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Resumo

PERNOMIAN, L. Conseqiiéncias da lesdo por catéter-balao sobre o relaxamento
mediado por aip-adrenoceptores em carodtida contra-lateral de rato. 2009. 169f.
Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

A angioplastia por catéter-baldo ¢ um procedimento utilizado para restaurar o fluxo sanguineo
em vasos acometidos por doengas obstrutivas. Em carétida de rato, a passagem do catéter-
baldo pela luz arterial produz um estresse mecanico que altera a reatividade a agentes
vasoconstrictores € a inervacdo sensorial na artéria contra-lateral a lesdo, sugerindo a
ocorréncia de uma resposta neurocompensatoria nesse leito. Esse processo caracteriza-se por
um aumento na resposta contratil a fenilefrina, quatro dias apos a lesdo vascular, envolvendo
a participacdo do endotélio e de prostandides derivados da ciclooxigenase-2, o
comprometimento na formagao de 6xido nitrico endotelial € 0 aumento na produgao de anion
superoxido locais. Recentemente, a existéncia de ojp-adrenoceptores de relaxamento foi
demonstrada funcionalmente, sugerindo a participacdo desses receptores na modulacdo da
vasoconstriccdo adrenérgica. Evidéncias apontam um prejuizo no relaxamento mediado por
ap-adrenoceptores em cardtida de ratos hiperhomocisteinémicos, subjacente ao estresse
oxidativo estabelecido nessa condicdo. Com base nisso, a hipotese do presente estudo € que a
lesdo por catéter-baldo prejudica o relaxamento mediado por o p-adrenoceptores em carotida
contra-lateral de rato, quatro dias apds a lesdo, o que poderia estar contribuindo com a
hiperreatividade contratil a fenilefrina observada nesse leito durante esse periodo. Assim, o
projeto teve por objetivo estudar as conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o
relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores em cardtida contra-lateral de rato, quatro dias
apods a lesdo. A resposta de relaxamento adrenérgico foi estudada pela constru¢do de curvas
concentragdo-efeito cumulativas para fenilefrina (10" a 10" mol/L), sobre a pré-contracao
com prostaglandina F,, (3 x 107 mol/L), em anéis de carétida. Em paralelo, procedeu-se com
a caracterizagdo funcional dos receptores e mediadores celulares do relaxamento induzido por
fenilefrina em carotida de rato, bem como com o estudo da participacdo do anion superoxido
nessa resposta, sua principal fonte na artéria contra-lateral e as conseqiiéncias da lesdo
vascular sobre a produgdo local de anion superoxido por citometria de fluxo. Os resultados
mostram que o relaxamento induzido por fenilefrina, caracterizado como endotélio-
dependente e mediado por a;p—adrenoceptores, 6xido nitrico endotelial € monofosfato de
guanosina ciclico, estd abolido em cardtida contra-lateral de rato, quatro dias ap6s a lesdo. A
inibicdo da enzima ciclooxigenase-2, ou a remo¢ao do anion superdxido, normalizaram as
respostas a fenilefrina em cardtida contra-lateral. Em paralelo, foi encontrado que a lesdo por
catéter-baldo aumenta a producao de anion superoxido no endotélio de artérias contra-laterais,
nas quais a fonte do radical ¢ a ciclooxigenase-2. Esse achados permitem concluir que a lesao
por catéter-baldo leva a perda do relaxamento mediado por a;p—adrenoceptores em carotida
contra-lateral de rato, quatro dias apos a lesdo, contribuindo com o aumento da resposta
contratil a fenilefrina nesse leito. Os mecanismos subjacentes a abolicdo dessa resposta na
artéria contra-lateral envolvem a participagdo do anion superoxido, derivado do metabolismo
local da ciclooxigenase-2.

Palavras-chave: catéter-baldo, carétida contra-lateral, ajp-adrenoceptores, ciclooxigenase-2,
anion superoxido.
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PERNOMIAN, L. Consequences of balloon catheter injury on the ajp-adrenoceptors-
induced relaxation in rat contralateral carotid. 2009. 169f. Thesis (Master degree) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Balloon catheter angioplasty is a procedure used to treat vascular obstructive disease,
restoring blood flow. In rat carotid, the passage of balloon catheter induces a mechanical
stress that alters the contralateral artery reactivity to constrictor agents and its sensorial
innervation, suggesting the existence of a neurocompensatory response in this vascular bed.
This procedure leads to an increase of phenylephrine-induced contraction in contralateral
carotid, four days after surgery, involving the participation of the endothelium and
cyclooxygenase 2 products, the impairment on endothelial nitric oxide formation and the
increase on superoxide production in this artery. The existence of a;p-adrenoceptors as
vasorelaxation mediators has been functionally described, suggesting their participation in
inhibitory modulation of adrenergic contraction. Experimental data point to an impairment on
the a;p-adrenoceptors-induced relaxation in hyperhomocysteinemic rat carotid, consequent to
the oxidative stress established in this model. Based on this data, the present study has as
hypothesis the impairment of the a;p-adrenoceptors-induced relaxation in contralateral rat
carotid, four days after surgery, contributing to the increase of adrenergic contraction in this
artery. So, the main objective of this search was to study the consequences of balloon catheter
injury on the a;p-adrenoceptors-induced relaxation in contralateral rat carotid four days after
surgery. Adrenergic relaxation was studied by construction of cumulative concentration-
response curves to phenylephrine (10"° a 107 mol/L), over pre-contraction with
prostaglandin F, (3 x 107 mol/L), in rings of rat carotid. Functional characterization of the
receptors and cellular mediators of this response, the participation of superoxide anion and its
main source in contralateral carotid, and the consequences of balloon catheter injury on local
superoxide production were also studied. The results show that the a;p-adrenoceptors-induced
relaxation in contralateral rat carotid four days after surgery is abolished. This response is
endothelium-dependent, and mediated by nitric oxide derived from endothelial nitric oxide
synthase and cyclic guanosine monophosphate. Inhibition of cyclooxygenase 2, as well as the
remove of superoxide anion, normalized phenylephrine-induced relaxation and contraction in
contralateral rat carotid. Superoxide production in endothelial cells of contralateral carotid is
increased, and the main source of superoxide in these cells seems to be cyclooxygenase 2.
These data suggest balloon catheter injury induces to the loss of the a;p-adrenoceptors-
induced relaxation in contralateral carotid, contributing to the increase of phenylephrine-
induce contraction in this artery, four days after surgery. The cellular mechanisms of this
reactivity alteration seems to involve the participation of superoxide, probably derived from
cyclooxygenase 2.

Key words. balloon catheter, contralateral carotid, a;p-adrenoceptors, cyclooxygenase 2,
superoxide anion.
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ACh acetilcolina

Ang 11 angiotensina II

ANOVA analise de variancia

B-GA acido B-glicirretinico

BMY 7378  dihidrocloridrato de 8-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-8-

azaspiro[4,5]decano-7,9-diona

Ca™ calcio
Ca(Cl, cloreto de calcio
CGRP peptideo relacionado ao gene da calcitonina

CsH 1205 glicose

COX ciclooxigenase

DHE dihidroetidina

ECs concentragdo efetiva de uma droga que produz 50% do efeito maximo
EDHF fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Emax efeito maximo

eNOS 6xido nitrico sintase endotelial

EROS espécies reativas derivadas do oxigénio

ET-1 endotelina-1

GMPc monofosfato de guanosina ciclica

GTP trifosfato de guanosina

HE hematoxilina/eosina

H,0, peroxido de hidrogénio

5-HT serotonina

IC100 concentragdo efetiva de um inibidor que inibe 100% do efeito do agonista
IF intensidade de fluorescéncia

iNOS oxido nitrico sintase induzida

1P; trifosfato de inositol

K* potassio

KCl cloreto de potéssio

KH,PO,4 hipofosfito de potassio
L-NAME NCnitro-L-arginina metil ester
L-NNA NG—nitro—L—arginina

LPS lipopolissacarideo
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M3 receptor muscarinio do tipo 3

MgSO4 sulfato de magnésio

NA noradrenalina

NaCl cloreto de sodio

NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido

NaHCO; bicarbonato de sodio
NaH,POy, hipofosfito de sddio

7-NI 7-nitroindazol

nNOS oxido nitrico sintase neuronal

NO 6xido nitrico

NO” anion nitroxil

NOS 6xido nitrico sintase

NPS nitroprussiato de sodio

(073 anion superoxido

OoDQ 1H-[1,2,4]-oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona

pD: antilogaritmo da concentragdo de uma droga que induz metade do efeito
maximo

PEG polietilenoglicol

Phe fenilefrina

PGF,, prostaglandina F,,

PGG; prostaglandina G,

PGH, prostaglandina H,

PGI, prostaciclina

PGIS prostaciclina sintetase

PLA, fosfolipase A,

Pz prazosin

SOD superoxido-dismutase

SP substancia P

TEA tetraetilamonio

TXA, tromboxano A,
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1.1- EstadodaArte

Doengas cardiovasculares sdo as principais causas de morte nos Estados Unidos,
Europa e grande parte da Asia (ROSS, 1999). Essa realidade também atinge paises em
desenvolvimento, como Brasil, Venezuela e Colombia, onde os indices de mortalidade por
doencas cardiovasculares chegam a atingir 20 a 35% do total (HERNANDEZ-HERNANDEZ
et al, 1998). As doencas relacionadas a alteracoes na estrutura da parede dos vasos
sangiiineos sdo a maior causa de morte por problemas cardiovasculares (FRUCHART &
DURIEZ, 2001; IP et al., 1990).

O comprometimento vascular através da obstrucdo da parede do vaso e o
impedimento ao fluxo sanguineo ¢ uma das complicagdes decorrentes das doencas
cardiovasculares como a aterosclerose (ROSS, 1999).

A angioplastia por cateter-baldo tem sido amplamente utilizada em intervengdes
cirurgicas com o objetivo de desobstruir os vasos e restaurar o fluxo sangiiineo (GRECH,
1993). A principal limitacdo desse procedimento € a restenose vascular, que ocorre devido a
formagdo da camada neointima (CLOWES et al., 1983). Esse processo ¢ decorrente da
liberagdo de componentes humorais tais como a angiotensina II (Ang II) e endotelina-1 (ET-
1) que participam no processo de formacao da neointima resultante da lesdo por cateter-baldo
em cardtida de rato (FERNANDEZ-ALFONSO et al, 1997; DOUGLAS et al., 1994).

O processo de restenose ¢ uma resposta adaptativa da parede arterial a injuria
mecanica, caracterizada pela migragdo e proliferagdo de células musculares lisas, deposi¢ao
de matrix extracelular e remodelamento vascular, que pode levar a uma nova obstrucao do

lamen arterial (COSTA et al., 2005).
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A lesdo por cateter-baldo tem sido experimentalmente utilizada para estudar o
processo de restenose (FERNS et al., 1992). Entretanto, a lesdo vascular induzida por cateter-
baldo pode promover alteragdes em sitios distantes da lesao.

MILNER et al. (1997) observaram que um dia apds a lesdo por cateter-baldo em
cardtida esquerda de rato, a densidade de terminais nervosos contendo substancia P (SP) e
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) estava reduzida. Em paralelo, nesse
mesmo tempo, foi observado um aumento da inervagao contendo esses peptideos na artéria
contra-lateral a lesdo. Esse aumento foi transitorio, visto que 28 dias apos a cirurgia, os niveis
de neuropeptideos ndo foram diferentes do grupo controle. Esses dados sugerem que a lesdo
vascular induzida por catéter-baldo promove uma resposta neurocompensatdria na artéria
car6tida contra-lateral a lesdo.

ACCORSI-MENDONCA et al. (2004) observaram também que a lesdo por catéter-
baldo altera a reatividade da artéria contra-lateral. Os autores relatam um aumento na
contracdo maxima induzida por fenilefrina (Phe), quatro e sete dias apos a lesdo, e a Ang II,
15 e 30 dias apds a lesd@o. A contracdo maxima induzida por esses agonistas estava reduzida
na artéria ipsi-lateral, sugerindo uma resposta compensatoria a lesdo vascular refletida na
reatividade da artéria contra-lateral. Essa resposta independe de fatores humorais, visto que a
reatividade a esses agonistas ndo foi alterada em artéria aorta de animais operados.

OLIVON (2006) demonstrou um comprometimento na biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO), acompanhada pelo aumento na produgao de anion superdxido (O;’), em cardtida
contra-lateral de rato, quatro dias apds a lesdo por catéter-baldo, sugerindo o estabelecimento
de estresse oxidativo nesse leito.

De ANDRADE et al. (2006) demonstraram que o efeito relaxante induzido por Phe
em cardtida de rato, mediado por a;p-adrenoceptores, estd prejudicado no modelo de

hiperhomocisteinemia, atribuido a reducdo da biodisponibilidade local de NO como resultado
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do estresse oxidativo estabelecido pela condicdo. Paralelamente, esses autores ainda
observaram um aumento na resposta de contragao induzida por Phe em carétida de rato
hiperhomocisteinémico, sugerindo que o vasorelaxamento mediado por a;p-adrenoceptores
parece ser um importante modulador negativo sobre a vasoconstriccdo adrenérgica (De
ANDRADE et al., 2006).

Os dados fornecidos por ACCORSI-MENDONCA et al. (2004), OLIVON (2006) e
De ANDRADE et al. (2006) permitem construir a hipotese de que a lesao por catéter-balao
prejudique o relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores em cardtida contra-lateral de rato,
quatro dias apos a lesdo vascular, em funcao do estresse oxidativo estabelecido nesse modelo.
O prejuizo no relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores poderia estar contribuindo com o
aumento da resposta contratil & Phe, observada em caroétida contra-lateral de rato, quatro dias
apo6s a lesao vascular por catéter-balao.

A importancia do estudo das conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo sobre as
respostas vasculares a fenilefrina, bem como dos mecanismos intracelulares subjacentes as
alteragdes de reatividade ao agonista adrenérgico em carotida contra-lateral de rato, ¢
fundamental para a compreensao dos fendmenos ndo humorais que se processam em sitios
distantes da lesdo por catéter-baldo.

O objetivo do presente trabalho foi estudar as conseqiiéncias da lesdo por cateter-
baldo sobre as respostas de contracdo e relaxamento induzidas pela fenilefrina em cardtida
contra-lateral de rato, quatro dias apds a lesdo, bem como os mecanismos intracelulares

subjacentes as alteragdes de reatividade ao agonista.
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1.2 - RevisiodalLiteratura

No homem, a aterosclerose ¢ um processo patologico que progride lentamente com o
envelhecimento, podendo afetar a reatividlade e a hemodindmica de diversos vasos,
acarretando em obstru¢do do fluxo sangiiineo (BRIZZOLARA et al.,, 1994). Embora a
aterosclerose afete principalmente vasos de condutancia, varias alteracdes também ocorrem na
microcirculagao.

O processo aterosclerotico ¢ caracterizado pela obstrugdo do vaso em fun¢do do
crescimento intraluminal dos componentes lipidicos e/ou celulares associados a
remodelamento vascular, podendo interferir progressiva ou abruptamente no fluxo sangiiineo
(ROSS, 1999). Regides de curvaturas ou bifurcagdes dos vasos sangiiineos, onde
freqiientemente ocorrem alteragdes hemodinadmicas, sao importantes alvos para o
desenvolvimento de lesdo vascular e, conseqlientemente, de instalagio do processo
aterosclerdtico (SCHWARTZ et al., 1992). Lesdes aterosclerdticas podem levar a
conseqliéncias clinicas como infarto do miocardio, doencas vasculares cerebrais, gangrena e
perda de funcdes das extremidades, que, por sua vez, podem acarretar em inumeras seqiielas
clinicas (ROSS, 1999).

A parede vascular ¢ um tecido ativo e integrado, composto de componentes celulares
(células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos) e ndo celulares (matriz
extracelular). Estimulos fisiologicos ou patologicos podem induzir a aumento, diminui¢do ou
ainda, mudancas na forma desses componentes (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2000).

Trés camadas, morfologicamente distintas, constituem a parede arterial. A primeira
camada, que reveste a superficie interna do vaso sanguineo, ¢ chamada de camada intima ou
tunica interna. Ela € constituida por uma camada simples e continua de células endoteliais e

por uma ldmina de fibras elasticas interna, responsavel pelo limite do limen das artérias
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(HUSHANG, 1979; ROSS & GLOMSET, 1976). Varios componentes de tecido matricial
conectivo extracelular, como colageno, elastina, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanas,
estdo presentes entre a membrana limitante elastica interna e a camada endotelial. (DAVIES
& HAGEN, 1993).

A segunda camada vascular, denominada camada média, ¢ composta de células
musculares lisas, orientadas diagonalmente, e envolvidas por coldgeno, fibras elasticas e
proteoglicanas (HUSANG, 1979). Estas células sdo responsaveis pela manutencao do tonus
muscular, via contracdo-relaxamento, bem como, pela integridade do vaso por meio da
proliferacdo e sintese de matriz extracelular (CAMPBELL e cols. 1988). Existem dois tipos
de células presentes na camada média: células que expressam proteinas responsaveis pela
contragdo do musculo liso (a-actina e cadeia pesada da miosina), € um outro tipo celular,
desprovido de proteinas contrateis (MAJESKY & SCHARTZ, 1990; MAJESKY et al., 1992;
HOLIFIELD et al., 1996).

A camada mais externa, conhecida como camada adventicia, é formada
principalmente por fibroblastos intercalados por células musculares lisas localizadas entre os
feixes de colageno e envolvidos por proteoglicanas (HUSHANG, 1979). A adventicia ¢ uma
camada complexa por ser formada por diferentes células, fibras e terminagdes nervosas que
lhe conferem seu principal papel fisiologico conhecido até o presente momento, a mediacao
nervosa (RHODIN, 1980).

Em artérias de maior calibre, como aorta, carétida, femoral e coronaria, existe um
conjunto de microvasos chamado de vasa vasorum. O vasa vasorum se estende da adventicia
até a média, sendo responsavel pela nutricdo e oxigenagdo das células da parede vascular
(SCOTLAND et al., 2000).

A angioplastia por catéter-baldo ¢ amplamente utilizada para tratamento de doengas

obstrutivas de vasos periféricos e corondrios, para restauragao do fluxo sanguineo (GRECH,
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2003). Apesar de muito utilizada, existem controvérsias em relatos dos efeitos positivos e
negativos conseqiientes ao baldo cateterismo (SCHWARTZ & HENRY, 2002).

O modelo de angioplastia por catéter-baldo em cardtida de rato tem sido muito
estudado para se compreender o processo de estenose por formagao da camada neointima, em
analogia ao processo de re-estenose clinica, uma importante limitagdo ao uso do baldo-
cateterismo, que pode ocorrer ap6s a lesdo vascular induzida pelo catéter-balao (FERNS et al.,
1992; FAXON et al., 1997). A re-estenose ¢ um processo de obstrugdo do limem do vaso
decorrente da formagdo da camada neointima, que resulta de um processo de reparo tecidual
envolvendo apoptose, migragdo, proliferacdao e modificagdo da matrix extracelular, deflagrado
pela lesdo vascular. A re-estenose resulta da combinacdo da obstrucao do limem, formacgao de
placa ateromatosa, proliferacdo celular, remodelamento vascular e formacao de cicatriz na
parede do vaso (O’BRIEN et al., 1994; LIBBY & TANAKA, 1997). Estudos relatam a
participagdo de varios mediadores inflamatérios no inicio da fase inflamatoéria (O’BRIEN et
al.,1994; LIBBY & TANAKA, 1997; GIBBONS & DZAU, 1994), acompanhados de macica
morte das células vasculares ( POLLMAN et al., 1999) e degradacdo da matriz celular
(STRAUSS et al.,1994; RAJAGOPALAN et al., 1996). A fase tardia de estabilizacdo da
lesdo ¢ regida pela proliferagao residual, migracao celular (SCHWARTZ, 1997), apoptose
(POLLMAN et al., 1999), remodelamento e secrecdo de matriz extracelular (STRAUSS et
al.,1994; FAXON et al.,1997). A migracdo de células do musculo liso envolve células que vao
se proliferar e células que nunca se dividirdo, sugerindo que os dois tipos de células sao
importantes no processo de producdo da camada neointima (CLOWES & SCHWARTZ,
1985). A proliferacdo das células do musculo liso em resposta a lesao endotelial ¢ um
processo caracteristico que ocorre nas primeiras semanas apos a lesio (CLOWES et al.,1983;
ROSS, 1999), ndo sendo limitada ao sitio da lesdo, podendo ocorrer também em regides

adjacentes (FERNS et al.,1992).
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Vérios modelos experimentais, nos quais a proliferacao de células do musculo liso €
estimulada, tém sido desenvolvidos para estudar doengas que envolvem a replicagao celular
excessiva. Dentre eles, o modelo experimental de angioplastia por catéter-baldo em carotida
de rato tem sido muito utilizado para estudar o processo de formacdo da camada neointima
(CLOWES et al., 1983; SCHWARTZ et al., 1985; SCHWARTZ et al., 1995) e compreender
as disfung¢des vasculares originarias da formagao dessa camada (CLOWES et al., 1983).

No modelo de angioplastia por catéter-baldo, ha desnudacao endotelial e distensdao
da parede do vaso através da agdo mecanica de um catéter contendo um baldo inflavel na
extremidade (CLOWES et al., 1983). Apods a introducdo do catéter-baldo no limen do vaso, e
estando ele posicionado na regido a ser lesada, o baldo ¢ inflado e movimentado, com o

objetivo de remover o endotélio (CLOWES et al., 1983).

. Ipsilateral

" artéria carétida
externa

artéria carotida
comum

Balao Cateter

Figura 1. Esquema representativo do procedimento realizado na angioplastia por cateter baldo, em artéria
cardtida de ratos da linhagem Wistar. (Adaptado de Clowes, Reidy e Clowes, 1983).
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Como o endotélio regula o tonus vascular, ¢ importante examinar as fungdes
contratil e relaxante apos a desnudagao endotelial do vaso durante o baldo-cateterismo. Nesse
contexto, ANTONACCIO et al. (1994) encontraram, num modelo de angioplastia por catéter-
baldo em carétida de rato, uma significativa redu¢cdo na amplitude das contracdes maximas
induzidas por ET-1, Ang II, noradrenalina (NA), Phe, serotonina (5-HT) e cloreto de potassio
(KCI) na artéria cardtida lesada (denominada ipsi-lateral), duas semanas apos a lesdo por
catéter-baldo, quando comparadas as respostas aos mesmos agentes na artéria carétida contra-
lateral a lesdo, utilizada como controle. Considerando que as células musculares lisas que
migram da média para a intima, a fim de reparar a lesdo endotelial, s3o convertidas do
fendtipo adulto contratil para o fenotipo neonatal sintético, que contém um menor volume de
miosina em comparacao as células de fendtipo contratil (CAMPBELL et al., 1988), os autores
atribuiram a hiporresponsividade contratil da artéria ipsilateral a responsividade contratil
intrinseca alterada das células da neointima, sugerindo que alteragdes fenotipicas induzidas
em proteinas envolvidas na contragdo seriam responsaveis pela redu¢do na capacidade de
contracao do musculo liso da artéria lesada frente aos agentes vasoconstrictores.

Um pouco mais tarde, MILNER et al. (1997) sugeriram que a lesdo por baldo-
cateterismo promove alteracdes significativas em sitios distantes da lesao, afetando a estrutura
e/ou a fungdo desses leitos vasculares, o que poderia comprometer a utilizacdo de artérias
contra-laterais a lesdo como controle das artérias ipsilaterais. Num modelo de angioplastia por
catéter-baldo em cardtida de rato, MILNER et al. (1997) observaram uma redugdo
significativa da inervagdo sensorial na artéria ipsilateral, paralela a um aumento transitorio na
densidade de nervos sensoriais da artéria contra-lateral, contendo SP ¢ CGRP, um dia apos a
lesdo vascular, ndo perdurando até o 28° dia do pds-cirurgico imediato. Conhecendo o efeito
proliferativo da SP sobre células musculares lisas vasculares (NILSSON et al., 1985),

MILNER et al. (1997) sugeriram que a lesdo de nervos sensoriais, com conseqiiente liberacao
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desses neuropeptideos, poderia contribuir indiretamente com a formag¢do de neointima na
artéria ipsilateral apds a lesdao vascular. Segundo os autores, a lesdo dos nervos perivasculares
da artéria ipsilateral pode ter sido o estimulo para o aumento no conteudo de SP ¢ CGRP dos
nervos da artéria contra-lateral, refletindo a ocorréncia de uma resposta neurocompensatoria a
lesao vascular nesse leito.

Num modelo de angioplastia por cateter-baldo em carétida de rato, BRUIJINS et al.
(1998) observaram um efeito proliferativo da infusdo de Ang II sobre as células musculares
lisas da média da artéria contra-lateral, quatro e 12 semanas apo6s a lesdo, inibido apods
simpatectomia, e ndo observado na média da artéria ipsilateral. Esses achados sugerem uma
replicacdo diferenciada das células musculares lisas, induzida pela Ang Il e mediada pelo
sistema nervoso autdnomo simpatico, na artéria lesada e na contra-lateral.

