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Este estudo investigou os mecanismos de ag¢do envolvidos no relaxamento
produzido pelo sesquiterpeno poligodial (0,00427 - 42,74 uM) , isolado da planta Drymis
winteri, nos vasos de coelho e cobaia e no corpo cavernoso de coelho. Para a realizagdo
deste trabalho foram utilizados artéria pulmonar de coelho e cobaia e o corpo cavernoso de
coelho in vitro. Nossos resultados mostram que o poligodial produz relaxamento
concentragdo-dependente tanto no corpo cavernoso de coelho como nos vasos estudados.
Além disso, o relaxamento observado nos vasos ocorre por mecanismos depéndentes e
independentes do endotélio. O relaxamento induzido pelo poligodial nos vasosv estudados é
mediado principalmente pela liberagdo de NO ou de substincia relacionada ao endotélio
vascular, pela ativagdo da guanilato ciclase soluvel e eleva¢do dos niveis de GMPc.
Possivelmente essa via esteja também envolvida com o relaxamento produzido pelo
poligodial no corpo cavernoso de coelho. Nossos resultados também demonstram que parte
dos efeitos relaxantes causados pelo pbligodial ocorre aparentemente por ativagdo de canais
de potassio modulados por ATP, sensiveis a glibenclamida. No entanto, a liberagdo de |
prostaciclina, substéncia P, ou ativagdo da adenilato ciclase parecem ndo estar envolvidas

no vasorelaxamento induzido pelo poligodial.
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83583 ou ODQ.
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-I l. Resumo

O poligodial é um seéquiterpeno isolado das 'cascas da Drymis winteri
(Winteraceae), uma planta nativa da regido sul do Brasil, usada pela populagao
no tratamento de diferentes doencgas inflématérias como a asma, élergia e
bronquite. O presente estudo tem cc;mo objetivo investigar os mecanismos de
agéo envolvidos no relaxamento produzido pelo poligodial na aorta toracica de
coelho, em artérias pulmonares de cobaia e de coelho e no corpo cavernoso de
coelho in vitro:

Péra é-realizagéo deste trabalho foram utilizados coelhos (2.5 — 3..5 Kg). e
cobaias (250 - 300 g) de ambos os sexos. Os animais foram sacrificados por
deslocamento da coluna cervical (cobaias) ou anestesiados com pentobarbital
sédico (coelhos) e em seguida foram sacrificados por deslocamento da cdluna
cervical. Os vasos e o corpo cavernoso foram isolados e limpos dos tecidos
éonectivos, sendo que os vasos foram em seguida seccionados em anéis. As
ﬁreparagées foram montadas em cubas de vidro contendo 5 ml (para 0s vasos)
ou 10 ml (para o corpo cavernoso) de solugéo de Krebs-Henseleit, a 37°C e pH
7.2 Nossos resultados demonstram que o poligodial (0,0427- 42,74 uM) causou
relaxamento concentracdo-dependente nas artérias pulmonares de cobaia e de
coetho e na aorta toracica de coelho com endotélio (Rmsx 78 = 3%, 72 £ 3%,
75 + 2%, respectivamente), bem como no corpo cavernoso de coelho (Rmax- 97 +
2%). Todas as preparagdes foram previamente contraidés com fenilefrina (1 uM).
Além disso, o poligodial aboliu completamente o relaxamento causado pela

acetilcolina, mas ndo pelo nitroprussiato de sddio-nos vasos estudados.
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ANDRE, E,. MALHEIRQOS, A.; CECHINEL-FILHO, V.; YUNES, R.A,; CALIXTO,
J.B. Mechanisms underlying the relaxation caused by the sesquiterpene
polygodial in vessels from rabbit and guinea-pig. Eur. J. Pharmacol., 386:47-
53, 1999. |
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MAZZUCO, L.T; ANDRE, E- CALIXTO, J.B. Contribution of nitric oxide,
prostanoids and Ca* activated K' channels to the relaxant response of
bradykinin in the guinea pig bronchus “in vitro”. Naunyn-Schmiedeberg’s
Arch. Pharmacol., 361:383-390, 2000.
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mM) e a glibenclamida (30 uM), reduziram parcialmente, mas significativamente,
a resposta vasorelaxante causada pelo poligodial somente em artéria pulmonar
de coelho. A indometacina (1 e 10 uM), o CGRP-8,37 (100 nM) ou o KT 5720 (1p
M) nao interferiram com o relaxamento causado pelo poligodial na artéria
pulmonar de coelhci) com endotélio intacto. O poligodial (10 uM) t_amvbém néao
interferiu com a contragdo induzida pelo CaCl, em artéria pulmonar de coelho
com ou sem endotélio. Além disso, o antagonista de receptor muscarinico
(atropina 1 uM), antagonistas de receptores das taquicininas NK; e NK; (FK 888
100 nM e SR48968, 100 nM, respectivamente) ou o antégonista de receptores B,
(HOE 140 1 uM,) ndo afetaram a resposta vasorelaxante induzido pelo poligodial
na artéria pulmonar de coelho. Em conjunto, nossos resultados indicam que este
sesquiterpeno  produz  vasorelaxamento | concentragdo-dependente  por
mecanismos dependentes e independentes do endotélio nos vasos éstudados.

0] reléxamento induzido pelo poligodial nos vasos estudados é mediado
principalmente pela liberagdo de NO ou de substancia relacionada ao endotélio
vascular, pela ativagdo da guanilato ciclase soluvel e elevagdo dos niveis de
GMPc. Possivelmente essa via esteja também envolvida com o relaxamento
produzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho. Nossos resultados
também demonstram que parte dos efeitos relaxantes do poligodial ocorre
aparentemente por ativagdo de canais de potassio modulados por ATP, sensiveis
a glibenclamida. No entanto, a liberagdo de prostaciclina, substéncia P, ou
ativagdo da adenilato ciclase parecem ndo estar envolvidas no vasorelaxamento

induzido pelo poligodial.
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Em preparagbes de vasos sem endotélio, o relaxamento maximo do
poligodial foi significativamente reduzido nas artérias pulmonares de cobaia e de
coelho e na aorta toracica de coelho (Rmax 26 + 2%, 31 + 1%, 17 * 2%,
respectivamente). O relaxamento induzido pelo poligodial foi inibido na artérfa
pulmonar de coelho pelos inibidores da enzima NO sintase, L-NAME (100 uM), e
L-NOARG (100 uM) (Rmax65 + 8%, 84 + 9% para o veiculo e 27 + 9%, 44 + 0,4%,
para L-NAME e L-NOARG, respectivamente). O isémero inativo D-NOARG
. (100 uM) nao interferiu de maneira significativa com a ag&o. vasorelaxante do
- poligodial (Rmix 84 + 9% para o veiculoe 77 + 3 % para D-NOARG). Resultados
muito semelhantes foram obtidos em anéis de artéria pulmonar de cobaia e aorta
toracica de coelho. Os inibidores da guanilato ciclasé soluvel LY 83583 (10 uM) e
ODQ (1 uM) inibiram marcadamente o relaxamento dependente de endotélio
causado pelo poligodial em anéis de artéria pulmonar de coelho pré-contraida
com fenilefrina (Rmax 74 £ 5%, 72 + 3% para o veiculo e 20 + 4%, 7 + 0,6% para
ODQ e LY 83583, respectivamente). No corpo cavernoso de coelho, o
relaxamento induzido pelo poligodial também foi inibido pelo LY 83583 (10 uM)
(Rmax 97 + 2% para o veiculo e 37 + 13% para LY 83583). Nossos resultados
também demonstram um aumento dos niveis intracelulares de GMPc na aorta
toracica de coelho apds a exposigdo dos anéis ao poligodial (42,74 uM) e ao
nitroprussiato de sédio (10 uM). Ao contrario, os bloqueadores de canais de
potéssio,' como a 4-aminopiridina (3 mM), apamina (1 uM) ou a caribdotoxina
(100 nM), nédo afetaram o relaxamento induzido pelo poligodial em todos os vasos

estudados. Porém, outros bloqueadores de canais de potassio, como o TEA (5
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lil. ABSTRACT

Polygodial is the main sesquiterpene isolated from methanolic extract of
the plant Drymis. winteri (Winteraceae), a native Brazilian medicinal plant used in
folk medicine for the treatment of different inflammatory diseases, such as
asthma, allergy and bronchitis.

The presen_t study was designed to examine the vasorelaxant action of
polygodial in intact or in endothelium-rubbed rings of rabbit pulmonary artery and
thoracic aorta, guinea-pig pulmonary artery and rabbit corpus cavernosum pré-
contracted with phenylephrine. The experiments were carried out on rabbits
(2.5 -3.5 kg) and guinea-pigs (250 - 350 g). The animais were Killed by a blow to
the head (guinea-pig) or anaesthetized with sbdium pentobarbital (rabbits),
followed by a blow to the head, and were then exsanguinated. All tissues were
carefully exciseld. and cleaned from connective tissue and adherent fat. The
vessels and corpus cavernosum were suspended in a 5 ml (vessels) or 10 ml_
(corpus cavernosum) organ bath chambers containing Krebs Henseleit solution at

37 °C, pH 7.2, gassed with 95 % O2 and 5 % CO». The sesquiterpene polygodial

(0.0427-42.74 M), produced graded relaxation in rings of rabbit pulmon.ary‘a'rtery
or thoracic aorta and guinea-pig pulmonary artery with endothelium (E,;a,( 78 3%,
72 3%,75 2%, respectively) and in the corpus cavernosum of rabbit (Enx 97 2%)
- pre-contracted by phenylephrine (1 M). In endothelium-rubbed rings, the vasorelaxant
action was reduced in pulmonary artery of guinea-pigs or rabbits and thoracic

aorta of rabbit (Emax of 26 £ 2%, 32 + 2% and 17 + 3%, respectively).
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The pre-incubation of rings of rabbit pulmonary artery with L-NAME (100 uM) or
L-NOARG (100 uM) significantly inhibited the endothelium-dependent relaxation
caused by polygodial in preparations pre-contracted by phenylephrine (Emax Of
65 8%, 84 9% for vehicle and 27 9%; 44 0.4%, for LNAME and L-NOARG,
respectively). The inactive enantiomer D-NOARG (100 puM) (Emax of 84 + 9% for
vehicle and 77 + 3 for D-NOARG) had no significant effect on the vasorelaxant
action of polygodial. Very similar results were observed in rings of guinea-pig
pulmonary .artery and rabbit thoracic aorta. The non-selective and the highly-
selective soluble guanylate cyclase inhibitors, LY 83583 (10 uM) and ODQ (1 u
M), respectively, markedly inhibited the endothelium-dependent relaxation caused -
by pol_ygodial in rings. of rabbit pulmonary artery pre-contracted with
phenylephrine (Emax 0f 74 5%, 72 3% forvehicle and20 4%;7 0.6% for ODQ and
LY 83583, respectively). Similar results were observed in rings of guinea-pig pulmonary artery
and thoracic aorta. In the corpus Gavemésum, the relaxation induced by polygodial was also
inhibited}by LY 83583 (10 M, Enx97 2% for vehicle and 37 13% for LY 83583). Our
results also show that the cyclic GMP content in rabbit thoracic aorta was
significantly increased after exposing the rings to polygodial and sodium
nitroprusside. In contrast, indomethacin (1 and 10 uM), KT 5720 (1 uM),
CGRP-8.37 (100 nM), apamin (1uM), charybdotoxin (100 nM) and 4-
aminopyridine (3 mM) had no effect on polygodial action in rabbit pulmonary
artery or thoracic aorta and guinea-pig pulmonary artery. However, TEA (5 mM)
and glibenclamide (30 uM) inhibited partially, but significantly, the relaxant
responses of rabbit pulmonary artery. In addition, polygodial (10 M) does not

affect the contraction induced by Ca*" in depolarized intact or endothelium-
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rubbed rings of rabbit pulmonary artery. Tachykinin NK; ana NK; receptor
antagonists (FK 888 100 nM or SR 48968 100 nM, respectively) a muscarinic
receptor antagonist (atropine 1uM) and a B, receptor antagonist (HOE 140 1 uM)
each failed to affect the vasorelaxant action of polygodial. Taken together, the
current resuits show that the sesquiterpene polygodial produced a concentration-
and endothelium-dependent and  -independent vasorelaxation in rabbit and
| guinea-pig pulmonary arteries and in rabbit thoracic aorta and corpus cavernosum
in vitro, pre-contracted by phenylephrine.

The vasorelaxation induced by of polygodial is, in part,i dependent on the
release bf NAO or a NO-derived substance from vascular endothelium, as well
activation of guanylate cyclase-dependent mechénism and increase of cGMP.
This route aiso seems to be involvéd in the relaxation induced by pol}godial in
corpus cavernosum. However, the opening of potassium channel or the release of
prostacyclin, substance P or CGRP, as well as activation of adenylate cyclase,
appear to play either minor roles, or have no participati.on at all in the
vasorelaxant action of polygodial in these vessels. Finally, the vasorelaxant effect
of polygodial does not seem to involve of tCaz‘] in endothelial cells, decrease of |

Ca®™] in vascular smooth muscle cells, or direct activation of membrane

endothelial cell receptors.
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1. Introdugao

O poligodial € um sesquiterpeno isolado das cascas da Drymis winteri uma
arvore pertencente a familia das Winteraceae, com altura que variade 4 a8 me
com tronco que pode chegar a 40 cm de diametro. Suas folhas apresentam um
formato alongado com as extremidades arredondadas e uma coloragéo verde
(Figura 1). Esta planta € conhecida popularmente como “casca de anta’, “canela-
amarga’, “capororoca-picante”, “carne d’anta”, “melambo”, “paratudo” e “pau-para
tudo”’. Sua florescéncia ocorre até duas vezes por ano, porém, com maior
intensidade nos meses de junho a agosto, e seus frutos amadurecem entre

outubro e novembro.

Figura 1. Fotografia da arvore Drymis winteri
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A D. winteri € encontrada em alguns paises da América do Sul, e
principalmente no territério brasileiro, sobretudo na regido sul do pais. Além de
possuir qualidades ornamentais, sendo recomendada para o paisagismo, suas
folhas e cascas s&o utilizadas pela populacdo como estimulante,
antiespasmadica, aromatica, antidiarreica, antipirética, cicatrizante,
antiinflamatéria, contra hemorragia uterina, em certas afecgbes do trato
respiratério, incluindo o tratamento de asma brénquica e alergia (Morton, 1981;
Simées et al., 1986). Esta planta € também utilizada no tratamento do cancer e
ulceras (Riccieri, 1981; Houghton e Maby, 1985; Gupta, 1995).

Existem varios estudos fitoquimicos descritos na literatura para esta e
outras espécies deste género, que demonstram a existéncia de varios
metabdlitos secundarios de diferentes classes quimicas, incluindo aldeidos
sesquiterpenos (Appel e Dohr 1958;1959; Brown, 1994; Cortes e Oyarzun, 1981),
além de terpendides, lignanas e flavondides (Cruz, 1973). Dentre os varios
compostos isolados da D. winteri o sesquiterpeno poligodial (Figura 2) é o
composto majoritario. O poligodial apresenta atividade antimicrobiana (Himejima
e Kubo 1992; McCallion et al ., 1982; Samuelsson et al, 1992), antifungica (Kubo
e Taniguchi 1988, Lee et al, 1999) e inseticida (Caprioli et al., 1987). Foi
demonstrado também que o poligodial aumenta a concentragéo de célcio (Ca*")
intracelular em células SH-SYS5Y de neuroblastoma humanas (Forsby et al.,
1992; 1994;1996). Além desses efeitos, tem sido proposto que o poligodial atua
como agonista de receptores vaniléides (Sterner e Szallasi, 1999).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que, em ileo

isolado de cobaia, o sesquiterpeno poligodial causou deslocamento a direita da
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curva concentracdo-resposta a acetilcolina, histamina e bradicinina, associado
com inibicdo das respostas maximas. Ja na traquéia de cobaia, o poligodial
causou inibicdo parcial da resposta contratil causada pela histamina, e inibigao
da resposta contratil causada pela bradicinina. Do mesmo modo, o poligodial
inibiu de forma significativa e concentragcdo-dependente a resposta contratil
induzida pelo composto 48/80 e pelo analogo estavel do tromboxano A;, U46619
na traquéia isolada de cobaia. Além disso, o poligodial antagonizou de maneira
competitiva a resposta contratil induzida pela substancia P, mas nao interferiu
com a resposta contratil ao agonista seletivo do receptor NK;, a substancia P
metil éster, na traquéia de cobaia. Por outro lado, o poligodial inibiu
significativamente a curva concentragdo-resposta para a contrag&o induzida pelo
agonista seletivo do receptor NK; o [B-ala®] neurocinina A (El Sayah et al., 1998).

Na traquéia de cobaias ativamente sensibilizada a ovalbumina, o
poligodial causou inibicdo significativa da resposta contrati ao antigeno
(El Sayah et al., 1998). Quando testado na veia porta isolada de rato, o poligodial
causou inibicdo da curva concentragdo-resposta contratii induzida pela
bradicinina, U46619, endotelina-1, substancia P e senktide (El Sayah ef al 1998).

Testes farmacoldgicos realizados in vivo demonstraram, ainda, que o
sesquiterpeno poligodial possui propriedades antinociceptivas sistémica, local,
espinhal e supraespinhal, quando testados em modelos de nocicep¢do quimica
(teste de formalina e capsaicina), mas ndo em modelos de dor térmica (placa
quente) (Mendes et al., 1998). O mecanismo preciso pelo qual o poligodial
produz suas agdes antinococeptivas esta sendo melhor investigado. Até o

momento, foi determinado que as agbes antinociceptivas do poligodial parecem
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envolver uma interagdo com o sistema opidide, ou com receptores de serotonina
e adrenérgicos o4, bem como a interagdo com mecanismos dependentes da
proteina Gi/G,, sensiveis a inibigdo por toxina pertussis (Mendes et al., 1998;
2000). O poligodial apresentou também pronunciado efeito antiedematogénico
nos testes de edema de pata de rato induzidos por bradicinina, carragenina,
dextrana, fosfolipase A, , prostaglandina E, e substancia P e no edema de orelha
induzido por acido araquidénico, capsaicina e dleo de créton. Esse composto foi
capaz de inibir também a migragdo celular para a cavidade pleural, quando
avaliado no teste de pleurisia realizada em camundongos. Por ultimo, o poligodial
apresentou ainda um importante efeito antialérgico tanto em ratos como em
camundongos sensibilizados a ovalbumina. A taxa de sobrevivéncia desses
animais submetidos ao choque anafilatico induzido pelo antigeno foi

significativamente aumentada (Mendes et al.,1998).

CHO

CHO

Figura 2- Estrutura molecular do sesquiterpeno

poligodial isolado das cascas da Drymis winteri.

Considerando os varios efeitos farmacolégicos obtidos em nosso
laboratério com o composto poligodial tanto, em estudos in vivo como in vitro,
tornou-se interessante investigar as agdes vasorelaxantes deste composto. Desta
forma, investigamos as ag¢des do poligodial sobre vasos de coelho e cobaia, bem

como sobre o corpo cavernoso de coelho in vitro.
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Para melhor compreensdo deste estudo, abordaremos abaixo alguns

importantes fatores vasorelaxantes.

