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Resumo



MARTINEZ, M. R. Interacdo entre as vias de formacdo de Oxido nitrico e
prostanoides na hiporeatividade vascular a constritores associada ao término
da gestacdo em ratas. 2008. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de

Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

O término da gestacdo em ratas esta associado a uma diminuida reatividade a
agentes vasoconstritores que pode ser mediada por alteragbes na produgédo ou
liberagdo de oxido nitrico (NO) e/ou prostandides. Este trabalho estuda a
contribuicdo do NO e/ou prostandides, além de uma possivel interacdo entre os
produtos dependentes da atividade NOS e COX, na diminuida resposta a
constritores em anéis de aorta de ratas ao término da gestagdo. Curvas
concentragao-efeito a fenilefrina (FE) ou cloreto de potassio (KCI) foram construidas
em anéis de aorta toracica de ratas nao gravidas (NG, na fase estro do ciclo estral) e
gravidas (G, 19-20 dias de gestacao). Os experimentos foram realizados em vasos
com o endotélio preservado ou removido, na auséncia ou presenca de inibidor de
NOS, NG-nitro-L-arginina (L-NNA, 100 uM), sequestrador de NO, hemoglobina (Hb,
10 uM), de inibidor da COX, diclofenaco de sodio (DF, 10 uM), e de inibidor da
sintase de TXA,, ozagrel (OZ, 1 uM). As respostas contrateis a FE e ao KCI foram
diminuidas em anéis de aorta de G. Apds remocao da camada endotelial e na
presenca de L-NNA ou Hb as respostas foram aumentadas e as diferengas entre os
grupos diminuiram. DF sozinho nao afetou a resposta em anéis de G e NG. A adi¢éo
de L-NNA ou Hb apds a incubagdo com DF aumentou a reatividade de NG e G, mas
nao aboliu as diferengas entre os grupos. De modo similar ao DF, OZ nao alterou a
reatividade a FE e ao KCI, mas afetou o efeito do L-NNA. Surpreendentemente, a
adicdo de L-NNA antes de OZ foi capaz de abolir as diferencas entre G e NG. Estes
resultados sugerem que a inibicdo do NO na aorta de ratas gravidas favorece a
formacgao de tromboxano A;; contudo, a formacado de tromboxano A, depende da

sintese prévia de NO.

Palavras-chave: Reatividade vascular. Gravidez. Oxido Nitrico. Prostanoides.
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MARTINEZ, M. R. Interaction between nitric oxide and prostaglandins formation
pathways in the vascular hyporeactivity to constrictors associated to late
pregnant rats. 2008. Thesis (PhD) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Rat late pregnancy is associated with diminished reactivity to vasoconstrictor agents
that may be mediated by altered production/release of nitric oxide (NO) and
prostaglandins. This study examines the contribution of NO and/or prostaglandins
and a possible interaction between the NOS- and COX-dependent products in
pregnancy-associated blunted response to constrictors in rat aortic rings.
Concentration-responses curves for phenylephrine (PE) or potassium chloride (KCI)
were constructed in rings of thoracic aortic of nonpregnant (NP, estrous day) and
late-pregnant rats (P, 19-20 day of pregnancy). The experiments were conducted in
endothelium or endothelium-denuded vessels in the absence or presence of NOS-
inhibitor N”-nitro-L-arginine (L-NNA, 100 uM), NO-scavenger hemoglobin (Hb, 10
uM), COX-inhibitor sodium diclofenac (DF, 10 uM), and TXA; synthase-inhibitor
ozagrel (OZ, 1 uM). The contractile response to PE and KCI was decreased in aortic
rings from P rats. After endothelium-denudation and in the presence of L-NNA or Hb
the responses were potentiated and the difference between the two groups was
reduced. DF alone did not affect the responses of P and NP aortic rings. Addition of
L-NNA or Hb after incubation with DF increased the reactivity of either NP or P but
did not abolish the difference between P and NP. Similarly to DF, OZ did not alter the
reactivity to FE and KCI but did affect the effect of L-NNA. Surprisingly, L-NNA
addition before OZ was able to abolish the differences between P and NP. These
results suggest that NO-inhibition in aorta of pregnant rats favors thromboxane

formation; nevertheless, thromboxane formation depends on previous NO synthesis.

Keywords: Vascular reactivity. Pregnancy. Nitric oxide. Prostaglandins.
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1. Introducéo

1.1. Adaptacées hemodindmicas durante a gestacao

A gestacdo de mulheres ¢é caracterizada por diversas alteragbes
hemodinamicas. O volume sanguineo aumenta cerca de 30%, sendo uma
adaptacao importante para a nutricdo e oxigenagao do feto e para a perda de cerca
de 500 a 1000 ml de sangue que ocorre durante o parto. H4 um incremento de 50%
do débito cardiaco que esta relacionado a um aumento do volume sistélico e da
frequéncia cardiaca. O volume sistdlico esta aumentado por um aumento do volume
diastdlico final, acompanhado por uma manutencao da fragdo de ejecao e por um
aumento da forga contratil, mantidos pelo remodelamento do ventriculo esquerdo
(Hennessy e cols, 1996; Gilson e cols, 1997; Thornburg e cols, 2000).

Embora o aumento do débito cardiaco acompanhado por aumento da
frequéncia cardiaca devesse levar a um aumento da pressao arterial, durante a
gravidez humana observa-se exatamente o inverso. Nos dois primeiros trimestres de
gestacdo ha uma queda da pressao arterial média que se deve a diminuida
resisténcia periférica (Chapman e cols, 1998). Adicionalmente, a diminuicdo da
resisténcia periférica € acompanhada por uma diminuida resposta pressora a
constritores como a angiotensina |l (Gant e cols, 1973).

Essas adaptagdes hemodindmicas durante a gestagdo também sao
observadas em outras espécies animais. Em ratas, a diminuicdo da pressao arterial
€ progressiva, atingindo seu maximo ao término da gestacgao e retornando aos niveis
de nao gravidas apdés o parto (Teew & De Jong, 1973). Observa-se, também,

durante a gestacdo desses animais, uma diminuida resposta pressora a
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vasoconstritores como angiotensina Il, vasopressina e noradrenalina (Teew & De
Jong, 1973; Paller, 1984; Pan e cols, 1990), assim como hiporeatividade vascular a
agentes constritores em vasos isolados (Harrison & Moore, 1989; St-Louis & Sicotte,
1992; Aloamaka e cols, 1993a e 1993b; Cadorette e cols, 2000; Ballejo e cols,
2002).

Essas adaptagées hemodinamicas que acompanham a gravidez permitem
que o feto se desenvolva adequadamente e que o sistema cardiovascular materno
nao sofra sobrecarga pelo aumento do volume sanguineo circulante. No entanto,
uma pequena parcela das mulheres gravidas desenvolve a pré-eclampsia, patologia
relacionada a alta morbidade e mortalidade da mae e do feto, caracterizada por
aumento da pressao arterial e da resisténcia vascular periférica, proteinuria, redugao
do volume plasmatico e hiperreatividade a agentes constritores (Visser &
Wallenburg, 1991; VanWijk e cols, 2000). Nao é completamente compreendida a
patofisiologia da pré-eclampsia e o seu tratamento consiste no alivio dos sintomas e
adiantamento do parto,se necessario; portanto, um melhor entendimento do controle
do ténus vascular durante a gestagao normal podera auxiliar no desenvolvimento de

novas estratégias para prevengao e controle dessa doenca.

1.2. Controle do tbnus vascular durante a gestacdo

Na literatura encontram-se diversos trabalhos investigando alteragbes de
reatividade vascular durante a gestacdo, sendo que a maioria deles mostra uma
hiporeatividade a constritores associada ao término da gestagdo; em vasos de
condutancia isolados de cobaias e ratas gravidas, como aorta, observa-se

hiporeatividade a fenilefrina, sendo que, alguns trabalhos, mostram diminui¢gdo da
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resposta maxima (Aloamaka e cols, 1993a e 1993b; Cadorette e cols, 2000) e,
outros, deslocamento da curva concentragao-efeito para a direita (Harrison & Moore,
1989; St-Louis & Sicotte, 1992; Ballejo e cols, 2002). Esses tecidos também
apresentam diminuigdo da reatividade a outros agentes vasoconstritores, como KCI
e vasopressina (Aloamaka e cols, 1993b; Cadorette e cols, 2000). A hiporeatividade
durante a gestacdo também estd presente em vasos de pequeno calibre de
diferentes espécies animais. Em anéis de artéria mesentérica observa-se diminuicao
da reatividade a vasoconstritores como fenilefrina, noradrenalina e vasopressina,
associada ao término da gestagcdo em ratas e cobaias (Parent e cols, 1990; Davidge
& McLaughlin, 1992; St-Louis e cols, 1995). Em leito arterial mesentérico isolado e
perfundido, em ratas gravidas observa-se hiporeatividade a fenilefrina, a
noradrenalina, a angiotensina Il, a vasopressina, a endotelina e a estimulagao
elétrica perivascular em relagdo a preparagdes de ratas nao gravidas (Chu & Beilin,
1993; Ralevic & Burnstock, 1996; Coelho e cols, 1997). Artérias uterinas de cobaias
gravidas apresentam hiporeatividade a noradrenalina, serotonina e U46619 (um
analogo do tromboxano A;) quando comparadas com artérias de nao gravidas
(Weiner e cols, 1991 e 1992a). Em coelhas ao término da gestagdao se observa
aumento da condutancia de artérias mesentérica e femoral e hiporeatividade a
noradrenalina e U46619 em arteriolas isoladas da musculatura esquelética (Brooks e
cols, 2001; Ungvari e cols, 2002).