Os dados fornecidos por MILNER et al. (1997) e BRUIJINS et al. (1998) sugerem
que a lesdo por catéter-baldo altera algumas fungdes da artéria contra-lateral, comprometendo
seu uso como parametro controle para as respostas funcionais observadas na artéria lesada.
Com base nessas consideragoes, pesquisadores do nosso laboratério empenharam-se a estudar
a reatividade da artéria cardtida contra-lateral a lesdo vascular induzida em diferentes modelos
experimentais, visando verificar se a resposta neurocompensatéria deflagrada pela lesao
vascular alteraria a reatividade desse leito vascular.

De ANDRADE (2001) demonstrou que o processo de estenose total em carétida de
cobaio induziu a redu¢do da contragdo maxima a Phe nas artérias estenosadas e ao aumento
desse parametro na artéria contra-lateral a estenose, de maneira tempo-dependente, sugerindo
um mecanismo compensatorio de reatividade. FUKADA et al. (2004) observaram que a lesao
vascular decorrente do implante de anel de silicone em carétida induz ao aumento da resposta

contratil a Phe na artéria contra-lateral quatro e sete dias apos o implante.
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ACCORSI-MENDONCA et al. (2004) estudaram a reatividade de carotida de rato
contra-lateral a lesdo por catéter-balao a agonistas vasoconstrictores, comparando-a com a
reatividade de cardtidas de animais intactos. Os resultados desse trabalho revelaram um
aumento na contracdo maxima induzida por Phe em artéria contra-lateral, quatro e sete dias
apo6s a lesdo, e a AngIl, 15 e 30 dias apds a lesdo, em relagdo a artérias de animais controle
inactos. Segundo os autores, o aumento da reatividade da artéria contra-lateral a Ang I e a
Phe nado estaria relacionado com fatores humorais, pois ndo foi observado em aorta. Nesse
trabalho, também foi analisado o papel do endotélio e a participacdo de prostanoides na
hiperreatividade a Phe encontrada em cardtida contra-lateral quatro dias apds a lesdo. Os
resultados desses experimentos mostraram que a remoc¢do do endotélio nao alterou
significativamente a amplitude da contragdo maxima induzida pela Phe na artéria contra-
lateral, sugerindo um comprometimento da modulagdo inibitéria do endotélio sobre a
vasoconstriccdo adrenérgica. A inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) levou a redugdo
significativa da amplitude da contracdo maxima induzida pela Phe na artéria contra-lateral,
sugerindo o envolvimento de prostanoides derivados da COX-2 na hiperreatividade contratil a
Phe em carotida contra-lateral quatro dias apds a lesdo induzida por catéter-balao (ACCORSI-
MENDONCA et al., 2004).

OLIVON (2006) também demonstrou um aumento na amplitude da contracdo
maxima induzida pela Phe em cardtida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo em rato, quatro
dias apos a lesao vascular, em relacdo a artérias de animais controle intactos, corroborando
com os resultados de ACCORSI-MENDONCA et al. (2004). Os resultados desse trabalho
também revelaram um comprometimento na biodisponibilidade de NO, acompanhada pelo
aumento na produgdo de anion superdxido (O,’), reducdo na marcacdo para nitrotirosina
(marcador indireto de estresse oxidativo, que detecta o produto da reagdo de inativagdo do NO

pelo Oy") e reducao na expressdo de NO sintase endotelial (ENOS) em carotida contra-lateral,
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sugerindo a participacdo do anion O, no comprometimento da formac¢do de NO endotelial,
mas ndo na inativacdo de NO, em carotida contra-lateral. Esse mecanismo poderia estar
contribuindo com o aumento da resposta contratil da artéria contra-lateral a Phe, quatro dias
apods a lesdo. A autora também observou uma reducdo da resposta contratil a Phe na artéria
contra-lateral pela inibicdo seletiva da COX-2, corroborando com os resultados de
ACCORSI-MENDONCA et al. (2004), que sugerem a participacdo de prostandides derivados
dessa isoforma de COX no aumento da resposta contratil a Phe na artéria contra-lateral.

Phe induz a vasoconstric¢do por ativar receptores oj-adrenérgicos, que exercem
papéis extremamente importantes em varios processos fisioldgicos, incluindo a contragido da
musculatura lisa (JAHNICHEN et al.,, 2004). Contudo, crescentes evidéncias sugerem a
existéncia de a;-adrenoceptores de relaxamento em diferentes artérias, como as artérias
braquial e pulmonar isoladas de coelho e rato, respectivamente (ZSCHAUER et al., 1997,
BOER et al.,, 1999), que parecem representar um mecanismo de controle local para a
modulacdo, ao menos parcial, das respostas vasoconstrictoras a aminas simpatomiméticas
(FUJIIMOTO & ITOH, 1997; FILIPPI et al., 2001).

FILIPPI et al. (2001) demonstraram que Phe, numa faixa de concentragdes menor
que a necessaria para produzir aumento da pressao de perfusdo, foi capaz de reduzir a pressao
de perfusio em leito mesentérico de rato, sugerindo um efeito relaxante mediado por
receptores a;-adrenérgicos. De fato, o antagonismo em recepotores a;p -adrenérgicos aboliu o
efeito hipotensor da Phe nessa preparagdo, sugerindo que o efeito relaxante induzido pelo
agonista a;-adrenérgicos ¢ mediado pelo subtipo a;p dos receptores adrenérgicos. Os
resultados desse trabalho mostraram que o vasorelaxamento mediado por a;p-adrenoceptor
parece ser dependente de endotélio e envolver a participagdo de NO, pois foi abolido pela
remocao endotelial e adi¢do do inibidor de NO sintases L-NAME, respectivamente (FILIPPI

et al., 2001).
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De ANDRADE et al. (2006) também conseguiram demonstrar um efeito relaxante
induzido por Phe em cardtida de rato. Nesse trabalho, os autores observaram que o
relaxamento induzido por Phe em cardtida de rato é endotélio-dependente, mediado por
receptores ap -adrenérgicos e por NO derivado de eNOS, ndo envolvendo a participacdo de
prostanoides (De ANDRADE et al., 2006).

Esses achados sugerem que o relaxamento induzido por Phe seja mediado por op —
adrenoceptores endoteliais. De fato, VINCI et al. (2007) conseguiram demonstrar a presencga
de aip —adrenoceptores em cultura de células endoteliais de veia umbilical humana, o que
reforca a hipdtese de que o relaxamento induzido por Phe em alguns leitos vasculares seja
mediado por a;p —adrenoceptores endoteliais.

O vasorelaxamento mediado por a;p-adrenoceptores esta prejudicado em algumas
condigdes. De ANDRADE et al. (2006) observaram um prejuizo no vasorelaxamento
mediado por ajp-adrenoceptores, em cardtida de rato hiperhomocisteinémico, atribuido a
reducdo da biodisponibilidade local de NO como resultado do estresse oxidativo estabelecido
pela hiperhomocisteinemia. Paralelamente, esses autores ainda observaram um aumento na
resposta de contracdo induzida por Phe em cardtida de rato hiperhomocisteinémico, sugerindo
que o vasorelaxamento mediado por a;p-adrenoceptores parece ser um importante modulador
negativo sobre a vasoconstric¢do adrenérgica (De ANDRADE et al., 2006).

O tonus vascular ¢ a resultante do equilibrio entre mecanismos de contragdo e
relaxamento musculares, que se contrapdoem e se modulam simultaneamente. Alteragdes
nesses mecanismos refletem-se sobre o tonus vascular como alteracdes de reatividade. O
comprometimento do mecanismo de vasorelaxamento mediado por ojp-adrenoceptores
poderia contribuir com o aumento da resposta de vasoconstric¢do adrenérgica, que parece ser
modulada, de maneira negativa, por esse mecanismo de relaxamento. Considerando que, em

condi¢des de estresse oxidativo, hd um comprometimento do vasorelaxamento mediado por
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ap-adrenoceptores, importante para modular a vasoconstriccdo adrenérgica, os achados de
ACCORSI-MENDONCA et al. (2004), OLIVON (2006) ¢ De ANDRADE et al. (2006)
permitem construir a hipdtese de que o relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores em
cardtida contra-lateral de rato, quatro dias apos a lesdo por catéter-baldo, esteja prejudicado,
em fungdo do estresse oxidativo estabelecido nesse modelo, o que poderia estar contribuindo
com o aumento da resposta contratil a Phe observada nesse leito, durante esse periodo.

O presente trabalho teve, portanto, como objetivo central estudar as conseqiiéncias
da lesdo por catéter-balao sobre o relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores em carotida
contra-lateral de rato, quatro dias apds a lesdo. A contribuicao desse trabalho faz-se evidente
no estudo das alteragdes funcionais que ocorrem em carétida contra-lateral a lesdo por catéter-
baldo, necessario a compreensdo dos importantes mecanisSmos nheurocompensatorios
envolvidos nesse modelo animal. Por fim, o trabalho se justifica pela relativa falta de
conhecimentos sobre o mecanismo de relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores, ainda

ndo estudado no modelo de lesdo vascular por catéter-baldo em carétida contra-lateral de rato.
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2.1 - Objetivo Geral

Estudar as conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o relaxamento mediado

por a;p-adrenoceptores em carotida contra-lateral de rato, quatro dias apos a lesdo.

2.2 - Objetivos Especificos

Estudar a participagdo do endotélio no relaxamento induzido por Phe em cardtida
controle e contra-lateral a lesdo.

Caracterizar os receptores mediadores do relaxamento induzido por Phe em carotida
controle e contra-lateral a lesao.

Estudar a participagdo de GAP-junctions no relaxamento induzido por Phe em carotida
controle e contra-lateral a lesao.

Estudar participagdo do NO e das isoformas das NOS no relaxamento induzido por
Phe em carétida controle e contra-lateral .

Estudar a participagao do monofosfato de GMP’c no relaxamento induzido por Phe em
cardtida controle e contra-lateral.

Estudar a participagdo de canais para potassio no relaxamento induzido por Phe em
cardtida controle e contra-lateral.

Estudar a participacdo de produtos derivados das isoformas de COX no relaxamento
induzido por Phe em carétida controle e contra-lateral.

Estudar a participagao do anion O, no relaxamento induzido por Phe em carétida
controle e contra-lateral.

Estudar a participagdo dos produtos da NADPH oxidase no relaxamento induzido por

Phe em cardtida controle e contra-lateral.
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Estudar as conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo sobre a contragdo induzida por
Phe em carétida contra-lateral.

Estudar a participagdo do endotélio na contracdo induzida por Phe em carétida contra-
lateral.

Estudar a participacao de produtos derivados da COX-2 na contragao induzida por Phe
em carotida contra-lateral.

Estudar a participagdo do anion O,  na contragdo induzida por Phe em carotida contra-
lateral.

Estudar as conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo na producao de anion O, nas
células endoteliais de cardtida contra-lateral.

Determinar a principal fonte de dnion O, em células endoteliais de cardtida contra-

lateral.
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3.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com aproximadamente 75 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade de Sao Paulo, Campos de Ribeirdo
Preto. Os animais foram mantidos com livre acesso a dgua e alimento, em temperatura
constante de 22°C e em ciclo de luz de 12 horas (claro/escuro). O uso de animais no projeto
de pesquisa foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto (processo n°121/2007).

3.2 - Preparo do modelo de lesdo vascular

Os animais foram anestesiados com Ketamina (100mg/kg) e Xylazina (100 mg/Kg),
através de administracdo intraperitoneal. Realizou-se uma incisdo longitudinal na linha média
cervical anterior de aproximadamente 2 cm, separacdo por planos até identificacdo e
isolamento das artérias cardtidas comum, externa e interna esquerda.

As artérias cardtidas comum e interna foram separadas e tracionadas até evitar o
refluxo sanguineo e a ligagdo da carodtida externa, na porg¢ao distal a bifurcacdo carotidea.
Posteriormente, realizou-se na carétida externa pequena incisdo, pela qual um cateter baldo
(2F Fogarty) foi introduzido até a luz da carétida comum.

Com o cateter posicionado na luz do vaso, 0,1 ml de solu¢ao de cloreto de sodio
(NaCl 0,9%) foi adicionado ao cateter, inflando o baldo na luz arterial e distendendo a parede
do vaso. Foram realizados trés movimentos de deslocamento de cateter, no sentido
longitudinal a partir da bifurcagdo da carétida, provocando a lesdo na maior parte possivel do

endotélio vascular.
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Apos a retirada do cateter, a cardtida externa foi ligada na porg¢do proximal a
bifurcagdo para evitar o sangramento e os fluxos sanguineos foram restabelecidos.

Foi administrado oxitetraciclina (400mg/Kg), via subcutanea, ap6s o procedimento.

3.3 —Divisdo dos gr upos experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo um grupo controle, composto de
animais intactos, sem qualquer manipulagao cirurgica, € um grupo operado, composto por
animais submetidos ao procedimento cirurgico de lesdo vascular. Foram utilizados animais da

mesma idade em ambos os grupos.

3.4 —Higologia

Os segmentos de artérias de animais controle e artérias contra-laterais e ipsilaterais
de animais operados (4 dias apds a cirurgia) foram removidos e fixados em formol tamponado
a 10% durante 24 horas. Esses tecidos foram fixados, desidratados e incluidos em blocos de
parafina. Cortes de 4 um de espessura foram dispostos em lamina de microscopia. As laminas
foram coradas segundo a técnica de coloragdo com Hematoxilina/Eosina. Os cortes foram
analisados em microscopio Nikon (Japao) com aumento de 40x, e as imagens foram captadas
por camera digital (Coolpix 4500, Roper Scientific, Japao) armazenadas em computador e

editadas utilizando o software Adobe Photo Shop 7.0.

3.5 - Estudos funcionais da r eatividade vascular

Os animais foram sacrificados 4 dias apds a cirurgia em carotida comum esquerda.

Através de uma incisdo na linha média do pescocgo, a artéria carotida contra-lateral a lesdo por
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catéter-baldo foi exposta, nervos e tecidos conjuntivo e adiposo foram removidos, a artéria foi
isolada e retirada do animal.

Ap0s o isolamento, a artéria foi cortada em anéis de 4mm e dois ganchos de metal
foram inseridos no limem da mesma para produzir tensdo. No caso de animais controle, foi
realizado o mesmo procedimento de remocgao da artéria contra-lateral.

Os anéis foram colocados em cubas de 6rgdo isolado (5 mL), nutridos com solugao
de Krebs (NaCl 118,4 mmol/L; KCI1 4,7 mmol/L; CaCl, 1,9 mmol/L; KH,PO4 1,2 mmol/L;
MgSO4 1,2 mmol/L; NaHCO3 25 mmol/L; C¢H1206 11,6 mmol/L; pH 7,4), gaseificada com
mistura carbogénica (95% O; e 5% de CO,), e mantidos a temperatura constante de 37°C.

Um dos ganchos foi conectado a um suporte fixo ajustavel e o outro, a um transdutor
para registro de contragdo isométrica (Tri 201-Letica, Espanha). Os resultados das contragdes
foram obtidos através de programa de computador (Windaq DataQ) em computador
conectado ao transdutor.

Antes do inicio do protocolo experimental, as preparagdes permaneceram em
repouso sob uma tensdo passiva ideal (1g), durante 60 minutos para estabilizagdo. Apds o
periodo de estabilizagdo a viabilidade da preparagdo foi testada com cloreto de potassio (90
mmol/L) e fenilefrina (107" mol/L) até a reproducio da resposta contratil.

De acordo com o protocolo experimental, o endotélio foi preservado ou removido
mecanicamente. Em todos os experimentos a presenga do endotélio foi averiguada pela
aplicagdo de 10°mol/L de acetilcolina (ACh), sobre a pré-contracio desencadeada pela Phe.
Anéis que produziram relaxamento minimo de 80% do valor da pré-contracdo inicial foram
considerados com endotélio intacto e utilizados nos experimentos. As artérias na possuem
tonus basal quando suspendidas, in vitro, ou seja, sobre as condigdes normais utilizadas para o
ensaio farmacologico, os efeitos relaxantes s6 podem ser quantificados em vasos isolados pré-

contraidos com agentes estimulantes.
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3.5.1 - Protocolos experimentais

3.5.1.1 — Consequiéncias da lesdo por catéter-baldo na contracdo induzida por Phe

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a resposta contratil a Phe em
carotida contra-lateral, quatro dias apds a lesdo, foram construidas curvas concentragao-efeito
cumulativas para o agonista a;-adrenérgico Phe (10"° a 10 mol/L), em artérias de animais

controle e operados, em presenca de endotélio.

3.5.1.2 — Participacéo do endotélio na contracao induzida por Phe em car6tida contra-
lateral alesdo por catéter-baléo

Para determinar a participagdo do endotélio na contracdo induzida por Phe em
carotida contra-lateral a lesao por catéter-baldo, quatro dias apds a lesao, foram construidas
curvas concentragio-efeito cumulativas para Phe (10"° a 10° mol/L), em artérias de animais

controle e operados, em auséncia de endotélio, removido mecanicamente dos anéis.

3.5.1.3 - Consequiéncias da lesdo por catéter-bal&o sobre a contragdo induzida por KClI
Para verificar se a lesdo por catéter-balao afeta a integridade muscular da artéria

contra-lateral, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para o agente

despolarizante KCI (10 a 120 mmol/L), em artérias de animais controle e operados, em

presenca de endotélio.

3.5.1.4 — Consequéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o relaxamento induzido por
ACh
Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera o relaxamento colinérgico na artéria

contra-lateral, foram construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas para o agonista



Materiais e Mé&odos - 44

muscarinico ACh (10'10 a 10” mol/L) em artérias de animais controle e operados, em presenca

de endotélio, apds pré-contragio com Phe (107 mol/L).

3.5.1.5 — Conseqliéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o relaxamento induzido por
Phe

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera o relaxamento induzido por Phe na
artéria contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-efeito cumulativas para Phe (10°
2 10" mol/L) em artérias de animais controle ¢ operados, na presenga de endotélio, apds
pré-contragdo com prostaglandina F,, (PGFy,, 3 x 107 mol/L). Todos os protocolos de
relaxamento induzido por Phe foram conduzidos em presenca do antagonista as-adrenérgico
WB 4101 (107" mol/L), pré-incubado 30 minutos antes da pré-contragdo (De OLIVEIRA et
al., 1998), para excluir a participagdo desses receptores mediadores da contracao adrenérgica,
em carotida de rato, durante a estimulacdo com Phe, o que, teoricamente, facilita a observagao

e detec¢do da resposta de relaxamento adrenérgico induzido pelo agonista a;-seletivo Phe.

3.5.1.6 — Conseqliéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o relaxamento induzido por
nitr oprussiato de sodio (NPS)

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo afeta os mecanismos musculares de
relaxamento na artéria contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-efeito
cumulativas para o doador de 6xido nitrico NPS (107'° a 10> mol/L) em artérias de animais
controle e operados, em presenga de endotélio, apés pré-contragdo com Phe (10”7 mol/L). O
NPS produz um relaxamento endotélio-independente, devido ao mecanismo de liberagao do
mediador relaxante 6xido nitrico a partir de sua estrutura, o que permite avaliar a fungdo

muscular relaxante, sem interferéncia do endotélio.
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3.5.1.7 — Conseqliéncias da lesdo por catéter-baldo sobre o relaxamento induzido por
Phe em aorta

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera o relaxamento induzido por Phe em
outros leitos vasculares, além da cardtida contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-
efeito cumulativas para Phe (10"° a 3 x 10" mol/L) em aorta de animais controle e operados, na
presenga de endotélio, apds pré-contragio com PGF, (3 x 10° mol/L) (BONAVENTURA et al.,
2007). O relaxamento induzido por Phe em aorta foram conduzidos nas mesmas condi¢des que
em carétida, ou seja, em presenca do antagonista a;a-adrenérgico WB 4101 (10™° mol/L), pré-

incubado 30 minutos antes da pré-contracdo (De OLIVEIRA etal., 1998).

3.5.1.8 — Caracterizacao dos r eceptor es mediador es do relaxamento induz do por Phe

Para determinar o tipo de receptor responsavel por mediar o relaxamento induzido
por Phe em carétida de rato, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para
Phe (10" a 10" mol/L) em anéis de cardtida controle e contra-lateral, com endotélio intacto,
na presenca de antagonistas seletivos para os tipos de adrenoceptores.

A participagdo de receptores a;-adrenérgicos no relaxamento induzido por Phe em
carotida de rato foi verificada pela adigdo do antagonista seltivo para a;-adrenoceptores
prazosin (Pz 10 mol/L), adicionado 20 minutos antes da pré-contragio da preparagdo. A
participagdo de receptores op-adrenérgicos no relaxamento induzido por Phe em carédtida de
rato foi verificada pela adicdo do antagonista seletivo para a;p-adrenoceptores BMY 7378
(dihidrocloridrato de 8-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-8-azaspiro[4,5]decano-7,9-
diona) (10" mol/L), adicionado 30 minutos antes da pré-contracdo da preparagio (GOETZ et
al., 1995). Para excluir a participagdo de a,-adrenoceptores no relaxamento induzido por Phe
em cardtida de rato, foram construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito para Phe (107"
a 10"° mol/L) em anéis de carétida contra-lateral e de carétida controle, com endotélio

intacto, em presenga do antagonista seletivo para a,-adrenoceptores ioimbina (10~ mol/L),
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adicionado 20 minutos antes da pré-contragdo da preparacdo (BARBIERI et al., 1998). Para
excluir a participagao de B-adrenoceptores no relaxamento induzido por Phe em cardtida de
rato, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107"° a 10™° mol/L)
em anéis de carodtida contra-lateral e de carétida controle, com endotélio intacto, em presenga
do antagonista ndo-seletivo para p-adrenoceptores propranolol (10 mol/L), adicionado 30

minutos antes da pré-contragdo da preparacdo (McDONALD et al., 1999).

3.5.1.9 — Participacdo do endotélio no rdaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo do endotélio no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
10" mol/L) em anéis de cardtida contra-lateral e controle, em auséncia de endotélio,

removido mecanicamente das preparacoes.

3.5.1.10 — Participacao de GAP-junctions no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo de GAP-junctions no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
1071 mol/L) em anéis de controle e cardtida contra-lateral, com endotélio, em presenga do
bloqueador de GAP-junctions 4cido B-glicirretinico (B-GA, 10> mol/L) (TAKEDA et al.,

2004), adicionado 20 minutos antes da pré-contracao.

3.5.1.11 — Participacéao do NO no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo do NO no mecanismo de vasorelaxamento induzido por
Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragio-efeito para Phe (10™'° a 10'° mol/L)
em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenga do inibidor
nao seletivo de NO sintases L-NAME (NG—nitro—L—arginina metil éster, 10 mol/L),

adicionado 30 minutos antes da pré-contragao da preparacao (REES et al., 1990).
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Para verificar a participa¢do das isoformas da NO sintase (NOS) no mecanismo de
vasorelaxamento induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito
para Phe (10" a 10'° mol/L) em anéis de cardtida contra-lateral e controle, com endotélio
intacto, em presenca do inibidor seletivo de NOS endotelial (NOSe) L-NNA (N“-Nitro-L-
arginine, 10 mol/L) (DWYER et al., 1991), do inibidor seletivo de NOS neuronal (nNOS) 7-
NI (7-nitroindazol, 10 mol/L) (De ANDRADE, 2005), e do inibidor de NOS induzida
(NOSi) 1400W (107 mol/L) (GARVEY et al., 1997), adicionados 30 minutos antes da pré-

contragdo da preparacao.

3.5.1.12 — Participacdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMP’c) no reaxamento
induzido por Phe

Para verificar a participagdao de GMP’c no mecanismo de vasorelaxamento induzido
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a 107"
mol/L) em anéis de cardtida controle e contra-lateral, com endotélio, em auséncia e presenca
do inibidor seletivo de guanilato ciclase soluvel de ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo [4,3-a]
quinoxalin-1-ona, 10" mol/L), adicionado 30 minutos antes da pré-contragio (TIRAPELLI et

al., 2006).

3.5.1.13 — Participaco de canais para potassio (K*) no relaxamento induzido por Phe
Para verificar a participagido de canais para K' no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (10" a
1071 mol/L) em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio, em auséncia e
presenga do bloqueador ndo-seletivo de canais para K tetraetilaménio (TEA, 10 mol/L),

adicionado 30 minutos antes da pré-contracdo (TIRAPELLI et al., 2006).
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3.5.1.14 — Participacao de produtos derivados da COX no relaxamento induz do por Phe

Para verificar a participagdo de produtos derivados da COX no vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (10" a
10710 mol/L) em anéis de cardtida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenga
do inibidor ndo-seletivo de COX indometacina (10~ mol/L), adicionado 30 minuto antes da
pré-contragdo da preparacdo (FUTAKI et al., 1994).