1.1. O papel do endotélio no controle do ténus vascular

Durante muito tempo a camada endotelial foi considerada como sendo um
simples revestimento, sendo esta sua fung&o principal. Atualmente, sabe-se que
a célula endotelial n&o representa apenas uma barreira passiva de difusdo de
elementos do sangue, mas €& a responsavel pela modulagdo do tdnus da
musculatura lisa vascular liberando simultaneamente fatores relaxantes e fatores
constritores derivados do endotélio. O equilibrio entre a sintese e a liberagdo dos
agentes vasoconstritores e vasodilatadores mantém o sistema cardiovascular sob
um ténus constante, sendo de fundamental importancia no controle da pressao
arterial e do fluxo sanglineo (Furchgott e Zawadzki, 1980; Furchgott et a/, 1989).

O endotélio tem também a fungdo de regular o crescimento do musculo
liso vascular, adesdo e agregagdo plaquetaria, controlando assim as fungdes
cardiovasculares (Furchgott e Zawadzki, 1980). Portanto, qualquer desequilibrio
na produgdo e/ou liberagdo de fatores relaxantes derivados do endotélio e fatores
constritores derivados do endotélio pode contribuir para a génese de doencgas

cardiovasculares.

1.2. Fatores relaxantes derivados do endotélio
Apbs a descoberta da participagdo do endotélio na resposta dos vasos
(Moncada et al., 1976), varios estudos foram realizados visando constatar o

envolvimento ou ndo das células endoteliais sobre o efeito final dessas
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substancias vasoativas. Assim, muitos vasodilatadores como a acetilcoling,
substancia P, bradicinina, adenosina trifosfato (ATP), trombina, ionéforo de Ca*
e histamina foram considerados como substancias que requerem a presenca de
endotélio para produzir toda ou parte de sua acgdo. Por outro lado, os
nitrovasodilatadores, fator natriurético atrial, inibidores de canais de Ca** e
prostaciclina, foram classificadas como substancias que apresentam sua acgao
vasorelaxante independente de endotélio (De Mey et al.,1982; Furchgott 1984;
Rapoport et al.,1983a; Scivoletto ef al., 1984).

Dentre as varias substancias vasodilatadoras conhecidas atualmente,
serdo abordadas, com maiores detalhes quatro importantes fatores envolvidos no
vasorelaxamento: o dxido nitrico (NO), canais de potassio (K*), a prostaciclina e o
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). O papel da prostaciclina e
do NO em mediar o relaxamento vascular ja esta bem estabelecido (Hyslop e De

Nucci, 1991) mas a identidade e 0 mecanismo celular da agcao do EDHF ainda

nao estdo bem elucidados (Garland et al.,1995; Waldron et al., 1996).

1.3. Oxido nitrico

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram que a acetilcolina produzia
relaxamento dos vasos isolados de coelho. Estes autores também descreveram
que este fendmeno de vasodilatagéo era mediado por um fator humoral e de agéao
labil, e dependente essencialmente da presenca da camada endotelial intacta. Na
sequéncia das investigagdes, este fator foi denominando fator de relaxamento
derivado do endotélio (FRDE ou EDRF para o termo em inglés endothelium-

derived relaxing factor) (Cherry et al., 1982). Posteriormente, Palmer et al (1987)
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demonstraram que o EDRF e NO apresentavam as mesmas caracteristicas
biolégicas e quimicas, e ambos eram a mesma molécula em estudo. No mesmo
ano, esta proposta foi confirmada por outro grupo de pesquisadores, que
sugeriram que tanto o EDRF quanto o NO apresentavam as mesmas
propriedades quimicas e farmacoldgicas (Ignarro et al., 1987). A partir da
descoberta da efetiva atividade do NO sobre o sistema cardiovascular, inimeros
trabalhos vém sendo desenvolvidos demonstrando a agdo deste mediador em
outros sistemas bioldgicos, mediando importantes processos fisiopatoldgicos, tais
como: transmissdo nitrérgica periférica (Rand e Li, 1995) e comunicagéo
intercelular no sistema nervoso central (Southam e Garthwaite, 1993),
aterosclerose e patologias associadas, diabetes, neurotoxicidade incluindo
alteracdes neurolégicas como derrame cerebral, doenca de Parkinson e
deméncia em portadores de HIV (para revisédo ver Dawson &Dawson, 1998;
Moncada et al., 1991 e Moncada & Higgs, 1993).

O NO pode ainda atuar como um neurotransmissor ou neuromodulador no
sistema nervoso; como fator citotoxico no sistema imune, bem como parece estar
relacionado com algumas lesdes teciduais; como na isquemia de reperfuséo e na
morte excitatéria neuronal (Para revisdo ver Katayama, 1995; Wolf, 1997). Além
disso, o NO esta também envolvido em varias doengas, como artrite reumatdide,
aterosclerose, cancer, diabetes, numerosas doengas degenerativas do sistema

nervoso e infarto do miocardio (para revisdo ver Moncada et al., 1991, Hobbs et

al., 1999).
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1.3.1. Sintese do NO

A sintese do NO ocorre a partir do nitrogénio do grupo guanidino do
aminoacido L-arginina através da enzima oxido nitrico sintase (NOS), que
apresenta grande homologia estrutural com a enzima citocromo P-450 redutase
(Bredt et al., 1991). Através da agdo da NOS, o aminoacido L-arginina é
convertido inicialmente em N€ hydroxi-L-arginina, originando quantidades
equimolares de NO e citrulina. Para que ocorra essa complexa reagao essas
isoformas de NOS utilizam o aminoacido L-arginina e varios outros cofatores
como: flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN),
fosfato-dinucleotideo-adenina-nicotinamida reduzida (NADPH) e
tetrahidrobiopterina (TBH,) ( para revisdo ver Crane et al., 1997; Mayer e
Hemmens, 1997; Murad, 1999).

Trés isoformas de NOS, foram clonadas, sendo todas homodlogas e
dividindo-se em duas categorias: NOS constitutiva e induzida (para revisdo veja
Hobbis et al., 1999; Murad, 1999). As duas isoformas de NOS constitutivas sao:
NOS neuronal (nNOS ou NOS tipo 1) e NOS endotelial (eNOS ou NOS tipo II).
Elas foram encontradas originalmente em células neuronais e do endotélio
vascular, respectivamente. A NOS induzida (iNOS ou NOS tipo IlI) geralmente é
expressa em diferentes tipos celulares em resposta a estimulos imunolégicos ou
inflamatérios (Bredt e Snyder, 1990; Gorsky et al., 1990; Schimidt et al., 1991)

A atividade, tanto a NOS endotelial como a neuronal sdo dependentes da
formacdo do complexo Ca** /calmodulina, enquanto que a iNOS é independente
da formagdo desse complexo. Esta enzima pode ser induzida em macréfagos,

musculo liso e em célula da musculatura lisa vascular por endotoxinas
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bacterianas (LPS) e citocinas (interferon vy, interleucinal, fator necrose tumoral e
outras citocinas proé-inflamatdrias) ( para revisao ver Murad, 1999).

O NO, por ser um gas lipossoluvel, difunde-se livremente e tem seus
efeitos determinados pela sua reatividade quimica. Como um radical livre,
reagindo assim rapidamente com espécies contendo elétrons n&o pareados,
como € o caso do anion superoxido (O;) e dos metais (Mayer e Hermmens,
1997). Dentro deste contexto, a interagdo entre NO e o O,, gera o anion
peroxinitrito (O,° + NO= ONOQ’) (Beckman et al., 1990), que também pode
produzir vasorelaxamento por estimular a enzima guanilato ciclase soluvel que
determina a elevacdo dos niveis de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)

(Balazy et al., 1998; Mayer et al., 1995, Tarpey et al., 1995).

1.3. 2. Mecanismo de vasorelaxamento induzido pelo NO

O mecanismo pelo qual o NO induz vasodilatagcéo esta ainda sujeito a
intensos estudos, mas hoje se conhece uma série de eventos que participam da
cascata de relaxamento induzida pelo NO. Em linhas gerais, o relaxamento
dependente de endotélio induzido por varios vasodilatadores como a acetilcolina,
bradicinina, substancia P e outros, ocorre por meio de interagdo com receptores
especificos nas membranas de células endoteliais, causando aumento na
concentragao intracelular de Ca** (Boulanger e Vanhoutte, 1997). A elevagéo dos
niveis de Ca®* citoplasmatico das células endoteliais resulta na formagdo do

complexo Ca**/calmodulina, com consequente ativagdo da eNOS, e liberagdo de

NO.
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——

Apos a sua formagédo, o NO difunde-se rapidamente para as células
vizinhas, podendo interagir com o grupamento heme da enzima guanilato ciclase
soluvel (McCall e Vallance, 1992) promovendo desta forma sua ativagdo. Essa
interagdo causa uma alteragdo conformacional da enzima, que por sua vez,
converte o nucleotideo trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc (Furchgott, 1984;
Ignarro et al.,1982; Rubanyi, 1988; Schmidt, 1992). Na sequéncia de eventos
intracelulares o GMPc, um segundo mensageiro intracelular, ativa proteinas
quinases especificas que fosforilam a cadeia leve de miosina e canais de
potassio (K'), promovendo assim sua agdo vasorelaxante (Para revisdo ver
\Brayden, 1996 e Moncada et al., 1991) (Figura 3).

O relaxamento da musculatura lisa vascular gerado pelo NO, associado
com o aumento do GMPc, ja esta bem estabelecido. Apesar disso, os
mecanismos envolvidos no relaxamento vascular produéido pelo GMPc n&o estéo
totaimente elucidados. Alguns estudos sugerem diferentes mecanismos que
poderiam explicar como o GMPc produz relaxamento na musculatura lisa
vascular, como a inibicdo da producao de inositol trifosfato (IP;) (Lang e Lewis,
1989; Rapoport, 1986b; Rapoport e Murad, 1986b), a estimulagdo do sequestro
de Ca* intracelular (Garg e Hassid, 1991; Lincoln, 1983; Morgan e Newby, 1989)
através da ATPase dependente de Ca** (Fiscus, 1988), o aumento da
defosforilagdo da miosina quinase de cadeia leve (Rapoport et al., 1983b), a
inibicdo de canais de Ca®* operados por receptores (Godfraind, 1986), além da
ativagdo de proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG) que resulta na
fosforilagdo e inativagdo da miosina quinase de cadeia leve (Fiscus, 1988;

Popescu et al., 1985; Rapoport et a/, 1983b) .
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Em 1994, Bolotina et al. demostraram que o NO, além de promover sua
acdo vasorelaxante via NO/GMPc, pode também agir diretamente sobre os
canais de K' ativados por Ca*. Porém, o aumento da atividade desses canais
pode estar ocorrendo devido a modificagdes quimica nos grupos sulfidrilas de

proteinas que participam na regulagao do ténus vascular (Figura 3).
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SP, BK, ACh

Musculatura lisa
vascular

Figura 3. Desenho esquematico abrangendo 0s possiveis mecanismos
envolvidos no vasorelaxamento causado por diversas substancias. A
prostaciclina (PGl,) ativa a adenilato ciclase (AC), elevando os niveis de
adenosina monofosfato (AMPc). O Oxido nitrico (NO) ativa a guanilato
ciclase solivel (GCs) aumentando os niveis de GMPc. O fator
hiperpolarizante dependente de endotélio (EDHF) causa a abertura dos
canais de K" ativados por Ca® na musculatura lisa vascular, levando
hiperpolarizagéo. (CCDV) canal de célcio dependente de voltagem, (CCOR)
canal de célcio operado por receptor. (adaptado de Vanhoutte e Boulanger,
1995).
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1.3.3. Envolvimento do NO no mecanismo de eregao peniana.

A erecdo peniana resulta da interagdo entre o sistema nervoso central e
fatores locais (Para reviséo ver Lue e Tanago, 1987, Lue, 1992). Quando o pénis
estd em estado flacido, ha uma influéncia do ténus simpatico e as arteriolas
terminais e musculos lisos sinusdides estdo contraidos e existe uma quantidade
minima de fluxo sanguineo nos espacos sinusoidais e nas vénulas subtunicas.

Porém, durante um estimulo sexual a atividade do sistema parassimpatico
passa a ser predominante, b que resulta na dimihuigéo da resisténcia periférica,
dilatacdo das artérias cavernosas e helicinais, com consequente aumenfo do
fluxo sanguineo para 0s espacos lacunares do corpo cavernoso. Este processo é
considerado como um evento hemodinamico primério_na eregéd peniana (Lue et
al., 1987: Andersson ef al., 1987; Ander_sson , 1993), sendo que o mecanismo da
eregao peniana é dependente da interacdo entre mecanismos autonémicos
adrenérgicos, colinérgicos e néo-adrenérgicos/néo colinérgicos (NANC) (Saenz
de Tejada et al., 1988, 1989, 1991).

Traish et al., (1990) também demonstraram por meio de "binding" de
radioligante a presehc;a de receptores muscarinicos do tipo M; e M3 né corpo
cavernoso humano. Estes autores também usando esta mesma técnica,
encontraram uhwa alta afinidade para esses recethre's muscarinicos em
membranas de células endoteliais de corpo cavernoso humano (Traish et al.,
1990).

Nos tecidos eréteis ocorre a liberagdo de uma sérié/de substancias

quimicas, destacando-se dentre elas o NO, um mediador muito importante no

fendmeno da eregdo peniana (lgnarro et al., 1990; Holmquist et al., 1991).
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Estudoé histoquimicos tém demonstrado uma rede de neurénios contendo NOS
No COrpo cavernoso e pequenas artérias intracavernosas de ratos, humanos e
cdes (Burnett et al.,, 1992, 1993; Hayashida et al., 1996; Vizzard et al., 1994). O
relaxamento da musculatura lisa € mediado pelo:NO que, durante o estimulo
sexual, & sintetizado nos nervos terminais de neurénios NANC no pén.is e
também por células endoteliais que revestem os vasos sangiineos e nos
espagos lacunares da corporea cavernosa (Burnett et al., 1992).

O relaxamento produzido pelo NO ou substéncias relacionadas ao NO no
corpo cavernoso, ocorre através da estimulagdo da guanilato ciclase soluvel,
Ievando ao aumento de GMPc no corpo cévernoso. O nivel de GMPc na célula
lisa muscular é regulado pelo equilibrio que existe entre a velocidade da sua
sintese pela guanilato ciclase soltvel e a velocidade de sua hidrdlise pelas
fosfodiesterases (PDE) especificas p.ara GMPc (PDE 5 e 6) (Beavo, 1995).
Portanto, agentes que inibem a hidrélise do GMPc, fazem com que este segundo
mensageiro permaneg¢a elevado, aumentando assim o relaxamento da
musculatura lisa do corpo cavernoso facilitando a eregdo peniana (Chuang et al.,
1998: Ballard et al., 1998).

Além disso, o NO pode estimular o acumulo de GMPc, seguido pela
abertura de canais de K¢, e hiperpolarizagdo, levando ao relaxamento do corpo
cavernoso (Seftel et al.,, 1996; Simonsen et al., 1995). Desta forma, drogas que
interferem com estes canais, podem também afetar o relaxamento e a contragéo

neste tecido (Holmquist et a/., 1988; Hedlund et a/., 1994).
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1.4. Participagdo dos canais de potassio no relaxamento da musculatura lisa
vascular |

A despolarizagdo e a hiperpolarizagdo celular, através da inibigdo e
ativacdo de canais de K', respectivamente, so irﬁportantes ‘mecanismos na
regulagdo do ténus no musculo liso arterial. Fatores que reguiam a atividade dos
canais de K’ tém influéncia sobre o toénus e o didmetro dos vasos sanguineos, e
consequentemente, sobre a resisténcia vascular, fluxo e pressdo sanguinea
(Nelson et al., 1990; Nelson e Quayle, 1995). Nas artérias, os canais de K' sdo
modulados por vasodilatadores fisioldgicos que aumentam a atividade dos canais
de K" e por vasoconstritores, que diminuem sua atividade. Quatro tipos de canais -
de K" tém sido descritos no musculo liso vascular (Standen e Quayle, 1998).
1) Canais de K’ ativados por voltagem (Kv) - Esses .canais abrem com a
despolarizagéd da membrana e sao preferehcialmente bloqueados por baixas
doses de 4-am‘inopiridina. |
2) Canais de K" sensiveis ao Ca®* (Kc,) - Esses canais abrem com a
despolarizacdo da membrana e com o aumento do Ca* intracelular. Os Kc, sdo
ainda classificados em trés subclasses, de acordo com a permeabilidade ao ca™
que apresentam.  a) BKc,, s@o canais de alta condutancia (165-e 220 pS), b)
MKCA/IK,;a de média conduténcia (30 e 80 pS), e c) os SKc¢, de baixa condutancia
(~10 pS). Os BKc, sdo bloqueados por concentragées nanomolares de
caribdotoxina, iberotoxina, e sdo preferencialmente inibidos por baixas doses de
tétraetilaménio (TEA). Os IKc, sdo bloqueados por caribdotoxina e TEA, ja os

SKc. por apamina e também pelo TEA.
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' 3) Canais de K" retificadores (Kr) - Esse tipo de canal é aberto pela
hiperpolarizagdo da membrana e pelo aumento extracelular de K', sendo
bloqueado por baixas cohcentragées de cations divalentes como o bério e o
magneésio (Okabe et al., 1987).

4) Canais de K sensiveis ao ATP (Karp ) — Esse tipo de canal é aberto pela
elevagdo dos niveis de ADP e fechado quando ocorre aumento nos‘ni\‘/eis de
ATP. Kare sdo blogueados por sulfoniluréias (glibenclamida) e abertos por
pinacidil, cromacalim ou minoxidil (Clapp e Gurney, 1992; Clapp et al, 1993).
Porém, existem varias outras substéncias capazes de inibir esses canais, mas
devido a sua inespecificidade, s&o pouco utilizadas atualmente.

Todos esses canais atuam integrando uma variedade de estimulos
vasoconstritores e vasodilatadores existentes, tanto -sob condigdes  fisiolégicas
como patoldgicas, sempre através da regulacdo do potencial de membrana e do
,estado de contratilidade celular (para revisao veja' Brayden, 1996). ‘Vérios
mecanismbs podem estar envolvidos na modulagdo desses canais por meio de
segundos mensageiroé, mas eventos de fosforilagéo e defosforilagdo vém sendo
considerados como mais usuais (Catterall et a/.,: 1991).

