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RESUMO 
 
 
O 1-nitro-2-fenileteno, o trans-4-metoxi-β-nitroestireno e o trans-4-cloro-β-
nitroestireno são derivados do 1-nitro-2-feniletano, sintetizados no intuito de 
potencializar suas ações farmacológicas. O objetivo desse estudo foi investigar os 
efeitos vasculares desses derivados comparando seus efeitos sob o aspecto 
estrutura-atividade. O 1-nitro-2-fenileteno (0,67-670,46 µM) apresentou efeitos 
vasorrelaxantes com potência similar em contrações induzidas por fenilefrina ou 
potássio em anéis de aorta, artéria pulmonar bem como contrações, em meio isento 
de cálcio, promovidas por dibutirato de forbol ou ortovanadato de sódio. Seu efeito 
vasorrelaxante provavelmente se deve a mecanismos miogênicos intracelulares 
independentes do influxo cálcio extracelular e da presença de endotélio. Apresentou 
também potência maior em artérias de resistência (IC50 7,50 [3,28-11,66] µM) 
quando comparada com artérias de condutância (IC50 70,19 [31,37-109,01] µM, 
aorta). Quando comparado com o 1-nitro-2-feniletano, o 1-nitro-2-fenileteno foi mais 
potente em artéria aorta (cerca de 3,30 vezes) e em terceiro ramo de artéria 
mesentérica (cerca de 5,73 vezes). A ligação dupla na cadeia lateral do o 1-nitro-2-
fenileteno foi responsável pelo aumento de potência em relação ao o 1-nitro-2-
feniletano. O trans-4-metoxi-β-nitroestireno (0,55-558,12 µM) apresentou ação 
vasorrelaxante independente do endotélio, em artérias aorta e pulmonar, sendo mais 
potente sobre o acoplamento farmacomecânico. Seu mecanismo de ação, estudado 
em aorta (IC50 78,23 [48,43-108,02] µM), mostrou que seus efeitos envolvem a 
estimulação da guanilato ciclase, pois foi incapaz de relaxar completamente 
preparações pré-tratadas com ODQ ou azul de metileno (IC50 = 325,42 [197,81-
453,09] µM e 188,88 [58,31-319,39] µM, respetivamente). O trans-4-metoxi-β-
nitroestireno também foi mais potente em relaxar artérias de resistência do que 
artérias de condutância (IC50 = 78,23 [48,43-108,02] e 9,76 [0,78-18,80] µM, 
respectivamente). Em relação ao 1-nitro-2-fenileteno, a potência da ação 
vasorrelaxante do trans-4-metoxi-β-nitroestireno não foi diferente no acoplamento 
farmacomecânico, mas seu mecanismo de ação foi diferente. O trans-4-cloro-β-
nitroestireno (0,54-544,69 µM) induziu efeitos vasorrelaxantes que são 
independentes do endotélio funcional e inibiu com a mesma potência, tanto o 
acoplamento eletromecânico quanto farmacomecânico. Essa substância apresentou 
potência similar ao 1-nitro-2-fenileteno em relaxar contrações induzidas por 
fenilefrina (IC50 = 80,01 [56,70-103,32] µM), porém, foi reduzida após inibição da 
guanilato ciclase por ODQ (IC50 157,63 [123,42-191,89] µM) ou por azul de metileno 
(IC50 = 149,30 [31,12-267,49] µM). Assim, os efeitos relaxantes do trans-4-cloro-β-
nitroestireno parecem ser mediados através da estimulação da guanitato ciclase 
como foi observado para o trans-4-metoxi-β-nitroestireno e o 1-nitro-2-feniletano. 
Concui-se que a restrição conformacional que o 1-nitro-2-fenileteno apresentou foi 
responsável pelo aumento de potência, porém, resultou em mudança no mecanismo 
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de ação. A inserção do grupamento metoxila na molécula no 1-nitro-2-fenileteno não 
contribuiu para ganho extra de potência farmacológica, porém, devido ao seu caráter 
doador de elétrons, estabilizou a molécula e reaproximou o mecanismo de ação ao 
do 1-nitro-2-feniletano, provavelmente em estimular a guanilato ciclase. O átomo de 
cloro inserido no anél aromático do 1-nitro-2-fenileteno contribuiu provavelmente 
para promover a afinidade com a enzima guanilato ciclase. Esse estudo mostrou que 
esses nitroderivados são substâncias promissoras. Investigações devem ser 
continuadas no sistema cardiovascular de animais normotensos e em modelos de 
hipertensão arterial sistêmica, hipertensão arterial pulmonar, disfunção erétil, infarto 
do miocárdio, dentre outros. Investigações mais complexas in vitro em artérias de 
resistência ou artérias coronárias são também relevantes. Além disso, será 
interessante a realização de estudos in silico envolvendo a guanilato ciclase e 
mensuração de GMPc intracelular, especialmente com o trans-4-cloro-β-nitroestireno 
e trans-4-metoxi-β-nitroestireno. 

 

 
Palavras chaves: 1-nitro-2-fenileteno; trans-4-metoxi-β-nitroestireno; trans-4-cloro-
β-nitroestireno; vasorrelaxamento independente do endotélio; miogênico; guanilato 
ciclase; estrutura-atividade. 
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ABSTRACT 

 

Vascular effects of 1-nitro-2 phenylethene, trans-4 -methoxy- β-nitrostirene and 

trans-4-chlorine- β-nitrostirene: structure-activity relationship 

 

1-Nitro-2-phenylethene, trans-4-methoxy-β-nitrostyrene and trans-4-chloro-β-
nitrostyrene are synthesized from 1-nitro-2-phenylethane to improve its 
pharmacologically potency. In this study, we investigated the vasorelaxing effects of 
these nitroderivatives in different vascular bed preparations and studied structure-
activity relationship. 1-Nitro-2-phenylethene (0,67-670,46 µM) presented 
vasorelaxing effects with similar power in phenylephrine or potassium-induced 
contractions in aortic rings, pulmonary artery and in phorbol-12,13-dibutyrate or 
sodium orthovanadate-induced contractions. Its action appears to occur 
intracellularly probably through inhibition of contractile events that are clearly 
independent of Ca2+ influx from the extracellular milieu, with independent-endothelial 
presence.  In endothelium-intact mesenteric resistance arterial rings, 1-nitro-2-
phenylethene also relaxed sustained contractions induced by noradrenaline, with an 
IC50 value (7.50 [3.28-11.66] µM) significantly lower than that obtained in aortic 
preparations (70.19 [31.37-109.01] µM). Because of the conformational restriction of 
its alkene moiety, 1-nitro-2-phenylethene was shown to be a vasorelaxant nearly 3.3 
and 5.7 times more potent than its structural analogue 1-nitro-2-phenylethane 
respectively in conductance and resistance arteries. Trans-4-methoxy-β-nitrostyrene 
(0.55-558.12 µM) induced an endothelium-independent vasorelaxant effect with a 
higher potency on pharmacomechanical coupling than on electromechanically 
mediated induced contractions. The IC50 value for the relaxant effect of trans-4-
methoxy-β-nitrostyrene in aortic preparations pre-contracted with phenylephrine was 
significantly higher following pretreatment with methyl blue [IC50 = 325.42 [197.81-
453.09] or ODQ 188.88 [58.31-319.39 µM], when compared to control (IC50  = 78,23 
[48,43-108,02] µM). These data provide substantial evidence that vasorelaxation 
induced by trans-4-methoxy-β-nitrostyrene is mediated through stimulation of soluble 
guanylate ciclase. As with 1-nitro-2-phenylethene, trans-4-methoxy-β-nitrostyrene 
possess greater potency in resistance (IC50 = 9.76 [0.78-18.80] µM) than 
conductance (IC50 = 78.23 [48.43-108.02] µM) arteries. Although the methoxy 
substitution in the para-position of the aromatic ring did not increase the 1-nitro-2-
phenylethene´s vasorelaxant potency, it seems that stabilizing the nitroxyl free 
radical though a resonance effect explains the different mechanisms by which 1-
nitro-2-phenylethene and trans-4-methoxy-β-nitrostyrene induce their vasorelaxant 
effects.  The trans-4-chloro-β-nitrostyrene (0.54-544.69 µM) also induced an 
endothelium-independent vasorelaxant effect, but with a similar potency on both 
pharmacomechanical and electromechanical couplings. This effect seems also 
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mediated by a soluble guanylate cyclase pathway as it was blunted following 
pretreatment with ODQ (IC50 = 157.63 [123.42-191.89] µM) or methylene blue (IC50 = 
149.30 [31.12-267.49 µM).In conclusion, our findings indicate that the conformational 
restriction of its alkene moiety in 1-nitro-2-phenylethane has been responsible for 
increased its pharmacologically potency. Its vasorelaxation is of myogenic nature 
probably through inhibition of contractions that are independent of Ca2+ influx from 
the extracellular milieu differently than its structural analogue 1-nitro-2-phenylethane.  
The insertion of methoxyl grouping in 1-nitro-2-phenylethene’s  aromatic ring did not 
contribute to be more powerful. But because of its electron donor character, 
stabilized the molecule, trans-4-methoxy-β-nitrostyrene most likely has its effects 
mediated through stimulation of soluble guanylate ciclase. Probably chlorine atom in 
trans-4-chloro-β-nitrostyrene promoted the molecular affinity with the enzyme 
guanylate cyclase. Our findings showed that these nitroderivatives are interesting 
and promising substances. Investigations should be continued in the cardiovascular 
system in normotensive animals and in hypertension models such pulmonary 
hypertension for example. Studies in erectile dysfunction, heart attack, and others 
diseases are relevant too. More complex searches in vitro in resistance arteries or 
coronary arteries are also important. Also in silico studies involving the of guanylate 
cyclase and cGMP measurement, especially with trans-4-chloro-β-nitrostyrene and 
trans-4-methoxy-β-nitrostyrene should be done. 
 

 

Key words : 1-Nitro-2-phenylethene; trans-4-methoxy-β-nitrostyrene; trans-4-chloro-
β-nitrostyrene; endothelium-independent; vasorelaxation; guanylate cyclase; 
myogenic; structure-activity. 
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Figura 1 . Estrutura química do 1-nitro-2-feniletano (A), 1-nitro-2-fenileteno (B), trans-
4-metoxi-β-nitroestireno (C) e trans-4-cloro-β-nitroestireno (D). 
 
Figura 2 . Aniba canelilla 

Figura  3. Regulação da contração do músculo liso – Mecanismo Rho. 
 
Figura 4. Mecanismo de contração e relaxamento. 
 
Figura 5.  Mecanismo de regulação do cálcio. 
 
Figura 6 . Representação esquemática do aparelho de sistema de registro para o 
estudo da contratilidade de anéis aorta de rato. 
 
Figura 7 . Esquematização da maquinaria usada para experimentos com artérias de 

resistência. 

Figura 8 . Traçados típicos mostrando o efeito vascular do 1-nitro-2-fenileteno (A) ou 
do seu veículo (B) em anéis de aorta pré-contraídos com potássio  
 
Figura 9. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre o tônus basal de anéis de aorta isolada 
de ratos, com endotélio funcional.  
 
Figura 10. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre contração induzida por fenilefrina, 
com endotélio funcional e sem endotélio de aorta isolada de rato.  
 
Figura 11. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada induzida por 
K+ em anéis de aorta de rato com endotélio. 
 
Figura 12. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com 
MDL-12,330A ou TEA.  
 
Figura 13. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com L-
NAME ou indometacina.  
 
Figura 14. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com 
ODQ ou azul de metileno.  
 
Figura 15. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contrações transitórias induzidas 
pela cafeína em anéis de aorta mantidos em meio sem Ca2+.  
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Figura 16 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contrações transitórias induzidas 
pela fenilefrina em anéis de aorta mantidos em meio sem Ca2+.  
 
Figura 17 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre as curvas concentração-efeito 
construídas pela adição de concentrações crescentes de CaCl2 em preparações de 
anéis de aorta isolada mantidas em meio sem Ca2+, na presença de 60 mM KCl.  
 
Figura 18 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre as curvas concentração-efeito 
construídas pela adição de concentrações crescentes de CaCl2 em preparações de 
anéis de aorta isolada mantidas em meio sem Ca2+ (na presença de verapamil) e 
estimuladas por fenilefrina.  
 
Figura 19 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre as curvas concentração-reposta 
construídas pela adição de concentrações crescentes de CaCl2 em preparações de 
anéis de aorta mantidas em meio sem Ca2+ após depleção de estoques 
intracelulares com tapsigargina.  
 
Figura 20 . Efeito inibitório do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração induzida pelo 
dibutirato de forbol em preparações de anéis de aorta isolada mantidas em meio 
sem Ca2+.  
 
Figura 21.  Efeito inibitório do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada 
induzida pelo ortovanadato de sódio em preparações de anéis de aorta isolada 
mantidas em meio sem Ca2+.  
 
Figura 22.  Traçado típico mostrando o efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno (0,1-
100 μg/mL) em anéis de artéria pulmonar sobre a contração sustentada induzida por 
potássio (K60 mM). Calibração: horizontal: (2 minutos), vertical; (0,15 grama). 
 
Figura 23.  Traçado típico de uma contração sustentada induzida por fenilefrina (1 
µM) em anéis de artéria pulmonar. Observe que o veículo usado para diluição do 1-
nitro-2-fenileteno não tem efeito relaxante sobre a contração. Calibração: horizontal: 
(2 minutos), vertical; (0,25 grama). 
 
Figura 24 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração induzida por fenilefrina 
em anéis de artéria pulmonar isolada de rato com endotélio funcional ou sem 
endotélio  
 
Figura 25 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração induzida por potássio em 
anéis de artéria pulmonar isolada de ratos com endotélio funcional ou sem endotélio. 
 
Figura 26.  Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração induzida por fenilefrina 
em preparações de anéis de aorta com endotélio funcional pré-tratadas com ODQ 
ou TEA. 
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Figura 27.  Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração induzida por fenilefrina 
com endotélio funcional em anéis de aorta e sobre a contração induzida por 
noradrenalina em anéis de terceiro ramo de artéria mesentérica.  
 
Figura 28.  Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veículo sobre o tônus basal 
de anéis de aorta com endotélio funcional.  
 
Figura 29 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veiculo sobre a contração 
induzida por fenilefrina em preparações de anéis de aorta com ou sem endotélio 
funcional, ou com endotélio funcional e pré-tratadas com L-NAME.  
 
Figura 30 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veículo sobre a contração 
induzida por potássio em preparações de anéis de aorta com ou sem endotélio 
funcional. 
 
Figura 31 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
fenilefrina em preparações de anéis de aorta com endotélio funcional com endotélio 
funcional e com preparações pré-tratadas com ODQ ou azul de metileno. 
 
Figura 32 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
fenilefrina com endotélio funcional pré-tratadas com indometacina, ou MDL-12,330A. 
 
Figura 33 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
fenilefrina com endotélio funcional pré-tratadas com TEA e 4-AP. 
 
Figura 34 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
cafeína em anéis de aorta de rato com endotélio preservado, em meio baixo cálcio. 
 
Figura 35 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta de rato com endotélio preservado com ou sem pré-
tratamento com ODQ, em meio baixo cálcio. 
 
Figura 36 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno em preparações pré-tratadas com 
ODQ sobre a contração induzida por concentrações crescentes e cumulativas de 
CaCl2 em preparações com endotélio preservado, em meio baixo cálcio após a 
depleção dos estoques de cálcio citoplasmático e incubadas com tapsigargina. 
 
Figura 37 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 em preparações com endotélio 
preservado, em meio sem cálcio e estimuladas por potássio. 
 
Figura 38 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 em preparações com endotélio 
preservado, em meio baixo cálcio, incubadas com verapamil e estimuladas por 
fenilefrina. 
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Figura 39.  Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
dibutirato de forbol em anéis de aorta de rato com endotélio preservado incubados 
em meio sem cálcio contendo EGTA. 
 
Figura 40.  Efeito inibitório do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração 
sustentada induzida pelo ortovanadato de sódio em preparações de anéis de aorta 
isolada mantidas em meio sem cálcio contendo EGTA. 
 
Figura 41.  Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veículo sobre a contração 
induzida por fenilefrina, com endotélio funcional e sem endotélio em artéria pulmonar 
isolada de ratos. 
 
Figura 42 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veículo sobre a contração 
induzida por potássio em anéis artéria pulmonar isolada de rato com ou sem 
endotélio funcional. 
 
Figura 43 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e seu veículo sobre a contração 
induzida por fenilefrina em preparações de artéria pulmonar isolada de rato com 
endotélio funcional pré-tratadas com ODQ ou TEA. 
 
Figura 44 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno sobre a contração induzida por 
fenilefrina com endotélio funcional em anéis de aorta e sobre a contração induzida 
por noradrenalina em anéis de terceiro ramo de artéria mesentérica. 
 
Figura 45.  Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno e seu veículo sobre a contração 
induzida por fenilefrina em anéis de aorta de rato com ou sem endotélio preservado.  
 
Figura 46: Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno e seu veículo sobre contração 
induzida por potássio em anéis de aorta de rato com ou sem endotélio funcional.  
 
Figura 47. Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno sobre contração induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta de rato com endotélio funcional pré-tratados com ODQ 
ou azul de metileno. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

4-AP     4-aminopiridina 

[Ca2+]i      concentração intracelular de cálcio 

ACh     acetilcolina 

ADP     adenosina difosfato 

AMPc     adenosina monofosfato cíclico 

ATP     adenosina trifosfato 

Cl-NFe                                          trans-4-cloro-β-nitroestireno 

CLM     cadeia leve de miosina 

DAG     diacilglicerol 

DBF                                              dibutirato de forbol 

EGTA     acido β-amino-etil-éter-N,N,N’,N’-tetracético 

EPM     erro padrão da média 

GMPc     guanosina monofosfato cíclico 

GTP                                             guanosina trifosfato 

HOMO                                         mais alto orbital molecular ocupado   

IC50                                              concentração de 50% da resposta farmacólogica 

i.v.                                                intravenoso(a) 

i.e.                                           isto é                                        

IP3     trifosfato de inositol 

K60 mM    potássio 60 mM 

KHM     solução de Krebs-Henseleit modificada 

L-NAME                                       L-nitroarginina 

LUMO                                          mais baixo orbital molecular não ocupado 

MDL-12,330A                               inibidor da adenilil ciclase 

MLV               músculo liso vascular 

MNFe                                           trans-4-metoxi-β-nitroestireno 

NFe                                             1-nitro-2-fenileteno 

NOS                                            óxido nítrico sintase 

ODQ                                           1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalina-1-one   

OEAC              óleo essencial de Aniba canelilla  
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OEs              óleos essenciais 

OMS     Organização Mundial da Saúde 

PM                      peso molecular 

RS                                                retículo sarcoplasmático 

TEA                                              tetraetilamônio 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Aniba canelilla (H.B.K) Mez. é uma planta conhecida popularmente no Estado 

do Pará como casca-preciosa. Na medicina popular, o chá de suas folhas e cascas é 

utilizado como analgésico, anticonvulsivante, antidepressivo, digestivo, carminativo e 

anti-inflamatório (MAIA, ZOGHBI E ANDRADE, 2001). O 1-nitro-2-feniletano (NFa) 

(Figura 1A), é um dos principais constituintes do óleo essencial (OE) da Aniba. 

canelilla (OEAC). 

O NFa é um nitroderivado raro em plantas superiores a sua biogênese 

envolve a oxidação da fenilalanina seguido de descarboxilação espontânea. Há 

muito tempo se sabe que NFa é o componente principal que produz o odor 

característico, semelhante ao de canela, na planta Aniba canelilla (GOTTLIEB E 

MAGALHÃES, 1960). 

Estudo envolvendo o NFa apontou sua atividade analgésica provavelmente 

de origem periférica, entretanto o mecanismo de ação ainda não é completamente 

compreendido. Contudo, os resultados encontrados por Lima e colaboradores (2009) 

sugerem que há o envolvimento de receptores opiódes na ação antinociceptiva e 

anti-inflamatória. 

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que o NFa tem 

propriedades muito interessantes, sobre o sistema cardiovascular. Em investigações 

in vivo, a injeção intravenosa do NFa induziu uma queda da pressão arterial média e 

da frequência cardíaca de modo bifásico: o primeiro componente (fase 1) é rápido e 

foi caracterizado como um reflexo vago-vagal, o segundo componente (fase 2) 

ocorre mais tardiamente e parece ser decorrente de uma ação vascular direta 

relaxando o músculo liso vascular (MLV) (de SIQUEIRA et al., 2010). O NFa 

apresentou efeitos similares em estudos com ratos hipertensos (INTERAMINENSE 

et al., 2011).  

Em estudos in vitro, o NFa apresentou efeito vasorrelaxante sobre os 

acoplamentos eletromecânico e farmacomecânico em aorta isolada de ratos 

normotensos e de ratos hipertensos. Contudo, em preparações contraídas por 

fenilefrina pré-tratadas com o 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one  (ODQ), 

para estudar as influências da inibição da guanilato ciclase, o NFa não foi capaz de 
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reverter totalmente tais contrações (INTERAMINENSE et al., 2011; BRITO et al., 

2013). 

Esses achados com o NFa são particularmente diferentes da grande maioria 

dos outros constituintes de óleos essenciais de plantas aromáticas que o nosso 

grupo de pesquisa vem estudando ao longo de mais de 15 anos que, em sua maior 

parte, mostrou efeitos vasorrelaxantes relacionados ao influxo de cálcio ou em parte 

mediados pelo endotélio (LAHLOU et al., 1999; LAHLOU et al., 2000; 

INTERAMINENSE et al., 2005; INTERAMINENSE et al., 2007; MAGALHÃES et al., 

2008; PEIXOTO-NEVES et al., 2009; PINTO et al., 2009). NFa, entretanto, mostra 

que em seu mecanismo de ação, há a participação da enzima guanilato ciclase 

(BRITO et al., 2013).  

A guanilato ciclase solúvel é uma enzima que produz guanosina monofosfato 

cíclico (GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP). O GMPc ativa a proteína 

quinase G (PKG), responsável pela fosforilação de proteínas específicas, ativação 

de canais para potássio e outros mecanismos que levam ao relaxamento do MLV 

(KATZUNG, 2007). A via de sinalização do GMPc desempenha um papel importante 

na regulação do tônus vascular e no controle do fluxo de sangue e pressão arterial, 

pois medeiam a vasodilatação, pela diminuição da concentração de cálcio citosólico 

e pela inibição da sensibilização ao cálcio pela maquinaria contrátil (MORGADO et 

al., 2012). Produz também hiperpolarização e relaxamento do MLV pela ativação de 

proteínas-quinase dependentes de GMPc que causam fosforilação dos canais para 

potássio (HOFMANN et al., 1992; LINCOLN E CORNWELL, 1993; TANIGUCHI et 

al., 1993). 

Existem duas classes de compostos que são capazes de promover o inicio do 

funcionamento da guanilato ciclase de forma independente do óxido nítrico e do 

endotélio. Estimuladores dependentes do grupamento heme e os ativadores 

independentes do grupo heme. Os estimuladores compartilham um duplo modo de 

ação: atuam em sinergia com o óxido nítrico ou tem a capacidade de estimular 

diretamente a enzima de modo independente do óxido nítrico. Em contraste os 

ativadores são capazes de ativar a guanilato ciclase em condições patológicas em 

que o óxido nítrico não tem efeito (FOLLMANN at al., 1998). 
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Em 1991, Moncada e colaboradores atribuíram ao óxido nítrico a capacidade 

de causar vasorrelaxamento devido a sua ligação ao grupamento heme da guanilato 

ciclase e subsequente acúmulo de GMPc logo, óxido nítrico é o ativador endógeno 

da guanilato ciclase. Ele interage com metais pesados especialmente com o ferro, 

assim, se liga ao grupamento heme dessa enzima para ativá-la (KATZUNG, 2007). 

Com exceção do óxido nítrico, conhecem-se poucas substancias que sejam capazes 

de ativar a guanilato ciclase. 

 O YC-1 é um ativador direto da guanilato ciclase solúvel com potencial 

antitrombótico (KO et al., 1994), o YC-1 ativa diretamente a guanilato ciclase por um 

mecanismo distinto da via de ativação causada pelo óxido nítrico (STRAUB et al., 

2011). Essa substância possui efeitos vasorrelaxantes em aorta de coelho sem 

endotélio como também aumentou a potência vasodilatadora do nitroprussiato de 

sódio e nitroglicerina por 10 vezes (MULSCH et al.,1997). O YC-1 tem seus efeitos 

independentes do óxido nítrico e de biotransformação (NOSSAMAN, PANKEY E 

KADOWITZ, 2012) 

A empresa Bayer, que atua no mercado farmacêutico e de química desde o 

século XIX tem investido muitos recursos e tempo em estudos de estutura-atividade 

para o desenvolvimento de substâncias que tenham ação sobre a guanitato ciclase. 

Explicam Arroio, Honório e Silva (2010) que em química medicinal, o termo "relação 

estrutura-atividade" compreende o estudo dos efeitos que a estrutura química de um 

composto (ligante) pode causar durante sua interação com o receptor biológico e, 

consequentemente, racionalizar os principais fatores que governam esta interação. 

Segundo Follmann e demais autores (1998), uma série de compostos 

conhecidos como BAY’s foram desenvolvidos pela Bayer. O BAY 41-2272 mostrou 

uma ótima potencia em estimular a guanilato cicalse. Outro estimulador já 

caracterizado da guanilato ciclase independente do óxido nítrico é o BAY 58-2667 é 

potente como vasodilatador in vitro e in vivo mesmo sob condições de tolerância, 

como também possui atividade antiagregante não compartilhada por nitratos 

ativadores da guanilato ciclase (STASCH et al., 2002). O BAY 41-2272 e o BAY 41-

8543 são potentes relaxantes do MLV de artérias e veias, incluindo a circulação 

coronariana (HOBBS, 2002).   
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O BAY 41-2272 está intimamente relacionado com BAY41-8543, e este 

estimulador da guanilato ciclase mostrou ter significativa atividade vasodilatadora 

pulmonar em uma variedade de espécies. Reduziu a hipertrofia ventricular esquerda 

e o remodelamento vascular pulmonar no modelo de hipertensão pulmonar induzido 

por hipóxia. O BAY 41-8543 aumentou o débito cardíaco e reduziu a pressão arterial 

sistêmica em ratos (NOSSAMAN, PANKEY E KADOWITZ, 2012). Esses estudos 

reforçam o potencial terapêutico de drogas que atuem sobre a guanilato ciclase. Os 

derivados do NFa, podem pertencer a esse grupo de substâncias promissoras  que 

tem como alvo a guanilato ciclase. 