Para determinar a participagdo das isoformas da COX no vasorelaxamento induzido
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a 107"
mol/L) em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenga do
inibidor seletivo de COX-1 SC-560 (10 mol/L) (OLIVON, 2006) e do inibidor seletivo de
COX-2 SC-236 (10" mol/L) (OSTROM et al., 2001), adicionados 30 minutos antes da pré-

contracao da preparacao.

3.5.1.15 — Participacao do anion O3 no relaxamento induzdo por Phe

Para verificar a participagdo do anion O, no vasorelaxamento induzido por Phe,
foram construidas curvas cumulativas concentragio-efeito para Phe ( 10 a 10" mol/L) em
carotidas controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do sequestrador
seletivo para anion O, tempol (4-hidroxitetrametil-L-piperidina-1-oxil, 10~ mol/L) (ZHENG
et al., 2003), adicionado 30 minuto antes da pré-contragdo da preparacao.

Para verificar a hipotese de participacao de perdxido de hidrogénio (H,0O,), derivado
da remocdo do anion superoxido pelo tempol, no relaxamento induzido por Phe, foram
construidas curvas concentragio-efeito cumulativas para Phe (107"° a 10" mol/L) em artérias
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio intacto, em presenca de
tempol (107 mol/L) associado ao sequestrador de H,O, PEG-catalase (200 U/mL) (De

ANDRADE et al., 2006), adicionados 30 minutos antes da pré-contracao.
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3.5.1.16 — Participacéo de produtos derivados da NADPH oxidase no relaxamento
induzido por Phe

Para verificar a participagdo de produtos da NADPH oxidase no mecanismo de
vasorelaxamento induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito
para Phe (10" a 107" mol/L) em anéis de cardtida controle e contra-lateral, com endotélio,
em auséncia e presenga do inibidor de NADPH oxidase apocinina (10 mol/L) (ZHENG et

al., 2003), adicionado 30 minutos antes da pré-contragao.

3.5.1.17 — Participacéo de produtos derivados da COX-2 na contracao induzida por Phe
Para verificar a participacdo de produtos derivados da COX-2 na contragdo induzida
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (10'10 a 107
mol/L) em anéis de carodtida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do
inibidor seletivo de COX-2 SC 236 (10™'° mol/L) (OSTROM et al., 2001), adicionado 30

minuto antes do inicio da curva.

3.5.1.18 — Participacao do anion O, na contracao induzida por Phe

Para verificar a participagdo do anion O, na contragdo induzida por Phe, foram
construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (10" a 10 mol/L) em carétidas
controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenga do sequestrador seletivo para
anion O, tempol (4-hidroxitetrametil-L-piperidina-1-oxil, 10~ mol/L), adicionado 30 minuto
antes do inicio da curva.

Para verificar a hipotese de participacao de peroxido de hidrogénio (H,0O,), derivado
da remoc¢do do anion superdxido pelo tempol, na contragdo induzida por Phe, foram
construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para Phe (10" a 10 mol/L) em artérias

controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio intacto, em presenga de
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tempol (107 molL) associado ao sequestrador de H,O, PEG-catalase (200 U/mL),

adicionados 30 minutos antes do inicio da curva.

3.5.2—-Analise de dados
As determinagdes dos valores de Emax (efeito maximo) e ECsy (concentracdo do
agonista que produz 50% do efeito maximo) foram realizadas utilizando o método de
regressao nao — linear dos minimos quadrados utilizando-se o programa GraphPad Prism
(GraphPad software, versao 3.01, 1999). Para analise da poténcia do agonista, foi utilizado o
valor de pD, (logaritmo negativo da ECsy da droga), que assume distribuicio normal,
compativel com manipulagdes e comparagdes estatisticas (KENAKIN, 1997). Os valores de
pD, foram obtidos a partir do valor de ECs, utilizando-se o programa GraphPad Prism
(GraphPad software, versao 3.01, 1999).
Os métodos estatisticos utilizados foram o teste-t ndo pareado, para protocolos
envolvendo dois grupos experimentais, ou a Analise de Varidncia de um fator (one-way
ANOVA), seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls, para protocolos envolvendo trés ou mais

grupos experimentais.

3.6 —Citometria de fluxo

3.6.1 — Isolamento de células endoteliais

O Isolamento das células endoteliais de carotida de rato Wistar foi realizado 30
minutos antes dos experimentos. Cardtidas comuns (15 mm) de ratos foram isoladas, cortadas
longitudinalmente e mantidas em solu¢cdo de Hanks completa (CaCl, 1,6 mmol/L; MgSO4 1,0

mmol/L; NaCl 145,0 mmol/L; KCl 5,0 mmol/L; NaH,PO4 0,5 mmol/L; dextrose 10,0
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mmol/L; HEPES 10,0 mmol/L; pH 7,4) (RODRIGUES et al., 2007). Cada n foi composto por
um pool de seis carotidas.

A remocao das células endoteliais foi feita mecanicamente com o auxilio de uma
haste plastica e plana (rodinho), como descrito por HIRANO et al. (1993). A suspensdo de
células foi centrifugada a 1000 rpm por 5 min e concentrada em 500 mL de Hanks em tubos

de poliestireno para citometria.

3.6.2 — Quantificacdo de espéciesreativas der ivadas de oxigénio (EROS)

A andlise por citometria de fluxo foi realizada em Citdmetro de Fluxo (FACS
CANTO, BD) com um laser azul a 488 nm e lido com detector C. Para a realizagdo da medida
de EROS pela técnica de citometria de fluxo, a suspensdo de células, sem qualquer estimulo,
foi submetida a leitura, para verificar a emissao de florescéncia basal (Branco). A suspensao
de células foi entdo incubada por 20 min com a sonda fluorescente dihidroetidina (DHE) que
reage com espécies reativas de oxigénio para formar o hidroxietidio fluorescente (ZHAO et
al., 2003). A seguir, nova leitura da amostra foi realizada para obtencao dos valores basais de
fluorescéncia emitidos pelo DHE no interior das células endoteliais. Foi realizada a aquisi¢cao
de 10.000 células para cada protocolo realizado. A mediana da intensidade de fluorescéncia

foi medida em todas as amostras usando o software DIVA.

3.6.2.1 — Consequiéncias da lesdo por catéter-baldo na producdo de EROS

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a producdo de EROS na artéria
contra-lateral, foram feitas analises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de cardtidas controle e contra-laterais, em presenca da sonda

fluorescente para EROS dihidroetidina (DHE).
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3.6.2.2 — Consequiéncias da lesdo por catéter-baldo na producgéo de anion Oy

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a producao de anion O,  na artéria
contra-lateral, foram feitas analises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de cardtidas controle e contra-laterais, marcadas pela sonda
fluorescente para EROS, DHE, em presenca do scavenger de anion O, tiron (4cido 4,5-
dihidroxi-3-benzenodissulfénico dissodico monohidratado, 10* mol/L) (De ANDRADE et

al., 2006), pré-incubado 20 minutos antes da leitura .

3.6.2.3 — Participacao da COX-2 na producao de EROS

Para determinar a participagdo da COX-2 na produ¢do de EROS na artéria contra-
lateral, foram feitas andlises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de carotidas controle e contra-laterais, marcadas pela sonda
fluorescente para EROS, DHE, em presenca do inibidor seletivo de COX-2 SC236 (107"°

mol/L) (OSTROM et al., 2001), pré-incubado 30 minutos antes da leitura.

3.6.3—Andlise edtatistica

Os resultados estdo apresentados como a média das medianas da intensidade de
fluorescéncia (IF) das células carregadas com DHE. A analise estatistica foi feita pelo
programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, versdao 3.02, 2001). Os métodos
estaisticos utilizados foram o teste-t ndo pareado, para protocolos envolvendo dois grupos
experimentais, ou a Analise de Varidncia de um fator (one-way ANOVA), seguida pelo pds-

teste de Newman-Keuls, para protocolos envolvendo trés ou mais grupos experimentais.
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4.1 - Morfologia das artérias carotidas

A validagdo do modelo de lesdo vascular por catéter-baldo foi feita pela analise
morfoldgica de cortes histologicos de cardtida ipsi-lateral corados com HE, a fim de verificar
a eficacia do procedimento de passagem do catéter-baldo no limem arterial em promover a
remocdo do endotélio vascular. Artérias cardtidas ipsi- e contra-laterais foram coletadas
quatro dias apds a lesdo por catéter-balao, bem como artérias carotidas de animais controle
intactos de mesma idade.

As artérias de animais controle apresentaram uma monocamada de células endoteliais,
seguidas de trés ou quatro camadas de células musculares lisas, ¢ uma camada adventicia
continua ao tecido conjuntivo frouxo de tecidos adjacentes. As artérias ipsi-laterais, quatro
dias apds a lesdo, apresentaram auséncia de camada endotelial, trés ou quatro camadas de
cé¢lulas de musculo lisa, seguidas pela camada adventicia. As artérias contra-laterais, quatro
dias apos a lesdo, apresentam caracteristicas morfologicas aparentemente semelhantes aquelas

encontradas em artérias provenientes de animais controle (figura 2).

Controle Ipsi-lateral Contra-lateral

Figura 2. Cortes histologicos representativos de artérias carétidas controle, ipsi- e contra-laterais, quatro
dias apés a lesio por catéter-baldo. Coloragdo: Hematoxilina/Eosina. E: endotelio; M: camada media; A:
camada adventicia; L: [amen. Objetiva 40x.
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4.2 - Morfometria das artérias carotidas

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a espessura dos tecidos integrantes da
parede vascular, foi realizada andlise morfométrica em artérias carétidas controle, ipsi- €
contra-lateral, quatro dias apds a lesdo.

As artérias de controle e contra-lateral ndo apresentaram diferenga significativa entre a
espessura de suas camadas intima (2,32 + 0,21uM e 2,00 + 0,19 uM, respectivamente), média
(53,71 + 2,85uM e 51,66 + 2,73 uM, respectivamente) e adventicia (50,09 + 2,99uM e 45,26
+ 2,10 uM, respectivamente) (figura 3, tabela 4.1). As artérias ipsi-laterais apresentaram
auséncia de camada intima, sem diferencga significativa entre suas camadas média (54,43 +

2,35uM) e adventicia (49,34 + 2,52uM) em relagdo ao grupo controle (figura 3, tabela 4.1).
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Figura 3. Analise morfométrica de artérias carétidas controle, ipsi- e contra-laterais, quatro dias apos a
lesdo por catéter-baldo. A figura mostra a espessura média das camadas intima, média e adventicia, de artérias
controle, ipsi- e contra-laterais, quatro dias apds a lesdo. Os dados representam a média = EPM (n=5).
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Tabela 4.1 - Valores da espessura das camadas intima, média e adventicia de artérias carétidas controle, ipsi- e
contra-laterais, quatro dias ap6s a lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média £ EPM (n=5). * indica
diferenca significativa (P<0,001) emrelagdo ao grupo controle. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos Controle Ipsi-lateral Contra-lateral
intima (uM) 2,32+ 0,21 0,0 +0,0* 2,0+ 0,19
n=15) n=15) (n=5)
Média (uM) 53,71 + 2,85 54,43 + 2,35 51,66 + 2,73
(h=15) (h=15) (=5
Adventicia (uM) 50,09 + 2,99 49,34 + 2,52 45,26 + 2,10
(h=15) (h=15) (n=15)
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4.3 - Conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldao na contracio induzida por Phe

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a resposta contratil a Phe em
cardtida contra-lateral, quatro dias apds a lesdo, foram construidas curvas concentragdo-efeito
cumulativas para o agonista a;-adrenérgico Phe (107 a 10™ mol/L), em artérias de animais
controle e operados, em presenga de endotélio. Nessa faixa de concentracdes (10'10 a 107
mol/L), a Phe produz uma contragdo concentragao-dependente em carotida de rato.

Os resultados mostram que a lesdo por catéter-baldo aumenta significativamente a
amplitude da contragdo maxima induzida por Phe em artérias contra-laterais, com endotélio,
quando comparado a artérias de animais controle em presenca de endotélio (tabela 4.2).
Paralelamente, hd redugdo significativa desse parametro em artérias ipsi-laterais, onde o
endotélio foi removido pela passagem do cateter-balao, em relagdo a artérias controle com
endotélio (figuras 4 e 5). Os valores de poténcia (pD,) ndo sofreram alteracdes nos diferentes

grupos (tabela 4.3).
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Figura 4. Contracio induzida por Phe em artérias carétidas isoladas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura mostra curvas concentracao-efeito
cumulativas de contracdo para Phe em carétidas de animais controle, e em artérias contra- e ipsi-laterais de

animais submetidos a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apds a lesao. Os dados representam a média + EPM
(n=5).
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Figura 5. Efeito contratil da Phe em artérias carodtidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura mostra o efeito de contracdo maxima
induzida por Phe em carétidas de animais controle, e em artérias contra- e ipsi-laterais de animais submetidos a
lesdo por catéter-baldo, quatro dias apos a lesdo. Os dados representam a média =+ EPM (n= 5). * indica
diferenga significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle. # indica diferenga significativa (P<0,001) em
relagdo a artéria contra-lateral (ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls).

Tabela 4.2 - Valores de efeito de contragdo maxima (Emax) de Phe em artérias carotidas isoladas de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). Os dados representam a
média + EPM (n=5). * indica diferenga significativa (P<0,001) emrelagdo ao grupo controle. # indica diferenca
significativa (P<0,001) emrelagao a artéria contra-lateral. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle (ce) Contra-lateral (ce) Ipsi-lateral (se)
0,38+ 0,01g 0,54 £0,01¢g* 0,19+ 0,01g*#

Tabela 4.3 - Valores de pD, (-log ECs) de Phe, como agonista vasoconstrictor, em artérias carétidas isoladas de
animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). Os dados
representam a média + EPM (n = 5). ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos

Controle (ce) Contra-lateral (ce) Ipsi-lateral (se)

7,10 £ 0,12 7,25 £ 0,05 7,23 +£0,14
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4.4 - Participacio do endotélio na contragio induzida por Phe em carotida contra-lateral

a lesao por catéter-balao

Para determinar a participagdo do endotélio na contracdo induzida por Phe em
carotida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apds a lesao, foram construidas
curvas concentragao-efeito cumulativas para Phe (10" a 10”° mol/L), em artérias de animais
controle e operados, em presenca e auséncia de endotélio.

A remog¢ao do endotélio aumentou significativamente a amplitude da contragdo
maxima induzida pela Phe em artérias controle (figuras 6a e 7, tabela 4.4), mostrando o papel
modulador negativo do endotélio sobre a vasoconstricgdo adrenérgica. Entretanto, em artérias
contra-laterais a lesdo, a remocdo endotelial reduziu significativamente a amplitude da
contracao maxima induzida por Phe (figuras 6b e 7, tabela 4.4), sugerindo a participacao
positiva do endotélio no aumento da resposta de contragdo adrenérgica nesse leito, e portanto,
uma inversdo do papel modulador do endotélio sobre a vasoconstric¢do adrenérgica na artéria

contra-lateral. Os valores de poténcia (pD,) ndo sofreram alteragdes nos diferentes grupos

(tabela 4.5).
B
0.759 = Controle ce 0.757 4 Contra-lateral ce
o Controle se A Contra-lateral se
@ 0.50 0.50
o
(T
2
o 0.259 .25
o 0.25
0.00 0.00+
T T T T T T 1 T T T T T T 1
-2 -0 9 -8 -7 6 -5 4 11 10 -9 -8 -7 6 5 -4
Phe log[mol/L] Phe log [mol/L]

Figura 6. Contracio induzida por Phe em artérias carétidas isoladas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura mostra curvas concentracao-efeito
cumulativas de contragdo para Phe em cardtidas de animais controle com e sem endotélio (A), e em artérias
contra-laterais de animais submetidos a les@o por catéter-baldo, quatro dias apds a lesdo, com e sem endotélio
(B). Os dados representam a média + EPM (n=4 - 5).
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I C/ Endotélio
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Figura 7. Efeito contratil da Phe em artérias cardtidas isoladas de animais controle e submetidos a lesiao
por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura mostra o efeito de contragdio maxima
induzida por Phe em carétidas de animais controle e em artérias contra-laterais de animais submetidos a lesdo
por catéter-baldo, quatro dias apds a lesdo, com e sem endotélio. Os dados representam a média + EPM (n= 4 -
5). * indica diferenga significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle. # indica diferenca significativa

(P<0,001) emrelagdo a artéria contra-lateral (ANOVA, pods-teste de Newman-Keuls).

Tabela 4.4 - Valores de efeito de contragdo maxima (Emax) de Phe em artérias carotidas isoladas de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). Os dados representam a
média £ EPM (n =4 - 5). * indica diferenga significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle. # indica
diferenca significativa (P<0,001) emrelagdo a artéria contra-lateral. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Emax Phe (g)
Grupos
C/ Endotélio S/ Endotélio
Controle 0,38 + 0,01 0,56 + 0,03*
Contra-lateral 0,54+ 0,01* 0,35+ 0,03#
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Tabela 4.5 - Valores de pD, (-log ECs) de Phe, como agonista vasoconstrictor, em artérias cardtidas isoladas de
animais controle e submetidos a lesdo por catéter-balao, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). Os dados
representam a média £ EPM (n=4 - 5). ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

pD: Phe (-log ECs)
Grupos
C/ Endotélio S/ Endotélio
Controle 7,10 + 0,12 7,39 + 0,08
Contra-lateral 7,25+ 0,05 7,41 + 0,26

Conclusdes Parciais

v' A lesdo por catéter-balio aumenta a resposta contratil induzida por Phe em
cardtida contra-lateral com endotélio, quatro dias apds a lesdo, em relagdo ao

grupo controle.

v A contragdo induzida por Phe em carotida contra-lateral é normalizada pela
remogao endotelial. Esse dado sugere a participacdo do endotélio como
modulador positivo do aumento da contragdo maxima induzida por Phe nesse
leito. A participacdo do endotélio poderia estar associada a liberagao de
substancias vasocontritoras e/ou a redu¢do na liberacdo de substancias

vasodilatadoras.
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4.5 - Conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldao na contracio induzida por KCl

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo afeta a integridade muscular da artéria
contra-lateral, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para o agente
despolarizante KC1 (10 a 120 mmol/L), em artérias de animais controle e operados, em
presenca de endotélio. Nessa faixa de concentracdes (10 a 120 mmol/L), o KCI produz uma
contracao concentragdo-dependente em carétida de rato, por despolarizagao.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os parametros
de efeito maximo (Emax) e poténcia (pD,) para KCl em artérias de animais controle e em
artérias contra-laterais a lesdo, sugerindo que a integridade da maquinaria contratil do

musculo liso das artérias contra-laterais ndo foi afetada pela lesdo vascular (figuras 8 e 9,

tabela 4.6).
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Figura 8. Contracio induzida por KCI em artérias controle e contra-laterias a lesdo por catéter-baldo, com
endotélio (ce). As figuras representam curvas concentragdo-efeito cumulativas para KCI (10 - 120 mmol/L), na
presenca de endotélio. Os dados representam a média + EPM (n= 4).
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Figura 9. Efeito contratil de KCI em artérias controle e contra-laterais a lesdo por catéter-balio, com
endotélio (ce). A figura representa de efeito maximo (Emax) para KCI. Os dados representam a média + EPM

(n=4). Teste t ndo-pareado.

Tabela 4.6 - Valores de Emax e pD, (-log ECsp) de KCI em artérias cardtidas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média = EPM (n= 4). Teste t ndo-pareado.

Parametros Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Emax (g) 0,45 +0,01 0,48 +0,03
pD: (-log ECsg) 1,50 £ 0,03 1,42 +£0,05
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4.6 - Conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldao no relaxamento induzido por ACh

Para verificar se a lesdo por catéter-baldao altera o relaxamento colinérgico na artéria
contra-lateral, foram construidas curvas concentra¢do-efeito cumulativas para o agonista
muscarinico ACh (10™'% a 10 mol/L) em artérias de animais controle e operados, em presenca
de endotélio, apds pré-contragio com Phe (107 mol/L).

Na faixa de concentra¢des de 10'° a 10° molL, a ACh promoveu relaxamento
concentragdo-dependente em carétidas de animais controle e em artérias contra-laterais de
animais operados. Nao foram observadas alteracdes nos valores de Emax e pD, do agonista
entre as artérias controle e contra-laterais a lesdo (figuras 10 e 11, tabela 4.7), sugerindo

aparente integridade endotelial na artéria contra-lateral.
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Figura 10. Relaxamento induzido ACh, em artérias cardtidas isoladas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa a curva concentracdo-efeito cumulativa para
ACh (10"°a 10> mol/L). Os dados representam a média £ EPM (n = 5).
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I Controle ce
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Figura 11. Efeito relaxante de ACh em artérias carétidas isoladas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa os valores de efeito maximo (Emax) de ACh.
Os dados representam a média + EPM (n = 5). Teste t ndo-pareado.

Tabela 4.7 - Valores de Emax e pD; (-log ECsy) de ACh em artérias carétidas de animais controle e submetidos
a lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média £ EPM (n=15). Teste t ndo-pareado.

Parametros Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Emax (%) 102,65 +2,48 101,40 £2,25
pD: (-log ECs) 7,44 £0,15 7,50 £ 0,08
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Conclusdes Parciais

v' A lesdo por catéter-baldo ndo altera a integridade da fungdo muscular contratil

em carotida contra-lateral.

v' A lesdo por catéter-baldo ndo altera, aparentemente, a integridade da fungdo

endotelial de relaxamento em cardtida contra-lateral
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4.7 - Conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldao no relaxamento induzido por Phe

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera o relaxamento induzido por Phe na
artéria contra-lateral, foram construidas curvas concentragcdo-efeito cumulativas para Phe (10°
'*2 10" mol/L) em artérias de animais controle ¢ operados, na presenca de endotélio, apds
pré-contragio com PGFa, (3 x 10™ mol/L). Todos os protocolos de relaxamento induzido por
Phe foram conduzidos em presenga do antagonista o,-adrenérgico WB 4101 (107'° mol/L),
pré-incubado 30 minutos antes da pré-contracdo, para excluir a participagdo desses receptores
mediadores da contragcdo adrenérgica, em carétida de rato, durante a estimulacdo com Phe, o
que, teoricamente, facilita a observagao e deteccdo da resposta de relaxamento adrenérgico
induzido pelo agonista a;-seletivo Phe.

Na faixa de concentragdes de 10" a 107'° mol/L, Phe produziu um relaxamento
concentragdo-dependente em carotida de rato controle, em presenga de endotélio, com
amplitude maxima de aproximadamente 40% (figuras 12 e 13, tabela 4.8) e pD, em torno de
12 (tabela 4.8). Em cardtida contra-lateral a lesao por catéter-balao, em presenga de endotélio,
o relaxamento induzido por Phe (107" a 107 mol/L) est4 completamente abolido (figuras 12

e 13, tabela 4.8).
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Figura 12. Relaxamento induzido por Phe em artérias cardtidas isoladas de animais controle e

submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa a curva concentragao-efeito
cumulativa de relaxamento para Phe (10"°a 107" mol/L). Os dados representam a média = EPM (n = 5).
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Figura 13. Efeito relaxante de Phe em artérias caroétidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa os valores de efeito maximo (Emax) de Phe como
agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa

(P<0,0001) emrelagdo ao grupo controle (teste t ndo-pareado).

Tabela 4.8 - Valores de Emax e pD, (-log ECs) de Phe, como agonista vasorelaxante, em artérias cardtidas de
animais controle e submetidos a les@o por catéter-baldo. Os dados representam a média + EPM (n=5). * indica
diferenga significativa (P<0,0001) em relacdo ao grupo controle. Teste t ndo-pareado.

Parametros

Grupos

Controle ce
Emax (%) 40,06 £ 1,23

pD: (-log ECsg) 12,03 + 0,28

Contra-lateral ce

2,13+£0,98 *
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4.8 - Conseqiiéncias da lesdo por catéter-baldo no relaxamento induzido por NPS

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo afeta os mecanismos musculares de
relaxamento na artéria contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-efeito
cumulativas para o doador de 6xido nitrico NPS (107 a 10 mol/L) em anéis de artérias de
animais controle e operados, em presenga de endotélio, apés pré-contragio com Phe (107
mol/L). O NPS produz um relaxamento endotélio-independente, devido ao mecanismo de
liberacdo do mediador relaxante 6xido nitrico a partir de sua estrutura, o que permite avaliar a
fun¢ao muscular relaxante, sem interferéncia do endotélio.

Nessa faixa de concentragdes (107'% a 10> mol/L), o NPS produziu um relaxamento
concentragdo-dependente em carédtidas de animais controle e em artérias contra-laterais de
animais operados, na presenca de endotélio. Nao foram observadas alteragdes nos valores de
Emax ou pD, do doador entre as artérias controle e contra-laterais a lesdo (figuras 14 e 15,
tabela 4.9), sugerindo preservacdo da integridade dos mecanismos musculares de relaxamento

na artéria contra-lateral.
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Figura 14. Relaxamento induzido por NPS em artérias carétidas isoladas de animais controle e
submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa a curva concentragao-efeito
cumulativa para NPS (107%a 10~ mol/L). Os dados representam a média = EPM (n=4 - 5).