Tem sido demonstrado que os ativadores da guaniléto ciclase solavel
podem hiperpolarizar a musculatura lisa vascular pela ativagdo de canais de K.
Outros estudos sugerem que o NO pode ativar direta ou indiretamente os canais
BK:a contribﬁindo para o relaxamento na musculatura lisa vascular (Archer et al.,
1994; Bolotina et al., 1994; Robertson et al., 1993; Williams et al,, 1988). Além
disso, os fatores relaxantes derivados do endotélio como o préprio NO e a

prostaciclina, podem ativar um ou mais tipos de canais de K' no musculo liso
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vascular. Esta visdo é baseada no uso de inibidores seletivos destas quinases
e/ou pela aplicagdo direta de quinases purificadas biogquimicamente, sobre
membranas contendo canais BKc, (Carl et al., 1991; Robertson et al., 1993;
Schubert et al., 1996,1997; Taguchi et al., 1995). Também existem evidéncias
demonstrando que varios vasodilatadores, como adenosina, peptideo relacionado
ao gené da calcitonina (CGRP), e agonistas B-adrenérgjcos, podem ativar
receptores acoplédos a proteinas G, causando ativagdo da adenilato ciclase,
elevando os niveis de AMPc e promovendo ativagdo da proteina quinase A.
Muitos canais de K" séé ativados por essa via na musculatura lisa vascular, em
par“ticular os Karte (Standen e Quayle, 1998),

Porém, nem todo o relaxamento dependente de endotélio ocorre somente
pela liberagdo de NO ou de prostaciclina. Outras substancias que hiperpolarizam
a membrana das células da musculatura lisa tambem contribuem para o
relaxamento dependente de endotélio.

Em artérias, agonistas muscarinicos, como a acetilcolina,"i-ndUZem .a
liberagdo de um fator conhecido como fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (FHDE ou EDHF, do inglés endothelium-derived hyperpolarizing factor)
que é capaz de hiperpolarizar a membrana produzindo vasorelaxamento na
musculatura lisa vascular (Bolton ef al., 1984; Edwards e Weston, 1998). Este
fator foi descoberto mediante realizagdo de experimentos nos quais foi
constatado que, durante o relaxamento vascular dependente de endotélio, havia
a produgdo de um outro fator que era diferente do EDRF. Em 1988, Chen e
colaboradores demonstraram que em aorta e artéria pulmonar de rato, a

acetilcolina libera dois diferentes fatores derivados das células endoteliais, um
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EDRF e outro EDHF. Esta hipdtese teve por base experimentos nos quais a
| hiperpolarizagcdo dependente de endotélio, induzida pela acetilcolina, persistiu na
presen¢a da hemoglobina e do azul de metileno (Chen et al., 1988).

Nos vasos sanglineos dé vérias espécies de animais, a hiperpolarizagéo
causada pelo EDHF é resistente a inibidores das enzimas NOS, cicloxigenase, e
a glibenclamida (Feletou e Vanhoutte, 1996). O EDHF hiperpolariza a membrana
por ativar canais de K’ sensiveis a caribdotoxina (Hashitani e Suzuki, 1997) e
induz vasodilatagao por inibi.r o influxo de Ca** (Nelson ef al., 1990) ou ainda por
promover a producgao de IP; (ltoh et al., 1:992). A pesar de varios estudos estarem
sendo realizados, pouco se sabe a respeito do EDHF, mas algumas substancias
vem sendo sugeridas como sendo as responsaveis pelos seus efeitos, tais como:
NO, é&cidos epoxieicosatriendicos, endocanabindides, prostacicling, éspécies
reativas de oxigénio e mondxido de carbono (para revisdo veja Garland ét al.,
1995, Mombouli e Vanhoutte, 1997). Edwards e Weston (1998) propéem que o
EDHF é o préprio cétion K’ |

A producéo e/ou liberacdo basal de EDHF é regulada pela concentragdo
citosdlica de Ca®*, liberado dos estoques intracelulares e também pela via
extracelular. Além disso, a calmodulina também parece estar envolvida nesta

producao e/ou liberagdo do EDHF (Nagao e Vanhoutte , 1993). |
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1.5. Participagao da prostaciciina no relaxamento da musculatura lisa

vascular

Os prostandides (prostaglandiha D, , prostaglandina E,, prostaglandina
Fi, prostaciclina e tromboxano A,;) atuam através da via interagdo com
receptores proprios acoplados é proteinas G, denominados DP, EP, FP, IP e TP,
respectivamente (Kennedy et al., 1982; Pierce et al, 1995). Quando os
prostandides ativam os subtipos de receptores EP,, EP4, DP ou IP, presentes na
musculatura lisa, promovem relaxamento (Negishi et al., 1995).

A acgao da prostaciclina € mediada especificamente por meio da ativagao
de receptorés IP localizados na superficie das células. Em condi¢des fisiolégicas
a prostaciclina & extremamente |abil, apresehtando uma meia vida de 3 min. Este
prostandide também €& considerado um potente antiégregante plaquetario. Esta
atividade antiagregante da prostaciclina € de grande importancia na prevengao
de doencgas, como trombose e infarto do miocardio (Moncada et al.,, 1985). Além
~ disso, a prostacicllna & considerada urﬁ potente vasodilatador, que relaxa a
musculatura lisa vascular por elevar os niveis intracelulares de AMPc (Armstead,
1995; Shaul et al., 1992; Tamaoki ef al., 1993) e inibindo a liberagao de Ca* dos
estoques intracelulareé efou ativando canais de K’ (Adeagbo. e Malik, 1990;
Minami et al., 1993; Parkington et al., 1995; Siegel ef al., 1989). Foi demonstrado
também que o iloprost, um analogo estavel da prosta.ciciina, induz vasodilatagéo
na artéria cardtida de cdo, através do aumento da permeabilidadé ao K e
hiperpolarizagdo (Siegel et al.,, 1989). Walch et al, (1999) demonstraram que

somente o receptor IP & o responsavel pelo relaxamento induzido por

prostandides na artéria pulmonar humana.
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Tendo em vista qUe muitas patologias cardiovasculares estéo relacionadas
a diminuicdo ou aumento de fatores constritores e relaxantes derivados do
endotélio, e que um grande numero de compostos vem sendo estudados na
tentativa de encontrar novos fnedicamentos para tratar essas doengas, o
presente estudo propde estudar o mecanismo de acado relaxante do poligodial
sobre os vasos de coelho e cobaia bem como sobre o corpo cavernoso de

coelho.
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2. OBJETIVOS
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de:

1- Investigar os efeitos relaxantes causados pelo sesquiterpeno poligodial na

artéria pulmonar de coelho e de cobaia, aorta toracica de coelho e no corpo

cavernoso de coelho in vitro.

2- Analisar os mecanismos envolvidos nas agbes relaxantes do sesquiterpeno
poligodial nos vasos de coelho e cobaia e no corpo cavernoso de coelho, com a
utilizagdo de antagonistas seletivos de receptores e inibidores de enzimas e

canais iénicos.

3- Caracterizar, por meio de ensaios bioquimicos, a capacidade do sesquiterpeno

poligodial em elevar os niveis de GMPc na musculatura lisa vascular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados coelhos New Zealand (2,5 a 3,5 Kg) e cobaias Hanley
(250 a 300 g) de ambos o0s sexos, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) criados em ambiente com

temperatura controlada, ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e ragdo fornecida ad

libiturm.

3.2. Coleta das cascas da Drymis wfnteri

As cascas da D. winteri (Winteraceae) foram coletadas no municipio de
Bom Retiro, Santa Catarina e a classificagao botanica da espécie foi real_izada no
Departamento de Botéanica da UFSC pela proféssora Leila da Grag:é Amaral. Um
exemplar da planta esta depositado e registrado' sob o numero 26313 no Herbario

FLOR, do Horto Botanico da UFSC, em Floriandpolis, Santa Catarina (Figura 1).

~3.3. Isolamento e purificagéo do sesquiterpeno poligodial

O estudo fitoquimico para o isolamento e caracterizacdo quimica do
sesquiterpeno poligodial foi realizado no laboratério de Produtos‘ Naturais, do
Departamento de Quimica da UFSC, pelos professores Drs. Rosendo A. Yunes e
Valdir Cechinel Filho. As cascas da D. winteri foram secas em estufa a uma
temperatura de 45 — 50 °C. O material seco foi cortado em pequenos pedagos e
macerado em metanol comercial a temperatura ambiente, durante 10 dias. O

extrato metandlico foi exaustivamente fracionado com diclorometano e, apds a
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remog¢do do solvente, a fragdo foi submetida a cromatografia (Merck 60),
resultando no isolamento do sesquiterpeno poligodial (Cechinel Filho et al., 1998).
O poligodial foi identificado por meio da comparagdo com amostra auténtica e de
dados espéctroscopicos (ressonancia nuclear magnética de praton e ressonancia
nuclear magnética carbono-13). Uma porcdo de material seco das cascas da
planta (750 g) permitiu o isolamenfo de 240 mg de poligodial, correspondendo a
um rendimento de 0,032%' (Cechinei Filho et al., 1998). A estrutura molecular do

sesquiterpeno poligodial esta apresentada na Figura 2.

3.4. Analise farmacoldgica
3.4.1. Preparagdes de artérias pulmonares e aortas toracicas

Os animais utilizados nestes. experimentps foram sacrificados por
deslocamento da coluna cervical (cobaias) ou anestesiados com pentobarbital -
sodico seguido _de desldcamento da coluna cervical (coelhos). A caixa toracica foi
aberta para remog¢&o da artéria pulmonar (de coelho e cobéia) e aorta toracica de
coelho. Apos a limpeza das preparagGes e retirada dos tecidos adjacentes, ds
anéis de aorta e artéria pulmonar (2 a 3 mm) foram montados em cubas de vidro
contendo 5 ml da solugdo de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢éo (mM):
NaCl 118,0, KCI 4,4, MgS0O4 1,1, CaCiz 2,5, NaHCO;3 25,0, KH2PO4 1,2 e CeH1206
11,0, (pH de 7,2 mantida & 37 °C e aerada com 95% de 02 e 5% de Cdz). Em
alguns experimentos, o endotélio vascular foi intencionalmente removido com o
auxilio de urﬁa haste de metal. Ap6s o periodo de equilibrio, as preparagdes

foram pré-contraidas com fenilefrina (1 uM) e a integridade do endotélio foi

avaliada pela capacidade da acetilcolina em (1 uM) promover relaxamento. As
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preparacdes foram consideradas com endotélio intacto quando a acetilcolina
produziu relaxamento superior a 60% e sem endotélio quando a acetilcolina ndo
apresentou qualquer efeito vasorelaxante (Furchgott .e ZaWadzki, 1980).

As artérias pulmonares foram submetidas a 1 g de tens&o e a aorta de
coelho a 2 g de tensdo, e permaneceram em equilibrio durante 60 min antes da
adicao de drogas ao banho, sendo a sdlugéo nutritiva renovada a cada 20 min. As
alteragGes na tensdo (contragdo e relaxamento) foram medidas isometricamente
por meio de transdutores de for¢a (TRI - 201) e registradas em poligrafo 6006 dé
Letica Instrumentos Cientificos. A resposta contrétil submaxima induzida pela
fenilefrina foi considérada como 100% e todas as reépostas subsequentes foram
calculadas como porcentagens deste valor. Os reéultados (n=4 a 6) foram

expressos em valores percentuais de contragdo ou relaxamento em relagdo aos

controles.

3.5. Protocolo experimental para vasos isolados de coelhos e cobaias

3.5.1. Caracterizagdao da agdo vasorelaxahte induzida pelo poligodial nas
artérias pulmonares de cobaia e coelho e aorta toracica e coelho

Apds o periodo de equilibrio, as preparagdes foram contraidas pela adigdo
de fenilefrina (1 uM) e uma vez estabelecido um platé para a resposta contratil
(aproximadamente 5 min), foi obtida uma uUnica curva cumulativa concentragdo-
resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 a 42,74 uM).

Todas as drogas utilizadas permaneceram em contato com o tecido por 20

min antes da contracdo com fenilefrina. Para evitar a dessensibilizagdo das
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preparagdes, somente uma unica curva cumulativa completa para-o poligodial foi
obtida em cada preparagdo. Além disso, curvas controle para o poligodial foram
obtidas simultaneamente em banhos adjacentes e somente um antagonista foi

testado em cada preparacéo.

.3.5.2. Analise histolégica das artérias pulmonares de coelho

Para analisar se o poligodial estava causando leséd endotelial, anéis de
artéria pulmonar de coeltho foram coletados e colocados em formol 10%, antes e
apds a realizacdo da curva cumulativa concentragdo-resposta para o poligodial
(0,0427 a 42,74 uM). Os tecidos foram fixados em liquido de bouin e em seguida
passaram por um processo de desidratados com solucdo alcoélica'érescente .
Apds a desidratagdo dos anéis, estes foram impregnadoé em péra'fina, qu depois
de solidificados foram colocados no micrétomo para a realizagdo dos cortes
‘seriados. Os cortes foram colocados em agua quente (40°-50 °C) afim de obter a
distensdo dos mesmos e em seguida foram colocados sobre laminas contendo
uma gota de albumina de Mayer. A desparafinizagéo foi feito mediante a
colocagdo das laminas em xilol. Apés esse procedimento, foi feito a hidratagdo
dos anéis colocando-os em uma série de alcoois de graduagao decrescente. Em
_ seguida o material foi corado com hematoxilina/leosina ou Mallory. Para a
obtengdo do preparado permanente os tecidos fixados as laminas, foram
desidratados novamente com solugdes alcodlicas crescentes e entdo cobertos

com laminulas. Apés seca a montagem, foi realizada a leitura no microscopio.



Eunice André | , Material e Métodos 26

3.5.3. Influéncia do poligodial no vasorelaxamento dependente e
independente de endotélio causado pela acetilcolina e pelo ‘nitroprussiato
de sdédio (NPS) |

' Estes experimentos foram realizados com o objetivo de analisar se o
poligodial poderia interferir com o relaxamento dependente e independente de
endotélio produzido pela acetilcolina (0,001 — 30 UM ) ou pelo NPS (0,001 — 30
uM ) respecti\)amente. Com esté propésito, uma curva cumulativa concentragao-
resposta para a acetilcolina ou para o NPS foi obfida 60 min antes da realizagao
da curva cumulativa concentragdo-resposta ao poligodial (0,0427 - 42,74 uM) em
artéria pulmonar de coelho, com endotélio intacto. Em 'seguida, as preparagdes
foram lavadas, e apos 60 min, foram pré-contraidas com fenilefrina (1 pM) e

novamente expostas a concentragdes crescentes de acetilcolina ou NPS.

3.5.4. Analise da participagdo da via NO/GMPc no vasorelaxamento causado
pelo poligodial em vasos de coelho e cobaia com endotélio

Para avaliar a participagd@o da via do NO no efeito vasorelaxante produzido
pelo poli.godial, foram utilizadas preparagbes com endotélio intacto. Uma curva
cumulativa concentragdo-resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 -
42,74 uM) foi obtida, na auséncia e na presenca das seguintes drogas: N®-nitro-L-
arginina metil ester (L-NAME, 100 uM), N®-nitro-L-arginina (L-NOARG, 100 uM)
inibidores da NOS e N”-nitro-D-arginine (D-NOARG, 100 uM) isémero inativo da
L-NOARG. Também foram utilizados 6-anilino-5,8-quinolinediona (LY 83583, 10
uM) e 1H[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, 1 uM) inibidores da

enzima guanilato ciclase soluvel.
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3.56.5. Dosagem do nivel de GMPc na aorta toracica de coelho apés
relaxamento com o poligodial

Para a conﬁrmagéodo‘ possivel envolvimento da via do NO/GMPc na
resposta relaxante do poligodial, anéis de aorta isoladas de coelho (pesando entre
0,3 e 0,6 g) foram montados em cubas para 6rgdo isolado sob as mesmas
condicdes descritas anteriormente. Apds a confirmacéo da presenga‘do endotélio,
as preparagées‘foram incubadas com isobutilmetilxantina (IBMX, 10 uM) e,
decorridos 10 min;- foram novamente contraidas com fenilefrina (1 uM). Apés a
estabilizagdo da resposté contrétil, alguns aneéis foram rapidamente congelados
em nitrogénio quuido e dcido etilenoglicol-bis- (B-amino-etil-éster) N,N’-
tetraacético (EGTA, 4 mM), sendo utilizados como controle para medida da
concentragdo basal de GMPc. Outro grupo de preparagdes recebeu SNAP (10
uM) ou poligodial (42,74 uM) dgrante 8 min (tempo necessario para a obteng¢éo da
resposta maxima de relaxamento), e logo apds os anéis (n=14 para cada grupo)
foram rapidamente congelados sob as mésrﬁas ”"cc.jvhd'rg.éfes-- descritas para o
controle. Os tecidos foram entdo homogenizados e centrifugados. O
sobrenadante recolhido foi submetido & liofilizagdo e os niveis de GMPc foram
medidos por meio de kit de enzimaimunoensaio para GMPc da Amersham
Pharmacia Biotech. Para tal, as amostras liofilizadas foram ressuspendidas em

tampao do ensaio (kit). Os resultados foram expressos em fmol/mg de tecido.
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3.5.6. Papel dos canais de K® na resposta vasorelaxante induzida pelo
poligodial nos vasos de coelho e cobaia com endotélio

Para verificar se o vasorelaxamento causado pelo poligodial era devido a
abertura de canais de K, o efeito deste composto foi também avaliado (0,0427 -
42,74 uM) na auséncia e na presenca de blogueadores de canais de K*, como:
TEA (1 e 5 mM - bloqueador inespecifico de canais de K*), glibenclamida (3 e 30
uM - blogueador de canais de K" sensiveis ao ATP), apamina (1 uM - bloqueador
de canais de K* de baixa condutancia sensiveis ao Ca*"), 4-aminopiridina (3 mM -
bloqueador de canais de K" ativados por voltagem) e caribdotoxina (100 nM -

bloqueador de canais de K* de alta condutancia sensiveis ao Ca®").

3.5.7. Andiise do envolvimento dos receptores de membrana presentes nas
células endoteliais vasculares no efeito vasorelaxante do poligodial
Para analisar se o poligodiél estava produzindo vasorelaxamento por atuar

em receptores de membrana presehtes nas células endoteliais tais como:
receptores para substancia P, bradininina e acetilcolina, foram realizadas curvas
cumulativas Concentragéo-resposta de relaxamento para o poligodial em artéria
pulmonar de coelho com endotélio intacto, na ausénéia e na presenca do , N°-
[(4R)-4-hydroxy-1-(1methyl-1H-indol-3-yl)carbonyl-L-prolyl]-N-methyphenylmethyi- |
3-(2-naphthyl)-L-alaninamide (FK888,100 nM) e (S)-N-methyl-N [4-(4-acetylamino-
4-phenylpiperidino)-2-(3,4-dichlorophenyl)butyllbenzamide (SR 48968, 100 nM)
antagonistas seletivos de receptores NKi e NK; réspectivamente, HOE 140
(1 uM) antagonista de receptores B, das cininas ou atropina (1 uM), antagonista

ndo-seletivo de receptores muscarinicos.
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3.5.8. Influéncia do CGRP na agao vasorelaxante induzida pelo poligodial
Para investigar a influéncia do CGRP no vasorelaxamento induzido pélo
poligodial, foram realizadas curvas cumulativa concentragdo-resposta de
relaxamento para o poligodial (0,0427 - 42,74 uM) na auséncia e na presenca de
CGRP- 8-37 (100 nM) antagonista de receptores para CGRP, na artéria pulmonar

de coelho com endotélio intacto.