Tem sido proposto que essa hiporeatividade arterial aos vasoconstritores
pode ser consequéncia de uma producao aumentada de autacoides vasodilatadores
de origem endotelial, ja que a retirada do endotélio aumenta a reatividade e iguala
as respostas a estimulagcdo com vasoconstritores dos vasos obtidos de gravidas e

nao-gravidas (Aloamaka e cols, 1993a e 1993b; Ballejo e cols, 2002). Dentre os
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autacoides vasodilatadores derivados do endotélio melhor caracterizados estao o

oxido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGly).

1.2.1. Fatores relacionados ao endotélio vascular

1.2.1.1. Participacdo do 6xido nitrico (NO)

Em 1980, a partir do estudo de Furchgott e Zawadsky, ficou estabelecida
a importancia do endotélio para o controle do ténus vascular. Neste estudo, os
pesquisadores demonstraram que o efeito vasodilatador da acetilcolina, em vasos
isolados, dependia da liberagao de um fator relaxante derivado do endotélio, o EDRF
(Endothelium-Derivated Relaxing Factor). Inicialmente, foi sugerido que o EDRF
fosse um radical livre derivado do metabolismo do acido araquiddnico (Furchgott,
1984). Mais tarde, em 1987, Palmer e colaboradores demonstraram que cultura de
células endoteliais de aorta liberava NO, detectavel por quimioluminescéncia, em
concentracgdes suficientes para produzir vasodilatagao, mostrando que o EDRF era o
NO.

O NO € um radical livre biatdbmico, instavel, que contém um elétron nao
pareado e que, portanto, pode reagir com qualquer composto oxidante fraco ou com
agentes redutores (Kanner e cols, 1991) e pode se difundir livremente através de
membranas bioldgicas (Welch & Loscalzo, 1994). O NO ¢ sintetizado pela enzima
sintase de NO (NOS) que utiliza o aminoacido L-arginina como substrato (Palmer e
cols, 1988). A sintese do NO pela NOS implica inicialmente na formagdo do N°-
hidréxi-L-arginina (L-OHArg) pela monooxigenacdo da L-arginina dependente de

NADPH e tetrahidrobiopiterina (BH4). Num segundo passo, a L-OHArg tem a ligagao
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C=N clivada ocorrendo a formacéao de citrulina e NO. Em ambos o0s passos ocorrem
o consumo de NADPH e O, (Alderton e cols, 2001).

A NOS é uma enzima presente em uma grande variedade de células e
que pode se apresentar sob as isoformas constitutivas (NOS neuronal ou endotelial)
ou induzivel. No vaso podemos encontrar expressas a NOS endotelial (NOSe) na
camada endotelial (Knowles & Moncada, 1994) e a NOS neuronal (NOSn) na
camada muscular (Papadaki e cols, 1998; Cheah e cols, 2002), além de poder haver
expressao de NOS induzivel, apés um estimulo apropriado, tanto no endotélio como
no musculo (Knowles e cols, 1990; Rees e cols, 1990).

As NOS constitutivas, e, portanto, a NOSe, sdo consideradas enzimas
dependentes da ligacdo do complexo calcio-calmodulina para serem ativadas. A
formagdo desse complexo ocorre com o aumento da concentragdo de calcio
intracelular estimulado por agonistas dependentes ou independentes de receptor,
como a acetilcolina e o ionéforo de calcio A-23187, respectivamente. Uma forma de
ativar a NOSe, independentemente do aumento intracelular de calcio, é a
fosforilagdo dessa enzima, que ocorre durante o estresse de cisalhamento (shear
stress) induzido por fluxo, por exemplo (Ayajiki e cols, 1996; Fleming & Busse,
1999).

O NO gerado pela NOS se difunde pelas membranas e pode atingir a
guanilato ciclase (GC) soluvel presente nas células musculares lisas, estimulando
essa enzima a converter GTP em GMPc (Ignarro, 1992). A formagédo de GMPc induz
relaxamento da musculatura lisa vascular por ativar a proteina quinase dependente
de GMPc (PKG), que promove a fosforilagdo de varias proteinas citoplasmaticas,
incluindo a quinase da cadeia leve da miosina. A fosforilacdo da quinase da cadeia

leve da miosina causa diminuicdo da concentracdo citoplasmatica de Ca2+ por
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promover efluxo de Ca2+ para o meio extracelular e/ou armazenamento de Ca2+ no
reticulo sarcoplasmatico, resultando em relaxamento (Rapoport & Murad, 1983;
Waldman & Murad, 1987; Sonenburg & Beavo, 1994). A formacédo de GMPc via NO
pode causar relaxamento também por ativacdo de canais para potassio presentes
na membrana das células do musculo liso vascular, promovendo aumento do efluxo
de potassio e consequente hiperpolarizagdo da membrana (Archer e cols, 1994).

A producdo de NO pode ser inibida por analogos da L-arginina como N®-
nitro-L-arginina (L-NNA) e N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Moncada e cols,
1991; Chinellato e cols, 1998), que inibem de maneira competitiva a atividade da
NOS. Outra maneira de impedir a acdo do NO é utilizar inibidores de GC, como o
1H-[1,2,4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalim-1-ona (ODQ; Schrammel e cols, 1995), ou
sequestradores de NO, como a hemoglobina (Gruetter e cols, 1981; Martin e cols,
1985).

A infusdo de inibidores da NOS em ratas gravidas e nao gravidas
aumenta e iguala a pressao arterial de ambas, além de restaurar a resposta
pressora a angiotensina I, vasopressina e noradrenalina nas primeiras (Molnar &
Hertelendy, 1992; Nathan e cols, 1995).

Em leito arterial mesentérico, perfundido in situ, observa-se
hiporeatividade vascular a noradrenalina, associada ao término da gestagcdo em
ratas, que é corrigida apds uma infusdo de L-NNA 30 min antes da administracdo do
vasoconstritor (Chu & Beilin, 1993). Somado a isso, dados do nosso laboratério
demonstram que a presenga de L-NNA, na solucdo de perfusdo de leito arterial
mesentérico isolado de ratas gravidas, reverte a hiporeatividade a fenilefrina e a
estimulacédo elétrica perivascular observada em relacdo a de ratas ndo gravidas

(Coelho e cols, 1997; Ballejo e cols, 2002).
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A pré-incubagcdo com L-NAME, outro inibidor da NOS, nao reverte a
hiporeatividade a fenilefrina associada ao término da gestagdo em anéis de artéria
mesentérica isolada de ratas, apesar do aumento da reatividade a esse
vasoconstritor observado em gravidas e nao gravidas (Davidge & McLaughlin, 1992).
No entanto, em nosso laboratério demonstrou-se que a presenca de L-NNA em
anéis de aorta de ratas é capaz de, além de aumentar a resposta dos vasos de
gravidas e nao gravidas, abolir as diferengas de reatividade a fenilefrina entre esses
grupos (Ballejo e cols, 2002, Martinez e cols, 2004).

Além dos estudos funcionais, estudos moleculares sugerem que, durante
a gestagao, pode haver uma maior produgcdo de NO. Em artérias aorta, uterina e
mesentérica de ratas e ovelhas tem sido demostrado aumento da quantidade de
RNA mensageiro para NOSe, bem como aumento da expressdo protéica dessa
enzima (Goetz e cols, 1994; Xu e cols, 1996; Magness e cols, 1997; Magness e cols,
2001). Somado a isso, em artéria uterina humana, ha aumento da atividade e da

expressao da NOSe associado a gestagao (Nelson e cols, 2000).

1.2.1.2. Participacido de prostandides

Além do NO, outras substancias vasoativas, como os prostandides, sao
importantes moduladoras do ténus vascular, podendo participar da hiporeatividade a
constritores associada a gestacdo. A produgdo desses agentes é regulada pela
disponibilidade do acido araquidénico e pela atividade da enzima ciclooxigenase
(COX). Essa enzima catalisa, a partir do acido araquidonico, a formacédo de
endoperoxido ciclico (PGG;), que sofre redugado formando um outro endoperéxido

ciclico, PGH,. Uma vez formado, PGH, é convertido por diferentes enzimas a varios
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prostandides, como prostaciclina (PGIl;) e tromboxano A; (TxA;) (Goodwin e cols,
1999). A PGl; € um potente vasodilatador, sendo produzido nas células endoteliais,
por outro lado, o TxA,., que exerce efeito vasoconstritor, embora seja produzido de
maneira mais importante em plaquetas, também pode ser sintetizado por células
endoteliais (Davidge, 2001).

Durante a gravidez humana ha um aumento progressivo dos niveis
plasmaticos de PGI, e diminuicdo progressiva dos niveis de TxA,; (Wang e cols,
1991). Em ratas, ha aumento da excre¢cao de metabdlitos urinarios de prostandides
(Schafer e cols, 1993 e 1996) e, em artérias uterinas de ovelhas, ha aumento da
producdo de prostaciclina basal e estimulada por angiotensina Il (Magness &
Rosenfeld, 1993). Adicionalmente, em aortas de ratas e em células endoteliais de
artérias uterinas de ovelhas gravidas, foi detectada maior expressdo de COX
(Davidge e cols, 1993; Janowiak e cols, 1998; Habermehl e cols, 2000).