Segundo Follmman at al., (1998), a patogênese de várias doenças e, 

particularmente as que acomentem o sistema cardiovascular, tem sido associadas 

com uma estimulação deficiente da guanilato ciclase. Nessa perspectiva, reforça-se 

o interesse do nosso grupo por substâncias que tenham o potencial de estimular 

essa enzima por serem compostos promissores para o tratamento, dentre outros 

problemas patológicos, da hipertensão pulmonar ou da hipertensão arterial 

sistêmica. 

Nos países desenvolvidos, as doenças cardiovasculares são responsáveis 

pela metade das mortes, além disso, são as principais causadoras de óbito na 

população brasileira há mais de 30 anos. Dentre essas doenças, a hipertensão 

arterial é a mais comum em todo o mundo, sendo responsável por altos índices de 

morbimortalidade, sobretudo entre os idosos (LYRA JÚNIO et al., 2006). 

Em mais de 90% dos casos de hipertensão nenhuma causa é encontrada, 

sendo diagnosticada hipertensão arterial sistêmica primária ou essencial. A principal 

dificuldade na descoberta do mecanismo ou mecanismos responsáveis pela 

hipertensão desses pacientes pode ser atribuída à variedade dos sistemas que 

estão envolvidos na regulação da pressão arterial, bem como a complexidade das 

relações desses sistemas uns com os outros (DERKX E SCHALEKAMP 1994 E 

SANTOS et al., 2009). 

No que se refere à hipertensão arterial pulmonar é uma doença debilitante e 

incapacitante que pode levar o paciente ao óbito em curto espaço de tempo. 

Diversos estudos clínicos revelam uma sobrevida de apenas dois anos e meio a três 

anos. As internações nesses casos acontecem de forma prolongada, e no mínimo a 
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cada três meses devido às complicações apresentadas. Assim, considera-se a 

hipertensão arterial pulmonar uma doença de forte impacto sócio-econômico. Não 

existem dados disponíveis no Brasil sobre a prevalência de hipertensão arterial 

pulmonar. Estudos amplos na França e Escócia apuraram prevalência entre 15 e 70 

pacientes por milhão de habitantes para a essa doença (ROMANO, 2010). 

Diz ainda o autor supracitado que a lesão vascular na hipertensão arterial 

pulmonar ocorre de forma idiopática ou em associação com outras doenças. O 

principal critério hemodinâmico adotado na definição de hipertensão arterial 

pulmonar, tais como: pressão arterial pulmonar média >25mmHg.  

Qualquer que seja o mecanismo ou mecanismos iniciadores, o curso evolutivo 

da hipertensão arterial pulmonar tem dependência multifatorial, alguns deles 

conhecidos como complicadores. Grande parte dos assim chamados fatores 

complicadores, agravantes ou de progressão, está relacionada à extensão e 

gravidade da disfunção endotelial, que aqui se expressa por três eventos da mais 

alta relevância fisiopatológica: vasoconstrição, inflamação e trombose. A quase 

totalidade dos recursos terapêuticos que têm sido desenvolvidos para o tratamento 

da hipertensão arterial pulmonar tem como alvo um ou mais desses três 

mecanismos. Novas drogas que se apresentarão no futuro, quase certamente terão 

características semelhantes (LOPES, 2005) 

As drogas mais utilizadas incluem quatro categorias: bloqueadores de canais 

de cálcio, antagonistas dos receptores da endotelina, inibidores das fosfodiesterases 

e análogos da prostaciclina. A escolha depende do estado clínico de cada paciente. 

Três categorias estão disponíveis comercialmente no Brasil, a saber: os 

bloqueadores de canais de cálcio, o antagonista de endotelina e o inibidor de 

fosfodiesterase-5 (ROMANO, 2010). Contudo, a reversibilidade desta condição 

depende de múltiplos fatores ainda não completamente esclarecidos (LUCCHESE, 

1998) 

Derivados do NFa foram sintetizados no intuito de melhorar seus efeitos 

farmacológicos. Em virtude dessa molécula poder realizar rotação em torno dos 

carbonos sp3 de sua cadeia lateral e, então, adotar diferentes conformações (anti e 

vici) e pelo fato da molécula do NFa dispor de pontos de modificação, há a 

possibilidade de potencializar seus efeitos farmacológicos. Ressalta-se que essas 
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modificações moleculares são relativamente de fácil obtenção. O primeiro derivado 

do NFa resultou da substituição dos carbonos sp3 por sp2, resultando em uma 

restrição conformacional, esperando uma melhora na interação fármaco receptor. 

Esse derivado é o o trans-nitrofenileteno ou β-nitro-estireno ou 1-nitro-2-fenileteno 

(NFe) (Figura 1B). 

A partir da molécula do primeiro derivado, NFe, realizaram-se novas 

modificações em seu padrão molecular com acréscimos do grupamento doador de 

elétrons, metoxila, visando uma melhor estabilidade molecular. O acréscimo do 

grupamento metoxila resultou na molécula de o 1-nitro-2-[(4'- metoxi)-fenil]-eteno ou 

trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe) (Figura 1C). Em outra modificação houve o 

acréscimo de um átomo de cloro no anel aromático resultando na formação do trans-

4-cloro-β-nitroestireno (Cl-NFe) (Figura 1D). Nesse sentido, com base na discussão 

ora apresentada foram levandatas as seguintes hipóteses: (I) haveria melhora da 

potência farmacológica em virtude da restrição conformacional pelo acréscimo de 

uma ligação dupla na cadeia lateral da molécula do NFa? (II) a estabilização da 

molécula resultante do acréscimo de um grupamento doador de elétrons acarretaria 

em melhora da potência? Assim, propõe-se um estudo acerca dos efeitos vasculares 

do NFe, MNFe e Cl-NFe. 

 

               D 

 

  

Figura 1 . Estrutura química do 1-nitro-2-feniletano (A), 1-nitro-2-fenileteno (B), trans-4-metoxi-β-
nitroestireno (C) e trans-4-cloro-β-nitroestireno (D). 
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 

Em virtude dos efeitos farmacológicos do NFa sobre o sistema cardiovascular 

e suas ações estimulantes de guanilato ciclase, essa molécula se tornou um 

instigante foco de pesquisas para nosso grupo. Quando se compara o NFa com 

outras substâncias que tem efeito vasorrelaxantes relacionados a guanilato cilase, 

percebe-se que o NFa tem inúmeras vantagens, tais como; ser uma molécula de 

estrutura química simples e de origem natural, ser acessível para extração, 

apresentar possibilidades relativamente fáceis de modificação molécular por nossos 

colaboradores e ser pouco oneroso financeiramente. 

Com base no exposto ora apresentado, torna-se interessantíssimo o estudo 

dos derivados do NFa como promissoras substâncias de ação vasorrelaxante. Traz-

se a hipótese de que restrição conformacional que resultou no NFe e a adição dos 

grupamentos metoxila ou do átomo de cloro ao NFe que formou o MNFe e o Cl-NFe 

respectivamente tenha melhorado a estabilidade molecular, em vista de aumento da 

afinidade pela guanilato ciclase com intuito de estimulá-la, melhorando dessa forma 

seu potencial farmacológico. 

Espera-se que o NFe, o MNFe e o Cl-NFe se configurem como moléculas 

estimuladoras da guanilato ciclase com perfil farmacológico melhorado em relação 

ao NFa. Portanto, estudar as relações estrutura-atividade dessas moléculas aliadas 

ao padrão de alteração eletrônica faz-se muito relevante, sobretudo pelo fato de 

serem candidatas em potencial a participarem do seleto grupos de substâncias 

estimuladoras da guanilato ciclase.  

Assim, almeja-se que essas substâncias possam ser úteis para um potencial 

desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de hipertensão arterial 

sistêmica e/ou hipertensão pulmonar, configurando-se como uma classe de 

medicamentos distinta das que o Brasil dispõe atualmente para essas doenças. 

Possivelmente também, medicamentos úteis para outros agravos à saúde, tais 

como; disfunção erétil, arteriosclerose, infarto do miocárdio, trombose, dentre outros. 
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_________________________________ 
3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Estudar os efeitos vasculares do 1-nitro-2-fenileteno, do trans-4-metoxi-β-

nitroestireno e do trans-4-cloro-β-nitroestireno, derivados sintéticos do 1-nitro-2-

feniletano em preparações de aorta isolada de ratos normotensos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

� Investigar o mecanismo de ação do 1-nitro-2-fenileteno, do trans-4-metoxi-β-

nitroestireno e do trans-4-cloro-β-nitroestireno em artérias de condutância. 

� Averiguar se há melhora da potência farmacológica ou mudança do 

mecanismo de ação em virtude da restrição conformacional imposta na 

cadeia lateral do 1-nitro-2-fenileteno, derivado do 1-nitro-2-feniletano. 

� Averiguar as inflências de alterações do aspecto eletrônico na potência e/ou 

no mecanismo de ação do trans-4-metoxi-β-nitroestireno e do trans-4-cloro-β-

nitroestireno, derivados do 1-nitro-2-fenileteno. 

� Caracterizar o efeito dos derivados: 1-nitro-2-fenileteno e trans-4-metoxi-β-

nitroestireno em artérias de resistência. 
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_________________________________ 
4 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

4.1 Aniba canelilla 

A A. canelilla (Figura 2) é conhecida popularmente como casca-preciosa, 

casca-do-maranhão, canela-cheirosa, folha preciosa e/ou pau cheiroso, é uma 

espécie da família Lauraceae. Ela é um arbusto que cresce em vários pontos da 

Região Amazônica, Norte do Brasil. Essa espécie de vegetal da Amazônia tem uma 

interessante história, pois foi confundida pelos europeus como um tipo de especiaria. 

 
 

Figura 2 . Aniba canelilla 

Fonte: Kew Garden, London. Crédito: Denise Sasaki, Projecto Flora Cristalino. (Disponível em: 
http://www.kew.org/science/tropamerica/neotropikey/families/Lauraceae.htm; acesso em 15/06/2016) 

 

A terminologia especiaria era empregada na Europa para designar 

mercadorias orientais raras, caras e difíceis de obter. Elas eram compradas secas e 

utilizadas dessa maneira, assim, tinha grande durabilidade, resistência a mofos e 

pragas durante longo tempo de estocagem, desse modo, tornara possível e 

prospero seu comércio, pois suportavam por meses e até anos, travessias por mar 
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ou terra, sem perder as qualidades aromáticas, cosméticas e/ou medicinais 

(NEPOMUCENO, 2005). 

Em busca de acabar o monopólio de especiarias dominado pelos 

portugueses, os europeus de outros países, seguindo mitos de que na Amazônia a 

canela crescia em abundância, seguiram por continente adentro até encontrar 

algumas árvores que julgaram ser canela, mas na verdade o encontrado foi uma 

árvore nativa de vários pontos da Amazônia: A. canelilla, cujo cheiro de canela é 

devido não à presença do aldeído cinâmico (presente no cinamomo verdadeiro), 

mas sim ao NFa (PINTO, 1995). 

A família Lauraceae é formada por 49 gêneros e 2.500 - 3.000 espécies 

sendo considerada uma das famílias mais primitivas. Ela se apresenta amplamente 

distribuídas através das regiões tropicais e subtropicais do planeta (WERFF E 

RICHTER, 1996). As Lauraceae destacam-se pela sua importância econômica. 

Algumas espécies têm sido utilizadas pelas indústrias para a fabricação de diversos 

produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito às comunidades 

tradicionais locais que detêm o conhecimento empírico da utilização dessas plantas 

(MARQUES, 2001).  

O gênero Aniba compreende 41 espécies cujos representantes se encontram 

em sua maioria na Amazônia (MELO et al., 2006). As espécies do gênero Aniba 

destacam-se pelo alto valor econômico, devido à constituição do seu OE, 

encontrado em grande quantidade principalmente no lenho e na casca (MARQUES, 

2001).  

Varias partes das Aniba. canelilla são utilizadas pela população em pratos 

locais, na fabricação de fragrâncias, na aromatização de roupas, além de seu uso na 

medicina popular com infusões da casca da planta que comumente são usadas no 

tratamento de distúrbios gastrintestinais, também usadas como anti-anêmico, 

antidesentérico e anti-espasmódico (MAIA, ZOGHBI E ANDRADE, 2001).  

Com o chá das cascas e folhas a população local também trata o artritismo, e 

o esgotamento nervoso (SILVA, 1977). Usado também no tratamento de sífilis, 

catarro crônico, hidropsia, leucorréia, males do coração e para amenizar a dor após 

a extração de dentes (MORS E RIZZINI 2001). Já o OE é utilizado empiricamente 

contra dermatites, acnes, infecções diversas e ferimentos (TAYLOR, 2005). 
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Estudos experimentais comprovaram que o OEAC tem ação anti-inflamatória 

e antinociceptiva (LIMA, 2008). Evidenciou-se também sua atividade antioxidante 

(SILVA et al., 2007). Estudos realizados em ratos mostraram que o OEAC produziu 

efeitos anti-espasmódicos sobre o músculo liso intestinal, justificando o uso da 

planta em distúrbios do trato gastrintestinal (MAIA, SOUSA E FONTES JUNIOR. 

2003). Há conhecimento de propriedades fungicida desse OE obtido da casca de A. 

canelilla (OGER et al., 1994),  

Foram reportados efeitos cardiovasculares do mesmo OE, em pesquisas 

utilizando ratos normotensos, acordados ou anestesiados, causando hipotensão e 

bradicardia (LAHLOU et al., 2005). Em estudo in vitro, esse OE relaxou contrações 

induzidas por potássio em anéis de aorta de rato, um efeito vasorrelaxante que foi 

reduzido pela remoção do endotélio ou pelo tratamento com atropina (LAHLOU et 

al., 2005). Ainda, o OEAC também inibiu contrações induzidas por fenilefrina em 

anéis de aorta oriundos de SHRs (INTERAMINENSE et al., 2010). 

  

3.2 Efeitos farmacológicos do 1-nitro-2-fenileteno 

Há muito tempo se sabe que o componente principal que produz o odor 

característico da planta Aniba canelilla é o 1-nitro-2-feniletano, entretanto o 

metileugenol também é um importante constituinte volátil do OE desse vegetal. 

Nitroderivados são raros em plantas superiores.  

Recentemente encontrou-se variação sazonal na constituição do óleo 

essencial de algumas espécies de A. canelilla ocorrendo no sudeste do estado do 

Pará. O conteúdo percentual dos dois principais constituintes depende da estação 

do ano, em que no período chuvoso o NFa atinge valores percentuais de 90-95% ao 

passo que o metileugenol permanece com o remanescente de 5-10%. Em contraste, 

na estação seca, o 1-nitro-2-feniletano decresce para 39% enquanto o metileugenol 

ascende para 45% (TAVEIRA et al., 2003). 

De Siqueira et al., (2010) estudando os efeitos cardiovasculares do NFa em 

ratos normotensos anestesiados mostrou que a sua administração intravenosa (i.v.) 

em bolus provocou hipotensão e bradicardia dose-dependentes que foram 

caracterizados em dois períodos (fases 1 e 2). 
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 A fase inicial (fase 1) de hipotensão e bradicardia foi abolida após a 

bivagotomia cervical ou tratamento perineural dos nervos vagos com capsaicina 

para dessensibilizar as fibras sensoriais do tipo C. Essa fase está está ausente 

também após injeção direta no ventrículo esquerdo, mas permanecendo inalterada 

pelo pré-tratamento com o antagonista dos receptores vanilóides TPRV1, 

capsazepina, ou com o antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT3, 

ondansetron. 

 Em ratos acordados, a fase 1 da hipotensão e bradicardia foi também abolida 

pelo pré-tratamento i.v. com metilatropina, um antagonista dos receptores 

muscarínicos. Os dados indicam que o NFa induz a hipotensão e bradicardia rápidas 

(fase 1) mediante reflexo vago-vagal que envolve em parte fibras sensoriais 

aferentes do tipo C, como também por mecanismo eferente colinérgico. Logo, estes 

dados sugerem que o reflexo vago-vagal induzido pelo NFa é iniciado nas aferências 

vagais pulmonares e não nas cardíacas. Porém, o mecanismo de transdução desse 

reflexo ainda não foi definido, e parece não envolver a ativação dos receptores 

vanilóides nem dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 localizados nos nervos vagais 

sensoriais (de SIQUEIRA et al., 2010). Resultados e mecanismos similares foram 

observados para a hipotensão e bradicardia induzidas pelo NFa em ratos 

espontaneamente hipertensos (INTERAMINENSE et al., 2011).  

A fase 2 de resposta hipotensora ao NFa i.v parece resultar principalmente de 

um efeito vasodilatador direto sobre o MLV. Essa hipótese se baseia nas seguintes 

evidências: (i) o NFa exibiu uma resposta vasorrelaxante concentração-dependente 

em anéis isolados de aorta de ratos normotensos (de SIQUEIRA et al., 2010) ou em 

ratos espontaneamente hipertensos (INTERAMINENSE et al., 2011), pré-contraídos 

com fenilefrina; (ii) a resposta hipotensora de fase 2 foi observada após a 

administração de NFa no ventrículo esquerdo, como também não foi abolida pela 

bivagotomia ou tratamento perineural com capsaicina. Finalmente (iii) a fase 2 da 

hipotensão induzida pelo o NFa foi mais potente na pressão arterial diastólica, 

sugerindo que essa resposta é provavelmente devido a uma diminuição na 

resistência vascular periférica (de SIQUEIRA et al., 2010; INTERAMINENSE et al., 

2011). O NFa também apresentou atividade vasorrelaxante independente do 
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endotélio com mecanismo de ação provavelmente relacionado ao estímulo da 

enzima guanilato ciclase (BRITO et al., 2013). 

 

 

4.3 Aspectos gerais do músculo liso 

As células do tecido muscular liso são fusiformes, contraem-se sem controle 

voluntário e são encontradas na maior parte dos órgãos dos sistemas digestório, 

respiratório, urinário e reprodutivo, nos vasos sanguíneos, na pele, no baço e nos 

olhos, sendo chamadas de lisas por não apresentarem as bandas claras e escuras 

que caracterizam as células musculares estriadas (MORANO, 2003 E HIB, 2001). 

Os músculos lisos foram classificados em dois grupos: unitário e multiunitário. 

No músculo liso unitário, as células são acopladas eletricamente, de modo 

que a estimulação elétrica de uma célula é seguida pelo estímulo das células 

musculares lisas adjacentes, isso resulta em uma onda de contração como a 

observada, por exemplo, na peristalse. Além disso, essa onda de atividade elétrica e 

a contração de um músculo liso unitário, pode ser iniciada por uma célula marca-

passo. Por outro lado, as células do músculo liso multiunitário, não são acopladas 

eletricamente, de modo que a estimulação de uma única célula não resulta 

necessariamente na ativação de células musculares lisas adjacentes (BERNE E 

LEVY, 2009). 

Outra consideração trazida por Berne e Levy (2009) é quanto ao padrão de 

atividade: O músculo liso fásico exibe uma atividade rítmica ou intermitente e inclui 

os músculos lisos da parede gastrintestinal e urogenital. Este músculo corresponde 

à categoria unitária porque as células do músculo liso se contraem em resposta à 

potenciais de ação que se propagam de célula à célula. O músculo liso tônico está 

constantemente ativo, por exemplo: MLV, respiratório e alguns esfíncteres. A 

ativação parcial contínua do músculo liso tônico não está associada a potenciais de 

ação, apesar de ser proporcional ao potencial de membrana.  

Alguns músculos lisos estão permanentemente relaxados como o esôfago, 

bexiga e útero. Eles se contraem fasicamente em resposta ao aumento de volume 

e/ou estimulação neural. O tônus muscular vascular determina, em parte, a perfusão 



   

45 

 

de órgãos, taxa de filtração glomerular e resistência periférica e também é o principal 

determinante da pressão sanguínea em adultos (MORANO, 2003). 

A parte central da célula muscular lisa é a mais larga e aloja o núcleo, cuja 

forma é alongada. A maior parte das mitocôndrias e do complexo de Golgi se 

localiza no citoplasma perinuclear, sendo também encontrados ribossomos livres e 

grânulos de glicogênio em abundância (HIB, 2001). 

As fibras musculares lisas são consideravelmente menores, em comprimento 

e em diâmetro, do que as fibras musculares esqueléticas e são afiladas em ambas 

as extremidades (TORTORA, 2006). A célula muscular lisa produz em torno da 

membrana plasmática a lâmina externa que a separa do tecido conjuntivo 

circundante, a membrana também desenvolve invaginações pequenas que invadem 

o citoplasma superficial, as cavéolas, como a membrana delas possui canais e 

bombas de cálcio, acredita-se serem análogos aos túbulos T dos músculos estriados 

(HIB, 2001). A função de armazenamento de cálcio do retículo sarcoplasmático (RS) 

do músculo liso pode ser suplementada pelas cavéolas (SILVERTHORN, 2010). 

As cavéolas são fileiras longitudinais de delicadas e pequenas vesículas 

agrupadas perto da membrana celular (SILVERTHORN, 2010). Elas aumentam a 

relação superfície volume da célula e estão, com frequência, intimamente opostas 

ao RS subjacente. Um espaço de aproximadamente 15 nm tem sido observado 

entre as cavéolas e o RS, comparável ao intervalo entre os túbulos T e as cisternas 

terminais do RS no músculo esquelético (BERNE E LEVY, 2009). 

Os corpos densos são análogos às linhas Z do músculo esquelético, estando 

alguns corpos densos fixados no sarcolema e outros dispersos no citoplasma. 

Durante a contração, aqueles fixados no sarcolema causam o encurtamento da fibra 

em seu comprimento (TORTORA, 2006).  

A conexão entre a inervação e a atividade elétrica, nos músculos lisos 

acontece na junção neuromuscular. Nessa junção, substâncias químicas liberadas 

pelas fibras nervosas alteram as propriedades elétricas das células musculares, 

aumentam ou diminuem a probabilidade de ocorrência de contração, ou a inibe. Isso 

é, de qualquer modo, uma resposta mais variada que a encontrada no músculo 

estriado esquelético, no qual a atividade da junção neuromuscular é direcionada 
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para um só objetivo – o potencial de ação muscular produzir a contração do músculo 

(DAVIES, BLAKELEY, E KIDD, 2002). 

Os fatores que influenciam o controle neural do músculo liso incluem: os tipos 

de inervação e os tipos de neurotransmissores liberados; os receptores para os 

neurotransmissores na membrana celular do músculo; a disposição anatômica dos 

nervos em relação às fibras musculares (DAVIES, BLAKELEY, E KIDD, 2002). 

Em geral o músculo liso é inervado pelo sistema nervoso autônomo. Nas 

artérias é inervado principalmente por fibras simpáticas, enquanto em outros tecidos, 

pode ter inervação simpática e parassimpática. No trato gastrintestinal, o músculo 

liso é inervado por plexos nervosos que formam o sistema nervoso entérico. As 

células musculares lisas de determinados órgãos como o útero não possuem 

inervação. As junções e a transmissão neuromusculares são comparáveis às do 

músculo esquelético, mas têm estruturas menos complexas (BERNE E LEVY, 2009). 

Em relação às propriedades mecânicas; matriz de tecido conjuntivo com 

posição variável, as diversas inervações, sensibilidades, bioquímica e disposição, 

dão ao músculo liso uma variedade muito maior de propriedades mecânicas que os 

tipos estereotipados de músculo esquelético e cardíaco. Essas propriedades 

certamente evoluíram para se ajustar às funções desempenhadas em particular por 

cada tipo de músculo liso (DAVIES, BLAKELEY, E KIDD, 2002). 

A massa do tecido muscular liso pode sofrer hipertrofia, logo, a massa 

muscular lisa também aumenta se um órgão está sujeito a uma elevação mantida no 

trabalho mecânico, processo chamado de hipertrofia compensatória. Um exemplo 

impressionante desse processo ocorre na camada média arterial nos casos de 

hipertensão arterial sistêmica (BERNE E LEVY, 2009).  

O músculo liso é capaz de uma resposta regenerativa eficiente. Ocorrendo 

lesão, as células musculares lisas que permanecem viáveis entram em mitose e 

reparam o tecido destruído. Na regeneração do tecido muscular liso da parede dos 

vasos sanguíneos há também a participação dos pericitos, que se multiplicam por 

mitose e originam novas células musculares (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). 

 

4.4 Funcionamento da maquinaria do músculo liso  
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As principais proteínas do músculo liso são: miosina, actina, calmodulina, 

caldesmon e tropomiosina. A miosina do músculo liso é semelhante à encontrada 

nos músculos estriados e em outras células não musculares (PAIVA E FARIAS, 

2005). Entretanto, tanto os filamentos de miosina como os de actina do músculo liso 

são mais longos que os do músculo esquelético e apresentam uma isoforma de 

miosina diferente (SILVERTHORN, 2010). 

A miosina é um hexâmero composto de duas cadeias pesadas [peso 

molecular (PM) 200.000] e dois pares de cadeias leves (PM 20.000) (PAIVA E 

FARIAS, 2005). Quatro isoformas de cadeia leve de miosina (CLM) já foram 

descritas (QUEVILLON-CHERUEL et al., 1999). Em contraste com a miosina dos 

músculos estriados, a miosina do músculo liso deve ser fosforilada em sua cadeia 

leve por um complexo denominado: cálcio-calmodulina dependente da quinase de 

CLM (como pré-requisito para a ativação e contração). O músculo liso contém 

apenas cerca de 20-30% da miosina encontrada no músculo esquelético (MORANO, 

2003). 

A actina (PM 43.000) é uma proteína globular monomérica que em condições 

fisiológica de repouso se encontra polimerizada na forma de um filamento helicoidal 

duplo. A tropomiosina (PM 66.000) é uma proteína fibrosa, que junto com o 

caldesmon ocupa o sulco formado pelos dois filamentos de actina (PAIVA E 

FARIAS, 2005). 