3.5.9.Influéncia dos metabdlitos da cicloxigenase e da proteina quinase A
na agao vasorelaxante do poligodial

Para analisar a participagdo dos metabdlitos da cicloxigenase ou ainda, da
proteina quinase A, no vasorelaxamento induzido pelo poligodial, foram realizadas
curvas cumulativa concentragao-resposta de relaxamento para o poligbdial em
artéria pulmonar de coélho com endotélic; intactc, na auséncia e na presenga de
indometacina (1 e 10 uM) inibidor da cicloxigenase, ou tetrahydro-8,11-epoxy-1H,
8H, 11H-2, 7b, 11a-triagzadibenzo[a, g]cyclooctalc, d, el-trinden-1-one (KT 5720,

1 uM), inibidor da proteina quinase A .

3.5.10. Influéncia do poligodial na contragao induzida pelo CaCl;

Para verificar a influéncia do poligodial na resposta contratil induzida pelo
Ca®*, anéis de aorta toracica de coelho com e sem endotélio foram montadas de
acordo com o protocolo ja descrito acima. Para efetuar a retirada do Ca* as
preparagbes foram lavadas com liquido de Krebs-despolarizante (K* 80 mM)
preparado pela substituicdo equimolar de' NaCl pelo KCI sem Ca?, contendo

EGTA (2 mM) durante 20 min, sendo a solugdo renovada a cada 10 min. Logo
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apos, a solucdo foi substituida por outro liquido despolarizante (80 mM) sem Ca**
e sem EGTA por cerca de 20 min. Apds esse periodo, foi realizada uma curva
cumulativa concentragdo-resposta contratili para o CaCl,, na auséncia e na

presenga do poligodial (10 uM) incubado durante 20 min.

3.5.11. Isolamento e preparagao do corpo cavernoso

| Coelhos machos (2,5 a 3,5 Kg) foram anestesiados com pentobarbital
sodico seguido de deslocamento da coluna cervical. O pénis foi retirado na
‘regido de insergdo da crura e imediatamente colocado em solugdo de Krebs-
Henseleit. O tecido cavernoso foi dissecado apods remocao dos tecidos conectivos
e da tunica albuginea. Apés a limpeza, o corpo cavernoso foi colocado em cuba
de vidro contendo 10 mi da solugdo de Krebs-Henseleit , pH 7,2 mantidavé 37°C e
aerada com 95% de O, e 5% de CO,. Foi adicionado ao liquido indometacina
(5,6 uM), com o objetivo de inibir a produgéo-v enddgena de prostaglandinas. De
cada animal foi obtido apen.as um segmento de corpo cavernoso (2 - 3 cm de
comprimento).

As preparagdes permaneceram em equilibrio por 120 min sob 2 g de
tensdo antes da adi¢do de qualquer droga ao banho, sendo a solug&o nutritiva
renovada a cada 20 min. As alteragbes na tensdo (contragdo e relaxamento)
foram medidas isotonicamente por meio de transdutores de forga (TRI - 201), e
registradas em poligrafo 6006 da Letica Instrumentos Cientiﬁcos.- A resposta
contratil submaxima induzida pela fenilefrina (1 uM) foi considerada como 100%. e

todos as respostas subsequentes foram calculadas como porcentagens deste

valor. Os resultados foram expressos em valores percentuais de relaxamento.
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—

3.5.12. Protocolo experimental utilizado no corpo cavernoso

Apés o periodo de equilibrio de 120 min, as preparagdes foram contraidas
pela adigdo de fenilefrina (1 uM) e apds estabelecidd um platd para a resposta
tonica (aproximadamente 5 min), foi realizada uma curva cumulativa
concentragdo-resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 — 42,74 uM).
Foram realizadas também curvas cumulativas concentragdo-resposta de
relaxamento para acetilcolina (0,001 — 30 uM) e NPS (0,001 — 30 uM) com o
bbjetivo de comparar o efeito relaxante do poligodial com duas outras substancias
bem conhecidas como relaxantes do corpo cavernoso.

Para investigar a participagcdo da via NO/GMPc no efeito relaxante do
corpo cavernoso de coelho, foram utilizadas algumaé drogas que atuam nesta via,
como inibidores da guanilato ciclase soluvel (LY 83583, 30 uM e ODQ, 3 e 10
uM). Todas as drogas permaneceram em contato com o tecido por 20 min antes
da indugdo de contracdo com fenilefrina (1 uM). Uma vez estabilizada a
contragdo, a acetilcolina, o NPS ou o poligodial foram adicionados
cumulativamente ao banho.

Como o poligodial ndo causou dessensibilizagdo nesta preparacéo, foi
possivel obter curvas cumulativas completas de relaxamento para o composto em
cada preparagdo na auséncia e na presenga dos antagonistas, ou seja, antes da
adic@o de qualquer droga ao banho foram obtidas curvas controle de relaxamento

para o poligodial.
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3.6. Drogas utilizadas

As drogas usadas foram: iodeto de acetilcolina, cloridrato de fenilefrina,
NPS, N®-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) N°-nitro-L-arginina (L-NOARG), N°-
nitro-D-arginina (D-NOARG), NPS, bradicinina, Substancia P, indometacina, TEA,
apamina, 4-aminopiridina, caribdotoxina, CGRP-8-37, sulfato de atropina, IBMX,
EGTA e PBS (solugdo tampéo fosfato), todas da Sigma Chemical Co. St. Louis,
U.S.A. glibenclamida e HOE 140 da Hoescht (Frankfurt, Alemahha),,
1H[1,2,4])Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) da Tocris Cookson (Bailwin,
MO,USA), 6-anilino-5,8-quinolinedione (LY 83583) da Research Biochemicals
International (Natick, MA, USA), FK 888 da Fujisawa Phamaceutical Co, Ltda.
(Osaka, Japao), SR 48968 da Sanofi Recherche (Montpeilier, Franca), (KT §720)
da Calbiochem-Novabiochem corporation La Jolla (Canada), | kit de
enzimaimunoensaio para GMPc da Amersham Pharmacia Biotech.

O S-nitroso-acetil-DL-penicilamina (SNAP) foi géntilmente cedido pelo professor
Jamil Assreuy.

As solugdes estoques (1-100 mM) foram mantidas a -20 °C em tubos de
plastico siliconizados e diluidas em PBS nas concentragées desejadas min antes
de serem utilizadas. As solugdes estoques para a maioria das drogas foram
dissolvidas em PBS, exceto para a glibenclamida que foi dissolvida em solugéo de
NaOH com 5% de glicose, KT 5720 e IBMX que foram dissolvidas em
dimetilsulfoxido (DMSO), poligodial e indometacina que foram dissolvidas em
etanol absoluto. A concentracgdo final de etanol ou DMSO néo excedeu 0,05% no

banho e ndo apresentaram efeito per se no ténus basal das preparagdes ou na

resposta aos agonistas.
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3.7. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.
(E.P.M), exceto para a CEsp (concentragdo do agonista ou composto que produéiu
50% do efeito maximo de relaxamento) que estd apresentada como meédia
geométriéa acdmpanhada de seus limite de confianga a 95% (Fleming et al.,
1972). A andlise estatistica dos resuitados foi realizado pelo teste "t de Student
para as amostras .néo-pareadas. Diferengas entre os grupos foram consideradas

significativas ao nivel de P < 0,05 ou P < 0,01.
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4. RESULTADOS

4.1. Influéncia do endotélio vascular na agdo vasorelaxante induzida pelo

poligodial nas artérias pulmonares de coelho e cobaia e na aorta toracica de

coelho.

- O poligodial produziu rel‘axamento concentragdo-resposta nas artérias
pulmonares de coelho e de cobaia e na aorta toracica de coelho com endotélio,
pré-contraidas cor_n.feniléfrina (1 uM) (F.igura 4e5). Apoténciae o reiaxamento
maximo causado pelo poligodial ndo diferiram nos tecidos estudados. Além disso
esse relaxamento causado pelo poligodial (CEso 0,87 uM (0,4 - 1,8) e Rmax de
75,0 £ 3% foi semelhante ao causado pela acetilcolina e pelo nitropruséiato de
~sodio (NPS) (CEsp para a acetilc.olina 0,45 uM (0,03 - 5,8) e NPS 0,83 uM (0,02 -
338) na artéria pulmonar de coelho e Rmix 88,0 =+ 2% 914 + 1%,
respectivamente). Quando o endotélio vascular foi removido intencionalmente, o
vasorelaxamento causado pelo poligodial foi reduzido significativamente na
artéria pulmonar de éobaia e coelho, bem como na aorta toracica de coelho

(Figura 5). Os valores das CEsps € Rmax estdo demonstrados na Tabela 1.

» —
% e ¥ - M
Q D < °
< o =N \
Phen 1M Phen 1uM L hen 1pM | .

Figura 4- Registro tipico mostrando o relaxamento causado pelo NPS
(0,001-30 M), acetilcolina (Ach - 0,001-30 uM) e poligodial (0,0427-42,74 uM)

na artéria pulmonar de coelho pré-contraida com fenileprina (Phen) 1 uM.
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Figura 5- Curvas concentragdo-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial
em aneéis de artéria pulmonar de cobaia (A) e coelho (B) ou na aorta toracica de
coelho (C) com (E+) e sem (E-) endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM).
Cada ponto representa a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam

os E.P.M. Difere significativamente do valor controle, * P < 0,05, ** P < 0,01.
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Tabela 1- Poténcia e relaxamento maximo para o poligodial em vasos de cobaia e

coelho.

Poligodial (E+) Poligodial (E-) -
Tecidos - CEso (uM) Emax (%) CEso (LM) Emax(%)
Aorta toracica de coelho 0,87(0,40-1,81) 75,00+2,91 >42,74 17 37+2,82*

Artéria pulmonar de coelho 0,95 (0,66 -1,38) 72,83+3,80 >42,74 31,65+1,35**
Artéria pulmonar de cobaia 1,07 (0,32-3,54) 7866+3,48 >42,74 26 33+2,02**

Cada grupo representa a média £ E.P.M. de 4 a 6 experimentos.

Difere significativamente dos resultados obtidos nas prepara¢ées com endotélio( E+). **

P <0,01.
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4.2. Efeito do poligodiai no relaxamento induzido pelo NPS e pela

acetilcolina na artéria pulmonar de coelho com endotélio.

Como: pode sér observado na Figura 6, o vasorelaxamento causado pela
~acetilcolina, mas nao pelo NPS na artéria pulmonar de coelho, foi completamente
abolido apds a realizagdo de uma curva cumulativa de relaxamento para o
poligodial (0,0427-42,74). Este efeito também foi observado na artéria pulmonar
de cobaia e aorta toracica de coelho. Essa dessensibilizagdo causada apds a
éuwa cumulativa concentracdo-resposta de relaxamento induzida poligodial, foi
também observada na presen¢a de outros vasodilatadores como a bradicinina,
substancia P e o.préprio poligodial (dados ndo mostrados). Doses isoladas do
poligodial também causam dessensibilizagdo nos vasos estudados (dados néo
mostrados). No entanto, a resposta contratil para a fenilefrina nao foi alterada.

A incubagdo de L-arginina (3 mM) por um periodo de uma hora nao foi |
capaz de reverter este efeito de dessensibilizacdo causado pelo poligodial.

A anadlise histologica das artérias pulmon_ares de coelho n&o revelou

qualquer lesdo endotelial (dados ndo mostrados).
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Figura 6- Curvas concentracdo-resposta de relaxamento obtidas para o NPS e

para a acetilcolina, em anéis de artéria pulmonar de coelho com endotélio, pre-
contraidos com fenilefrina (1 pM). Cada ponto representa a média de 5

‘experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do

valor controle * P < 0,01.
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4.3. Efeito de inibidores da enzima NOS na ag¢ado vasorelaxante mediada pelo

poligodial.

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que a pré-incubagao dos

- anéis de artéria pulmonar de coelho com os inibidores da enzima NOS, L-NAME
(100 uM) ou L-NOARG (100 uM), inibiu significativamente o relaxamento
dependente de endotélio causado pelo poligodial nas preparagdes pré-contraidas
com fenilefrina (1 uM). A adigdo do isémero inativo a D-NOARG (100 uM) nao
alterou a acdo vasorelaxante induzida pelo poligodial (Figura 7). Resultadcs
semelhantes a esses foram obsérvados Nnos vasos dé artéria pulmonar de cobaia

e aorta toracica de coelho (Tabelas 3 e 4).

O_A O_B *x **x

20+ 204
40~ 40 *
60+ 60-
—O— Control

804 —©— Control 80+ —4&— L-NOARG 100 1M

—&— L-NAME 100 o M ~—%¥— D-NOARG 100 uM

100~ : 100- :

I 1 1 1 1 ] ] 1 i 1 1 i r 1
0,0427 0,427 4,27 42,74 0,0427 0,427 4.27 42,74
Poligodial (1 M) Poligodial (uM)

Figura 7- Curvas concentragdo-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial
na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com fenilefrina (1 pM)
obtida na auséncia (O) ou na presenga dos inibidores da NOS, L-NOARG (A) ou
seu isdbmero inativo D-NOARG (V) (B) ou L-NAME (A) (A). Cada ponto
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.

Difere significativamente do controle, * P < 0,05 e ** P < 0,01.
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4.4. Efeito de inibidores da enzima guanilato ciclase soliuvel na agdo

vasorelaxante mediada pelo poligodial.

Ambos os inibidores da guanilato ciclase soluvel, ODQ (1 uM) ou o LY
83583 (10 uM), inibiram marcadamente a ag¢do vasorelaxante causada pelo
poligodial na artéria pulmonar de coelho pré-contraida com fenilefrina (1 uM)

(Figura 8). Resultados semelhantes a estes foram observados em anéis de artéria

pulmonar de cobaia e aorta toracica de coelho (Tabelas 3 e 4).

A B
-10- -20- *%k * Kk e .
0-
10- 0 * Kk
20+
304
404
50
60
70+ : - . ,
—O— Controle 804 —O— Controle
901 —&— 0DQ 1 pM —A— LY 83583 10 uM
- 100~
r T T T T T 1 i I J ! ' ! R
0,0427 0,427 4,27 42,74 0,0427 0,427 4,27 42,74
Poligodial (1M) Poligodial (nM)

Figura 8- Curvas concentragao-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial
na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com fenilefrina (1uM),
na auséncia (O) ou na presenca (A) dos inibidores da enzima guanilato ciclase
soluvel, ODQ e LY 83583. Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e
as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do controle * P <
0,05 ou*™ P<0,01.
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4.5. Efeito do poligodial sobre o nivel de GMPc na aorta toracica de coelho.

Os resultados da Figura 9 demonstram claramente que, quando os anéis
de aorta toracica de coelho foram submetidos a presenga do SNAP (10 uM),
ocorreu um aumento. significativo do nivel de GMPc. Resultados semelhantes
foram obtidos nas preparagdes relaxadas pela adigado do poligodial (42,74 uM),
causando aumento significativo do nivel de GMPc, quando comparado com o

nivel basal (Figura 9).

3
g *]* 1 Controle
§ - B SNAP (10 M)
D | B Poligodial (42,74 M)
E |
o
€44 1
(&)
o
=
O
0-

C SNAP Poligodial

Figura 9- Efeito do poligodial e do SNAP no contelido de GMPc na aorta torcica
de coelho com endotélio intacto, pré-contraido com fenilefrina (1 uM). (**) Nivel de
GMPc significativamente maior do que nos tecidos controle (valor basal). Cada
coluna representa a média de 3 experimentos e as linhas verticais indicam os

E.P.M. Difere significativamente do controle ** P < 0,01.



Eunice André o Resultados 42

4.6. Papel dos canais de K’ na resposta vasorelaxante induzida pelo

poligodial na artéria pulmonar de coelho.

Os resultados da Figura 10 mostram que a pré-incubagdo dos anéis de
artéria‘.pulmonar de coelho com bloqueadofes de canais de K' como o TEA
(5 mM) ou avglib.enclamida (30 uM) inibiu de forma parcial mas significativa o
efeito vasorelaxante induzido pelo poligodial. Os valores da Rmax estao
demonstrados na Tabela 2. Entretanto, a 4;aminopiridina (3 an), apamina (1 uM)
ou a caribdotoxina (100 nM) falharam em inibir a agdo do poligodial (Figura 11).
Resultados semelhantes a estes foram encontrados na artéria pulmonar de

cobaia e na aorta de coelho (Tabelas 3 e 4).
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Figura 10- Curvas covncentragéo-resposta de relaxamento obtidas para o
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com
fenilefrina (1 pM) na auséncia (Q) ou na presenga (A) dos bloqueadores de
canais de K, TEA (A) e glibenclamida (B). Cada ponto representa a média de 4-6
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do

controle * P <0,050u** P<0,01.
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Figura 11- Curvas concentragdo-resposta de relaxamento obtidas para o
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com
fenilefrina (1uM) na auséncia (O) ou na presenga (A) dos blogueadores de canais
de K" 4-aminopiridina (A) , apamina (B) e caribdotoxina (C). Cada ponto

representa a media de 4-6 experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.7. Efeito dos antagonistas dos receptores para substancia P, receptores
muscarinicos e B; para cininas no vasorelaxamento causado pelo poligodial

na artéria pulmonar de coelho.

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que os antagonistas
de receptores taquicinérgicos NK; (FK 888, 100 nM) e NK; (SR 48968, 100 nM), o
antagonista de receptores muscarinicos (atropina, 1 uM) ou o antagonista de
receptores B, para cininas (HOE 140, 1 uM) n&o modificaram de manelra
significativa o vasorelaxamento produzido pelo poligodial na artéria pulmonar de

coelho. Os valores da CEsg e Rmax estdo demonstrados na Tabela 2.
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Figura 12- Curvas concentragdo-resposta de relaxamento obtidas para o
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com
fenilefrina (1uM) na ausérjcia (O) ou na presenga (A) dos antagonistas seletivos
de receptores taquicinérgicos NK; (FK 888) (A) e NK; (SR 48968) (B),
antagonista ndo seletivo de receptores muscarinicos (atropina) (C) e antagonista
seletivo de receptores B> (HOE 140) (D). Cada ponto representa a média de 4-6

experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.8. Efeito do CGRP na agado vasorelaxante induzida pelo poligodial na

artéria pulmonar de coelho.

Como pode ser observado na Figura 13, a acdo vasorelaxante induzida
pelo poligodial, também ndo foi alterada de maneira significativa pelo

antagonista de receptores do CGRP (CGRP- 8,37; 100 nM).
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Figura 13- Curvas concentragdo-resposta de relaxamento obtidas para o
poligodial na aﬁéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com
fenilefrina (1uM) na auséncia (O) ou na presencga (A) do antagonista do receptor
de CGRP (CGRP-8,37). Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as

linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.9. Efeito dos metabdlitos da cicloxigenase sobre a agdo vasorelaxante

induzida pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho.

O inibidor inespecifico das cicloxigenases (indometacina, 1 e 10 uM) néo
alterou de maneira significativa a agao vasorelaxante induzida pelo poligodial na
artéria pulmonar de coelho (Figura 14). Os valores da CEsp; e Rmsx estdo

demonstrados na Tabela 2. |
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Figura 14- Curvas concentracdo-resposta de relaxamento obtidas para o
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com
fenilefrina (1 uM) na auséncia (O) ou na presenga (A) do inibidor da enzimas
cicloxigenases. (indometacina). Cada ponto representé a média de 4-6

experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.10. Efeito do inibidor da proteina quinase A na ag¢do vasoreiaxante

induzida pelo poligodial na artérla pulmonar de coelho com endotélio.

