57) e NCOE
(Gréfico 59) foram potencializadas.

O efeito vasorrelaxante de cGMP, mediado por esses canais, pode ser baixo
em HUCV, uma vez que estes vasos contraidos com 5-HT ou KCI bloqueiam Ky
(SANTOS-SILVA; CAIRRAO; VERDE, 2010). Adicionalmente, o bloqueio de Kare esta
relacionado a diminuicdo da corrente de potassio transmembranal, com consequente
liberacéo de célcio dos estoques intracelulares (TUFAN et al., 2003).

Os resultados obtidos na presenca de TEA, sugerem gque canais para potassio
estdo envolvidos na resposta vasorrelaxante dos nitratos em HUA, mas que,
provavelmente, ndo participam da vasodilatacdo desses compostos em HUV.

A partir do que foi exposto, o desenvolvimento desse estudo demonstrou que
todos os nitratos levam a vasodilatacdo, tanto de anéis HUV quanto de HUA, no ténus
basal, pré-contraidos com 5-HT ou com KCI. O mecanismo de acao vasodilatador dos

nitratos, em HUA, parece envolver ativacdo da enzima sGC e de canais para potassio,
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embora em HUV nao tenha sido evidenciado a participacdo destes canais.
Adicionalmente, os nitratos diminuem contracfes induzidas por 5-HT, na presenca ou
auséncia do calcio extracelular, um efeito que sugere o envolvimento de Cav,

estoques intracelulares de célcio e da via da ROCK (Figura 21).

Figura 21 — Efeito dos Nitratos GTN, NTHF, NCOE e BIS-NTHF sobre HUCVs
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Cay-L: Canais de calcio sensiveis a voltagem tipo-L; GTP: trifosfato de guanosina; cGMP: Monofosfato
de guanosina ciclico; HUA: Artéria Umbilical Humana; HUV: Veia Umbilical Humana; IPsR: Receptor
de IP3; RS: Reticulo Sarcoplasmatico; RyR: Receptor de Rianodina; NO: 6xido nitrico; sGC: ciclase de
guanilil solavel; RS: Reticulo Sarcoplasmatico; VSMC: Célula da musculatura lisa vascular.

Fonte: ALUSTAU-FERNANDES, 2015
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Com a bioprospeccédo dos novos papéis fisioldgicos para o NO, a descoberta
de farmacos novas mais potentes e seletivas é um fator almejado pela quimica
medicinal do NO, a qual gera a perspectiva de que estas estejam disponiveis no
mercado em um curto prazo de tempo (BARRETO; CORREIA, 2005). Desta forma, o
estudo com nitratos que ndo promovam tolerancia, como NTHF e NCOE, ou que
sejam potentes, como GTN e BIS-NTHF é de extrema relevancia. Adicionalmente, os
trés novos nitratos organicos sdo compostos obtidos de fontes abundantes, o que
mostra, também, a importancia da quimica sintética aliada aos produtos naturais.

No contexto apresentado, também deve ser considerado o fato de que ha uma
diminuicdo da atividade da via NO/GMPc na pré-eclampsia e, por isso, é relatado que
a utilizacdo de doadores de NO pode ser considerada uma abordagem farmacoldgica
potencial nesta condicéo clinica (JOHAL et al., 2013; MAUL et al., 2003). Alguns
estudos mostram que nitratos organicos podem ser Uteis para diminuir a resisténcia
do fluxo sanguineo para a placenta e em melhorar o fluxo sanguineo Utero-placentaria
(KALINDINDI et al., 2012; FRANCA-SILVA et al., 2014), uma caracteristica a qual
pode-se pensar em possiveis aplicacdes clinicas dos compostos estudados.

O presente estudo é de extrema relevancia, pois, além de caracterizar o efeito
de quatro nitratos organicos, também é pioneiro no Brasil, por utilizar HUCV para
reatividade de substancias vasoativas, e descrever as principais vantagens e
desvantagens da utilizacdo destes vasos sanguineos. Adicionalmente, o fato de
implantar uma técnica que envolve vasos humanos, em um custo baixo, pode ser uma
alternativa ndo s6 de modelo humano, mas também como opcéo frente aos vasos

animais.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

% Os vasos umbilicais devem ser submetidos a tensao de 3 g durante 3 h

para estabilizacdo dos seus parametros;

+ Tanto HUA como HUV apresentam relaxamento espontaneo do tonus basal

e do tdénus contratil, principalmente, nos 20 primeiros minutos de experimento;

% GTN, NTHF, NCOE e BIS-TNHF promovem relaxamento do tdnus basal e

em anéis pré-contraidos com 5-HT e KCI 60 mM;

«» Todos os nitratos causam vasodilatacgdo em HUCV, de maneira

semelhante, mas com uma maior eficacia em relaxar HUA do que HUV;

