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Meétodos Experimentais no Estudo da Funcao Endotelial

Paulo Roberto B. Evora, Paul J. Pearson, John F Seccombe, Berent Discigil, Hartzell V. Schaff
Ribeirdo Preto, SP - Rochester - MN

Em 1980, Furchgott e Zawadzkiemonstraram que las musculares lisas, segmentos de vasos sangtiineos e pre-
a acetilcolina s6 age como vasodilatador na presenca doparacdes isoladas de 6rgéos perfundidos. Usando estas pre-
endotélio, desencadeando uma era de intensos trabalhos nparacg6es fisioldgicas e bloqueadores seletivos, investigado-
décadade 80, a qual estabeleceu o endotélio como a sede dies podem inferir sobre agdes especificas da célula endote-
desencadeamento da maioria das doencas cardiovascula-
res. Postulou-se, entdo, a existéncia de um fator relaxante
derivado do endotélio, que em 1982 foi denominado de Piagust Plaguet
endothelium-derived relaxing factoEDRF. Nesses tra- iivea agregadas
balhos pioneiros determinou-se que o EDRF ndo era um
prostandide, pelo fato de que a indometacina, um
bloqueador da via ciclooxigenase, ndo inibia o relaxamento
dependente do endotélio produzido pela acetilcolina e por
uma série de outros agonistas, tais como: ADP, serotonina,
histamina e muitos outros. Determinou-se, ainda, que o
EDRF era difusivel e dependente de ions calcio. Uma gran-
de contribuicdo do ponto de vista cientifico ocorreu em
1985, quando Cocks e Anguferam capazes de cultivar
células endoteliais e instala-las em um circuito de perfuséo,
permitindo a obtenc&o de grandes quantidades de EDRF talbioko da
para manipulagéo bioquimica e farmacologica. Descobriu- wf::nmm tikeragho de NE
se, entdo, que o relaxamento dependente do endotélio assg
Ciava-se auma eIevac;éo de GMP ciclico na musculatura Fig. 1 - Ressalta-se o papel protetor vital do endotélio contra a trombose e 0 vasoespasmo
lisa vascular, podendo ser inibido pelo azul de metileno por suaresposta a plaquetas agregadas. Com o endotélio intacto (esquerda), os produtos
(GM P CfC|iCO) e pe|a hemoglobina (seq Uestrador ou plaqugtérioiliberam EDRF/NQ e prostacicl!ng .do~endotélio, osguais indl{zlem
scavengedo EDRF). Com o actimulo de evidéncias de que (e i2e . 00 e e umcionen (drei) ocorom.
0 EDRF tinha muitas das caracteristicas dos nitrovasodila- adesao e agregacéo plaquetérias e os fatores vasoativos plaquetérios atuam diretamen-
tadores, Furchgo’*te Ignarro e cdlpropuseram, indepen_ tg namL{schaturaIisgvas~cularcausandovaSQanstrigéq. statore§ plaqtjetériog podem,
dentemente, que o EDRF era o 6xido nitriu'Ui(: oxide ?;r;gzgrrlzgléz:z:ggi%o:is nervosas adrenérgicas e inibir a vasodilatagdo mediada por
-NO). As pesquisas direcionaram-se, entdo, no sentido de
se determinar como o endotélio produz o radical e culmina-

ram com a proposicao de Palmer e Monéadae postu- Plaguetas fivras
laram ser a L-arginina a fonte de éxido nitrico sob a agéo de
uma enzima, a 6xido nitrico sintetase. T ipigae . Taess ‘i’““““'"“
A importancia da presenca do endotélio bem como o e Agregagdo plaguetiria
papel de nitrovasodilatador endégeno e antitrombético do Inibigto ¥ Inlbida pala
EDRF/NO encontram-se representados nas figuras 1 e 2. Liboragho F Bastisia des i
Nesta revisdo sera apresentada, de maneira sucinta Ay
uma variedade de técnicas empregadas no estudo da funcap Trombin 1
endotelial. Serdo descritos modelos fisioldgicos que estu- N
dam a influéncia das células endoteliais ou seus produtos| “— Pulholeg
em tecidos biolégicos, como, suspensao de plaquetas, célu- de ?—3“" nibigao | |
[ Retaxamento s e o |
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Fig. 2 - Interacéo entre plaquetas e o endotélio intacto. A agregacao e a adesividade
plaguetarias na artéria normal sdo inibidas pela liberacéo basal de EDRF/NO. Entretanto,
se houver condigdes para a ocorréncia da agregacao e a adesividade plaquetarias, fatores
liberados pelas plaquetas como o ADP e a serotonina (5-HT) atuam em receptores
endoteliais para estimular a liberagéo de EDRF/NO. O EDRF/NO néo sé relaxa a mus-
culatura lisa vascular (vasodilatacéo), mas, também inibe a adesividade e agregagéo
plaguetarias. Relaxamento e vasodilatagdo podem aumentar o fluxo sanguineo e cola-
borar para o bloqueio do processo trombético.
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lial. Ressalte-se um crescente avanco natentativa de medif