O inibidor especifico da proteina quinase A (KT 5720, 1 uM) ndo modificou
a resposta vasorelaxante induzida pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho

(Figura 15). Os valores da CEsp e Rmax €stdo demonstrados na Tabela 2.
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Figura 15- Curvas concentrag@o-resposta de relaxamento obtidas para poligodial

r
0,0427

na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com fenilefrina (1 uM)
na auséncia (O) ou na presenga (A) do inibidor de proteina quinase A (KT 5720).
Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as linhas verticais indicam -
os E.P.M. '
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4.11. Influéncia do poligodial na contragdo induzida pelo CaCl, na aorta

toracica de coelho com e sem endotélio.

A resposta contrétil induzida pelo CaCl; nos anéis de aorta toracica de
coelho com e sem endotélio ndo foi alterada na presenga do poligodial (10 uM)

incubado 'durante 20 min antes da realizagdo da curva cumulativa concentracdo-

resposta ao CaCl, (Figura 16).
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Figura 16- Curvas Concentrac;éo-resposta,de contragao obtidas para o CaCl; na
aorta toracica de coelho com e sem endotélio na auséncia (O) e na presencga (A)

do poligodial. Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as linhas

verticais indicam os E.P.M.
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Tabela 2- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento induzido

pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotéiio .

Drogas Concentragéo - Auséncia Presénqa

CEso (uM) Rmax (%)  CEso (M) Rmax (%) '
L-NOARG =~ 100 pM 1,7(0,005-53,7 83,8488 > 42,74 44,0+0,4*
L-NAME 100 uM  2,45(0,02-354) 65,0+8,0 > 4274 26,848,7™
D-NOARG 100 uM 1,7(0,005-53,7 83,8488  3,9(8,711,5) 76,6430
obQ 1uM  3,5(1,1-10,9) 74,0945 1 > 42,74 20,0+4,1*
LY 83583 10uM  2,7(0,1-70,8) 72,543 4 >4274 71406
TEA SmM  6,1(1,2-30,9) 851+4,7 > 42,74 37,7+7,7*
Apamina 1uM  2,5(1,0-6,4) 61,7+0,8 2,7 (1,7-4,3) 59,2+4,6
Caribdotoxina 100 nM 2,7 (1,0-7,0) 751+£3,7 1,9(1,1-3,2) 84,146,1
Glibenclamida 30puM 1,4(1,02,4) 754129 39(1,7-8,7)  56,7+2,0*
4-Aminopiridina 3mM  1,2(0,2-9.8) 70,0492 1,8(0,6-53) 79,1431
Indometacina 1 uM 18(09-37) 73,5+¢86 2,7 (1,6-4,3) 64,1164
Indometacina 10 uM 1,6 (0,3-8,1) 76,3162 2,9(0,1-14,3) 56,4+43
SR48968 ~100nM 2,9(03-27) 69,8414 3,7(1,2-11,7) 74,8+9,0
FK 888 -100nM 3.2(0,8-133) 73,0442 2,6(0,4-185) 726455
KT 5720 1uM  09(02-38)  711:22 09(0333) 66379
Atropina 1uM  3,0(2,4-3,0) 755453 6,9(2,8-17,3)  69,246,3
HOE 140 1uM  24(03-190) 68,3116 >42,74 51,7428

Cada grupo representa a media £ E.P.M. de 4 a 6 experimentos.

Difere significativamente do grupo controle, * P < 0,05, **~ < 0,01.
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Tabela 3- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento induzido

~ pelo poligodial na artéria puimonar de cobaia com endotélio.

Drogas Concentragao Auséncia Presenga

CEso (p,M) : Rméx(%) CEso (uM)

L-NOARG 100 M 0,9(0,4-1,8)  79,2+0,7 > 4274
LY 83583 10uM  1,4(0,5-3,9)  76,4+4,4 >4274
TEA 1mM  27(1,5-50) 893+58 2,1(1,8-24)

Glibenclamida 3 ;m 24(1,059) gg91+58 3.2(08-125)

Apamina 1um 17(1.029)  7g97.50 19(1,5-250)

Rmax (%)
54,43, 7™
13,8+0,8™
86,6+1,3
74,0+4,1
72,9£2,0

Cada grupo representa a media + E.P.M. de 4 a 6 experimentos.

Difere significativamente do grupo controle, ** P < 0,01.
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Tabela 4- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento induzido

pelo poligodial na aorta toracica de coelho com endotélio.

Drogas Concentragao Auséncia , Presenga
CEso (uM) Rmax(%)  CEso (M)  Rmax(%)
- L-NOARG 100 uM 0,7(1,5-0,3) 71,944.9 > 42,74 17,4£2,9*
L-NAME 100 uM 3,9(1,4-11,2) 74,7439 > 4274 20,1+1,6™
.0DQ 1uM 0,5(0,2-1,3) 79,2+1,5 >42,74 13,84£3,2*
LY 83583 - 10uM 3,1(0,9-8,5) 72,9+4,9 > 42,74 22,7+0,5*
TEA 5mM 0,4 (0,05-3,5) 69,6154 0,9(0,2-43) 62,8+4,4
Apamina 1uM 1,4(0,4-52) 672455 3,1(0,7-12,0) 653+4,9

. Glibenclamida 30uM  2,8(2,6-3,4) 70,8£3,2 3,7(1,9-7,4) 64,3157

4-aminopiridina 1mM 1,3(0,2-11,2) 67,6+1,4 2,5(0,1-6,6) 66,9+1,8

- Cada grupo representa a media £ E.P.M. de 4 a 6 experimentos,

Difere significativamente do grupo controle, ** P < 0,01.
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4.12. Efeito dos inibidores da guanilato ciclase 'solavel no relaxamento

induzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho.

Tanto o poligodial (CEsp 2,8 uM (0,38-11,5) € Rmax 97,75 +£ 2,22%) como a
acetilcolina (CEso 0,38 uM (0,1-1,17‘) e Rmax 96,20 = 1,9%) e o NPS (CEsp 0,30
(0,6-1,5) € Rmax 100 + 00%) produziram relaxamento cbncentragéo-dependente do
Corpo cavernoso de coelho pré-contraido com fenilefrina (1 uM) (Figura 17 e 18).
A poténcia e relaxamento maximo aprésentado pelo .poligodial no corpo
cavernoso de coelho n&o diferiu, de maneira significativa, do relaxamento
observado para a aceti‘lcolina e NPS, bem como para 6 relaxamento observado
por esse composto nos vasos de coelho e coba‘ia. A incubagao prévia do inibidor
da guanilato ciclase soluvel, o LY 83583 (10 uM), inibiu marcadamente a acao
relaxante causada belo poligodial (37,3 + 13,8%) e pela aéetilcolina (Rmax 49,9 £
.9,9%) (Figura 18). Além disso, o efeito relaxante apresentado pela acetilcolina e
- pelo NPS também foi inibido por outro inibidor da guanilato ciclase soluvel, o ODQ

3 e 10 uM (68,016,3%, 45,0+0,1% respectivamente).

\I Phen 1M

Figura 17- Registro tipico mostrando o relaxamento causado pelo NPS
(0,001-30 pM) acetilcolina (ACh - 0,001-30 uM) e poligodial (0,0427-42,74 M)

no corpo cavernoso de coelho pré-contraido com fenileprina (Phen) 1 uM.
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Figura 18 - Curvas concentragdo-resposta para o relaxamento obtidas para a (A)
acetilcolina (B) o NPS e (C) o poligodial no corpo cavernoso isolado de coelho na

auséncia ou na presenga de inibidores da guanilato ciclase soluvel, LY 83583 e
ODQ. Cada ponto representa a média de 3 - 4 experimentos e as linhas verticais

indicam os E.P.M. Difere significativamente do valor controle, * P < 0,05 ** P <

0,01.



Eunice André , Discussao 55

5. Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram que o sesduiterpeno
poligodial, composto isolado das cascas da D.winteri, uma planta medicinal usada
pela populagdo no tratamento de muitas doengas inflamatérias como a asma, a
alergia e a bronquite (Morton, 1981) ;causou_urh relaxamento concentragdo-
dépendente nos vasos de coélho e cobaia com endotélio intacto, bem como no
corpo cavernoso de coelho, pré-contraido pela fenilefrina. Contudo, o
relaxamento causado pelo pbligodial foi marcadamente reduzido nas preparagdes
em que o endotélio vascular foi removido (aproximadamente 80%). Esses dados
demonstram que essa agdo_produzida pelo poligodial parece depender da
*liberagéo de substancias vasorelaxantes liberadas pelo endotelio vascular.

O fato do sesquiterpeno poiigodial ter produzido acentuado relaxamento
em vasos com endotélio irjtactc? e no corpolcavernoso nos possibilitou direcionar
esse trabalho, visando investigar o efeito relaxante causado por este compos'to.

Em todos os vaéos estudados observamos que. o pbligo_dial -aboliu
completamente a agéo vasorelaxante induzida pela acetilcolina, mas nao para o
- NPS. Além disso, o poligodial também causou dessensibilizagdo para outros
vasodilatadores como a bradicinina e a substancia P. Porém, ndo foi observado
qualquer - alteragdo nas respostas contrateis induzidas pela fenilefrina. A
incubag&o da L-arginina no banho, por um periodo de uma hora, também nao foi
capaz de reverter este efeito de dessensibilizagéo.
A ané]ise histoldgica r‘ealizadav na artéria pulmonar de coelho, nao demon_strou

qualquer lesdo endotelial produzido por esse composto. Dessa maneira, é

possivel excluir a possibilidade do poiigodial estar causando les&o endotelial,
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mas nao é possivel analisar se estas células endbtelias ainda estédo
funcionalmente. vidveis. E possivelvtambém que este composto possa estar
alterando algum outro mecanismo intracelular importante para o vasorelaxamento
dependente de endotsiio.

Como descrito anteriormente,. o relaxamento na musculatura lisa véscular
! pode ocorrer pela liberagdo de vérios mediadores derivados do endotélio, tais
corﬁo: NO, EDHF e prostaciclina. Desta forma, avaliamos o possivel envolyimento
da via do NO no reIaxanﬁento induzido pelo poligodial. Para fénto, utilizamos
_inibidores da NOS como a NAME e L-NOARG e seu isémero inativo, D-NOARG.
Fdi observado que o _relaxamento causado pelo poligodial, foi signifi;ativamente
antagonizado pelos inibidores da NOS. Esses mesmos inibidores foram também
efetivos em antagonizar o relaxamento causado pela acetilcolina. Porém, o D-
NOARG, o isémero inativo da L-NOARG, falhou em interferir com o
vasorelaxarhento produzido pelo poligodial confirméndo que a agio
vasorelaxante produzida pelo poligodial, depende da liberagdo de NO ou de uma
substancia relacionada ao NO do endotélio vascular (Furchgott ef al., 1984).

Foi demonstrado que, na aorta de rato, o NO é o fator relaxante
predominante derivado do endotélio (Zygmunt et al., 1994) sendo particularmente
sensivel ao efeito inibitorio da L;NOARG sobre a resposta vasorelaxante (Vargas
et al., 1991). Os inibidores da NOS s&o analogos do substrato L-arginina e por
isso competem com o aminoacido pelo sitio ativo desta enzima, promovéndo
assim um bloqueio da atividade enzimatica (Frew et al., 1993, Ishii et al., 1990). A
poténcia de inibigdo pode variar considerayelmente entre difc;rentes inibidores da

NOS (Frew et al., 1993; Ishii et al, 1990). Na musculatura lisa vascular, os
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andlogos da  L-arginina antagonizam o relaxamento dependente de endotélio e
causam contracdo por bloquear a liberagao basal de NO. Estes efeitos podem ser
revertidos pela adicdo da L-arginina, mas n&o pelo seu enantidmero a D-arginina

(Moncada et al., 1991).

agindo sobre a eNOS, ievando a liberagdo de NO e Consequentemente
causando relaxamento da musculatura lisa vascular, tanto nas artéria pulmonare;
de coelhog de cobgia como na aorta toracica de coelho. ,

i A produgédo de NO no endotélio vascular ocorre quando existe um aumento
na concentracdo de Ca®* intracelular. Essa elevacdo de Ca’ intracelular ativa a
eNOS, uma enzima dependente de Ca*/calmodulina. Porém, a atividade desta
enzima €& marcadamente atenuada pela 'sua interacéo com. uma proteina
| chaméda de caveolina. Os resultados do presente estudo permitem ainda sugerir
que o poligodial poderia estar facilitando o rompimento do complexo
eNOS/caveolina, facilit'ando sua interacido com o complexo Ca?/calmodulina
(Feron et é/.,1998a, 1998b).

A possivel participagdo da via da guanilato ciclase solu\)el na resposta
vasorelaxante causada pelo poligodial nos vasos de cobaia e coelho, foi também
investigada pelo uso de antagonistas da guanilato ciclase soluvel, o LY 83583
(Luo e Vicent, 1995; Mulsch et al., 1988) e outro mals seletivo o ODQ (Garthwaite
et al.,1995). O LY 83583 interage com o grupamento heme, inibindo assim a
guanilato ciclase soluvel. Porém, foi demonstrado que o LY 83538 sUprime nao

somente o vasorelaxamento dependente de endotélio (Cherry et al, 1990;

McLeod et al.,, 1987; Muish et al., 1988), como também aquele independente do
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endotélio vascular causado por NO exdgeno gerado de drogas
nitrovasodilatadoras (Barbier e Lefebvre, 1992; Furchgott e Jothianandan, 1991;
Kontos eEnoch, 1993; Muish et al., 1988) . Alem disso, foi demonstrado que o LY
83583 pode gerar anion superoxido inativando assim o NO (Palmer et al., 1987;
Kumagai ef al, 1998). E também conhecido que o LY 83583 pode inibir
diretamente a produgdo do NO das células endoteliais em concentragbes em que
a guanilato ciclase soltvel ndo € afetada, sugerindo dessa forma que essa droga
também atua por inibir a NOS (Cherry et al., 1990, Mulsch et al., 1989). Estes
varios efeitos apresentados pelo LY 83538 podem no entanto dificultar - a
interpretagédo de .alguns resultados. Visando eliminar essas dificuldades, foi
utilizado o ODQ, que é considerado um potente inibidor da atividade da guanilato
ciclase soluvel em concentragbes que n&o interferem com a guanilato ciclase
particulada ou a adenilato ciclasé (Garthwaite et al., 1995). Foi demonstrado
também que este composto liga-se de maneira competitiva com o NO, no sitio da
guanilato ciclase soluvel por meio da oxidagdo do grupamento heme desta
~ enzima (Schrammel et al., 1996).

Nossos resultados demonstram que tanto o tanto o LY 83583' quanto o
ODQ foram efetivos em inibir a resposta relaxante causada pelo poligodial
confirmando portanto, a participagdo da guanilato ciclase soluvel neste efeito
vasorelaxante. Tais resultados ainda reforgam as evidéncias de que os efeitos
relaxantes do poligodial em artéria pulmonar de coelho e de cobaia e na aorta

toracica de coelho, pode estar ocorrendo pela liberagdo de NO com um

conseqliente aumento da atividade basal da guanilato ciclase soluvel.
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"Apbés o NO ter reagido com a guanilato ciclase soluvel, esta catalisa a

conversdo de GTP em GMPc, o que por sua vez é o responsavel pelo

re!axame_nto observado na musculatura lisa vascular (Murad, 1986). O GMPc
ativa proteinas quinases, que por sua vez podem: diminuir a concentragéo de
| ‘(73;2.” intracelular por inibigdo da fosfolipase C (Hirata et al., 1990; Rapoport,
%986), ;'nibir o receptor de IP; 0 qual esta envolvido na liberacdo de Ca* do
estoque intracelular (Koga et al., 1994; Komalavilas e Lincoln, 1994), ou inibir o
influxo de Ca*" através de canaisﬁj_énicos (Blatter e Wier, 1994), bem como pela
‘_eftimulagéo do efluxo de Ca?" do citoplasma pela troca de Na*/Ca?* (Furukawa et
al., 1991). Além disso, a resposta contratil de todos os musculos lisos é
dependente da concentragéo de Ca® intracelular. Outros mecanismos também
participam do vasorelaxamento mediado pela via do GMPc, tais como: diminuicdo
da sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®'(McDaniel et al.,.1992) e

ativacdo de canais de K’ (Archer et al., 1994; Robertson et al., 1993). No entanto

esses canais também podem ser ativados diretamente pelo NO, ou seja, por

mecanismos independentes de GMPc. Neste caso o NO promove uma alteragdo

| qruimica no grupo sulfidrila do canal, aumentando a probabilidade de sua abertura
(Bolotina et al.,1994). Assim, a diminuigdo da concentragao Ca* intracelular e
“simQIténea ativégéo dos banais de K" parecem contribuir para o relaxamento da
musculatura lisa.

“ Para avaliar a participagdo direta do GMPc no relaxamento vascular
‘causado pelo poligodial na aorta de coelho com endotélio, foi dosado o nivel de
GMPc na aorta torécica de coelho antes. e apos o relaxamento com o compdsto

poligodial. Os resultados mostram que tanto o poligodial quanto o NPS, um

)
.
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doador de NO, aumentaram significativamente os valores de GMPc quando
comparado com 0s niveis basais. Esses resultados confirmam portanto que o
efeito relaxante causado pelo poligodial na musculatura lisa vascular
possivelmente decorre da liberagdo de NO, e com consequente ativagdo da
guanilato ciclase soluvel, causando assim aumento no nivel de GMPc.

Nossos resultados ainda nos permitem sugerir que, na mu'sculatura lisa
vascular a elevagdo do nivel de GMPc pode estar promovendo a fosforilagdo
protéica via proteina quinase G, o que resultaria na acdo vasorelaxamento
| produzida pelo poligodial. Outras evidéncias, também indicam que o relaxamento
causado pela liberagdo de NO, e conéequente aumento de GMPc em élguns
tecidos, pode ocorrer pela ativagdo direta ou indireta dos canais _de K" ou pela
liberagdo do EDHF do endotélio vascular (Bolotina et al.,, 1994; Garland et al,
1995; ; Koh et al., 1995; Robertson et al., 1993).

