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RESUMO

PIMENTEL, Adriana Munford Lima. Participacéo dos fatores derivados do
endotéliono efeito vasodilatador da clonidina. 2006. 59f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2006.

Os mecanismos envolvidos na acao vasodilatadora da clonidina ainda nao
foram completamente elucidados. Investigamos 0s mecanismos potencialmente
envolvidos utilizando o leito arterial mesentérico (LAM) isolado de rato. No LAM pré-
contraido, clonidina (10-300 pmol) induz relaxamento dose-dependente, que foi
significativamente inibido pela remocdo do endotélio (acido deoxicélico) e pelos
inibidores do receptor ap-adrenérgico, ioimbina (1-3 uM) e rauwolscina (1 uM). A
vasodilatacao endotélio-dependente induzida pela clonidina foi reduzida pelo inibidor
da oxido nitrico sintase (NOS), L-NAME (0.3 mM) e pelo inibidor da guanilato ciclase,
ODQ (10 uM), mas néo foi alterada pela indometacina (3-10 uM). Na presenca do L-
NAME, o efeito vasodilatador da clonidina foi adicionalmente reduzido pela solucéo
de potassio elevado (45 mM). Os inibidores dos canais de K* dependentes de calcio
(Kca), caribdotoxina (ChTx; 0.1 uM) e apamina (0.1 puM) também reduziram a
vasodilatacao induzida pela clonidina, contudo, esta resposta nao foi adicionalmente
inibida na presenca de L-NAME, como foi observado para acetilcolina (10 pmol). Na
presenca do bloqueador dos canais de K* dependentes de ATP, glibenclamida (10
uM), o efeito inibitério da associacdo ChTx, apamina e L-NAME foi aumentado. Em
contraste, a vasodilatacao induzida pela clonidina ndo foi afetada pelo inibidor dos
canais de potassio dependentes de voltagem (Ky), 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM).
Concluindo, nossos resultados demonstram que clonidina ativa receptores op-
adrenérgicos no LAM e que a vasodilatacdo dependente de endotélio é mediada
pela ativacdo da via NO-GMPc e também envolve a ativacdo de canais de K¢, e
Katp. Um fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) também parece
participar do efeito vasodilatador da clonidina.

Palavras-chave: Clonidina. Efeito vasodilatador. Endotélio. Leito vascular periférico

de rato.



ABSTRACT

The mechanisms involved in the vasodilation action of clonidine have not been
completely elucidated yet. We investigated the potential mechanisms that seem to be
involved using rat isolated mesenteric arterial bed (MAB). In precontracted MAB,
clonidine (10-300 pmol) induced a dose-dependent relaxation, that was inhibited by
endothelium removal (deoxycholic acid) and was significantly reduced by the oo-
adrenoceptor inhibitors, yohimbine (1-3 uM) and rauwolscine (1 uM). The
endothelium-dependent vasodilation induced by clonidine was reduced by the nitric
oxide (NO) synthase inhibitor L-NAME (0.3 mM) and guanylyl cyclase inhibitor ODQ
(10 uM) but was not affected by indomethacin (3 -10 uM). In the presence of L-NAME
the vasodilator effect of clonidine was further attenuated by high K* solution (45 mM).
The Ca**-dependent K* channel (Kc,) inhibitors, charybdotoxin (ChTx; 0.1 uM) plus
apamin (0.1 uM), also reduced the vasodilation induced by clonidine, however this
response was not further reduced in the presence of L-NAME as observed with
acetylcholine (10 pmol). In the presence of ATP -dependent K channels (K'atp)
blocker, glybenclamide (10 uM), the inhibitory effect of ChTx plus apamin plus L-
NAME was increased. In contrast, the vasodilation induced by clonidine was not
affected by voltage-dependent K* channels (Ky) blocker, 4-aminopiridine (1ImM). In
conclusion, our results demonstrate that clonidine activates ap-adrenoceptors in rat
MAB and that the endothelium-dependent vasodilation is mediated by activation of
NO-cGMP pathway and also involves the activation of Karp and Kca channels. An
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) may also participate in the
vasodilator response of clonidine.

Keywords: Clonidine. Vasodilator effect. Endothelium. Mesenteric vascular bed of rat.
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INTRODUCAO

1 ASPECTOS GERAIS

Em 2600 a.C., o Imperador Amarelo sugeriu, no “Tratado de Medicina
Interna”, que a ingestao de grandes quantidades de sal endurecia o pulso. Contudo,
a primeira medida de presséao arterial foi realizada apenas em 1733, pelo reverendo
anglicano Stefen Hales através da canulacao e introducédo de um tubo de vidro na
artéria crural esquerda de uma égua doente (Major RH, 1930). S6 em 1834, com o
instrumento que foi o primeiro a receber o nome de esfigmomanémetro (do grego
“sphygmos” = pulso) ocorreu a quantificacdo numérica, de maneira nao-invasiva, do
pulso arterial, realizada pelo médico frances, J. Hérrison, e pelo engenheiro, P.
Gernier, (Domingues RC & Micheli A., 1994).

Quando Nikolai Korotkoff (1905) descreveu as fases sonoras captadas pelo
estetoscopio, que refletiam as cifras tensionais sistolicas e diastolicas (Multanovsky
MP.,1970), tornou-se possivel, junto com o “esfigmomanémetro de Riva-Rocci”, que
foi a evolugdo dos trabalhos iniciados por Stephen Hales, a medida da pressao
arterial de forma pratica, rapida e acurada (Major RH., 1930).

O Blood Pressure Study, publicado pela Associacdo Americana dos Atuarios
(1925), sinalizou para a elevada prevaléncia da hipertensdo arterial sistémica na
populacdo adulta americana, e para 0 risco de patologias cardiovasculares,
associadas aos niveis de presséo diastdlica acima de 95 mm Hg. Contudo, até o
inicio da década de 1940, a hipertensao arterial sistémica (HAS) leve a moderada
nao era considerada um fator de risco cardiovascular importante por muitos clinicos
e cardiologistas, sendo erroneamente interpretada, como resposta obrigatoria e
“essencial” do organismo, para garantir uma perfusdo adequada ao coragao, rim e
cérebro.

O cléassico estudo de Framinghan (1975) mostrou que a HAS é um fator de
risco independente de mortalidade cardiovascular, sedimentando a importancia da
prevencgao e do controle desta enfermidade.

Atualmente, segundo as IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial
(2004), qualguer numero é arbitrario para definicdo de HAS. Qualquer classificacao &

insuficiente. Entretanto, devem-se considerar no diagnostico da hipertenséo, além
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dos niveis tensionais, os fatores de risco, a lesdo de 6rgaos-alvo e as comorbidades
associadas.

Em 1998, foram registrados 930 mil 6bitos no Brasil. Desse total, as doencas
cardiovasculares foram responsaveis por 27%. Excluindo-se os 0Obitos por causas
mal definidas e por violéncia, tal cifra aproxima-se de 40%.

Pesquisas epidemioldgicas realizadas em algumas cidades apontam uma alta
prevaléncia de HAS no Brasil. Utilizando-se o critério atual de diagndstico de
hipertensédo arterial (140/90 mmHg) da Sociedade Brasileira de Hipertensdo, as
taxas de prevaléncia na populagcdo urbana adulta brasileira variam de 22,3% a
43,9% (IV Consenso Brasileiro, 2004). A hipertenséo arterial e suas complicacdes
sdo também responsaveis por alta frequiéncia de internagoes.

Sendo assim, a HAS ¢é tratada como uma questdo de saude publica. Os
esforcos para compreender os fatores que contribuem para o desenvolvimento desta
enfermidade e os mecanismos para controle e reducéo dos danos provocados pela
HAS séo de grande importancia para a sociedade.

Até a segunda Guerra Mundial ndo havia tratamento adequado para HAS.
Como alternativa para reduzir a pressao arterial, os pacientes hipertensos eram
submetidos a uma dieta escassa em sédio (20-30mEq por dia), a base de arroz e
frutas (Kempner, 1948). Nesta época, outra opc¢do, porém mais radical era a
simpatectomia lombar (Smithwick & Thomson, 1940).