diretamente a produc¢éo de substancias produzidas pelo g/\ _ Segowenta de nriésia
endotélio. Recentes estudos tém desenvolvidoesde é\/& Frman Auel
anticorpos monoclonais para enzimas que produzem estes e . ’ ) oy

fatores endoteliais e para RNAs mensageiros que codificam
estas enzimas. Emboratécnicas sofisticadas estejam sendp

adaptadas para o estudo da funcao endotelial, Moncada m Vol de pupel

tem, insistentemente, referido em seus artigos e palestras ombebldu e sul. Kreb

gue “em uma era de sofisticada tecnologia de pesquisa, 0 Para o trunsdutor o

EDRF foi descrito utilizando-se a simples verificacao de e foree

alteragbes de forca isométrica”. Isto significa que as meto- Resnoglo do endurtlo

dologias mais utilizadas para o estudo da fungéo endotelial
sdo simples, relativamente pouco custosas, e que podem ser
“democraticamente” instaladas em qualquer centro de pes-
quisa que tenha interesse por estes estudos.

O objetivo deste texto € mostrar ndo sé esta viabilidade
acentros emergentes de pesquisa, mas também apresentar,
a C<’:.1I'dI0|Og.IStaS' e outras espeuahstas médicos, as metOdO Fig. 3- Aremog&o mecanica do endotélio de um segmento vascular pode ser obtida es-
IOglaS mais utilizadas no estudo da farmaC0|Og|a do fregando-se a sua luz com auxilio de uma pequena pinga. Este procedimento efetivamen-
endotélio vascular. Muitas destas técnicas, vém sendo teremove oendotélio sem lesara musculatura lisa.
adaptadas em laboratérios espalhados por todo o mundo,
ficando muitas vezes dificil a determinacéo da sua autoria. ¢&o pode ser feita escarificando a intima vascular com au-
Se a centenaria preparacéo do coracgédo isolado esté associilio de delicadas pincas (fig. 3). Estudos histolégicos pré-
ada ao nome de Oscar Langendorff, fica dificil, por exem- vios demonstraram que este procedimento remove as célu-
plo, associar os banhos organiamg&an chambepsa um las endoteliais, preservando a capacidade da musculatura
s6 pesquisador. Por outro lado, as pesquisas realizadas naksa contrair ou relaxdr Para o estudo de segmentos
décadas de 80 e 90 tém demonstrado que, praticamenteyasculares maiores, o endotélio pode ser removido com
todas as moléstias cardiovasculares estao associadas auxilio de um elemento de ago (por exemplo, uma corda de
disfuncéo do endotélio vascular. A doenc¢a coronariana instrumento musicaf) Em animais vivos, esta remocéo
obstrutiva €, sem duvida alguma, um dos maiores desafios pode ser realizada com auxilio de cateteres-balées que,
da ciéncia moderna, sendo associada a aterosclerose, vasgassados através de uma arteriotomia femoral, sdo avanca-
espasmo e trombose. dos e puxados pelo menos trés vézésremocdao do

Os métodos de estudo da funcdo endotelial foram e endotélio da microcirculacéo é melhor obtida por métodos
continuam sendo desenvolvidos para obtencao de respos-quimicos, perfundindo-se os vasos com colagenase,
tas sobre questdes referentes a seu papel fisiolégico ou emsaponina?®, solu¢do CHAPS (3-{(3-choladomipropyl)
doencas especificas, dai aimportancia do seu conhecimen-dimethyl aménio}1-propanosulfonaté)ou triton X (t-
to. octylphenoxyethanoly. Estes elementos removem o

endotélio, efetivamente, sem afetar a reatividade vascular.