% GTN é o nitrato mais potente, seguido do BIS-NTHF, enquanto NCOE e

NTHF sdo os menos potentes em HUV e HUA, respectivamente;

++ As respostas dos nitratos ndo sao idénticas entre eles;

+« H& diferenca no perfil de resposta de HUA e HUV;

+ sGC e canais para potassio parecem estar envolvidos na vasodilatacéo
induzida por nitratos em HUA, embora em HUV, provavelmente, esses canais
nao participam da resposta relaxante;

+ Os nitratos diminuem a resposta contratil de 5-HT, possivelmente, por

diminuirem: entrada de célcio extracelular, via Cav; liberacéo de célcio do RS;
e atividade da via da ROCK.
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APENDICE 1

Titulo do Projeto: CARACTERIZACAO DO EFEITO VASODILATADOR DOS
NITRATOS ORGANICOS GTN, NTHF, NCOE E BIS-NTHF EM ARTERIA E VEIA
ISOLADAS DE CORDAO UMBILICAL HUMANO

Pesquisador (s) Responsavel: Aluna de Pds-Graduacao Maria do Carmo de
Alustau Fernandes
Instituicdo: UFPB Telefones para Contatos: (83) 3216-7366

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo cientifico acima citado
gue sera realizado no HULW/ UFPB. O documento abaixo contém todas as
informacdes necessarias sobre o estudo. Sua colaboracéo voluntaria sera de muita
importancia, mas se nao quiser ou se desistir a qualquer momento, isso ndo causara
nenhum prejuizo a voceé.

O objetivo do estudo é comprovar se nitratos organicos, substancias
desenvolvidas pela UFPB possuem atividade em vasos humanos. Os nitratos vém
sendo estudados em animais e apresentando promissores efeitos. A finalidade desta
pesquisa é contribuir com o desenvolvimento de um produto que podera ter uso
terapéutico.

Solicitamos a sua colaboracgéo para autorizar o uso do cordao umbilical
neste estudo, sendo coletado apds o parto apenas o0 segmento destinado ao descarte
pelo hospital. O corddo serd encaminhado para o laboratorio farmacologia
cardiovascular da UFPB. Onde serao isolados apenas os vasos do cordao umbilical
para o estudo, apds 0s experimentos 0s vasos serdo descartados como material
biolégico. Solicitamos ainda a autorizacao para apresentar os resultados deste estudo
em eventos da area de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da
publicacao dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo. Informamos que essa
pesquisa ndo oferece riscos, previsiveis, para a sua saude, no entanto pode gerar
desconforto pela incerteza quanto a seguranca nos procedimentos.

Sua contribuicdo € de extrema importancia uma vez que o presente trabalho

objetiva obter resultados cientificos que comprovem a acao de nitratos em humanos.




concordo de livre e espontanea vontade, em participar como voluntario(a) do estudo,
cedendo o resto dos segmentos do corddo umbilical que sobrarem do parto para a
realizacdo de experimentos cientificos no LTF/UFPB e para publicacdo dos
resultados. Estou ciente que receberei uma via desse documento.

Declaro que obtive todas as informacfGes necessérias, bem como todos os

eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

I) Este estudo cientifico ndo tem como objetivo me submeter a nenhum
tratamento, ndo sera realizado em mim nenhum procedimento diferente
do que seria realizado durante o procedimento, bem como ndo me
acarretara nenhum tipo de prejuizo a minha saude, nem ao recém-
nascido;
II) Este estudo foi aprovado por um comité de ética que julgou ético e
procedente o estudo;
[Il) S6 serédo utilizados para o estudo os segmentos de corddo umbilical
que sobrarem da cirurgia e que seriam descartados descartados como
material biolégico, apds o procedimento;
IV) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragao neste
estudo no momento em que desejar, sem a necessidade de qualquer
explicacéo;
V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem
estar fisico;
VI) Concordo que os resultados obtidos durante este estudo sejam
divulgados em publicac6es cientificas, desde que meus dados pessoais
nao sejam mencionados e que 0s aspectos éticos necessarios ao
estudo em humanos seja mantido conforme declara a resolugéo 466/12
do CNS, MS.
VII) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos
resultados, ao final deste estudo.

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

( ) Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.



Jodo Pessoa, de de

Espaco para impressao
dactiloscopica

Assinatura da Participante e/ou Responsavel Legal

Responséavel pelo Projeto: Me. Maria do Carmo de Alustau Fernandes/UFPB
Telefone para contato: (83) 3216-7366

Responsavel pela aprovacdo do projeto: Comité de Etica em Pesquisa HULW/UFPB
.Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley, segundo andar do HU, Campus I,
S/n - Cidade universitaria, Jodo Pessoa - PB, 58.059-900-Fone: (83) 3216-7955.