Uma das primeiras tentativas que se tem registro na literatura, do uso de
farmacos para controle da HAS, ocorreu com o emprego de um antimalarico,
pentaquina, que em altas doses, provocava queda da pressdo arterial (Freis &
Wilkins, 1947).

Desde entdo, diversas classes de anti-hipertensivos foram elaboradas para o
tratamento da HAS. Novos medicamentos estdo sendo introduzidos; e a melhor
compreensao do mecanismo de acdo de medicamentos ja utilizados, na terapéutica
anti-hipertensiva, tem possibilitado uma utilizacdo mais segura e eficaz desses

farmacos.
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1.1 Clonidina

A clonidina (Fig. 1) € um derivado imidazolidinico sintetizado por H. Stahle, na
década de 60, para uso terapéutico como descongestionante nasal (ST 155,
Catapresan ®), porém durante os testes clinicos a clonidina além do efeito
vasoconstritor na mucosa nhasal esperado, apresentou como efeitos colaterais
sedacdo, hipotensdo e bradicardia ( Scholz, 2002). Estudos subsequentes
mostraram que a clonidina é um agonista [,-adrenérgico seletivo, e desde entdo seu
uso terapéutico vem sendo ampliado e atualmente tem sido largamente utilizado
como anti-hipertensivo, e coadjuvante na sedacao e analgesia.

A reducao da presséo arterial pela clonidina ocorre por um mecanismo ainda
nao completamente entendido, mas provavelmente por uma acéo inibidora sobre os
centros cerebrais que controlam a atividade simpatica para 0os vasos e coracao

(Schimitt et al, 1973), rins, cérebro, sistema enddcrino.
(o=

&y

Figura 1. Estrutura quimica da clonidina

Acredita-se que a reducdo da pressdo arterial, em pacientes hipertensos,
proporcionada pela administracdo de clonidina, ocorra devido a sua capacidade de
diminuir ndo s6 a atividade simpatica, como também, por aumentar a atividade vagal
para o sistema cardiovascular. Algumas evidéncias sugerem que o efeito anti-
hipertensivo seja decorrente da ativacdo de receptores [p-adrenérgico e/ou
imidazolidinicos localizados no sistema nervoso central, provavelmente ao nivel do
nacleo do trato solitario da regido ventrolateral da medula (Bousquet et al, 1984,
Tibirica et al., 1988, Tibirica et al.,, 1991a, b). Outros anti-hipertensivos de acéo
central como a rilmenidina e a moxonidina parecem exercer seus efeitos inibidores
sobre o tdnus simpatico pela ativacdo preferencial de receptores l;-imidazolidinicos
do que a,-adrenérgico (Stornetta et al, 1995, Vayssettes-Courchay, et al, 1996).

Entretanto, evidéncias experimentais mais recentes sugerem que o receptor I;-
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imidazolidinico ndo exerce um papel importante no mecanismo do efeito anti-
hipertensivo da clonidina, assim como da rilmenidina e moxonidina (Eglen et al,
1998, Zhu et al, 1999). A ativacdo de receptores az,-adrenérgicos localizados no
Sistema Nervoso Central parece ser 0 mecanismo mais importante da inibicdo
simpética (Zhu et al, 1999). Dessa forma, ndo esté totalmente esclarecido, como a
ativacdo de receptores adrenérgicos e/ou imidazolidinicos pela clonidina induz seu
efeito anti-hipertensivo (Szabo et al, 1999).

Ao lado de sua acdo hipotensora central, a clonidina também exerce um
marcante efeito vascular periférico, onde esta substancia pode induzir
vasoconstricdo e/ou vasodilatacdo. A vasoconstricdo induzida pela clonidina parece
ser dependente de uma estimulacéo direta do receptor a,-adrenérgico pos-sinaptico,
localizado no musculo liso vascular (Timmermans & Van Zwieten, 1980). Entretanto,
0o mecanismo do efeito vasodilatador da clonidina ndo esta completamente
estabelecido. Uma vasodilatacdo independente de endotélio por antagonismo dos
receptores aj.adrenérgicos foi sugerido como um importante mecanismo do efeito
dilatador da clonidina em artérias mesentéricas isoladas e pré-contraidas com
norepinefrina (Silva et al, 1996). Por outro lado, em preparacfes pré-contraidas de
vasos isolados, como artérias pulmonares de porco (Pepke-Zaba et al, 1993),
artérias coronarias (Richard et al, 1990) e leito mesentérico de ratos (Kamata et al,
1994), a clonidina induz relaxamento que é antagonizado por inibidores da sintese
de oxido nitrico (NO) ou pelo azul de metileno.

Recentemente, Figueroa et al (2001), demonstraram que a clonidina e
congéneres relaxam o leito arterial mesentérico de rato através da ativacdo de
receptores [p.adrenérgicos acoplados a via L-arginina facilitando a sintese do fator
de relaxamento derivado do endotélio, NO. Além disso, o efeito vasoconstritor da
clonidina é potencializado pela remocéo do endotélio ou por inibidores da sintese de
NO, em aorta isolada de rato (Egleme et al, 1984, Vinet, et al, 1991, Kaneko et al,
1993). Estes dados em conjunto sugerem que a clonidina deve induzir uma
significativa liberacao de fator(es) relaxante(s) derivado(s) do endotélio (EDRF).

A presenca de receptores ap-adrenérgicos na membrana da célula endotelial
pode ser um alvo para o efeito vasodilatador de agonistas a,-adrenérgicos como a

clonidina (Vanhoutte & Miller, 1995) e contribuir para seu efeito anti-hipertensivo.
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1.2 O papel do endotélio na regulagéo da PA

O endotélio vascular, reconhecido do ponto de vista anatdbmico desde o
século XIX, foi considerado, durante varias décadas, como uma camada unicelular
gue atuava como uma barreira semi-permeavel entre 0 sangue e o intersticio. Nas
Ultimas décadas, porém, as células endoteliais tem sido reconhecidas como
participantes ativas na regulacéo fisiologica de diversos sistemas, desempenhando
importantes funcdes biologicas.

O endotélio atua em diversas vias metabdlicas e regulatérias, fornecendo
multiplos fatores derivados das células endoteliais, relaxadores e constritores, a
maioria com a¢ao na musculatura lisa vascular.

Em 1977, Moncada et al. publicaram o primeiro indicio de que o endotélio
possuia um papel central no controle do tdnus vascular através da producédo de
substancias vasoativas. Em 1980, Furchgott & Zawadzki demonstraram, em uma
preparacdo experimental de aorta de coelhos, o papel obrigatério que as células
endoteliais desempenham no relaxamento vascular em resposta a efetores, como a
acetilcolina (ACh), postulando a existéncia de um fator de relaxamento vascular
derivado do endotélio.

As células endoteliais podem ser ativadas por estimulos fisico-quimicos como
a forca de cisalhamento, pressao e hipoxia; e por substancias quimicas enddégenas
como: aminas, nucleotideos, acidos graxos, peptideos, proteases, fatores de
crescimento e citocinas. Em resposta a estes estimulos as células endoteliais
liberam fatores endoteliais; e contribuem desta forma para o controle local do tonus
vasomotor.

O endotélio desempenha um papel fundamental na regulacdo do ténus
vasomotor através da sintese e liberacdo de substancias vasodilatadoras como o
NO, a prostaciclina (PGIl,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e
pela liberacdo de substancias vasoconstritoras como a endotelina-1, o fator de
ativacao plaquetéria, anions superéxidos, endoperéxidos e tromboxano A, (Furchgott
& Vanhout, 1989; Vane et al, 1990).

Em situacdes fisiologicas o endotélio mantém o tébnus vasomotor reduzido.
Em contrapartida, evidéncias crescentes atribuem a disfuncdo endotelial,
caracterizada por um impedimento do relaxamento vascular dependente do

endotélio, um papel importante na fisiopatologia da hipertensédo (Taddei, 1996), ja
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que contribui para elevada resisténcia periférica, favorecendo a ocorréncia de
complicagbes cardiovasculares (Dillon & Villa, 2000).