Anids montados g
ulguy de: ago

Determinagéo da funcionalidade endotelial
Descricéo geral do sistema envolvido na

Em todos experimentos, a presenca ou ausénciade liberagdo do EDRF/NO, seus agonistas e
endotélio precisa ser confirmada pela determinacédo dares- bloqueadores
posta vascular a um agonista dependente do endotélio,
como a acetilcolina (1TM). Os segmentos vasculares com As alteragBes ao nivel de receptores séo estudadas por

endotélio pré-contraidos pelo cloreto de potassio apresen-diversos agonistas, sendo muito utilizados a ACH como um
tam rapido relaxamento, enquanto os vasos sem endotélioneurotransmissor estimulador de receptores muscarinicos
nao o fazem. Esta simples estratégia constitui-se no padraoe o0 ADP como um produto plaquetério. Em relagcéo a
da determinacéo ou ndo da dependéncia endotelial dos fe-transducéo do sinal entre receptores e 0s processos intra-
ndmenos bioldgicos que regulam o tono vascular. E essen-celulares, embora ainda n&o totalmente aceito como um
cial, portanto, que o endotélio de segmentos vasculares sejamarcador definitivo, inUmeros experimentos sugerem que
removido sem que haja comprometimento da fun¢éo da o fluoreto de sddio produz relaxamento dependente do
musculatura lisa subjacente. Na rotina experimental antes endotélio através de uma via sensivel a toxina pertussis. A
de se iniciarem as curvas dose-respostas esta verificagdo éerramenta para se estudar a via fosfatidilinositol € a
sempre realizada para a definicdo dos fendbmenos bioldgi- fosfolipase C, ressaltando-se a suae$ijpédade, uma
cos dependentes e independentes do endotélio. vez que as fosfolipases B e D nadurem vasodilatacdo

Em segmentos arteriais e venosos isolados esta remo-dependente do endotélio. E possingg o sinergismo en-
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tre o EDRF/NO e a prostaciclim&orra através davia  sintetase por competicao, a adicdo de uma grande concen-
fosfatidil-inositol, merecendo destaque o ionéforo calcico tracdo de L-arginina reverte o bloqueio da enzima, o que
A23187 que, estimulando a libera- ¢do do célcio do reticulo nao ocorre com a D-arginif&t*
endoplasmatico celular, promo-
ve uma vasodilatacdo dependente do endotélio mostrando Descri¢do do sistema de banhos orgénicos
gue a célula endotelial mantém a capacidade de produzir (organ chambers)
EDRF/NO (fig. 4). Para o estudo da fun¢éo da musculatu-
ralisa vascular utilizam-se os vasodilatadores independen- Asorgan chamberséo construidas em vidro e cons-
tes do endotélio: o isoproterenol (relaxamento via AMP tituem-se em uma dupla cAmara por onde circula, constan-
ciclico) e o nitroprussiato de sédio (relaxamento via GMP temente, agua a uma temperatura mantidd@ &m cir-
ciclico). cuito fechado, e um reservatdrio com um volume constan-
Outros elementos importantes para o estudo te de 25ml, onde os anéis vasculares sdo suspensos e onde
farmacolégico da funcéo endotelial séo os bloqueadores dosas drogas sao adicionadas. Este reservatorio é preenchido
efeitos e da sintese do EDRF/NO. Entre eles, os mais impor-por uma solu¢éo de Krebs modificada e comunica-se a um
tantes séo: o azul de metileno (bloqueio ao nivel do GMP sistema de aspiracdo a vacuo e a um sistema de aeracao, que
ciclico); a hemoglobina (sequestradorsgavengedo permite os estudos em situacdes de normoéxia ou hipdxia. A
EDRF/NO); e as formas nitrica (NG-nitro-L-arginina) e  solucéo de Krebs pode ser renovada sempre que o experi-
metilada (NG-monometil-L-arginina, o LNMMA) que sdo  mento exigir, combinando-se a aspiragido com reintrodugéo
bloqueadores da 6xido nitrico sintetase. Devem ser acres-de solugcéo nova a qual fica contida em uma torre de vidro,
cidas, ainda, a L-arginina e a D-arginina, utilizadas para se que a semelhanca dagan chambergambém é mantida
comprovar a especificidade da L-arginina. Como as formas a 3PC e com aeracao continua.
metilada e nitrica da L-arginina bloqueiam a 6xido O segmento de anel vascular é suspenso entre alcas de
aco inoxidavel, passando através de sua luz. Antes de se
iniciar os experimentos farmacoldgicos, propriamente di-
tos, os vasos sdo submetidos ao seu ponto 6timo de
estiramento-tenséo, por meio de um sistema micrométrico,
tendo como determinagéo, os vasos estirados progressiva-
mente até que a sua contracdo ao potassio (20mM) seja
méxima. TensBes 6timas tipicas de vasos sanguineos do cao
sdo: veia safena, 2,5g; artéria coronaria, 10-11g; artéria
femoral, 12-15¢; veia femoral, 1g. As tensdes isométricas
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sdo registradas por um sistema de sensiveis transdutores de
for¢a Statham UQ) acoplados, individualmente, a cada
anel vascular e ligados a um registrador de oito canais
(Gould Cleveland, Ohio) (fig. 5).