Em mulheres gravidas, Everett e cols (1978) observaram que o
tratamento com indometacina ou aspirina, inibidores da COX, foi capaz de aumentar
a resposta da pressao arterial a angiotensina Il. De maneira semelhante em ratas, foi
demonstrado que o tratamento com outro inibidor da COX, o meclofenamato, foi
capaz de aumentar as respostas pressoras a angiotensina Il, noradrenalina e
vasopressina de gravidas, igualando-as as de ndo gravidas (Paller, 1984). No
entanto, em leito arterial mesentérico de rata perfundido in situ, o pré-tratamento
com indometacina aumentou a reatividade a noradrenalina e a estimulagao elétrica
perivascular, mas nao alterou as diferengas entre gravidas e nao gravidas (Chu &
Beilin, 1993). Em artérias mesentéricas e aortas toracicas isoladas de ratas, a
presenca de meclofenamato néo alterou a resposta contratil a fenilefrina em gravidas

e nao gravidas (Harrison & Moore, 1989; Davidge & McLaughlin, 1992). No entanto,
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em artérias uterinas isoladas de cobaias e arteriolas da musculatura esquelética de
ratas gravidas ha uma diminuigdo da poténcia do tromboxano A, (verificada pelo
efeito contratil de concentragbes cumulativas do seu analogo estavel U46619)
(Weiner e cols, 1992b; Ungvari e cols, 2002).

Nao ha dados na literatura que demonstrem um papel determinante da
atividade da COX nas alteragbes vasculares relacionadas a gestagao, no entanto as
alteracbes descritas na produgao de prostandides e os efeitos observados com sua
inibicdo em vasos de gravidas nao permitem descartar a hipétese de algum papel

coadjuvante pouco esclarecido.

1.2.2. Fatores relacionados a musculatura lisa vascular

Durante a gestacao, além do aumento da produgcdo de NO que modula a
reatividade vascular, a propria resposta muscular a constritores pode estar
modificada. Estd bem descrito que a contracdo do musculo liso vascular, em
resposta a vasoconstritores, depende de um aumento na concentragao de calcio
citoplasmatico que, dependendo do agente constritor, pode ser tanto pelo influxo do
meio extracelular quanto pela liberagcdo de estoques intracelulares ou ambos. Esse
aumento da concentragao intracelular de calcio propicia a interagdo entre as
proteinas contrateis actina e miosina (Rembold, 1992). Aparentemente, em vasos de
gravidas, ocorrem alteragdes relacionadas ao influxo de calcio que podem alterar a
resposta a constritores.

Ao término da gestacdo, a musculatura lisa vascular parece menos
eficiente na mobilizacado de calcio extracelular diante de um estimulo constritor, uma

vez que a incubacgao de nifedipina, um bloqueador de canal para calcio dependente
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de voltagem, em artérias isoladas de ratas gravidas e nao gravidas, pouco altera a
reatividade a vasopressina e a fenilefrina das primeiras, mas reduz de maneira
importante das ultimas, igualando as respostas de ambas (St-Louis e cols, 1995;
Roy e cols, 1995). Foi demonstrado, ainda, que o tratamento crénico com nifedipina
induz uma queda da pressdao arterial em ratas virgens, semelhante aquela
observada em ratas ao término da gestacgao (Simaan e cols, 2002).

O aumento da producédo de NO pode ser o responsavel pela redugao na
mobilizagdo de calcio extracelular observado durante a gestagcédo, desde que, em
aortas de ratas gravidas, a inibicdo da NOS aumenta o influxo de calcio apds
estimulo com fenilefrina ou cloreto de potassio (KCI) (Crews e cols, 1999).

Esse aumento de NO relacionado a gestagao também poderia alterar a
sensibilidade da maquinaria contratil ao calcio. Tem sido demonstrado, em artérias
despolarizadas com KCI, uma diminuicao da reatividade contratil a concentracoes
crescentes de calcio na presenca de nitroprussiato de sddio, um doador de NO, que
€ parcialmente revertida pela inibicdo da enzima fosfatase da cadeia leve de
miosina, indicando mais uma alteracido de sensibilidade da musculatura ao calcio, do
gue uma modificagdo na sua concentragao citoplasmatica (Bolz e cols, 2003).

Adicionalmente, variagdes nas condi¢gdes experimentais podem privilegiar
a observacao das alteragbes de reatividade a constritores, referentes a gestacao,
relacionadas ao endotélio, em detrimento daquelas relacionadas a musculatura lisa
vascular. Vasos submetidos a tensdes passivas iniciais mais baixas (0,5; 0,75 e 1,0
grama) tendem a nao apresentar alteragdes associadas ao término da gestacéo
apos a remocao da camada endotelial, como se todas as alteracdes de reatividade
observadas nesses vasos dependessem de produtos endoteliais. No entanto, em

anéis de aorta sem o endotélio, submetidos a 2,0 gramas de tens&o passiva inicial,
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observa-se uma diminui¢ao de reatividade a agonistas as-adrenérgicos associada ao
término da gestacao (Dieye & Gairard, 2003; Martinez e cols, 2004).

Considerando esses dados, embora essa tese tenha como objetivo
buscar entender alguns fenOmenos relacionados a modulagdo endotelial da
reatividade vascular ao término da gestacéo em ratas, ndo ignora a importancia da
participacdo do musculo liso vascular na determinagcao de algumas alteragcbes de

reatividade observadas nesse modelo em certas condi¢cdes experimentais.

1.3. Interacdées entre as vias de formacido do o&xido nitrico e dos

prostandides

Nao podemos descartar possiveis interacdes entre as vias de formacao
de NO e prostandides. Os primeiros achados que sugerem a possibilidade dessas
interacdes sao da década de 90, quando Salvemini e cols (1993) demonstraram que
a adicao de inibidores da NOS em cultura de macréfagos estimulados com LPS
resulta, ndo somente na diminuicdo de formacao de nitrito, mas também em uma
diminuigcdo da sintese de prostaglandina E;, sendo que a adigdo de indometacina
inibe a sintese deste prostandide sem alterar a formacgao de nitrito.

Essas interacbes tém se mostrado complexas e dependentes do modelo
experimental utilizado. Em cultura de células endoteliais de coronaria bovina a
liberacdo de NO induzida por A23187, um iondforo de calcio, aumenta a producao
de prostaciclina e tromboxano A, (Davidge e cols, 1995) e a adigao de doadores de
NO é capaz de aumentar a atividade da COX de maneira concentragao-dependente

(Macarronne e cols, 1997).
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Em cultura de células endoteliais de veia umbilical humana submetida a
estresse de cisalhamento (shear stress), a inibicdo da NOS resulta em uma
potencializagdo da liberacdo de prostaciclina (Osanai e cols, 2000). Por outro lado,
em microvasculatura de musculo cremaster de rato, o tratamento com L-NNA, apés
a inibicdo da COX, induz um aumento adicional do tonus relacionado a ativacao de
receptores de tromboxano A, e endoperoxido (TXA/PGH;) quando comparado com
0s animais que receberam somente o inibidor da NOS, sugerindo que a inibicdo da
NOS favoreceu a produgédo de prostandides constritores nestes vasos (Laemmel e
cols, 2003).

Além da inducgao e a inibicdo da producdo de NO ser capaz de alterar a
atividade da COX e a consequente formacado de prostandides, a inibicdo da via de
sintese desses prostandides pode alterar também a atividade da NOS. Em cultura
de células endoteliais suinas a inibicdo da NOS induz um aumento da producao
basal de tromboxano A, e, por outro lado, a inibicdo da enzima sintase de
tromboxano Ay, com ozagrel, induz um aumento da liberagdo de NO (Miyamoto e
cols, 2007).

Diante desses dados, esse trabalho propds testar a hipétese de que parte
dos fendbmenos dependentes do endotélio, relativos a alteragcao de reatividade a
constritores ao término da gestagcdo em ratas, pode envolver interagdes entre as vias

de formacao de NO e prostandides.
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2. Objetivos

O objetivo desse trabalho foi investigar a interagdo entre as vias de
formacao de NO e prostandides nas alteracdes de reatividade vascular a constritores

em artéria aorta de ratas gravidas ao término da gestacgao.
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3. Metodologia

3.1. Animais:

Os experimentos foram realizados utilizando ratas Wistar (2009g)
provenientes do biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-USP, em sala com ciclos
luz/escuro de 12 horas a 25 + 2 °C, e foram alimentados com ragao padrao e agua
ad libitum. Todos os procedimentos realizados respeitaram preceitos éticos da
pesquisa com animais e foram aprovados pelo Comité de Etica do Campus de
Ribeirdo Preto, USP.

Os animais foram divididos de modo que parte deles foi destinada a
compor o grupo de ratas n&o gravidas e a outra parte foi submetida ao
acasalamento. As ratas foram utilizadas ou no periodo final da gestagdo (19-20°
dia), sendo que o dia "zero" de gestacdo foi determinado pela presenca de
espermatozoides no esfregago vaginal matinal, ou na fase estro do ciclo estral. As
fases do ciclo estral foram determinadas pela diferenciacdo celular observada no

esfregaco vaginal das ratas (Montes & Luque, 1988; Marcondes e cols, 2002).

3.2. Reatividade Vascular:

As ratas foram anestesiadas com tribromoetanol 2,5% (1 mL/100g de
peso) e, em seguida, sacrificadas por decapitagdo. A seguir, a aorta toracica foi

isolada e dissecada de tecidos conjuntivos e, de sua parte proximal, foram cortados
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anéis de aproximadamente 3 mm de largura. Dois ganchos de metal foram inseridos
no lumen de cada anel. Um destes ganchos estava fixado a base da cuba e o outro
conectado a um transdutor de forgca isométrica (FT 03, Grass Instrument Division,
Astro-Med) acoplado a um amplificador (Gould Instrument Systems). Esse sistema
foi conectado a um computador para registro, em gramas, da tensdo isométrica.
Para aquisicdo e analise dos dados foram utilizados, respectivamente, os softwares
Summit for ACQuire e Data Viewer (Gould Instrument Systems). O anel de aorta
permaneceu em cuba para érgao isolado (10 mL) contendo solugao nutriente de
Krebs (em mmol/L: NaCl: 118; KCI: 4,7; CaCl,+2H,0: 2,5; MgSO4+7H,0: 1,64;
KH,POy4: 1,18; NaHCO3: 24,9; Glicose: 11,1), com pH 7,4, mantida a 37°C e sob
gaseificagdo constante com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO.).