Os filamentos de actina se irradiam a partir de dois corpos densos, as 

extremidades desses filamentos se superpõem a um filamento de miosina, 

localizado no meio do caminho entre os corpos densos. Alguns corpos densos da 

membrana celular adjacentes estão conectados por pontes de proteína intracelular. 

Faz-se principalmente através dessas conexões que a força da contração é 

transmitida de uma célula para outra (GUYTON E HALL, 2006). 

Segundo Berne e Levy (2009), os filamentos finos do músculo liso possuem 

composição de actina e tropomiosina e estrutura similar à do músculo esquelético. 

Entretanto, o conteúdo celular de actina e tropomiosina é o dobro do encontrado no 

músculo estriado. O músculo liso não possui troponina e nebulina, mas contem duas 

proteínas não encontradas no músculo estriado: caldesmon e calponina. 
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O caldesmon (PM 140.000) apresenta uma estrutura dimérica que se 

encontra associada à actina, na ausência de cálcio. Em presença deste íon, forma-

se o complexo cálcio-calmodulina que se liga ao caldesmon deslocando-o da sua 

ligação com o filamento de actina, expondo assim os seus sítios de ligação com a 

miosina, assim, a caldesmon é uma molécula que direciona e estabiliza o 

acoplamento actomiosina (MANI E KAY, 1996; PAIVA E FARIAS, 2005).  

A calponina possui função similar à caldesmon, diferindo no sítio de ligação. A 

calponina ligada a actina tem a capacidade de inibir a atividade de quebra de 

adenosina trifosfato (ATP) da actomiosina impedindo o movimento do filamento de 

actina (HOROWITZ et al., 1996; MANI E KAY, 1996). 

 A calmodulina é uma proteína ubíqua e extensamente estudada que tem a 

capacidade de regular pelo menos quarenta processos funcionais diferentes – 

atuando na verdade como um poderoso mediador (RANG et al., 2004). Tem PM em 

torno de 16.000, é uma proteína citosólica multifuncional, sendo um importante 

mediador de muitos efeitos regulatórios deste íon em vários sistemas. Tem 4 sítios 

ligantes de cálcio funcionando cooperativamente, ou seja, quando um sítio é ligado a 

um íon cálcio há o aumento da afinidade por mais íons cálcio (HOROWITZ et al., 

1996 E PAIVA E FARIAS, 2005). 

O músculo liso tem menos RS que o músculo esquelético, embora a 

quantidade varie de um tipo de músculo liso para outro. O principal canal para 

liberação de cálcio do RS do músculo liso é um canal acoplado de um receptor de 

trifosfato de inositol (IP3) o qual é um segundo mensageiro gerado na via da 

fosfolipase C (SILVERTHORN, 2010). 

 O músculo liso apresenta uma força de contração de 4 a 6 kg/cm2 sendo 

maior que no músculo esquelético que atinge uma força em torno de 3 a 4 kg/cm2. O 

músculo liso atinge o seu máximo de contração em ½ segundo após a excitação e 

começa a declinar entre 1 a 2 segundos, produzindo um tempo total de contração de 

1 - 3 segundos (GUYTON E HALL, 2006).  

A maioria dos filamentos de miosina apresenta as chamadas pontes cruzadas 

“com posição lateral” o que permite que as células do músculo liso se contraiam em 

até 80% de seu comprimento ao contrário do músculo esquelético que alcançam 

menos de 30%. As cabeças das pontes cruzadas apresentam menos atividade 



   

49 

 

ATPase que no músculo esquelético, de forma que a degradação do ATP, que 

energiza os movimentos das cabeças das pontes cruzadas é reduzida, com 

correspondente baixa na velocidade dos ciclos, gerando uma frequência de 1/10 a 

1/300 da do músculo esquelético. Assim, tanto o início da contração do músculo liso 

quanto sua contração prolongada são causados pela lentidão da conexão e 

desconexão das pontes cruzadas com os filamentos de actina (GUYTON E HALL, 

2006). 

Uma vez que o músculo liso tenha desenvolvido uma contração completa, a 

quantidade de excitação continuada pode ser usualmente reduzida a bem menos 

que o nível inicial e, ainda assim , o músculo mantém sua força de contração. Além 

disso, com sua menor atividade ATPase, a energia consumida para contração é 

menor em comparação com a musculatura estriada esquelética, diminuindo dessa 

forma, a taxa de ciclagem das pontes cruzadas. Desse modo, torna a fase de 

contração mais longa (1/300) o que é chamado de mecanismo de “trava”, assim se 

pode manter uma contração tônica prolongada por horas e com uso de pouca 

energia (GUYTON E HALL, 2006 E SILVERTHORN, 2010) 

A contração desenvolvida pelas proteínas contráteis do músculo liso depende 

primariamente do aumento da concentração de cálcio ionizado no citoplasma 

(VOROTNIKOV, KRYMSKY E SHIRINSKY, 2002). O inicio da contração em 

resposta aos íons cálcio é muito mais lento que nos músculos esqueléticos. O 

aumento na concentração de cálcio pode ser causado nos diferentes tipos de 

músculo liso, por estimulação nervosa da fibra muscular lisa, estiramento da fibra, 

alteração química do ambiente da fibra e estímulos hormonais que se ligam a 

receptores específicos. Alguns receptores são excitatórios, enquanto outros são 

inibitórios, assim, o tipo de receptor determinará se o músculo liso será inibido ou 

excitado e também determina qual dos neurotransmissores causará um dado efeito 

(GUYTON E HALL, 2006). 

Alguns músculos lisos têm potenciais de ação que se assemelham muito aos 

potenciais de ação dos neurônios. Contudo, no nível celular, os potenciais de ação 

no músculo liso são diferentes daqueles dos neurônios e do músculo esquelético já 

que no músculo liso a fase de despolarização se deve principalmente a entrada de 

cálcio, ao invés de sódio. Entretanto, a fase de repolarização é similar à dos 
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neurônios e do músculo esquelético, decorrente da abertura de canais para potássio 

(SILVERTHORN, 2010). 

As membranas das células dos músculos lisos possuem muito mais canais 

para cálcio operados por voltagem do que para sódio, dessa forma o sódio participa 

pouco na geração do potencial de ação da maioria dos músculos lisos. Logo, o 

influxo de íons cálcio é o principal responsável pelo potencial de ação. Isto ocorre de 

maneira autorregenerativa, entretanto os canais para cálcio se abrem muito mais 

vagarosamente que os para sódio e permanecem abertos por um tempo maior 

(GUYTON E HALL, 2006). 

O mesmo cálcio que entra para as células musculares lisas durante o 

potencial de ação, também participa do mecanismo contrátil, de modo que ele é 

responsável por funções simultâneas nesse tipo de músculo tanto durante o 

potencial de ação como no mecanismo contrátil (WEBB, 2003; RANG, 2004).  

Porém, não há necessidade de um potencial de ação para abertura de seus 

canais para cálcio controlados por voltagem. Potenciais graduados podem abrir 

alguns canais para cálcio, permitindo que pequenas quantidades de cálcio entrem 

na célula. Esta entrada de cátions despolariza a célula e abre adicionais canais para 

cálcio controlados por voltagem (SILVERTHORN, 2010). 

 

4.5 Músculo liso e vasculatura  

O papel dos vasos sanguíneos na circulação do sangue é conhecido desde 

1628, quando William Harvey, um anatomista inglês, demonstrou que o sangue nas 

veias sempre corria em direção ao coração. Antes dessa época, se acreditava que o 

sangue era estático ou estacionário, uma parte dentro de vasos e outra dentro de 

lacunas por todo o corpo. Harvey mostrou que o sangue realmente se move apenas 

nos vasos sanguíneos (embora ele não soubesse da existência dos capilares). Nos 

séculos que se seguiram, viu-se que o sistema circulatório tinha função ativa, em 

vez do que meramente passiva e, tudo isso contribui para a homeostase (SCANLON 

E SANDERS, 2007). 

 Um dos principais componentes do sistema vascular é o músculo liso, que 

geram contrações econômicas em ATP e são capazes de resistir à pressão arterial 

(BERNE E LEVY, 2009). O tempo durante o qual miosina do MLV gera a força ou o 
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deslocamento durante as interações actinamiosina (ciclo) é cinco vezes maior em 

comparação a miosina do músculo esquelético (MORANO, 2003). De acordo com 

Zorn (2004) costuma-se agrupar os vasos sanguíneos em vasos da macrocirculação 

e vasos da microcirculação. 

Na macrocirculação, grandes e pequenas artérias, o sangue se move 

rapidamente através da aorta e de seus ramos arteriais. Esses ramos se estreitam e 

ficam mais finos à medida que se aproximam da periferia e também se modificam 

histologicamente. A aorta é uma estrutura predominantemente elástica, mas as 

artérias periféricas tornam-se mais musculares (BERNE E LEVY, 2009). 

 As grandes artérias elásticas têm uma cor amarelada decorrente do acúmulo 

de elastina na túnica média. A artéria aorta e seus ramos contêm várias lâminas 

elásticas com importante função de tornar o fluxo de sangue mais uniforme 

contribuindo para estabilizar o fluxo sanguíneo. Entre as lâminas elásticas da túnica 

média situam-se células musculares lisas, fibras de colágeno, proteoglicanas e 

glicoproteínas (ZORN, 2004). As grandes artérias são conhecidas como artérias 

tônicas porque elas apresentam uma contração tônica e sustentada após a 

estimulação com qualquer mediador contrátil (ROCHA E BENDHACK, 2008). 

A microcirculação é a porção do organismo em que o sangue circula através 

dos menores vasos do corpo, com leito vascular em que os vasos têm diâmetro 

interno muito reduzido. A chamada unidade microcirculatória inclui arteríolas, 

arteríolas terminais, metarteríolas, capilares, precedidos ou não do esfíncter pré-

capilar e, vênulas pós-capilares (SHIMOKAWA, 1996 E BUNDGAARD, 1998). 

As arteríolas variam em diâmetro entre aproximadamente 5 a 10 μm, tem uma 

camada muscular lisa espessa, uma camada adventícia fina e um revestimento 

endotelial. As arteríolas dão origem diretamente aos capilares ou em alguns tecidos 

às metarteríolas (10 a 20 μm de diâmetro) que então dão origem aos capilares. As 

metarteríolas podem ultrapassar o leito capilar e servir como canais diretos para as 

vênulas ou condutos diretos para o leito capilar. As arteríolas que dão origem 

diretamente aos capilares regulam o fluxo sanguíneo através desses capilares pela 

sua constrição ou dilatação. Os capilares formam uma rede de tubos conectados 

com um comprimento médio de 0,5 a 10 mm (BERNE E LEVY, 2009). 
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Ocorrem mudanças na parede vascular da microcirculação de acordo com o 

segmento analisado que refletem em adaptações estruturais que são 

acompanhadas de alterações nos mecanismos bioquímicos, reguladores da função 

microvascular. O número de células musculares lisas tende a diminuir com a 

redução no diâmetro arteriolar. Nas metarteríolas, a camada de células musculares 

lisas é descontínua e a última dessas células forma o esfíncter pré-capilar, antes do 

início do leito capilar. Ao passo que nos capilares, a parede possui uma camada 

única de células endoteliais que reposam sobre a membrana basal (POHL E DE 

WIT, 1999). 

São particularmente importantes, os vasos da microcirculação, nos processos 

de intercâmbio entre o sangue e os tecidos circunvizinhos, tanto em condições 

normais como nos processos inflamatórios (ZORN, 2004). Observam-se também 

importantes diferenças no endotélio microvascular de acordo com o segmento 

vascular analisado (BUNDGAARD, 1998). 

O endotélio não é uma barreira passiva entre o plasma e o líquido 

extracelular, mas um tecido produtor de numerosos e potentes mediadores 

químicos. Esses mediadores controlam ativamente a contração do músculo liso 

subjacente e também influenciam a função de plaquetas e células mononucleares 

(RANG et al., 2004). Sua disfunção, observada nos estágios iniciais na maioria das 

doenças cardiovasculares, surge como um fator preditor independente para eventos 

clínicos na doença coronariana, falência cardíaca e hipertensão arterial sistêmica 

(JOANNIDES, BELLIEN E THUILLEZ, 2006). 

Segundo Paiva e Farias (2005), o MLV é o principal responsável pela 

atividade fisiológica normal do sistema circulatório. Alterações dessa musculatura 

estão ligadas a diversas doenças, tais como a hipertensão arterial, infarto do 

miocárdio e acidentes vasculares cerebrais. Portanto, o estudo do mecanismo de 

seu funcionamento é fundamental para a compreensão e o tratamento das doenças 

desse sistema, em particular, seus mecanismos de contração e relaxamento. 

 

4.6 Mecanismos de contração do músculo liso vascula r  

O cálcio citosólico tem um papel central no controle da contração e do MLV 

(NEERING E MORGAN, 1980). O cálcio extracelular é o responsável por manter 
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contrações sustentadas e na ausência do cálcio extracelular, as contrações por 

agonistas não conseguem se manter por muito tempo, isso acontece em decorrência 

da quantidade de cálcio existente nos estoques internos, ou seja, a medida que as 

reservas de cálcio vão se esvaindo, há o progressivo relaxamento (BOZLER, 1969 E 

DETH E VAN BREEMEN, 1977). O sinal para a contração muscular com ativação do 

complexo acoplamento excitação–contração se faz por dois mecanismos principais: 

eletromecânico ou farmacomecânico (Figura 4). 

A ativação dos canais iônicos dependentes de voltagem e estiramento e, os 

potenciais de ação representam o componente eletromecânico da ativação das 

células musculares lisas (STEPHANS, 2002). Canais para cálcio do tipo L da 

membrana se abrem em resposta à despolarização causada por deformação do 

sarcolema (BÁRÁNY, 1986 E WEBB, 2003). 

O influxo de cálcio mediado pela liberação do RS ou por canais para cálcio 

ativados por receptores representa o mecanismo farmacomecânico, esse 

mecanismo não está diretamente relacionado com influências de diferenças de 

potencial nos dois lados da membrana (SOMLYO E SOMLYO 1990 E AKATA, 

2007).   

Alguns canais permitem a passagem de íons cálcio e outros íons logo, não 

são específicos para cálcio, podendo ser ativados tanto por via farmacomecânica ou 

eletromecânica. Quando ativados podem contribuir com o aumento da [Ca2+]i por 

permitir a passagem de cálcio ou de sódio, causando despolarização da membrana 

e ativação dos canais do tipo L (GUIBERT, DUCRET E SAVINEAU, 2008). 

Embora a [Ca2+]i seja necessária para a contração do músculo liso, a 

sensibilidade da contração ao cálcio é variável. Vários hormônios ou agonistas, por 

exemplo, aumentam a força de contração em determinada [Ca2+]i submáxima, 

resultando assim, em “sensibilização ao cálcio”. O mecanismo básico que contribui 

para a sensibilização ao cálcio envolve a inibição da fosfatase de miosina e o 

aumento efetivo da fosforilação total da CLM, (e, portanto, na força) em uma 

determinada [Ca2+]i submáxima (BERNE E LEVY, 2009). O cálcio citosólico é 

aumentado através de sua liberação dos estoques intracelulares, assim como, pela 

entrada do espaço extracelular através de canais para cálcio (WEBB, 2003). 
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No MLV, o receptor ativado interage com uma proteína G, que por sua vez 

ativa a fosfolipase C (BÁRÁNY, 1986). As proteínas G são heterotrímeros 

compostos de três subunidades: alfa, beta e gama. Durante a ativação, a 

subunidade alfa se dissocia das demais e passa a ativar uma série de eventos. 

Diferenças entre as subunidades alfa conferem especificidade à resposta da 

proteína G. Por exemplo, a subunidade alfa induz vasoconstricção primariamente 

por ativar as fosfolipases celulares (TAYLOR et al., 1999). 

A ativação da proteína quinase C produz contração sustentada e de 

desenvolvimento lento no músculo liso arterial, o que demonstra que essa proteína 

pode estar envolvida na regulação da contratilidade do músculo liso ou em alguma 

outra resposta celular (LEE E SERVERSON, 1994). 

A fosfolipase C é específica para os lipídios de membrana; fosfatidilinositol 

4,5-bifosfato e catalisa a formação de dois potentes segundos mensageiros: 

trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). A ligação do IP3 a receptores sobre o 

RS resulta na liberação de cálcio no citosol. O DAG, juntamente com cálcio, ativa a 

proteína quinase C, que fosforila proteínas-alvo específicas. Finalmente, canais para 

cálcio na membrana também se abrem em resposta à despolarização da membrana 

causada por estiramento da célula muscular lisa (BÁRÁNY, 1986 E WEBB, 2003). 

Por exemplo, a estimulação das fibras simpáticas que inervam às células do 

MLV leva á liberação de noradrenalina. Este neurotransmissor se liga a receptores 

alfa1-adrenérgicos nas células do MLV, resultando na ativação da fosfolipase C 

dependente de proteína-G, que ativa os canais para cálcio dependentes de IP3 no 

RS, elevando consequentemente a [Ca2+]i e causando a vasoconstricção. Outros 

agentes que promovem a vasoconstricção através da cascata de IP3 incluem a 

angiotensina II e a vasopressina (BERNE E LEVY, 2009). 

A contração do músculo liso requer a fosforilação da CLM. Em geral essa 

fosforilação ocorre em resposta ao aumento da [Ca2+]i após despolarização ou em 

presença de agonista (BÁRÁNY, 1986 E BERNE E LEVY, 2009). O aumento da 

[Ca2+]i forma o complexo cálcio-calmodulina e essa associação finda ativando a 

quinase de CLM (KAMM E STULL, 1985). Através da quinase de CLM, pela 

fosforilação do aminoácido Ser19 da cadeia leve regulatória da miosina (REMBOLD, 
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1993 E WEBB, 2003), a quinase de CLM aumenta a sua atividade ATPase 

(SILVERTHORN, 2010).   

Nesse sentido, no músculo liso, a atividade contrátil é determinada 

primariamente pelo estado de fosforilação da CLM (NIIRO E IKEBE, 2001). Mas 

além da ativação da quinase de CLM dependente de cálcio, o estado fosforilado da 

CLM é ainda regulamentado por fosfatatases de CLM, que removem o fosfato de 

alta energia da CLM para promover relaxamento da musculatura lisa (WEBB, 2003).  

O estado fosforilado da miosina inibe a atividade enzimática da fosfatase de 

CLM, dessa forma, permitindo que a CLM permanecer fosforilada, promovendo a 

contração (WEBB, 2003). Quando a fosfatase de CLM está inativa, ocorre a 

manutenção do acoplamento entre os filamentos de miosina e actina (KIZUB et al., 

2010). Assim, a fosfatase de miosina é uma peça chave na regulação do 

componente contrátil através de alteração no estado de fosforilação da miosina 

podendo assim, aumentar ou diminuir as respostas contráteis em resposta a uma 

dada concentração de cálcio (ITO et al., 2004).
 

Quando a atividade ATPase da miosina é alta, a ligação à actina e o ciclos 

das pontes cruzadas aumentam a tensão no músculo (SILVERTHORN, 2010). O 

ciclo para a ativação das pontes cruzadas é realizado através da ligação de alta 

afinidade da miosina e actina em decorrência da ligação do ATP e sua posterior 

hidrólise, com liberação resultante de fosfato inorgânico e transição para estados 

geradores de força resultando em liberação de ADP. A ligação de outro ATP 

promove e repetição do ciclo. (SOMLYO E SOMLYO, 1994). 

Experimentos indicam que a pequena proteína G RhoA e seu efetor Rho 

quinase possuem um importante papel na regulação da atividade da CLM 

(SCHIMIDT E HALL, 2002). Assim, na sensibilidade das proteínas contrateis ao 

cálcio, está envolvida a proteína Rho-GTP presente na membrana do músculo liso e 

o fator Rho quinase (KIMURA et al., 1996).  

A RhoA é um tipo de proteína G monomérica cuja atividade é regulada pela 

ligação de um GTP, uma transição facilitada pelo fator de troca do nucleotídeo 

guanina-Rho que possibilita a troca do nucleotídeo para ativar a RhoA-GDP em 

RhoA-GTP (SCHIMIDT E HALL, 2002). Estudos mostram que há um sistema Rho-
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regulador da fosfatase de CLM (FENG et al., 1999;. KAIBUCHI, KURODA E 

AMANO, 1999.; NAGUMO et al., 2000 E SOMLYO E SOMLYO, 2000). 

 A RhoA inativa está geralmente no citosol, ligada ao GDP e a proteína 

inibidora (inibidor da dissociação Rho-GDP). A ligação do agonista a vários 

receptores acoplados pode ativar a RhoA pela estimulação do fator de troca do 

nucleotídeo guanina para produzir a RhoA-GTP que se localiza no sarcolema e ativa 

a RhoA quinase. A RhoA ativa a RhoA quinase que inibe a fosfatase de CLM (PENN 

E BENOVIC, 2008).  

 

 

 

Figura  3. Regulação da contração do músculo liso – Mecanismo Rho. 
ATP (adenosina trifosfato), Ca2+ (cálcio), Ca2+/calmodulina (complexo cálcio calmodulina), DAG 
(diacilglicerol), Gαβɤ (proteína G), IP3 (trifosfato de inositol), *MLCK (quinase de cadeia leve de 
miosina), MLC (cadeia leve de miosina) P (fosfato), PKC (proteína quinase C) Rho-GEF (fator de 
troca de nucleotídeo guanina).  
FONTE: WEBB, 2003. 

 

Essa inibição da fosfatase de miosina pode ocorrer por um mecanismo direto 

ou indireto (BERNE e LEVY, 2009): a RhoA ativada aumenta a atividade da RhoA-

quinase. Rho-quinase é o agente mais importante neste sistema, a enzima fosforila 
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diretamente a subunidade miosina 130 kDa ligação da fosfatase da CLM e, dessa 

forma, inibe sua atividade (SOMLYO E SOMLYO, 1994). Isso promove o estado de 

contratilidade, desde que a CLM permaneça fosforilada (PENN E BENOVIC, 2008). 

A inibição indireta da fosfatase de miosina pela RhoA quinase, abrange a 

fosforilação do CPI-17, proteína endógena de 17 kDa, que então inibe a fosfatase de 

CLM (BERNE E LEVY, 2009). 

Devido ao antagonismo entre quinase de CLM e a fosfatase de CLM, a 

inibição desta, resulta no aumento na atividade daquela com concomitante aumento 

na força muscular. Sob essas condições, níveis submáximos de cálcio são 

suficientes para gerar força máxima, um fenômeno chamado de aumento de 

sensibilidade ao cálcio (SOMLYO E SOMLYO, 1994). 

A hiperatividade da cascata de sinalização RhoA/RhoA quinase tem sido 

implicada em varias condições patológicas, como a hipertensão e o vasoespasmo. A 

hiperatividade da RhoA/RhoA quinase no MLV de animais hipertensos manifesta-se, 

por exemplo, pelo aumento dos níveis de RhoA ativada, pela hiper-regulação da 

RhoA quinase, pela maior sensibilidade ao cálcio induzida pelo agonista e pela 

redução significativa da pressão sanguínea pelos inibidores de RhoA quinase, 

quando comparada à dos grupos controles normotensos (BERNE E LEVY, 2009). 

Aumento na atividade da RhoA/Rho-quinase, também tem sido evidenciado, 

que pode acarretar no aumento da resposta contrátil podendo contribuir para 

disfunção erétil no pênis e clitóris e para o comportamento espástico das células 

musculares lisas na asma ou aterosclerose (WEBB, 2003). Como também no parto 

prematuro, conforme evidenciado pelos efeitos dos inibidores de RhoA quinase 

(BERNE E LEVY, 2009). A importância da RhoA no músculo liso também é 

evidenciada em inúmeros exemplos de hipercontratilidade, nos quais a inibição da 

RhoA quinase é frequentemente benéfica (ITO, et al., 2004).  

Inibidores farmacológicos da RhoA-quinase como a fasudil e o Y-27632, 

bloqueiam sua atividade por competição com o sitio de ligação do ATP no sitio ativo 

da enzima (WEBB, 2003). Além disso, esses inibidores diminuem a proliferação do 

MLV e reduzido a reestenose, após a angioplastia por balão, em artéria carótida de 

ratos (BERNE E LEVY, 2009). 
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4.7 Mecanismos de relaxamento do músculo liso vascu lar  

A remoção dos estímulos contráteis ou a ação direta de uma substância que 

estimule a inibição do mecanismo contrátil promove o relaxamento do músculo liso 

(WEBB, 2003). O cálcio livre vai sendo removido do citosol e, pela lei de ação das 

massas, um decréscimo do cálcio livre no sarcoplasma, determina que o cálcio se 

desligue da calmodulina (SILVERTHORN, 2010). No estado relaxado do músculo, 

com baixa concentração citoplasmática de cálcio, pouco cálcio está ligado à 

calmodulina, assim, a ativação da quinase é mínina (KAMM E STULL, 1985). Nesse 

sentido, os cientistas concordam que para iniciar o estado de relaxamento, os níveis 

de cálcio no sarcoplasma devem retornar aos níveis de repouso (Figura 4). 

No estado de relaxamento, são fechados os canais para cálcio operados por 

receptor e voltagem e em consequência, há numa redução da entrada do cálcio na 

célula (WEBB, 2003). Há diversos fatores inibitórios que diminuem a [Ca2+]i, 

relaxando o músculo liso. Por exemplo, as drogas bloqueadoras de canais para 

cálcio da classe das diidropiridinas diminuem o influxo de cálcio pelos canais para 

cálcio dependentes de voltagem do tipo L que reduzem o tônus vasomotor. 

Similarmente as drogas que abrem canais para potássio do sarcolema promovem o 

relaxamento por uma hiperpolarização do potencial da membrana, o que reduz o 

influxo de cálcio através dos canais para cálcio dependentes de voltagem (BERNE E 

LEVY, 2009). 

Uma etapa adicional no relaxamento do músculo liso é a desfosforilação da 

CLM. Para realizar a remoção do fosfato e, consequentemente, permitir o 

relaxamento do músculo é necessária a ação da enzima, fosfatase de CLM, sendo a 

velocidade do relaxamento em dependência da concentração dessa enzima 

(DAVIES, BLAKELEY E KIDD, 2002). Portanto, faz-se essa enzima, a principal 

proteína inibitória responsável pelo relaxamento da musculatura lisa vascular (KIZUB 

et al., 2010). A remoção do grupo fosfato da CLM diminui sua atividade ATPase 

(SILVERTHORN, 2010). Quando a fosfatase de CLM está inativa a consequência é 

a manutenção do acoplamento entre os filamentos de miosina e actina (KIZUB et al., 

2010). 