100+

Emax NPS
(% Relaxamento)

(&)

<

0-

Resultados - 70

I Controle ce
1 Contra-lateral ce

Figura 15. Efeito relaxante de NPS em artérias carodtidas isoladas de animais controle e submetidos a
lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce). A figura representa os valores de efeito maximo (Emax) de NPS.

Os dados representam a média + EPM (n=4 - 5). Teste t ndo-pareado.

Tabela 4.9 - Valores de Emax e pD, (-log ECsy) de NPS em artérias carétidas de animais controle e submetidos
a lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média + EPM (n=4 - 5). Teste t ndo-pareado.

Parametros Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Emax (%) 122,40 £ 5,27 120,03 + 6,64
pD: (-log ECs) 8,20+0,16 8,06 + 0,06
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4.9 - Conseqiiéncias da lesao por catéter-baldo no relaxamento induzido por Phe em aorta

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera o relaxamento induzido por Phe em
outros leitos vasculares, além da carotida contra-lateral, foram construidas curvas
concentragdo-efeito cumulativas para Phe (10"° a 3 x 10"° mol/L) em aorta de animais
controle e operados, na presenca de endotélio, apds pré-contragio com PGFa, (3 x 107
mol/L). O relaxamento induzido por Phe em aorta foram conduzidos nas mesmas condicdes
que em cardtida, ou seja, em presenca do antagonista o, s-adrenérgico WB 4101 (107 mol/L),
pré-incubado 30 minutos antes da pré-contragao.

Na faixa de concentrag¢des de 107"° a 3 x 10" mol/L, Phe produziu um relaxamento
concentragdo-dependente em aorta de ratos controle e operados, em presenca de endotélio,
com amplitude maxima de aproximadamente 45% (figuras 16 e 17, tabela 4.10) e pD; em
torno de 11 (tabela 4.10), sem diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
e operado, o que sugere que a lesdo por catéter-baldo produz alteracdes de reatividade a Phe
leito-dependentes a area de lesdo e exclui a participacdo de fatores humorais como
responsaveis por essas alteragoes.

Para confirmar a participagao dos receptores ap-adrenérgicos como mediadores do
relaxamento induzido por Phe em aorta, o protocolo de relaxamento foi reproduzido em
presenca do antagonista o;p-adrenérgico BMY 7378 (10 mol/L), pré-incubado 20 minutos
antes da pré-contracdo, em aorta de animais controle e operados. Os resultados obtidos a
partir desse protocolo mostram que a resposta de relaxamento induzida por Phe em aorta de
ratos controle e operados foi completamente abolida em presenga do antagonista op-
adrenérgico BMY 7378 (figuras 16 e 17, tabela 4.10), confirmando a participacdo desses

receptores como mediadores dessa resposta nesse leito.
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Figura 16. Relaxamento induzido por Phe em aorta isolada de animais controle e submetidos a lesiao por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de BMY 7378. A figura representa a curva
concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (107 a 3 x 10""° mol/L), em auséncia ou presenga do
antagonista a;p-adrenérgico BMY 7378 (10" mol/L). Os dados representam a média £ EPM (n = 5).
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Figura 17. Efeito relaxante de Phe em aorta isolada de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-
baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de BMY 7378. A figura representa os valores de efeito
maximo (Emax) de Phe, como agonista vasorelaxante, em auséncia ou presenga do antagonista ap-adrenérgico
BMY 7378 (10® mol/L). Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa
(P<0,001) em relagdo ao grupo controle sem antagonista. # indica diferenca significativa (P<0,001) em relagdo
ao grupo operado sem antagonista. ANOVA, p6s-teste de Newman-Keuls.
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Tabela 4.10 - Valores de Emax e pD, (-log ECs,) de Phe, como agonista vasorelaxante, em aorta de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média £ EPM (n = 5). * indica
diferenga significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle sem antagonista. # indica diferenca significativa
(P<0,001) emrelagdo ao grupo operado sem antagonista. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Parametros

Controle ce Controle ce + Operado ce Operado ce +

BMY 7378 BMY 7378
Emax Phe (%)
45,13+ 1,03 1,42+ 0,43 43,64 + 2,52 1,49 + 0,49
D, Ph
P2 0¢ 11,23 + 0,01 11,24 + 0,05

(-lOg EC5())
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Conclusdes Parciais

v A lesdo por catéter-baldo abole o relaxamento induzido por Phe em carétida
contra-lateral, prejudicando esse mecanismo modulador negativo da contragao
adrenérgica, o que pode estar contribuindo com o aumento da contragdo maxima

induzida por Phe nesse leito.

v' A lesdo por catéter-balio ndo altera a integridade da fun¢do muscular de

relaxamento em caroétida contra-lateral.

v A lesdo por catéter-baldo produz alteragdes de reatividade a Phe leito-

dependentes, sem a participagao de mediadores humorais.
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4.10 - Caracterizacio dos receptores mediadores do relaxamento induzido por Phe

Para determinar o tipo de receptor responsavel por mediar o relaxamento induzido
por Phe em cardtida de rato, foram construidas curvas cumulativas concentragao-efeito para
Phe (10"° a 10" mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, com endotélio intacto,
na presenca de antagonistas seletivos para os tipos de adrenoceptores.

Em presenca do antagonista o;-adrenérgico prazosin (Pz, 10~ mol/L), a resposta de
relaxamento induzida por Phe (10™"° a 10" mol/L) em carétidas de animais controle, com
endotélio, foi completamente abolida (figuras 18a e 19). A adicdo do antagonista o;p-
adrenérgico seletivo BMY 7378 (10 molL) também aboliu a resposta de relaxamento
induzida por Phe em artérias controle com endotélio (figuras 18a e 19). Em presenga do
antagonista 0,-adrenérgico ioimbina (10° mol/L), ndo foram observadas diferencas
significativas nos parametros de Emax (figuras 18a e 19, tabela 4.11) e pD, (tabela 4.12) para
as artérias controle com endotélio, em relacdo a auséncia do antagonista. Em presenga do
antagonista B-adrenérgico propranolol (10° mol/L), ndo foram observadas diferencas
significativas nos parametros de Emax (figuras 18a e 19, tabela 4.11) e pD, (tabela 4.12) para
as artérias controle com endotélio, em relagcdo a auséncia do antagonista. Esses dados sugerem
a participacao dos receptores a;p-adrenérgicos como mediadores do relaxamento induzido por
Phe em carétida de rato controle.

Para as artérias contra-laterais com endotélio, a adi¢do de Pz (10” mol/L), BMY
7378 (10 mol/L), ioimbina (10~ mol/L) ou propranolol (10 mol/L) néo alterou a resposta a
Phe (107"° a 10"° mol/L), que ja se encontrava abolida em auséncia dos antagonistas (figuras
18b e 19, tabela 4.11), excluindo a participagdo dos receptores adrenérgicos na abolicao dessa

resposta.
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Figura 18. Caracterizaciio dos receptores mediadores do efeito relaxante de Phe em carétidas de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-balio, com endotélio (ce). A figura representa a curva
concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (107 a 107° mol/L) em auséncia e presenga dos
antagonistas adrenérgicos Pz, BMY 7378, ioimbina ou propranolol, em cardtida controle (A) e contra-lateral
(B). Os dados representam a média = EPM (n = 5).
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Figura 19. Caracterizacio dos receptores mediadores do efeito relaxante de Phe em artérias carotidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesio por catéter-balao, com endotélio (ce). A figura representa
os valores de efeito maximo (Emax) de Phe, como agonista vasoelaxante, em auséncia e presenca dos
antagonistas adrenérgicos Pz, BMY 7378, ioimbina ou propranolol. Os dados representam a média + EPM (n =
5). * indica diferenga significativa (P<0,001) em rela¢do ao grupo controle com endotélio, em auséncia de
antagonista. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.
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Tabela 4.11 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias cardtidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldao, com endotélio (ce), em auséncia e presenca
de antagonistas adrenérgicos. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa
(P<0,001) em relacdo ao grupo controle em auséncia de antagonista. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 40,06 + 1,23% 2,13 +£0,98%*
+ Pz 1,71 + 1,05%* 1,81 + 0,83%
+ BMY 7378 1,64 + 0,82%%* 1,58 + 0,87%
+ Ioimbina 41,73 + 1,02% 2,72+ 1,48%
+ Propranolol 39,49 + 0,89% 4,08 +1,65%

Tabela 4.12 - Valores de pD, (-log ECs;) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias carotidas de animais
controle, com endotélio, em auséncia e presenca de ioimbina ou propranolol. Os dados representam a média +
EPM (n=15). ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos

Controle ce Controle ce + Ioimbina Controle ce + Propranolol

12,03 £0,29 11,83 + 0,06 11,73 +£ 0,07
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4.11 - Participacio do endotélio no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participagdo do endotélio no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
10" mol/L) em anéis de cardtida contra-lateral e controle, em auséncia de endotélio.

A remog¢do mecanica do endotélio de cardtidas de animais controle aboliu a o
relaxamento induzido pela Phe na faixa de concentragdes de 10> a 107" mol/L (figuras 19a e
20, tabela 13), sugerindo que essa resposta ¢ endotélio-dependente.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, a remo¢do do endotélio ndo
alterou o perfil de resposta induzida por Phe (10" a 107'° mol/L), que ja se encontrava
abolida em presenga de endotélio (figuras 20b e 21, tabela 4.13), excluindo a participacdo do

endotélio na abolicao dessa resposta.
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Figura 20. Relaxamento induzido por Phe em artérias carétidas isoladas de animais controle e
submetidos a lesio por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura representa a curva
concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10" a 10™'° mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n=5).
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Il C/ Endotélio
1S/ Endotélio

Figura 21. Efeito relaxante de Phe em artérias carétidas isoladas de animais controle e submetidos a lesao
por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). A figura representa os valores de efeito maximo
(Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca
significativa (P<0,001) emrelagdo ao grupo controle com endotélio. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.13 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias cardtidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce) e sem endotélio (se). Os
dados representam a média =+ EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo

controle. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos
C/ Endotélio S/ Endotélio
Controle 40,06 + 1,23% 1,27 £ 0,78%*
Contra-lateral 2,13 £0,98%* 2,22 +1,10%
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4.12 - Participacdo de GAP-junctions no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo de GAP-junctions no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
1071 mol/L) em anéis de controle e cardtida contra-lateral, com endotélio, em auséncia e
presenca do bloqueador de GAP-junctions acido B-glicirretinico (B-GA, 10> mol/L).

Em presenca de B-GA, o relaxamento induzido por Phe em carotida de animais
controle, com endotélio, ndo foi alterado em relacdo aos parametros de Emax (figuras 22a e
23) e pD, (tabela 4.14), o que exclui a participagdo de GAP-junctions no mecanismo de
relaxamento induzido por Phe nesse leito.

Em artérias contra-laterais com endotélio, a presenca de B-GA ndo alterou o perfil de
resposta induzida por Phe (107° a 10™'° mol/L), que ja se encontrava abolida em auséncia do
bloqueador (figuras 22b e 23, tabela 4.14), excluindo a participacdo de GAP-junctions na

abolicdo dessa resposta.
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Figura 22. Relaxamento induzido por Phe em artérias cardtidas isoladas de animais controle e
submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de B-GA. A figura
representa a curva concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (107 a 10™'° mol/L) em carétida
controle (A) e contra-lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n=15).
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Figura 23. Efeito relaxante de Phe em artérias carétidas isoladas de animais controle e submetidos a lesao
por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de P-GA. A figura representa os valores de
efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média £ EPM (n = 5). *
indica diferenga significativa (P<0,001) em rela¢do ao grupo controle sem o bloqueador. ANOVA, pos-teste de

Newman-Keuls.

Tabela 4.14 - Valores de Emax e pD, (-log ECsg) de Phe, como agonista vasorelaxante, em cardtida de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, em auséncia e presenca de B-GA. Os dados
representam a média £ EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle
sem bloqueador. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls (estatistica de Emax), Teste t ndo-pareado (estatistica de

pD»).
Grupos
Parametros
Controle ce Controle ce + Contra-lateral Contra-lateral
B-GA ce ce + B-GA

E Phe (%

max Phe (%) | 40 05+123 | 42,69+ 1.66 2,13 + 0,98 1,78 + 0,79

pD: Phe
(-log ECsp) 12,03 + 0,28 11,76 + 0,06




Resultados - 82

4.13 - Participacdo do NO no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo do NO no mecanismo de vasorelaxamento induzido por
Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragio-efeito para Phe (10" a 10" mol/L)
em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do inibidor
nao seletivo de NO sintases L-NAME (NG—nitro—L—arginina metil éster, 10 mol/L),
adicionado 30 minutos antes da pré-contragdo da preparacdo. Para verificar a participagdo das
isoformas da NO sintase (NOS) no mecanismo de vasorelaxamento induzido por Phe, foram
construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a 10" mol/L) em anéis de
carétida contra-lateral e controle, com endotélio intacto, em presenca do inibidor seletivo de
NOS endotelial (NOSe) L-NNA (N°-Nitro-L-arginine, 10 mol/L), do inibidor seletivo de
NOS neuronal (nNOS) 7-NI (7-nitroindazol, 10™* mol/L), e do inibidor de NOS induzida
(NOSi) 1400W (10" mol/L), adicionados 30 minutos antes da pré-contragdo da preparagio.

Em presenca do inibidor nio-seletivo para NOS L-NAME (10 mol/L), a resposta
de relaxamento induzida por Phe (10"° a 10"'° mol/L) em artérias de animais controle, com
endotélio, foi completamente abolida (figuras 24a e 25). A adi¢ao do inibidor seletivo de
eNOS L-NNA (10 mol/L) também aboliu completamente o relaxamento induzido por Phe
em artérias de animais controle, com endotélio (figuras 24a e 25, tabela 4.15). Em presenca
dos inibidores seletivos para nNOS, 7-NI (10 mol/L), ou para iNOS, 1400W (10”" mol/L),
ndo foram observadas diferencas significativas nos valores e Emax (figuras 24a e 25, tabela
4.15) e pD, (tabela 4.16) para Phe em artérias controle com endotélio, em relacdo aos
parametros encontrados no grupo controle com endotélio em auséncia dos inibidores.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adicdo de L-
NAME (10* mol/L), bem como a adi¢do de L-NNA (10™* mol/L), 7-NI (10" mol/L) ou
1400W (10™* mol/L), ndo alterou a resposta induzida por Phe (107" a 107" mol/L), que ja se
encontrava abolida em auséncia dos inibidores (figuras 24b e 25, tabela 4.15), excluindo a

participagdo do NO na abolicao dessa resposta.
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Figura 24. Relaxamento induzido por Phe em carétidas de animais controle e submetidos a lesao por
catéter-balido, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de inibidores de NOS. A figura representa a curva
concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10" a 107 mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n=5).
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Figura 25. Efeito relaxante de Phe em artérias carodtidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-baliao, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de inibidores de NOS. A figura representa os
valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM
(n=15). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle com endotélio, em auséncia de
inibidor. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.
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Tabela 4.15 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias cardtidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldao, com endotélio (ce), em auséncia e presenga
de inibidores de NOS. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001)
em relagdo ao grupo controle em auséncia de inibidor. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 40,06 + 1,23% 2,13 +0,98%*
+ L-NAME 2,09 + 1,08 %* 2,91 +0,77%
+ L-NNA 2,60 + 0,85%* 2,28 +0,93%
+ 7-NI 40,88 + 1,53% 2,09 + 1,18%
+ 1400W 42,63 + 0,83% 2,09 +1,18%

Tabela 4.16 - Valores de pD, (-log ECs;) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias cardtidas de animais
controle, com endotélio, em auséncia e presenca de inibidores de NOS. Os dados representam a média = EPM
(n=15). ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos pD; (Hog ECs5)
Controle ce 12,03 £ 0,28
Controle ce + 7-NI 11,72 + 0,05

Controle ce + 1400W 11,89 + 0,05
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4.14 - Participacdo de GMP’c no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo de GMP’c no mecanismo de vasorelaxamento induzido
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragio-efeito para Phe (107° a 107
mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, com endotélio, em auséncia e presenca
do inibidor seletivo de guanilato ciclase solivel de ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo [4,3-a]
quinoxalin-1-ona, 10 mol/L), adicionado 30 minutos antes da pré-contragio.

Em presenca de ODQ, o relaxamento induzido por Phe em carétida de animais
controle, com endotélio, foi completamente abolido (figuras 26a e 27, tabela 4.17), sugerindo
a participacao de GMP’c nessa resposta.

Em artérias contra-laterais com endotélio, a presenca de ODQ nio alterou o perfil de
resposta induzida por Phe (107"° a 107" mol/L), que ja se encontrava abolida em auséncia do

inibidor (figuras 26b e 27, tabela 4.17), excluindo a participagdo de GMP’c na aboli¢do dessa

resposta.
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Figura 26. Relaxamento induzido por Phe em cardtidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de ODQ. A figura representa a curva
concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10"°a 107 mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n=5).
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Figura 27. Efeito relaxante de Phe em artérias cardtidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-balao, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de ODQ. A figura representa os valores de
efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM (n = 5). *
indica diferenga significativa (P<0,001) em relag@o ao grupo controle com endotélio, em auséncia do inibidor.
ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.17 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias cardtidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenga
de ODQ. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenga significativa (P<0,001) em relagao
ao grupo controle em auséncia de inibidor. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos S/ ODQ C/ 0ODQ

Controle ce 40,06 + 1,23 2,13 +0,98*

Contra-lateral ce 1,79+ 0,75* 1,23 + 0,78
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4.15 - Participacdo de canais para K no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participagio de canais para K’ no mecanismo de vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
1071 mol/L) em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio, em auséncia e
presenca do bloqueador nio-seletivo de canais para K tetractilaménio (TEA, 10 mol/L),
adicionado 30 minutos antes da pré-contragao.

Em presenca de TEA, o relaxamento induzido por Phe em carétida de animais
controle, com endotélio, ndo foi alterado em relacdo aos pardmetros de Emax (figuras 28a e
29) e pD;, (tabela 4.18), excluindo a participagio de canais para K™ nessa resposta.

Em artérias contra-laterais com endotélio, a presenca de TEA nio alterou o perfil de
resposta induzida por Phe (107"° a 107" mol/L), que ja se encontrava abolida em auséncia do
bloqueador (figuras 28b e 29, tabela 4.18) excluindo a participagdo de canais para K™ na

abolicao dessa resposta.
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Figura 27. Relaxamento induzido por Phe em cardtidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de TEA. A figura representa a curva
concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10" a 10" mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B) Os dados representam a média + EPM (n=15).
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Il Auséncia
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Figura 28. Efeito relaxante de Phe em artérias carotidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de TEA. A figura representa os valores de
efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média £+ EPM (n = 5). *
indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle com endotélio, em auséncia do
bloqueador. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.17 - Valores de Emax e pD, (-log ECs() de Phe, como agonista vasorelaxante, em cardtida de animais
controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, em auséncia e presenca de TEA. Os dados
representam a média £ EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle
sem bloqueador. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls (estatistica de Emax), Teste t ndo-pareado (estatistica de

pD»).
Grupos
Parametros
Controle ce Controle ce + Contra-lateral Contra-lateral
TEA ce ce + TEA

Emax Phe (%)

40,05 +1,23 37,39+ 1,79 2,13 +0,98 2,87 + 0,66

pD: Phe
12,03 + 0,28 11,61 + 0,04

(-lOg EC5())
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4.16 - Participacio de produtos derivados da COX no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo de produtos derivados da COX no vasorelaxamento
induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para Phe (107" a
1071 mol/L) em anéis de cardtida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca
do inibidor ndo-seletivo de ciclooxigenase (COX) indometacina (10~ mol/L), adicionado 30
minuto antes da pré-contragdo da preparagao.

Para determinar a participagdo das isoformas da COX no vasorelaxamento induzido
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentragio-efeito para Phe (107° a 107
mol/L) em anéis de carotida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenga do
inibidor seletivo de COX-1 SC-560 (10° mol/L) e do inibidor seletivo de COX-2 SC-236 (10°
" mol/L), adicionados 30 minutos antes da pré-contra¢io da preparacio.

Em presenca do inibidor nio-seletivo para COX indometacina (10~ mol/L), ndo
foram observadas alteragdes significativas nos valores de Emax (figuras 29a e 30, tabela 4.18)
e pD; (tabela 4.19) para a resposta de relaxamento induzida por Phe (10™"° a 107"° mol/L) em
artérias de animais controle, com endotélio. A adicdo dos inibidores seletivos de COX-1
SC560 (10° mol/L) e COX-2 SC236 (107" mol/L) também ndo alterou o perfil de
relaxamento induzido por Phe (107" a 10"° mol/L) em artérias controle com endotélio, nem
quanto ao parametro de Emax (figuras 29a e 30, tabela 4.18) ou quanto ao parametro de pD;
(tabela 4.19). Esses dados excluem a participacdo de produtos derivados da COX no
relaxamento induzido por Phe em carétida controle.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adicdo de
indometacina (10~ mol/L), normalizou o relaxamento induzido por Phe (107"° a 10™"° mol/L)
quanto aos pardmetros de Emax (figuras 29b e 30, tabela 4.18) e pD2 (tabela 4.19), em

relagdo ao grupo controle com endotélio em auséncia do inibidor. A adi¢ao do inibidor COX-
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1 seletivo SC560 (10”° mol/L) néo alterou o perfil de resposta & Phe (10™° a 10° mol/L) em
carotida contra-lateral com endotélio, em relagdo a auséncia do inibidor (figuras 29b e 30,
tabela 4.18), mantendo-a abolida. Em presenca do inibidor COX-2 seletivo SC236 (10"
mol/L), o relaxamento induzido por Phe (10"° a 10"° mol/L) em carétida contra-lateral com
endotélio foi normalizado quanto aos parametro de Emax (figuras 29b e 30, tabela 4.18) e pD;
(tabela 4.19), em relagdo ao grupo controle com endotélio em auséncia do inibidor. Esses
achados sugerem a participacao de produtos derivados da COX-2 na abolicdo da resposta de

relaxamento induzida por Phe em artéria contra-lateral a lesdo por catéter-baldo.
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Figura 29. Relaxamento induzido por Phe em cardtidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de inibidores de COX. A figura representa a
curva concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10°a 10™° mol/L) em artéria controle (A) e
contra-lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n = 5).
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Figura 30. Efeito relaxante de Phe em artérias carodtidas isoladas de animais controle e submetidos a lesio
por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de inibidores de COX. A figura representa os
valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM
(n=15). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle com endotélio, em auséncia de
inibidor. # indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo contra-lateral com endotélio, em
auséncia de inibidor. ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.18 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias carotidas
isoladas de animais controle e submetidos a lesdo por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenga
de inibidores de COX. Os dados representam a média + EPM (n=5). * indica diferenca significativa (P<0,001)
em relag@o ao grupo controle com endotélio, em auséncia de inibidor. # indica diferencga significativa (P<0,001)
em relacdo ao grupo contra-lateral com endotélio, em auséncia de inibidor. ANOVA, pds-teste de Newman-
Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 40,06 + 1,23% 2,13 +£0,98%*
+ Indometacina 39,75+ 0,75% 37,06+ 1,11%#
+ SC560 39,95+ 1,38% 2,27+ 0,66%
+ SC236 40,14 + 1,36% 39,27 + 1,15%#
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Tabela 4.19 - Valores de pD, (-log ECsy) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias carotidas controle e
contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, em auséncia e presenca de inibidores de COX. Os dados
representam a média £ EPM (n = 5). ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 12,03 +£0,28
Indometacina 12,00 + 0,32 11,94+ 0,15
SC560 11,72+ 0,17
SC236 11,63 +0,17 11,92 + 0,28

Conclusdes Parciais

v O relaxamento induzido por Phe em carotida de rato é endotélio-dependente ¢
mediado por a;p-adrenoceptores, envolvendo a participagdo de NO derivado da

eNOS e GMP’c.

v" Produtos derivados da COX-2 participam da abolicio da resposta de

relaxamento induzida por Phe em carétida contra-lateral.
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4.17 - Participacio do 4nion O no relaxamento induzido por Phe

Para verificar a participacdo do anion O, no vasorelaxamento induzido por Phe,
foram construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito para Phe (10" a 10" mol/L) em
carotidas controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do sequestrador
seletivo para anion O, tempol (4-hidroxitetrametil-L-piperidina-1-oxil, 10~ mol/L),
adicionado 30 minuto antes da pré-contragdo da preparacao.