Antes do inicio de cada experimento, os anéis de aorta, apds um periodo
de estabilizagdo de 45 minutos em uma tensao passiva de 0,5 ou 2,0 gramas, de
acordo com o protocolo experimental, foram desafiados, repetidas vezes, com uma
concentragéo fixa de fenilefrina (0,1 umol/L), um agonista o4-adrenérgico, até
apresentarem respostas vasoconstritoras semelhantes; a presenca do endotélio
vascular foi verificada pela resposta vasodilatadora a acetilcolina (1umol/L) em
preparagdes pré-contraidas com fenilefrina (0,1 umol/L), sendo exigido um
relaxamento de pelo menos 80% para o endotélio ser considerado integro. A tensao
passiva de 0,5 grama foi utilizada por ser o estiramento ideal para estudar a
participacdo do NO, e a tensdo passiva de 2,0 gramas foi utilizada em alguns
experimentos por ser ideal para a visualizacdo da participacdo da musculatura lisa
vascular na determinagcdo da hiporeatividade associada ao término da gestacéo,

segundo dados anteriores do nosso laboratorio (Martinez, 2004).



30

Naqueles protocolos experimentais em que se pretendia verificar a
importancia da camada endotelial na reatividade vascular, foi realizada a retirada do
endotélio, por meio de leve fricgdo do anel entre os dedos indicador e polegar, antes
do inicio do experimento. O sucesso do procedimento foi verificado pela auséncia de

resposta vasodilatadora a acetilcolina (1 umol/L) em vasos pré-contraidos com

fenilefrina (0,1 umol/L).

3.3. Protocolos experimentais:

Visando demonstrar a participacdo do endotélio vascular nas alteragoes
de reatividade a constritores ao término da gestagao, realizaram-se experimentos
onde foram construidas curvas cumulativas para fenilefrina (1 nmol/La 10 umol/L) ou
KCI (2,5 a 90 mmol/L) em anéis de aorta de ratas gravidas e nao gravidas,
submetidos a tensdo passiva de 0,5 grama, na presenga ou auséncia do endotélio
vascular (FIG. 1).

Durante o periodo de estabilizagdo de todos os experimentos em que se
realizaram curvas cumulativas para KCI os anéis foram submetidos a exposigao, por
15 minutos seguida de lavagem, de 1 umol/L de fenoxibenzamina, antagonista a-
adrenérgico irreversivel. Apds esse procedimento os anéis foram desafiados com 0,1
umol/L de fenilefrina com posterior lavagem e, somente naqueles em que n&o se
desenvolvia resposta constritora ao estimulo as-adrenérgico, o experimento se
iniciava. Esse procedimento teve como objetivo excluir qualquer efeito constritor
dependente da ativacdo de receptores aq-adrenérgicos que poderia ser

desencadeado pela despolarizagdo pelo KClI e consequente esvaziamento de
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vesiculas noradrenérgicas das terminagdes nervosas que poderiam ter persistido

nos vasos a despeito da manipulagao cirurgica (Aloamaka e cols, 1993b).

Estabiizacao Curva Concentracdo-Efeito para Fenilefring ou KG/

Endotélio Infacto ou Endotelio Remowido

Figura 1. Esquema representativo dos protocolos experimentais que objetivaram estudar a
participacdo do endotélio nas alteragdes de reatividade vascular a constritores ao término da
gestagdo em ratas.

No intuito de justificar algumas observagdes realizadas durante a
execugao das curvas concentragao-efeito para KCI, foram realizados alguns

experimentos com fenilefrina utilizando-se 2 gramas de tenséo passiva na presenca

ou auséncia do endotélio vascular (FIG. 2).

Estabilizacdo Curva Concentracdo-£Efeito para Fenilefrina

Endotélio Intacto ow Endotélio Removido

Figura 2. Esquema representativo dos protocolos experimentais que objetivaram estudar a
participagao do musculo liso vascular nas alteracdes de reatividade a constritores ao término
da gestacao em ratas.

Buscando-se verificar a importdncia da participacdo do NO e de
prostanodides neste fendbmeno, foram realizados experimentos com os constritores
fenilefrina ou KCI, sob a tens&o passiva de 0,5 grama, na presencga dos inibidores da
NOS (N®-nitro-L-arginina - L-NNA — 100 umol/L, diluido em 0,05N de HCI e incubado
por 15 minutos) e da COX (diclofenaco de sédio, 10 umol/L, incubac¢do por 20
minutos), e na presenga de droga sequestradora de NO (hemoglobina, 10 umol/L,

incubacéao por 20 minutos) (FIG. 3).
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Estabilizacdo Curva Concentracdo-Efeito para Fenilefring ou KCJ/

Endotélio fntacto Diclofenaco de Sodio 10 u moll
ou L-NNA 100 umoll ou Hb 10 u moll

Estabiizacdo  Curva Concentracdo-Efeito para Fenilefrina ou KC/

Endotelio Remaw}:;‘a Diclofenaco de Sodio 10 u moll

Figura 3. Esquema representativo dos protocolos experimentais que objetivaram estudar a
participacdo do NO e de prostandides nas altera¢des de reatividade vascular a constritores
ao término da gestacdo em ratas.

Com a finalidade de investigar possiveis interacbes entre as vias de
formacédo do NO e de prostandides que pudessem determinar parte das alteracdes
relacionadas a gestagdo, foram feitos experimentos realizando-se duas curvas
cumulativas para os constritores, fenilefrina ou KCI, sob a tensdo passiva de 0,5
grama, na presenga ou auséncia de inibidor da NOS (N®-nitro-L-arginina - L-NNA —
100 umol/L, incubagao por 15 minutos) ou da COX (diclofenaco de sédio, 10 umol/L,
incubacé&o por 20 minutos) ou ambos e na presencga de inibidor da enzima sintase de
tromboxano A; (ozagrel, 1 umol/L, incubagdo por 20 minutos), bem como na
presenca de droga sequestradora de NO (hemoglobina, 10 umol/L, incubag¢éao por 20
minutos). Entre o fim da primeira curva e inicio da segunda foi permitido um tempo
de equilibrio de 45 minutos. Por vezes, a ordem da adigdo dos inibidores foi trocada
visando observar o efeito do NO sobre a formacdo de prostandides e vice-versa.
Protocolo semelhante foi realizado previamente, visando identificar possiveis
interacdes entre as vias de formacdo de NO e prostandides em arteriolas de

musculo cremaster de rato, por Laemmel e cols (2003) (FIG. 4).
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Curva Concentracdo-Efeito  Curva Concentracdo-Efeito

Estabilizacdo para Fenilefring ou KG/ para Fenilefiing ou KC/
Endotelio Intacto Diclofenaco de Sédio | Diclofenaco de Sodio 10 i modl
10 umoll L-NNA 100 & moll

Curva Concentfracdo-Efeite  Curva Concentracdo-Efeito

Estabilizaco para Feniefrina ou KC/ para Fenilefrina ou KC/
Endotélio Intacto Diclofenaco de Sédio | Diclofenaco de Sodio 10 u moll
10 wmoll Hemoglobina 10 u mollL

Curva Concentracdo-Efeite  Curva Concentracdo-Efeito
Estabiizacdo para Feniefring ou KC/ para Feniefring ou KC/

Endotélio Intacto Ozagrel 1 ¢ moll L Ozagrel 1. moll
L-NNA 100 i molil

Curva Concentracao-Efeffe  Curva Concentracdo-Efeito

Estabilizacdo para Feniefring ou KC/ para Fenilefring ou KC/
Endotélio Intacto L-NMNA 100 u molL L L-MNA 100 u moliL
Ozagrel 1u moll

Figura 4. Esquema representativo dos protocolos experimentais que objetivaram estudar a
interacao das vias de producdo de NO e de prostandides nas alteracbes de reatividade
vascular a constritores ao término da gestacdo em ratas (L = lavagem).

3.4. Drogas e substincias utilizadas:

Dentre as drogas: fenilefrina, L-NNA e hemoglobina foram obtidos da
Sigma; acetilcolina da Merck; diclofenaco de sddio da Calbiochem; ozagrel da
Tocris; e tribromoetanol da Aldrich Chemical Company. Os sais que compuseram a

solucao de Krebs foram obtidos da Merck.
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4. Andlise dos dados

As respostas vasoconstritoras sdo apresentadas como o aumento de
tensdo em gramas nos anéis de aorta a partir da tens&o passiva inicial imposta.

Nos experimentos onde se realizaram curvas concentragdo-efeito, os
resultados sdo apresentados como médiaterro padrédo da meédia (EPM) dos valores
de pD;, (-log ECsp), EC50 e de efeito maximo (Emax). Os valores de pD, para
fenilefrina e KCI foram calculados apds ajuste dos dados em uma curva sigmoidal
obedecendo uma equacgao de regressdo nao-linear. Foram comparados os valores
de Emax e pD; das curvas concentragao-efeito obtidas de anéis de aorta de ratas
gravidas e nao gravidas. Para a analise estatistica foi utilizado teste t de Student ou
teste de analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos-teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer, sendo um valor de P<0,05 considerado
estatisticamente diferente. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o

programa Graph Pad Prism versao 3.0, 1999.
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5. Resultados

Inicialmente confirmou-se, no modelo experimental utilizado, achados
preliminares referentes a hiporeatividade a constritores associada ao término da
gestagao em ratas.