Entretanto, curiosamente, a desfosforilação da miosina não resulta 

automaticamente no relaxamento. Sob condições que não são completamente 
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compreendidas, a miosina desfosforilada pode permanecer ligada a actina por um 

período de tempo, o que caracteriza o estado de tranca (SILVERTHORN, 2010). 

Principalmente no MLV, algumas substâncias como: adenosina, histamina, 

ADP/ATP, trombina e acetilcolina (ACh) atuam por meio do endotélio, por meio do 

chamado fator hiperpolarizante derivado do endotélio ou através da liberação de 

óxido nítrico, sendo também o endotélio o responsável por outras substâncias que 

promovem a vasodilatação como, por exemplo, as prostaciclinas, que relaxam o 

MLV pela formação de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) secundária à ativação 

da adenilato ciclase (FELETOU E VANHOUTTE, 1988 E ARNAL et al., 1999). 

As células endoteliais dos microvasos sintetizam prostaglandina E2 que é um 

vasodilatador direto e também inibe a liberação de noradrenalina das terminações 

nervosas simpáticas, ao passo que os intermediários endoperóxidos das 

prostaglandinas (PGG2, PGH2) são fatores de contração, derivados do endotélio, 

que atuam através de receptores de tromboxano. O endotélio também secreta vários 

peptídeos vasoativos (RANG et al., 2004).  

As primeiras evidências que um fator ou fatores produzidos e liberados pelas 

células do endotélio quando estimuladas pela ACh foram obtidas em estudos com 

anéis de aorta isolada de coelhos (FURCHGOTT, 1983). O receptor para ACh está 

no endotélio vascular e é do tipo muscarínico (FURCHGOTT, ZAWADZKI E 

CHERRY, 1981). A ACh liberada pelas terminações parassimpáticas em alguns 

leitos vasculares resulta na produção de óxido nítrico pelas células endoteliais 

(BERNE E LEVY, 2009). 

Por muitos anos, a identificação desse fator de relaxamento derivado do 

endotélio, óxido nítrico, não foi descoberta pelos cientistas, mesmo quando sua 

presença podia ser demonstrada experimentalmente. Hoje é sabido que esse fator é 

o óxido nítrico, um potente relaxante do MLV (GRUETTER, et al., 1979, 1980, E 

GRUETTER, KADOWITZ E IGNARRO 1981). O óxido nítrico é uma importante 

substância parácrina em muitos sistemas do corpo, inclusive no sistema vascular, 

afetando a contração da musculatura lisa. Esse gás é sintetizado pelo revestimento 

endotelial dos vasos sanguíneos e relaxa a musculatura lisa adjacente e, assim, 

regula o diâmetro dos vasos (SILVERTHORN, 2010). 
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O óxido nítrico relaxa o MLV através da ação do GMPc. Os mecanismos 

moleculares relacionados ao relaxamento vascular dependente de GMPc são 

complexos e podem envolver a ativação de uma fosfatase de CLM e a estimulação 

de uma cálcio-ATPse do sarcolema e/ou a estimulação da captação de cálcio pelo 

RS (BERNE E LEVY, 2004). Estudos mostraram que o relaxamento induzido pelos 

inibidores de fosfodiesterase em artérias coronárias de suínos é devido a um 

aumento de GMPc ou AMPc (KRAMER E WELLS, 1979).  

Experimentos subsequentes revelaram que o óxido nítrico reage com uma 

variedade de tióis formando compostos instáveis de S-nitrosotiois que são potentes 

ativadores da guanilato ciclase (IGNARRO E GRUETTER, 1980; IGNARRO, 

KADOWITZ E BARIC0S, 1981).  

As enzimas que produzem o óxido nítrico são chamadas óxido nítrico sintases 

(NOS) uma de suas isoformas está presente no endotélio que é controlada pela 

cácio-calmodulina intracelular por duas maneiras: muitos agonistas dependentes de 

endotélio (por exemplo, ACh, bradicinina, substância P) aumentam a concentração 

citoplasmática de íons cálcio, consequentemente, o aumento na cálcio-calmodulina 

ativa a NOS; a fosforilação de resíduos específicos na NOS endotelial torna a 

enzima mais ativa numa determinada concentração de cálcio-calmodulina e isso 

pode aumentar a síntese de óxido nítrico na ausência de qualquer alteração na 

[Ca2+]i (RANG et al., 2004). 

O principal estímulo fisiológico que controla a síntese endotelial de óxido 

nítrico nos vasos de resistência é provavelmente o estresse de cisalhamento. Esse 

estímulo é reconhecido por mecanorreceptores endoteliais e transduzidos através de 

uma serina-treoninsa-proteína quinase denominada Akt ou proteínaquinase B 

(RANG et al., 2004). Entretanto, sugere-se, de uma maneira geral, que em 

microvasos, a vasodilatação seja menos dependente de óxido nítrico e esteja mais 

relacionada com o fator hiperpolarizante derivado do endotélio, à medida que há 

redução do diâmetro arteriolar (BUNDGAARD, 1998).  

Ao chegar no interior da célula muscular, o óxido nítrico interage com a 

enzima guanilato ciclase, em seu grupamento heme (com o íon ferro), o que resulta 

na alteração da conformação dessa enzima, dessa forma, ativando-a (DUSSE, et al., 

2003). Há dois tipos de guanilato ciclase: a guanilato ciclase solúvel e a guanilato 
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ciclase particulada (LUCAS et al., 2000), esta está localizada na membrana 

sarcoplasmática, ativada pelo peptídeo natriurético atrial (CHINKERS, et al., 1989) e, 

aquela, na fração solúvel do sarcoplasma, ativada por óxido nítrico (MONCADA, et 

al., 1991). 

Após sua ativação, essas enzimas catalisam a conversão do GTP em GMPc 

através da retirada de dois grupamentos fosfatos da molécula de GTP (RAPOPORT 

et al., 1983; KNOWLES et al., 1992). Como resultado do aumento da concentração 

de GMPc, a proteína quinase G é ativada, levando dessa forma, ao relaxamento do 

MLV como resultante da fosforilação de diversas proteínas que promovem a 

diminuição do influxo de cálcio para o sarcolema, provenientes do meio extracelular 

ou dos reservatórios de cálcio internos (GEWALTIG E KOJDA, 2002).  

Entretanto, segundos após a remoção do óxido nítrico, esse por sua vez deixa 

de ativar a guanilato ciclase, assim a produção de GMPc é inibida (BECKMAN E 

KOPPENOL, 1996). Descreveu-se que para que a guanilato ciclase solúvel possa 

ser ativada há uma dependência das cavéolas, devendo essa enzima ser 

translocada até a cavéola e desse modo ser ativada pelo óxido nítrico. Contudo, a 

função fisiológica dessa associação no relaxamento dos vasos sanguíneos ainda 

não é sabida (ZABEL et al., 2002). 

O GMPc também tem relação com a abertura de canais para potássio 

resultando em hiperpolarização celular e posteriormente a redução do influxo de 

cálcio (ROBERTSON et al., 1993). Contrações induzidas por agonistas rapidamente 

relaxam quando há ausência de cálcio na solução extracelular, pois o cálcio dos 

reservatórios internos vai se esvaziando e não estão sendo repostos (BOZLER, 

1969).  

A elevação do AMPc no MLV através da estimulação de receptores beta-

adrenergicos ou ativação de receptores de adenosina também promove a 

vasodilatação através de fosforilações dependentes do AMPc. Em particular, a 

fosforilação dependente de AMPc da quinase da CLM foi proposta como processo 

de atenuação da elevação dependente de cálcio na atividade da quinase CLM, 

reduzindo assim, a capacidade da quinase de CLM de fosforilar a cadeia leve 

regulatória de miosina (BERNE E LEVY, 2009). 
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A adenosina também pode ativar canais para potássio sarcolemais resultando 

em hiperpolarização da membrana, o que como já descrito, irá diminuir o influxo de 

cálcio pelos canais para cálcio dependentes de voltagem, causando, dessa forma, 

vasodilatação. Assim, a regulação do tônus também se faz utilizando substâncias 

difundíveis como adenosina e o óxido nítrico (BERNE E LEVY, 2009). Verificou-se 

que o AMPc inibe a liberação do cálcio pelos receptores IP3 em ratos (SANDERSON 

et al., 2008).  

Estudos com artérias isoladas de coelhos, cachorros e gatos demonstraram 

que a substancia P também promove o relaxamento de tais vasos, porém, 

estritamente dependente da presença de células endoteliais (FURCHGOTT, 

ZAWADZKI E CHERRY et al., 1981). 

A dilatação dependente do endotélio ocorre em resposta a vários mediadores 

incluindo ACh e bradicinina pode persistir a despeito da inibição completa da síntese 

de prostaglandinas e de óxido nítrico. Este relaxamento é acompanhado de 

hiperpolarização dependente do endotélio no MLV e abolido por uma combinação 

incomum de bloqueadores de canais para potássio cálcio-dependentes (apamina 

mais caribdotoxina), mas não por essas toxinas individualmente ou por inibidores 

relacionados (RANG, et al., 2004). 

Os autores supracitados explicam que essas respostas de hiperpolarização / 

relaxamento são produzidas por um fator de hiperpolarização derivado do endotélio 

distinto dos prostanóides e óxido nítrico, tal fator torna-se progressivamente 

importante, em comparação com o óxido nítrico em artérias cada vez menores. 

Entretanto sua(s) identidade(s) química(s) permanece(m) incerta(s), porém, existem 

atualmente três candidatos principais que não se excluem mutuamente. São eles: 1- 

epoxieicosanóides sintetizados a partir do ácido araquidônico por uma isoforma do 

citocromo P450; 2- propagação eletrotônica da hiperpolarização do endotélio para o 

MLV através de junções intercelulares e 3- potássio liberado do endotélio, que 

paradoxalmente hiperpolariza o MLV ao ativar canais para potássio retificadores de 

orientação interna (que podem ser bloqueados por íons de bário) e a bomba de 

sódio/potássio eletrogênica (que pode ser bloqueada por ouabaína). 
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Figura 4. Mecanismo de contração e relaxamento. 
Ca2+(cálcio), CaM (complexo cálcio-calmodulina) Ins(1,4,5)P3 (trifosfato de inositol), MLC (cadeia leve 
de miosina), MLCK (quinase de cadeia leve de miosina), MLCP (fosfatase de cadeia leve de miosina), 
NO (óxido nítrico), P (fosfato), PLC-β (fosfolipase C -β), PKC (proteína quinase C), SR (retículo 
sarcoplasmático), VGC (canal operado por voltagem) 
FONTE: PUETZ, LUBOMIROV E PFITZER, 2009. 
 

 

4.8 Regulação da concentração citoplasmática de cál cio 

A maior parte do cálcio numa célula em repouso é retida em organelas, 

particularmente no RS e nas mitocôndrias, de modo que a [Ca2+]i, é mantida em 

baixos níveis, da ordem de 10-7 mol/l. A concentração de cálcio no líquido tecidual é 

cerca de 2,4 mol/l, de modo que existe um gradiente que favorece a entrada do 

cálcio. Sua concentração é mantida em baixos níveis, através de mecanismos de 

transporte ativo que ejetam cálcio através da membrana enquanto o bombeiam para 

dentro do RS, bem como através da permeabilidade das membranas 

sarcoplasmática ao cálcio (RANG et al., 2004). 
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Na maioria dos tipos de músculo liso, quase todos os íons cálcio que causam 

contração, prové--m do meio extracelular (GUYTON E HALL, 2000). Os mecanismos 

que acoplam a ativação no músculo liso envolvem dois reservatórios de cálcio um no 

compartimento extracelular e outro no RS. O sarcolema regula o influxo e efluxo de 

cálcio a partir das reservas extracelulares de cálcio. As membranas do RS 

determinam movimentos de cálcio entre o citoplasma e o reservatório intracelular 

(BERNE E LEVY, 2009).  

Através da membrana sarcoplasmática, o cálcio pode entrar no interior da 

célula por meio dos canais para cálcio operados por voltagem que abrem quando há 

despolarização da membrana sarcoplasmática, ao passo que uma hiperpolarização 

diminui a probabilidade de abertura desses canais resultando em relaxamento 

(MCFADZEAN E GILSON, 2002). 

Há dois tipos principais de canais para cálcio no MLV: tipo long lasting 

chamado de L e tipo transient chamado de T. Os canais tipo T são ativados por 

despolarizações menos intensas que as do tipo L, são de baixa voltagem, com 

correntes transitórias de inativação rápida e pequena condutância (NILIUS et al., 

1985). A ativação dos canais tipo L, passando pela transição do estado fechado para 

o aberto, é devida à despolarização da membrana celular e a desativação ocorre 

quando a membrana celular é repolarizada ou hiperpolarizada. São lentamente 

inativados, e são os únicos canais sensíveis aos bloqueadores de cálcio do tipo 

diidropiridinas. A distribuição dos canais L e T é variável, porém, há uma 

preponderância dos canais do tipo L, que por isso são os mais estudados 

(ALBERNETHY E SOLDATOV, 2002).  

Com base em uma combinação de critérios eletrofisiológicos e farmacológicos 

foi sugerido que existem outros tipos de canais para cálcio, além dos T e L. Canais 

para cálcio N, que tem baixo limiar de ativação e inativação lenta, principal fonte de 

liberação de neurotransmissores das terminações nervosas. Os canais do tipo P e Q 

têm propriedades semelhantes, também tem baixo limiar de ativação e inativação 

lenta, localização nas terminações nervosas. Canais do tipo R têm inativação rápida 

e baixo limiar (RANG et al., 2004). 

As células musculares vasculares contêm canais para cálcio ativados por 

estiramento, que se abrem quando uma pressão ou outras forças deformam a 
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membrana celular. Como a contração neste caso é originada como uma propriedade 

própria da fibra muscular, ela é conhecida como contração miogênica. Estas 

contrações são comuns nos vasos sanguíneos que mantém uma quantidade de 

tônus o tempo todo (SILVERTHORN, 2010). 

Dentre os canais catiônicos não seletivos na membrana sarcolemal, podemos 

citar os canais para cálcio operados por estoques (PUTNEY, 1997). Esses canais 

são ativados pela depleção de cálcio dos estoques intracelulares, possibilitando a 

recarga desses estoques através da entrada capacitiva do cálcio. Os canais para 

cálcio operados por estoques, provavelmente, não têm somente esse papel, mas 

também participam na promoção da contração sustentada, que pode ocorrer 

diretamente ou através de estimulação indireta, por despolarização da membrana 

(CLAPHAM et al., 2001). 

Todas as células eucarióticas contêm um retículo endoplasmático, que no 

tecido muscular é chamado de RS. Tipicamente as membranas do retículo 

endoplasmático constituem mais do que a metade do total de membrana de uma 

célula animal média. Está organizado em uma rede de labirintos e tubos ramificados 

e sacos achatados que se estendem por todo o citosol, acredita-se que todos os 

tubos e sacos se interconectem, de forma que a membrana do retículo forma uma 

folha contínua que engloba um espaço interno único. Esse espaço altamente 

enrolado é denominado lúmen ou espaço de cisterna do retículo e, frequentemente 

ocupa mais de 10% do volume total da célula. Sua membrana separa seu lúmen do 

citosol e intermedeia a transferência seletiva de moléculas entre esses dois 

compartimentos (ALBERTS et al., 1997).  

Quando um potencial de ação é transmitido para as cavéolas, admite-se que 

isso irá excitar a liberação de íons cálcio pelos túbulos sarcoplasmáticos contíguos, 

da mesma maneira que os potenciais de ação, nos túbulos transversos no músculo 

esquelético, acarretam a liberação de íons cálcio pelos seus túbulos 

sarcoplasmáticos longitudinais. Em geral, quanto mais extenso for o RS na fibra 

muscular lisa, maior será a velocidade em que ocorrerá a contração, 

presumivelmente porque a entrada de cálcio através da membrana celular é muito 

mais lenta que a liberação interna de íons cálcio pelo RS (GUYTON E HALL, 2000).  
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O RS contém o canal para cálcio dependente de cálcio, também chamado de 

receptor de rianodina, que pode ser ativado nos períodos de influxo de cálcio através 

do sarcolema. Aberturas espontâneas de curta duração dos receptores de rianodina 

resultam em elevações localizadas da [Ca2+]i (BERNE E LEVY, 2009). A 

concentração sarcoplasmática de cálcio também pode ser aumentada por 

receptores de IP3 presentes na membrana do RS (BÁRÁNY, 1986 E WEBB, 2003). 

Tanto os receptores de IP3 quanto os receptores de rianodina também são 

sensíveis ao cálcio e se abrem mais rapidamente se a [Ca2+]i estiver aumentada. 

Isso significa que a liberação tende a ser regenerativa, visto que uma ‘baforada’  

inicial de cálcio resulta em maior liberação produzindo ‘descargas’ ou ‘ondas’ 

localizadas de liberação de cálcio (RANG et al., 2004). 

No intuito de conseguir o relaxamento, após a contração do músculo liso, se 

faz preciso remover os íons cálcio que circundam os filamentos de actina e miosina 

(GUYTON E HALL, 2000). Já está bem estabelecido que um transporte ativo é 

necessário para retirar o cálcio ionizado do sarcoplasma para o interior do RS e esse 

transporte de cálcio é mediado por um transportador localizado na membrana do 

RS, conhecido como SERCA (FLOYD E WRAY, 2007).  

A SERCA é cálcio-magnésio-ATPase que quando fosforilada se liga a dois 

íons cálcio o os translocam para o lúmen do RS, atuando contra uma gradiente 

eletroquímico utilizando energia da hidrólise do ATP. O magnésio é necessário para 

a atividade da enzima, que se liga ao sítio catalítico da ATPase para mediar a 

reação (OLOIZIA E PAUL, 2008). Estudos recentes mostraram que existem 

proteínas como calsequestrina e calreticulina que auxiliam captando o cálcio para a 

diminuição da concentração de cálcio do sarcoplasma (OLOIZIA E PAUL, 2008 E 

WEBB, 2003). 

A membrana plasmática também contém cálcio-magnésio-ATPase, que 

fornece um mecanismo adicional para reduzir a concentração de cálcio na célula. 

Essa enzima difere da presente no RS, pois tem um domínio auto-inibitório que pode 

interagir com a calmodulina causando estimulação da bomba de cálcio da 

membrana sarcoplasmática (WEBB, 2003).  

Há também a presença de um trocador 3-sódio/cálcio na extrusão do cálcio 

para o meio extracelular. A extrusão do cálcio da célula compete com o sequestro do 
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cálcio pelo RS pela SERCA e assim, reduz o acúmulo de cálcio no RS. Supõe-se 

que uma diminuição de cálcio no RS resulte na liberação de um fator de influxo de 

cálcio pelo RS que ativa canais para cálcio dependentes de estoque no sarcolema 

próximo ao RS juncional, permitindo que o RS se reabasteça completamente de 

cálcio a partir do líquido extracelular. Entretanto as identidades dos fatores de influxo 

de cálcio ainda não estão identificadas. Porém, está claro que a contração mantida 

do músculo liso requer cálcio extracelular (BERNE E LEVY, 2009). 

 

 
 

 
 
Figura 5.  Mecanismo de regulação do cálcio. 
ADP (adenosina difosfato), ATP (adenosina trifosfato), Ca (cálcio), IP3R (receptor de trifosfato de 
inositol), K (potássio), Na (sódio), Ryr (receptor de rianodina), SERCA (transportador ativo de cácio), 
SR (retículo sarcoplasmático).  
FONTE: WRAY E BURDYGA, 2010. 
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4.9 CANAIS IÔNICOS E TÔNUS VASCULAR  
 
 

Existem muitos canais que permitem a passagem de íons que participam do 

controle do tônus do MLV, alguns com participação maior na contração e outros com 

maior participação no relaxamento. Os íons cálcio são os principais no desencadear 

da contração do MLV.  

Os principais canais por onde esses íons transitam, gerando influxo, são 

segundo Putney (1990); canais para cálcio operados por receptor, canais para cálcio 

operados por voltagem e canais para cálcio operados por estoque. Os canais para 

cálcio operados por receptor, gundo Webb (2003) são ativados pelo acoplamento 

farmacomecânico, resultantes da ligação de um agonista a receptor específico que 

ativa a fosfolipase C, que por sua vez forma os segundos mensageiros IP3 e DAG. 

Este ativa canais para cálcio na membrana sarcoplasmática e aquele ativa outros 

tipos de canais presentes na membrana do RS. 

O aumento da concentação de cálcio que resulta em contração do MLV 

mediada por canais para cálcio dependentes de voltagem é chamado de 

acoplamento eletromecânico (SOMLYO E SOMLYO, 1968). Quando há depleção de 

cálcio no RS os canais para cálcio operados por estoque são ativados (PAREKH E 

PUTNEY, 2005). 

No que concerne ao relaxamento do MLV, os principais canais adjuvantes são 

canais para potássio, pois contribuiem muito para regulação do tônus vascular. 

Segundo Skiker e colaboradores (2010), a ativação de canais para potássio nas 

células musculares lisas das artérias, causa hiperpolarização do sarcolema, 

resultando no relaxamento do MLV. 

Existem uma imensa variedade de tipos e subtipos de canais para potássio no 

MLV, porém, os principais são: canais para potássio sensíveis a voltagem, canais 

para potássio sensíveis ao ATP e canais para potássio sensíveis ao cálcio e canais 

para potássio de influxo retificador.  

Os canais para potássio sensíveis à voltagem tem forte participação no 

relaxamento do MLV por gerar hiperpolarização. Esses canais podem ser 

bloqueados por 4-aminopiridina (4-AP) ou tetraetilamônio (TEA) (BRAYDEN, 1996; 

LOVREN E TRIGGLE, 1998). Os canais para potássio sensíveis ao ATP podem ser 
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bloqueados por TEA, glibenclamida e tolbutamida. Eles se abrem quando há uma 

redução nos níveis intracelulares de ATP (WU et al., 1995; LANDRY E OLIVER 

1992). Os canais para potássio sensíveis ao cálcio são ativados pelo aumento da 

concentração de cálcio intracelular e por despolarização (BRAYDEN, 1996; 

NELSON E QUAYLE, 1995). Por ultimo, segundo Wellman et al. (1995), os canais 

para potássio de influxo retificador, podem ser inibidos por TEA ou bário. Eles 

produzem influxo de potássio durante a diminuição do potencial de membrana e 

produzem efluxo de potássio durante o aumento do potencial de membrana celular 

do MLV. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Sais e soluções 

As soluções fisiológicas foram preparadas usando sais de grau de pureza 

analítica, adquiridos da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O meio 

de perfusão utilizado foi uma solução de Krebs-Henseleit modificada (KHM) com 

tampão de bicarbonato com a seguinte composição (em mM): NaCl (118,4), KCl 

(4,75), KH2PO4 (1,18), NaHCO3 (25,0), MgSO4 (1,18), CaCl2 (1,9) e glicose (5). As 

soluções sem Ca2+ foram preparadas pela omissão do CaCl2 na solução de KHM e o 

acido β-amino-etil-éter-N,N,N’,N’-tetracético (EGTA) foi diretamente adicionado 

nessa solução. Os derivados do NFa foram gentilmente cedidos pelo Dr. Prof. 

Rosivaldo dos Santos Borges, da Universidade Federal do Pará. Sua dissolução foi 

feita em etanol (40%) e água (60%). As demais drogas foram diluídas conforme 

orientação do fabricante. 

 

5.2 Síntese do 1-nitro-2-feniletano (NFe), trans-4-metoxi- β-nitroestireno (MNFe) 

e trans-4-cloro- β-nitroestireno (Cl-NFe) 

O NFe foi sintetizado através de quatro reações sintéticas clássicas. A 

primeira pela redução do nitrofenileteno usando paládio-carbono em metanol. A 

segunda pela reação do bromo-etilbenzeno com nitrito de sódio em 

dimetilformamida. A terceira pela reação entre o brometo de benzila com 

nitrometano usando metóxido de sódio como catalisador em dimetilformamida. A 

quarta reação pela através da redução de Wolff-Kishner do grupo cetona do 

benzoilnitrometano usando hidrato de hidrazina em solução de hidróxido de potássio 

em etilenoglicol (TODD, 1948; DAUBEN et al., 1963; MARKOFSKY, 2000; 

PARYZEK et al., 2003). 

O MNFe foi sintetizado através do procedimento do Claisen-Schmitd (VOGEL 

et al., 1898; FORD et al., 1994). Para sua obtenção foi utilizado o p-anisaldeído e 

nitrometano como substratos (0,1 e 0,12 eq., respectivamente). O aldeído aromático 

foi convertido, com um rendimento de 96%, para β-nitroestireno por tratamento com 

0,05 eq. de NaOH em metanol e água a 0-10°C (1:2) ( ROSINI, 1991). O precipitado 

resultante foi filtrado e seco sob vácuo para gerar o derivado β-nitroestireno 
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desejado, MNFe. O produto trans é mais preferencial do que o cis dado ao fato que 

tal reação estereoseletiva fornece um produto de baixa energia. O composto obtido 

foi cristalizado em etanol como cristais sólidos de cor amarela; ponto de fusão 86,6-

88, 2°C (86-88 °C; padrão de Sigma-Aldrich). O prod uto final foi identificado por 

RMN (1H e 13C RMN) e por técnicas de espectroscopia (FT-IR) e comparado com a 

literatura (WANG E WANG, 2002). 