Para testar a hipotese se a ativagdo dos canais de K esfé envolvida no
relaxamento causado pelo poligodial, foram realizados experimentos utilizando
vasos de coelho e de cobaia com endotélio, na auséncia e na presencga de
diferentes blodueadores de canais de K* como a glibenclamida, bloqueador de
canais de potdssio sensiveis ao ATP (Brayden et al., 1996); TEA, bloqueador n&o
seletivo de canais de K' (Huang et al., 1993), 4-aminopiridina, bloqueador de
canais de K' dependentes de voltagem (Brayden et al., 1996), caribdotoxina,
bloqueador de canais de K* sensiveis ao calcio de alta condutancia e apamina,
bloqueador de canais de K* sensiveis ao calcio de baixa conduténbia (Brayden et
al., 1996; Cook et al ., 1985; Romey et al., 1984). No entanto, estes bloqueadores

de canais de K' falharam em antagonizar as respostas relaxantes induzidas pelo
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poligodial na artéria pulmonar de cobaia e aorta toracica de coelho. Com base
nesses resultados, podemos suéerir que o efeito vasorelaxante induzido pelo
poligodial nesses vasos, parece nao envolver a ativagdo de canais de Karp, Kca
ou canais Kv. No entanto na artéria pulmonar de coelho somente TEA e
glibenclamida inibiram parcialmente, mas significativamente a agéo do poligodial,
sugerindo que uma pequena parte do relaxamento endotélio-dependlénte
causado pelo poligodial parece ser mediada pelos éanais Kate. |

0 fato dokTEA e a glibenclamida terem inibido_.Q vasorelaxamento apenas erh
artéria pulmonar de coelho, pode estar relacionado com a espécie do animai
utilizado, e também com a quantidade desses canais nesses tecidos, uma vez
qué a propriedade dos canais Karp varia de um tecido para outro (Quayle et al.,
1997).

Mediante os resultados obtidos, indicandd que o vasorelaxamento ind‘ggqu
pelo poligodial estaria ocorrendo pela ativagéq _‘da via L-arginina/NO/GMPc,
resofvemos investigar a possibilidade do poligodial estar agindo sobre receptores
situados na membrana de células endbt'e[[g.is._ O relaxamento endotélid-
dependente observadb na musculatura lisa vascular pode ocorrer quando
agonistas tais como; acetilcolina, ATP, ADP, .sub'sténcia P, serotonina, trombina,
bradicinina e outros (Furchgott et alj,. 1980; Luscher et al, 1990) ativam
receptores proprios situados na membrana das células endoteliais. Essa ativagéo
causa um aumento nos niveis de IP; que por sua vez, podem contribuir para o

aumentar Ca>* no citoplasma. seguido pela interagdo com Ca**/calmodulina e

ativacdo da eNOS (Brusse et al.,, 1993; Vanhoutte et al., 1995). Verificamos que

0s antagonistas tanto de receptores muscarinicos quanto receptores para
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substancia P (NK1 e NK2) e de bradicinina (B;) néo a‘lteraram significativamente
o relaxamento induzido pelo poligodial. em artéria pulmonar de coelho,
demonstrando assim, que o vasorelaxamento induzido pelo poligodial ndo esta
ocbrrendo por uma ativacdo desses receptores especificos na membrana de
células endoteliais._ |

Em outra série de experimentos, foi investigada a suposta participagéo dos
canais de 'Caz* situados na membréna da'célula endotelial e tagnbém na
musculatura lisa vascular. Wang et al., (1999) demostraram que a rutaecarpina,
um alcaldide isolado da Evodia rutaecarpa, produz aumento na concentragéo de
Ca®" intracelular em culturas de células endoteliais, através da ativacdo do influxo
de Ca**, possivelmente via canais de Ca’". Este alcaléide, também foi capaz de
reduzir a boncentragéo de Ca* intracelular através da inibig&o do influxo de Ca*"
e liberagdo de Ca®* do estoque intracelular na musculatura lisa vascular. No
en‘tanto, nossos resultados demonstram que o -poligodial ndo parece interferir
com o influxo de Ca® na célula endotelial, nem inibindo o influxo de Ca** na
musculatura lisa vascular, uma vez que a curva cumulativa concentragdo-
resposta para o CaCl, na artéria pulmonar de coelho com e sem endotélio n&o foi
alterada na presencga do poligodial.

A PGl; fambém causa relaxamento na musculatura lisa vascular por
estimular a adenilato ciclase, e aurhentar os niveis de AMPc (Parsaee et al.,
1992). No entanto, nossos resultados sugerem que a liberacdo de PGl; do
endotélio ndo tem nenhuma participagéo importante na resposta vasorelaxante
induzi‘da pelo pdligodial na artéria pulmonar de coelho, uma vez que a

indometacina (inibidor de cicloxigenase) falhou em afetar essa resposta.



Eunice André ' Discussio 63

Considerando uma possivel interacdo entre a guanilato ciclase solivel e a
adenilato ciclase (Lincoin e Cornwell, 1991), nds também a\)aliamos se o
relaxamento causado pelo poligodial poderia estar relacionada com a ativagao de
AMPc. No entanto, esse parece nao ser o caso, uma véz que o inibidor seletivo
de proteina quinase A (KT 5720), aparentemente, ndo teve efeito no relaxamento
produzido pelo poligodial.

Procurando ainda, melhor esclarecer o mecanismo de agdo envolvido no
vasorelaxamento causado pelo poligodial, investigamos também a possivel
participagdo de neuropeptideos neste efeito. Alguns autores tém demonstrado
que neuropeptideos vasoativos como a substéncia P, CGRP ou o polipeptideo
intestinal vasoativo (VIP) estdo presentes nos nervos de alguns vasos,
produzindo dilatagdo em vasos contraidos. O efeito periférico do CGRP- tem sido
estudado usando preparagdes isolada.s do sistema cardiovascular. Esse peptideo
produz vasodilatagdo em vasos coronarianos de rato, coelho, porco, vaca e
homem (Beny ef al., 1989; Greehberg et al., 1987; Marshall et al., 1986), bem
como em vaso cerebral e artéria mesentérica de rato, cobaia, coelho, gato e
homem (Hanko et al.,, 1985; Marshall et a/., 1986, 1988). Tem sido demonstrado
tambéem que a \)asodilatagéo neurogénica é seletivamente abolida pela deplegcao
do CGRP, um potente neuropeptideo vasodilatador. Corboz et al. (1998) também
demonstraram que os receptores para taquicinina NK; estdo presentes em artéria
pulmonar humana e que a estimul_aé:éo desses receptores induz vasodilatagao.
No entanto, o relaxamento induzido pelo poligodial, na artéria pulmonar de

coelho, n&o foi afetado pela presenga de CGRP-8,37, um antagonista de receptor

para CGRP.
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Em outra série de experimentos, foi analisado o efeito relaxante induzido
pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho, e também sua relagdo com a via
do NO e GMPc. Neste contexto, ha trabalhos na literatura descrevendo
experimentos com preparagdes de corpos cavernosos, as quais descrevem a
existéncia de inervagdo NANC, que é responsavel pela maior pafte do efeito
relaxante causado pelo NO neste tecido (Burnett et a/., 1992; Holmquist et al.,
1991; Ignarro et al., 1990; Hayashida et al., 1996; Vizzard et al., 1994) pela via
NO/GMPc. Por sua vez, o comprometimento fisiologico desta via nitrergica pode
induzir a graves disfungdes de eregcdo peniana. Estas alterages funcionéis
podem ser revertidas com a utilizagdo de drogas que aumentam o sinal de
transdugéo da via NO/GMPc (Jeremy et al., 1997). E importante ressaltar ainda
que o efeito de relaxamento ocasionado pelo NO é decorrente do aciimulo de
GMPc, e subsequente ativagdo de canais de K', os quais induzem a
" hiperpolarizagdo da membrana celular, produzindo o relaxamento tecidual.

Na busca de novas .terapias para o tratamento daé disfungdes eréteis,
alguns produtos naturais vém apresentando resultados bastante promissores,
sendo que muitos abresentam suas ag¢des mediadas pelo aumento dos niveis de
NO. Como por exemplo, o alcaldide beriberi, uma benzodiozoloquinolizina, causa
um efeito relaxante no corpo cavernoso de coelho, por estimular a liberagao de
NO e a ativacdo de canais de K' (Chiou et al, 1998). Além disso, tem sido
demonstrado que outros produtos derivados de plantas e toxinés, como o
ginsenoside extraido da Panax ginseng (Chen e Lee, 1995) e o veneno do Tityus
serrulatus (Teixeira et al., 1998) ’causam relaxamento do corpo cavernoso de

coelho por liberar NO. Nossos resultados obtidos demonstram que o poligodial,
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NO COrpo cavernoso de coelho, promove um relaxamento concentragdo-
dependente, com uma poténcia e relaxamento maximo muito semelhante ao
causado pela acetilcolina e pelo NPS.

Este relaxamento evidenciado no corpo cavernoso de coelho, também néo
diferiu significativamente do relaxamento induzido pelo poligodial nos vasos
estudados. Porém o poligodial ndo causou dessensibilizagdo neste tecido, como
evidenciado nos vasos. Esta auséncia de dessensibilizagdo observada apds a
realizagao da curva cumulativa cdncentragéo-resposta de relaxamento para o
poligodial no corpo cavernoso de coelho, pode estar ocorrendo porque -nesAte
tecido, o NO pode ser liberado tanto do endotélio sinusoidal comb de nervos
dilatadores autonémicos do"tecido cavernoso, que promovem relaxamento do
musculo liso trabecular pela elevagdo dos niveis de GMPc (Andersson, 1993,
Holmaquist et al., 1991; Rajfer et al., 1992).

O.fato de ndo observarmos dessensibilizagdo induzida pelo poligodial no
corpo carvernoso de coelho, abre Qrandes perspectivas para o aproveitamento do
poligodial como uma nova droga no tratamento da irﬁpoténcia sexual..

Nossos resultados também sugerem que o poligodial pode estar
produzindo relaxamento no corpo cavernoso de coelho, possivelmente pela via
NO/GMPc, uma vez que o LY 83583 inibiu significativamente esse efeito
relaxante. Porém, os mecanismos de relaxamento ativados pelo poligodial no
corpo cavernoso de coelho ainda esta sendo melhor inveétigado.

Em resumo, nossos resultados indicam que este sesquiterpeno poligodial
produziu relaxamento de maneira dependente e independente de endotélio

vascular nas artérias pulmonares de coelho e cobaia e na aorta tordcica de
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coelho. Além disso, o poligodial também causou um relaxamento no corpo
cavernoso de coelho muito semelhante ao produzido pelo NPS e pela
acetilcolina. O relaxamento induzido pelo poligodial parece ser Iargamente
mediado pela liberagdo de NO ou substancia relacionada com NO do endotélio
vascular, por um mecanismo dependente da ativagéo da guanilato ciclase e do
aumento dos niveis de GMPc. Nossos resultadds ainda demonstram que o
relaxamento induzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho também pode
estar ocorrendo via NO/GMPé. No entanto, a abertura de canais de Kc, Kv, ou
Kare parece ndo estar participando na agdo vasorelaxante induzida pélo
poligodial em artéria pulmonar de cobaia e aorta tdrécica de coelho. Porém, na
artéria pulmonar de coelho, a abertura de canais Karp, parece estar contri.buindo,
pelo menos em parte, para o relaxamenfo promovido peld poligodial. Nossos
resultados também demonstram que liberagdo de PGl,, substéncia P ou CGRP
ou a ativagdo da adenilato ciclase, nao estéo aparenterﬁente envolvidos na agao
vasorelaxante do poligodial nos vasos estudados. Finalmente, o efeito
vasorelaxante induzido pelo poligodial ndo envolve o aumento da concentragdo
de Ca* nas células endoteliais, ou sua diminuigcdo na musculatura lisa vasgular
ou ainda uma ativacdo direta de receptores de membranas nas células
endoteliais.

Os varios efeitos apresentados pelo poligodial, tanto nos estudos in vivo
(Mendes et al., 1998, Tratsk et al., 1997) como nos in vitro (El Sayah et al., 1998),
demonstram claramente que esse composto possui varias ativbidades de interesse
farmacolégico que podem ser de grande importdncia no desenvolvimento de

novas drogas oriundas de produtos naturais. Sterner e Azallase (1999) sugeriram
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que o poligodial e substancias naturais relacionadas podem constituir uma
atraente alternativa para desenvolver uma nova classe de drogas de interesse
clinico, denominados agora de agonistas de receptores vanildides.

Com base nos nossos resultados‘ aqui apresentados, sugerimos que esse
composto, além de apresentar uma variedade de caminhos envolvidos tanto no
processo doloroso como em processos inflamatérios, pode agora também ser de

grande relevancia no desenvolvimento de uma nova substancia vasodilatadora.



Eunice André Referéncias bibliogrificas 68

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADEAGBO, A.S.0.; MALIK, K.U. Mechanism of vascular action of prostacyclin in
the rat isolated perfused mesenteric arteries. J. Pharmacol. Exp.Ther., 252:

126-34,1990. i

ANDERSSON, K-E. The pharmacol‘ogy of lower urinary tract smooth muscle and
penile erectile tissues. Pharmacol. Rev., 45: 253-308, 1993.

ANDERSSON, K-E.; HEDLUND, H.; FOVAEUS, M. Interactions between classical
neurotransmitters and some neuropeptides in human penile erectile tissues.
In: Nobin A, Owman, C.; Arneklo-Nobin, B, eds. Neuronal messengers in |
vascular function. Amsterdam: Elsevier Sciehce Publishers, 505-524.1987.

APPEL, H.;. BROOKS, C.JW. OVERTON, KH. The constitution and
stereochemistry of drimenol, a novel bicyclic sesquiterpenocid. J. Chem. Soc.,

673: 3322-3332, 1950,

APPEL, H.; DOHR, R. Terbenos del canelo chilend [l Scfentia, 25: 135-142,
1958.

ARCHER, S. L.; HUANG, J. M. C.; HAMPL, V.; NELSON, D. P.; SHULTZ, P. J.;
WEIR, E. K. Nitric oxide nad cGMP cause vasorelaxation by cGMP-kinase-
dependent activation of a charybdotoxin-sensitive K channel. Proc. Natl .
Acad. Sci. USA,, 91: 7583-7587, 1994.

ARCHER, S. L.; HUANG, J. M;; HAMPL, V.; NESLON, D. P.; SHULTZ, P. J;
WEIR, E. K. Nitric oxide and cGMP cause vasorelaxation by activation of a
charybdotoxin-sensitive K channel by cGMP-dependent protein kinase.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 7573-7587, 1994. '

ARMSTEAD, W.M. Role of nitric oxide and cAMP in prostaglandin-induced pial

arterial vasodilatation. Am. J. Physiol., 268: H1436- H1440, 1995.



Eunice André Referéncias bibliograficas 69

‘BALAZY, M., KAMINSKI, P.M; MAO, K, TAN, J.; WOLIN, M.S. S-
Nitroglutathione, a product of the reaction between peroxynitrité and
glutathione that generates nitric oxide. J. Biol. Chem., 273: 3209-3215, 1998.

BALLARD, S.A.;' GINGELL, C.J.; TANG, K; TURNER, L.A;; PRICE, M.E;
NAYLOR, A.M. Effects of sildenafii on the relaxation of human .corpus
cavernosum tissue in vitro rand on the activities. of cyclic nlJcleotide
phosphodiesterase isozymes. J. Urol., 159: 2164-2171, 1998.

BARBIER, A.J..LEFEBVRE, R. A. Effect of LY 83583 on relaxation induced by
non-adrenergic non-cholinergic nerve stimulation and exogenous nitric oxide
in the rat gastric fundus. Eur. J.'Pharmacol., 219: 331_—334, 1992,

BEAVO, J.A.; cGMP inhib’itfon of heart phosphodiestei’ase: is it cﬁni,cally relevant?
J. Clin. Invest., 95: 445, 1995.

BECKMAN, J.S.; BECKMAN, T.W.; CHEN, J.; MARSHALL, P. A FREEMAN,VB.
A. Apparent hydroxyl radical production by peroxynitrite;' implications for
endo_thellél injury from nitric oxide and superoxide. Proc. NatL Aca&. Sci.
USA, 87: 1620-1624; 1990.

BENY, J.L.; BRUNET, P.C.; HUGGEL, H. Effects of substance P calcitonin gene-
related peptide and capsaicin on tension and membrane potential of pig
cor'onary artery in vitro. Regul. Pept.,25: 25-36, 1989 |

BLATTER, L. A;; WIER, W. G. Nitric oxide decreases [Ca?*] in vascular smooth
muscle by inhibition of calcium current. Cell. Calcium., 15; 122-131, 1994.

| BOLOTINA, V.M.; NAJIBI, S.; PALACINO, J.J.; PAGANO, P.J.; COHEN, R . Nitric

oxide directiy activates calcium-dependent potassium channels in vascular

~ smooth muscle. Nature, 368: 850-853, 1994.



Eunice André | Referéncias bibliogrificas 70

BOLTON, T.B.; LANG, J.; TAKEWAKI, T. Mechanism of action.of noradrénaline B
and carbachol on smooth muscle of guinea-pig anterior mesenteric artery.
J. Physiol., 351: 549-572, 1984.

BOULANGER, C.; VANHOUTTE P.M. Ouabain, Na+-free and K+-free solution -
and relaxations to nitric oxide and nitrovasodilators.‘ Gen. Pharmacol., 22:
673-683, 1997.

BRAYDEN, J.E. Potassium Channel in vascular smooth muscle. Clin Exp.
Pharmacol. Physiol., 23: 1069-1076, 1996. |

| BREDT, D.S.; SNYDER, S.H. Isolation of nitric oxide synthetase, a calmodulin- |

requiring enzyme. Proc Natl. Acad. Sci. USA, 87: 682-685, 1990.

‘BREDT, D.S.; WANG, P.M. H; GLATT, C.E; LOWENSTEIN, C.; REED, RR;
'SNYDER, S.H. Cloned and expressed nitric oxide synthase structurally

resembles cytochrome p-450 reductase. Nature, 351: 714-718,.1991.

BROWN,G.D. Drimenol, a sesquiterpene from Drymis winteri. Phytochemistry,
35: 975-977, 1994. '

BU}RNETT, AL, LOWENSTEIN, CJ.. BREDT, D.S; CHANG, T.CK;
SNYDER,S.H. Nitric oxide: a physiological mediator of penile erection.

~Science, 257: 401-403, 1992.

BURNETT, A.L.; TILLMAN, S.L.; CHANG, T.S,; EPSTEIN, J.I.; LOWENSTEIN,
'C.J.; BREDT, D.S.; SNYDER, S.H.; WALSH, P.C. Immunohistochemical
localization of nitric oxide synthase in the autonomic innervation of the human
penis. J. Urol., 150: 73, 1993.

BUSSE, R.: MULSC,A.: FLEMINGI, HECKER, M. Mechanisms of nitric oxide

" release from the vascular endothelium. Circulation, 87: V18-V25, 1993.



Eunice André Referéncias bibliograficas 71

CALIXTQ, J.B.; CABRINI, D.A. Herbal medicine catuama induces endothelium-
dependent and independent vasorelaxant action on isolated vessels from rats,
guinea-pigé and rabbits. Phytother. Res., 11: 32-38, 1997. |

CAMPQOS, A.H.; CALIXTO, J.B. Mechanisms involved in the contractile responses

of kinins in rat portal vein rings: mediation by B4 and Bo receptors. J.

Pharmacol. Exp. Ther., 268: 902-909, 1994.

CAPRIOLI, V.; CIMINO, G, COLLE; R.; GAVAGNIN, M., SODANO, G,
SPINELLA, A.; .Insect antifeedant activity and hot taste for humans of selected
natural and synthetic 1,4-dialdehydes. J. Nat. Prod., 50: 146-151, 1'987..