A disfuncdo endotelial foi caracterizada pela primeira vez em humanos em
1986 por Ludmer et al. que demonstraram que artérias coronarias ateroscleroéticas
contraem em resposta a infusdo de ACh intracoronéria, enquanto coronarias normais
apresentam dilatacéo. Um dos mecanismos propostos para esta disfuncéo
endotelial seria a diminuigéo na liberacdo dos EDRFs (Barton et al, 1997).

1.3 Fatores de relaxamento derivados do endotélio

1.3.1 Oxido nitrico

ApOs a descoberta do EDRF (Furchgott, 1980), os estudos visando a
identificacdo de sua natureza quimica, levaram a conclusdo de que os efeitos
vasculares dessa substancia sao virtualmente semelhantes aos do NO (Palmer et al,
1987, lgarro et al 1987).

O radical livre, NO, € um produto da oxigenacao da L-arginina em L-citrulina,
por enzimas contendo radicais heme, conhecidas como oxido nitrico sintase (NOS).
A NOS apresenta pelo menos trés isoformas: constitutiva neuronal (tipo 1), induzivel
(tipo 1) e constitutiva endotelial (tipo 1llI). A enzima neuronal atua na
neurotransmissdo e neuromodulacdo. A enzima induzivel tem sido observada em
diversos tipos celulares, incluindo o musculo liso vascular, o endotélio e macrofagos.
Esta enzima é ativada por citocinas como a interleucina-1 e o fator de necrose
tumoral, podendo produzir grandes quantidades de NO em processos inflamatorios.
A NOS tipo Ill é uma enzima constitutiva das células endoteliais, que produz
continuadamente pequenas quantidades de NO e pode ser ativada por estimulos
que incluem: trombina, adenosina difosfato, bradicinina, substéncia P, agonistas
muscarinicos, catecolaminas e a for¢a de cisalhamento.

As NOS constitutivas tem atividades cataliticas dependentes da concentracao
intracelular de Ca**-calmodulina. A NOS induzida é expressa independente do
complexo Ca*-calmodulina. Em resposta ao aumento dos niveis de Ca?'
intracelular, a calmodulina ativa a NOS constitutiva, que converte a L-arginina na

presenca de O, em NO e L-citrulina (Ingarro et al.,1994). Esta enzima requer
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nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NADHP) e pteridina (6R)-5,6,7,8-
tetrahidro-L-biopterina (BH4) como cofatores (Busse & Fleming, 1995).

O NO exerce um importante papel no controle da presséao arterial (Mombouli
et al, 1999) e o seu principal mecanismo de agcdo ocorre através da ativacao da
enzima guanilato ciclase solavel, elevando os niveis intracelulares de guanosina 3’,
5, monofosfato ciclico (GMPc).

A atividade vasodilatadora do NO ocorre pela interagdo com o atomo de ferro
do grupo prostético heme da guanilato ciclase, causando sua ativacdo e
aumentando os niveis intracelulares de GMPc a partir da guanosina trifosfato (GTP)
(Ignarro et al 1986). O aumento do GMPc, no interior das células musculares lisas,
estimula a proteina quinase dependente de GMP. (PKG) que pode atuar ativando os
canais de K*, promovendo hiperpolarizacdo, ou estimulando o recrutamento de Ca*
citosolico para as reservas citoplasmaticas, causando assim redugcdo da
concentracgédo intracelular de célcio e consequiente relaxamento vascular (Rappaport
& Murad, 1983) (figura 2).

A regulacdo da atividade da NOS tipo Ill envolve também mecanismos de
fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas (Lin et al., 2003) que sdo estimulados
pela forca de cisalhamento (Kuchan & Frangos, 1994), pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), bradicinina, estrégenos, espécies reativas de oxigénio e
pela HDL.

A producdo de NO pode ser bloqueada in vivo por analogos competitivos da
L-arginina, como o NG-monometil-L-arginina (LNMMA) (Rees et al., 1989). Este
blogueio tem sido bastante util no estudo do papel do 6xido nitrico em situagfes
fisiologicas e patoldgicas. A liberacdo basal de NO pelas células endoteliais parece
ser o maior responsavel por manter o tonus vasodilatador e a administracédo de n°-
nitro-l-arginina metil éster (L-NAME), resulta em um aumento da pressdo arterial
(Dillon & Vita, 2000). O NO, junto com uma série de outros fatores, como
prostaciclinas (PGIs) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF),
participa ndo s6 no controle do relaxamento do musculo liso vascular, mas também
de uma série de outras funcdes reguladoras do endotélio como adeséo de leucocitos
e plaquetas (Bartinelli & Loscalzo, 2000).

O efeito anti-hipertensivo da clonidina parece envolver liberagdo de NO
endotelial, j& que a hipotenséao in vivo, induzida por este agonista é reduzida pelo L-
NAME e pelo inibidor da guanilato ciclase, azul de metileno em ratos anestesiados
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(Soares de Moura et al, 1997). Dados recentes de nosso laboratorio (Soares de
Moura et al, 2000) sugerem que o efeito anti-hipertensivo da clonidina e rilmenidina,
em ratos anestesiados € modulado pela via NO-GMPc. Entretanto, ndo podemos
especificar se a modulacdo do efeito anti-hipertensivo da clonidina pela via NO-
GMPc ocorre ao nivel do sistema nervoso central e/ou vascular periférico induzindo

vasodilatacao.
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Figura 2. Esquema do relaxamento dependente do endotélio. Agente (A), atuando
no receptor (R) da célula endotelial ativa o influxo de Ca** .O aumento do Ca*'
intracelular ativa a 6xido nitrico sintase endotelial (NOS) que utiliza L-arginina como
substrato para produzir 6xido nitrico (NO) e L-citrulina. NO se difunde para as células
musculares onde ativa a guanilato ciclase (G-ciclase), com um aumento resultante
no GMP, que inicia o processo de relaxamento. L-NMMA e L-NAME sao derivados

da arginina que inibem a NOS. O, e HbO, s&o potentes sequiestradores do NO.
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1.3.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

Estudos eletrofisiologicos, em varias artérias, demonstram que o relaxamento
dependente do endotélio € acompanhado de hiperpolarizacdo da musculatura lisa
vascular (Boltan et al, 1984; Che et al, 1988, Félétou & Vanhout, 1988; Brayden et al
1990). Entretanto, diferentes autores mostraram que a hiperpolariza¢ao induzida por
agonistas como a ACh nao é bloqueada pelo inibidor da guanilato ciclase, azul de
metileno, assim como, ndo € acompanhada da elevacédo dos niveis de GMP. nas
células musculares lisas vasculares (Chen et al, 1988; Taylor et al, 1988; Komori et
al, 1988). Esses dados levaram a sugestdao de que um fator liberado pelo endotélio,
de natureza diferente do EDRF-NO, seria capaz de causar relaxamento da
musculatura lisa vascular, através da alteracdo do potencial de membrana,
promovendo hiperpolarizacdo. Este fator foi denominado Fator Hiperpolarizante
Derivado do Endotélio (EDHF) (Taylor & Weston, 1988)

O EDHF néo parece ser um prostanoide, na maioria dos leitos vasculares,
visto que a hiperpolarizacao induzida por este fator persiste na presenca do inibidor
da ciclooxigenase, indometacina (Garland & McPherson 1995). A hiperpolarizagéo
induzida pela ACh também ¢é resistente aos inibidores da NOS em artéria
coronariana de cobaia e mesentérica de rato (Che et al, 1991; Garland & McPerson,
1992). Entretanto, algumas evidéncias sugerem que a hiperpolarizacéo induzida por
PGls derivadas do endotélio em artérias coronaria e mamaria de cobaia, assim como
artéria caudal de rato é mediada por ativagdo de canais de K™ dependentes de ATP
(Katp). (Parkington et al, 2004). Entretanto, em alguns tipos de preparagdes, 0
proprio NO é capaz de hiperpolarizar a musculatura lisa vascular, pela ativacdo de
canais de potassio independente da via do GMPc (Bolotina et al, 1994). Contudo,
principalmente quando se avalia a microcirculagcdo, frequentemente, existe um
relaxamento residual que persiste ao blogueio da via do NO e da ciclooxigenase.