 O Cl-NFe foi sintetizado através da utilização do procedimento do Claisen- 

Schmitd (VOGEL et al., 1898; FORD et al., 1994) para sua obtenção foi utilizado o 

utilizando p-cloro-benzaldeído e nitrometano como substratos ( 0,1 e 0,12 eq., 

respectivamente). O aldeído aromático foi convertido, com um rendimento de 94%, 

para o correspondente β-nitroestireno por tratamento com 0,05 eq. de NaOH em 

metanol e água a 0-10 ° C ( 1 : 2 ) (ROSINI, 1991).  O precipitado resultante foi 

filtrado e seco a vácuo para gerar o derivado de Cl-NFe desejado. O produto trans é 

preferencial ao cis devido à reação estereoseletiva dá um produto de baixo consumo 

de energia. O composto do título foi cristalizado em etanol na forma de cristais 

sólidos e amarelos; ponto de fusão 112,6-114,9 °C ( 112-116 °C ; padrão de Sigma - 

Aldrich ) . O produto final foi identificado por ténicas de espectroscopia comparados 

com a literatura (WANG E WANG, 2002) 

 

5.3 Drogas utilizadas 

 

Tapsagargina, MDL-12,330A, cloridrato de acetilcolina, cloridrato de 

fenilefrina, indometacina, 4-aminopiridina, azul de metileno, cafeína, éster de forbol, 

tetraetilamônio, azul de metileno, verapamil, 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-

1-one , acido β-amino-etil-éter-N,N,N’,N’-tetracético, L-nitroarginina metil ester e 

ortovanadato de sódio. Todas as drogas foram aquiridas pela empresa Sigma-

Aldrich. 

 

5.4 Animais 

Foram utilizados ratos machos adultos, Wistar normotensos, com peso 

corpóreo entre 200 e 300g, provenientes do Biotério da Universidade Federal do 

Ceará, mantidos sob temperatura ambiente constante (22 ± 2°C), ciclo claro escuro 
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padrão (12 horas claro/12 horas escuro), com água e alimento ad libitum. Os 

experimentos foram realizados após a aprovação pelo Comitê de Ética para Uso de 

Animais da Universidade Federal do Ceará sob o numero do protocolo: nº126/14. Os 

experimentos foram realizados também de acordo com normas de manipulação de 

animais de laboratório preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). 

 

Os experimentos foram realizados em artéria aorta, artéria pulmonar e artérias 

mesentéricas (3º ramo). 

 

5.5 Registro da atividade contrátil em artérias de condutância (artéria aorta e 

artéria pulmonar) 

Os animais foram sacrificados por exanguinação após anestesia com 

tribromoetanol 2% (1 mL/kg) seguido por uma abertura na face ventral do tórax para 

retirada dos pulmões e só posteriormente a aorta torácica.  

Pulmões e coração, conectados, foram colocados em uma placa de petri 

contendo solução KHM gelada (0-4ºC) e aerada com ar ambiente em 

borbulhamento, em seguida, procedeu-se a retirada dos segmentos extralobares da 

artéria pulmonar. Retirou-se também a artéria aorta. Em outros experimentos abriu-

se a cavidade abdominal para retirada da artéria mesentérica superior. O tempo de 

dissecação não foi superior a 30 min. Os tecidos conectivos presentes nas 

diferentes artérias utilizadas nesse estudo foram delicadamente retirados. 

A aorta e artérias pulmonares foram cortadas em anéis (4 a 5 mm de 

comprimento) e em seguida, os anéis foram montados em dois triângulos feitos com 

fio de aço e presos também por meio de fios de aço inoxidável em que uma das 

extremidades da preparação estava conectada a um transdutor de força e a outra a 

uma base fixa. Os anéis foram suspensos em cuba para órgão isolado de 5 mL 

contendo solução de KHM a 37 °C (pH = 7,4), continu amente gaseificada com 

mixtura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) (Figura 6). No intuito de aumentar a 

variabilidade, foram realizados protocolos experimentais diferentes para cada 

animal. 
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Figura 6 . Representação esquemática do aparelho de sistema de registro para o 
estudo da contratilidade de anéis aorta de ratos (FONTE: ALVES-DE-ALMEIDA, 
2004). 

 

 

Nos protocolos experimentais realizados em preparações sem endotélio 

funcional, o mesmo foi retirado através de delicada fricção do lúmen do anel de 

aorta com um fio de aço. As preparações de aorta foram contraídas com uma tensão 

passiva de 1g (aorta) e 0.5g (artéria pulmonar) por 60 minutos (período de 

estabilização). A tensão desenvolvida foi registrada com uso de transdutor de força 

isométrico (ML870B60/C-V, AD Instruments) conectado a um sistema de aquisição 

de dados (PowerLabTM 8/30, AD Instruments) (Figura 6). 

 

5.6 Registro da atividade contrátil no terceiro ram o de artéria mesentérica 

superior  
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Após a eutanásia dos animais como descrita anteriormente, precedeu-se a 

retirada do leito mesentérico ainda associado ao intestino colocado em uma placa de 

Petri contendo solução nutridora oxigenada e gelada (1-5°C). Foram retirados os 

tecidos conectivos dos terceiros ramos da artéria mesentérica superior (quatro anéis 

por animal). Os anéis foram cortados em segmentos de 2 mm de comprimentos e 

montados horizontalmente no sistema para vasos mesentéricos, miógrafo de agulha 

610M-DMT (DMT, Aahus, Dinamarca), descrito por Mulvany e Halpern (1977). 

(Figura 7). 

Foram inseridos dois fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) na luz do anel do 

terceiro ramo da artéria mesentérica superior. Os anéis foram colocados dentro da 

cuba imersos na solução nutridora a 37 °C e gaseifi cada com mistura carbogênica. 

Um dos fios fixado a um micrômetro (controle da tensão) e o outro conectado a um 

transdutor de força (mensuração da força isométrica) que foi expressa em milinilton. 

Os tecidos passaram por um período de estabilização de uma hora com posterior 

normalização para estabelecer a tensão ideal para cada anél de arteríola 

(MULVANY; HALPERN, 1977). Após a normalização, os tecidos passaram por mais 

1 h de estabilização com lavagem das preparações (retirada de metabólitos) cada 15 

minutos. 
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Figura 7.  Esquematização da maquinaria usada para experimentos com artérias de 

resistência. Fonte: Laboratório Farmacologia do Músculo Liso - UFC 

 

Depois do processo de montagem dos segmentos arteriais no aparelho de 

contração para vasos de resistência, promoveram-se contrações desencadeadas 

pela adição de concentração submáxima de potássio (K60 mM) a fim de averiguar a 

viabilidade do tecido (contrações de amplitude similar) Logo após, houve o retorno 

para sua tensão basal (lavagem das preparações com solução KHM). Foram 

considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento induzido pela 

acetilcolina (1 µM) foi igual ou superior a 80% da contração induzida por K30 mM. 

 

5.7 Protocolos experimentais  

Ao término do período de estabilização, contrações controles foram induzidas 

pela adição de concentração submáxima de potássio (KCl, 60 mM) no banho. 

Quando duas contrações sucessivas apresentaram uma magnitude similar, as 

preparações foram consideradas em equilíbrio (teste de viabilidade da preparação). 

Em seguida, foi adicionada a fenilefrina (0,1 μM) para induzir uma contração 
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sustentada, sobre a qual foi adicionada a ACh (1 μM) com o objetivo de confirmar a 

presença ou ausência de endotélio nas preparações.  

Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento 

induzido pela ACh foi igual ou superior a 80% da contração induzida pela fenilefrina 

(0,1 μM). Os efeitos vasculares dos derivados do NFa foram estudados usando 

concentrações crescentes (0,1-100 μg/mL) e cumulativas respeitando um tempo de 

incubação de 5 minutos para cada concentração testada.  

As preparações controles passaram pelos mesmos passos de viabilidade do 

tecido e teste de endotélio, com administração, a posteriori, somente o veículo onde 

os derivados foram dissolvidos (etanol e água destilada). O seu traçado foi 

registrado no mesmo intervalo de tempo das preparações experimentais. A 

concentração máxima de etanol dentro das cubas para órgãos isolados em que 

estavam as preparações foi de 2%. Após a realização do teste de viabilidade da 

preparação e o teste da presença do endotélio como descrito acima, as seguintes 

séries de experimentos foram realizados no intuito de caracterizar o mecanismo de 

ação do efeito vasorrelaxante dos três nitroderivados estudados em preparações de 

aorta, artéria pulmonar e mesentérica superior: 

 

5.7.1 Estudo em anéis de aorta 

 

Série 1. Efeito do 1-nitro-2-fenileteno e trans-4-m etoxi- ββββ-nitroestireno sobre o 

tônus basal  

Esta série foi realizada para avaliar os efeitos do NFe e MNFe (0,1-100 μg/mL 

correspondendo a 0,67-670,46 e 0,55-558,12 µM respectivamente) sobre o tônus 

basal de preparações de anéis de aorta com endotélio funcional. Os efeitos do veículo 

(v/v%) foram também estudados.  

 

Série 2. Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno, do trans-4-metoxi- ββββ-

nitroestireno e do trans-4-cloro- β-nitroestireno sobre as contrações induzidas 

por fenilefrina e papel do endotélio  

 Os efeitos de concentrações crescentes do NFe, MNFe e Cl-NFe (0,1-100 

μg/mL correspondendo a 0,67-670,46, 0,55-558,12 e 0,54-544,69 µM, 
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respectivamente) foram estudados após a indução de contrações sustentadas com 

fenilefrina (1 μM) em preparações de aorta com ou sem endotélio. Em alguns 

experimentos com os derivados NFe e MNFe, preparações com endotélio funcional 

foram pré-tratadas (20 minutos) com L-NAME (100 µM) no intuito de bloquear a 

síntese de óxido nítrico através da inibição da NOS ou com indometacina (10 µM) 

para bloquear a síntese de prostaglandinas através da inibição da enzima 

cicloxigenase. 

 

Série 3. Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno, do trans-4-metoxi- ββββ-

nitroestireno e do trans-4-cloro- β-nitroestireno sobre as contrações induzidas 

por potássio  

 Os efeitos de concentrações crescentes do NFe, MNFe e Cl-NFe (0,1-100 

μg/mL correspondendo a  0,67-670,46, 0,558-558,12 e 0,54-544,69 µM, 

respectivamente) foram estudados após a indução de contrações sustentadas com 

potássio (60 mM) em preparações com ou sem endotélio. 

 

Série 4. Efeito relaxante dos nitroderivados sobre as contrações induzidas por 

fenilefrina: investigação do papel da guanilato cic lase, canais para potássio e 

adenilato ciclase 

 Em outro grupo de experimentos, a fim de avaliar o papel da guanilato ciclase 

no efeito relaxante dos nitroderivados (0,1-100 µg/mL correspondendo a 0,67-

670,46, 0,55-558,12 e 0,54-544,69 µM para NFe, MNFe e Cl-NFe  respectivamente) 

foram realizados experimentos em preparações contendo endotélio funcional, 

incubadas por 20 minutos com ODQ (10 μM) [NFe, MNFe e Cl-NFe] ou azul de 

metileno (100 µM) [NFe e MNFe]. Outras preparações foram pré-tratadas com TEA 

(5 mM, bloqueador inespecífico dos canais para potássio) [NFe, MNFe], 4-AP a 1 

mM (bloqueador seletivo dos canais para potássio sensíveis à voltagem) [MNFe], ou 

MDL-12,330A (3 µM, inibidor da enzima adenilato ciclase) [NFe e MNFe]. 

 

Série 5. Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno e  do trans-4-metoxi- ββββ-

nitroestireno sobre as contrações induzidas por caf eína em preparações 

mantidas em meio isento de cálcio  
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Esta série foi realizada com o intuito de avaliar os efeitos dos derivados em 

contrações induzidas pela cafeína em meio sem Ca2+. Após o período de 

estabilização, as preparações contendo endotélio foram contraídas com K+ (60 mM) 

para reabastecer os estoques intracelulares de cálcio e em seguida foram lavadas 3 

vezes por um período de 6 minutos com solução de KHM sem Ca2+ contendo EGTA 

(1 mM) mantida a uma temperatura de 25ºC. Em seguida, foi adicionada solução de 

KHM contendo cafeína (20 mM) ao banho produzindo uma contração transitória.  

As preparações foram lavadas com o KHM com Ca2+, e o K+ (60 mM) foi 

adicionado ao banho para promover o retorno do Ca2+ aos estoques intracelulares. 

Em seguida, novamente, as preparações foram lavadas três vezes por um período 

de 6 minutos com solução de KHM sem Ca2+ e uma do NFe (3 e 10 µg/mL) ou 

MNFe (10 e 30 µg/mL) foi adicionada 5 minutos antes da uma nova administração de 

solução de KHM com cafeína (20 mM). A amplitude das contrações por cafeína foi 

expressa como percentagem em relação à contração de K+ 60 mM (na presença 

Ca2+) de que logo precedeu a contração por cafeína. 

 

Série 6. Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno e  do trans-4-metoxi- ββββ-

nitroestireno sobre as contrações induzidas por fen ilefrina em preparações, 

mantidas em meio isento de cálcio 

Esta série foi realizada com o intuito de avaliar os efeitos do NFe e MNFe 

sobre contração induzida pela fenilefrina em meio sem Ca2+. Após o período de 

estabilização e teste de endotélio as preparações contendo endotélio foram 

contraídas com K+ (60 mM) para reabastecer os estoques intracelulares de cálcio e 

em seguida foram lavadas três vezes por um período de 6 minutos com solução de 

KHM sem Ca2+ contendo EGTA (1 mM). Logo após, foi adicionada fenilefrina (1 µM) 

ao banho produzindo uma contração transitória. A preparação foi lavada com o KHM 

com Ca2+, e o K+ (60 mM) foi adicionado ao banho para promover o retorno do Ca2+ 

aos estoques intracelulares.             

As preparações foram lavadas três vezes por um período de 6 minutos com 

solução de KHM sem Ca2+ e uma concentração (10 ou 30 µg/mL) de um dos 

nitroderivados em estudo foi adicionado 5 minutos antes de uma nova administração 

fenilefrina (1 µM). A amplitude das contrações por fenilefrina foi expressa como 
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percentagem em relação à contração promovida por K+ (60 mM) que logo precedeu 

a contração por fenilefrina. Para avaliar se o efeito inibidor do MNFe (30 µg/mL) 

depende da guanilato ciclase, algumas preparações foram pré-tratadas 20 minutos 

antes da contração temporária gerada por fenilefrina com 10 µM ODQ. 

 

Série 7. Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno e do trans -4-metoxi- ββββ-nitroestireno 

sobre as contrações induzidas por cálcio em anéis d e aorta pré-contraídos por 

potássio ou fenilefrina em meio sem cálcio  

 Esta série de experimentos foi realizada para investigar os efeitos inibitórios 

dos derivados sobre as contrações induzidas pelo Ca2+ exógeno em anéis de aorta 

pré-contraidas por K+ ou fenilefrina em meio isento de Ca2+. Após o período de 

estabilização, as preparações foram mantidas por 10 minutos em solução de KHM 

sem cálcio na presença de EGTA (50 μM). Esta baixa concentração de EGTA foi 

escolhida para evitar que grande parte do cálcio extracelular adicionado fosse 

quelada.  

Em seguida, as preparações foram despolarizadas com adição de potássio 60 

mM no banho ativando assim, os canais para cálcio operados por voltagem gerando 

contrações de baixa amplitude. Após um período de 15 minutos e sempre na 

presença de K60 mM, uma curva cumulativa concentração-resposta de Ca2+ (0,1-20 

mM) foi realizada. Ao término da curva, a preparação foi lavada e o mesmo 

protocolo descrito acima foi realizado na presença de uma concentração 

determinada de NFe (1 ou 3 µg/mL) ou de MNFe (10 ou 30 µg/mL). O derivado em 

questão foi adicionado à preparação 5 min antes de se realizar a curva 

concentração-resposta cumulativa para o Ca2+. 

O mesmo protocolo mencionado acima foi realizado em preparações 

mantidas em solução de KHM sem cálcio na presença de EGTA e verapamil (1 µM, 

no intuito de bloquear os canais para cálcio de tipo L) e pré-contraídas com 

fenilefrina (1 µM). Em ambos os casos, a resposta contrátil máxima obtida na 

primeira curva concentração-resposta de cálcio exógeno foi considerada como 

controle e as contrações obtidas na presença de um dos derivados foram expressas 

em porcentagem a essa resposta. 
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Série 8. Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno e do trans -4-metoxi- ββββ-nitroestireno 

sobre as contrações induzidas por cálcio, em meio s em cálcio na presença de 

tapsigargina, após depleção dos estoques intracelul ares de cálcio em 

preparações de anéis de aorta  

Nesta série, avaliaram-se os efeitos dos nitroderivados sobre as contrações 

induzidas pelo Ca2+ exógeno após a depleção dos estoques intracelulares de cálcio. 

Para isso, os anéis de aorta foram mantidos por 5 min em meio isento de cálcio na 

presença de 0,1 mM de EGTA. Em seguida e sob essas condições, três sucessivas 

contrações foram induzidas por fenilefrina (1 µM) para produzir o esgotamento dos 

estoques intracelulares de cálcio. Ao fim de cada contração, os tecidos foram 

lavados com solução de KHM sem cálcio contendo 0,1 mM de EGTA por 5 minutos. 

Depois de cada estímulo com fenilefrina, o tecido mostrou um decréscimo na 

resposta contrátil até a ausência de contração, constituindo um índice do 

esvaziamento dos estoques intracelulares de cálcio. No intuito de bloquear a 

atividade da SERCA, a tapsigargina (0,1 μM) foi adicionada no banho logo após o 

esvaziamento dos estoques intracelulares de cálcio por 5 minutos.  

Em seguida uma determinada concentração de NFe (3 ou 10 µg/mL) ou de 

MNFe (10 ou 30 µg/mL) foi adicionada no banho. Cinco minutos após, 

concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 (0,1-20 mM) foram adicionadas 

nas preparações avaliando assim, a entrada de cálcio por canais operados por 

estoque. O intervalo entre as concentrações de CaCl2 foi de 5 minutos. As 

contrações promovidas pelo cálcio exógeno foram expressas em porcentagem em 

relação a segunda contração induzida pelo potássio (viabilidade). Para avaliar se o 

efeito inibidor do MNFe (10 µg/mL) depende da guanilato ciclase, algumas 

preparações foram pré-tratadas 20 minutos antes da realização da curva de cálcio 

com ODQ (10 µM). 

 

Série 9. Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno e do trans -4-metoxi- ββββ-nitroestireno 

sobre as contrações induzidas por dibutirato de for bol ou ortovanadato de 

sódio em meio sem cálcio 

Esta série foi realizada com o intuito de avaliar os efeitos do NFe e MNFe (1- 

100 µg/mL correspondente a 6,70-670,46 e 5,58-558,12 µM, respectivamente) sobre 
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as contrações induzidas por dibutirato de folbol (DBF, 1 µM) ou ortovanadato de 

sódio (3 mM) em meio sem cálcio (contendo 1 mM EGTA) em anéis de aorta com 

endotélio intacto. Esse ptorocolo teve o objetivo de investigar as participações da 

PCK e da tirosina fosfatase. 

 

5.7.2. Estudo em anéis de artéria pulmonar  

 

Série 1. Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno e  trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno 

sobre as contrações induzidas por potássio e fenile frina. Papel do endotélio. 

 Os efeitos de concentrações crescentes e cumulativas de NFe e MNFe (1-100 

μg/mL correspondente a 0,67-670,46, 0,55-558,12 µM respectivamente) foram 

estudados em preparações de artéria pulmonar. Contrações sustentadas foram 

induzidas por potássio (60 mM) ou fenilefrina (1 µM). As concentrações dos 

nitroderivados foram adicionadas no banho com um intervalo de 5 minutos entre 

cada uma. 

 

Série 2. Papel dos canais para potássio e da guanil ato ciclase na mediação do 

efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno e trans-4- metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a 

contração sustentada de fenilefrina 

 Os efeitos de concentrações crescentes e cumulativas de NFe e MNFe (1-100 

μg/mL correspondente a 0,67-670,46, 0,55-558,12 µM respectivamente) foram 

estudados em preparações de artéria pulmonar com endotélio. Contrações 

sustentadas foram induzidas por fenilefrina (1 µM) e incubadas por 20 minutos com 

ODQ (10 µM) ou TEA (5 mM). As concentrações dos nitroderivados foram 

adicionadas no banho com um intervalo de 5 minutos entre cada uma. 

 

5.7.3 Estudo em anéis de artéria mesentérica de res istência  

 

Série 1.  Os efeitos de concentrações crescentes e cumulativas de NFe e MNFe (1-

100 μg/mL correspondente a 0,67-670,46, 0,55-558,12 µM, respectivamente) foram 

estudados em preparações de terceiro ramo de artéria mesentérica com endotélio 

preservado. As contrações sustentadas foram induzidas por noradrenalina 10 µM. 
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As concentrações dos nitroderivados foram adicionadas no banho com um intervalo 

de 5 minutos entre cada uma. 

 

5.8 Análise estatística  

Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

geométrica. O valor da IC50, definido como a concentração de um dos nitroderivados 

estudados requerida para produzir 50% da redução da resposta máxima foi 

determinada pela interpolação semi-logarítmica dos dados e expresso com média 

geométrica [intervalo de confiança 95%]. A significância (P < 0,05) dos resultados foi 

determinada pelo uso de teste t de Student, teste de de Mann-Whitney e análise de 

variância (ANOVA) a uma via ou duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni ou de 

Dunnett quando apropriado. A análise estatística assim com a confecção dos 

gráficos foram realizadas com o uso do programa GraphPad Prism 5. 
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6 RESULTADOS DOS EFEITOS VASCULARES DO 1-NITRO-2-FE NILETENO  

 

6.1 Estudo em anéis de aorta  

 O NFe (0,1-100 μg/mL) foi capaz de reverter as contrações promovidas por 

acoplamentos farmacomecânicos e eletromecânicos. Esse efeito relaxante sobre o 

MLV foi registrado em forma de traçado pelo sistema Labchart e programa de 

computador LabChart (Figura 8A). A adicão do veículo no banho nos mesmos 

volumes do que o NFe não alterou significativamente tanto o tônus basal quanto as 

contrações induzidas por todos os agentes contráteis utilizados (Figura 8B, na qual o 

KCl foi usado como agente contrátil).  

 

    

 

Figura 8 : Traçados típicos mostrando o efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno (0,1-
100 μg/mL) (A) em anéis de aorta pre-contraídos com potássio (K60 mM). Observe 
que o veículo não alterou a contração sustentada induzida por K60 mM (B). 
Calibração: horizontal: (2 minutos), vertical; (0,25 grama). 
 
 

6.2 Efeito do 1-nitro-2-fenileteno sobre o tônus ba sal (série 1)  
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O veículo usado para dissolver o NFe não alterou significativamente (P > 

0,05, ANOVA a uma via) o tônus basal das preparações controles de anéis de aorta 

com endotélio funcional (Figura 9). Este parâmetro permaneceu também inalterado 

pelo NFe em todas as concentrações testadas (0,1-100 μg/mL correspondente a 

0,67-670,46 µM, n = 6) quando comparado com aquele registrado nas preparações 

controles (n = 5) (P > 0,05, ANOVA a duas vias). 
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Figura 9: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/ml, correspondente a 0,67-
670,46 µM n = 6) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 5) sobre o tônus basal de anéis 
de aorta isolada de ratos, com endotélio funcional. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM. 

 

6.3 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada de 

fenilefrina (série 2) 

Nas preparações de anéis de aorta com o endotélio funcional, a adição 

cumulativa de concentrações crescentes de NFe (0,1-100 μg/mL correspondente a 

0,67-670,46 µM, n = 7) relaxou a contração sustentada induzida por 1 µM de 

fenilefrina de maneira dependente de concentração, um efeito que se tornou 

significante a partir da concentração de 10 μg/mL (Figura 10; P < 0,001, ANOVA e 

teste de Bonferroni) quando comparado com o grupo controle (n = 7). A IC50 foi de 

10,47 [4,68-16,26] μg/mL (i.e., 70,19 [31,37-109,01] µM).  
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 Nas mesmas concentrações, o NFe (n = 6) também induziu um relaxamento 

dependente da concentração nas preparações de anéis de aorta sem endotélio 

funcional, um efeito que se tornou significativo a partir da concentração de 3 μg/mL 

(Figura 10; P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni) quando comparado com o 

grupo controle (n = 7). Nestas preparações, a IC50 (6,71 [5,27-8,39] μg/mL, i.e., 

44,98 [38,29-56,25] µM) para o relaxamento da contração da fenilefrina não foi 

significativamente (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) diferente daquela obtida nas 

preparações com endotélio intacto.  
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Figura 10: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,67-670,46 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 7) sobre contração induzida por 
fenilefrina (1 µM), com endotélio funcional (n = 7) e sem endotélio (n = 6) de aorta 
isolada de ratos. Os dados são expressos em média e as barras verticais 
representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: P < 0,001, 
teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni em relação às 
preparações controles. 

 

6.4 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada 

induzida por potássio (série 3)  

Em ambas as preparações com (n = 7) ou sem (n = 6) endotélio intacto, o 

NFe (0,1-100 μg/mL correspondente a 0,67-670,46 µM) relaxou a contração 

sustentada induzida por potássio (60 mM) de maneira dependente da concentração, 
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um efeito que se tornou significativo a partir da concentração de 3 e 10 μg/mL em 

preparações sem e com endotélio respectivamente (Figura 11; P < 0,05 e P < 0,001 

respectivamente, ANOVA, seguido de teste de Bonferroni) em relação as 

preparações controles (n = 9). O valor da IC50 para o feito relaxante do NFe foi de 

10,59 [7,19-13,98] e 10,58 [4,66–16,49] μg/mL (i.e., 71,00 [48,20-93,12] e 70,60 

[31,24-110,55] µM, respectivamente) em anéis de aorta com e sem endotélio 

funcional, respectivamente. Nestas preparações, a sensibilidade vascular ao NFe foi 

similar independente da presença do endotélio funcional (P > 0,05, teste de Mann-

Whitney). 
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Figura 11: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,67-670,46 µM) e veículo (0,002-2 v/v%, n = 09) sobre a contração sustentada 
induzida por K+ (60 mM) em anéis de aorta de rato com endotélio preservado (n = 7) 
ou sem endotélio ( n = 6). Os dados são expressos em média ± EPM. O asterisco 
indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,05 e **P < 0,001, teste de ANOVA (duas 
vias) seguido de teste de Bonferroni em relação às preparações controles.  