CARL, A. KENYON, J.L.; UEMURA, N.; FUSETANI, N.; SANDERS, KM.
Regulation of Ca** -activat_ed K" channels by protein kinése A and

| phosphatase inhibitors. Am. J. Physiol., 261: C387-C392, 1991.

) CATTERALL, W. A;; SNUTCH, T. P.; THOMSEN, W.; ROSSIE, S. Structure and
modulation of voltage-gated ion channels. Ann. NY. Acad. Sci., 625: 174-180,
1991.

CHEN, G.; SUZUKI, H.; WESTON, A. H. Acetylcholine releases endothelium-
derived hyperpolarizing factor and EDRF from rat blood vessels. Br. J.
Pharmacol., 95: 1165-1174, 1988.

CHEN, XIU.; LEE, T.J-F. Ginsenosides-induced nitric oxide-mediated relaxation of
the rabbit corpus cavernosum. Br. J.Pharmacol., 115: 15-18, 1995.

CHERRY, P.D,; F‘URCHGOT"I', R.F,; ZAWADZKI, J.V.; JOTHIANANDAN, D.; The
role of endothelial cells in the relaxation of isolated arteries by bradykinin.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79: 2105-2110, 1982,



Eunice André Referéncias bibliogrificas 72

CHERRY,P..D.; OSMAR, HA_; FARRELL, KA.; STUART, J.S.; WOLIN, M.S_;
Superoxide anion inhibits cGMP-associated bovine pulmonary arterial
relaxation. Am. J. Physiol., 259: H1056-H1062, 1990.

CHIOU, WEN-FEN.; CHEN, J.; CHEN, C-F. Relaxation of corpus cavernosum and
raised intracavernous pressure by berberine in rabbit, Br. J. Pharmacol., 125:
1677-1684, 1998. |

CHUANG, A.T.; STRAUSS, J.D.; STEERS, W.D.; MURPHY, R A. cGMP mediates
corpus cavernosum smooth muscle relaxation with altered cross-bridge
function, Life Sci., 63: 185-194 1998.

CLAPP,L.; DAVEY, R.; GURNEY, AM. ATP —sensitive K channels mediate
vasodilatation produced by lemakalim in rabbit pulmonary artery. Am. J.
Physiol., 264: H1907-H1915, 1993.

CLAPP,L.; GURNEY, A M. ATP —sensitive K" channels regulates resting potential
‘ of pulmonary arterial smooth muscle cells. Am. J. Physiol., 262: H916-H3920,
1992.

COOK, N.S.; HAYLETT, D.G. Effects of apamin, quinidiné and neuromuscular
blockers on calcium-activated potassium channels in guinea-pig hepatocytes.
J. Physiol. Lond., 358: 373-375, 1985.

CORBOZ, M.R.; RIVELLI, M. A..; RAMOS, S.1,; RIZZO,C. A. HEY,J. A. Tachykinin
NK; receptor-mediated vasorelaxation in human pulmonary arteries. Eur. J.
Pharmacol., 350: R1-R3, 1998..

CORTES, M. M.; OYARZUN, M.L. Tadeonal and isotadeonal from Drymis winteri.

Fitoterapia, 52: 33-35, 1981.



unice André | Referéncias bibliogréificas 73

——

CRANE, B. R;; ARVAI, A. S.; GACHHUI, R WU, C.; GHOSH, D. K,; GETZOFF,
E. D.; STUEHR, D. J.: TAINER, J. A. The structure of nitric oxide synthase
oxygenase domain and inhibitor complexes. Science, 278: 425-431, 1997.

CRUZ, A.; SILVA, M. Further terpenoids and phenolics of Drymis winteri.
Phytochemistry, 12: 2549-2550, 1973. |

DAWSON, V.L.; DAWSON, T.M. Nitric oxide in neurodegeneration. Prog. Brain.
Res., 118: 215-229, 1998.

DE MEY, J.G.; VANHOUTTE, P.M. Heterogeneoué behaviour of the cani_ne
arterial and venous wall. Circ Res., 51: 439-447, 1982.

EDWARDS, G.; WESTON, A. H. Endothelium-derived hyperpolarizing factor — a
critical appraisal. Prog. Drug Res., 50: 109-133,‘ 1998.

EL SAYAH, M.E.; CECHINEL-FILHO, V. YUNES, R.A.; PINHEIRO, T.R;

CALIXTO, J.B. Action of polygodial, a sesquiterpene isolated from Drymis
winteri, in the guinea-pig ileum and trachea in vitro. Eur. J. Pharmacol., 344:

215-221,1998.

FELETOU, M.; VANHOUTTE, P.M. Endothelium-derived hyperpolarizing factor.

Clin. Exp. Pharmacol. Physiol., 23: 1082-90, 1996.

FERON, O.. MICHEL, J.B.. SASE, K: MICHEL,T.; Dynamic regulation of
endothelial nitric oxide synthase: complementary roles of dual ‘aylation and

caveolin interactions. Biochemistry, 37: 193-200, 1998b.

FERON, O.; SALDANHA, F.; MICHEL, J.B.; MICHEL, T. The endothelial nitric-
oxide synthase-caveolin regulatory cycle. J. Biol. Chem., 273: 3125-3128,

1998a



Eunice André _Referéncias bibliogrificas 74

—

FICUS, R.R. Molecular mechahisms of endothelium-mediated vasodilation.
In:Seminars in Thrombosis and Hemotasis - Supplement. New York: Thieme,
1988. | |

FLEMING, W.W.; WESTFALL, D.P.; DE LA LANDE, I.S.; JELLETT, L.B. Log-
normal distribution of equiffective doses of norepinephrine and acetylcholine in
several tissues. J. Pharmacol. Exp. Ther., 181: 339-343, 1972.

FORSBY, A; WALUM, ‘E.; STERNER, O . The effect of six sesquiterpenold
unsaturated dialdehydes on cell membrane permeability in ' human
neuroblastoma SH-SY5Y cells. C_hem Biol Interact., 84: 85-95, 1992

FORSBY, A; WALUM.; E. Polygodial induces inositol phosphate turnover in
human neuroblastoma SH-SY5Y celis. Neurosci Lett., 217: 50-41,1996.

FORSBY, A.; WITT, R., WALUM, E. éesquiterpenold unsaturated dialdehydes
increase the‘con_centration of intracellular freé Ca2+ in human neuroblastoma
SH-SYS5Y cells. Nat. Toxins, 2: 83-95, 1994.

FREW, J.D.; PAISLEY, K;; MARTIN, W. Selective inhibition basal but not agonist-
stimulated activity of nitric oxide in rat aorté by N®-monomethyl-L-arginine.

Br. J. Pharmacol., 110: 1003-1008, 1993. |

FURCHGOTT, R.F -The role of endothelium in the response of vascular smooth
muscle to drugs. Ann. Ver. Pharmacol. Toxicol., 24:175-197, 1984.

FURCHGOTT, R.F.; JOTHIANANDAN, D. Endothelium-dependent and -
independent vasodilation invblving cyclic GMP: relaxation induced by nitric

oxide, carbon monoxide and light. Blood Vessels, 28: 52-61', 1991.



Eunice André Referéncias bibliogrificas 75

FURCHGOTT, RF.. VANHOUTTE, PM. Endothelium-derived relaxing and
contracting factors. FASEB J., 3: 2007-2018,1989.

FURCHGOTT, R.F.; ZAWADSKI, J.V. The obligatory role of endothelial cells in the
arterial smooth muscle to acetylcholine. Nature, 88: 373-376,1980.

FURUKAWA, K.;'OHSHIMA, N.; TAWADA-IWATA, Y; SHIGEKAWA, M. Cyclic
GMP stimulates Na*/Ca?* exchange in vascular smooth muscle cells in primary
culture. J. Biol. Chem., 266: 1237-1241, 1991.

GARG, U.C.; HASSID. A. Nitric oxide decreases cytosolic free calcium in Balb/c
3T3 fibroblasts by a cyclic GMP-independént mechaniém. J.Biol. Chem., .266:
9-12, 1991. |

GARLAND, C.J.; PLANE, F KEMP, B.K,; COCKS, T.M. Endothelium-dependent
hyperpolarization: A role in the control of vascular tone. Trends Pharmacol.
Sci., 16; 23-3, 1995.

GARTHWAITE, J.; SOUTHAM, E.; BOULTON, C.L.; NIELSEN, E.B.; SCHMIDT,
K.: MAYER, B. Potent and selective inhibition of nitric oxide-sensitive guanylyl
cyclase by 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalih-1one. Mol. Pharmacol,,
‘48: 184-188, 1995. | |

GODFRAIND, T. EDRF and cyclic GMP control gating of receptor-operated
calcium channels in vasculiar smooth muscle. Eur. J. Pharmacol., 126: 341-
343, 1986.

GORSKY, L.D.; FORSTERMANN, U.; ISHIl, K; MURAD, F. Production of an

ED.RF-Iike activity in the cytosol of N1E-115 neuroblastoma cells. FASEB J.,

4: 1494-500, 1990.



Eunice André Referéncias bibliograficas 76

GREENBERG, B.; RHODEN, K.; BARNES, P. Calcitonin gene-related peptide
(CGRP) is a potent non-endothelium-dependent ihhibitor of coronary
- vasomotor tone. Br J Pharmacol., 82: 789-794, 1987.
GUPTA,:M. 270 Plantas Mediéinais Iberoamericanavs, Convénio Andres Bello,

Ed. Gupta, M., Colombia, p. 574-576, 1995,

HANKO, J.; HARDEBO, J.E.; KAHRSTROM, J.; OWMAN, C.; SUNDLER, F.
Calcitonin gene-related peptide is present in mammalian cerebrovascular
nerve fibres and dilates piai and peripheral arteries. Neurosci. Lett.,, 57: 91-

85, 1985.

HASHITANI, H.; SUZUKI; H. K* channels which contribute to the acetylcholine-
induced hyperpolarization in smooth muscle of the guinea-pig submucosal
arterioles. J. Physiol., 501: 319-329, 1997.

HAYASHIDA, H.; FUJIMOTO, H.; YOSHIDA, K.; TOMOYOSHI, T OKAMURA, T

- TODA, N. Comparison of neurogenid contraction and relaxa.tion in canine
corpus cavernosum and penile artery and vein. Jpn. J. Pharmacol., 72: 231-
240,1996.

HEDLUND, P.; HOLMQUIST, F.; HEDLUND, H.; ANDERSSON, KE. Effects of
nicorandil on human isolated corpus cavernosum and cavernous artery.
J. Urol., 151: 1107-1113, 1994,

HIMEJIMA, M.; KUBO, | . Antimicrobial agents from Licaria puchuri-major and their

synergistic effect with polygodial. J Nat Prod., 55: 620—625, 1992.
HIRATA, M.; KOHSE, H. P.; CHANG, C. H..; IKEBE, T.; MURAD, F. Mechanism of

cyclic GMP inhibition of inositol phosphate formation in rat aorta segments and



Eunice André " ___Referéncias bibliograficas 77

cultured bovine aortic smooth muscle cells. J. Blol. Chem., 265:. 1268-1273,
1990.

HOBBS, A.J. HIGGS,A; MONCADA, S. Inhibition of nitric oxide synthase as
potential therapeutic target. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 39: 191-220,
1999. |

HOLMQUIST F, ANDERSSON KE, FOVAEUS M, HEDLUND H. K(+)-channel
openers for relaxation of penile erectile tissue. In Proceedihgs of the
International Society for Impotence Research, p. 148, Boston, MA, 1988...

HOLMQUIST. F.; HEDLUND. H.; ANDERSSON, K.E. L-NG-nitro arginine inhibits
non-adrenergic, non-cholinergic relaxation of human isolated corpus

| cavernosum. Acta Physiol. Scand., 141: 441-442, 1991. |

HOUGHTON, P. J.; MABY, J. Medicinal ‘plants of the Mapuche. J. Ethno

" Pharmacol., 13: 89-103, 1985. . | |

HUANG, J.C.; GARCIA, M.L.; REUBEN, J.P.; KACSOROWSK, G.J. Inhibition of

beta-adrenoceptor agonist relaxation of airway smooth muscle by Ca*?-ativaed
K* channel blockers. Eur. J. Pharmacol., 235: 37-43, 1993. |

HYSLOP, S.; DE NUCCI, G. The mechanisms and signiﬁcance' of the coupled

release of endothelium-derived relaxing factor (EDRF) and prostacyclin (PGI2)
from endothelial cells. Wien Klin Wochenschr., 103; 422-434, 1991.

IGNARRO, L. J.; BUGA, G. M,; WOOD, K. S.; BYRNS, R. E.; CHAUDHURI, G.
Endothelium-derived relaxing factor produced and released-form artery and
vein is nitric oxide. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 9265-9269, 1987.

IGNARRO, L. J.; DEGNAN, J. N.; BARICOS, W. H.; KADOWITZ, P. J.; WOLIN, M.

S. Activation of purified guanylate cyclase by nitric oxide requires heme.



Eunice André ' Referéncias bibliogrificas 78

Comparison of heme-deficient, heme-reconstituted and heme-containing forms
of soluble enzyme from bovine lung. Biochem. Biophys. Acta, 718: 49-59,
1982.

IGNARRO, L.J.; BUSH, P.A,; BUGA, GM.; WOOD, KS; FUKUTO, JM,;
RAJFTER, J. Nitric oxide and cyclic. GMP formation upon electrical field
stimulation cause relaxation of corpus cavernosum smooth muscle. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 170: 843-850, 1990,

ISHILK.; CHANG, B.; KERWIN, J.F.; HUANG, Z-J.; MURAD, F. NW-nitrofL-
arginine: a potent inhibitor, of endothelium-derived relaxing factor formation.
Eur. J. Pharmacol,, 176: 219-223, 1990.

ITOH, T.; ITO, S.; SHAFIQ, J.; SUZUKI, H.; Effects of a newly syhthesized’ K*
channel opener, Y-26763, on noradrenaline-induced Ca®" mobilization in
smooth muscle of the rabbit mesenteric artefy. Br. J. Pharmacol;, 111: 165-

172, 1992.

JEREMY, J.Y; BALLARDV, S. A, NAYLOR, AM.; MILLER, M. A. ANGELINI, G.D.
Effects of sildenafi, a type-5 cGMP phosphodiesterase inhibitor, and
papaverine on cyclic GMP and AMP leveis in the rabbit corpus cavernosum in.

| vitro. Br. J. Urol., 79: 958-63, 1997.

KATAYAMA, Y. Nitric Oxide: Mysterious Messenger. Dojindo Newsletter
No 1, 1995,

KENNEDY, I.; COLEMAN, R. A; HUMPHREY, P.P. A;; LEVY, G.P.; LUMLEY, P.
Studies on the characterisation of prostanoid réceptors: a proposed

classification. Prostaglandins, 24: 667-689, 1982.



Eunice André Referéncias bibliograficas 79

KOGA, T., YOSHIDA, Y., CAl, J.Q., ISLAM, M.O.; IMAI, S. Purification and
characterization of 240-kDa cGMP-dependent protein kinase substrate of
vascular smooth muscle: close resembiance to inositol 1,4,5 -triphosphate
receptor. J. Biol. Chem., 269: 11640-11647, 1994.

KOH, S.D.; CAMPBELL, J.D.; CARL, A; SANDERS, K.M. Nitric oxide activates
multiple potassium channels in canine colonic smooth muscle. J.Physiol., 489:
735-743, 1995.

KOMALAVILAS, P.; LINCOLN, T.M. Phosphorylation of the inositol 1,4_,5-
triphosphate receptor by cyclic GMP-dependent protein kinase. J. Biol.
Chem., 269: 8701-8707, 1994.

KONTOS, H. A.; ENOCH, P. Hydroxy! radical-dependent inactivation of guanilate
cyclase in cerebral arterioles by methylene blue and by LY 83583. Stroke, 24:
427- 434, 1993. |

KUBO,_ I.;TANIGUCHI, M. Polygodial, na antifungal ‘pdtentiator. J. Nat.Prod., 51:
22-29, 1988.

KUMAGAI, Y.; MIDORIKAWA, K.; NAKAL Y, YOSHIKAWA, T.; KUSHIDA, K
HOMMA-TAKEDA, S.; SHIMOJO, N Inhi'bition of nitric oxide formation and
superoxide generation during reduction of LY 83583 by neuronal nitric oxide
synthase. Eur. J. Pharmacol,, 360: 213-218, 1998.

LANG, D.; LEWIS, M.J. Endothelium-derived relaxing factor inhibits the formation
of inositol triphosphate by rabbit aorta. J. Physiol., 411: 45-52,.1989.

LEE,S.H.; LEE,J.R.; LUNDE, C.S.; KUBO, I. In vitro antifungal susceptibilities of
| Candida albicans and other fungal pathogens to polygodial, a sesquiterpene

dialdehyde. Planta Med., 65: 204-208, 1999.



unice André - Referéncias bibliogrificas 80

———

LINCOLN, T. M.; CORNWELL, T.L. Towards an 'understanding of the mechanism
of action of cyclic AMP and cyclic GMP in smooth muscle relaxation. Blood
Vessels, 28:‘ 129-137, 1991. |

LINCOLN, T.M. Effects of nitroprusside and 8-bromo-cyclic GMP on the contractile
activity of the rat aorta. J. Pharmacol. Exper. Ther., 224: 100-107, 1983.

LUE, T.F. Physiology of erection and pathophysiology of impotence. In: WALSH,
P.C.; RETIK, A.B.; STAMEY, T.A; VAUGHAN, E.D. Campbell’s Urology, 6

- ed. W.B. Saunders Co.: Philadelphia, pp. 709-728, 1992.

LUE, ' T.F.; TANAGHO, E.A. Physiology of erection and pharmacological
management of impotence. J. Urol., 137: 828-836, 1987.

LUO, D.S.; DAS VINCENT, R.R. Effects of methylene blue and LY83583 on
neuronal nitric oxide synthase and NADPH-diaphorase. Eur. J. Pharmacol., -
290: 247-245, 1995. |

LUSCHER, f.F.; VANHOUTTE, P.M. The endothelium: Modulator of
cardiovascular function. Boca Raton, CRC Press, 1990.

MARSHALL, I.; AL-KAZWINI ,S.J.; HOLMAN, J.J.; CRAIG, R.K;; Human and rat
alpha-CGRP but not calcitonin cause mesenteric vasodilatation In rats. Br. J.

| Clin. Pharmacol., 26: 691-695, 1988.

MARSHALL, I.; AL-KAZWINI, S.J.; ROBERTS, P.M., SHEPPERSON, N.B;
ADAMS, M.; CRAIG, R.K. Cardiovascular effects of human and rat CGRP
compared in the rat and other species. . Eur. J. Pharmacol., 123: 207-216,
1986.

-MAYER, B.; HEMMENS, B. Biosynthesis and action of nitric oxide in mammalian

cells. Trends Biochem. Sci., 477-481, 1997.



Eunice André Referéncias bibliograficas 81

MAYER, B.; KLATT, P.; WERNER, E. R.; SCHMIDT, K. Kinetics and mechanism
of tetrahydrobiopterin-induced oxidation of nitric oxide. J. Biol. Chem.,’ 270:
655-659, 1995.