Os experimentos séo realizados em um conjunto, em
paralelo, de oitorgan chamberdara cada anel vascular
com endotélio estuda-se um anel sem endotélio como con-
trole. A auséncia de endotélio é determinada pela acdo da
acetilcolina apds contracéo do vaso, em geral, pelo potas-
sio. Em seguida a um periodo de equilibrio de 30 a 40min,
0s vasos podem ser contraidos e, apds a obten¢éo da estabi-
lidade desta contracéo, inicia-se a realiza¢do das curvas
dose-respostas, adicionando-se ao banho orgénico os
agonistas em concentragdes molares crescentes, e 0s
bloqueadores farmacoldgicos. Se o objetivo for estudar
apenas as a¢des do EDRF/NO, excluindo-se a participagéo
de elementos da via ciclo-oxigenase, apds a obtencéo do
ponto de tensdo-estiramento, 0s vasos sdo submetidos a

Fig. 4 - Via da liberagdo do NO pela ativagéo da 6xido nitrico sintetase constitutiva agéo da indometaciré®®. Quando acurva dose-resposta
(cNOS). Um neurotransmissor como a acetilcolina (ACH) ou um produto plaquetario - desloca-se para a direita, significa que ha um comprome-

como o difosfato de adenosina (ADP) ativam as vias de transdug&o do sinal para a pro-4; i = Ali _
ducao do EDRF/NO ligando-se a receptor da superficie da célula endotelial. O fluoreto timento da Ilbera(;ao de EDRF/NO pelo endotélio. As con

de sédio ativa seletivamente o sistema de transdug&o do sinal pela ativagio de umacClusdes destes estudos séo, mais ou menos uniformes, no
proteina que se acopla ao ciclo fosfatidil-inositol dependente da fosfolipase C (PLC). O sentido de levarem a concluséio de que as alteragf)es que

ionéforo do calcio (A23187) estimula a saida do célcio do reticulo endoplasmaético. O desencadeiam a maioria das moléstias cardiovasculares
aumento citosélico do calcio permite a formagao de complexos célcio-calmodulina, le- '

vando a ativagéo da cNOS com produgéo de NO a partir da L-arginina. O NO se difun-
de paraamusculatura lisa vascular subjacente que se relaxa com aumento do cGMP.
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PREPARACAO EXPERIMENTAL PPARA
0 ESTUDO DE YASOS ISOLADOS
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Fig. 5 - Representagao do sistema de banhos orgamigas thambgr

Estas disfuncdes ocorrem ao nivel de receptores de
membrana e ao nivel da transdugéo do sinal pelas G-prote-
inas, sem comprometimento das funcdes bioquimicas
intracelulares e ao nivel da musculatura lisa vascular. Ape-
sar desta ser a metodologia mais amplamente utilizada parg
o estudo da funcéo endotelial, ela apresenta a limitacdo de
nao ser possivel separar os fendmenos bioldgicos que ocor-
rem dentro e fora do vaso.

Descricdo do sistema para ensaios biolégicos

Para os ensaios bioldgicos os segmentos vasculares (3

a 5cm), tendo todos os seus ramos ligados, sdo canulados

com canulas de aco inoxidavel (diametro interno de 0,5 a
1,5mm), em um sistema de trés vias: duas para perfuséo de
vasos (com ou sem endotélio) e uma direta para perfusédo dd
anel vascular, sem endotélio, a ser submetida aos possiveis
efeitos de substancias liberadas, espontaneamente, ou po
meio de estimulacao farmacolégica, pelos dois segmentos
vasculares. Os vasos sdo mantidos enougaa chamber
de vidro (25ml), preenchida com solucédo de Krebs@ 37
e aerada (95%.0 5% CQ).