Em presenga de tempol (10 mol/L), ndo foram observadas diferencas significativas
nos valores de Emax (figuras 31a e 30) e pD, (tabela 4.21) para a resposta de relaxamento
induzida por Phe (10" a 107" mol/L) em artérias de animais controle, com endotélio. Esses
dados excluem a participagdo do anion O,  no relaxamento induzido por Phe em carétida de
animal controle.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adi¢do de
tempol (10~ mol/L) normalizou o relaxamento induzido por Phe (10" a 10" mol/L) quanto
aos parametros de Emax (figuras 31b e 32, tabela 4.20) e pD, (tabela 4.21), em relacao ao
grupo controle com endotélio em auséncia do seqiiestrador, sugerindo a participagdo do anion
O, na aboli¢do dessa resposta na artéria contra-lateral.

Para verificar a hipotese de participagdo de peroxido de hidrogénio (H,0O,), derivado
da remocdo do anion superoxido pelo tempol, no relaxamento induzido por Phe, foram
construidas curvas concentragio-efeito cumulativas para Phe (107"° a 10" mol/L) em artérias
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio intacto, em presenca de
tempol (10° molL) associado ao sequestrador de H,O, PEG-catalase (200 U/mL),
adicionados 30 minutos antes da pré-contragao.

Em presenca de tempol associado a PEG-catalase, ndo foram observadas diferengas

significativas nos valores de Emax (figuras 31a e 32, tabela 4.20) e pD; (tabela 4.21) para a
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resposta de relaxamento induzida por Phe (10 a 10"° mol/L) em artérias de animais
controle, com endotélio. O perfil de relaxamento induzido por Phe em presenca desses
scavengers manteve-se semelhante ao observado em presenca de tempol isolado, excluindo a
hipdtese da participagdo de H>O, derivado da remogado de O,™ por tempol nessa resposta.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adicdo de
tempol associado & PEG-catalase normalizou o relaxamento induzido por Phe (10" a 107"
mol/L) quanto aos parametros de Emax (figuras 31b e 32, tabela 4.20) e pD; (tabela 4.21), em
relacdo ao grupo controle com endotélio em auséncia do seqiiestrador. O perfil da curva de
relaxamento induzido por Phe em cardtida contra-lateral, na presenca desses scavengers, foi
muito semelhante ao observado em presenga de tempol isolado, excluindo a participagao de

H,0; derivado da remocao de O, por tempol nessa resposta.
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Figura 31. Relaxamento induzido por Phe em cardtidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-balido, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de tempol associado ou nio a PEG-catalase. A
figura representa a curva concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10" a 107" mol/L) em
cardtida controle (A) e contra-lateral (B). Os dados representam a média + EPM (n = 5).
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Figura 32: Efeito relaxante de Phe em car6tidas controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com
endotélio (ce), em auséncia e presenca de tempol associado ou ndo a PEG-catalase. A figura representa os
valores de efeito méxi mo (Emax) de Phe como agonista vasorel axante. Os dados representam a média+ EPM (n
= 5). * indica diferenca significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle em auséncia de tempol. # indica
diferenca significativa (P<0,001) em relaco ao grupo contra-lateral em auséncia de tempol. ANOVA, pés-teste
de Newman-Keuls.

O_

Tabela 4.20 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias carétidas
isoladas de animais control e e submetidos a lesdo por catéter-bal 8o, com endotélio (ce), em auséncia e presenca
de tempol associado ou ndo a PEG-catalase. Os dados representam a média+ EPM (n=5). * indica diferenca
significativa (P<0,001) em relacdio ao grupo controle com endotélio, em auséncia de scavenger. # indica
diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo contra-lateral com endotélio, em auséncia de scavenger.
ANOVA, pbs-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 40,06 + 1,23% 2,13 + 0,98%*
+ Tempol 39,45+ 0,24 % 39,91 + 1,30%#
+ Tempol + PEG-catalase 39,26 + 1,59% 37,77 + 0,63%#
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Tabela 4.21 - Valores de pD, (-log ECsy) de Phe como agonista vasorel axante em artérias carétidas controle e
contra-laterais a lesdo por catéter-ba&o, com endotélio, em auséncia e presenca de tempol associado ou ndo a
PEG-catal ase. Os dados representama média+ EPM (n=5). ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 12,03+ 0,28
+ Tempol 11,77 + 0,02 11,69 + 0,05
+ Tempol + PEG-catalase 11,77 + 0,06 11,71 + 0,05
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4.18 - Participacdo de produtos derivados da NADPH oxidase no reaxamento induzdo

por Phe

Para verificar a participacdo de produtos da NADPH oxidase no mecanismo de
vasorelaxamento induzido por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito
para Phe (10" a 10'° mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, com endotélio,
em auséncia e presenca do inibidor de NADPH oxidase apocinina (10" mol/L), adicionado 30
minutos antes da pré-contracdo.

Em presenca de apocinina, o relaxamento induzido por Phe em carétida de animais
controle, com endotélio, ndo foi alterado em relacéo aos parametros de Emax (figuras 33a e
34, tabela 4.22) e pD-, (tabela 4.23), excluindo a participagao de produtos da NADPH oxidase
nessa resposta.

Em artérias contra-laterais com endotélio, a presenca de apocinina ndo alterou o
perfil de resposta induzida por Phe (10%° a 10*° mol/L), que j& se encontrava abolida em
auséncia do bloqueador (figuras 33b e 34, tabela 4.22), excluindo a participacdo dos produtos

da NADPH oxidase na aboli¢éo dessa resposta.
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Figura 33. Relaxamento induzido por Phe em carétidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de apocinina. A figura representa a curva
concentracgo-efeito cumul ativa de relaxamento para Phe (10 a 10 mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B). Os dadosrepresentama média+ EPM (n=5).
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Figura 34. Efeito relaxante de Phe em cardétidas controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com
endotélio (ce), em auséncia e presenca de apocinina. A figura representa os valores de efeito maxi mo (Emax)
de Phe como agonista vasorelaxante. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca
significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo controle em auséncia de apocinina. ANOVA, pos-teste de New man-
Keuls.

Tabela 4.22 - Vaores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasorelaxante em artérias car6tidas
isoladas de ani mai s controle e submetidos a lesdo por catéter-bal a0, com endotélio (ce), emauséncia e presenca
de apocinina. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001) em
relacdo ao grupo controle com endotélio, em auséncia de apocinina. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
S Apocinina C/ Apocinina
Controle ce 40,06 £ 1,23% 43,58 + 1,84%
Contra-lateral ce 2,13 + 0,98%* 2,06 + 0,87%

Tabela 4.23 - Vaores de pD, (-log ECsy) de Phe como agonista vasorel axante em artérias carétidas controle e
contra-laterais & les@o por catéter-baldo, com endotélio, em auséncia e presenca de apocinina. Os dados
representama média+ EPM (n =5). Teste t ndo-pareado.

Grupos
S Apocinina C/ Apocinina
Controlece 12,03 + 0,28 11,75+ 0,14

Contra-lateral ce
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Conclusdes Parciais

v" O anion O, participa da abolicdo da resposta de relaxamento induzida por Phe

em carétida contra-lateral.

v" Os produtos derivados da NADPH oxidase ndo participam da abolicdo da
resposta de relaxamento induzida por Phe em carétida contra-lateral, excluindo a
participagdo dessa enzima como fonte do anion O, responsavel por essa

alteracéo de reatividade.
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4.19 — Participagdo dos produtos derivados da COX-2 na contracao induzida por Phe

em car 6tida contr a-later al

Para verificar a participacdo de produtos derivados da COX-2 na contracéo induzida
por Phe, foram construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito para Phe (10%° a 10°
mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do
inibidor seletivo de COX-2 SC 236 (10™° mol/L), adicionado 30 minuto antes do inicio da
curva.

Os resultados obtidos a partir desse protocolo mostram que, em artéria controle, a
adicdo de SC 236 néo alterou o perfil da contracéo induzida por Phe quanto aos parametros de
Emax (figuras 35a e 36, tabela 4.24) e pD, (tabela 4.25), excluindo a participagdo dos
produtos derivados da COX-2 nessa resposta.

Em cardétida contra-lateral, a adi¢do de SC 236 normalizou a contragdo induzida por
Phe, revertendo-a para niveis controle (figuras 35b e 36, tabela 4.24), sem alterar a poténcia
do agonista (tabela 4.25), sugerindo a participagdo dos produtos derivados da COX-2 no

aumento da contrag@o maxima induzida por Phe nesse leito.
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Figura 35. Contracdo induzida por Phe em carétidas de animais controle e submetidos a lesdo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de SC 236. A figura representa a curva
concentracgo-efeito cumulativa de contracdo para Phe (10° a 10° mol/L) em carétida controle (A) e contra-
lateral (B). Os dadosrepresentama média+ EPM (n=5).
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Figura 36. Efeito contrétil de Phe em carétidas controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com
endotélio (ce), em auséncia e presenca de SC 236. A figura representa os valores de efeito méximo (Emax) de
Phe como agonista vasoconstrictor. Os dados representam a média £+ EPM (n = 5). * indica diferenca
significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle em auséncia de SC 236. # indica diferenca significativa
(P<0,001) emrelagéo ao grupo contra-lateral em auséncia de SC 236. ANOVA, pos-teste de Newman-Keul's.

Tabela 4.24 - Valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasoconstrictor em artérias carétidas
isoladas de animais control e e submetidos a leséo por catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca
de SC 236. Os dados representam a média+ EPM (n =5). * indica diferenca si gnificativa (P<0,001) emrelacdo
a0 grupo controle com endotélio, em auséncia de SC 236. # indica diferenca significativa (P<0,001) em relacéo
ao grupo contra-lateral em auséncia de SC 236. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
S/ SC 236 C/ SC 236
Controle ce 0,38 + 0,019 0,39 + 0,029

Contra-lateral ce 0,54 + 0,01g* 0,34 + 0,02g#
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Tabela 4.25 - Valores de pD, (-log ECs) de Phe como agonista vasoconstrictor em artérias car6tidas controle e
contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, em auséncia e presenca de SC 236. Os dados
representama média + EPM (n =5). ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
S/ SC 236 C/ SC 236
Controle ce 7,10+ 0,12 7,25+ 0,05

Contra-lateral ce 7,09 + 0,08 7,03 + 0,06
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4.20 - Participacdo do anion O, na contragdo induzda por Phe em cardétida contra-

later al

Para verificar a participacdo do anion O, na contracdo induzida por Phe, foram
construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito para Phe (10™° a 10° mol/L) em carétidas
controle e contra-lateral, com endotélio intacto, em presenca do sequestrador seletivo para
anion O, tempol (4-hidroxitetrametil-L-piperidina-1-oxil, 10" mol/L), adicionado 30 minuto
antes do inicio da curva.

Em presenca de tempol (10 mol/L), ndo foram observadas diferencas significativas
nos valores de Emax (figuras 37a e 38, tabela 4.26) e pD, (tabela 4.27) para a resposta de
contracdo induzida por Phe (10° a 10™° mol/L) em artérias de animais controle, com
endotélio. Esses dados excluem a participacéo do anion O, na contracdo induzida por Phe em
carétida de animal controle.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adicdo de
tempol (10" mol/L) normalizou a contrac&o induzida por Phe (10*° a 10° mol/L) quanto ao
parametro de Emax (figuras 37b e 38, tabela 4.26), sem alterar o pD, do agonista (tabela
4.27), em relacéo ao grupo controle com endotélio em auséncia do sequiestrador, sugerindo a
participacdo do anion O, no aumento da contragdo maxima induzida por Phe na artéria
contra-lateral.

Para verificar a hipétese de participacdo de peréxido de hidrogénio (H2O,), derivado
da remocdo do anion superoxido pelo tempol, na contragdo induzida por Phe, foram
construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas para Phe (10° a 10° mol/L) em artérias
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio intacto, em presenca de
tempol (10° mol/L) associado a0 sequestrador de H,O, PEG-catalase (200 U/mL),

adicionados 30 minutos antes do inicio da curva.
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Em presenca de tempol associado a PEG-catalase, ndo foram observadas diferencas
significativas nos valores de Emax (figuras 37a e 38, tabela 4.26) e pD, (tabela 4.27) paraa
resposta de contragdo induzida por Phe (10*° a 10”° mol/L) em artérias de animais controle,
com endotélio. O perfil de contracdo induzida por Phe em presenca desses scavengers
manteve-se semelhante ao observado em presenca de tempol isolado, excluindo a hip6tese da
participacdo de H,O, derivado da remocgéo de O, por tempol nessa resposta.

Em artérias contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio, a adicdo de
tempol associado & PEG-catalase normalizou a contragdo induzida por Phe (10™° a 10°
mol/L) quanto ao parametro de Emax (figuras 37b e 38, tabela 4.26), sem alterar o pD, do
agonista (tabela 4.27), em relagdo ao grupo controle com endotélio em auséncia do
sequestrador. O perfil da curva de contragdo induzida por Phe em carétida contra-lateral, na
presenca desses scavengers, foi muito semelhante ao observado em presenca de tempol
isolado, excluindo a participacdo de H,O, derivado da remocéo de O, por tempol na

normalizacdo da resposta contrétil a Phe nesse leito.
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Figura 37. Contragéo induzida por Phe em carétidas de animais controle e submetidos a leséo por
catéter-baldo, com endotélio (ce), em auséncia e presenca de tempol associado ou ndo a PEG-catalase. A
figura representa a curva concentraggo-efeito cumul ativa de contracéo para Phe (10%°a 10° mol/L) em carétida
controle (A) e contra-lateral (B). Os dados representam a média+ EPM (n=5).
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Figura 38. Efeito contratil de Phe em carétidas controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com
endotélio (ce), em auséncia e presenca de tempol associado ou ndo & PEG-catalase. A figura representa os
valores de efeito maximo (Emax) de Phe como agonista vasoconstrictor. Os dados representam a média + EPM
(n=15). * indica diferenca s gnificativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle em auséncia de tempol. # indica
diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo contra-lateral em auséncia de tempol. ANOVA, pés-teste
de Newman-Keuls.

Tabela 4.26 - Valores de efeito méximo (Emax) de Phe como agonista vasoconstrictor em artérias carétidas
isoladas de animais control e e submetidos a lesdo por catéter-bal 8o, com endotélio (ce), em auséncia e presenca
de tempol associado ou ndo a PEG-catalase. Os dados representam a média+ EPM (n=5). * indica diferenca
significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle com endotélio, em auséncia de scavenger. # indica
diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo contra-lateral com endotélio, em auséncia de scavenger.
ANOVA, poés-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 0,38+ 0,019 0,54 + 0,01¢*
+ Tempol 0,39 + 0,019 0,42 + 0,01g#
+ Tempol + PEG-catalase 0,40 + 0,039 0,39 + 0,02¢g#
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Tabela 4.27 - Valores de pD, (-log ECs) de Phe como agonista vasoconstrictor em artérias car6tidas controle e
contra-laterais a lesdo por catéter-bddo, com endotélio, em auséncia e presenca de tempol associado ou ndo a
PEG-catal ase. Os dados representam a média+ EPM (n=5). ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Auséncia 7,10+ 0,12 7,25+ 0,05
+ Tempol 6,91+0,19 6,95+ 0,05
+ Tempol + PEG-catalase 7,22 + 0,08 7,16 + 0,21

Conclusdes Parciais

v Os produtos derivados da COX-2 participam do aumento da contracdo maxima

induzida por Phe em cardtida contra-lateral.

v' O anion O, também participa da hiperreatividade contrétil a Phe em carétida

contra-lateral.
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4.21 - Consequéncias da lesdo por catéter-baldo na producédo de EROS

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a producéo de EROS na artéria
contra-lateral, foram feitas analises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de carétidas controle e contra-laterais, em presenca da sonda
fluorescente ndo-seletiva para EROS dihidroetidina (DHE).

Os resultados obtidos a partir desse protocolo revelam um aumento na quantidade de
EROS detectada em células endoteliais de carétida contra-lateral, em relacdo a artéria controle
(figura 39, tabela 4.28), sugerindo que a lesdo por catéter-baldo estabelece um estresse

oxidativo na artéria contra-lateral.
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Figura 39. Quantificacdo de EROS em células endoteliais de artérias car6tidas controle e contra-laterais a
lesdo por catéter-baldo. A figura representa os a intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pelas células
marcadas com DHE. Os dados representam a média + EPM (n = 5). * indica diferenca significativa (P<0,001)
emrelacdo ao grupo controle. Teste t ndo-pareado.
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Tabela 4.28 - Quantificacdo de ROS em células endoteliais de artérias carétidas control e e contra-laterais a lesdo
por catéter-baldo. Os dados representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia emitida pelas células
marcadas com DHE (n=5). * indica diferenca significativa (P<0,001) emrelacdo ao grupo controle. Teste t ndo-

pareado.

Grupos

Parametro
Controle

Contra-lateral

Intensdade de 1100,8 + 34,6
Fluorescéncia (DHE)

1588,4 + 49,2*
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4.22 - Consequéncias da lesdo por catéter-baldo na producéo de anion Oy

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo atera a producdo de anion O, na artéria
contra-lateral, foram feitas analises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de carétidas controle e contra-laterais, marcadas pela sonda
fluorescente ndo-seletiva para EROS dihidroetidina (DHE), em presenca do scavenger de
anion O, tiron (4cido 4,5-dihidroxi-3-benzenodissulfénico dissddico monohidratado, 107
mol/L), pré-incubado 20 minutos antes da leitura .

Os resultados obtidos a partir desse protocolo mostram que, em presenca de tiron,
houve uma reducdo significativa da intensdade de fluorescéncia emitida pelas células
endoteliais de artérias controle (figura 40, tabela 4.29), sugerindo a presenca de uma
guantidade basal de anion O, nessas células.

Em células endoteliais provenientes de artérias contra-laterais, a adicdo de tiron
reduziu significativamente a intensidade de fluorescéncia emitida, revertendo o aumento de
fluorescéncia, detectado em auséncia do scavenger, para proximo dos niveis do grupo
controle em presencga do scavenger (figura 40, tabela 4.29). Esses dados sugerem que a lesdo
por catéter-baldo aumenta a producédo de anion O, em células endoteliais da artéria contra-

lateral.
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Figura 40. Quantificacdo de &nion O, em céulas endoteliais de artérias carétidas controle e contra-
laterais & lesdo por catéter-baldo. A figura representa os a intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pelas
células marcadas com DHE, em auséncia e presenca de tiron. Os dados representam a média+ EPM (n =5). *
indica diferenca significativa (P<0,001) em relac8o ao grupo controle sem tiron. # indica diferenca significativa
(P<0,001) emrelacdo ao grupo contra-lateral semtiron. ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.29 - Quantificacdo de EROS em células endoteliais de artérias carétidas controle e contra-laterais a
lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média £+ EPM da intensidade de fluorescéncia emitida pelas
céulas marcadas com DHE, em auséncia e presenca de tiron (n = 5). * indica diferenca si gnificativa (P<0,001)
em relacdo ao grupo controle sem tiron. # indica diferenca significativa (P<0,001) em relagdo ao grupo contra-
lateral semtiron. ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

Grupos S Tiron C/ Tiron

Controle 1100,8 + 34,6 679,8 + 24,2*

Contra-lateral 1588,4 + 49,2* 713,0 + 42,4#
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4.23 - Participacao da COX-2 na producao de EROS

Para determinar a participagdo da COX-2 na producéo de EROS na artéria contra-
lateral, foram feitas andlises quantitativas de EROS por citometria de fluxo, em células
endoteliais removidas de carétidas controle e contra-laterais, marcadas pela sonda
fluorescente ndo-seletiva para EROS dihidroetidina (DHE), em presenca do inibidor seletivo
de COX-2 SC 236 (10™ mol/L), pré-incubado 30 minutos antes da leitura.

Osresultados obtidos a partir desse protocolo mostram que, em presenca de SC 236,
ndo houve alteracdo na intensdade de fluorescéncia emitida pelas células endoteliais de
artérias controle (figura 41, tabela 4.30), excluindo a participacéo da COX-2 na producéo de
EROS nessas células.

Em células endoteliais provenientes de artérias contra-laterais, a adicdo de SC 236
reduziu significativamente a intensidade de fluorescéncia emitida, revertendo o aumento de
fluorescéncia, detectado em auséncia do inibidor, para préximo dos niveis do grupo controle
em auséncia do inibidor (figura 41, tabela 4.30). Esses dados sugerem que a COX-2 participa
da producdo de EROS em células endoteliais da artéria contra-lateral, que se encontra

aumentada em relacéo a artéria controle.
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Figura 41. Quantificagdo de EROS em células endoteliais de artérias carétidas controle e contra-laterais a
lesdo por catéter-baldo. A figura representa os a intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pelas células
marcadas com DHE, em auséncia e presenca de SC 236. Os dados representam a média+ EPM (n=5). * indica
diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle sem SC 236. # indica diferenca significativa
(P<0,001) emrelagdo ao grupo contra-lateral sem SC 236. ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4.30 - Quantificacdio de EROS em células endoteliais de artérias carétidas controle e contra-laterais a
lesdo por catéter-baldo. Os dados representam a média £+ EPM da intensidade de fluorescéncia emitida pelas
células marcadas com DHE, em auséncia e presenca de SC 236 (n = 5). * indica diferenca significativa
(P<0,001) em relacdo ao grupo controle sem SC 236. # indica diferenca significativa (P<0,001) em relagéo ao
grupo contra-lateral sem 236. ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

Grupos S SC 236 C/ SC 236

Controle 1100,8 + 34,6 1041,2 + 29,6

Contra-lateral 1588,4 + 49,2* 1076,8 + 34,8#
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Conclusdes Parciais

v A lesdo por catéter-baldo estabelece um estresse oxidativo em carétida contra-

lateral, com aumento na producéo de anion O,'.

v" O anion O, produzido na artéria contra-lateral é derivado da COX-2.



5 - Discussao
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O presente trabalho teve por objetivo central estudar as conseqiiéncias da lesdo por
catéter-baldo sobre o relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores em cardtida contra-lateral
de rato, quatro dias apds a lesdo. Os parametros farmacoldgicos analisados para atingir esse
objetivo foram os valores de Emax e de pD, (-log ECso) do agonista a;-adrenérgico Phe
obtidos por regressdo ndo-linear das curvas concentragdo-efeito cumulativas realizadas para o
agonista. O parametro de Emax foi utilizado para analisar as variagdes do efeito maximo
induzido pela Phe sobre as preparagdes de cardtida, enquanto que o parametro de pD, foi
utilizado para avaliar as variagcdes na poténcia da Phe sobre essas preparagdes.

O modelo de lesdo por catéter-baldo em cardtida de rato tem sido muito estudado
para se compreender o processo de estenose por formagdo da camada neointima, em analogia
ao processo de re-estenose clinica, uma importante limitagdo ao uso do baldao-cateterismo, que
pode ocorrer apos a lesdo vascular induzida pelo catéter-balao (FERNS et al., 1992; FAXON
et al., 1997).

Varios modelos experimentais, nos quais a proliferacdo de células do musculo liso €
estimulada, tém sido desenvolvidos para estudar doengas que envolvem a replicagdo celular
excessiva. Dentre eles, o modelo experimental de angioplastia por catéter-baldo em carétida
de rato tem sido muito utilizado para estudar o processo de formacdo da camada neointima
(CLOWES et al., 1983; SCHWARTZ et al., 1985; SCHWARTZ et al., 1995) e compreender
as disfungdes vasculares originarias da formagdo dessa camada, que envolve a proliferacdo de
células musculares lisas (CLOWES et al.,1983).

No modelo de lesdo vascular por catéter-baldo, ha desnudagdo endotelial e distensao
da parede do vaso através da agdo mecanica de um catéter contendo um baldo inflavel na
extremidade (CLOWES et al., 1983). Considerando que o endotélio regula o tonus vascular,
varios pesquisadores passaram a estudar as func¢des contratil e relaxante apds a desnudagdo

endotelial do vaso durante o baldo-cateterismo. Nesse contexto, ANTONACCIO et al. (1994)
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encontraram, num modelo de angioplastia por catéter-baldo em cardtida de rato, uma
significativa redugao na amplitude das contracdes maximas induzidas por diversos agentes
vasoconstrictores, duas semanas apos a lesdo, quando comparadas as respostas aos mesmos
agentes na artéria cardtida contra-lateral a lesdo, utilizada como controle.

Entretanto, MILNER et al. (1997) demonstraram a ocorréncia de uma resposta
neurocompensatoria a lesdo por catéter-baldo em carétida contra-lateral, caracterizada por
aumento transitorio na densidade de nervos contendo neuropeptidios sensoriais pro-
inflamatorios nesse leito, ndo observado em artérias de animais controle intactos. Esses dados
passam a sugerir que a lesdo por catéter-baldo promove alteragdes significativas na artéria
contra-lateral, o que poderia comprometer seu uso como parametro controle das artérias
ipsilaterais.