O primeiro Simposio Internacional dedicado ao EDHF foi realizado, na cidade
de Vaux de Cernay, na Franca, em junho de 1995, e reuniu cientistas de todo mundo
na tentativa de desvendar a natureza quimica e o mecanismo de acdo do EDHF.
Chegou-se ao consenso de que o termo EDHF deveria ser restrito para descrever o
fendbmeno no qual a hiperpolarizacdo dependente do endotélio € resistente aos
inibidores da NOS e da ciclooxigenase e insensivel ao bloqueador de canais de Karp
(Vanhoutte, 1999).
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Evidéncias experimentais sugerem que a hiperpolarizacdo ocorre devido a
ativacdo de canais de K* no musculo liso vascular (Brayden, 1990; Tare et al, 1990;
Chen & Cheung, 1997; Schubert et al, 1997). Verifica-se, ainda, que o(s) fatore(s)
relaxante(s) especifico(s) envolvido(s) no relaxamento dependente do endotélio,
pode(m) variar consideravelmente de acordo com a espécie e o tecido vascular
estudado (Triggle et al, 1999).

O EDRFs podem ativar um ou mais, dos pelo menos 4 diferentes canais de
potassio do musculo liso vascular, incluindo os canais de potassio ativados pelo Ca®*
de alta condutancia (BK.y), baixa condutancia (SK.y), canais ativados por Katp €
canais de potassio ativados por voltagem (K,). Em alguns casos, um fator relaxante
pode ativar mais do que uma condutancia e, em outros casos, multiplos tipos de
canais de K' sdo simultaneamente afetados pela liberagdo de mais de um fator
relaxante (Waldron & Cole, 1999).

A determinacdo da contribuicdo de cada tipo de canal € dependente, em
grande parte, do uso de inibidores seletivos para suprimir o relaxamento dependente
de endotélio induzido por vasodilatadores em vasos intactos (Waldron & Cole, 1999).

Diversos estudos tém sugerido que o EDHF possa ser um metabdlito do acido
araquidonico, de meia vida curta, produzido pela via do citocromo P450 (Rubanyi &
Vanhoutte, 1987; Komori & Vanhoutte, 1990).

Em coracdo e rim de rato e em artérias coronarianas isoladas de boi e porco a
inibicdo da via do citocromo P450 bloqueia o relaxamento resistente aos inibidores
da NOS e ciclooxigenase (Hecker et al, 1994). Contudo em artéria isolada de cobaio
esta resposta nao foi observada (Vanhoutte & Félétou, 1996; Eckman et al, 1998).
Portanto, os éacidos epoxiecosatrieroicos (EETs) gerados pelas citocromo P450
epoxigenases, provavelmente ndo justificam as respostas dependentes de EDHF em
todos os leitos vasculares (Fleming, 2004)

Os conhecimentos atuais ndo permitem afirmac¢des conclusivas sobre a
composicdo quimica do EDHF, mas permitem a proposicdo de um possivel
mecanismo de acdo, baseado no uso de diferentes inibidores, conforme esquema

abaixo adaptado de Vanhoutte, 2001.
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Figura 3. Mecanismo de hiperpolarizacdo dependente de endotélio. Substancias
como acetilcolina (ACh), bradicinina (BK), e substancia P (SP), pela ativacdo de
subtipos de receptores Ms-muscarinicos, B,- bradicinina, e NKj-neurocinina,
respectivamente, e agentes que aumentam o célcio intra-celular, como o ionéforo
A23187, liberam fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio. CaM, calmodulina;
COX, ciclooxigenase; EET, acido epoxieicosatriendico; IP3, inositol trifosfato; GC,
guanilato ciclase; NAPE, N-acetilfosfatidiletanolamina; NOS, NO sintase; O,”, anion
superoéxido; PGl,, prostaciclina; p450, citocromo P450 monooxigenase; R, receptor;
X EDHF sintase. SR141716 é um antagonista do subtipo de receptor canabindide
CB1 (CB1). Glib, Glibenclamida; K'atp, canal de potassio sensivel ao ATP; TEA,
tetraetilamonio; TBA, tetrabutilamonio; K'ca2+, canal de potassio sensivel ao calcio;
IBX, iberotoxina; CTX, caribidotoxina; IKca2+ canal de potassio sensivel ao calcio de
condutancia intermediaria; Ba**, bario; GAP 27, peptideo aminoécido 27; aGA, acido

18agliceretinico.
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1.3.3 Prostaglandinas

As prostaglandinas foram descobertas em 1930 com os trabalhos de Kurzrok
& Lieb, que descreveram os efeitos do sémen humano no miométrio. Em 1935,
Goldblatt & Von Euler, em experimentos que avaliaram a reducéo da pressao arterial
de coelhos pela administracdo de liqguido seminal humano, identificaram,
independentemente, um acido graxo vasoativo, como o0 principio ativo responsavel
por tais acdes. Von Euler acreditando, erroneamente, que se tratava de uma
substéancia produzida pela préstata, denominou-a de prostaglandina.

Pesquisadores do Instituto Karolinska de Estocolmo, separaram a primeira
prostaglandina (PGF,,) na forma pura cristalina, a partir de vesiculas seminais de
carneiros e em 1962 conseguiram estabelecer sua estrutura quimica. Assim,
estabeleceram que as prostaglandinas séo 4cidos graxos hidroxilados ndo saturados
de 20 carbonos, com um anel ciclopentano no C8 — C12.

Na primeira etapa da biossintese das prostaglandinas ocorre a hidrélise dos
acidos graxos dos fosfolipidios de membrana celular pela acédo da fosfolipase A,
formando acido araquiddnico. O &cido araquidénico liberado é convertido em
eicosandides por trés vias que implicam cada uma delas nas seguintes enzimas:

ciclooxigenase, lipooxigenase e epoxigenase.

a) Via da ciclooxigenase

Esta via do metabolismo do acido araquidénico foi a primeira a ser
descoberta, e tem envolvimento da enzima prostaglandina endoperdxido sintetase
(PG sintetase) ou ciclooxigenase. Esta enzima catalisa a endoperoxidacédo do acido
araquidénico em intermediarios muito instaveis, as prostaglandinas endoperoxidos
PGG, e PGH,. Por isomerizagdo sdo formadas algumas prostaglandinas como
PGD,, PDE; e PGF,,. Além disto, as enzimas prostaciclina sintetase e tromboxano

sintetase catalisam a sintese de PGl e tromboxano A,, respectivamente.

b) Via da lipooxigenase

Esta segunda via é mediada pelas enzimas 5, 12 ou 15-lipooxigenase e
conduz a formacdo de acidos graxos hidroxilados nédo ciclicos: 5, 12 ou 15-
hidroperoxieicosatetrandicos (HPETE). A partir do HPETE s&o originados o0s

leucotrienos e as lipoxinas.
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c) Via da epoxigenase

Esta via origina os acidos EETs e dihidroeicosatetrandicos (DHTSs), mediante
a participacdo da enzima monooxigenase, ligada a membrana e conectada com o
sistema citocromo P-450. O citocromo P-450 requer coenzimas como a
flavoproteina, NADH e oxigénio molecular.

As prostaglandinas sdo compostos que desencadeiam uma ampla faixa de
respostas fisioldgicas no organismo.

A PGl; induz relaxamento da musculatura lisa vascular pela formacao de
AMPc no musculo liso (Grygleuswski et col., 1988), via ativacdo de uma proteina
quinase. A forma fosforilada da proteina inativa a quinase da cadeia leve da miosina
levando ao relaxamento do musculo liso vascular.