Os segmentos vasculares sé@o perfundidos a um fluxo
constante (5mL/min) com auxilio de uma bomba de rolete.
A linha direta também é perfundida com o mesmo fluxo.

Um anel vascular, que tem seu endotélio removido
(bioassay ring, é suspenso, diretamente abaixordan
chamberentre duas alcas de aco inoxidavel, e conectado
a um transdutor de pressédo. As alteracfes da forca
isométrica podem, assim, serem registradas. O conjunto
debioassay ringalcas de suspenséo e transdutor de pres-
sao pode ser, cuidadosamente, movido em dire¢cédo ao
gotejamento escolhido, de acordo com o protocolo expe-
rimental (linhas de perfusdo vasculares ou linha direta).
As possiveis alteracdes assim detectadas indicam, ou néo,
aliberacéo de fatores pelo endotélio do vaso perfundido.
Podem-se adicionar drogas abluminal (na solucéo de
Krebs daorgan chambérou intraluminal. As infusdes
intraluminares de drogas podem ser feitas antes (sitio 1)
ou, imediatamente, apos a superfusado vascular (fig. 6
e 7)1

A grande vantagem do ensaio bioldgico, também co-
nhecido como ensaio em cascata é a de se estudar os fené-
menos bhiolégicos que ocorrem na luz vascular. Portanto, &
possivel estudar tanto a liberacéo basal do EDRF/NO, como
asua liberacéo estimulada pelos ja mencionados agonistas
farmacolégicos que representam cada passo conhecido da
sua via de liberagé&o.

Descri¢ao do sistema de perfusdo do coracédo
isolado (método de Langendorff)

Em 1895, Oscar Langendorff idealizou um método
para estudar a atividade mecénica do coracéo isolado.
Canulando a aorta ascendente, ele foi capaz de perfundir as
artérias corondrias e manter a atividade cardiaca. Em teo-
ria, pode-se perfundir o coragéo de variadas espécies ani-
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Fig. 6 - Representacéo esquematica do sistema para ensaio bioldgico de substancias
vasoativas.
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Sitin de infuans { de 37C com um sistema que mantém a perfuséo a uma
presséo constante de 50mmHg (Schaffe col, 1981). O tem-
1 1 1 po entre a retirada do coracao e a sua perfuséo isolada € em

torno de um minuto. A solucgéo fisiol6gica € mantida sob

_ tinhadireta borbulhamento constante de uma mistura de 95% de oxi-

génio e 5% de gas carbdnico, mantendo-se a tenséo de oxi-
- corondsia génio entre 400 e 450mmHg, sendo a solucédo infundida

2::1'Lanfiowlio através de um filtro de cardioplegia de 0,2um.

; Apés estabelecida a perfusao retrograda, sao coloca-
37'C organ / ) dos eletrodos de marcapasso, mantendo-se a a frequiéncia
chamber B cardiaca (FC) em torno de 200-210bpm. Se houver neces-

sidade para a fixac@o da FC por estimulacg&o artificial pode-
se esmagar o nd sinusal (Hashimoto e col, 1991). Um bal&o
inflavel pode ser inserido no ventriculo esquerdo, o qual
pode ser insuflado para simular a pré-carga ventricular.
Com transdutores de presséo apropriados, sensores de fluxo
Transdutor de forga e registradores é possivel o estudo de variaveis fisiolégicas.
A fun¢éo cardiaca, fluxo coronariano, consumo de oxigé-
Antl pars blocasal nio miocardico e permeabilidade vascular podem ser
{Artéria coroniria sem endotilio) monitorizados em relacdo a manipulagdes da funcéo da

A i i 15
Fig. 7 - Detalhe esquematico do sistema de ensaio biolégico para substancias vasoativas(.:eIUIa endotelial (flg' 8e 9‘) '
Fontes de células endoteliais (no exemplo artéria coronéria com e sem endotélio) sdo
montadas na camara de bioensaio, sendo mantidas perfundidas com solucéo fisiolégica Descrigéo parao ensaio biolég ico de fatores
de Krebs. O perfusato, passando através destes vasos, € usado para banhar um anel vasoativos liberados pelo cora(;éo em
vascular sem endotélio, o qual € ligado a um registrador através de um sensivel transdutor .. .
deforca. atividade mecanica