A adicdo cumulativa de fenilefrina induziu contracbes dependentes da
concentragdo em anéis de aorta de ratas gravidas e n&o gravidas. Na presenca da
camada endotelial, os anéis de aorta obtidos de ratas gravidas apresentaram uma
diminui¢ao da reatividade a fenilefrina quando comparados com os obtidos de ratas
nao gravidas, manifestada por redugédo do efeito maximo. A remogédo do endotélio
dos vasos obtidos de gravidas e ndo gravidas aumentou a resposta maxima e a

poténcia da fenilefrina, abolindo as diferencas entre os grupos (FIG. 5).
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FIGURA 5. Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) com o endotélio preservado (E+) ou retirado (E-). Os pontos representam a
médiatEPM dos experimentos realizados (n=6-8), sendo * P<0,05 em relagdo a E+ e *
P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de multiplas comparagbes de
Tukey).
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A adicdo de KCI induziu contragdes dependentes da concentragdo em
anéis de aorta de ratas gravidas e nao gravidas. Na presenga da camada endotelial
as respostas contrateis obtidas em anéis de aorta de ratas gravidas foram menores
do que aquelas obtidas em nao gravidas (FIG. 6). A remogédo do endotélio induziu
um aumento da reatividade de anéis de aorta de gravidas e ndo gravidas ao KClI
(FIG. 6). Essa alteragao da resposta vascular ao KCI induzida pela remogédo da
camada endotelial ndo foi capaz de abolir as diferengas entre os grupos, mantendo a

hiporeatividade associada a gestacao (FIG. 6).
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FIGURA 6. Curvas concentragao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e efeito
maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e ndo gravidas
(NG) com o endotélio preservado (E+) ou retirado (E-). Os pontos representam a
médiatEPM dos experimentos realizados (n=5-6), sendo * P<0,05 em relacdo a E+ e *
P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de multiplas comparagbes de

Tukey).

Como a simples retirada do endotélio vascular nédo foi capaz de abolir
completamente as diferengas relacionadas a gestacdo em vasos estimulados com
KCI, pode-se inferir que parte da hiporeatividade vascular observada em anéis de
aorta de ratas gravidas deve-se a componentes da musculatura lisa vascular. A
condigdo experimental utilizada (0,5 grama de tens&o passiva inicial) pode ser

responsavel pelo prejuizo da visualizagdo do componente dependente da
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musculatura lisa vascular na determinagao da hiporeatividade a fenilefrina em anéis
de aorta de gravidas. Variagdes da condigdo experimental, como o aumento no
estiramento inicial a que o vaso é submetido (tensdo passiva inicial de 2 gramas),
permitem a visualizacdo de uma hiporeatividade a fenilefrina relacionada ao término

da gestagao que é mantida mesmo apds a remogao da camada endotelial (FIG. 7).
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FIGURA 7. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 3 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) com o endotélio preservado (E+) ou retirado (E-) e submetidos a 2 gramas de
tensado passiva inicial. Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados
(n=7-8), sendo * P<0,05 em relacdo a E+ e * P<0,05 em relagdo & NG (ANOVA seguido por
pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey).

Esses dados mostram que fatores endoteliais e musculares determinam
as alteragdes de reatividade vascular de gravidas e que se pode, a partir de

variagdes na tensdo passiva inicial a que o vaso € submetido, dirigir o estudo para

os fendmenos relativos ao endotélio ou ao musculo liso vascular.
Como esse trabalho tem o endotélio, bem como os seus produtos, como

foco de estudo, nos protocolos subsequientes optou-se por submeter os vasos a um

estiramento inicial de 0,5 grama.



A inibicdo da produgdo de NO com 100 pumol/L de L-NNA, inibidor da
NOS, em anéis de aorta de ratas gravidas e n&o gravidas, aumentou a poténcia e a
eficacia da fenilefrina, sendo capaz de abolir as diferengas de reatividade entre
esses grupos (FIG. 8). A eficacia da concentragao utilizada de L-NNA em inibir a
NOS foi comprovada pela auséncia de relaxamento a 1 umol/L de acetilcolina. Em
anéis de aorta de ratas gravidas e nao gravidas submetidas a concentragdes
crescentes de KCI, a pré-incubagao de L-NNA induziu um aumento da reatividade ao
constritor somente nas artérias obtidas de gravidas igualando a resposta contratil de

ambos os grupos (FIG. 9).
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FIGURA 8. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na auséncia ou presenga de 100 umol/L de L-NNA. Os pontos representam a
médiatEPM dos experimentos realizados (n=5-7), sendo* P<0,05 em relagdo ao controle e *
P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de multiplas comparagbes de
Tukey).
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FIGURA 9. Curvas concentragao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e efeito
maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e ndo gravidas
(NG) na auséncia ou presenga de 100 umol/L de L-NNA. Os pontos representam a
médiaEPM dos experimentos realizados (n=7-11), sendo * P<0,05 em relagéo ao controle e
* P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pos-teste de multiplas comparagdes de
Tukey).

A diminuigao da biodisponibilidade de NO com a adi¢do de 10 umol/L de
hemoglobina, droga sequestradora de NO, em anéis de aorta de ratas gravidas e
nao gravidas, aumentou a poténcia e a eficacia da fenilefrina, sendo capaz de abolir
as diferencas de reatividade entre os grupos (FIG. 10). A eficacia da concentracéo
utilizada de hemoglobina em diminuir a biodisponibilidade de NO foi comprovada
pela auséncia de relaxamento a 1 umol/L de acetilcolina. Em anéis de aorta de ratas
gravidas e nao gravidas submetidas a concentragdes crescentes de KCI, a pré-

incubagéo de hemoglobina também induziu um aumento da reatividade ao constritor

igualando a resposta contratil dos grupos (FIG. 11).
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FIGURA 10. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e ndo
gravidas (NG) na auséncia ou presenca de 10 umol/L de hemoglobina (Hb). Os pontos
representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=6-7), sendo* P<0,05 em relacéo

ao controle e * P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pods-teste de multiplas
comparagoes de Tukey).
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FIGURA 11. Curvas concentracao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na auséncia ou presenca de 10 umol/L de hemoglobina (Hb). Os pontos
representam a média+EPM dos experimentos realizados (n=5-8), sendo * P<0,05 em relagéo

ao controle e * P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pds-teste de multiplas
comparacgbes de Tukey).



A inibicdo da COX com 10 umol/L de diclofenaco de sddio ndo foi capaz
de alterar a reatividade a fenilefrina e ao KCI de gravidas ou nao gravidas de modo
significativo, mantendo-se as diferencas de reatividade vascular relativas ao término

da gestacéao (FIG. 12 e 13).
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FIGURA 12. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na auséncia ou presenga de 10 umol/L de diclofenaco (DF). Os pontos
representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=5-10), sendo * P<0,05 em
relacdo ao controle e * P<0,05 em relacédo a NG (ANOVA seguido por pos-teste de multiplas
comparacobes de Tukey).
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FIGURA 13. Curvas concentracao-efeito para KCl (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na presenca ou auséncia de 10 umol/L de diclofenaco de sddio (DF). Os
pontos representam a média+EPM dos experimentos realizados (n=5-9), sendo * P<0,05 em
relacdo ao controle e * P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de multiplas
comparacgoées de Tukey).



A fim de identificar algum tipo de interacdo entre as vias de producéo de
NO e prostanodides, realizaram-se alguns protocolos experimentais utilizando-se
inibidores da formacdo de NO ou prostandides, onde foram construidas duas curvas
cumulativas consecutivas para o agente constritor e os inibidores foram pré-
incubados antes do inicio da primeira ou segunda curva, de modo a variar a ordem
da adicao das drogas conforme descrito na Metodologia.

A primeira e a segunda curva cumulativa dos anéis obtidos de gravidas ou
nao gravidas do grupo controle nao diferiram, assegurando que a resposta dos
vasos a fenilefrina e ao KCI ndo se alterava durante a realizacdo desse tipo de

protocolo experimental e permitia esse tipo de abordagem (FIG. 14 e 15).
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FIGURA 14. Curvas concentragao-efeito consecutivas para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L)
e valores de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas
gravidas (G) e nao gravidas (NG). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos
realizados (n=5), sendo * P<0,05 em relagcdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de
multiplas comparacgdes de Tukey).
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FIGURA 15. Curvas concentracao-efeito consecutivas para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores
de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e
ndo gravidas (NG). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados
(n=5), sendo * P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pos-teste de multiplas
comparagoes de Tukey).