A inibicdo da ciclooxigenase por agentes anti-inflamatorios ndo esteroidais,
como a indometacina, tém sido utilizada em preparac¢des vasculares isoladas, como
ferramenta farmacologica na avaliacdo da participacdo de produtos do &acido

araquidénico nos relaxamentos dependentes do endotélio.
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Figura 4. Metabolismo do acido araquiddnico
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Portanto, admitindo a hipétese de que o efeito anti-hipertensivo da clonidina
pode ser modulado por um efeito vascular periférico; que os fatores endoteliais
exercem uma importante funcdo na regulacdo do tbnus vascular, e considerando
que a clonidina € capaz de ativar receptores endoteliais liberando NO, a proposta
deste estudo é pesquisar o papel do endotélio e a contribuicéo relativa de diferentes
fatores endoteliais (NO, EDHF e prostaglandinas) no efeito vasodilatador da

clonidina em leito arterial mesentérico isolado de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Estudar a participagdo dos fatores derivados do endotélio no efeito

vasodilatador da clonidina.

2.2 Especificos

« Avaliar o papel do endotélio no efeito vasodilatador da clonidina;

- Estudar a participacédo dos receptores o,-adrenérgicos no efeito vasodilatador
da clonidina;

« Avaliar a contribuicAo das prostaglandinas no efeito vasodilatador da
clonidina;

e Estudar o envolvimento da via NO-GMPc no relaxamento induzido pela
clonidina;

« Avaliar a contribuicdo da hiperpolarizacdo do musculo liso vascular no efeito
vasodilatador da clonidina;

- Estudar a contribuicdo relativa de diferentes subtipos de canais de K* no

efeito vasodilatador da clonidina
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais utilizados

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 250-350g9,
provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia, do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. Os animais foram mantidos em ciclo de sono-vigilia de 12h, com presenca
de luz a partir das 6:00 horas, sendo os experimentos realizados durante o dia. Os

animais tiveram livre acesso a racéo e a agua antes do periodo experimental.

3.2 Drogas utilizadas

Foram utilizados os seguintes compostos: hidrocloreto de clonidina cedido
pela Boehring Ingelhein Quimica Farmacéutica Ltda (Sado Paulo, Brasil).
norepinefrina (NE), fenilefrina (FE), acetilcolina (ACh), ioimbina, indometacina, n%
nitro-l-arginina metil éster (L-NAME), 1H-(1,2,4)oxadiazolo (4,3-a) quinoxalin-1-one
(ODQ), caribidotoxina (ChTx), apamina, glibenclamida, 4- aminopiridina (4-AP),
acido deoxicdlico pela Sigma Chemical Co. ( St. Louis, MO, USA), rauwolscina pela
RBI ( Natic. MA, USA). As drogas foram preparadas no dia do experimento.
Indometacina foi dissolvida em etanol (solucdo estoque 102 M; etanol 0.1% em
Krebs). Glibenclamida foi dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO) e etanol (1:1,
solucdo estoque 10% M e DMSO 0.2% em Krebs). ODQ foi dissolvido em DMSO

0,2%.Todas as outras drogas foram dissolvidas em Krebs.

3.3 Isolamento do leito arterial mesentérico

Foi realizado isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) do rato, segundo
técnica descrita por McGregor (1965).

Os ratos foram sacrificados em camara de CO, e, em seguida submetidos a
laparotomia. O leito mesentérico foi exteriorizado e envolto em gaze umedecida
com solucéo nutriente de Krebs (composicdao, mM: NaCl 118, KCI 4.7, CaCl, 2.5,
MgSO, 1.2, KH,PO,4 1.2, NaHCO3; 25, EDTA 0.026 e glicose 6.0). Os ramos,

pancreatico-duodenal, ileo-cdélico e colico direito da artéria mesentérica superior



28

foram ligados e seccionados. Promoveu-se o isolamento da artéria mesentérica
superior na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal, e canulagdo com um
tubo de polietieno (PE 50; Clay-Adams Brand CA — Becton Dickison), de
aproximadamente 4 cm de comprimento, preenchido com solucdo de Krebs
heparinizada. O intestino delgado, no segmento proximal do jejuno e distal do ileo,
foi ligado e seccionado. Em seguida, o leito vascular foi totalmente liberado do
intestino delgado, por seccao rente a borda intestinal, e a preparacao lavada com

solucéo de Krebs.

3.4 Procedimento experimental

ApoOs o isolamento e canulagéo, a preparacdo vascular foi conectada ao
sistema de perfusdo de 6rgdos isolados (fig. 4). Este sistema consiste em uma
bomba peristéltica (Life Care Pump, Model 4 — Abbot/Shaw) que impulsiona a
solucéo de perfusdo através de um circuito fechado aquecido por uma serpentina.
O LAM foi mantido, entédo, constantemente perfundido pela solucdo de Krebs a 37°
C, aerada com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), a velocidade constante de
4ml/min. A presséo de perfuséo (PP) foi medida por um transdutor de pressao (HP
1280) conectado a um amplificador (HP 8805B) e registrada continuamente em
poligrafo (7754A; Hewlett-Packard, Lexington, MA, USA).

Os experimentos foram precedidos por um periodo de 30 minutos de
estabilizacdo da preparacéo, durante o qual a PP basal foi mantida entre 20 e 40
mm Hg (Resende et al, 1997).

As injecOes das substancias utilizadas nos experimentos foram realizadas
proximo a canula arterial, por meio de uma micro-seringa (Hamilton). O intervalo
entre as injecdes foi de aproximadamente 5 minutos, permitindo sempre o retorno e
estabilizacdo da PP aos niveis anteriores. As injecdes foram administradas em
volumes entre 5 e 50 pl.

Injecdes de 10ul de KClI 60 mM foram administradas até que respostas
constritoras consistentes fossem obtidas. Em seguida, foi iniciado o periodo de
sensibilizacdo da preparacédo vascular, no qual a norepinefrina (NE; 30 - 100 uM) ou

fenilefrina (FE; 30-300 pM), foram adicionadas a solucdo de perfusdo, em
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concentragéo suficiente para que a PP se mantivesse estavel em torno de 100-115
mmHg.

ApoOs a estabilizacdo da resposta pressora da NE/ FE, foi testada a
capacidade do endotélio vascular de liberar NO, com a injecdo de ACh (1-10 pmol),
cujo mecanismo de acao vasodilatadora é sabidamente dependente da liberacdo de
NO pelas células endoteliais. Foi testada também a capacidade dilatadora direta do
musculo liso vascular, com a injecédo de nitroglicerina (NG; 10 nmol), substancia que

atua diretamente no musculo liso vascular promovendo vasodilatacdo independente

do endotélio.
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Figura 5. Esquema do sistema de perfusdo do LAM isolado de rato



30

3.5 Protocolos experimentais

3.5.1 Estudo do efeito da clonidina em LAM de rato

Inicialmente, foram realizadas injecOes de doses crescentes de clonidina, com
0 objetivo de caracterizar a resposta deste composto sobre o tbnus basal da
musculatura lisa do LAM isolado de ratos. Uma vez estabelecida a atividade da
clonidina sobre o tbnus basal, o LAM foi perfundido com NE (30 — 100 uM), com o
objetivo de manter uma elevacdo da PP entre 100-115 mmHg e realizar curvas
dose-respostas a clonidina (3-300 pmol) pela injecdo in bolus de 10-30 pl da
solucdo. Apds obtencdo da curva dose-resposta, pode-se determinar a resposta
méaxima (Emax) € compara-las entre os diferentes grupos. A resposta vasodilatadora
foi estimada em termos de porcentagem de reducao da resposta pressora induzida

pela NE e expressa como % de reducao na PP.
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3.5.2 Efeito do acido deoxicolico na vasodilatacdo induzida pela clonidina

Para a remocéo funcional da camada de células endoteliais, as preparacdes
foram perfundidas durante 3 minutos com deoxicolato de sodio (2,5 mM) diluido em
Krebs (Pipili-Synetos et al., 1990). Apds a exposicdo ao acido deoxicdlico, as
preparacdes foram pré-contraidas com NE (30 uM) e a remocdo funcional foi
confirmada pela auséncia do relaxamento em resposta a ACh (3-10 pmol), e a
viabilidade da preparacao, pela manutencédo da vasodilatacdo induzida pela NG (1
nmol).