 

6.5 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada de 

fenilefrina em anéis de aorta de rato incubados com  L-NAME, indometacina, 

TEA, MDL-12,330A, azul de metileno ou ODQ (série 4)  

Para investigar o papel dos canais para potássio no relaxamento promovido 

pelo NFe, experimentos foram desenhados para bloquear esses canais para 
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potássio através do pré-tratamento por 20 minutos com TEA (5 mM, n = 5), inibidor 

não específico de canais para potássio. Sob essas condições, o NFe (0,1-100 

μg/mL, correspondente a 0,67-670,46 µM) n = 5) relaxou de modo concentração 

dependente as contrações promovidas por fenilefrina (1 µM, Figura 5), com um valor 

de IC50 (10,59 [7,19-13,98] µg/mL, i.e., 70,95 [48,17-87,10] µM) que não diferiu de 

modo significante (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) daquele obtido na ausência de 

TEA (10,47 [4,68-16,26] µg/mL) (Figura 12 ). 

Os efeitos relaxantes do NFe também ficaram (P > 0,05, ANOVA a duas vias) 

inalterados em preparações com endotélio intacto incubadas por 20 minutos com 

MDL-12,330A (3 µM, n = 6, Figura 12), L-NAME (100 µM, n = 5, Figura 13), 

indometacina (100 µM, n = 10, Figura 13), ODQ (10 µM, n = 9, Figura 14), azul de 

metileno (100 µM, n = 9, Figura 14) ou como evidenciado pelos os valores de IC50s 

(13,40 [7,348-19,46], 12,83 [2,45-23,22], 8,42 [5,48-11,36], 12,03 [8,86-15,37] e 

11,68 [7,439-15,92], µg/mL, respectivamente; i.e., 89,84 [49,26-130,47], 86,02 [1,64-

155,68], 56,45 [36,74-76,16], 80,60 [59,36-102,97], 78,25 [49,78-107,06] µM, 

respectivamente). 
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Figura 12: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,67-670,46 µM) sobre a contração sustentada induzida por fenilefrina (1 µM) em 
anéis de aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com MDL-12,330A (3 
µM, n = 6) ou TEA (5 mM, n = 7). Os dados são expressos em média ± EPM. 
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Figura 13: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (0,1-100 μg/mL, correspondente a 0,67-
670,46 µM) sobre a contração sustentada induzida por fenilefrina (1 µM) em anéis de 
aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com L-NAME (100 µM, n = 5) 
ou indometacina (10 µM, n = 10). Os dados são expressos em média ± EPM. 
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Figura 14: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (0,1-100 μg/mL, correspondente a 0,67-
670,46 µM) sobre a contração sustentada induzida por fenilefrina (1 µM) em anéis de 
aorta de rato com endotélio preservado, pré-tratados com ODQ (10 µM, n = 9) ou 
azul de metileno (100 µM, n = 5). Os dados são expressos em média ± EPM.  

 

 

6.6 Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contra ções transitórias induzidas 

por cafeína em preparações mantidas em meio isento de cálcio (série 5) 
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 A cafeína foi usada como ferramenta farmacológica no intuito de averiguar se 

o NFe é capaz de inibir a contração induzida por cálcio liberado por cálcio pelo RS. 

Em anéis de aorta com endotélio funcional e mantidos em meio sem cálcio contendo 

EGTA (1 mM), a estimulação com cafeína (20 mM a 25 °C) induziu uma contração 

transitória correspondente a 11,20 ± 2,20% (n = 5) da contração induzida por 60 mM 

de K+. Esta resposta contrátil não foi alterada significativamente (Figura 15; P > 0,05 

ANOVA) em preparações pré-tratadas com NFe nas concentrações de 3 (14,11 ± 

3,61% da contração induzida por 60 mM de K+, n = 5) e 10 (13,2 ± 5,13% da 

contração induzida por 60 mM de K+, n = 5) µg/mL. 
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Figura 15: Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (3-10 μg/mL correspondente a 20,11-67,04 
μM, respectivamente) sobre as contrações transitórias induzidas pela cafeína (20 
mM) em anéis de aorta mantidos em meio sem Ca2+. Os dados são expressos em 
média ± EPM (n = 5 por grupo) e como percentual da contração inicial induzida por 
60 mM K+. 

 

 

6.7 Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contra ções induzidas por fenilefrina 

em preparações mantidas em meio isento de cálcio (s érie 6)   

 No meio sem Ca2+ (contendo EGTA 1 mM), a exposição de anéis de aorta 

com endotélio funcional à fenilefrina (1 µM) produziu uma contração transitória 

correspondente a 37,18 ± 4,23 % (n = 12) da contração induzida por 60 mM de K+ 
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(no meio com Ca2+). O pré-tratamento dos anéis de aorta durante 5 min com NFe na 

concentração de 10 (n = 8) e 30 (n = 12) µg/mL reduziu significativamente (Figura 

16; P < 0,05, teste t de Student) a magnitude da contração fásica induzida pela 

fenilefrina para 12,00 ± 2,11 e 2,45 ± 0,66% do controle, respectivamente (Figura 

16).  
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Figura 16 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 10-30 μg/mL, correspondente a 67,11-
201,33 μM) sobre as contrações transitórias induzidas pela fenilefrina (1 µM) em 
anéis de aorta mantidos em meio sem Ca2+. Os dados são expressos em média ± 
EPM (n = 8-12) e como percentual da contração inicial induzida por 60 mM K+. *P < 
0,05, **P < 0,01 teste t de Student pareado. 

 

6.8 Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contra ções induzidas por cálcio em 

anéis de aorta pré-contraídos por potássio ou fenil efrina em meio sem cálcio 

(série 7) 

Em preparações com endotélio preservado incubadas em meio sem cálcio 

(contendo 50 μM de EGTA) e despolarizadas por K+ (60 mM), concentrações 

crescentes e cumulativas de CaCl2 (0,1-20 mM, n = 11) promoveram contrações 

dependentes da concentração (P < 0,001, ANOVA), um efeito que se tornou 

significativo a 0,1 mM (P < 0,05, ANOVA e teste de Bonferroni) e alcançou uma 

magnitude máxima a 10 mM (Figura 10). Essas concentrações froram reduzidas pelo 

NFe na concentração de 1 μg/mL (n = 6) (Figura 17; P < 0,05, ANOVA a duas vias) 

porém, nas duas últimas concentrações de cálcio a resposta máxima foi alcançada 
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(Figura 17), mas foram abolidas na presença de NFe na concentração de (3 μg/mL, 

n = 6) (Figura 17; P < 0,01, ANOVA a duas vias). 

Em preparações com endotélio preservado incubadas em meio sem cálcio, 

mas na presença de verapamil (1 µM) e fenilefrina (1 µM), a adição de 

concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 (0,1-20 mM, n = 11) também 

evocaram contrações dependentes da concentração (P < 0,001, ANOVA), um efeito 

que se tornou significante na concentração de 0,1 mM (P < 0,05, ANOVA) e 

alcançou uma magnitude máxima a 20 mM (Figura 18). Essas contrações foram 

abolidas pelo NFe na concentração de 3 µg/mL (Figura 18; P < 0,001, ANOVA a 

duas vias, n = 5), enquanto permaneceram inalteradas na concentração de 1 µg/ml 

(Figura 18; P > 0,05, ANOVA a duas vias, n = 9). 
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Figura 17 . Curvas concentração-efeito construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 11) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta isolada 
mantidas em meio sem Ca2+, na presença de 60 mM KCl. Essas curvas foram 
construídas na ausência ou na presença de 1-nitro-2-fenileteno (NFe) nas 
concentrações de 1 (n = 6) ou 3 (n = 6) μg/m. Os dados são expressos em média e 
as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de Bonferroni. #P 
< 0,01 pela ANOVA duas vias em relação à curva de Ca2+ na ausência de NFe 
(controle).   
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Figura 18 . Curvas concentração-efeito construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 11) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta isolada 
mantidas em meio sem Ca2+ (na presença de 1 µM verapamil) e estimuladas por 
fenilefrina (1 µM). Essas curvas foram construídas na ausência ou na presença de 1-
nitro-2-fenileteno (NFe) nas concentrações de 1 (n = 9) ou 3 (n = 5) μg/mL. Os dados 
são expressos em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco 
indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de 
teste de Bonferroni. # P < 0,001 pela ANOVA (duas vias) em relação à curva de Ca2+ 
na ausência de NFe (controle).   

 

6.9 Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno  nas contrações induzidas por cálcio em meio 

sem cálcio na presença de tapsigargina após a deple ção dos estoques 

intracelulares de cálcio em preparações de anéis de  aorta (série 8) 

  Em anéis de aorta com endotélio intacto que foram submetidos a 

esgotamento dos estoques intracelulares de Ca2+ através de estímulos sucessivos 

com fenilefrina (1 µM) na presença de tapsigargina (0,1 mM com 100 µM de EGTA), 

concentrações crescentes de CaCl2 (0,1-20 mM, n = 7) produziram contrações 

dependentes de concentração (P < 0,001, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni), 

um efeito que se tornou significante na concentração de 3 mM (P < 0,05, ANOVA a 

uma via seguida do teste de Bonferroni) e alcançou uma magnitude máxima a 10 

mM (Figura 19). Essas contrações foram abolidas na presença de 10 µg/mL (n = 7) 

de NFe (Figura 19; P < 0,01, ANOVA duas vias), mas permaneceram inalteradas na 
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presença de NFe na concentração de 3 µg/mL (n = 7) (Figura 19; P > 0,05, ANOVA 

a duas vias). 
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Figura 19 . Curvas concentração-reposta construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 13) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta 
mantidas em meio sem Ca2+ após depleção de estoques intracelulares com 
tapsigargina. As curvas são construídas na ausência ou presença do 1-nitro-2-
fenileteno (NFe) nas concentrações de 3 e 10 μg/mL. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM (n = 7 por grupo). O asterisco indica 
o primeiro efeito significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste 
de Bonferroni. #P < 0,01 pela ANOVA (duas vias) em relação à curva de Ca2+ na 
ausência de NFe (controle).   

 

6.10 Efeitos do 1-nitro-2-fenileteno sobre as contr ações induzidas por 

dibutirato de forbol ou ortovanadato de sódio em me io sem cálcio (série 9)  

Em anéis de aorta incubados em meio sem cálcio (contendo 1 mM de EGTA), 

o DBF 1 µM, (n = 6) induziu uma contração sustentada que correspondeu a 125.60 ± 

11.44% da contração induzida por K+ (60 mM). Quando o platô de contração foi 

atingido, a adição de concentrações crescentes e cumulativas de NFe (1-100 μg/mL; 

i.e., 6,70-670 µM, n = 6) reduziram significativamente as contrações induzidas por 

ortovanadato de maneira dependente da concentração (Figura 20; P < 0,001, 

ANOVA uma via) O efeito inibidor do NFe tornou-se significativo na concentração de 

3 μg/mL (P < 0,01, ANOVA a uma via seguida do teste de Dunnett) com um valor de 

IC50 de 15,61 [10,13-21,10] μg/mL (i.e., 104,65 [67,79-141,46] µM) que foi da mesma 
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ordem de magnitude (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) em comparação aquele 

(70,19 [31,37-109,01] µM) obtido nas preparações pré-contraidas com fenilefrina (1 

µM) em meio com Ca2+ nominal.  
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Figura 20 . Efeito inibitório do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 1-100 µg/mL, 
correspondendo a 6,70-670,46 µM) sobre a contração induzida pelo dibutirato de 
forbol (1 µM) em preparações de anéis de aorta isolada mantidas em meio sem 
Ca2+. Os dados são expressos em média e as barras verticais representam o EPM 
(n = 6). O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA 
(uma via) seguido de teste de Dunnett. #P < 0,01 pela ANOVA (duas vias) em 
relação à curva de Ca2+ na ausência de NFe (controle).   

 

Em preparações de aorta com endotélio intacto incubadas em meio isento de 

Ca2+ na presença de EGTA (1 mM), a adição de NFe em concentrações crescentes 

(1-100 μg/mL, correspondente a 6,70-670,46 µM, n = 5) também reduziu 

significativamente a contração sustentada induzida pelo inibidor da tirosina 

fosfatase, o ortovanadato de sódio (3 mM) de maneira dependente de concentração 

(Figura 21; P < 0,001, ANOVA uma via). O primeiro efeito inibitório do NFe foi 

significativo na concentração de 3 μg/mL (Figura 21; P < 0,05, ANOVA uma via 

seguida pelo teste de Dunnett) com um valor de IC50 (13,91 [9,44-37,25] μg/mL 

correspondando a 93,26 [63,29-249,74] µM) que foi comparável aquele (104,65 

[67,79-141,46] µM) obtido em preparações contraídas por DBF (P > 0,05, teste de 

Mann-Whitney). 
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Figura 21 . Efeito inibitório do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 1-100 µg/mL, 
correspondendo a 6,70-670,46 µM) sobre a contração sustentada induzida pelo 
ortovanadato de sódio (3 mM) em preparações de anéis de aorta isolada mantidas 
em meio sem Ca2+. Os dados são expressos em média e as barras verticais 
representam o EPM (n = 5). O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 
0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de Dunnett. 
 

 

A Tabela 1 regrupa os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-
fenileteno em preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 mM) ou 
fenilefrina (1 µM) e submetidas a vários pré-tratamentos. 

 

Agente contrátil/Pré-tratamento  IC50 (µM)   n 

 
Fenilefrina 

Controle    70,19 [31,37-109,01]  (07)   
Retirada do endotélio   44,98 [38,29-56,25]  (06) 
+ TEA     70,95 [48,17-87,10]     (05) 
+ L-NAME    86,02 [1,64-155,68]  (05) 
+ ODQ    80,60 [59,36-102,97]           (09) 
+ Azul de metileno   78,25 [49,78-107,06]     (05) 
+ Indometacina   56,45 [36,74-76,16]  (10) 
+ MDL-12330A   89,84 [49,26-130,47]  (06) 

KCl 
 Controle    71,00 [48,20-93,12]  (07) 
 Retirada do endotélio   70,60 [31,24-110,55]  (06) 
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Tabela 1 . Valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-fenileteno em 
preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 mM) ou fenilefrina (1 µM) 
e submetidas a vários pré-tratamentos. Esses valores são expressos em média 
geométrica [95% de intervalo de confiança] e o número dentro dos parênteses indica 
o número de preparações por series de experimento.  
 

 

7 Estudo do 1-nitro-2-fenileteno em artéria pulmona r  

O NFe (0,1-100 μg/mL) foi capaz de reverter as contrações promovidas por 
acoplamentos farmacomecânicos e eletromecânicos em preparações de artéria 
pulmonar (Figura 22). A adição do veículo (nos mesmos volumes do que o NFe) não 
alterou significativamente as contrações induzidas por fenilefrina (1 µM) ou KCl (60 
mM) (Figura 23). 

 

 

 

 

Figura 22.  Traçado típico mostrando o efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno (0,1-
100 μg/mL) em anéis de artéria pulmonar sobre a contração sustentada induzida por 
potássio (K60 mM). Calibração: horizontal: (2 minutos), vertical; (0,15 grama). 
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Figura 23.  Traçado típico de uma contração sustentada induzida por fenilefrina (1 
µM) em anéis de artéria pulmonar. Observe que o veículo usado para diluição do 
NFe não tem efeito relaxante sobre a contração. Calibração: horizontal: (2 minutos), 
vertical; (0,15 grama). 
 

7.1 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada 

induzida por fenilefrina em anéis de artéria pulmon ar (série 1) 

 Em anéis de artéria pulmonar com ou sem endotélio preservado, a adição 

cumulativa de concentrações crescentes de NFe (0,1-100 μg/mL correspondente a 

0,67-670,46 µM, n = 5 por grupo) relaxou a contração sustentada induzida por 1 µM 

de fenilefrina de maneira dependente de concentração (Figura 24; P < 0,001, 

ANOVA uma via) com valores de IC50 de 19,10 [5,23-32,97] e 18,30 [8,84-27,77] 

μg/mL, respectivamente (i.e., 128,05 [35,66-221,05] e 122,69 [59,26-186,16] µM, 

respectivamente). Para ambas as preparações, o efeito inibidor do NFe se tornou 

significativo a partir da concentração de 10 μg/mL (Figura 24; P < 0,001, ANOVA e 

teste de Bonferroni) quando comparado com o grupo veículo (n = 4). Como foi 

observado em anéis de aorta, esse relaxamento não foi significativamente (P > 0,05, 

teste de Mann-Whitney) alterado pela retida do endotélio. O NFe também não 

apresentou diferença significativa de potência em relaxar contrações sustentadas 

induzidas por fenilefrina em anéis de artéria aorta ou anéis de artéria pulmonar (P > 

0,05, teste de Mann-Whitney). 
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Figura 24 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe; 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,67-670,46 μM) e seu veículo (0,002-2 v/v%) sobre contração induzida por 
fenilefrina (1 µM) em anéis de artéria pulmonar isolada com endotélio funcional (n = 
5, pulmonar +) ou sem endotélio (n = 5, pulmonar -) de ratos. Os dados são 
expressos em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o 
primeiro efeito significativo: *P < 0,001, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste 
de Bonferroni em relação às preparações controles (n = 4). 
 

7.2 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada 
induzida por potássio em anéis de artéria pulmonar 

Em anéis de artéria pulmonar com (n = 5) ou sem (n = 4) endotélio 

preservado, a adição cumulativa de concentrações crescentes de NFe (0,1-100 

μg/mL, correspondente a 0,67-670,46 µM) relaxou a contração sustentada induzida 

por potássio (60 mM) de maneira dependente de concentração (P < 0,001, ANOVA 

uma via) com valores de IC50 19,46 [10,34-28,59] e 15,76 [1,14-32,66] μg/mL, 

respectivamente; i.e., 130,47 [69,32-191,68] e 105,66 [7,64-218,97] µM, 

respectivamente) que não diferem significativamente entre si (P > 0,05, teste de 

Mann-Whitney). Para ambas as preparações, o primeiro efeito significativo do NFe 

foi registardo na concentração de 10 μg/mL (Figura 25; P < 0,001, ANOVA e teste de 

Bonferroni) quando comparado com as preparações tratadas apenas com veículo (n 

= 3).  
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Figura 25 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe; 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,670-670,46 μM) e seu veículo (0,002-2 v/v%) sobre contração induzida por KCl (60 
mM) em anéis de artéria pulmonar isolada com endotélio funcional (n = 5, pulmonar 
+) ou sem endotélio (n = 4, pulmonar -) de ratos. Os dados são expressos em média 
e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: *P < 0,001, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni 
em relação às preparações controles (n = 4). 
 

7.3 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada 

induzida por fenilefrina em anéis de artéria pulmon ar de rato pré-tratados com 

TEA ou ODQ (série 1) 

Em preparações com o endotélio funcional, incubadas por 20 minutos com 

ODQ (n = 6) ou TEA (n = 4), a adição cumulativa de concentrações crescentes de 

NFe (0,1-100 μg/mL, correspondente a 0,67-670,46 µM) n = 5) relaxou totalmente as 

contrações induzidas por fenilefrina (1 µM, Figura 26) com valores de IC50 de 15,92 

[7,83-24,02] e 12,19 [6,68-17,71] μg/mL, respectivamente (i.e., 106,73 [52,49-

161,04] e 81,72 [44,78-118,73] µM, respectivamente). Esses valores de IC50 não 

foram significativamente (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) diferentes da IC50 (19,10 

[5,23-32,97] μg/mL, i.e., 128,05 [14,28-221,05] µM) obtida no grupo controle.  
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Figura 26:  Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/mL, correspondente a 
0,67-670,46 μM) sobre contração induzida por fenilefrina (1 µM) em preparações de 
anéis de aorta com endotélio funcional pré-tratadas com ODQ (n = 6) ou TEA (n = 
4). Os dados são expressos em média e as barras verticais representam o EPM.  
 
 

A Tabela 2 reagrupa os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-
fenileteno em preparações de anéis de artéria pulmonar de ratos pré-contraídas com 
KCl (60 mM) ou fenilefrina (1 µM) e submetidas a vários pré-tratamentos. 

Derivado/Pré-tratamento   IC50 (µM)   n 

Fenilefrina 
Controle    128,05 [35,66-221,05] (5) 

 Retirada do endotélio   122,69 [59,26-186,16] (5) 
+ ODQ    106,73 [52,49-161,04] (6) 
+ TEA        81,72 [44,78-118,73] (4) 
 

KCl 
 Controle    130,47 [69,32-191,68] (5) 
 Retirada do endotélio   105,66 [7,64-218,97]             (4) 
  

 
Tabela 2.  Valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-fenileteno em 
preparações de anéis de artéria pulmonar de ratos normotensos pré-contraídas com 
fenilefrina (1 µM) ou KCl (60 mM) e submetidas a vários pré-tratamentos. Esses 
valores são expressos em média geométrica [95% de intervalo de confiança] e o 
número entre parênteses indica o número de preparações por grupo de 
experimento.  
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8 Efeitos vasculares do 1-nitro-2-fenileteno em art érias mesentéricas de rato 
 
 
8.1 Efeito relaxante do 1-nitro-2-fenileteno sobre a contração sustentada de 

noradrenalina em terceiro ramo de artéria mesentéri ca. Comparação com a 

aorta 

Em anéis de terceiro ramo de artérias mesentéricas (n = 4) com o endotélio 

funcional, a adição cumulativa de concentrações crescentes de NFe (0,1-100 μg/mL 

correspondente a 0,67-670,46 µM) relaxou totalmente a contração sustentada 

induzida por 10 µM de noradrenalina (3º ramo de artéria mesentérica) (Figura 27). O 

primeiro efeito significativo do NFe foi registardo na concentração de 0,3 μg/mL 

(Figura 27; P < 0,01, ANOVA e teste de Bonferroni). O valor de IC50 foi de 1,12 

(0,49-1,74) μg/mL, (i.e., 7,50 [3,28-11,66] µM). O relaxamento no terceiro ramo de 

artéria mesentérica é significativamente maior do que na artéria aorta (IC50 10,47 

[4,68-16,26] μg/mL, i.e., 70,19 [31,37-109,01] µM). (P < 0,05, teste de Mann-

Whitney). 
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Figura 27 . Efeito do 1-nitro-2-fenileteno (NFe, 0,1-100 μg/mL, correspondendo a 
0,67-670,46 µM) sobre contração sustentada induzida por fenilefrina 1 µM em anéis 
de aorta isolada de rato com endotélio funcional (aorta, n = 7) e sobre contração 
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sustentada induzida por noradrenalina 10 µM em anéis de terceiro ramo da artéria 
mesentérica com endotélio funcional (3º ramo da mesentérica, n = 4 ). Os dados são 
expressos em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o 
primeiro efeito significativo: *P < 0,01, teste de ANOVA. #P < 0,01 pela ANOVA 
(duas vias) em relação à curva concentração-resposta obtida em anéis de aorta. 
 

 
A Tabela 3 compara os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-
fenileteno em preparações (com endotélio intacto) de anéis de aorta com aqueles 
obtidos em preparações de terceiro ramo da artéria mesentérica de ratos. Esses 
mesmos valores foram também comparados com aqueles obtidos com o NFa 
(BRITO et al., 2013) nas respectivas preparações de artérias de conductância 
(aorta) e de resistência (terceiro ramo da artéria mesentérica). À luz dos dados da 
Tabela 3, pode-se emitir as seguintes deduções acerca do impacto da restrição 
conformacional na cadeia alifática do NFa (nitroderivado padrão) sobre sua potência 
farmacológica, em preparações de artérias de condutância e de resistência oriundas 
de ratos normotensos. 

1. Em relação ao NFa, o NFe apresentou uma maior potência farmacológica 
(cerca de 3,3 vezes) em relaxar artérias de condutância. Este aumento de 
potência foi ainda maior em artérias de resistência de cerca de 5,73 vezes, ou 
seja, o aumento da potência do NFe em relação ao seu derivado padrão foi 
70,36% maior em artérias de resistência do que em artérias de condutância.  

2. Como foi observado para o NFa (BRITO et al., 2013), o NFe também 
apresentou um efeito vasorrelaxante com maior potência farmacológica (cerca 
de 9,35 vezes) em vasos de pequeno calibre envolvidos no controle da 
resistência vascular periférica do que em vasos de condutância (aorta). Este 
aumento da potência em artérias de resistência do NFe foi cerca de 73,79% 
maior do mesmo aumento observado para seu derivado padrão, o NFa (5,38 
vezes) neste tipo de arteria. 
 

 
___________________________________________________________________________ 
      IC50 (µM) 
 
   BRITO et al., 2013   Presente trabalho 
Nitroderivados  NFa    NFe    Fator (vezes)  

Tipo artéria/ 
Agente contrátil 
 
Fenilefrina 
 Aorta            231,5 [154,1-348,0]  70,19 [31,37-109,01]# 3,30 
 (n)   (22)    (7) 
 

Noradrenalina 
 3° Ramo    43,0 [18,5-98,6]*     7,50 [3,28-11,66]*, # 5,73  
 (n)   (6)    (4) 
 



   

105 

 

Fator (vezes)   5,38    9,35 
 
Tabela 3 . Valores de IC50 (µM) para os efeitos vasorrelaxantes do 1-nitro-2-
feniletano (NFa) e do 1-nitro-2-fenileteno (NFe) em preparações de anéis de artérias 
de condutância (aorta) e de resistência (3 ramo de artéria de resistência) pré-
contraídas com fenilefrina (1 µM) e noradrenalina (10 µM) respectivamente, oriundas 
de ratos normotensos. Os valores são expressos em média geométrica [95% de 
intervalo de confiança] e o número em aspasses indica o número de preparações 
por grupo. *P < 0,01 vs. aorta para um dado nitroderivado (teste de Mann-Whitney), 
#P < 0,01 vs. nitroderivado NFa para um dado tipo de artéria (teste de Mann-
Whitney).  
 

 

 

9 DISCUSSÃO DOS EFITOS VASORRELAXANTES DO 1-NITRO-2 -FENILETENO 

EM ARTÉRIAS DE CONDUCTÂNCIA OU DE RESISTÊNCIA  

 

 O NFe apresentou propriedades vasorrelaxantes independentes da 

integridade do endotélio e inibiu com a mesma potência, tanto o acoplamento 

eletromecânico quanto o acoplamento farmacomecânico bem como as contrações 

induzidas por DBF ou ortovanadato de sódio sob condições isentas de cálcio. Os 

resultados sugerem que seu efeito vasorrelaxante é provavelmente de natureza 

miogênica através da inibição das contrações que são independentes do influxo de 

cálcio a partir do meio extracelular. Também não apresentou efeitos sobre o tônus 

basal de anéis de aorta. 