Artéria coronéria
com endotélio

Sitio de infusho 2 __

mais. O coracéo de coelhos adultos (pesando 3-4kg), pres- Discigil e col desta reyiséo descreveram, recentemen:
ta-se, adequadamente, para estes estudos. Apés adequad®: UMa montagem experimental que permite estudar a li-
nivel de anestesia do animal, realiza-se uma cardiectomiaP€racdo de substancias vasoativas liberadas pelo
através de uma esternotomia mediana. Os coragdes aind€ndocardio do coracdo baterildrata-se, em ultima ins-
com batimentos s&o imediatamente colocados em solug&ot@ncia, de uma combinacdo da perfuséo do coragao isolado
de Krebs-Ringer bicarbonato, e, a seguir, 0s coragdes s&o°0mM Um ensaio biol6gico. O coracao € suspenso em um sis-
suspensos a uma coluna de perfuséo tipo Langendorff, es-1€ma de Langendorff, ja descrito.

tabelecendo-se uma perfusao retrégrada a uma temperatura - araacriagdo de um circuito para ensaio biologico de
substancias liberadas pelo endocardio do coracéo direito,

liga-se a veia cava inferior e excisa-se os folhetos da valva
tricaspide. A canula de perfuséo é colocada na veia cava
fili superior e uma outra canula é posicionada na base do
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Fig. 8- Representacéo da preparacéo experimental para perfusdo a presséo constante déig. 9 - Representacéo da preparagdo experimental para perfusdo a fluxo constante do
coragao (sistema de Langendorff). coragao (sistemade Langendorff).
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ventriculo direito através da artéria pulmonar. Para preve-
nir a dilui¢céo pelo perfusato do seio coronariano, sutura-se e

0 seu 0stio, e abre-se o0 seio na superficie epicardica pars T

drenar o seu perfusato. Utiliza-se uma bomba de roletes _ﬁ_&___&__ e peredn
para a manutencao de um fluxo constante (8mL/min) de @ b || xron

solucéo fisiolégica aerada através das cavidades cardiacas Fituo s

direitas. Antes de entrar no coragéo, a solugéo passa atrar Bantha de tg;j N (2 o e
vés de um trocador de calor que mantém a temperatura & . oteies = LT Pl

37C. O perfusato que flui do coracéo, através da canula via - il I v A

artéria pulmonar, pode ser submetido a ensaio biolégico, (\_ ((

endocardio na producéo de fatores vasaoativos, os efeitos da

__( hocaa;ar dw

como ja descrito. Para se determinar a contribui¢cdo do ] : ] '.;’.zj'J {
——— - - —_ c‘-""
€

superfusato de coracdes intactos podem ser comparados e b . Lo

com os efeitos do superfusato de coracdes submetidos are | }

mocao de seu endocardio pela acao do triton X-100 (fig. 10) s i -

1415 Este método permite o estudo da liberagéo de NO pelo Avsado KITHG }

endocérdio do coracdo em atividade mecénica. Pela ves 1z

inducado de andxia/hipoxia e pela utilizacao de drogas |1 Lot paran

vasoconstritoras coronarianas, este método permite estudos auriculss '"::m

gue poderédo levar a uma maior compreensao dos fenéme- - -_J\L Yom encotiiio

nos que participam da isquemia subendocardica e da forma- v ..S'-L &/ =

¢ao de trombos cardiacos intracavitarios. T -
. - e lorga

Estudos da microcirculacéo “ B@@

=
A maioria dos estudos da funcdo endotelial é realiza- I
da emvasos de grande capacitancia, pelas dificuldades ine
rentes ao estudo da fu ngéo endotelial da microcirculagéo. Fig. 10 - Representacdo esquematica da montagem experimental para ensaio biolégico
Uma das técnicas mais utilizadas para e studos da do coragdo em contragdo. As camaras cardiacas direita e esquerda sdo perfundidas sepa-

. . lacio é Al dei dorizad radamente com um fluxo constante e o seu perfusato pode ser bioensaiado em um anel
mICYQCIrCU agap eaanalise de |n'1§\gens.compt~1ta erza "’}Svascularsem endotélio, ligado a um registrador através de um transdutor de forca sensi-
de microvasos isolados com auxilio de dissec¢ao microscoé- vel.