Para descartar a hipotese de um mecanismo de vasodilatacéo independente
do endotélio, mediado por antagonismo dos receptores a;-adrenérgicos, avaliamos
também a resposta da clonidina em LAM pré-contraido com FE (30 uM), um
agonista a;-seletivo, mantendo as mesmas condi¢cdes do grupo pré-contraido com
NE.
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3.5.3 Avaliacdo da contribuicdo dos diferentes fatores endoteliais no efeito

vasodilatador da clonidina

Foram realizadas curvas dose-resposta a clonidina, na auséncia e na
presenca dos diferentes inibidores dos principais fatores endoteliais, possivelmente
envolvidos na resposta vasodilatadora da clonidina. Foi respeitado o intervalo de 30
minutos do inicio da perfusdo com os inibidores (adicionados a solucdo de PP e
mantidos ao longo de todo o experimento) para realizar as injecbes em bolus da
clonidina (10-300 pmol).

Para investigar o papel das prostaglandinas sintetizadas pelas células
endoteliais, o efeito da clonidina foi avaliado antes (controle) e depois do tratamento
com a indometacina (3 e 10 uM; Hutcheson et al.,, 1999; Garland & McPharson,
1992) solubilizada em Krebs.

A contribuicdo da via NO-GMPc para o mecanismo do efeito vasodilatador foi
estudado realizando-se curvas dose-resposta a clonidina na auséncia ou presenca
do inibidor da NOS, L-NAME (0.3 mM; Soares de Moura et al., 2004) ou ODQ (10
KMM), um inibidor da guanilato ciclase (Figueroa et al., 2001).

Adicionalmente, para investigar a participacdo da hiperpolarizacdo e a
contribuicdo relativa do EDHF e NO para a resposta vasodilatadora da clonidina,
curvas dose-resposta a clonidina foram realizadas na presenca de K* (45 mM) e da
sua associagcdo com L-NAME (0.3 mM).

Para avaliar a contribuicdo da ativacdo de diferentes canais de potassio na
vasodilatacdo induzida pela clonidina foram utilizados inibidores seletivos dos
principais tipos de canais de potassio.

O subtipo de canal de K', foi investigado pela associacdo dos inibidores,
ChTx (0.1 pM) e apamina (0.1 uM) (Chauhan et al. 2003); e a contribuicdo dos
canais de K e NO foi avaliada antes e apds tratamento com ChTx (0.1 pM),
apamina (0.1 uM) e L-NAME (0.3 mM).

A contribuicdo dos canais de Karp € Ky para o efeito vasodilatador da
clonidina foi estudada em preparacdes perfundidas com glibenclamida (1 pM), um
inibidor dos canais de Karp (Schmid-Antomarchi et al., 1987) ou 4-aminopiridina (4-
AP; 1 mM, inibidor dos canais de Ky (Nelson et al.,, 1990; Cortes et al., 2001),

respectivamente.
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Avaliamos ainda o efeito da associacdo de ChTx (0.1 uM), apamina (0.1 pM),
L-NAME (0.3 mM) e glibenclamida (1 e 10uM) (Schmid-Antomarchi et al., 1987;
McCulloch et al. 1997) sobre a respossta vasodilatadora da clonidina.

O efeito vasodilatador da clonidina também foi estudado apés perfusdo da
preparacdo com os bloqueadores aj-adrenérgicos, ioimbina (1-3 uM; Fauaz et al.,
2000) ou rauwolscina (1uM) (Figueroa et al., 2001) para investigar a participacao do
receptor a,-adrenérgico no efeito vasodilatador.

A concentracdo de NE ou FE em vasos pré-tratados com acido deoxicélico, L-
NAME, indometacina ou ioimbina e rauwolscina, respectivamente foram ajustados

para obter a mesma PP observada nos grupos controles.
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3.6 Anélise estatistica

As respostas vasodilatadoras foram estimadas como porcentagem de
relaxamento do efeito pressor maximo da NE ou FE no LAM e expressas como % da
reducédo na PP.

Os valores de Enax se referem ao relaxamento maximo calculado como a
porcentagem da pré-contracdo induzida por NE. A analise de variancia (ANOVA)
seguida do pos-teste de Bonferroni e teste de “t” de student, foram utilizados na

analise estatistica. Os valores foram considerados significativos quando P< 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito da clonidina em LAM isolado de rato

InjecBes crescentes em bolus de clonidina (10-300 pmol) ndo alteraram a
presséo de perfusédo basal. Entretanto inje¢cdes em bolus de ACh (1-10 pmol), NG (1
nmol) e clonidina (3-300 pmol) promoveram vasodilatacdo dose-dependente no

LAM pré-contraido com NE (30 pM) com relaxamento maximo induzido pela

clonidina obtido com a dose de 300 pmol (Figura 6).
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Figura 6. Tracado representativo da Pressao de Perfusdo (mmHg) mostrando o

efeito vasodilatador da clonidina, ACh e NG em LAM pré-contraido com NE. As

setas indicam as injecdes das substancias.
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4.2 Efeito do acido deoxicélico na resposta vasodilata dora da clonidina em
LAM de rato.

Em preparacdes pré-contraidas com NE (30 uM; Fig 7A) ou PE (30 uM; Fig
7B), a remocéao funcional do endotélio, com infusdo de acido deoxicélico (n=5 para
cada grupo), praticamente aboliu (P<0.05) a vasodilatacdo induzida pela clonidina
(10-300 pmol Enax: 63,016 vs 12,4+4% apos perfusdo com krebs e acido deoxicélico,
respectivamente em LAM pré-contraido com NE e 57,53 vs 8,7+3%) no LAM pré-

contraido com FE, P<0.05) e ACh (P<0.05), enquanto a vasodilatacdo induzida pela

NG (10 nmol) néo foi alterada (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do acido deoxicélico na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e
NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com A) norepinefrina (30 uM) e B)

fenilefrina (30 uM). Os valores sédo expressos como média + EPM. *P<0,05.
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4.3 Efeito da indometacina na resposta vasodilatadora da clonidina em LAM de
rato.

Indometacina (3 e 10 uM) néo alterou a PP basal. Em vasos pré-contraidos
com NE (100 uM) e tratados com indometacina (3 uM, n=6 e 10 uM, n=6), a curva
dose-resposta da clonidina (10-300 pmol; Enax: 63.3t4 vs 74.4+4% auséncia ou
presenca de indometacnia (3 pM), respectivamente € Enax: 63.3t4 vs 49.5+6%
auséncia ou presenca de indometacina (10 pM), respectivamente) e o efeito

vasodilatador da ACh e NG né&o foram diferentes do controle (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da indometacina na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e NG
em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina . Os valores sdo expressos

como média + EPM.
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4.4 Efeito do L-NAME na resposta vasodilatadora da clo  nidina em LAM.

Em LAM pré-contraido com NE e perfundido com L-NAME (0.3 mM, n=6), o
efeito vasodilatador da clonidina (10-300 pmol; Emax: 49,014 vs 29,94£5%) e ACh (10
pmol) foram significativamente reduzidos (P<0.05) enquanto o efeito vasodilatador

da NG (10 nmol) se manteve inalterado (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do L-NAME na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e NG em
LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sao expressos
como média = EPM. *P<0,05.
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4.5 Efeito do ODQ na resposta vasodilatadora da clonid  ina em LAM de rato.

Em experimentos separados e apos a realizacdo das curvas controles para
ACh, NG e clonidina, o pré-tratamento das preparacfes vasculares com ODQ (10
UM, n=7) reduziu significativamente (P<0.05) o efeito vasodilatador da clonidina (10-
300; pmol Enax: 47,114 vs 33,85 %), ACh e NG (figura 10).