Com base nessas consideragdes, ACCORSI-MENDONCA et al. (2004) encontraram
um aumento na contragdo maxima induzida por Phe em carétida contra-lateral, quatro e sete
dias apds a lesdo, em relagdo a artérias de animais controle intactos, que parece envolver a
participagdo do endotélio e de prostandides derivados da COX-2. Corroborando com os
resultados obtidos por ACCORSI-MENDONCA et al. (2004), OLIVON (2006) também
encontrou um aumento na contragdo maxima induzida por Phe em carétida contra-lateral a
lesdo por catéter-baldo em rato, quatro dias apds a lesdo, em relagdo a artérias de animais
controle intactos, envolvendo a participacdo do endotélio e de prostanodides derivados da
COX-2 nessa resposta. Em paralelo, OLIVON (2006) também encontrou redugdo na
biodisponibilidade de NO, aumento na producdo de anion O,, reducdo na marcagido de
estresse oxidativo por inativagao de NO, e redugdo na expressao de eNOS em carotida contra-
lateral, quatro dias apos a lesdo, sugerindo a participacdo do anion O,” no comprometimento
da formacao de NO endotelial desse leito, o que poderia estar contribuindo com o aumento da

resposta contratil a Phe observado.
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O tonus vascular ¢ a resultante do equilibrio entre mecanismos de contragdo e
relaxamento musculares, que se contrapdoem e se modulam simultaneamente. Alteragdes
nesses mecanismos refletem-se sobre o tonus vascular como alteragdes de reatividade. Phe
induz a vasoconstriccdo por ativar receptores oj-adrenérgicos, que exercem papéis
extremamente importantes em varios processos fisiologicos, incluindo a contragdo da
musculatura lisa (JAHNICHEN et al., 2004). Contudo, crescentes evidéncias sugerem a
existéncia de o;-adrenoceptores de relaxamento em diferentes artérias, como as artérias
braquial e pulmonar isoladas de coelho e rato, respectivamente (ZSCHAUER et al., 1997,
BOER et al, 1999), que parecem representar um mecanismo de controle local para a
modulacdo, ao menos parcial, das respostas vasoconstrictoras a aminas simpatomiméticas
(FUJIMOTO & ITOH, 1997; FILIPPI et al., 2001).

FILIPPI et al. (2001) demonstraram que Phe produz um efeito relaxante em leito
mesentérico de rato, numa faixa de concentragdes menor que a necessaria para produzir
contracdo, que parece ser endotélio-dependente, e mediado por a;p-adrenoceptores e NO. De
ANDRADE et al. (2006) também conseguiram demonstrar um relaxamento endotélio-
dependente induzido por Phe em carotida de rato, mediado por a,;p -adrenoceptores e por NO
derivado de eNOS, sem a participacdo de prostandides. Esses achados sugerem que o
relaxamento induzido por Phe seja mediado por a;p —adrenoceptores endoteliais.

De fato, VINCI et al. (2007) conseguiram demonstrar a presen¢ca de oip —
adrenoceptores em cultura de células endoteliais de veia umbilical humana, o que reforga a
hipdtese de que o relaxamento induzido por Phe em alguns leitos vasculares seja mediado por
ap —adrenoceptores endoteliais.

O relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores estd prejudicado em caroétida de rato
hiperhomocisteinémico, devido a redugdo na biodisponibilidade local de NO como resultado

do estresse oxidativo estabelecido no modelo de hiperhomocisteinemia (De ANDRADE et al.,



Discussao - 118

2006). Paralelamente, hd um aumento na resposta de contra¢do induzida por Phe em carétida
de rato hiperhomocisteinémico, sugerindo que o vasorelaxamento mediado por ojp-
adrenoceptores parece ser um importante modulador negativo sobre a vasoconstric¢do
adrenérgica (De ANDRADE et al., 2006).

Esses achados permitiram construir a hipotese de que o relaxamento mediado por
ap-adrenoceptores em cardtida contra-lateral de rato, quatro dias apds a lesdo por catéter-
baldo, esteja alterado, em funcdo do estresse oxidativo estabelecido nesse modelo, o que
poderia estar contribuindo com o aumento da resposta contratil & Phe observada nesse leito,
durante esse periodo.

No presente estudo, foi encontrado um aumento significativo na amplitude da
contracdo maxima induzida por Phe em cardtida contra-lateral de rato, em presenga de
endotélio, quatro dias apds a lesdo por catéter-baldo, em relagao a artérias de animais controle
intactos, sem alteragdo significativa no parametro de pD, para o agonista, corroborando com
os resultados obtidos por ACCORSI-MENONCA et al. (2004) e OLIVON (2006).
Paralelamente, a contragdo maxima induzida por Phe na artéria ipsilateral, desprovida de
endotélio, esta significativamente reduzida em relacdo a artérias controle, quatro dias apds a
lesdo, sem alteracao de pD,, também em concordancia com os resultados de ACCORSI-
MENONCA et al. (2004) e OLIVON (2006). Esses achados sugerem que a lesdo por catéter-
baldo induz a alteragdes funcionais compensatorias na artéria contra-lateral a lesdo,
comprometendo seu uso como parametro controle das respostas observadas na artéria
ipsilateral.

A remocado do endotélio da artéria contra-lateral normalizou a contragdao induzida
por Phe, em concordancia com os achados de OLIVON (2006), sugerindo a participacao do
endotélio nessa alteracao de reatividade. Em cardtida de animal controle, a remocao endotelial

induz ao aumento da contragdo maxima induzida por Phe, sugerindo o papel modulador
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negativo do endotélio sobre a vasoconstricgdo adrenérgica, como proposto por HYNES et al.
(1988) ¢ GREENBERG et al. (1989). Entretanto, em caroétida contra-lateral a lesdo por
catéter-baldo, a remocao endotelial reduziu a amplitude da contragdo maxima induzida pela
Phe, aumentada em presenca de endotélio, sugerindo uma inversao do papel do endotélio
como modulador da contragdo adrenérgica nesse leito, onde parece atuar como modulador
positivo da hiperreatividade contratil a Phe. Esses achados sugerem que as alteragdes
funcionais observadas em artéria contra-lateral sejam subjacentes a problemas no endotélio
desse leito.

Tem sido descrito que curvas concentragao-efeito para o agente despolarizante KCl
avaliam a funcdo contratii da musculatura lisa vascular (BRIZZOLARA et al., 1994;
ENGLISH et al., 2000). Com a finalidade de verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a
funcdo contratil da artéria contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-efeito
cumulativas para o KCI em carétidas controle e contra-laterais, em presenga de endotélio,
quatro dias ap0s a lesdo. Os resultados obtidos mostram que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa nos parametros de contragdo maxima e poténcia do agente despolarizante entre
artérias controle e contra-laterais, sugerindo que a integridade da maquinaria contratil da
artéria contra-lateral esta preservada apds a lesdo. Esses achados ainda sugerem que o
aumento da resposta contratil & Phe em artéria contra-lateral ndo decorre de alteragdes na
capacidade contratil dessa artéria, mas parecem ser agonista- e receptor-especificas.

A integridade endotelial da artéria contra-lateral a lesdo foi funcionalmente analisada
pela construgdo de curvas concentragdo-efeito cumulativas para a ACh, que produz um
vasorelaxamento endotélio-dependente pela ativacdo de receptores muscarinicos do tipo 3
(M3) presentes nas células endoteliais (MONCADA & HIGGS, 1995). Os resultados obtidos
sugerem que a integridade endotelial na artéria contra-lateral estd preservada, pois o perfil de

relaxamento induzido por ACh foi semelhante em artérias controle e contra-laterais a lesdao
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por catéter-baldo, em presenca de endotélio, sem alteragdes significativas nos parametros de
Emax e pD; para o agonista.

Para verificar se a lesdo por catéter-baldo altera morfologicamente a integridade
muscular e endotelial em artérias ipsilaterais e contra-laterais a lesdo, procedeu-se com andlise
morfologica dessas artérias, pelo método coloracao de rotina HE (hematoxilina/eosina). Os
resultados obtidos sugerem que a lesdo por catéter-baldo ndo altera a integridade morfoldgica
muscular e endotelial da artéria contra-lateral, pois ndo foram observadas diferencas para com
os tecidos de artérias controle. Em paralelo, a andlise morfométrica ndo revelou diferenga
significativa entre as camadas intima, média e adventicia das artérias caro6tidas controle e
contra-lateral, excluindo a hipdtese de que as alteracdes de reatividade na artéria contra-lateral
a lesdo por catéter-baldo, observadas quatro dias apds a lesdo, sejam decorrentes de alteragdes
morfométricas nos tecidos vasculares. Esses dados corroboram com os achados relativos a
reatividade da artéria contra-lateral ao KCl ¢ a ACh, confirmando a manuten¢do da
integridade muscular e endotelial nesse leito. Ja na artéria lesada, a passagem do catéter-baldo
levou a remocgao endotelial, mantendo a artéria desprovida de endotélio até o quarto dia apds a
lesdo, sem formacao da camada neointima e alteracdes na camada média.

O presente estudo teve como hipdtese central o prejuizo do relaxamento mediado
por a;p-adrenoceptores em carétida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apos a
lesdo.

A resposta de relaxamento induzido por Phe em carotida de rato foi produzida sobre
a pré-contracdo com o agente constrictor ndo-adrenérgico PGF,,, para ndo interferir com a
ativacdo de receptores adrenérgicos, potencialmente ativados pelo agonista o;-adrenérgico
Phe. Antes da pré-contracdo, as preparacdes foram incubadas com o antagonista o;a-
adrenérgico WB 4101 (De OLIVEIRA et al.,, 1998), para excluir a participagdo desses

receptores na resposta desencadeada pela Phe. Esse procedimento foi necessario porque, em
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cardtida de rato, ocorre uma populagdo de receptores aja- € ajp-adrenérgicos musculares
funcionais, mediadores da contracao adrenérgica (De OLIVEIRA et al., 1998), de maneira
que, durante a estimulagdo da preparacdo com Phe, os receptores a;s-adrenérgicos seriam
ativados pelo agonista, o que poderia desencadear uma contragdo detectavel e mascarar ou
dificultar a detecgdo do efeito relaxante da Phe. Além disso, a faixa de concentragdes da Phe,
utilizada para produzir relaxamento (107" a 10"” mol/L), foi muito menor que a necessaria
para produzir contracio (107" a 10> mol/L), o que evita a producdo de respostas de contragio
mensuraveis.

Os resultados relativos a resposta de relaxamento adrenérgico, encontrados no
presente trabalho, confirmam a hipdtese central do projeto: a lesdo por catéter-baldo aboliu
completamente a resposta de relaxamento induzida por Phe em cardétida contra-lateral de rato,
em presenca de endotélio, quatro dias apos a lesdo, tempo em que também foi observado um
aumento na contra¢cdo maxima induzida por Phe na artéria contra-lateral com endotélio, em
relacdo a artérias controle. Esse achado permite inferir que a abolicdo da resposta de
relaxamento adrenérgico esteja contribuindo com o aumento da contragdo adrenérgica
observada em carétida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apos a lesdo,
considerando que o relaxamento induzido por Phe representa um mecanismo de controle local
envolvido na modulagdo das respostas vasoconstrictoras de amina simpatomiméticas
(FILIPPI et al., 2001). As alteragdes de reatividade na artéria contra-lateral permitem sugerir
que a lesdo por catéter-baldo deflagra mecanismos compensatorios nesse leito, em
concordancia com as idéias de neurocompensacao propostas por MILNER et al. (1997).

A abolicdo do relaxamento adrenérgico na artéria contra-lateral com endotélio,
quatro dias ap0s a lesdo por catéter-baldo, poderia ser decorrente de alteracdes na integridade
da fungdo de relaxamento dessa artéria, ou nos mecanismos celulares ¢ moleculares

mediadores dessa resposta, induzidas pela lesdo vascular. A integridade da fungdo de



Discussao - 122

relaxamento de uma preparagdo vascular pode ser verificada por meio de curvas
concentragdao-efeito cumulativas para doadores de NO, que produzem um relaxamento
endotélio-indenpendente, e portanto, dependem apenas da integridade dos mecanismos de
relaxamento da musculatura lisa vascular (WANSTALL et al, 2000). Diante dessas
consideragdes, a integridade da funcdo de relaxamento da artéria contra-lateral foi verificada
por meio de curvas concentragdo-efeito cumulativas para o doador de NO NPS, em presenga
de endotélio. Os resultados obtidos sugerem que a integridade da funcao de relaxamento da
artéria contra-lateral com endotélio esta preservada, quatro dias apos a lesdo por catéter-balao,
uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas nos parametros de Emax e pD;
para o doador. Esse achado sugere que os mecanismos subjacentes a abolicdo do relaxamento
adrenérgico em car6tida contra-lateral, quatro dias apds a lesdo por catéter-baldo, sejam
decorrentes de alteragdes receptor- e agonista-especificas, nos mediadores celulares dessa
resposta.

Com a finalidade de verificar se a lesdo por catéter-baldo altera a resposta de
relaxamento induzida por Phe em outros leitos que ndo a artéria contra-lateral, foram
construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas de relaxamento para Phe em aorta de
animais operados. Os resultados obtidos a partir desses protocolos mostram que a lesao por
catéter-baldo ndo altera o relaxamento induzido por Phe em aorta, o que exclui a hipotese de
que essas alteragdes funcionais envolvam a participagdo de fatores humorais, mas sugere que
elas sejam leito-dependentes, reforcando a hipotese da ocorréncia de um processo
neurocompensatorio na artéria contra-lateral a lesdo, anteriormente proposto por MILNER et
al. (1997). Esses achados corroboram com os resultados obtidos por ACCORSI-
MENDONCA et al. (2004), que nao encontraram altera¢do na contragdo induzida por Phe em

aorta de ratos submetidos a lesdo por catéter-balao, quatro dias apos a lesao.
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Para determinar o tipo de receptor responsavel por mediar a resposta de relaxamento
induzida por Phe em carotida de rato, foram construidas curvas concentragao-efeito
cumulativas para Phe em presenca de antagonistas seletivos para os receptores adrenérgicos.
Os resultados obtidos mostram que o relaxamento induzido por Phe em carétida de rato
controle ¢ mediado por a;p-adrenoceptores, uma vez que os antagonistas seletivos para os
receptores a;-adrenérgicos, prazosin, e ap-adrenérgicos, BMY 7378, aboliram essa resposta.

Tem sido descrito que os receptores ap-adrenérgicos mediam o vasorelaxamento
adrenérgico em algumas preparagdes, via fatores relaxantes derivados do endotélio (COCKS
& ANGUS, 1983; VANHOUTTE, 2001). Para excluir a hipotese da participagdo dos
receptores ap-adrenérgicos como mediadores do relaxamento induzido por Phe em carétida de
rato, foram construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas para Phe em presenca do
antagonista ap-adrenérgico ioimbina. Os resultados obtidos nesses experimentos mostram que
o relaxamento induzido por Phe ndo foi alterado, quanto aos parametros de Emax e pD, do
agonista, em relagdo a auséncia do antagonista, sugerindo que os receptores a-adrenérgicos
nao participam dessa resposta.

Tem sido descrito que os receptores P-adrenérgicos mediam o vasorelaxamento
adrenérgico em algumas preparagdes, via produgao de NO (VINCI et al., 2007). Para excluir a
hipotese da participagdo dos receptores P-adrenérgicos como mediadores do relaxamento
induzido por Phe em cardtida de rato, foram construidas curvas concentracdo-efeito
cumulativas para Phe em presenc¢a do antagonista f-adrenérgico nao-seletivo propranolol. Os
resultados obtidos nesses experimentos mostram que o relaxamento induzido por Phe ndo foi
alterado, quanto aos parametros de Emax e pD, do agonista, em relacdo a auséncia do
antagonista, sugerindo que os receptores -adrenérgicos nao participam dessa resposta.

Os resultados referentes a caracterizagdo de receptores mediadores do relaxamento

induzido por Phe em carétida de rato confirmam a seletividade do agonista em receptores o,-
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adrenérgicos, que poderia ser perdida diante de elevadas concentragdes da droga (KENAKIN,
1997), fator descartado, uma vez que os protocolos de relaxamento com Phe foram
conduzidos com baixas concentragdes do agonista.

Em carodtida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apos a lesdo, a
resposta de relaxamento induzido por Phe esta abolida, e por isso, seria teoricamente
desnecessaria a caracterizacdo dos receptores mediadores dessa resposta, inexistente nesse
leito. Entretanto, ndo se pode ignorar que a lesdo por catéter-baldo produz alteragdes
funcionais na artéria contra-lateral. Essas altera¢cdes podem estar incluindo alteragdes na
ativagdo de receptores pela Phe, que por sua vez, poderiam participar da aboli¢do da resposta
de relaxamento adrenérgico na artéria contra-lateral. Essa hipdtese justifica a caracterizagao
de receptores mediadores da resposta de relaxamento adrenérgico na artéria contra-lateral com
endotélio, pela construcao de curvas concentragdo-efeito cumulativas para Phe em presenca
de antagonistas seletivos para os receptores adrenérgicos. Os resultados obtidos com esses
experimentos mostram que a resposta de relaxamento adrenérgico manteve-se abolida na
artéria contra-lateral, em presenc¢a de qualquer um dos antagonistas adrenérgicos, excluindo a
participagdo desses receptores nessa alteragdo de reatividade.

Tem sido descrito que o vasorelaxamento induzido por Phe e mediado por op-
adrenoceptores ¢ endotélio-dependente (FILIPPI et al., 2001; De ANDRADE et al., 2006).
Para verificar a participacdo do endotélio vascular na resposta de relaxamento induzido por
Phe em carédtida de rato controle, foram construidas curvas concentragao-efeito cumulativas
para Phe em auséncia de endotélio. Os resultados obtidos a partir desse experimento mostram
que o relaxamento adrenérgico em carotida de rato estd abolido em auséncia de endotélio,
sugerindo que essa resposta ¢ completamente endotélio-dependente, corroborando com os

resultados de De ANDRADE et al. (2006).
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Estudos prévios mostram que o endotélio participa da hiperreatividade contratil a
Phe em cardtida contra-lateral de rato, quatro dias apos a lesao (de ACCORSI-MENONCA et
al., 2004; OLIVON, 2006). Nesse estudo, observou-se que a resposta de relaxamento
adrenérgico ¢ endotélio-dependente e estd abolida em carotida contra-lateral em presenga de
endotélio, o que sugere que a lesdo por catéter-baldo altera os fatores endoteliais responsaveis
por essa resposta no leito contra-lateral. Para verificar a participagdo do endotélio na aboli¢ao
da resposta de relaxamento induzida por Phe em cardtida contra-lateral, foram construidas
curvas concentragdo-efeito cumulativas para Phe, em auséncia de endotélio. Os resultados
obtidos a partir desse experimento excluem a participacdo do endotélio nessa alteracdo de
reatividade, uma vez que a resposta de relaxamento adrenérgico se manteve abolida em
auséncia de endotélio na artéria contra-lateral.

As células endoteliais e musculares lisas vasculares comunicam-se entre si por meio
de jungoes celulares mio-endoteliais do tipo GAP (GUPTA et al., 2008). Por essas jungoes,
podem passar alguns mediadores celulares do musculo para o endotélio, e vice-versa, como
calcio (Ca™), trifosfato de inositol (IP3) entre outros (GUPTA et al., 2008). Sabe-se que a Phe
ativa a mobilizagio de Ca™" no interior de células musculares lisas, por induzir a formagao de
IP; (JAHNICHEN et al., 2004), o que permite construir a hipdtese de que a Phe, na faixa de
concentragdes utilizada para produzir o relaxamento (10™"° a 10™'° mol/L), estaria induzindo a
formagdo de IP; e ao aumento de Ca' " intracelular no misculo, insuficiente para produzir uma
contragio mensuravel, mas suficiente para produzir uma corrente de IP; ou Ca'", que passaria
do musculo para o endotélio, induzindo ao aumento de Ca” nas células endoteliais e &
conseqiiente formacao do fator relaxante NO, que produziria o relaxamento mensuravel. Para
verificar a hipdtese da participacdo de GAP-junctions no relaxamento induzido por Phe em
carotida de rato, foram construidas curvas concentragao-efeito cumulativas de relaxamento

para Phe em artérias controle e contra-laterais, em presenga do bloqueador de GAP-junctions
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acido B-glicirretinico (B-GA). Os resultados referentes a esses experimentos mostram que o
bloqueio de GAP-junctions nao alterou a resposta a Phe nas artérias controle e contra-laterais,
excluindo a participacdo dessas jungdes no relaxamento adrenérgico em artéria controle, e na
abolicdo dessa resposta em artéria contra-lateral.

Um dos principais mediadores celulares do vasorelaxamento endotélio-dependente
induzido por varios agonistas corresponde ao oxido nitrico (NO) (PALMER et al., 1987,
IGNARRO et al., 1987), anteriormente descrito como fator relaxante derivado do endotélio
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). A biossintese do NO ocorre a partir do aminoacido
L-arginina, por reagdes enzimaticas catalisadas por uma das trés isoformas de NO sintases
(NOS) (DAWSON & SNYDER, 1994): as NOS endoteliais (eNOS), as NOS neuronais
(NNOS) ou as NOS induzidas (INOS) (GARCIA & STEIN, 2006). As eNOS, originalmente
isoladas de células endoteliais de aorta bovina (POLLOCK et al., 1991), sao isoformas
constitutivamente expressas em baixos niveis nas células endoteliais, ativadas rapidamente
por um aumento no calcio citoplasmatico em presenga da proteina calmodulina (GARCIA &
STEIN, 2006). As nNOS, originalmente isoladas do cérebro (BREDT & SNYDER, 1990),
sdo encontradas constitutivamente em varias células, incluindo células endoteliais € neurénios
(GRIFFITH & STUEHR, 1995), também rapidamente ativadas pelo aumento dos niveis de
calcio citoplasmatico em presenca de calmodulina (GARCIA & STEIN, 2006). Ja as iNOS,
expressas em varias células apds horas de exposi¢do a citocinas e/ou produtos microbianos
(HIBBS et al., 1987; STUEHR & MARLETTA, 1987) e isoladas de macréfagos (HEVEL et
al., 1991), sdo isoformas com expressdao induzida pela ativacdo de macréfagos por citocinas
(interferon gama, fator de necrose tumoral alfa) ou outros agentes, independente da elevacao
de célcio citoplasmatico para sua ativagdo (GARCIA & STEIN, 2006).

A participagdo do NO como mediador celular de uma resposta funcional a um dado

agonista, numa determinada preparacao, pode ser verificada por meio da inibicao, seletiva ou
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ndo, das NOS responsaveis pela producdo do gas nesse sistema biologico. FILIPPI et al.
(2001) demonstraram que o efeito relaxante induzido por Phe em leito mesentérico de rato ¢
mediado por NO, uma vez que a inibigdo nao-seletiva de NOS aboliu essa resposta. De
maneira semelhante, De ANDRADE (2005) observaram que o relaxamento induzido por Phe
em carotida de rato Wistar também ¢ mediada por NO, derivado de eNOS, uma vez que a
inibicao seletiva dessa isoforma aboliu completamente essa resposta.

Para verificar a participagao do NO no relaxamento induzido por Phe em carotida de
rato, foram construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas para Phe em presenca do
inibidor ndo-seletivo de NOS L-NAME. Os resultados obtidos a partir desses experimentos
mostram que a resposta de relaxamento induzida por Phe ¢ mediada por NO, uma vez que a
inibicdo ndo-seletiva da NOS aboliu completamente essa resposta, corroborando com os
dados obtidos por De ANDRADE et al. (2006).

Para determinar o tipo de isoforma de NOS responsavel pela produgdo de NO
durante o relaxamento induzido por Phe em cardtida de rato, foram construidas curvas
concentragdo-efeito cumulativas para Phe em presenca de inibidores seletivos de eNOS (L-
NNA), nNOS (7-NI) e iNOS (1400W). Os resultados obtidos a partir desses experimentos
mostram que a isoforma responsavel pela producao de NO durante o relaxamento induzido
por Phe ¢ a eNOS, uma vez que apenas a inibicdo seletiva dessa isoforma aboliu
completamente essa resposta, corroborando com os dados obtidos por De ANDRADE (2005).

Os experimentos anteriormente descritos revelaram que o mediador celular do
relaxamento induzido por Phe em carétida de rato ¢ o NO, e que essa resposta esta abolida na
artéria contra-lateral, sugerindo um comprometimento na biodisponibilidade de NO nesse
leito. De fato, estudos prévios em nosso laboratério mostraram que a lesdo por catéter-balao
reduz a biodisponibilidade de NO na artéria contra-lateral, quatro dias ap6s a lesao (OLIVON,

2006). Entretanto, a funcdo do NO poderia estar alterada pela lesdo por catéter-baldo, na
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artéria contra-lateral. Para verificar a participagdo do NO no relaxamento induzido por Phe
em carotida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, foram construidas curvas concentragao-
efeito cumulativas para Phe em presenga de inibidores seletivos e nao-seletivos de NOS. A
inibigdo nao-seletiva, bem como a inibicdo seletiva das isoformas de NOS, nao alterou a
resposta a Phe em cardétida contra-lateral, que se manteve abolida em presenga dos inibidores,
sugerindo um comprometimento na biodisponibilidade de NO nesse leito. Esses dados
corroboram com os achados obtidos por OLIVON (2006), relativos a redugdo da
biodisponibilidade de NO na artéria contra-lateral.