pica. A perfusé@o do vaso é mantida constante com auxilio
de uma seringa de infus&o continua ligada a um transdutor 1 foi, recentemente, desenvolvido, sendo assim possivel es-
de pressao, aimagem em video € obtida atraves de um mitudar-se a regulacéo da producéo de endotefiha-1
croscopio acoplado a uma video camara, sendo avideo A obtencdo de medidas especificas e sensiveis da pro-
imagem analisada, continuamente, por um analisador dugéo de NO é um desafio. Em sistemas biolgicos o NO é
dimensional. produzido em pequenas quantidades e é rapidamente
Em 1985, Ritter e col descreveram uma técnica para inativado por ac&o do oxigénio e seus radicais. Numerosos
visibilizagao direta da microcirculagdo de um coragao iso- e variados métodos para se medir o NO tém apresentado
lado perfundido com batimentos. McDonagh e Roberts sucessos variaveis e nenhum método atual permite medidas
descreveram uma variante deste sistema para estudar ogonfiaveis em todas as amostras. Estes métodos incluem
efeitos da isquemia-reperfusdo em coracdes perfundidos. medidas indiretas a medida dos niveis de GMP ciclicg, NO

Os corag6es eram perfundidos com uma solugéo contendoe NO, urinarios e medidas diretas da citrulina, a qual € pro-
globulos vermelhos e albumina fluorescente, estudando-se duzida pela converséo da L-arginina em NO.

0 extravasamento da solu¢cdo com auxilio do microscépio As técnicas mais promissoras da medida direta do NO
de fluorescéncid. em sistemas biolégicos empregam uma de trés tecnologias
disponiveis: quimioluminescéncia, eletro-ressonancia
DeterminagGes quimicas paramagnética (EPR) e medidas espectrofotométricas.

Malinski e Taha, reconhecendo que NO pode ser oxidado
Os metabolitos do acido aracdonico (tromboxape B na presenca de meteloporfirinas, idealizaram um
prostaglandinas DE,, 6-ceto-F e F, leucotrienos B C, microssensor consistindo de um filamento de carbono co-
e E), podem ser medidos por radioimunoensaio comerci- perto por porfirina. A liberag&o de elétrons pelo processo de
almente disponiveis. oxidacdo na superficie da porfirina cria uma corrente elé-
Os niveis de endotelina podem ser medidos por trica, que seria proporcional & producéo de NO.
radioimunoensaio convencional ou por anticorpos. Um Finalmente, merece mencéo as técnicas de clonagem
probemonoclonal para o RNA mensageiro da endotelina- molecular que permitiram aos investigadores medir o RNA
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mensageiro das isoformas constitutiva e induzivel da NO guanilato ciclase. De maneira semelhante, o L-NMMA,
sintetase. Pesquisas futuras usando esta técnica poderdtido como um inibidor altamente especifico da sintese de
avaliar os eventos relacionados com o controle da produ¢cdoNO, pode promover alteracdes hemodinamicas por meca-

do 6xido nitrica*, nismos independentes desta inibicdo. Cada um destes
exemplos indicam a necessidade da obtencéo de técnicas
Limitacdes dos ensaios fisiolégicos especificas destinadas a medidas acuradas dos variados
fatores vasoativd4

A principal limitag&o dos ensaios fisiologicos € a pre-
cisa caracterizacao dos fatores vasoativos, uma vez que as Analise dos dados
suas acfes sdo, em geral, estudadas por comparacao das
respostas vasculares na presenca ou auséncia de inibidores.  Os resultados experimentais sdo apresentados como
Por exemplo, estudos realizados na presenca ou auséncia dmédias + erro-padrdo. Em todos os experimentos, n signi-
indometacina, um potente inibidor da via ciclooxigenase, fica o nUmero de animais dos quais os anéis vasculares fo-
podera estabelecer se uma determinada resposta vasculargm obtidos. Em aneis contraidos com prostaglandina F
devida totalmente ou em parte pela liberagcdo de ou outro vasoconstritor, as respostas sdo expressas como
prostaglandinas. Esta tatica de identificacdo de fatores percentagem das alteracdes, a partir da contragdo méaxima
vasoativos envolvidos em um particular processo néo leva estavel. Para os relaxamentos, calcula-se o logaritmo nega-
em conta um possivel sinergismo ou interacao de fatores.tivo da concentracao 2 molar efetiva do agonista que cau-
Assim, fica dificil afirmar com certeza se o aumentodotono sa inibi¢cdo de 50% (1¢) da contragdo obtida pela
vascular se deve pela perda da acdo vasodilatadora do NQprostaglandina FEstes valores sdo utilizados para a cons-
Ou por sua acédo supressora, recentemente demonstradayucéo de curvas dose-resposta. Para a analise estatistica
sobre a endotelina. Acrescente-se que muitos inibidores dautiliza-se, em geral, a analise de varidncia (ANOVA) e 0
acao ou producdo do NO podem nao ser tdo especificosteste T de Student para observaces pareadas e néo
como se pensa. O azul de metileno, por exemplo, tem um pareadas. Os valores séo considerados significantes quando
numero de diversas acoes independentes da inibicdo daP for <0,05%,