DMSO (0.2 %) em solucéao de Krebs usado para dissolver ODQ nao alterou a
resposta da clonidina ou NE.
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Figura 10. Efeito do ODQ na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e NG em
LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sdo expressos
como média + EPM. *P<0,05.
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4.6 Efeito do K * (45 mM) na resposta vasodilatadora da clonidina em LAM

Em LAM pré-contraido com NE e perfundido com KCl| (45 mM, n=6), os
efeitos vasodilatadores da clonidina (10 e 300 pmol; Enax: 612 vs 44+5%) e ACh
(10 pmol) foram significativamente reduzidos (P<0.05) enquanto o efeito

vasodilatador da NG se manteve inalterado (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do K* elevado (45mM) na resposta vasodilatadora da clonidina,
ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sdo

expressos como média = EPM. *P<0,05.
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4.7 Efeito da associacdo K * (45 mM) + L-NAME na resposta vasodilatadora da
clonidina em LAM em rato

ApoOs a realizacdo das curvas controles para ACh, NG e clonidina, o preé-
tratamento dos vasos com solucdo contendo K* elevado associado ao L-NAME (0.3
mM, n=6) inibiu completamente o efeito vasodilatador da clonidina (10-300 Emax:
47,57 vs 1,2+1%) e ACh, enquanto a vasodilatacdo induzida pela NG néo foi

alterada (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do L-NAME + K" elevado na resposta vasodilatadors da clonidina,
ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores séao

expressos como média + EPM. *P<0,05.
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4.8 Efeito da 4-AP na resposta vasodilatadora da cloni  dina em LAM de rato

Em preparacdes pré-contraidas com NE as respostas vasodilatadoras
induzidas pela clonidina e NG néo foram modificadas pela 4-AP (1 mM, Enax: 51,214

vs 43,7t 5%; n=8), enquanto a resposta vasodilatadora induzida pela ACh foi

significativamente reduzida (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da 4-aminopiridina na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e
NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sao

expressos como média = EPM. *P<0,05.
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4.9 Efeito da glibenclamida na resposta vasodilatadora da clonidina em LAM de
rato

Em LAM pré-contraido com NE as respostas vasodilatadoras da clonidina (10-
300 pmol), Ach e NG nao foram modificadas pela glibenclamida (1uM; Enax:59.3+3
vs 57.9.6x 2%, na presenca ou auséncia de glibenclamida, respectivamente, n=6)
mas a resposta vasodilatadora da clonidina (100 e 300 pmol) foi significativamente
reduzida (P<0.05) pela glibenclamida (10 uM; Emax:59.3+3 vs 46.2+3%, na presenca
ou auséncia de glibenclamida), assim como a resposta da Ach, enquanto a resposta

vasodilatadora induzida pela NG néo foi significativamente reduzida (Fig. 14).
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Figura 14. Efeito da glibenclamida (1 e 10 pM) na resposta vasodilatadora da
clonidina, ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os
valores sdo expressos como média + EPM. * P< 0,05 vs controles.” P< 0,05 vs
glibenclamida (10 uM).



4.10 Efeito da associagdo de ChTx + apamina na respost a vasodilatadora da
clonidina em LAM de rato

Em vasos pré-contraidos com NE (n=6), os efeitos vasodilatadores da ACh,
NG e clonidina (10-300 pmol; Emax: 68,0+3 vs 24,817 %), foram significativamente

(P<0.05) reduzidos por ChTx associada a apamina (figura 15).
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Figura 15. Efeito da ChTx (0,1uM) + Apamina (0,1uM) na resposta vasodilatadora da
Clonidina, ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os

valores sdo expressos como média + EPM. *P<0,05.
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4.11 Efeito da associacdo L-NAME + ChTx + apamina + g libenclamida na

resposta vasodilatadora da clonidina

A adicdo de L-NAME (0.3 mM) nédo promoveu inibicdo adicional do efeito
vasodilatador da clonidina (10-300 pmol) na presenca de ChTx + apamina (Emax:
28,318 vs 29+7%, na auséncia ou presenca de L-NAME respectivamente, n=5),
enquanto, a vasodilatagdo induzida pela ACh foi praticamente abolida (Figura 16).
Entretanto, a adicdo de glibenclamida (10 uM) a solucéo de perfusédo contendo ChTx
+ apamina + L-NAME, produziu redugéo adicional (P< 0,05) da resposta
vasodilatadora da clonidina (300 pmol; Emax: 29,76 vs 12.9+3%, na auséncia ou
presenca de glibenclamida respectivamente, n=5)
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Figura 16. Efeito da ChTx (0,1 uM) + Apamina (0,1 uM), ChTx (0,1 uM) + apamina
(0,1 pM) + L-NAME (0,3 mM), ChTx (0,1 uM) + Apamina (0,1 uM) + L-NAME (0,3
mM) + glibenclamida (10 uM) na resposta vasodilatadora da clonidina, ACh e NG em
LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sdo expressos

como média + EPM. *P<0.05 vs controles. * P<0.05 vs ChTx + apamina . *P< 0,05
vs ChTx + apamina +L-NAME.
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4.12 Efeito da ioimbina na resposta vasodilatadora da ¢  lonidina em LAM de
rato

Em vasos pré-contraidos com FE, o efeito vasodilatador da clonidina (10-300
pmol; Emax: 46,214 vs 24,4+ 2 %) foi significativamente (P<0.05) reduzido pela
ioimbina (1 e 3 pM, n=6 ratos) enquanto as respostas induzidas pela ACh e NG nao

foram alteradas (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da ioimbina (1 e 3 uM) na resposta vasodilatadora da clonidina,
ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores séao

expressos como média + EPM. *P<0,05.
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4.13 Efeito da rauwolscina na resposta vasodilatadora d a clonidina em LAM de
rato

Em vasos pré-contraidos com NA, o efeito vasodilatador da clonidina (10-300 pmol;
Emax: 50,0x3 vs 22,03 % n=6) foi significativamente (P<0.05) reduzido pela
rauwolscina (1 puM), enquanto as respostas induzidas pela ACh e NG nao foram
alteradas (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da rauwolscina (1 puM) na resposta vasodilatadora da clonidina,
ACh e NG em LAM isolado de rato, pré-contraido com norepinefrina. Os valores sdo

expressos como média = EPM. *P<0,05.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam os achados prévios de que a clonidina induz
vasodilatacdo em LAM de rato e em artérias mesentéricas pré-contraidas com NE
(Kamata et al., 1994; Figueroa et al., 2001; Kong et al., 1991). Contudo 0 mecanismo
do efeito vasodilatador da Clonidina continua n&do esclarecido e controverso. Foi
sugerido, que a clonidina induz vasodilatacdo independente do endotélio em LAM
isolado e em aorta, pré-contraidos com FE (Kong et al., 1991; Artigues-Varin et al.,
2002). Em contraste, nossos resultados indicam que o efeito vasodilatador da
clonidina, em vasos pré-contraidos com NE ou FE, depende do endotélio, o que esta
de acordo com publicagGes anteriores (Bockman et al., 1996; Thorin et al., 1998;
Figueroa et al., 2001; Molin e Bendhack, 2005) que demonstram o envolvimento das
células endoteliais no efeito vasodilatador de agonistas az-adrenérgicos, em aorta de
rato e vasos mesentéricos pré-contraidos com prostaglandina F,,, serotonina e FE.
A discrepancia dos resultados nos mesmos vasos parece refletir as diferengas dos
modelos experimentais usados para demonstrar o envolvimento das células
endoteliais na vasodilatacao induzida pela clonidina.

A ativacao de células endoteliais por neurotransmissores e autacoides pode
liberar NO, EDHF e prostaglandinas vasodilatadoras, moduladores importantes da
funcéo vascular (Vanhoutte & Mombouli,1996).

As prostaglandinas provavelmente ndo participam do efeito vasodilatador da
clonidina, visto que nossos resultados demonstraram que a indometacina néo
alterou a vasodilatacdo induzida pela clonidina em LAM de rato. A auséncia da
participacdo das prostaglandinas na vasodilatacdo do LAM também foi observada
para diferentes agonistas como ACh (Garland & McPherson, 1992; MacCulloch et
al., 1997) e bradicinina (Resende et al., 1997).