Mais uma vez, a inibicdo da COX com diclofenaco nao foi capaz de alterar
as diferencas relacionadas ao término da gestacdo em vasos estimulados com
fenilefrina e KCI. No entanto, quando a NOS foi inibida com L-NNA na presenca de
diclofenaco de sbédio, observou-se que, embora houvesse um incremento na
resposta a fenilefrina e ao KCIl em artérias de gravidas e nao gravidas com aumento

da eficacia ou da poténcia dos constritores, as diferengas entre os grupos persistiam,

diferentemente do que foi observado com a inibicado isolada da NOS (FIG. 16 e 17).
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FIGURA 16. Curvas concentragéo-efeito consecutivas para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L)
e valores de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas
gravidas (G) e nao gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 10
umol/L de diclofenaco de sédio (DF), sendo que, na segunda, foram adicionados 100 umol/L
de L-NNA (DF+L-NNA). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados
(n=5-6), sendo * P<0,05 em relacdo ao controle e * P<0,05 em relagdo & NG (ANOVA
seguido por pés-teste de multiplas comparagdes de Tukey).
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FIGURA 17. Curvas concentracao-efeito consecutivas para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores
de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e
ndo gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presengca de 10 umol/L de
diclofenaco de sédio (DF), sendo que, na segunda, foram adicionados 100 umol/L de L-NNA
(DF+L-NNA). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=4-5),
sendo * P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por pos-teste de multiplas comparagdes
de Tukey).
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De modo similar ao observado com a inibicdo da NOS, a adicdo de
hemoglobina apds a inibicdo da COX com diclofenaco, embora tenha aumentado a
reatividade a fenilefrina e ao KCI de vasos de gravidas e nao gravidas, foi ineficaz

em abolir as diferencas relacionadas a gestacao (FIG. 18 e 19).
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FIGURA 18. Curvas concentragao-efeito consecutivas para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L)
e valores de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas
gravidas (G) e nao gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 10
umol/L de diclofenaco de sédio (DF), sendo que, na segunda, foram adicionados 10 umol/L
de hemoglobina (DF+Hb). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos
realizados (n=4-7), sendo * P<0,05 em relagéo ao controle e * P<0,05 em relagdo a NG
(ANOVA seguido por pés-teste de multiplas comparagdes de Tukey).
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FIGURA 19. Curvas concentracao-efeito consecutivas para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores
de pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e
nao gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 10 umol/L de
diclofenaco de sédio (DF), sendo que, na segunda, foram adicionados 10 umol/L de
hemoglobina (DF+Hb). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados
(n=6-9), sendo * P<0,05 em relacdo ao controle e * P<0,05 em relagdo & NG (ANOVA
seguido por pés-teste de multiplas comparagdes de Tukey).



A inibicao da formacao ou efeito do NO na presenca de diclofenaco nao foi
eficiente em abolir as diferengas relacionadas a gestagao, sugerindo a existéncia de
um prostandide constritor nos vasos de ratas gravidas que seria produzido na
auséncia do NO. Reforcando essa hipétese, quando comparado o efeito da adigao
de L-NNA na auséncia ou presenca de diclofenaco, observou-se que a inibicdo da
COX em vasos de ratas gravidas reduziu o aumento da reatividade a fenilefrina e ao

KCI induzido pela inibicdo da NOS (FIG. 20 e 21).
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FIGURA 20. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na presenga de 100 umol/L de L-NNA ou de 100 umol/L de L-NNA associado
a 10 umol/L de diclofenaco de sddio (L-NNA e DF+L-NNA, respectivamente). Os pontos
representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=6-11), sendo * P<0,05 em
relacdo a L-NNA (teste t de Student).
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FIGURA 21. Curvas concentracao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na presenga de 100 umol/L de L-NNA ou de 100 umol/L de L-NNA associado
a 10 umol/L de diclofenaco de sédio (L-NNA e DF+L-NNA, respectivamente). Os pontos
representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=5-10), sendo * P<0,05 em
relacdo a L-NNA (teste t de Student).

Para responder se esse prostandide constritor poderia ser visualizado
também em situagcdes em que as diferencas relativas a gestacdo eram abolidas pela
remogcao da camada endotelial, foram realizadas curvas concentracao-efeito a
fenilefrina e ao KCI, na presenca de diclofenaco de sddio, em anéis de aorta de ratas
gravidas e nao gravidas sem o endotélio vascular, constatando-se que a inibigao da
COX era incapaz de produzir qualquer alteracdo de reatividade nesses grupos na

referida situacao experimental (FIG. 22 e 23).
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FIGURA 22. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) com o endotélio retirado na auséncia ou presenca de 10 umol/L diclofenaco
(E- e E- + DF, respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos
realizados (n=5-10; ANOVA seguido por pés-teste de multiplas comparacoes de Tukey).
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FIGURA 23. Curvas concentracao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) com o endotélio retirado na auséncia ou presenca de 10 umol/L diclofenaco
(E- e E- + DF, respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos
realizados (n=6), sendo * P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pés-teste de
multiplas comparacgdes de Tukey).
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Com a inibicao da enzima sintase de tromboxano A, a partir da adicdo da
droga ozagrel (1 umol/L; Naito e cols, 1983), buscou-se identificar se o tromboxano
A, era o prostandide constritor envolvido nas alteracdes de reatividade a fenilefrina e
ao KCI observadas na auséncia de NO.

De modo semelhante ao observado com a inibicdo da COX a partir da
adicdo de diclofenaco de soédio, ozagrel n&o alterou a reatividade vascular a

fenilefrina e ao KCI de gravidas e ndo gravidas (FIG. 24 e 25).
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FIGURA 24. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na auséncia ou presenca de 1 umol/L ozagrel (controle e OZ,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=7-
9), sendo * P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pods-teste de multiplas
comparacgoées de Tukey).
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FIGURA 25. Curvas concentracdo-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG) na auséncia ou presengca de 1 umol/L de ozagrel (controle e OZ,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=6-
8), sendo * P<0,05 em relacdo a NG (ANOVA seguido por pods-teste de multiplas
comparagodes de Tukey).

Como observado nos experimentos que utilizaram diclofenaco de sddio, a
inibicdo prévia da enzima sintase de tromboxano A, com ozagrel tornou a inibigdo da
NOS incapaz de abolir as diferencas de reatividade a fenilefrina e ao KCI
relacionadas ao término da gestagao, embora tenha aumentado significativamente a
resposta vascular a esses constritores (FIG. 26 e 27).

Esses experimentos reforcaram a hipotese levantada anteriormente de
que, na auséncia de NO, a produgcdo de um prostandide constritor, no caso
tromboxano A,, tornava-se proeminente e era responsavel pela reducdo das
diferengas de reatividade a constritores entre gravidas e ndo gravidas induzida pelos

inibidores da producgao ou atividade do NO.
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FIGURA 26. Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenga de 1 umol/L de ozagrel,
sendo que, na segunda, foram adicionados 100 umol/L de L-NNA (OZ e OZ+L-NNA,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=5-

7), sendo* P<0,05 em relacdo ao controle e * P<0,05 em relacdo & NG (ANOVA seguido por
pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey).
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FIGURA 27. Curvas concentracao-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 1 umol/L de ozagrel,
sendo que, na segunda, foram adicionados 100 umol/L de L-NNA (OZ e OZ+L-NNA,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=7-

8), sendo* P<0,05 em relacdo ao controle e * P<0,05 em relacdo & NG (ANOVA seguido por
pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey).



Foi suposto, entdo, que se o protocolo fosse invertido, isto €, se a primeira
curva ao constritor fosse construida somente na presenca do inibidor da NOS e na
segunda curva fossem associados os inibidores de NOS e sintase de tromboxano
A,, poderia se observar uma alteracao da reatividade vascular em anéis obtidos de
ratas gravidas e nao gravidas aos constritores de modo a reaparecerem as
diferencas relacionadas a gestagdo somente na segunda curva que, teoricamente,
deveriam estar abolidas durante a construcédo da primeira curva cumulativa.

De acordo com o previsto, a inibicdo da NOS com a adicdo de L-NNA
antes do inicio da primeira curva cumulativa a fenilefrina e ao KCI foi capaz de abolir
as diferencas relacionadas a gestagcédo. No entanto, a adigdo posterior de ozagrel
pouco alterou a reatividade aos constritores em anéis de aorta de gravidas e nao
gravidas que passaram previamente pela inibicdo da NOS, como se a producéo de

tromboxano A, dependesse de um estimulo prévio do NO (FIG. 28 e 29).
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FIGURA 28. Curvas concentragcéo-efeito para fenilefrina (1 nmol/L a 10 umol/L) e valores de
pD, e efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 100 umol/L de L-NNA,
sendo que, na segunda, foram adicionados 1 umol/L de ozagrel (L-NNA e L-NNA+OZ,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=7-
9), sendo” P<0,05 em relacdo ao controle e * P<0,05 em relagdo a NG (ANOVA seguido por
pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey).
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FIGURA 29. Curvas concentragido-efeito para KCI (2,5 a 90 mmol/L) e valores de pD, e
efeito maximo (Emax) obtidos em anéis de aorta isolados de ratas gravidas (G) e nao
gravidas (NG). Ambas as curvas foram realizadas na presenca de 100 umol/L de L-NNA,
sendo que, na segunda, foram adicionados 1 umol/L de ozagrel (L-NNA e L-NNA+OZ,
respectivamente). Os pontos representam a médiatEPM dos experimentos realizados (n=6-
8), sendo * P<0,05 em relacadto a NG (ANOVA seguido por pos-teste de miultiplas

comparacgoées de Tukey).
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6. Discussao

Os experimentos realizados inicialmente tiveram por objetivo confirmar
dados anteriores da literatura e do nosso laboratério relacionados ao fenémeno de
hiporeatividade a constritores em ratas gravidas, fornecendo embasamento para os
experimentos posteriores que visaram identificar interacbes entre as vias de
formagao de NO e prostanoides ao término da gestacgao.

Como esperado, observou-se uma diminuigao de reatividade a fenilefrina,
em anéis de aorta de ratas gravidas, dependente da presenga da camada endotelial.
De acordo com demonstragdes anteriores, em condi¢gdes experimentais semelhantes
as utilizadas neste trabalho, a remocao do endotélio aboliu as diferencas entre os
grupos (Aloamaka e cols, 1993a e 1993b; Cadorette e cols, 2000; St-Louis & Sicotte,
1992; Ballejo e cols, 2002).