O NO ¢ um gas diatdomico ndo-carregado, com uma meia-vida de alguns segundos
em baixas concentracdes nos tecidos (THOMAS et al., 2001), que se difunde através da
bicamada lipidica das células endotélias para as células musculares adjacentes, onde se
complexa com e ativa a enzima guanilato ciclase soluvel, que converte trifosfato de guanosina
(GTP) em GMP’c, responsavel por ativar proteinas quinases GMP’c-dependentes, canais
i6nicos GMP’c-regulados e/ou varias familias de fosfodiesterases (CARY et al., 2006). A
ativacdo da via de sinalizagdo NO/GMP’c ¢ responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa
vascular (GARCIA & STEIN, 2006).

Para verificar a participagdo do GMP’c como mediador intracelular do mecanismo
de relaxamento induzido por Phe em cardtida de rato, foram construidas curvas concentragio-
efeito cumulativas de relaxamento para Phe em presenga do inibidor seletivo da enzima
guanilato ciclase solivel ODQ. O ODQ, ao inibir a guanilato ciclase solavel, impede a
conversao de GTP em GMP’c, inibindo os efeitos celulares mediados pelo nucleotidio. Os
resultados obtidos a partir desses protocolos mostram que o relaxamento induzido por Phe em
carétida de rato controle foi completamente abolido em presenca de ODQ, sugerindo a

participagdo do GMP’c como mediador dessa resposta.



Discussdo - 129

Para verificar a participagdo do GMP’c na aboli¢do da resposta de relaxamento
induzido por Phe em cardétida contra-lateral, os protocolos com ODQ foram reproduzidos em
cardtida contra-lateral. Os resultados referentes a esses experimentos mostram que, em
presenca de ODQ, a resposta de relaxamento adrenérgico continua abolida, excluindo a
participagdo do GMP’c nessa alteracao funcional.

O relaxamento da musculatura lisa vascular também pode apresentar como mediador
celular o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que atua independentemente
da via NO-GMP’c, ativando canais para K, com conseqiiente hiperpolarizagio das células
musculares lisas vasculares, e inibindo canais para Ca’ voltagem-dependentes, o que leva ao
relaxamento (FELETOU & VanHOUTTE, 2001).

Além do EDHF, algumas formas do NO também podem ativar canais para K,
hiperpolarizando a muculatura lisa vascular e levando ao relaxamento. A forma de radical
livre do NO (NO®), formado por oxida¢do do NO catalisada pela superoxido dismutase, ativa
diretamente canais para K' (BOLOTINA et al., 1994). O anion nitroxil (NO"), formado pela
redugdo do NO, ativa canais para K' voltagem-dependentes (COSTA et al., 2003). Diante
dessas consideracdes, ¢ importante verificar a participagdo de canais para K™ no relaxamento
induzido por Phe em carotida de rato. Para tanto, os protocolos de relaxamento adrenérgico
foram conduzidos em presenga do bloqueador ndo seletivo para canais para K TEA. Os
resultados obtidos a partir desses protocolos mostram que o relaxamento induzido por Phe em
carotida de rato controle nao ¢ alterado em presenca de TEA, excluindo a participagdao de
canais para K’ nessa resposta.

Para verificar a participacdo dos canais para K' na aboli¢io do relaxamento
adrenérgico em carotida contra-lateral, foram construidas curvas concentragdo-efeito
cumulativas de relaxamento para Phe em presenca de TEA, em artérias contra-laterais. Os

resultados desses experimentos mostram que a adicao de TEA ndo alterou a resposta a Phe em
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cardtida contra-lateral, que ja se encontrava abolida, excluindo a participacdo de canais para
K" nessa alteracdo de reatividade.

O endotélio vascular libera diversos fatores vasoativos, além do NO, incluindo
prostaciclinas (PGIl;) (MONCADA et al., 1976), prostandides derivados da atividade de
COXs, com efeito vasodilatador (MITCHELL et al., 2008). A COX ocorre em duas isoformas
nos tecidos bioldgicos: COX-1, de expressdo constitutiva em células endoteliais sadias, e
COX-2, de expressdao induzida em condi¢des inflamatorias e/ou por moléculas associadas a
patogenos (MITCHELL & WARNER, 2006). A sintese de PGI; inicia-se com a liberacao de
acido araquiddnico por acdo enzimatica da fosfolipase A, (PLA;) sobre lipidios de membrana
(MITCHELL & WARNER, 1999), cuja ativagdo ¢ calcio-dependente (MITCHELL &
WARNER, 2006). Uma vez liberado, o 4cido araquidonico ¢ oxidado a prostaglandina G;
(PGG,), posteriormente peroxidada a prostaglandina H, (PGH;) por agdo de ciclooxigenases
(MITCHELL et al., 2008). PGH; ¢ o substrato para a¢do da prostaciclina sintetase (PGIS), que
forma PGI, (MITCHELL et al., 2008). Células endoteliais sdo ricas em COX-1 e PGIS, razao
pela qual quando a PLA, ¢ ativada, as PGI; sao os metabolitos predominantes (MITCHELL et
al., 2008).

FILIPPI et al. (2001) demonstraram que o efeito relaxante induzido por Phe em leito
mesentérico de rato envolve a mobilizagdo de calcio de reservas intracelulares sensivel ao IPs,
sugerindo um aumento de calcio citoplasmatico nas células endoteliais durante a estimulacao
com Phe. Como a ativagcdo de PLA; ¢ célcio-dependente (MITCHELL & WARNER, 2006),
poderia estar ocorrendo a producdo de PGI, durante o relaxamento induzido por Phe em
carotida de rato. Para verificar a hipdtese da participacdo de prostanodides no relaxamento
induzido por Phe em cardtida de rato, foram construidas curvas concentragdo-efeito
cumulativas para Phe em presenga do inibidor ndo-seletivo de COX indometacina, bem como

em presenca dos inibidores seletivos de COX-1 (SC560) e COX-2 (SC236). Os resultados
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obtidos a partir desse experimento mostram que a resposta de relaxamento induzida por Phe
em carotida de rato ndo foi alterada pela inibigcdo seletiva e ndo-seletiva de COX, sugerindo a
ndo participagdo de prostandides nessa resposta. Esses dados corroboram com os achados de
FILIPPI et al. (2001), que ndo encontraram a participa¢cdo de prostandides no efeito relaxante
induzido por Phe em leito mesentérico de rato, e de De ANDRADE et al. (2006), que também
ndo observaram a participacdo desses eicosanodides no relaxamento induzido por Phe em
carétida de rato.

Além das PGI,, existem prostandides com funcdo vasoconstrictora, como
tromboxano A, (TXA;) (CHENG et al., 2002), que poderiam estar sendo liberados pelo
endotélio da artéria contra-lateral, ¢ assim, contribuindo com a abolicdo do relaxamento
induzido por Phe nesse leito. De fato, a inibi¢ao seletiva da COX-2 normalizou a contragao
maxima induzida por Phe em caroétida contra-lateral, quatro dias apos a lesdo por catéter-
baldo, sugerindo a participacdo dos produtos derivados das reacdes catalisadas por essa
enzima na hiperreatividade contratil a Phe, encontrada nesse leito (ACCORSI-MENDONCA
et al., 2004; OLIVON, 2006). Com base nessas consideracdes, foram construidas curvas
concentragdo-efeito cumulativas para Phe em car6tida contra-lateral de rato, em presenca de
inibidores seletivos e ndo-seletivos de COX, para verificar a participagao dos produtos das
reagOes catalisadas por essas enzimas na abolicdo do relaxamento induzido por Phe nesse
leito. Os resultados obtidos a partir desses experimentos mostram que a inibigao seletiva da
COX-2 normalizou o relaxamento induzido por Phe em caro6tida contra-lateral de rato, quatro
dias apods a lesdo por catéter-baldo, sugerindo a participacdo de prostandides e/ou de outros
produtos liberados durante as reagdes catalisadas pela COX-2 na aboligao dessa resposta.

Em condi¢des inflamatorias, como no modelo de lesdo vascular por catéter-baldo
(ROSS, 1999), ocorre indugdo da expressdo de COX-2 (FUJIMOTO et al., 2004). Evidéncias

funcionais sugerem a participacao de derivados da COX-2 na hiperreatividade contratil & Phe



Discussao - 132

em carotida contra-lateral, quatro dias ap6s a lesdo por catéter-balao (ACCORSI-
MENDONCA et al., 2004; OLIVON, 2006). Os resultados funcionais do presente trabalho
também sugerem a participagdo de derivados da COX-2 na abolicio do relaxamento
adrenérgico em carotida contra-lateral a lesdo, reforcando a hipdtese da inducdo da expressao
dessa isoforma no modelo de lesdo vascular por catéter-baldo.

KULKARMI & ARMESTEAD (2002) e XIA et al., (1998) sugerem que num
processo inflamatério desencadeado por lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-
negativas, a isoforma COX-2 pode participar da formacdo de anion O, . De fato, OLIVON
(2006) observou que o tratamento dos animais submetidos a lesdo por catéter-baldo, com
celecoxib (inibidor seletivo de COX-2) reduziu significativamente a produgdo de anion O, na
artéria contra-lateral, quatro dias apo6s a lesdo, reforcando a hipdtese proposta por
KULKARMI & ARMESTEAD (2002) e XIA et al., (1998).

O anion O, pode reduzir a biodisponibilidade de NO, seja por inativacao do radical
por reacdo direta (BECKMAN & KOPPENOL, 1996), seja por induzir ao desacoplamento de
NOS, comprometendo a produ¢ao de NO (GORREN & MAYER, 2007). Em ambos o0s casos,
uma redug¢do na biodisponibilidade de NO, que atua como um fator vasorelaxante importante
na modulagao negativa dos processos de contracdo, poderia acarretar em abolicdao de respostas
de relaxamento dependentes de NO, como o relaxamento induzido por Phe, bem como no
aumento da contragdo adrenérgica. De fato, OLIVON (2006) demonstrou que a lesdo por
catéter-baldo reduz a biodisponibilidade de NO na artéria contra-lateral por comprometer a
formacdo de NO, paralelamente ao estabelecimento de estresse oxidativo nesse leito, com
aumento de anion O, e reducdo na expressao de NOS. Esses dados permitem construir a
hipotese de que o anion O, participe da aboligdo do relaxamento induzido por Phe em

carodtida contra-lateral.
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Com base nessas consideragdes, foram construidas curvas concentragao-efeito
cumulativas para Phe em presenga do seqiiestrador seletivo para O, tempol (Zheng et al.,
2003), em artérias controle e contra-laterais a lesdo, em presenca de endotélio, para verificar a
participa¢do do anion O, no relaxamento induzido por Phe. Os resultados obtidos a partir
desses experimentos mostram que a remog¢ao de anion O, normalizou o relaxamento induzido
por Phe em carétida contra-lateral, sugerindo a participagdo dessa espécie reativa na aboli¢do
do relaxamento adrenérgico nesse leito.

O tempol ¢ um mimético da superdxido-dismutase (SOD), com atividade
antioxidante devido a sua capacidade de dismutar moléculas de anion O,  por reagdo direta
com o radical ou com seu derivado * OOH (CHEN et al., 2003). Em altas concentragdes, o
tempol reage com o radical * OOH, produzindo H,O,, que apresenta atividade vasodilatadora
(CHEN et al., 2003). A vasodilatacdo mediada por H,O, derivado da remog¢ao de anion Oy
por tempol poderia mascarar o efeito antioxidante do tempol, por remocdo de O, na
normalizagdo da resposta de relaxamento adrenérgico em artéria contra-lateral. Com base
nessas consideracdes, ¢ importante verificar a hipotese de formacdo de H,O, e sua
participagdo na normalizagdo do relaxamento adrenérgico em cardtida contra-lateral. Para
tanto, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas de relaxamento para Phe em
carétida controle e contra-lateral, em presenca de tempol associado com o scavenger de H,O,
PEG-catalase. A catalase associada ao polietilenoglicol (PEG) ¢ capaz de permear as
membranas celulares e remover o H,O, intracelular (De ANDRADE et al., 2006). Os
resultados obtidos a partir desses experimentos mostram que a associagdo do tempol a PEG-
catalase nao alterou o perfil de relaxamento induzido por Phe, nem em artérias controle ou em
artérias contra-laterais, excluindo a participagdo do H,O, na normalizacdo do relaxamento
adrenérgico por remogdo de dnion O, em artéria contra-lateral. Esses dados ainda permitem

inferir que, na concentragdo utilizada, o tempol nao estd induzindo a formagao de H,O,, ou
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que o H,O, formado pela remog¢ao de O, por tempol pode estar sendo efetivamente removido
por agao das catalases endogenas das preparagdes.

Como o relaxamento mediado por a;p-adrenoceptores parece ser um mecanismo
modulador negativo da contracdo adrenérgica, que se encontra aumentada em cardtida contra-
lateral a lesdo por catéter-baldo, ¢ importante verificar se os mediadores que participam da
abolicdo dessa resposta de relaxamento na artéria contra-lateral também estdo envolvidos na
hiperreatividade contratil a Phe encontrada nesse leito. A participagdo dos mesmos
mediadores nas alteragdes funcionais de contragdo e relaxamento induzidos por Phe em
artéria contra-lateral reforcam a hipotese de que a contragdo adrenérgica estd aumentada nesse
leito como conseqiiéncia da perda do mecanismo de relaxamento adrenérgico, como
modulador negativo da contragao adrenérgica.

Com base nessas consideragdes, foram conduzidos protocolos de contragdo induzida
por Phe, em artéria contra-lateral, na presenca de inibidores dos mediadores que participam da
abolicdo da resposta de relaxamento adrenérgico nesse leito, a saber, dos produtos derivados
da COX-2 e do anion Oy".

Para verificar a participacdo de prostanodides derivados da COX-2 no aumento da
contracdo maxima induzida por Phe em carétida contra-lateral, foram construidas curvas
concentragdo-efeito cumulativas de contragdo para Phe em presenga do inibidor seletivo de
COX-2 SC236, em artéria contra-lateral. Os resultados obtidos a partir desses experimentos
mostram uma normalizacdo da contragdo induzida por Phe em carétida contra-lateral, na
presenga de SC236, corroborando com os resultados de OLIVON (2006) ¢ ACCORSI-
MENDONCA et al. (2004), e sugerindo a participagdao de produtos derivados da COX-2 na
hiperreatividade contratil a Phe encontrada nesse leito.

Para verificar a participa¢do do anion no aumento da contragdo induzida por Phe em

cardtida contra-lateral, foram construidas curvas concentracao-efeito cumulativas de
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contragdo para Phe, em artérias controle e contra-laterais, em presenca do scavenger de anion
O, tempol, associado ou nao a PEG-catalase. Os resultados obtidos a partir desses
experimentos mostram que, em presenca de tempol, a contragdo induzida por Phe em artéria
contra-lateral foi normalizada, sugerindo a participagdo do anion O, na hiperreatividade
contratil a Phe encontrada nesse leito. Em presenga de PEG-catalase associada ao tempol, a
contracdo induzida por Phe, tanto em artérias controle, quanto em artérias contra-laterais,
manteve o mesmo perfil observado em presenga de tempol isolado, excluindo a participacao
de H,0, derivado da remogao de O, por tempol nessas respostas.

No sistema vascular, a enzima oxidante NADPH oxidase de membrana, corresponde
a principal fonte de anion O, (ZHENG et al.,, 2003). Para verificar a participagao dos
produtos derivados da atividade da NADPH oxidase no relaxamento induzido por Phe em
carotida de rato, foram conduzidos protocolos de reatividade a Phe em presenca do inibidor de
NADPH oxidase apocinina. Os resultados obtidos a partir desses experimentos mostram que,
em presenc¢a de apocinina, ndo houve alteracdo da resposta a Phe, tanto em artérias controle,
quanto em artérias contra-laterais, excluindo a participagdo dos produtos da NADPH oxidase
nessas respostas. Esses dados também permitem inferir que, na artéria contra-lateral, a fonte
de anion O,’, que participa da abolicdo do relaxamento adrenérgico nesse leito, nao ¢ a
NADPH oxidase.

Os achados relativos a participacdo da COX-2 e de O, na abolicdo da resposta de
relaxamento induzido por Phe em carotida contra-lateral sao um forte indicio de que a fonte
de anion O™ nesse leito seja a COX-2.

Para verificar se a lesdo por catéter-balao induz ao estresse oxidativo na artéria
contra-lateral, com aumento na produ¢do de EROS nesse leito, foram conduzidos protocolos
de citometria de fluxo em células endoteliais de carotida controle e contra-lateral, marcadas

com a sonda fluorescente para EROS DHE. Os resultados obtidos a partir desses
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experimentos mostram um aumento na marcagdo para EROS em células endoteliais de
carotidas contra-laterais em relacdo a artérias controle, sugerindo a ocorréncia de estresse
oxidativo no endotélio da artéria contra-lateral. Esses dados corroboram com os achados de
OLIVON (2006).

Para determinar o tipo de ERO presente em artéria contra-lateral, os protocolos de
citometria de fluxo com DHE foram conduzidos em presenca do mimético de SOD tiron, que
remove o anion O, por dismutacdo (De ANDRADE et al., 2006). Em células endoteliais de
artérias controle, a adicdo de tiron reduziu a marcagdo para EROS, sugerindo a presenga de
anion O, em condi¢des basais. Em células endoteliais de artérias contra-laterais, a adi¢ao de
tiron reduziu a marcagdo para EROS ao nivel do grupo controle, em presenca do scavenger,
sugerindo que a ERO presente no endotélio das artérias contra-laterais corresponde ao anion
O,". Esses achados também corroboram com os resultados prévios, obtidos por OLIVON
(2006).

Para verificar se a fonte de anion O,  no endotélio da artéria contra-lateral ¢ a COX-
2, como sugerem as inferéncias funcionais obtidas, os protocolos de citometria de fluxo com
DHE foram conduzidos em presenga do inibidor seletivo de COX-2 SC236. Os resultados
desses experimento revelam que, em presencga do inibidor, a marcagao para EROS nas células
endoteliais de artérias contra-laterais foi reduzida ao nivel do grupo controle, o que sugere que
a fonte de EROS no endotélio da artéria contra-lateral seja a COX-2, corroborando com as
inferéncias funcionais e com os resultados prévios obtidos por OLIVON (2006).

Em sintese, os resultados do presente trabalho mostraram que a lesdo por catéter-
baldo acarreta em abolicdo do relaxamento endotélio-dependente mediado por o;p-
adrenoceptores em carotida contra-lateral, quatro dias ap6s a lesdo, indicando a participagao
de produtos derivados da COX-2 e do anion O, na aboligdo dessa resposta. Os resultados

ainda sugerem que o anion O, cuja producdo esta aumentada na artéria contra-lateral, seja
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derivado do metabolismo da COX-2 nesse leito. A perda do mecanismo de relaxamento
adrenérgico pode estar contribuindo com o aumento da contragdo adrenérgica encontrada na
artéria contra-lateral, quatro dias ap6s a lesdo. De fato, os resultados anteriormente descritos
também apontam a participa¢do de produtos derivados da COX-2 e do anion O,  no aumento
da resposta contratil a Phe em artéria contra-lateral, quatro dias apos a lesdo por catéter-baldo,
refor¢ando a hipotese da modulagdo negativa do mecanismo de relaxamento adrenérgico
sobre a contragao adrenérgica nesse leito.

Em paralelo, os resultados do presente trabalho também permitiram caracterizar o
relaxamento induzido por Phe em carétida de rato, mostrando que essa resposta ¢ endotélio-
dependente, mediada por a;p-adrenoceptores, e envolvendo a participacao de NO derivado da
eNOS e de GMP’c.

A contribuicdo do presente trabalho faz-se evidente no estudo das alteragdes
funcionais que ocorrem em cardtida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, necesséario a

compreensdo dos mecanismos neurocompensatorios envolvidos nesse modelo animal.
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A lesdo por catéter-baldo aumenta a amplitude da contracdo maxima induzida

por Phe em cardtida contra-lateral, quatro dias apds a lesdo.

O endotélio, bem como produtos derivados da COX-2 e o anion O, participam
dessa hiperreatividade contratil a Phe em carotida contra-lateral a lesdo por

catéter-balao.

A lesdo por catéter-balao abole a resposta de relaxamento induzida por Phe em

cardtida contra-lateral, quatro dias apos a lesao.

O relaxamento induzido por Phe em carétida de rato ¢ endotélio-dependente, e

mediado por a;p-adrenoceptores, NO derivado da eNOS e GMP’c.

Produtos derivados da COX-2 e o anion O, participam dessa aboli¢do da
resposta de relaxamento adrenérgico em cardtida contra-lateral a lesdo por

catéter-balao.

A lesdo por catéter-baldo estabelece um estresse oxidativo nas células
endoteliais de cardtida contra-lateral, quatro dias apds a lesdo, com aumento na
producao de anion Oy, que parece ser derivado do metabolismo da COX-2 nesse

leito.

A perda da resposta de relaxamento adrenérgico na artéria contra-lateral a lesdao
por catéter-baldo pode estar contribuindo com o aumento da contracdo

adrenérgica observada nesse leito, quatro dias apos a lesdo.
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APENDICE A — Determinacao da ECsy de PGF,, em cardtida de rato

A PGF,, foi utilizada nos protocolos experimentais do presente estudo como agente
pré-constrictor nao-adrenérgico, necessario para a construcdo das curvas de relaxamento
induzido por Phe em anéis de cardtida de rato. Obedecendo aos principios classicos de
Farmacologia, a concentra¢do utilizada do agente pré-constrictor foi sua ECsy, por ser
bastante precisa (KENAKIN, 1997). Logo, foi necessario determinar a ECsy da PGF,, em
carétida de rato controle e em cardtida contra-lateral, antes da execug@o dos protocolos de
reatividade a Phe.

Para determinar a ECsy desse agente, foram construidas curvas cumulativas
concentracdo-efeito para PGFa, (10 — 10~ mol/L) em anéis de cardtidas controle e contra-
lateral, em presenga de endotélio. Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism
(GraphPad software, versdo 3.01, 1999), utilizando o método de regressdo nao — linear dos
minimos quadrados. O método estatistico utilizado para comparacao entre os grupos foi o
teste-t ndo pareado.

Os resultados mostram que a ECsy da PGF,, em artérias carotidas controle e contra-
lateral de ratos com 75 dias de idade ¢ de aproximadamente 3x10mol/L (apéndices 1A, 2A ¢
3A), sem diferenca significativa entre os grupos. Portanto, a concentra¢do utilizada de como

pré-constritor do relaxamento adrenérgico foi de 3x10mol/L.
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Apéndice 1A. Contracio induzida por PGF,, em carétida controle e contra-lateral com endotélio (ce). A
figura representa a curva concentragio-efeito cumulativa de contragdo para PGF,, (10®a 10 mol/L) em carétida
controle e contra-lateral. Os dados representam a média £ EPM (n=15).

pD2 PGFy, (-logECs0)

I Controle ce
1 Contra-lateral ce

Apéndice 2A. Poténcia de PGF,, em carétida controle e contra-lateral com endotélio (ce). A figura
representa os valores de pD, (-logECs,) de PGF,, como agonista vasoconstrictor. Os dados representam a média
+ EPM (n=15). Teste-t ndo pareado.

Grupos

Controle ce

ECs (mol/L) 10%* + 0,35

pD: (-logECsg) 4,43+ 0,35

Contra-lateral ce
10%4%% + 0,33

4,62 + 0,33

Apéndice 3A. Valores de ECsy e pD, (-log ECso) de PGF,, como agonista vasoconstrictor em artérias cardtidas
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio. Os dados representam a média + EPM (n=5).

Teste-t ndo pareado.
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APENDICE B - Verificacio da resposta de relaxamento induzido por ACh

sobre pré-contracao com PGF;,

Os experimentos realizados nesse estudo revelaram que o relaxamento induzido por
Phe em cardtida contra-lateral a lesdo por catéter-baldo, quatro dias apds a cirurgia, esta
abolido, enquanto que o relaxamento induzido pelo agonista muscarinico ACh esta
preservado nesse leito. Entretanto, o agente pré-constrictor utilizado no relaxamento
adrenérgico (PGF,,) foi diferente daquele utilizado no relaxamento colinérgico (Phe).
Portanto, para verificar se o tipo de agente pré-constrictor determina as alteragcdes de
relaxamento observadas com Phe em artéria contra-lateral, foi verificada a reatividade de
anéis de cardtida controle e contra-lateral 8 ACh sobre pré-contragdo com PGF,,,.

Para tanto, foram construidas curvas cumulativas concentragdo-efeito para ACh (10
'3 10" mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, em presenga de endotélio, sobre
pré-contragio com PGF,, (3x10°mol/L). Os dados foram analisados pelo programa
GraphPad Prism (GraphPad software, versdo 3.01, 1999), utilizando o método de regressao
ndo — linear dos minimos quadrados. O método estatistico utilizado para comparacao entre os
grupos foi o teste-t nao pareado.