A contribuicdo do NO e EDHF para a vasodilatacdo dependente de endotélio
varia de acordo com o vaso estudado (Garland et al., 1995). Em LAM isolado de
rato, a vasodilatagdo induzida pela ativacdo de receptores muscarinicos tem dois
componentes; um sensivel ao L-NAME, e outro sensivel aos blogueadores de canais
de K*, provavelmente mediado pela via NO e EDHF, respectivamente (Adeagbo &
Triggle, 1993).
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Nossos resultados mostram que o efeito vasodilatador da clonidina no LAM
de rato é significativamente reduzido pelo L-NAME, sugerindo que o NO patrticipa do
efeito da clonidina nestes vasos. Estes achados estdo de acordo com outros que
mostraram um envolvimento do NO derivado do endotélio na resposta
vasodilatadora da clonidina (Richard et al.,, 1990; Kamata et al., 1994). O
envolvimento da via NO-GMPc no efeito vasodilatador da clonidina (Figueroa et al.,
2001) é corroborado por nossos resultados com ODQ, mostrando uma reducéo
significativa do efeito vasodilatador na presenca do inibidor da guanilato ciclase.

Considerando os resultados apresentados e 0s nossos achados prévios,
demonstrando que o efeito anti-hipertensivo (Soares de Moura et al., 2000), sedativo
(Soares de Moura et al.,2001), e anti-nociceptivo (Soares de Moura et al., 2004) da
clonidina sdo antagonizados pela inibicdo das enzimas NO-sintase e guanilato
ciclase, podemos sugerir que os efeitos, anti-hipertensivo, sedativo, analgésico e
vasodilatador da clonidina, provavelmente compartiiham um mecanismo comum
modulado pela via NO-GMP..

O NO nado € o unico autacoide liberado pelo endotélio em resposta a
clonidina, visto que o efeito vasodilatador da clonidina ndo € completamente inibido
pelo L-NAME. Provavelmente, o efeito vasodilatador residual da clonidina observado
nos vasos tratados com L-NAME possa ser atribuido, assim como para ACh, ao
EDHF liberado pelas células endoteliais.

No presente estudo, ACh induziu vasodilatacdo que foi significativamente
reduzida pelo L-NAME e completamente abolida na presenca de K' 45 mM
associado ao L-NAME. Resultados da literatura (Adeagbo & Triggle, 1993) mostram
que niveis elevados de K" extracelular abolem a hiperpolarizac¢éo induzida pela ACh
e um grande componente da resposta vasodilatadora, e a subsequente adicdo de
inibidores da NOS inibem o relaxamento residual na mesma preparacao.

Considerando o fato de que o potéssio elevado (45mM) teve efeito minimo na
vasodilatacdo induzida pela clonidina, nés acreditamos que a clonidina
provavelmente libera predominantemente NO, mas também EDHF. Na presenca de
potéssio elevado, a liberagcdo do NO provavelmente compensa a auséncia do efeito
do EDHF. McCulloch et al (1997) demonstraram em LAM isolado de rato que a
atividade do EDHF pode ser exacerbada com a inibicdo da producédo de NO e que
isto pode ser compensatorio a inibicdo da NO, sugerindo que parece haver

interacdo, ou “cross-talk” entre NO e EDHF. Isto pode explicar porque o efeito
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vasodilatador da clonidina é parcialmente inibido pelo L-NAME e fracamente afetado
pela solugdo de K™ 45 mM. Contudo a contribuicdo do EDHF no efeito vasodilatador
e claramente demonstrado quando a resposta € praticamente abolida na presenca
de L-NAME e K* 45 mM.

Os mecanismos vasodilatadores insensiveis ao L-NAME induzidos pela
ativacdo de receptores muscarinicos, provavelmente ocorrem via ativagdo de canais
de K" de condutancia e mostram as caracteristicas da resposta mediada pelo EDHF
(McCulloch et al., 1997).

Os subtipos de canais de K™ envolvidos no efeito da clonidina, ndo parecem
ser dependentes de voltagem, visto que a 4-AP néo alterou o relaxamento induzido
pela clonidina. Contudo, a abertura de canais de potassio, dependentes de calcio,
estd provavelmente envolvida no efeito vasodilatador da clonidina, jA que esta
resposta foi significativamente reduzida pela associacdo de caribidotoxina e
apamina.

O fato da vasodilacéo induzida pela clonidina, em vasos tratados com ChTx e
apamina, nao ter sido adicionalmente inibida pela adicdo de L-NAME, um efeito n&o
observado para ACh, sugere que a vasodilatacdo dependente de NO é
predominantemente atribuida a ativacdo de canais de Kc, (Bolotina et al., 1994;
Vanhoutte, 1999). A ativacdo dos canais de K¢, € fortemente sugerida pelo efeito
inibitério da ChTx e apamina no relaxamento induzido pela NG. Provavelmente,
outros subtipos de canais de potassio podem contribuir para o efeito vasodilatador,
visto que este efeito da clonidina foi abolido pela associacdo L-NAME com K* 45mM.
Portanto, a hiperpolarizacdo parece ser um mecanismo importante envolvido no
efeito vasodilatador da clonidina no LAM de rato. A clonidina pode induzir
hiperpolarizagdo ndo apenas por um mecanismo modulado por GMPc que ativa
canais de K¢, inibidos por ChTx (Robertson et al., 1993; Vanhoutte, 1999), mas
também pela liberacdo de EDHF.

A vasodilatacdo induzida pela clonidina em vasos pré-tratados com ChTx,
apamina e L-NAME foi adicionalmente inibida pela adicdo de glibenclamida,
sugerindo que a ativagdo dos canais Katp também estd envolvida na resposta
vasodilatadora da clonidina. Esta é a primeira evidéncia da contribuicdo de ambos
os canais de K (Kca € Katp) para o efeito da clonidina. O envolvimento dos canais de

K*atp NO efeito vasodilatador induzido pela clonidina esta de acordo com achados de
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Raffa & Martinez (1995) e Yanazuniet et al (2001) que demonstraram que o efeito
antinociceptivo supraespinhal da clonidina é modulado pelos canais de Katp.

Embora em nossas condi¢cdes experimentais nunca tenhamos observado
vasoconstricdes provocadas pela clonidina, mesmo nas preparacdes pré-tratadas
com L-NAME, nés ndo descartamos a possibilidade da clonidina agir em receptores
az.adrenérgicos, como agonista parcial, como demonstrado em LAM pré-contraido
com PGF,4 e endotelina (Silva et al., 1996; Artigues-Varin et al., 2002). Contudo, a
estimulacdo de receptores aj.adrenérgicos associado com a liberacdo de fatores
relaxantes derivados do endotélio deve modular o efeito vasoconstritor das
catecolaminas (Cocks & Angus, 1983; Miller & Vanhoutte, 1985).

Baseado nos nossos achados de que ioimbina (1-3 uM) e rauwolscina (1 uM)
significativamente reduzem o efeito vasodilator da clonidina, nés sugerimos que a
clonidina deva ativar receptores a,.adrenérgicos. Esta conclusdo € apoiada por
dados publicados por Figueroa et al 2001, que estudou uma variedade de drogas
seletivas congéneres da clonidina e uma bateria de antagonistas na mesma
preparacdo. Estes autores demonstraram que a vasodilatacdo e a producao
associada de NO pela clonidina e outros agonistas a,.adrenérgicos estruturalmente
relacionados foram efetivamente bloqueados pela rauwolscina. O prazosin nao
modificou a producédo de NO induzida pela clonidina, o que nos permite concluir que

a clonidina deve ativar receptores o,.adrenérgicos.
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6 CONCLUSAO

5.

Nossos resultados demonstram que:

Em LAM pré-contraido com norepinefrina, a clonidina produz um efeito
vasodilatador dose-dependente que é inibido pela remo¢do do endotélio
vascular com deoxicolato de sédio sugerindo uma importante participagdo do
endotélio para o efeito vasodilatador da clonidina.

A resposta vasodilatadora da clonidina é mediada pela ativacao de receptores
0»-adrenérgicos.

A resposta vasodilatadora da clonidina envolve a liberagdo de NO e a
participagédo da via NO-GMPc.

Ao lado do NO, o efeito vasodilatador da clonidina parece envolver uma
hiperpolarizacéo devido a ativacao de canais de Katp € Kea.

O efeito vasodilatador da clonidina ndo parece envolver a liberacdo de

prostaglandinas ou a ativagédo de canais de Ky.
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