MCCALL, T.; VALLANCE, P. Nitric oxide takes centre-stage with newly defined
roles. Trends Pharm. Scl., 13: 1-6, 1992.

MCCALLION, R.F.; COLE, AL; WALKER, J.R.; BLUNT, JW,; MUNRO, M.H.
Antibiotic substénces from New Zeland plarits. 1l. Polygodial, na anti-Candida
agents frpm Pseudowintera colorata. Planta Med., 44: 134-138, 1982.

MCDANIEL, N.L.; CHEN,‘X.L,; SINGER, H.A.; MURPHY, RA,; REMBOLD, C.M.
Nitrovasodilators relax arterial smooth muscle by decreasing [Ca*?)i and
uncoupling stress from myosin phosphorylation. Am. J. Physiol., 263: C461-
C467, 1992. -

MCLEOD, K.M.; NG, D.D.W.; HARRIS, K.H.; DIAMOND, J. Evidence that cGMP is
mediator of endothelium-dependent inhibition of contractile responses of rat
arteries to a-adrenoceptor stimulation. Mlol. Pharmacol., 32: 59-64, 1987.

MENDES, G.L.; SANTOS, AR, MALHEIROS, A. FILHO, V.C.; YUNES, RA,
CALIXTO, J.B. Assessment of mechanisms involved in antinociception
caused by sesquiterpene polygodial. J. Pharmacol. Exp. Ther., 292: 164-172,
2000. |

MENDES, G.L.; SANTOS, AR.S.; CAMPOS, M.M,; TRATSK, K.S.; YUNES, RA,
Cechinel-Filho, V., Calixto, J.B. Anti-hyperalgesic properties of the extract and
the main sesquiterpene polygodial isolated from the barks of Drimis wintery

(Winteraceae). Life Sciences, 63: 369-381,1998.



Eunice André Referéncias bibliograficas 82

MINAMI, K; FUKUZAWA, K.; NAKAYA, Y.; ZENG, X.R.; INOUE, I. Mechanism of
the Ca?* -activated K* channel by cyclic AMP in cultured porcine éoronary
artery smooth muscle cells. Life Sci., 53; 1129-1135, 1993.

MOMBOULI, J,V.; VANHOUTTE, P. M. Endothelium-derived hyperpolarizing
factor(s): updating the unknown. Trends Pharmacol. Sci., 18: 252-256,
1997.

MONCADA, S., GRYGLEWSKI, R.J., BUNTING, S., VANE,J.R. An enzyme
isolated from arteries transforms prostaglandin endoperoxides to an unstable
substance that inhibits platelet aggregation. Nature, 263: 663-665, 1976.

MONCADA, S.: FLOWER, R.J.: VANE, J.R. In: The Pharmacological Basis of
Therapeutics. Gilman, A.G.; Goodman, L.S.; Rall, TW.; MURAD, F.;EDS.7"

| Edn., pp.660-673, Macmillan, New York, 1985.

MONCADA, S.; HIGGS, A. The L-arginine-nitric oxide pathway. N. Engl. J. Med.,
329: 2002-2012, 1993.

MONCADA, S.; PALMER, R.M.J.; HIGGS, E. .A. Nitric oxide:' physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol. Rev., 43: 109-142,1991.
MORGAN, R. O.; NEWBY, A.C. Nitroprusside differentially inhibits ADP-stimulated
calcium influx and mobilization in human /platelets. Biochem. J., 258: 447-454,

1989.

- MORTON, J.F. Atlas of medicinal plants in middle America-Bahamas to Yucatan.
Charles C. Thomas (ed.), 219, Springfield, USA 1981 .

MULSCH, A. LUCKHOFF, A;; POHL, U.; BUSSE, R.; BASSENGE, E. LY 83583

(6-anilino-5,8-quinolinedione) blocks nitrovasodilator-induced cyclic GMP



Eunice André Referéncias bibliogrificas 83

increases and inhibition of platelet activation, Nanyn-Schmiedeberg’s Arch.
Pharmacol., 340: 119, 1989.

MULSCH, A.: BUSSE, S.; LIEBAU.; FORSTERMANN, U. LY83583 interfe_res with
the release of endothelium-derived relaxing factor and inhibits soluble
guanylate cyclase. J. Phamacol. Exp. Ther., 247: 283-288, 1988. |

MURAD, F. Cyclic guanosine monophosphate as a mediator of vasodilatation. J.
Clin. Inves.., 78: 1-5, 1996.

MURAD, F. Discovery of some of the biological effects of nitric oxide and its role in
cell signaling. Angew. Chem. Int., 38: 1856-1868, 1999.

NAGAO, T.; VANHOUTTE, P.M. Endothelium-derived hyperpolarizing factor and
endothelium-dependent relaxations. Am.J.Respir. Cell. Moll. Biol.,, 8: 1-6,
1993.

NEGISHI, M.; SUGIMOTO, Y.; ICHIKAWA, A.Molecular mechanisms of diverse
actions of prostanoid receptors. Blocherﬁ. Blophys. Acta., 1259. 109-120,
1995. |

NELSON, M.T,; PATLAK,' J.B., WORLEY, J.F.;, STANDEN, N.B. Calcium
channels, potassium channels, and vdltage dependence of arterial smooth
muscle cell tone. Am. J. Physiol., 259: C3-C18,1990.

NELSON, M.T.; QUAYLE, J.M. Physiological roles and properties of potassium
channels in arterial smmoth muscle. Am. J. Physiol., 268: C799-C822, 1995.

OKABE, K.-; KITAMURA, K; KURIYAMA, H. Features of 4-aminopyridine sensitive
outward current observed in single smooth muscle cells from the rabbit

pulmonary artery. Pflugers Arch., 409: 561-568, 1987.



Eunice André __Referéncias bibliograficas 84

PALMER, R. M. J.; FERRIGE, A. G.; MONCADA, S. Nitric oxide release accounts
for the biological activity of endofhelium-derived relaxing factor. Nature, 327:
524-526, 1987.

PARKINGTON, H.C.; TONTA, MA, COLEMAN, HA. TARE, M. Role of
membrane potential in endothelium-dependent relaxation of guinea-pig
coronary arterial smooth muscle. J.Physiol., 484: 469-480, 1995.

PARSAEE, H., MCEWAN, J.R.; JOSEPH, S.; MACDERMOT. Differential
sensitivities of the prostacyclin and nitric oxide biosynthetic pathways to
cytosolic caicium in bovine aortic endothelial cells. Br. J. Pharmacol.,107:

1013-1019, 1992. ‘
PIERCE, K. L.; GIL, D.W.; WOODWARD, D.F.; REGAN, J.W. Cloning of human

prostanoid receptors. Trends Pharmacol. Sci., 16: 253-256,1995
POPESCU, L.M.; PANOIU, C.;'HINESCU, M.; NUTU, O. The mechanism of
cGMP-induced relaxation in vascular smooth muscle. Eur. J. Pharmacol.,
197: 393-394, 1985. | |
QUAYLE., J.M.;. NELSON, M.T; STANDEN, N.B.ATP-sensitive and inwardly
rectifying potaséiurﬁ channrels in smooth muscle. Physiol. Rev., 77: 1165-
1232, 1997.

RAJFER, J.; ARONSON, W.J.; BUSH, P.A, DOREY, F.J.; IGNARRO, L.J. Nitric
oxide as a mediator of the corpus cavernosum in response to noradrenergic,
noncholinergic neurotransmission. N. Engl. J. Med., 326: 90-94, 1992.

RAND, M.J.; LI, C.G.; Nitric oxide in the autonomic and enteric nervous

- system. In: Nitric Oxide in the Nervous System, Vincent, S. (ed) pp. 227-279.

San Diego, Academic Press. 1995



Eunice André Referéncias bibliograficas 85

RAPOPORT, R. M.;DRAZNIN, M. B. E.; MURAD, F. Endothelium-dependent
vasodilator -and nitrovasodilator-induced relaxation may be mediated through
cyclic GMP fofmation and cyclic GMP- dependent protein phosphorylation.
Trans. Assoc. Am. Phys., 96: 19-30, 1983b.

RAPOPORT, R.M. Cyclic guanosine monophosphate inhibition of contraction may
be mediated through inhibition of phosphatidylinositol hydrolysis in rat aorta. |
Circ. Res., 48: 407-410, 1986.

RAPOPORT, R.M.; MURAD F. Cyclic AMP may produce vascular relaxation by
inhibition of inositol friphosphate generation in rat aorta. Circ. Res., 61: 265-
272, 1986.

RAPOPORT, R.M.. MURAD, F. Agohist-induced endothelium-dependent
relaxation in rat thoracic aorta may be mediated though cGMP. Circ. Res., 52:
352-357, 1983a.

RICCIERI, T.M.N. Bibliografia de plantas medicinais. Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, 1: 224, 1981.

-ROBERTSON, B.E.; SCHUBERT, R, HESCHELER, J.; NELSON,V M.T. cGMP-
dependent protein kinase activates Ca-activated K channels in cerebral artel;y
smooth muscle celis. Am. J. Physiol., 265: C299-C303, 1993.

ROMEY, G.HUGHES, M.; SCHIMID-ANTOMARCHI, H.; LAZDUNSKI, M.
Apamin: a specific toxin to study a class of CaZ*-dependent K* channels. J.
Physiol. Lond., 79: 250-264, 1984.

RUBANY! G.M.; VANHOUTTE, P.M. Potassium-free solution prevents the action
but not the release of endothelium-derived relaxing factor (s).

Eur.J.Pharmacol., 145: 351-355, 1988.



Eunice André Referéncias bibliograficas 86

SAENZ DE TEJADA, |.; BLANCO, R.; GOLDSTEIN, I.; AZADZOI, K.; DE LAS
MORENAS, A.; KRANE, R.J.; COHEN, R.A. Cholinergic neurotransmission in
human corpus cavernosum. |. Responses of isolated tissue. Am. J. Physiol.,
254: H459-H467, 1988.

SAENZ DE TEJADA, |; KIM, N.; LAGA, [; KRANE, R.J.; GOLDSTEIN, I.
Regulation of adrenergic activity in penile corpus cavernosum. J. Urol., 142:
1117-1121, 1989.

SAENZ DE TEJADA, |.; MOROUKIAN, P.; TESSIER, J.; KIM, J.J.; GOLDSTEIN,
I.; FROHRIB, D. The trabecular smooth muscle modulates the capacitor
function of the penis. Studies on a rabbit model. Am. J. PhYsiol., 260: H1590-
H1595, 1991. |

SAMUELSSOM, G.;FARAH, M.H., CLAESON, P., HAGOS, M, THULIN; M.,
HEDBERG, O.; WARFA, AM.; HASSAN, A. O.; ELMI, A.H.; ABDURAHMAN,
A.D. Inventory of plants used in traditional medicine in Somalia Ill. Plants of
the families Lauraceae-Papilionaceae. J. Ethnopharmacol., 37: 93-112,
1992.

SCHMIDT, HH.HW. NO, CO and OH endogenous soluble guanylyl ciclase-
ativating factors. FEBS Lett., 307: 102-107, 1992.

SCHMIDT, HHHW., POLLOCK, JS.; NAKANE, M. GORSKI, L.D,;
FORSTERMANN, U.: MURAD, F. Purification of a soluble isoform of Quanylyl
cyclase- activating factor synthase. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 88: 365-369,
1991. |

SCHRAMMEL, A.; BEHRENDS, S.; SCHMIDT , K.; KOESLING, D.; MAYER, B.

Characterization of 1H-[ 1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one as a heme-



Eunice André Referéncias bibliograficas 87

site inhibitor of nitric oxide-sensitive guanylate cyclase. Mol. Pharmacol., 50: 1-
5, 1996.

SCHUBERT, R., SEREBRYAKOV, VV..N.; ENGEL, H.; HOPP, H.H. lloprost
activates Kca of vascular smooth muscle cells: role of cAMP-dependent protein
kinase. Am. J. Physiol., 271: C1203-C1211, 1996.

SCHUBERT, R.; SEREBRYAKKOV, V.N.; MEWES, H, HOPP, H.H. lloprost
dilates rat small arteries: Role of Kate and Kca channels activation by cAMP-
dependent prbtein kinase. Am. J. Phyéiol., 272: H1147-H1156, 1997.

SCIVOLETTO, R.; CARVALHO, M.H.C. Cardionétrin causes vasodilation in vitro
which is not dependent on the presence of endothelial cells. _Eur. J.
Pharmacol., 101: 143-145, 1984. |

SEFTEL, AD.; VIOLA, KA., KASNER, S.E.; GANZ, M.B. Nitric oxide relaxes
rabbit corpus cavernosum smooth muscle via a potassium-conductive
pathway. Biochem. Biophys. Res. Commun., 219: 382-387, 1996.

SHAUL, P.W.; FARRAR, M. A.; MAGNESS, R.R. Prostacyclin synthesis and
stimulation of cyclic AMP production in ovine fetal vasculature: heterogeneity in

pulmonary and systemic arteries. 'Develop. Pharmacol. Ther.,v'18: 89-99,

1992.

SIEGEL , G.; CARL, A; ADLER, A.; STOKE, G. Effect of the prostacyclin
analogue iloprost on K* permeability in the smooth muscle cells of the canine

carotid artery. Eicosanoids, 2: 213-222,1989.

SIMOES, C.M.0O.; MENTZ, L.A.; SCHENKEL, E.P.; IRGANG, B.E.;STEHMANN,
J.R. Plantas da medicina popular no Rioc Grande do Sul. Porto alegre: ed. Da

UFRGS, 46-47, 1986.



Eunice André Referéncias bibliogrificas 88

SIMONSEN, U.; PRIETO, D.; SANEZ DE TEJADA, | GARCIA—SACRISTAN, A
- Involvement of nitric oxide in the non adrenergic non-cholinergic |
neurotransmission of horse deep penile arteries: role of charybdotoxin-
sensitive K(+)-channels. Br. J. Pharmacol.,116: 2582-2590, 1995. |

SOUTHAM, E.; GARTHWAITE, J. The nitric oxide-cyclic GMPc signalling
pathway in rat brain. Neuropharmacology, 32: 1267-1277, 1993.

STANDEN, N.B.; QUALY, J.M. K* channel modulation in arterial smooth muscle.
Acta Physiol. Scand., 164: 549-557, 1998.

STERNER, OLOV.; SZALLASI, A.; Novel natural vanilloid receptor agonists: new
therapeutic targets for drugs development. Trends Pharmacol Sci., 20: 459— '
465, 1999.

TAGUCHI , H.; HEISTAD, D. D. .; KITAZONO, T.; FARACI, F.M. Dilatation of
cerebral arterioles in response to activation of édenylate cyclase is dependent
on activatin of Ca® -dependent. K* channels. Circ. Res., 76: 1057-1062,
1995. ‘

TAMAOKI, J., CHIYOTANI, A., TAKEYAMA, K., YAMAUCHI, F.; TAGAYA, E;
KONNO, K. Relaxatin and inhibition of contractile response' to eletrical field
stimulati'on by Beraprost sodium in canine airway s}nooth muscle.
Prostaglandins, 45: 365-373, 1993.

TARPEY, M.M.; BECKMAN, J.S.; ISCHIROPOULOS, H.; GORE, J.Z.; BROCK, T.
A. Peroxynitrite stimuiates vascular smooth cell cyclic GMP synthesis. FEBS

Lett., 364: 314-318, 1995.



. Eunice André Referéncias bibliogrificas 89

TEIXEIRA,C.E.; BENTO, A.C.; LOPES-MARTINS, R. AB.; TEIXEIRA, S.A;
EICKESTEDT, V.V, MUSCARA, MN.; ARANTES, E.C.; GIGLIO, J.R;
ANTUNES, E.; DE NUCCI, G. Effect of Tityus serrulatus scorpion venom on
the rabbit isolated corpus cavernosum and involvement of NANC nitrergic
nerve fibres. Br. J.Pharmacol., 123: 435-442, 1998. |

TRAISH, AM.; CARSON, M.P.; KIM, N.; GOLDSTEIN, I.; SAENZ DE TEJADA, I.

o Characterization of muscarinic acetylcholine receptors in the human penile
corpus cavernosum: studies on whole tissue and cultured endothelium. J.
Urol., 144: 1036-1040, 1990. |

TRATSK, ‘K.S.; CAMPCS, MM.; VAZ, ZR., CECHINEL-FILHO, V.C;
SCHLEMPER, V., YUNES,‘ R.A.; CALIXTO, J.B. Anti-ailrgic effects and
oedema inhibition caused by the extract of Drymis winteri. Inflamm. Res., 46:
509—514 1997.

VANHOUTTE, P.M.; BOULANGER, C.M. Endothellum dependent responses in
hypertension. Hypertens Res., 18: 87-98, 1995

VARGAS, H.M;; CUEVAS, J.M.; IGNARRO,L.J.; CHAUDHURI, G. Comparison of
the inhibitory potencies of NC-nitro- anc.!v NC- amino-L-arginine on EDRF
function in the rat: evidence for eontinuous basal EDRF release. J.Pharmacol.
Exper. Ther., 257: 1208-1215, 1991.

VIZZARD, M.A.; ERDMAN, S.L; FORS"TERMAN‘N, U.; DE GROAT, W.C.
Differential distribution of nitric oxide synthase in neural pathways to the
urogenital organs (urethra, penis, urinary bladber) of the rat. Brain Res., 646:

279-291,1994.



Eunice André Referéncias bibliograficas 90

WALCH, LAURENCE.; LABAT, C.; GASCARD, J-P.; DE MONTPRE\_/ILLE, V.
BRINK, C.; NOREL, X .Prostanoid receptors involved fn the relaxation of
human pulmonary vessels. Br. J. Pharmacol., 126: 859-866, 1999.

" WALDRON, G.J.: DONG, H.; COLE, W.C.; TRIGGLE, C.R. Endothelium-
dependent hyperpolarization of vascular smooth muscle: role for a non-nitric
oxide synthase product. Acta Pharmacol. Sin., 17: 3-7, 1996.

WANG, G.J.; WU, X.C.; CHEN, C.F.; LIN, L.C.; HUANG, Y.T.; SHNA, J.; PANG,
P.KT. Vésorelaxing action of rutaecarpine: éﬁets of rutaecarpine on calcium
channel activit'ies in vascular endothelial and smooth muscle cells. J.
Pharrﬁacol. Exp. Ther., 289: 1237-1244, 1999. .

WILLIAMS, D.L.; KATZ, G.M.; ROY-COSTANCIN, L.; RUBIN, J.P. Guanosine 5'-
mo‘nopho‘sphate modulates gating of high-conductance Ca** -activated K*
channels In vascular smooth muscle cells. Proc. Nat.l Acad. Sci. USA, 85:

- 9360-9364, 1988.

WOLF, G. Nitric Oxide and nitric oxide synthase: biology, pathology, localoization.
Histol. Histopathol., 12: 251-261, 1997.

ZYGMUNT, P.M.; BRUNDEMAR, L; HOGESTATT, E.D. E.D. Endothelium-
dependent relaxation resistant to NV-nitro-L-arginine in the in the rat hepatic.

artery and aorta. Acta Physiol. Scand., 152: 107-114 1994.