O NFa, em concentrações crescentes e cumulativas, relaxou totalmente 

contrações induzidas por fenilefrina em anéis de aorta isolada de ratos com 

endotélio preservado com valor de IC50 de 231,5 [154,1-348.0] µM (BRITO et al., 

2013). No presente estudo, o NFe, nas mesmas condições, mostrou efeito 

vasorrelaxante com valor de IC50 de 10,47 [4,68-16,26] µg/mL correspodendo a 

70,19 [31,37-109,01] µM. Desse modo, supõe-se que a restrição conformacional 

imposta à molécula de NFa pela substituição do alcano para o radical alceno está 

envolvida no aumento de potência em 3,3 vezes de aumento do NFe para relaxar 

preparações aóticas em relação ao NFa, provavelmente porque tais mudanças 

prejudicam a flexibilidade rotacional esperada da cadeia alifática lateral da molécula 

de NFa. 
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A análise conformacional da molécula do NFa mostrou que ela pode adotar 

diferentes conformações com distintas angulações entre grupamentos fenil e nitro 

ligados a átomos de carbono de etileno (VALE et al., 2013). O arranjo relacionado à 

conformação principal s-trans com o ângulo diedro em 180° foi significativamente  

mais estável do que a conformação s-cis (ângulo de 0°). Outras duas conformações 

de baixa energia, tais como 60° e 120°, podem const ituir fatores responsáveis pela 

perda de seletivamente da droga e/ou interações com outros alvos (TARCSAY E 

KESERŰ, 2013), foram também observadas (VALE et al., 2013). Faz-se importante 

frisar que NFe tem apenas a conformação estrutural angular de 180° (ARRUDA-

BARBOSA et al., 2014). 

A atividade vasorrelaxante do NFe é independente da integridade da camada 

endotelial, pois permaneceu inalterada pela remoção do endotélio em anéis de 

aorta. Isto foi evidenciado pela ausência de diferenças significativas entre os valores 

de IC50 obtidos nas preparações com ou sem endotélio funcional. Logo, é razoável 

postular que o efeito vasorrelaxante do NFe apresenta uma natureza 

predominantemente miogênica. Tal hipótese é reforçada pelos resultados obtidos 

em preparações despolarizadas com concentrações de K+ elevadas. Na verdade, 

NFe relaxou preparações mantidas na presença de K60 mM, mostrando que 

também pode interferir com as contrações induzidas por acoplamento 

eletromecânico.  

Em face de tais resultados é possível postular que: (i) o efeito relaxante do NFe 

não poderia ser explicado por influências de neurônio intramural nas lâminas de 

células lisas vasculares porque concentrações tão altas de potássio despolariza 

membranas celulares para cerca de -20 mV (GRAFE et al., 1960). Tal valor prejudica 

o desencadear de potencial de ação neuronal pelo retardo da recuperação do canal 

para sódio dependente de voltagem da inativação (MEEKS E MENNERICK, 2004); 

(ii) as ações inibidoras do NFe também não poderiam ser atribuídas 

majoritariamente a uma capacidade dessa substância em abrir canais para potássio 

porque quando as células de músculo liso despolarizam por concentrações elevadas 

de potássio, o potencial de membrana resultante fica muito perto do potencial de 

equilíbrio de Nernst para o potássio (HODGKIN E HOROWICZ, 1959). 
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Sob essas condições de despolarização, espera-se que uma substância que 

abra canais para potássio seja inútil para deslocar o potencial transmembranar e 

promover o relaxamento vascular. Esse raciocínio é apoiado pelo fato de que nas 

preparações de anéis de aorta pré-tratadas com o TEA (um bloqueador não seletivo 

para canais para potássio) o relaxamento do NFe premaneceu estatisticamente 

inalterado em relação ás preparações controles. Assim, em conjunto com os 

resultados obtidos em preparações sem endotélio, é improvável que o relaxamento 

do NFe no acoplamento electromecânico seja atribuído a uma possível ação 

hiperpolarizante da membrana direta ou até mesmo indireta (por exemplo, por meio 

do fator hiperpolarizante derivado do endotélio). 

Além disso, nem a liberação endotelial de óxido nítrico, nem a guanilato 

ciclase, nem a adenilato ciclase estão envolvidas nos efeitos do NFe, pois o 

vasorrelaxamento se manteve inalterado com a pré-incubação com L-NAME ou 

ODQ ou MDL-12,330A, respectivamente. Os efeitos vasorrelaxantes do NFe 

também não estão relacionados à liberação de prostaglandinas, pois o pré-

tratamento com indometacina não alterou o vasorrelaxamento.  

Em relação ao acoplamento excitação-contração no MLV, é bem conhecido 

que a elevada concentração de potássio induz a despolarização da membrana que, 

por sua vez, abre os canais para cálcio dependentes de voltagem que promovem o 

influxo de cálcio e aumento na [Ca2+]i provoca contração sustentada seguida de 

fosforilação da CLM (SOMLYO E SOMLYO, 1968).  

O presente estudo mostra que NFe foi capaz de reduzir ou mesmo suprimir 

contrações induzidas por cálcio em preparações de aorta despolarizadas com alta 

concentração de potássio em meio livre de cálcio. Nessas condições, as contrações 

induzidas por cálcio são devidas a um aumento no influxo de cálcio através de 

canais para cálcio dependentes de voltagem.  

Além disso, o NFe foi capaz de interferir com acoplamento farmacomecânico. 

A fenilefrina causa contração do MLV causando uma fase inicial de contração 

mediada por IP3 promovendo a liberação intracelular de cálcio pelo RS, seguido por 

uma segunda fase contínua que se desenvolve lentamente por meio da entrada de 

cálcio por canais para cálcio operados por receptor (WEBB, 2003). 
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 Na presença de verapamil, para remover a influência indireta de influxo de 

cálcio por canais para cálcio operados de voltagem, o NFe reduziu as contrações 

induzidas por cálcio em preparações de aorta pré-tratados com fenilefrina em meio 

isento de cálcio. Esse resultado, em conjunto com a capacidade do NFe de relaxar 

contrações induzidas por fenilefrina, sugere que essa substância tem uma atividade 

antiespasmódica contra eventos contráteis mediados pela entrada de cálcio através 

de canais para cálcio operados por receptor. 

 No entanto, é importante frisar que a capacidade que NFe tem de relaxar 

contrações induzidas tanto eletromecanicamente como farmacologicamente com a 

mesma potência reforça a ideia de uma ação miogênica como o mecanismo 

responsável pela mediação do efeito vasodilatador do NFe. 

Os efeitos do NFe sobre contrações induzidas por eventos intracelulares, tais 

como a liberação de cálcio pelo RS, foram abordados no presente estudo e 

experiências foram realizadas em solução nutridora livre de adição de cálcio. Sob 

tais condições, o desenvolvimento de contração transiente ativada por estímulo 

induzido por fenilefrina promove a liberação de cálcio disponível para contração 

muscular em decorrência da ativação de canais para cálcio sensíveis a IP3 (ISLAM 

et al., 1996).  

A fenilefrina é um agonista do receptor alfa adrenérgico e a ativação desse 

receptor culmina na estimulação da enzima fosfolipase C, que quebra o 

fosfatidilinositol gerando IP3 e o DAG. O IP3 se liga a receptores na membrana do 

RS, liberando para o citosol o íon Ca2+. O DAG ativa a PKC, que, por sua vez, 

fosforila proteínas ligadas ao canal para cálcio do tipo L, favorecendo o influxo de 

Ca2+ extracelular para o meio intracelular. Esse mecanismo resulta na interação 

actina-miosina e produzindo a contração da musculatura lisa vascular (WEBB, 2003) 

Os resultados mostraram que contrações transitórias induzidas por fenilefrina 

em meio sem cálcio foram reduzidas pelo NFe (10 µg/mL). Em contraste, contrações 

em meio isento de cálcio, induzidas por cafeína, não sofreram qualquer alteração na 

amplitude contrátil após o tratamento com a mesma concentração de NFe. Assim, 

enquanto NFe é efetivamente inibitório sobre as contrações induzidas pelo aumento 

da disponibilidade de cálcio intracelular de causada pelo IP3, não interferiu com as 
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contrações por Ca2+ induzida Ca2+ por meio de sua liberação do RS via receptor de 

rianodina (KARAKI E WEISS. 1988). 

Também se investigou a capacidade do NFe em inibir contrações pelo influxo 

de cálcio através dos canais para cálcio dependentes de estoques (PUTNEY, 1997). 

Esses canais são ativados pela depleção do cálcio dentro do RS permitindo um 

Influxo capacitivo de cálcio para o citosol e uma contração sustentada que pode 

ocorrer direta ou indiretamente por meio de despolarização da membrana 

(CLAPHAM, RUNNELS E STRÜBING. 2001). A tapsigargina é uma ferramenta 

farmacológica utilizada como adjuvante para esgotar a reserva de cálcio do RS, uma 

vez que inibe a bomba Ca2+-ATPase (SERCA) (THASTRUP, 1990).  

Quando as preparações de aorta foram repetidamente estimuladas por 

fenilefrina em meio livre de cálcio com tratamento posterior com tapsigargina, a 

adição exógena de cálcio promoveu contrações sustentadas que foram abolidas 

pelo NFe. Resultados similares aos encontrados com o NFa (BRITO, et al., 2013), 

porém com concentrações muito menores de NFe quando comparadas as 

concentrações usadas de NFa. 

Segundo Somlyo e colaboradores (1999) é bem conhecido que os agonistas 

de diferentes receptores podem provocar a contração do músculo liso, aumentando 

o influxo de cálcio e fazendo com que haja sensibilização ao cálcio. Receptores 

ativados podem adicionalmente desencadear mecanismos, sensibilizantes de cálcio 

que são independentes da entrada de cálcio a partir do ambiente extracelular por 

ativar a PKC (KITAZAWA el al., 2000). Para avaliar o efeito de NFe sobre 

contrações que envolvem a sensibilidade ao cálcio, mais precisamente na via PKC 

de sinalização, usou-se o DBF, um potente e específico ativador de PKC 

(YANAGITA, et al., 1999). O DBF induziu uma contração sustentada em 

preparações de aorta contendo endotélio preservado e incubadas em meio livre de 

cálcio com EGTA.  

 Este efeito contrátil foi revertido pelo NFe, indicando que esta substância 

pode interferir com eventos celulares que aumentam a sensibilidade ao cálcio 

mediada pela PKC para proteínas contráteis. Neste sentido, tem sido também 

mostrado que a fosforilação de tirosina por cinases de tirosina é capaz de ativar 
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muitas vias de sinalização intracelulares resultando em vários eventos celulares, 

incluindo a contração do MLV (YU et al., 2004). 

 O nível de resíduos de tirosina fosforilados é regulado por um equilíbrio 

entre as ações de cinases de tirosina e fosfatases de tirosina. O ortovanadato sódio, 

um potente inibidor da proteína tirosina fosfatase, induz contração do músculo liso 

devido a uma redução de resíduos de tirosina desfosforilada, aumentando assim 

indiretamente a quantidade de tirosina fosforilada (MORI M, TSUSHIMA, 2004). 

 Em preparações de aorta com endotélio intacto em meio sem cálcio, o NFe 

foi capaz de relaxar contrações induzidas por ortovanadato de sódio de uma 

maneira dependente da concentração com uma potência que foi semelhante a 

encontrada pelo NFe em relaxar contrações induzidas por DBF.  

Isto sugere que os efeitos vasorrelaxante do NFe são parcialmente 

dependentes da quantidade de resíduos de tirosina fosforilada. Contudo, mais 

estudos com células lisas vasculares isoladas serão necessários para estudar em 

detalhes os mecanismos de sinalização do cálcio que podem ser alvo das ações do 

NFe. 

Os resultados com artéria pulmonar sugerem também um efeito miogênico do 

NFe nesses leitos vasculares. Não houve interferências do endotélio no seu efeito 

vasorrelaxante, bem como, mostrou mesma potência no acoplamento 

eletromecânico ou no acoplamento farmacomecânico. Não há indícios de 

envolvimento da guanilato ciclase, nem da participação de canais para potássio no 

mecanismo de ação do NFe, pois nem ODQ nem o TEA influenciaram 

respectivamente na sua potência.  

Os vasos da artéria mesentérica (terceiro ramo) são considerados vasos de 

resistência. Esclarece-se que são consideradas artérias de resistência àquelas que 

possuem diâmetro menor que 300 μm. (MULVANY 2002 APUD BRITO 2015). Nos 

experimentos realizados no terceiro ramo da artéria mesentérica, em nossos 

laboratórios, cerca de 86% dos anéis eram menores que 300 μm e 14% eram entre 

300 e 340 μm (BRITO 2015). Logo, os experimentos realizados no terceiro ramo de 

artérias mesentéricas, foram experimentos em artérias de resistência.  

O fato desses vasos de resistência possuírem uma camada muscular mais 

espessa permite que ocorram grandes alterações no diâmetro vascular frente a 
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estímulos neuro-humorais e hemodinâmicos possibilitando fortes influências no 

controle do fluxo sanguíneo e pressão arterial (CHRISTENSEN; MULVANY, 2001).  

Dastaca-se que o NFe foi quase dez vezes mais potente em relaxar anéis de 

vasos mesentéricos do que anéis de aorta indicando uma maior ação sobre vasos 

de resistência. Esse efeito vasorrelaxante do NFe nesses vasos também foi bem 

mais potente que o efeito do NFa. Isso sugere que o NFe tem provavelmente efeito 

hipotensor e/ou anti-hipertensivo em organismos vivos. Isso traz interessantes 

possibilidades de realização de estudos in vivo com ratos normotensos ou 

hipertensos. Ressalta-se, que os motivos que levam o NFe ter potência maior em 

vasos de resistência do que em vasos de condutância ainda precisam ser 

investigados. 

Faz se interessante ressaltar que a potência do NFe, em anéis de aorta foi a 

mesma em anéis de artéria pulmonar, pois não diferença estatística nas IC50 (aorta 

vs. pulmonar). Provavelmente mantendo o mesmo mecanismo de ação para o 

relaxamento vascular nesses dois diferentes tipos de artérias de condutância, pois 

também não houve diferenças de potência do NFe em anéis de artéria pulmonar em 

relação a estímulo contrátil farmacomecânico ou eletromecânico. Outras 

substâncias, como por exemplo, o eugenol, mostraram respostas vasorrelaxantes 

diferentes quando estudadas em aorta e em artéria pulmonar (COSTA, 2012).  

Logo, em virtude dos efeitos vasorrelaxantes do NFe de natureza miogênica 

estudados em aorta, bem como, sua potencia muito aumentada em anéis de artéria 

mesentérica, abre-se leque de perspectivas de seu estudo no tratamento de 

hipertensão arterial sistêmica. Contudo, esse estudo mostrou que a restrição 

conformacional imposta ao NFa que resultou no NFe foi importante para melhorar 

seu perfil farmacológico aumentando sua potência vasorrelaxante. 

Surpreendentemente, porém, seu mecanismo de ação mudou passando a ter efeito 

miogênico ao passo que o NFa envolve estimulação da guanilato ciclase. Esse 

estudo não foi capaz de explicar os mecanismos pelos quais o mecanismo de ação 

foi alterado, sendo necessárias investigações extras nesse sentido. 

 Romano (2010) diz que a hipertensão pulmonar é uma condição progressiva 

caracterizada por pressões elevadas na artéria pulmonar. Assim, os resultados 

envolvendo artéria pulmonar também trazem a possibilidade de estudos 



   

112 

 

direcionados com modelos de hipertensão pulmonar intuito de reverter o aumento da 

resistência vascular pulmonar que é a principal causa no desenvolvimento da 

hipertensão arterial pulmonar. 

Inegável é o crescente interesse da classe médica e cientistas pelo 

conhecimento da hipertensão pulmonar. Em nosso meio, a perspectiva de 

disponibilização de novas drogas para o tratamento da hipertensão arterial 

pulmonar, contrasta com a quase total ausência de recursos farmacológicos até há 

bem pouco tempo (LOPES, 2005).  

Nesse sentido, outros estudos com o NFe relacionados a circulação pulmonar 

são relevantes, visto que exitem ainda poucas alternativas farmacológicas para 

tratamento de hipertensão pulmonar (ROMANO 2010). Logo, o NFe pode se 

configurar como uma nova substância que atue no tratamento desse agravo à 

saúde. 

 

 

 

10 RESULTADOS DOS EFEITOS VASCULARES DO TRANS-4-MET OXI-ββββ-

NITROESTIRENO  

 

10.1 Efeito do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre o tônus basal (série 1)  

O veículo usado para dissolver o MNFe não alterou significativamente (P > 

0,05, ANOVA a uma via) o tônus basal das preparações controles de anéis de aorta 

com endotélio funcional. Este parâmetro permaneceu também inalterado pelo MNFe 

em todas as concentrações testadas (0,1-100 μg/mL, correspondendo a 0,55-

558,12, n = 6) quando comparado com aquele registrado nas preparações controles 

(n = 4) (Figura 28; P > 0,05, ANOVA a duas vias). 
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Figura 28 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM, n = 6) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 4) sobre 
o tônus basal de anéis de aorta isolada de ratos com endotélio funcional. Os dados 
são expressos em média e as barras verticais representam o EPM. 

 

10.2 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de aorta de rato  (série 2) 

Nas preparações com o endotélio funcional, a adição cumulativa de 

concentrações crescentes de MNFe (0,1-100 μg/mL, i.e., 0,55-558,12 µM, n = 8) 

relaxou a contração sustentada induzida por 1 µM de fenilefrina de maneira 

dependente de concentração, um efeito que se tornou significante a partir da 

concentração de 10 μg/mL (Figura 29; P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni) 

quando comparado com o grupo veículo (n = 12). A IC50 foi de 14,02 (8,68-19,36) 

μg/mL, i.e., 78,23 (48,43-108,02) µM. 

 Nas mesmas concentrações, o MNFe (n = 12) também induziu um 

relaxamento dependente da concentração nas preparações de anéis de aorta sem 

endotélio funcional ou pré-tratadas com L-NAME (n = 5) (efeito que se tornou 

significativo a partir da concentração de [3 μg/mL P < 0,001 sem endotélio] e de [10 

μg/mL, L-NAME] P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni. Figura 29) quando 

comparado com o grupo veículo (n = 12). IC50 10,8 (8,33-13,27) μg/mL e 11,3 (5,17-
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17,42) μg/mL respectivamente i.e., 60,26 (46,48-74,04) e 63,05 (28,84-97,20) µM. 

Esse relaxamento não foi significativamente (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) 

diferente daquela obtida nas preparações com endotélio intacto.  
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Figura 29 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe,  0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 12) sobre 
contração induzida por fenilefrina, com endotélio funcional (n = 8), sem endotélio (n 
= 12) e com endotélio mas tratadas com L-NAME (n = 5) de aorta isolada de ratos. 
Os dados são expressos em média e as barras verticais representam o EPM. O 
asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,001, teste de ANOVA (duas 
vias) seguido de teste de Bonferroni em relação ao veículo. 

 

10.3 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada induzida por potássio em anéis de aorta de rato (série 3)  

Em ambas as preparações com (n = 13) ou sem (n = 10) endotélio intacto, o 

MNFe (0,1-100 μg/mL, correspondendo a 0,55-558,12 µM) relaxou a contração 

sustentada induzida por potássio (60 mM) de maneira dependente da concentração, 

um efeito que se tornou significativo a partir da concentração de 3 μg/mL e 10 μg/mL 

respectivamente (P < 0,05, ANOVA duas vias, seguido de teste de Bonferroni. 

Figura 30) em relação as preparações controles (n = 15). O valor da IC50 para o feito 
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relaxante do MNFe foi de 21,33 (16,36-26,31) e 19,51 (11,21-27,81) μg/mL em anéis 

de aorta com e sem endotélio funcional, respectivamente (i.e., 119,02 (91,28-146,80) 

e 108,86 (62,55-155,17) µM). Nestas preparações, a sensibilidade vascular ao 

MNFe foi similar independente da presença do endotélio funcional (P > 0,05, teste 

de Mann-Whitney). Entretanto, existe diferença estatística entre os efeitos do MNFe 

sobre contrações induzidas por fenilefrina e contrações induzidas por potássio, 

apresentando potência maior de efeitos vasorrelaxantes sobre o acoplamento 

farmacomecânico (Figura 30; P < 0,05, teste de Mann-Whitney). 
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Figura 30 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 15) sobre 
contração induzida por potássio 60 mM, com endotélio funcional (n = 13) e sem 
endotélio (n = 10) de aorta isolada de rato. Os dados são expressos em média e as 
barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: 
P < 0,05, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni em relação ao 
veículo (n = 15). 

 

 
10.4 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de aorta de rato  incubados com azul de 

metileno ou ODQ (série 4) 
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Para investigar o papel da guanilato ciclase no relaxamento promovido pelo 

MNFe, experimentos foram desenhados para inibir essa enzima através do pré-

tratamento por 20 minutos com 10 µM de ODQ (inibidor seletivo da guanilato ciclase 

solúvel) ou com 100 µM de azul de metileno (inibidor não seletivo). Sob essas 

condições, o MNFe (0,1-100 μg/mL, correspondendo a 0,55-558,12 µM, n = 11) foi 

ineficaz em relaxar, totalmente contrações promovidas por 1 µM de fenilefrina e a 

curva foi deslocada para direita (Figura 31), com o valor de IC50: (ODQ: 58,32 

[35,45-81,20] e azul de metileno: 33,85 [10,45-57,24] μg/mL) [i.e., 325,42 (197,81-

453,09) e 188,88 (58,31-319,39) µM, respectivamente]. Valores de IC50 foram 

estatisticamente diferentes quando comparadas com a IC50 controle (n = 12): 

IC50:14,78 (11,12-18,44) μg/mL [i.e., 82,49 (62,06-102,91) µM] (P < 0,001 [ODQ] e P 

< 0,01 [azul de metileno], ambas em 10 μg/mL, teste de Mann-Whitney). 
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Figura 31 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina 1 µM em anéis de aorta de rato com endotélio funcional pré-tratados com 
ODQ (10 µM) ou azul de metileno (100 µM) (n = 11 por grupo). Os dados são 
expressos em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o 
primeiro efeito significativo: *P < 0,05 teste de ANOVA (uma via). 
 
 
 

10.5 Efeito do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração sustentada de 

fenilefrina em preparações pré-tratadas com indomet acina ou MDL (série 4) 
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 Para investigar se há contribuição das prostaglandinas no relaxamento 

promovido pelo MNFe, as preparações foram pré-tratadas por 20 min com 

indometacina (10 µM), potente inibidor da cicloxigenase, antes da contração 

induzida por fenilefrina (1µM). Nessas condições, o MNFe (0,1-100 μg/mL, i.e., 0,55-

558,12 µM, n = 5) relaxou de modo concentração dependente as contrações 

induzidas por fenilefrina (1 µM) com IC50 de 15,15 (11,79-18.52) μg/mL, [i.e., 84,53 

(65,78-103,34) µM] não diferindo estatisticamente das preparações controles (Figura 

32; P > 0,05, teste de Mann-Whitney). Em outras preparações, utilizou-se o pré-

tratamento com 3 µM de MDL-12,330A, inibidor da enzima adenilato ciclase por 20 

minutos. O relaxamento pelo MNFe (0,1-100 μg/mL, n = 6) também não diferiu 

estatisticamente [IC50: 11,94 (5,46-18,43) μg/mL, i.e., 66,62 (30,46-102,83) µM] do 

controle (IC50: 14,02 [8,683-19,36] μg/mL, i.e., 78,23 [48,43-108,02] µM.), (Figura 32; 

P > 0,05, teste de Mann-Whitney)  
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Figura 32 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina (1 µM) em anéis de aorta de rato com endotélio funcional pré-tratados 
com indometacina (10 µM, n = 5), ou MDL-12,330A (3 µM, n = 6). Os dados são 
expressos em média e as barras verticais representam o EPM.  
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10.6 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de aorta de rato  incubados TEA ou 4AP 

(série 4) 

 Para investigar o papel dos canais para potássio no relaxamento promovido 

pelo MNFe, foi utilizado o pré-tratamento com TEA (5 mM) inibidor não específico de 

canais para potássio. Outras preparações foram pré-tratadas com 4-AP (1 mM), 

inibidor de canais para potássio sensíveis à voltagem. A Figura 33 mostra que o 

MNFe (0,1-100 μg/mL, correspondendo a 0,55-558,12, µM n = 4) nas preparações 

incubadas com TEA (n = 10) ou 4-AP (n = 8) foi incapaz de reverter totalmente as 

contrações induzidas por fenilefrina (1 µM), apresentando IC50 de 66,77 (45,72-

87,82) e 89,69 (46,29-133,10) μg/mL respectivamente  (i.e., 372,57 (255,11-490,03) 

e 500,47 (258,29-742,69) µM respectivamente). Valores de IC50 foram 

estatisticamente diferentes do controle (n = 12): 14,78 (11,12-18,44) μg/mL, [i.e., 

82,49 (62,06-102,91) µM) µM (primeiro efeito significativo em 3 μg/mL, P < 0,05, 

teste de Mann-Whitney).  
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Figura 33 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina 1 µM em anéis de aorta de rato com endotélio funcional, pré-tratados com 
TEA (5 mM, n = 10) ou 4-AP (1 mM, n = 8). Os dados são expressos em média e as 
barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: 
*P < 0,05, teste de ANOVA (duas vias). 
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10.7 Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno em contrações induzidas por 

cafeína em preparações mantidas em meio isento de c álcio (série 5)  

 A cafeína foi usada como ferramenta farmacológica no intuito de averiguar se 

o MNFe é capaz de inibir a contração induzida por cálcio liberado por cálcio pelo 

reticulo sarcoplasmático, via receptor de rianodina. Em anéis de aorta com endotélio 

integro e mantidos em meio sem cálcio contendo EGTA (1 mM), a contração 

induzida por 20 mM cafeína (expressa como % daquela induzida por 60 mM) não foi 

significativamente (Figura 34; P > 0,05, teste t de Student) alterada pela incubação 

com MNFe nas concentrações de 30 μg/mL (n = 7) (11,25 ± 2,82 e 12,26 ± 3,43%, 

na ausência de MNFe (n = 7). 
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Figura 34 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 30 μg/mL n = 6) sobre a 
contração transitória induzida por cafeína (20 mM) em anéis de aorta de rato com 
endotélio preservado e, mantidos em meio sem cálcio. Veículo (n = 4). Os dados são 
expressos em media ± EPM e como percentual da contração inicial induzida por 60 
mM K+. 