Também foi observada uma diminui¢ao de reatividade ao KCI em anéis de
aorta de ratas gravidas. No entanto, a remocdo da camada endotelial,
diferentemente do observado com a utilizagao da fenilefrina, nao foi capaz de igualar
a resposta vascular de gravidas e nao gravidas. Na auséncia do endotélio, vasos
obtidos de gravidas ainda se mostraram menos sensiveis ao efeito constritor do KCI
em relacdo aqueles obtidos de nao gravidas, mostrando que, além de fatores
endoteliais, componentes musculares modulam a diminuida reatividade a
constritores durante a gestacao.

Alteragdes nas condi¢gdes experimentais demonstraram essa participagao
dos componentes musculares também na modulagao da reatividade a fenilefrina. De
acordo com os dados obtidos nesta tese e achados anteriores da literatura (Ballejo e

cols, 2002; Dieye & Gairard, 2003), enquanto em anéis submetidos a 0,5 grama de
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tensdo passiva inicial somente sao visualizados componentes endoteliais na
determinagao da hiporeatividade associada a gestagcédo, em vasos submetidos a 2,0
gramas de tensdo passiva inicial aparecem componentes musculares nao
visualizados anteriormente, desde que a retirada do endotélio deixa de ser eficaz em
reduzir as alteragdes de reatividade entre os grupos.

Em estudos do nosso laboratério, quando comparamos gravidas e nao
gravidas observamos que, embora a inibigio da NOS reverta parte da
hiporeatividade associada a gestagao, o estiramento do segmento vascular permite
identificar outros fatores que participam das alteragdes de reatividade. Sob a tensao
inicial de 0,5 grama a adicdo de L-NNA é abolir as diferengas entre as curvas
concentragao-efeito para fenilefrina de gravidas e ndo gravidas e com 1 grama de
tensado as diferengas de reatividade associadas a gestagcdo sdo mantidas (Martinez,
2004).

Existe uma relacdo entre o estiramento do tecido, imprimido pela tensdo
passiva inicial, e a reatividade vascular a agonistas. Sparks e Bohr (1962)
demonstraram que o aumento do estiramento de tiras helicoidais de ramificacbes da
artéria mesentérica superior de cao aumenta o efeito vasoconstritor induzido por
estimulo elétrico ou por agonista como epinefrina. Esse achado foi reproduzido mais
tarde por Peipre e cols (1973), em tiras helicoidais de artéria coronaria suina, e por
Dobrin (1973), em artéria carétida de cdo. Toda e cols (1978), além de confirmarem
0 aumento da tensao ativa desenvolvida a diferentes agentes vasoconstritores em
diferentes vasos de cdo relacionado ao aumento da tensdo passiva, estudaram o
relaxamento induzido por adenosina em tiras de artéria cerebral, encontrando um

aumento do efeito vasodilatador correspondente ao aumento da tensao passiva.
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Em trabalho anterior do nosso laboratério observou-se que o efeito do
estiramento sobre a contratilidade induzida por fenilefrina em anéis de aorta esta
alterado ao final da gestagao em ratas. Embora o estiramento do vaso determine um
aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina tanto no grupo de néo gravidas
como de gravidas, observou-se que estas ultimas sdo muito menos reativas ao
estimulo vasoconstritor. Vasos de ratas gravidas mostraram-se mais resistentes ao
estimulo contratil mesmo quando expostos a aumentos crescentes do estiramento,
demonstrando sua capacidade contratil limitada em relacdo a ndo gravidas
(Martinez, 2004).

Esta bem descrito que a contragdo do musculo liso vascular, em resposta
a vasoconstritores, depende de um aumento na concentragdo de calcio
citoplasmatico que, dependendo do agente constritor, pode ser tanto pelo influxo do
meio extracelular quanto pela liberagcdo de estoques intracelulares ou ambos. Esse
aumento da concentragao intracelular de calcio propicia a interagdo entre as
proteinas contrateis actina e miosina, promovendo a contragao da musculatura lisa
vascular (Rembold, 1992). Aparentemente, em vasos de gravidas, ocorrem
alteracbes relacionadas ao influxo de calcio que podem alterar a resposta a
constritores.

Ao término da gestacdo, a musculatura lisa vascular parece menos
eficiente na mobilizacdo de calcio extracelular diante de um estimulo constritor,
desde que a incubagdo com nifedipina, um bloqueador de canal para calcio
dependente de voltagem, de artérias isoladas de ratas gravidas e ndo gravidas,
pouco altera a reatividade a vasopressina e a fenilefrina das primeiras, mas reduz de
maneira importante das ultimas, igualando as respostas de ambas (St-Louis e cols,

1995; Roy e cols, 1995). Foi demonstrado, ainda, que o tratamento crénico com
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nifedipina induz uma queda da pressao arterial em ratas virgens semelhante aquela
observada em ratas ao término da gestacgao (Simaan e cols, 2002).

Portanto, considerando que aumentos na tensao passiva inicial modificam
o padrao de resposta vascular a constritores, encobrindo a visualizagcao dos fatores
endoteliais e amplificando a participagao dos fatores musculares, e que o interesse
desse estudo esta voltado para a modulagao endotelial da reatividade a constritores
em ratas gravidas, optou-se, no restante dos experimentos desenvolvidos, pela
utilizagao de 0,5 grama de tensao passiva inicial.

Como, em vasos submetidos a 0,5 grama de tensdo passiva, as
diferencas de reatividade a fenilefrina e ao KCI relacionadas a gestacdo foram
reduzidas apds a remocao da camada endotelial, foram realizados experimentos
inibindo-se a producdo ou biodisponibilidade de 6xido nitrico, com a adi¢cdo de L-
NNA e hemoglobina, respectivamente.

A adicdo de L-NNA ou hemoglobina aumentou a reatividade vascular a
fenilefrina e ao KCI de vasos obtidos de ratas gravidas e ndo gravidas. Esse dado
corresponde aos achados da literatura que demonstram que a inibicdo da NOS ou
da sua biodisponibilidade aumenta a reatividade vascular a diferentes agonistas
(Joly e cols, 1994; Kim e cols, 2001; Srivastava e cols, 2002).

A hemoglobina, embora seja incapaz de atuar no espaco intracelular, é
uma droga sequestradora de NO eficiente, desde que tende a criar um gradiente de
saida de NO para o espacgo extracelular (Lancaster, 1994). A formulagao utilizada,
obtida da Sigma, contém uma mistura de oxi-hemoglobina e seu derivado oxidado
meta-hemoglobina, sendo que o fabricante alerta que a forma predominante é a
oxidada, desde que a hemoglobina se oxida rapidamente em contato com o ar.

Estudos prévios relatam que meta-hemoglobina e oxi-hemoglobina sao capazes de
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inibir o relaxamento vascular induzido pela liberacdo NO (Gruetter e cols, 1981;
Martin e cols, 1985; Simonsen e cols, 1999). Nos experimentos realizados neste
trabalho sua eficiéncia foi comprovada pela auséncia de relaxamento estimulado
pela acetilcolina.

A diminuicdo da producgao ou biodisponibilidade de NO foi eficaz em abolir
as diferencas de reatividade a fenilefrina e ao KCI relacionadas ao término da
gestacédo, sugerindo que, nesta condigdo experimental, uma maior produgao vascular
de NO poderia ser um fator determinante da hiporeatividade a constritores observada
em gravidas. Dados descritos na literatura, previamente citados, oferecem suporte a
esta inferéncia (Molnar & Hertelendy, 1992; Chu & Beilin, 1993; Nathan e cols, 1995;
Coelho e cols, 1997; Ballejo e cols, 2002; Martinez e cols, 2004).

A liberacao de NO capaz de modular o efeito desses constritores pode se
dar de maneira espontanea ou estimulada pelo proprio agonista ou, ainda, pela
contracao per se (Martin e cols, 1986; Fleming e cols, 1999; Tuttle & Falcone, 2001).
Como o modelo experimental utilizado ndo permite a visualizacdo de qualquer efeito
relaxante sem a prévia pré-contracao do vaso, nao € possivel afirmar a existéncia de
uma producao espontanea de NO, embora seja uma hipotese pertinente.

No que se refere a contracdo estimulada com KCI, é interessante notar,
ainda, que, diferentemente do observado nos experimentos em que houve somente
a remocao endotelial, as diferencas foram abolidas na presenca de L-NNA ou
hemoglobina, mascarando as diferengcas relacionadas a fatores musculares e
reforcando a importdncia da via NOS/NO na determinagcdo da hiporeatividade
associada ao término da gestacao nesses vasos.

Embora a diminuicido da producdo e biodisponibilidade de NO pudesse

explicar o aumento de reatividade a fenilefrina e ao KCl em vasos de gravidas e néo
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gravidas na presenca de L-NNA ou Hb, e uma produgdo aumentada de NO em
gravidas possa justificar o aumento de reatividade proporcionalmente superior nos
vasos destes animais em relagdo a ndo gravidas, de modo a abolir as diferencas
relacionadas a gestacédo, ndo se pode excluir a hipétese do aparecimento de um
elemento constritor que somente seria visualizado apés a inibicao do NO.

Durante a inibicdo do principal sistema de controle do ténus vascular em
gravidas, outros sistemas poderiam ser visualizados, como aqueles dependentes da
ativacdo da COX. Pensando-se neste sentido, parte do aumento da reatividade a
constritores observado nos vasos obtidos de gravidas poderia estar relacionado a
um aumento da producgao de prostandides constritores. No entanto, quando se inibiu
a formacdo de prostandides com diclofenaco de sédio nao houve alteracdo na
reatividade a fenilefrina ou ao KCI nos vasos obtidos de ndo gravidas e gravidas.