Referéncias

1. Furchgott RF, Zawadski JV - The obligatory role of endothelial cellsinthere- 9.  Cartier R, Pearson PJ, Lin PJ, Schaff HV - Time course and extent of recovery of

laxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature 1980; 228: 373-6. endothelium-dependent contractions and relaxations after direct arterial injury. J
2. Cocks T, Angus JA - Bioassay of the release of endothelium-derived relaxing factor Thorac Cardiovasc Surg 1991; 102: 371-7.
(EDRF) fromisolated endothelial cells in vitro. In: Bevan JA, Godfraind T, Maxwell 10. DeMeyJG, Gray SD - Endothelium-dependent reactivity in resistance vessels. Prog
RA, StocletJS, Worcel M. eds - Vascular Neuroeffector Mechanisms. Amsterdam: Appl Microcirc 1985; 8: 181-7.
Elsevier, 1985; 131-6. 11. Katusic ZS - Endothelial L-arginine pathway and regional cerebral arterial reactiv-
3. Furchgott RF - Studies on relaxation of rabbit aorta by sodium nitrite: the basis for the ity to vasopressin. Am J Physiol 1992; 262: H1557-62.
proposal that the acidactivated inhibitory factor from bovine retractor penisisinor-  12. Discigil B, Pearson PJ, Chua YL, Evora PRB, Schaff HV - A novel technique to bio-
ganic nitrite and the endothelium-derived relaxing factor is nitric oxide.y In: assay endocardium-derived nitric oxide from beating heart. Circulation 1992;
Vanhoutte PM. ed - Mechanisms of Vasodilatation, vol V. New York: Raven Press, 86(suppl I): 756.
1988;401-14. 13. EvoraPRB - Alguns aspectos da funcéo endotelial em cirurgia cardiaca. Tese de
4. Ignarro LJ, Byrns RE, Wood KS - Biochemical and pharmacological properties Livre-docéncia em Cirurgia Toracica e Cardiovascular. Faculdade de Medicinade
of EDRF and its similarity to nitric oxide radical. In: Vanhoutte PM. ed - Ribeirédo Preto-USP, 1993.
Mechanisms of Vasodilatation, vol IV. New York: Raven Press, 1988; 427-35.  14. Seccombe JF, Schaff HV - Experimental methods in the study of endothelial func-
5. PalmerRMJ, Ferrige AG, Moncada S - Nitric oxide accounts for the biological ac- tion. In: Vasoactive Factors Produced By The Endothelium: Physiology and Surgi-
tivity of endothelium-derived relaxing factor. Nature 1987; 327: 524-6. cal Implications. Austin: RG Landes 1994; 27-41.
6. Palmer RMJ, Ashton DS, Moncada S - Vascular endothelial cells synthesize nitric  15. Evora PRB, Discigil B, Oeltjen M, Schaff HV - Technical Manual. Cardiovascular
oxide from L-arginine. Nature 1988; 333: 664-6. Surgical Research. Rochester: Mayo Clinic, 1992.
7. DeMey JG, Vanhoutte PM - Role of the intima in cholinergic and purinergicrelax-  16. Discigil B, Pearson PJ, Chua YL, Evora PRB, Seccombe JF, Schaff HV - Novel tech-
ation of isolated femoral arteries. J Physiol 1981; 316: 347-55. nique to bioassay endocardium-derived nitric oxide from the beating heart. Ann

8.  PearsonPJ, Evora PRB, Schaff HV - Bioassay of endothelium-derived relaxing factor Thorac Surg 1995; 59: 1182-6.
(EDRF) frominternal mammary arteries: Implications for early and late bypass graft
patency. Ann Thorac Surg 1992; 54: 1078-84.




	Índice 