Os resultados mostram que, mesmo sobre pré-contragdo com PGF,,, o relaxamento
induzido por ACh estd preservado, quanto aos parametros de Emax (apéndices 1B e 2B) e
pD» (apéndice 3B) do agonista, em artéria contra-lateral, excluindo a hipotese de que o agente
pré-constrictor PGF,, seria responsavel pela alteracdo da resposta de relaxamento induzido

por Phe observada nesse leito.



Apéndices- 155

o_
= Controle ce

= A Contra-lateral ce
C
£
G 50-
&
J)
o
S

100

T T T T T 1

11 10 9 8 -7 6 5 -4
ACh log [mol/L]

Apéndice 1B. Relaxamento induzido por ACh sobre pré-contracio com PGF,, em cardtida controle e
contra-lateral com endotélio (ce). A figura representa a curva concentragdo-efeito cumulativa de relaxamento
para ACh (10"°a 10™ mol/L) sobre pré-contragio com PGF,, (3 x 107 mol/L) em carétida controle e contra-
lateral. Os dados representam a média = EPM (n = 5).
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Apéndice 2B. Efeito relaxante maximo de ACh sobre pré-contragio com PGF,, em carodtida controle e
contra-lateral com endotélio (ce). A figura representa os valores de Emax de ACh sobre pré-contragdo com
PGFa, (3 x 10™ mol/L). Os dados representam a média + EPM (n = 5). Teste-t nio pareado.

Grupos
Controle ce Contra-lateral ce
Emax ACh (%) 101,40 + 3,71 103,48 + 3,89
pD2 ACh (-logECs) 7,38 + 0,69 7,49 + 0,57

Apéndice 3B. Valores de Emax e pD, (-log ECs) de ACh sobre pré-contragdo com PGF,, em artérias cardtidas
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio. Os dados representam a média + EPM (n=5).

Teste-t ndo pareado.
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APENDICE C - Verificacio da resposta de relaxamento induzido por NPS

sobre pré-contracao com PGF;,

Assim como para ACh, o agente pré-constrictor utilizado no relaxamento
adrenérgico (PGF,,) foi diferente daquele utilizado no relaxamento induzido por NPS (Phe),
que ndo esta alterado em artéria contra-lateral. O relaxamento induzido por NPS permite
verificar se os mecanismos musculares de relaxamento estdo preservados, pois ocorre por
doacdo de NO a partir do proprio NPS. Para verificar se o tipo de agente pré-constrictor
determina as alteracOes de relaxamento observadas com Phe em artéria contra-lateral, foi
verificada a reatividade de anéis de cardtida controle e contra-lateral ao NPS sobre pré-
contracdo com PGF»,.

Para tanto, foram construidas curvas cumulativas concentracao-efeito para NPS (10
'3 10" mol/L) em anéis de carétida controle e contra-lateral, em presenga de endotélio, sobre
pré-contragio com PGF,, (3x10°mol/L). Os dados foram analisados pelo programa
GraphPad Prism (GraphPad software, versdo 3.01, 1999), utilizando o método de regressao
ndo — linear dos minimos quadrados. O método estatistico utilizado para comparacao entre os
grupos foi o teste-t nao pareado.

Os resultados mostram que, mesmo sobre pré-contragdo com PGF,,, o relaxamento
induzido por NPS est4 preservado, quanto aos parametros de Emax (apéndices 1C e 2C) e pD;
(apéndice 3C) do agonista, em artéria contra-lateral, excluindo a hipotese de que o agente pré-
constrictor PGF,, seria responsavel pela altera¢do da resposta de relaxamento induzido por

Phe observada nesse leito.
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Apéndice 1C. Relaxamento induzido por NPS sobre pré-contracdo com PGF,, em cardtida controle e
contra-lateral com endotélio (ce). A figura representa a curva concentracdo-efeito cumulativa de relaxamento
para NPS (107% a 10° mol/L) sobre pré-contragdo com PGF,, (3 x 107 mol/L) em carétida controle e contra-

lateral. Os dados representam a média £ EPM (n=15).
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Apéndice 2C. Efeito relaxante maximo de NPS sobre pré-contracio com PGF,, em carétida controle e
contra-lateral com endotélio (ce). A figura representa os valores de Emax de NPS sobre pré-contracdo com
PGF,, (3 x 10 mol/L). Os dados representam a média + EPM (n = 5). Teste-t ndo pareado.

Grupos

Controle ce

Emax NPS (%) 115,03 + 6,47

pD; NPS (-logECs) 8,16 + 0,57

Contra-lateral ce
112,11 + 6,89

8,07+ 0,65

Apéndice 3C. Valores de Emax e pD, (-log ECsy) de NPS sobre pré-contragdo com PGF,, em artérias cardtidas
controle e contra-laterais a lesdo por catéter-baldo, com endotélio. Os dados representam a média + EPM (n=5).

Teste-t ndo pareado.
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APENDICE D — Determinagio do relaxamento induzido por Phe em carétida

de rato sem exclusao de receptores a;s-adrenérgicos

O relaxamento induzido por Phe em carétida de rato foi estudado em presenga do
antagonista a;s-adrenérgico WB 4101, para excluir a participagdo de receptores oa-
adrenérgicos nessa resposta. Em car6tida de rato, receptores oja-adrenérgicos mediam a
contracao adrenérgica, enquanto que receptores ojp-adrenérgicos mediam respostas de
contragdo e relaxamento. Excluindo a participagdo de receptores oja-adrenérgicos,
teoricamente se tornaria mais fécil observar a resposta de relaxamento adrenérgico,
justificando a utilizagdo do antagonista WB 4101 nos protocolos de reatividade a Phe.

E importante salientar que a adicdo do antagonista WB 4101 ndo alterou o plato
mantido pela PGF;, (30 min) em relagdo a auséncia do antagonista, excluindo a hipdtese de
que o relaxamento observado seria decorrente do efeito do antagonista sobre a pré-contracao
induzida por PGF»,.

Para verificar se a resposta de relaxamento induzida por Phe em carétida de rato €
detectavel sem a exclusio de receptores ajs-adrenérgicos, foram construidas curvas
concentragdo-efeito cumulativas para Phe (107"° a 107 mol/L) em anéis de cardtida controle,
com endotélio, sobre pré-contragdo com PGF,,, em auséncia do antagonista WB 4101. Os
dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism (GraphPad software, versdo 3.01,
1999), utilizando o método de regressao ndo — linear dos minimos quadrados.

Os resultados mostram que, em auséncia de WB 4101, Phe, na faixa de
concentragdes utilizada, produz um relaxamento maximo de cerca de 30% (30,43 + 1,19%,
apéndices 1D e 2D). A amplitude dessa resposta ¢ menor que a observada em presenga de WB
4101 (cerca de 40%), o que permite concluir que a utilizagdo do antagonista aa-adrenérgico

otimiza o registro, € por conseqiiéncia, o estudo do relaxamento induzido por Phe em cardtida
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de rato. Ha ainda de se considerar a importancia bioldgica dessa resposta como possivel
moduladora inibitéria da contragdo adrenérgica em condigdes fisiologicas, onde nao existe a

exclusdo de receptores a;a-adrenérgicos.

= Controle ce

20+

40

% Relaxamento

60 T T T T T T 1
-6 -15 -14 -13 -12 -11 -10 -9

Phe log [mol/L]

Apéndice 1D. Relaxamento induzido por Phe em carétida controle com endotélio (ce), em auséncia de WB
4101. A figura representa a curva concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10™"° a 107" mol/L)
sobre pré-contragio com PGF,, (3 x 10 mol/L) em cardtida controle, em auséncia de WB 4101. Os dados

representam a média + EPM (n = 5).

IN for}
@ ?
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(% Relaxamento)
N
o
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Apéndice 2D. Efeito relaxante maximo de Phe em caroétida controle com endotélio (ce), em auséncia de
WB 4101. A figura representa os valores de Emax de Phe. Os dados representam a média + EPM (n = 5).
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APENDICE E — Determinacao da IC,¢ de Pze BMY 7378 em cardtida de rato

A caracterizacdo funcional dos receptores mediadores da resposta de relaxamento
induzida por Phe em caro6tida de rato foi feita pela utilizacdo de antagonistas adrenérgicos
seletivos, dos quais os principais para o estudo em questao foram o antagonista a,;-adrenérgico
Pz e o antagonista a;p-adrenérgico BMY 7378. Para demonstrar a participagdo de receptores
ap-adrenérgicos no relaxamento induzido por Phe em carétida de rato, foi preciso utilizar a
ICi00 dos antagonistas Pz ¢ BMY, que abole completamente a resposta de relaxamento.
Portanto, tornou-se necessario determinar a IC,op desses antagonistas para a resposta de
relaxamento adrenérgico.

Para tanto, foram construidas curvas cumulativas concentracdo-efeito de
relaxamento para Phe (107> a4 10°mol/L), em presenca de concentra¢des crescentes dos
antagonistas Pz (3x10™"" 4 10°mol/L) e BMY (3x107'° & 10®mol/L), incubados 20 ou 30
minutos antes da pré-contracdo das preparacdes, respectivamente. As concentragdes de Phe
foram adicionadas em escala crescente até estabilizacdo da resposta do agonista em presenga
do antagonista. Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism (GraphPad
software, versao 3.01, 1999), utilizando o método de regressao ndo — linear dos minimos
quadrados.

Os resultados mostram que Pz e BMY, embora reversiveis, produziram um
antagonismo nao-superdavel com Phe, abolindo completamente a resposta do agonistas nas
concentragdes de 10° e 10°mol/L (apéndices 1E e 2E), respectivamente. Logo, as
concentragdes de Pz e BMY utilizadas para caracterizar a participagdo de o;- € op-

adrenoceptores no relaxamento induzido por Phe foram 10”° e 10 mol/L, respectivamente.
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07 = Controle ce
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o 20- * +Pz10molL
g ° + Pz 3x10mollL
g * + Pz 10°mol/L
X 404
X

60 T T T T T ]

T
-16  -15 -14 -13 -12 -11 -10 -9
Phe log [mol/L]

Apéndice 1E. Determinacio da IC;y, de Pz para o relaxamento induzido por Phe em carétida controle
com endotélio (ce). A figura representa a curva concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10™"° a
10 mol/L) em carétida controle, em auséncia e presenca de concentragdes crescentes de Pz Os dados
representam a média + EPM (n = 5).
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Apéndice 2E. Determina¢ao da IC;yy de BMY para o relaxamento induzido por Phe em carétida controle
com endotélio (ce). A figura representa a curva concentragio-efeito cumulativa de relaxamento para Phe (10™"° a
10” mol/L) em cardtida controle, em auséncia e presenca de concentragdes crescentes de BMY. Os dados
representam a média + EPM (n = 5).

Como os receptores aj-adrenérgicos também participam da resposta de contragdo
adrenérgica, foram feitos experimentos controle com as mesmas faixas de concentra¢do dos
antagonistas Pz (3x10™'" a 10”mol/L) e BMY (3x10"° a4 10®mol/L)para a resposta de
contragio induzida por Phe (107'° 4 10°mol/L) em carétida de rato.

Os resultados mostram que, diferentemente do tipo de antagonismo observado para a

resposta de relaxamento, tanto Pz quanto BMY produziram um antagonismo superavel para a
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resposta de contragcdo induzida por Phe em carétida de rato (apéndices 3E e 4E). Entretanto,
as respectivas IC)o de cada antagonista para a resposta de relaxamento (10°mol/L para Pz e
10 *mol/L para BMY) ndo conseguiram abolir a resposta de contragio (apéndices 3E e 4E),
sugerindo que os antagonistas apresentam maior poténcia em receptores o;-adrenérgicos

envolvidos na resposta de relaxamento.

050 Controle ce
. o+ Pz 3x10  mollL
\? . * +Pz10PmolL
w ° + Pz 3x10"°mol/L
o 8 * + Pz 10°moliL
0.00-

-11 -1|o -9 -|8 -7 -I6 5 -4 -3 -2
Phe log [mol/L]

Apéndice 3E. Curvas de contraciio induzida por Phe em carétida controle com endotélio (ce), em presenca
de concentragdes crescentes de Pz. A figura representa a curva concentragdo-efeito cumulativa de contragdo
para Phe (10"%a 10~ mol/L) em carétida controle, em auséncia e presenca de concentragdes crescentes de Pz Os
dados representam a média £ EPM (n=15).

0.50
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Apéndice 4E. Curvas de contracio induzida por Phe em carétida controle com endotélio (ce), em presenca
de concentragdes crescentes de BMY. A figura representa a curva concentragdo-efeito cumulativa de contragdo
para Phe (10%a 10~ mol/L) em carétida controle, em auséncia e presenca de concentragdes crescentes de BMY.
Os dados representam a média + EPM (n=5).
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A poténcia de um antagonista ¢ determinada por seu pA,, dado como o anti-
logaritmo da concentra¢do do antagonista que produz uma dose-ratio (dr) igual a 2. A dose-
ratio corresponde a razao entre a concentragdo do agonista que produz determinado efeito em
presenca do antagonista pela concentragdo do agonista que produz o mesmo efeito em
auséncia do antagonista. Portanto, a concentragdo do antagonista equivalente ao seu pA;
desloca duas vezes a concentragdo do agonista para a direita. Quanto maior o valor de pA.,
maior a poténcia do antagonista. Para determinar o pA; de um antagonista, basta utilizar o
método de Schild. Esse método permite plotar o logaritmo da diferenca entre a dr e 1 em
funcao de concentracdes crescentes do antagonista em escala logaritima, produzindo uma reta,
cuja interse¢do no eixo ‘X’ fornece o valor de pA,. A inclinagdo dessa reta (Jope) também
fornece algumas caracteristicas do antagonismo: quando o slope é proximo da unidade, sugere
a ocorréncia de antagonismo competitivo superavel; quando o sope ¢ menor que a unidade,
sugere a ocorréncia de cooperativismo negativo; ¢ quando o sope é maior que a unidade,
sugere a ocorréncia de cooperativismo positivo.

Para confirmar se a poténcia dos antagonistas Pz e BMY sdo diferentes nos
receptores o;-adrenérgicos mediadores das respostas de contragdo e relaxamento induzidos
por Phe em carotida de rato, foi feita a andlise de Schild, a partir de dados fornecidos pelas
curvas concentragdo-efeito do agonista em presenca de concentragdes crescentes dos
antagonistas.

Os resultados mostram que, de fato, Pz e BMY exibem maior poténcia sobre os
receptores o-adrenérgicos mediadores do relaxamento induzido por Phe do que sobre os que
mediam a contragdo adrenérgica (apéndice SE). Os valores de pA; para Pz foram de 10,3 +
0,72 (n=5) ¢ 9,8 + 0,67 (N=5) para as respostas de relaxamento e contragdo, respectivamente,
enquanto que, para BMY, foram de 10,3 + 0,51 (n=5) ¢ 9,4 + 0,69 (n=5), também para as

respostas de relaxamento e contragdo, respectivamente. Os valores do dope de cada reta
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também foram diferentes entre si: para a resposta de relaxamento, Pz produziu uma reta com
dopede 0,47 £ 0,037 (n=5), ¢ com dope de 2,09 + 0,05 (n=5) para a resposta de contracdo; ja
0 BMY produziu uma reta com dope de 0,42 + 0,05 (n=5) para a resposta de relaxamento, e

de 0.89 + 0.08 (n=5) para a resposta de contragdo (apéndice SE).

= Pz - contracao
3 o Pz - relaxamento
e BMY - contracdo
o BMY - relaxamento

log (drphe -1)
o

T T ; T 1
-11.5 -10.5 -9.5 -8.5 -7.5
14 Antagonista log [mol/L]

Apéndice SE. Plot de Schild para Pz e BMY nas respostas de contracdo e relaxamento induzidas por Phe
em cardtida controle com endotélio (ce). A figura representa as regressdes lineares obtidas com concentragdes
crescentes de Pz (3x10™"" a 10°mol/L) e BMY (3x107% 4 10®*mol/L). Os dados representam a média £+ EPM (n =
5).

A poténcia de um antagonista ¢ diretamente proporcional a sua afinidade pelo
receptor, visto que antagonistas possuem eficadcia nula (KENAKIN, 1997). Alteracdes na
poténcia de um antagonista, portanto, refletem alteragdes em sua afinidade, o que permite
sugerir que os receptores ajp-adrenérgicos mediadores do relaxamento sejam distintos
daqueles que mediam a contragdo em relacdo a afinidade apresentada pelos antagonistas Pz e
BMY. Parece que esses antagonistas exibem maior afinidade ao receptor de relaxamento do
que ao de contracdo. Essa alteracdo de afinidade pode estar refletindo alguma alteragdo
estrutural dos receptores de relaxamento em relagao aos de contragdo, considerando que a

afinidade de um agente por uma molécula ¢ dada pela estrutura complementar entre ambos, e

que os antagonistas se mantém os mesmos para as respostas de contragdo e relaxamento.
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Em relagdo a andlise de Schild, de todas as respostas estudadas, apenas a contragdo
induzida por Phe em presenca de concentragdes crescentes de BMY produziu uma reta com
dope proximo da unidade, sugerindo antagonismo competitivo em o;p-adrenoceptores de
contragdo. A detec¢do de uma reta de dope diferente da unidade indica a ocorréncia de pelo
menos uma das seguintes situagdes: (1) taquifilaxia ao agonista, (2) as interagdes entre
antagonista e receptor ndo se encontram no estado de equilibrio, (3) o antagonista interage
com seus receptores de maneira irreversivel, (4) ocorre agonismo indireto, (5) o efeito
corresponde a ativacdo de uma populacdo heterogénea de receptores, ou (6) o antagonista nao
¢ competitivo (SCHILD, 1947).

Sabe-se que Phe nao produz taquifilaxia nem agonismo indireto (JAHNICHEN et
al., 2004), e que Pz e BMY sdo antagonistas reversiveis e competitivos (MURAMATSU et
al., 1990; GOETZ et al., 1995). O tempo de equilibrio dos antagonistas também foi respeitado
(20min para Pz, MURAMATSU et al., 1990, e 30min para BMY, GOETZ et al., 1995).
Portanto, resta a hipotese de que o agonista esteja interagindo com uma populacio
heterogénea de receptores.

De fato, em cardtida de rato, os receptores aj-adrenérgicos ocorrem em dois
subtipos: aja- € ajp-adrenoceptores (de OLIVEIRA et al., 1998).Esses subtipos estdao
presentes na musculatura vascular, enquanto que os ojp-adrenoceptores também parecem
ocorrer no endotélio (FILIPPI et al., 2001; de ANDRADE et al., 2006; VINCI et al., 2007).

Na resposta de relaxamento induzida por Phe, tanto Pz quanto BMY produziram um
antagonismo nao-superavel, e uma reta com slope menor que a unidade na andlise de Schild.
Quando a inclinagdo da reta de Schild ¢ menor que um, sugere-se a ocorréncia de
cooperativismo negativo (KENAKIN, 1997), onde o agonista atua em outro(s) receptor(es),
produzindo uma resposta moduladora inibitéria da resposta observada pela ativacdo dos

receptores antagonizados.
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No caso do Pz, o antagonismo nos receptores ap-adrenérgicos, tanto musculares
quanto endoteliais, poderia estar deslocando a Phe para os receptores a;s-adrenérgicos
musculares, de onde o agonista deslocaria o antagonista, produzindo contragdo. Como o
antagonista parece ter maior afinidade aos receptores endoteliais, mesmo diante do aumento
da concentracdo do agonista, ndo haveria deslocamento suficiente do antagonista desses
receptores no endotélio, paralelamente a um deslocamento suficiente do agonista para os
receptores a;a-adrenérgicos musculares, e um deslocamento do antagonista dos receptores
aja- € ajp-adrenérgicos musculares pelo agonista. Esses eventos, somados, poderiam estar
contribuindo com uma elevagdo na concentragio de Ca' das fibras musculares, pela ativacdo
de receptores oj-adrenérgicos musculares, que por sua vez, poderia estar modulando
negativamente e impedindo a observacdo do relaxamento induzido por Phe, e, entdo,
produzindo um antagonismo ndo-superavel.

Em relacdo ao BMY, na resposta de relaxamento, o antagonismo nos receptores o,jp-
adrenérgicos musculares e endoteliais, poderia estar deslocando a Phe para os receptores aa-
adrenérgicos musculares, que produzem contragdo. O aumento da concentragdo do agonista
seria suficiente apenas para deslocar o antagonista dos receptores a;p-adrenérgicos
musculares, para os quais o antagonista parece ter maior afinidade. Tanto o deslocamento do
antagonista dos receptores op-adrenérgicos musculares, quanto o deslocamento do agonista
para os receptores oja-adrenérgicos musculares, produziria elevagdes significativas na
concentragdo de Ca’ das fibras musculares, modulando negativamente e impedindo a
observacdo do relaxamento induzido por Phe, e, entdo, produzindo um antagonismo nao-
superavel.

No caso do Pz para a resposta de contragdo, foi observado um antagonismo
superavel que produziu uma reta com slope maior que a unidade na analise de Schild,

sugerindo a ocorréncia de cooperativismo positivo (KENAKIN, 1997), onde o agonista pode
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estar atuando em outro(s) receptor(es) que produzem uma resposta moduladora positiva da
resposta observada pelo agonista sobre o receptor antagonizado. O antagonismo nos
receptores ojp-adrenérgicos endoteliais pelo Pz, que parece ter maior afinidade por esses
receptores do que por seus correspondentes musculares, estaria abolindo o efeito modulador
negativo do relaxamento adrenérgico sobre a contragdo adrenérgica, o que por si sO, ja
favorece o cooperativismo positivo. Mesmo diante do antagonismo sobre os receptores oip-
adrenérgicos musculares, a contragdo estaria sendo mantida pela ativacao dos receptores oa-
adrenérgicos musculares, dos quais o antagonista estaria sendo deslocado pelo aumento da
concentragdo do agonista, e potencializada pela perda do relaxamento modulador inibitorio, o
que justificaria a recuperagdao do efeito maximo de contragao pelo aumento da concentragao
do agonista, mesmo diante do antagonismo dos receptores a;p-adrenérgicos musculares, que
sdo os principais mediadores da contragdo adrenérgica em cardtida (de OLIVEIRA et al.,
1998). O aumento na concentracdo de Phe poderia ainda estar deslocando o antagonista dos
receptores ap-adrenérgicos musculares, favorecendo o cooperativismo positivo.

Para 0 BMY na resposta de contracdo induzida por Phe em cardtida de rato, foi
observado um antagonismo superavel, que produziu uma reta com sope proximo da unidade
na andlise de Schild, sugerindo a ocorréncia de antagonismo competitivo (SCHILD, 1947).
Nesse caso, 0 antagonismo em receptores ojp-adrenérgicos endoteliais ¢ musculares
deslocaria o agonista para os receptores aja-adrenérgicos musculares, mantendo a contracao.
O aumento da concentracdo do agonista estaria favorecendo o deslocamento do antagonista
dos receptores a;jp-adrenérgicos musculares, pelos quais o antagonista parece apresentar

menor afinidade do que aos seus correspondentes endoteliais.
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APENDICE F — Determinacéo da intensidade de fluorescéncia basal de células

endoteliais em presenca de inibidores e scavengers

A intensidade de fluorescéncia utilizada nos estudos de citometria de fluxo é a
diferenca entre a intensidade de fluorescéncia emitida pelas c€lulas marcadas com a sonda
fluorescente pela intensidade de fluorescéncia basal dessas células. Inibidores enzimaticos e
scavengers utilizados nesses estudos nao podem interferir na intensidade de fluorescéncia
basal das células, para ndo afetar os resultados com a marcagao.

Para verificar se os inibidores e scavengers utilizados nos protocolos de citometria
alteram a intensidade de fluorescéncia basal, foram feitas leituras de células ndo-marcadas em
auséncia e presenca dessas drogas.

Os resultados mostram que tanto o inibidor seletivo de COX-2 SC236, quanto o
scavenger seletivo de anion O, tiron (apéndices 1F e 2F), ndo alteraram a intensidade de

fluorescéncia basal emitida pelas células, possibilitando sua utilizagao nesses estudos.

750
I S/ Inibidor
&=H C/ Inibidor
500
L
250
O_

SC236 Tiron

Apéndice 1F. Intensidade de fluorescéncia basal de células endoteliais de artérias carotidas controle em
auséncia e presenca de inibidores. A figura representa a intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pelas células
ndo-marcadas, em auséncia e presenca de SC 236 ou tiron. Os dados representam a média = EPM (n = 5).
ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.



Apéndices- 169

Tiron
Grupos SC 236
Auséncia 553,33 +27,45 581,67 + 30,31
Presenca 572,15+ 27,45 567,23 +31,41

Apéndice 2F. Intensidade de fluorescéncia basal de células endoteliais de artérias carotidas controle em
auséncia e presenca de inibidores. A tabela representa a intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pelas células
ndo-marcadas, em auséncia e presenca de SC 236 ou tiron. Os dados representam a média = EPM (n = 5).
ANOVA, pds-teste de Newman-Keuls
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