A literatura tem apresentado dados variados referentes a participacdo dos
prostandides na hiporeatividade vascular a constritores associada a gestagao, sendo
que alteragdes experimentais, como variag¢des no tipo de vaso estudado, abordagem
técnica (in vivo ou in vitro) e espécie animal, tém gerado resultados que tornam
esses autacoides relevantes ou irrelevantes dependendo do modelo utilizado.

Como citado anteriormente, em humanos tem sido observado aumento
dos niveis plasmaticos de PGIl, associado a restauracido da responsividade pressora
a constritores apods a inibigao sistémica da COX durante a gestagdo normal (Everett
e cols, 1978; Wang e cols, 1991). Em artérias uterinas de ovelhas gravidas,
comparadas com de nao gravidas, ha um aumento da producgéo basal e estimulada
por constritor de PGI, associado a maior expressao da COX em células endoteliais
(Magness & Rosenfeld, 1993; Davidge e cols, 1993; Janowiak e cols, 1998;

Habermehl e cols, 2000). Finalmente, em ratas gravidas, enquanto ha um aumento
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da excrecao de metabdlitos urinarios de prostandides associado a restauragao de
resposta pressora a constritores apos tratamento sistémico com inibidor da COX,
esses mesmos inibidores sao ineficazes em provocar alteragdes consistentes nas
diferencas de reatividade vascular associadas a gestagao em artérias isoladas de
diferentes leitos (Paller, 1984; Harrison & Moore, 1989; Davidge & McLaughlin, 1992;
Schafer e cols, 1993 e 1996).

Embora a inibicado da COX com diclofenaco, bem como a inibicdo da enzima
sintase de tromboxano A, com ozagrel, ndo tenham sido eficazes em alterar as
diferencas de reatividade a fenilefrina e ao KCI no modelo experimental estudado, foram
capazes de comprometer o efeito das drogas L-NNA e hemoglobina; isto €, enquanto,
isoladamente, a inibicdio da NOS ou a diminuicdo da biodisponibilidade do NO
aumentavam a reatividade vascular de ndo gravidas e gravidas de modo a abolir as
diferengas relacionadas a gestacdo, quando a COX, ou a enzima sintase de
tromboxano A,, foram inibidas previamente a adicdo dos inibidores da via de formacéao
e de efeito do NO, embora ainda fossem observadas alteracdes de reatividade vascular
em ambos os grupos, as diferengas entre gravidas e ndo gravidas se mantiveram.
Esses dados permitem elaborar a hipétese de que, na auséncia de NO, as diferencas
de reatividade dos vasos de gravidas e nao gravidas sado abolidas gragas a falta do
efeito relaxante do préprio NO e o aparecimento de um efeito constritor dependente da
atividade da enzima sintase de tromboxano A, em gravidas.

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém tentado entender quais implicagdes
fisiologicas, patolégicas e farmacoldgicas dependem da sintese e liberagdo simultaneas
de NO e prostandides nos mais diferentes tecidos e modelos experimentais.

Frequentemente tem sido demonstrada uma “conversa” entre as vias de formacao de



NO e prostaglandinas, desde que as reacdes intermediarias e os produtos envolvidos
parecem exercer modulagdo das enzimas NOS e COX (Mollace e cols, 2005).

Dependendo do tipo celular e das condi¢gbes experimentais utilizadas, o
NO pode tanto estimular (Franchi e cols, 1994; Davidge e cols, 1995; Sautebin e
cols, 1995; Tetsuka e cols, 1996; Watkins e cols, 1997; Ahmad e cols, 2002;
Aisemberg e cols, 2007), inibir (Stadler e cols, 1993; Amin e cols, 1997; Patel e cols,
1999; Tanaka e cols, 2001; Miceli e cols, 2003) ou ndo influenciar (Tsai e cols, 1994;
Curtis e cols, 1996; Kosonen e cols, 1998; Boquet e cols, 1998; Uno e cols, 2004) a
sintese de prostandides. Os efeitos finais dessas interagdes ainda nao sio claros,
permanecendo por serem elucidados em diferentes modelos experimentais,
incluindo-se a gestagcao normal em ratas.

Os primeiros achados relacionando a modulagdo da produgdo de
prostandides por NO foram de Salvemini e cols (1993) que observaram um aumento
da produgdo de prostaglandinas dependente do aumento de NO, estimulado por
LPS, em cultura de macrofagos. Posteriormente, outros grupos confirmaram esses
achados, demonstrando que a producdo de NO induzida por LPS era capaz de
estimular a producdo de prostandides e aumentar a expressao de COX em
diferentes tipos celulares, bem como em variados modelos experimentais (Mei e
cols, 2000; Ahmad e cols, 2002). Corroborando esses dados, em cultura de
macrofagos obtidos de animais knockout para enzima NOSi, ha uma diminuigdo na
producao de prostandides estimulada por LPS associada, in vivo, a uma diminuicao
da formagao de metabdlitos urinarios de PGI, e PGE; (Marnett e cols, 2000a).

A ativacao da NOS, independentemente de estimulos inflamatérios como
aquele induzido por LPS, ou o préprio oferecimento de NO a partir de doadores,

mostrou-se capaz de estimular a producido de prostandides em diversos modelos



65

experimentais, dentre estes tiras de utero de animais tratados com estrogénio ou no
inicio da gestagao e células endoteliais ou de retina em cultura. (Franchi e cols,
1994; Davidge e cols, 1995; Macarrone e cols, 1997; Vassale e cols, 2003; Du e
cols, 2004; Aisemberg e cols, 2007).

A ativacdo da enzima COX por NO tem sido atribuida a formacao de
peroxinitrito, desde que, sendo um hidroperdxido inorganico capaz de se ligar ao
grupamento heme da enzima, poderia servir como substrato para a atividade
peroxidade da COX, além de estimular sua atividade cicloxigenase sobre o acido
araquidénico (Landino e cols, 1996; Marnett, 2000b).

A inibicado da COX-2 nao altera a formacao de nitrito e a expresséo de
NOSi em cultura de macréfagos estimulados com LPS (Ahmad e cols, 2002). Por
outro lado, em cultura de células da musculatura lisa vascular estimuladas por
citocinas, a adicdo de PGD, diminui o acumulo induzido de nitrito de maneira dose-
dependente via supressao da indugdo da NOSi (Nagoshi e cols, 1998). Animais
estimulados com LPS, em modelo de sepse, apresentam reducdo dos niveis
plasmaticos de nitrito e nitrato quando recebem concomitantemente U46619, um
analogo estavel do TXA,. Adicionalmente, cultura de células da musculatura lisa
vascular, obtidas de animais que n&o expressam o receptor TP de TXA; e
estimuladas com citocinas, apresentam um aumento da expressdo de NOSI
acompanhado por aumento do acumulo de nitrito e nitrato (Yamada e cols, 2003).

Em nossos experimentos, embora, em condi¢cdes basais, a formagao de
prostandides pareca nido ser determinante da hiporeatividade a constritores
associada a gestagao, na auséncia de NO parece haver um aumento na produgéo
de tromboxano Az, como se o excesso de producao de NO associado a gestacao

pudesse inibir as enzimas responsaveis pela sintese desse prostandide constritor.



66

Alguns trabalhos tém demonstrado que o NO pode alterar a formacgao de
prostandides constritores. Em artérias cerebrais foi mostrado que o NO enddgeno
pode manter o tébnus basal desses vasos a partir da inibicdo da formacado ou
liberacdo de tromboxano A,, desde que o aumento do ténus vascular desencadeado
pela inibicdo da NOS foi dependente da ativacao de receptores de TXAL/PGH,, bem
como da enzima sintase de tromboxano A; (Benyd e cols, 1998). Em vasos de
resisténcia, na presenca de inibidores da NOS, também foi observado um aumento
do ténus dependente da ativagao de receptores de TXA,/PGH, (Laemmel e cols,
2003). Finalmente, em células endoteliais em cultura, observou-se acumulo de
metabdlitos estaveis de tromboxano A; na presenca de L-NNA no meio de cultura
(Miyamoto e cols, 2007).

Diante disso, imaginou-se que, apos a inibicdo prévia da produgao de NO
com L-NNA, a inibigdo da enzima sintase de tromboxano A,, com ozagrel, pudesse
alterar a reatividade vascular de gravidas aos constritores utilizados; isto €, se em
vasos obtidos de gravidas ha um aumento de reatividade induzido por L-NNA, parte
desse incremento deveria ser reduzido pela inibicao da formagao de tromboxano As.

No entanto, para surpresa dos pesquisadores, a inibicdo prévia da
producdo de NO implicou em fracasso na inducdo da resposta anteriormente
observada com a inibicdo da enzima sintase de tromboxano A,.

Aparentemente, embora a formacao e/ou efeito do tromboxano A, em
aortas de ratas ao término da gestacédo estimuladas com constritores s6 possa ser
visualizada na auséncia da formagao e/ou efeito do NO, a producgao ou efeito desse
prostandide constritor depende da presenga da camada endotelial (visto que na
auséncia do endotélio o diclofenaco nao altera a reatividade aos constritores), bem

como de uma producao pré-existente de NO.
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7. Conclusdes

Os dados apresentados nessa tese permitem concluir:

Anéis de aorta obtidos de ratas ao término da gestacéo
apresentam hiporeatividade vascular aos constritores fenilefrina e
KCI em relagéo a anéis de nao gravidas;

Um aumento na producdo ou efeito do oxido nitrico (NO)
determina as diferengcas de reatividade a constritores entre
gravidas e ndo gravidas no modelo experimental utilizado;

O NO produzido nos vasos pode ser um fator de inibicdo da
sintese endotelial de tromboxano A; durante a gestacdo normal

em ratas.
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