 

 

10.8 Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre contrações induzidas por 

fenilefrina em preparações mantidas em meio isento de cálcio pré-tratadas 

com ou sem ODQ (série 6) 
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No meio sem Ca2+ (contendo EGTA 1 mM), os anéis de aorta foram 

contraídos pela adição de 1 μM de fenilefrina à solução KHM. Essas contrações 

foram expressas como % da contração induzida por 60 mM de potássio. A resposta 

contrátil não foi alterada pela incubação prévia de MNFe 10 μg/mL (18,93 ± 7,93, n = 

5) mas significativamente reduzida na concentração de 30 μg/mL (2,51 ± 1,31, n = 

11) (Figura 35; P > 0,05 e P < 0,01 para 10 e 30 µg/mL respectivamente teste t de 

Student) quando comparadas com o controle (56,01 ± 6,09, n = 14). 

Em outra série de experimentos, houve o pré-tratamento com ODQ (10 µM) 

por 20 min antes da administração do MNFe 30 μg/mL. O MNFe 30 μg/mL reduziu 

significativamente a contração induzida por fenilefrina (16,72 ± 3,4, n = 7. P < 0,05 

teste t de Student), porém, essa mesma concentração de MNFe nas preparações 

incubadas com ODQ não reduziu significativamente a contração (43,22 ± 4,95, n = 7. 

P > 0,05 teste t de Student. Figura 35) quando comparadas com o controle (56,01 ± 

6,093, n= 14).  
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Figura 35 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 10-30 μg/mL  e 30 μg/mL 
+ ODQ (n = 5-11 por grupo) sobre a contração transitória induzida por fenilefrina (1 
µM) em anéis de aorta de rato com endotélio preservado e mantidos em meio sem 
cálcio. Contração por K60 mM (n = 9), veículo (n = 14). Os dados são expressos em 
media ± EPM e como percentual da contração inicial induzida por 60 mM K+. Teste t 
de Student. * P < 0,05)  
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10.9 Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre contrações induzidas por 

cálcio em meio sem cálcio na presença de tapsigargi na após a depleção dos 

estoques intracelulares de cálcio em preparações de  anéis de aorta, pré-

tratadas ou não com ODQ (séries 8) 

  Em preparações com endotélio preservado incubadas em meio sem cálcio 

com os estoques intracelulares de cálcio depletados e na presença de tapsigargina 1 

µM, concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 (0,1-20 mM) promoveram 

contrações dependentes da concentração. Estas contrações induzidas por cálcio 

foram reduzidas pelo MNFe (10 μg/mL, n = 10) e abolidas pelo MNFe 30 μg/mL (n = 

8) com primeiro efeito significativo, em ambas as concentrações de MNFe, a partir 

da concentração de 3 mM de cálcio (Figura 36; P < 0,01 e P < 0,001, ANOVA as 

duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, respectivamente). Contudo, nas 

preparações pré-tratadas com ODQ e expostas ao MNFe 10 μg/mL (n = 5) o efeito 

inibitório encontrado na ausência de ODQ foi perdido, não havendo diferenças 

estatísticas e relação às preparações controles (n = 12) (P > 0,05, ANOVA duas vias 

e teste de Bonferroni). 
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Figura 36 . Curvas concentração-reposta construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 12) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta 
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mantidas em meio sem Ca2+ após depleção de estoques intracelulares e adição de 
tapsigargina (1 µM). As curvas são construídas na ausência ou presença trans-4-
metoxi-β-nitroestireno (MNFe 3 e 10 μg/mL n = 8-10 por grupo). Note que na 
concentração de 10 µg/mL, o MNFe aboliu a curva controle, porém, na concentração 
10 μg/mL + ODQ (10 µM, n = 5) o MNFe perdeu o efeito. Os dados são expressos 
em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro 
efeito significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de 
Bonferroni. #P < 0,01 pela ANOVA (duas vias) em relação à curva de Ca2+ na 
ausência de MNFe (controle).   

 

 

10.10 Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre as contrações induzidas 

por cálcio em anéis de aorta pré-contraídos por pot ássio ou fenilefrina em 

meio sem cálcio (série 7) 

Em preparações com endotélio preservado incubadas em meio sem cálcio e 

despolarizadas por K60 mM, concentrações crescentes e cumulativas de CaCl2 (0,1-

20 mM, n = 13) promoveram contrações dependentes da concentração. Este 

parâmetro foi inalterado pelo MNFe 10 μg/mL, (n = 6) (Figura 37; MNFe 12 P < 0,05, 

ANOVA a duas vias, teste de Bonferroni), porém, na concentração de 30 μg/mL (n = 

5) aboliu a resposta contrátil com primeiro efeito significativo na concentração de 1 

mM de cálcio (Figura 37; P < 0,01, ANOVA a duas vias, teste de Bonferroni). 
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Figura 37 . Curvas concentração-efeito construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 13) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta isolada 
mantidas em meio sem Ca2+, na presença de 60 mM de KCl. Essas curvas foram 
construídas na ausência ou na presença de trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe) 
nas concentrações de 10 (n = 6) ou 30 (n = 5) μg/m. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de Bonferroni. #P 
< 0,01 pela ANOVA duas vias em relação à curva de Ca2+ na ausência de MNFe 
(controle).   

 

 

Em preparações com endotélio preservado incubadas em meio sem cálcio na 

presença de verapamil (1 µM) e fenilefrina (1 µM), concentrações crescentes e 

cumulativas de CaCl2 (0,1-20 mM, n = 7) promoveram contrações dependentes da 

concentração. Este efeito não foi significativamente reduzido pelo MNFe (10 μg/mL, 

n = 6) (Figura 38; P > 0,05, ANOVA a duas vias), mas o MNFe (30 μg/mL, n = 4) 

aboliu a resposta contrátil com primeiro efeito significativo na concentração de 0,5 

mM de cálcio (Figura 36; P < 0,05, ANOVA a duas vias, seguido de teste de 

Bonferroni). 
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Figura 38 . Curvas concentração-efeito construídas pela adição de concentrações 
crescentes (0,1-20 mM, n = 7) de CaCl2 em preparações de anéis de aorta isolada 
de rato mantidas em meio sem Ca2+ (na presença de 1 µM verapamil) e estimuladas 
por fenilefrina (1 µM). Essas curvas foram construídas na ausência ou na presença 
de trans-4-metoxi-β-nitroestireno nas concentrações de 10 (n = 6) ou 30 (n = 4) 
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μg/mL. Os dados são expressos em média e as barras verticais representam o EPM. 
O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA (uma 
via) seguido de teste de Bonferroni. # P < 0,001 pela ANOVA (duas vias) em relação 
à curva de Ca2+ na ausência de MNFe (controle).   

 

10.11 Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre as contrações induzidas 

por dibutirato de forbol ou ortovanadato de sódio e m meio sem cálcio (série 9)  

Em anéis de aorta incubados em meio sem cálcio (1 mM de EGTA), o DBF (1 

µM) (n = 9) induziu uma contração sustentada que correspondeu a 115,60 ± 10,33% 

da contração induzida por K60 mM. Quando o platô de contração foi atingido, 

concentrações crescentes e cumulativas de MNFe (1-100 μg/mL, correspondendo a 

0,55-558,12 µM) que reduziu de modo significante tais contrações de modo 

concentração dependente (Figura 39; P < 0,05, uma via ANOVA). Efeito esse que 

começou a ser estatisticamente significante na concentração de MNFe 3 μg/mL (P < 

0,01, ANOVA uma via e teste de Dunnett com valor de IC50 13,46 (2,92-24,00) 

μg/mL, i.e., 75,10 (16,29-133,92) μM, o qual foi da mesma ordem de magnitude (P > 

0,05, teste de Mann–Whitney) que as contrações induzidas por fenilefrina 1 µM. 
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Figura 39 . Efeito inibitório do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 1-100 µg/mL, 
correspondendo a 5,58-558,12  µM) sobre a contração sustentada induzida pelo 
dibutirato de forbol (1 µM) em preparações de anéis de aorta isolada mantidas em 
meio sem Ca2+. Os dados são expressos em média e as barras verticais 
representam o EPM (n = 5). O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 
0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de Dunnett. 
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A adição de MNFe em concentrações crescentes (1-100 μg/mL, 

correspondendo a 0,55-558,12 µM, n = 4) também reduziu de modo significante 

contrações promovidas por ortovanadato de sódio (3 mM) em meio sem cálcio, 

também na presença de 1 mM de EGTA. O primeiro efeito inibitório significante na 

concentração de 30 μg/mL (Figura 40; P < 0,01, ANOVA uma via e teste de Dunnett) 

e valor de IC50 13,89 (10,98-38,76) μg/mL, i.e., 77,50 (61,26-216,28) µM, similar ao 

encontrado em contrações induzidas por 1µM DBF.  
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Figura 40 . Efeito inibitório do do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe, 1-100 µg/mL, 
correspondendo a 5,58-558,12  µM) sobre a contração sustentada induzida pelo 
ortovanadato de sódio (3 mM) em preparações de anéis de aorta isolada mantidas 
em meio sem Ca2+. Os dados são expressos em média e as barras verticais 
representam o EPM (n = 5). O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 
0,05, teste de ANOVA (uma via) seguido de teste de Dunnett. 
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A Tabela 4 regrupa os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-
metoxi-β-nitroestireno em preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 
mM) ou fenilefrina (1 µM) e submetidas a vários pré-tratamentos. 

 

Agente contrátil/Pré-tratamento  IC50 (µM)      n 

 
Fenilefrina 

Controle    78,23 (48,43-108,02)    (08)   
Retirada do endotélio              60,26 (46,48-74,04)    (12) 
+ TEA     372,57 (255,11-490,03)       (10) 
+ 4-AP                                               500,47 (258,29-742,69)           (08) 
+ L-NAME    63,05 (28,84-97,20)    (05) 
+ ODQ    325,42 (197,81-453,09)          (11) 

            + Azul de metileno   188,88 (58,31-319,39)      (11) 

+ Indometacina   84,53 (65,78-103,34)    (05) 
+ MDL-12330A   66,62 (30,46-102,83)              (06) 
 

KCl 
 Controle    119,02 (91,28-146,80)            (13) 
 Retirada do endotélio   108,86 (62,55-155,17)            (10) 

 
Tabela 4 . Valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-metoxi-β-
nitroestireno em preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 mM) ou 
fenilefrina (1 µM) e submetidas a vários pré-tratamentos. Esses valores são 
expressos em média geométrica [95% de intervalo de confiança] e o número dentro 
dos parênteses indica o número de preparações por séries de experimento.  
 

 

11. Efeitos do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno em artéria pulmonar  

 

11.1 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de artéria pulmo nar (série 1) 

 Em anéis de artéria pulmonar com endotélio preservado, a adição cumulativa 

de concentrações crescentes de MNFe (0,1-100 μg/mL, i.e., 0,55-558,12 µM, n = 6) 

relaxou a contração sustentada induzida por 1 µM de fenilefrina de maneira 

dependente de concentração com IC50 de 8,70 (2,79-14,62) μg/mL i.e., 48,54 (15,56-
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81,96) µM. O MNFe (n = 4), nas mesmas concentrações, também induziu um 

relaxamento dependente da concentração nas preparações de anéis de artéria 

pulmonar sem endotélio preservado (1 µM de fenilefrina) com IC50 de 16,30 (4,03-

28,57) μg/mL, i.e., 90,97 (24,49-159,45) µM. Efeito que se tornou significante a partir 

da concentração de 10 μg/mL (Figura 41; P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni, 

para preparações com e sem endotélio preservado) quando comparado com o grupo 

veículo (n = 5). Esse relaxamento não foi significativamente (Figura 39; P > 0,05, 

teste de Mann-Whitney) diferente daquela obtida nas preparações com endotélio 

intacto. O MNFe também não apresentou diferença significativa de potência em 

relaxar contrações sustentadas induzidas por fenilefrina em anéis de artéria aorta ou 

anéis de artéria pulmonar (P > 0,05, teste de Mann-Whitney). 
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Figura 41.  Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe; 0,1-100 μg/mL 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 5) sobre 
contração sustentada induzida por fenilefrina (1 µM) em anéis de artéria pulmonar 
isolada de rato com endotélio funcional (n = 6, pulmonar +) e sem endotélio (n = 4, 
pulmonar -) em artéria pulmonar isolada de ratos. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: P < 0,05, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni 
em relação às preparações veículo. 
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11.2 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de potássio (60 mM) em anéis de artéria pulmonar de rato (série 1) 

Em anéis de artéria pulmonar com endotélio preservado a adição cumulativa 

de concentrações crescentes de MNFe (0,1-100 μg/mL, correspondendo a 0,55-

558,12 µM, n = 4) relaxou a contração sustentada induzida por potássio (60 mM) de 

maneira dependente de concentração com IC50 de 23,79 (2,04-49,61) μg/mL, i.e., 

132,77 (11,38-276,88) µM, (Figura 40). O MNFe (n = 5), nas mesmas 

concentrações, também induziu um relaxamento dependente da concentração nas 

preparações de anéis de artéria pulmonar sem endotélio preservado (K60 mM) com 

IC50 de 19,96 (5,51-34,40) μg/mL, i.e., 111,40 (30,75-191,99) µM. Efeito que se 

tornou significante a partir da concentração de 10 μg/mL (Figura 42; P < 0,001, 

ANOVA e teste de Bonferroni, para preparações com e sem endotélio preservado) 

quando comparado com o grupo veículo (n = 4). Esse relaxamento não foi 

significativamente (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) diferente daquela obtida nas 

preparações com endotélio intacto. Também não houve diferença estatística entre o 

efeito relaxante induzido por potássio quando comparado com o de fenilefrina (P > 

0,05, teste de Mann-Whitney).  
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Figura 42.  Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe; 0,1-100 μg/mL 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 4) sobre 
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contração sustentada induzida por potássio (60 mM) em anéis de artéria pulmonar 
isolada de rato com endotélio funcional (n = 4, pulmonar +) e sem endotélio (n = 5, 
pulmonar -) em artéria pulmonar isolada de ratos. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: P < 0,05, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni 
em relação às preparações veículo. 
 

 

11.3 Efeito relaxante do trans-4-metoxi- ββββ-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de artéria pulmo nar de rato pré-tratados 

com TEA ou ODQ (série 2)  

Em preparações com o endotélio funcional, pré-tratadas por 20 minutos com 

ODQ ou TEA a adição cumulativa de concentrações crescentes de MNFe (0,1-100 

μg/mL, i.e., 0,55-558,12 µM, n = 5 por grupo) não relaxou totalmente contrações 

induzidas por fenilefrina (1 µM), apresentando IC50 de ODQ: 25,99 (3,758-48,22) 

μg/mL, i.e., 145,05 (20,92-269,12) µM. Valor esse significativamente diferente do 

controle: 8,70 (2,79-14,62) μg/mL (P < 0,05, teste de Mann-Whitney). IC50 de TEA: 

21,71 (3,38- 40,04) μg/mL, i.e., 121,16 (18,86-223,47) µM. Valores esses de IC50 não 

significativamente diferentes do controle: 8,21 (0,57-15,86) μg/mL (n = 6) (P > 0,05, 

teste de Mann-Whitney), porém, teve a curva deslocada para a direita com 

relaxamento incompleto. Efeito que se tornou significante a partir da concentração 

de 30 μg/mL (Figura 43; [P < 0,01 (ODQ) e P < 0,05 (TEA), ANOVA e teste de 

Bonferroni]. 
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Figura 43 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe: 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12  µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina (1 µM) em anéis de artéria pulmonar de rato com endotélio funcional pré-
tratadas com ODQ (10 µM, n = 5) ou TEA (5 mM, n = 5. Os dados são expressos em 
média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito 
significativo: *P < 0,05, teste de ANOVA. 
 

A tabela 5 reagrupa os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-
metoxi-β-nitroestireno em preparações de anéis de artéria pulmonar de ratos pré-
contraídas com KCl (60 mM) ou fenilefrina (1 µM) e submetidas ao pré-tratamento 
com ODQ ou TEA. 

Derivado/Pré-tratamento   IC50 (µM)   n 

Fenilefrina 
Controle    48,54 [15,56-81,96]  (6) 

 Retirada do endotélio   90,97 [24,49-159,45] (4) 
+ ODQ    145,05 [20,92-269,12] (5) 
+ TEA      121,16 [18,86-223,47]        (5) 
 

KCl 
 Controle    132,77 [11,38-276,88] (4) 
 Retirada do endotélio   111,40 [30,75-191,99] (5) 
  

 
Tabela 5.  Valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes trans-4-metoxi-β-
nitroestireno em preparações de anéis de artéria pulmonar de ratos normotensos 
pré-contraídas com fenilefrina (1 µM) ou KCl (60 mM) e submetidas ao pré-
tratamento com ODQ ou TEA. Esses valores são expressos em médias geométrica 
[95% de intervalo de confiança] e o número entre parênteses indica o número de 
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preparações por grupo de experimento. *P < 0,05 vs. o respectivo grupo controle 
(teste de Mann-Whitney).  

 

 
12 Efeito relaxante do MNFe sobre a contração de fe nilefrina em anéis de 
artéria aorta e sobre a contração de noradrenalina no terceiro ramo de artéria 
mesentérica.  

Em anéis do segundo ramo de artéria mesentérica (n = 5) com o endotélio 

funcional, a adição cumulativa de concentrações crescentes de MNFe (0,1-100 

μg/mL) relaxou totalmente a contração sustentada induzida por 10 µM de 

noradrenalina com valor de IC50 de 1,75 (0,14-3,37) μg/mL, i.e. 9,76 (0,78-18,80) µM 

(n= 5). Efeito que se tornou significante a partir da concentração 0,03 µg/mL (Figura 

44; P < 0,01, ANOVA duas vias seguida de teste de Bonferroni) quando comparado 

aos efeitos em artéria aorta que teve IC50 de 14,02 (8,68-19,36) μg/mL, i.e. 78,23 

(48,43-108,02) µM (n = 8).  
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Figura 44 . Efeito do trans-4-metoxi-β-nitroestireno (MNFe: 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo a 0,55-558,12 µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina 1 µM em anéis de aorta isolada de rato com endotélio funcional (aorta, n = 
8) e sobre contração sustentada induzida por noradrenalina 10 uM em anéis de 
terceiro ramo da artéria mesentérica com endotélio funcional (mesentérica 3º ramo, 
n = 5 ). Os dados são expressos em média e as barras verticais representam o 
EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: *P < 0,01, teste de ANOVA. 
#P < 0,01 pela ANOVA (duas vias) em relação à curva concentração-resposta obtida 
em anéis de aorta. 
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A Tabela 6  compara os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-
metoxi-β-nitroestireno em preparações (com endotélio intacto) de anéis de aorta com 
aqueles obtidos em preparações de terceiro ramo da artéria mesentérica de ratos. 
Esses mesmos valores foram também comparados com aqueles obtidos com o 1-
nitro-2-fenileteno nas respectivas preparações de artérias de conductância (aorta) e 
de resistência (terceiro ramo da artéria mesentérica). De acordo com essa tabela, 
pode-se emitir as seguintes deduções acerca do impacto do acréscimo do 
grupamento metoxila no anel aromático do NFe sobre sua potência farmacológica, 
em preparações de artérias de condutância e de resistência oriundas de ratos 
normotensos. 

1. Em relação ao NFe, o MNFe apresentou uma mesma potência farmacológica 
em relaxar artérias de condutância.  

2. Como foi observado para o NFe, o MNFe também apresentou um efeito 
vasorrelaxante com maior potência farmacológica (cerca de 8,01 vezes) em 
vasos de pequeno calibre envolvidos no controle da resistência vascular 
periférica do que em vasos de condutância (aorta). Este aumento da potência 
em artérias de resistência do MNFe não foi diferente estatisticamente do 
aumento de potência do NFe (9,35 vezes) nesse tipo de arteria. 

 
___________________________________________________________________________ 
      IC50 (µM) 
 
  Acréscimo do grupo metoxila          Apenas restrição conformacional        
Nitroderivados  MNFe               NFe    Fator (vezes)  

Tipo artéria/ 
Agente contrátil 
 
Fenilefrina 
 Aorta           78,23 [48,43-108,02]          70,19 [31,37-109,01]    1 
 (n)      (8)    (7) 
 

Noradrenalina 
 3° Ramo    9,76 [0,78-18,80]            7,50 [3,28-11,66]             1  
 (n)      (5)    (4) 
 

Fator (vezes)     8,01    9,35 
 
Tabela 6 . Valores de IC50 (µM) para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-metoxi-β-
nitroestireno (MNFa) e do 1-nitro-2-fenileteno (NFe) em preparações de anéis de 
artérias de condutância (aorta) e de resistência (3 ramo de artéria de resistência) 
pré-contraídas com fenilefrina (1 µM) e noradrenalina (10 µM) respectivamente, 
oriundas de ratos normotensos. Os valores são expressos em média geométrica 
[95% de intervalo de confiança] e o número entre parênteses indica o número de 
preparações por grupo. *P < 0,01 vs. aorta para um dado nitroderivado (teste de 
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Mann-Whitney), #P < 0,01 vs. nitroderivado NFa para um dado tipo de artéria (teste 
de Mann-Whitney).  
 

 

13 DISCUSSÃO DOS EFITOS VASORRELAXANTES DO TRANS-4- METOXI-ββββ-
NITROESTIRENO 

 Os resultados obtidos com MNFe demonstraram que essa substância tem 

propriedade vasorrelaxante de modo concentração dependente, com ações 

independente da integridade do endotélio em anéis de artéria aorta e artéria 

pulmonar e, não tem efeito sobre o tônus basal de aorta. Apresentou também efeitos 

relaxantes sobre o terceiro ramo da artéria mesentérica.   

 O MNFe tem maior potência sobre o acoplamento farmacomecânico em 

comparação com o acoplamento eletromecânico em anéis de aorta de rato. 

Ademais, provavelmente tem como mecanismo de ação vasorrelaxante, estimular a 

guanilato ciclase, pois teve potência significativamente reduzida pelo pré-tratamento 

com ODQ ou azul de metileno. 

 Embora o NFe tenha se mostrado mais potente que o NFa (ARRUDA-

BARBOSA et al., 2014), o presente estudo mostrou que o MNFe tem mesma 

potência que o NFe, no acoplamento farmacomecânico mas menos potente no 

acoplamento eletromecânico em preparações de aorta.  

A menor potência em relaxar contrações induzidas por potássio é um indício 

de que, em seu mecanismo de ação, provavelmente envolve a abertura desses 

canais resultando em hiperpolarização e consequente relaxamento do MLV. Esse 

raciocínio é reforçado pelo fato do MNFe ter sido incapaz de relaxar totalmente 

contrações induzidas por fenilefrina em preparações pré-tratadas com inibidores 

para canais para potássio (TEA ou 4-AP). 

Segundo Sorbey (2001) a abertura dos canais para potássio dependentes de 

voltagem causa hiperpolarização da membrana celular, o que leva a célula do MLV 

ao relaxamento. Nelson e Quayle (1995) relatam que esses canais promovem a 

repolarização devido ao efluxo de potássio em resposta à despolarização da 

membrana, desse modo o potencial de repouso da membrana sarcoplasmática é 

reestabelecido. 
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 Ressalta-se que a abertura de canais para potássio que resulta em 

hiperpolarização e consequente relaxamento do MLV pode ser um evento resultante 

da estimulação da guanilato ciclase (MORGADO et al., 2012). Nesse sentido, esse é 

um indício forte de que o MNFe tem seus efeitos relacionados à guanilato ciclase, 

contudo, não se pode descartar, uma possível ação direta do MNFe nos canais para 

potássio presentes na membrana celular. 

 Em células de MLV a, porção heme da guanilato ciclase é o maior sítio 

intracelular de interação com a molécula de óxido nítrico que resulta no, aumento da 

atividade catalítica da enzima várias centenas de vezes (MARTIN et al., 2012). 

Fisiologicamente no interior do MLV, o óxido nítrico interage com o ferro do grupo 

heme da enzima guanilato ciclase, acarretando uma alteração da conformação 

desta enzima, tornando-a ativa. Essa enzima catalisa a saída de dois grupamentos 

fosfato da molécula de GTP, resultando na formação de GMPc. O sistema guanilato-

GMPc tem uma importância central para a ação fisiológica do óxido nítrico (DUSSE, 

VIEIRA E CARVALHO, 2003). 

 Os resultados indicam participação da guanilato ciclase nas ações 

vasorrelaxantes do MNFe, porém, sem participação endotelial pois sua atividade em 

relaxar o MLV se mostrou independente da integridade do endotélio. Também se 

utilizou bloqueio farmacológico da NOS pelo L-NAME, e bloqueio das 

prostagandinas pela indometacina em preparações de aorta, esses bloqueios não 

influenciaram os efeitos varorrelaxantes do MNFe. O tratamento prévio de anéis de 

aorta com MDL-12,330A também não alterou os efeitos do MNFe excluindo, assim, 

também a participação da adenilato ciclase em seu mecanismo de ação. Resultados 

similares aos encontrados com o NFe (ARRUDA-BARBOSA et al., 2014) e com o 

NFa (BRITO et al., 2013). 

 O mecanismo de ação do MNFe está relacionado a guanilato ciclase, pois as 

preparações tiveram forte perda de potência quando submetidas ao pré-tratamento 

com ODQ ou azul de metileno. Outros resultados obtidos por meio de estudos sobre 

contrações induzidas por IP3 realizadas em solução nutridora livre de adição de 

cálcio também corroboram essa linha de raciocínio. 

As contrações resultantes da abertura de canais para cálcio dependentes de 

IP3 presentes no RS, em aorta de rato, foram reduzidas pelo MNFe. No entanto, em 
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preparações incubadas previamente com ODQ, o MNFe foi incapaz de reduzir de 

modo estatisticamente significante as contrações em relação ao controle. Uma das 

vias de relaxamento em decorrência da estimulação da guanilato ciclase é 

justamente inibir a liberação de cálcio por canais dependentes de IP3. (FRANCIS et 

al., 2010). 

Contrações induzidas por cafeína em meio livre de cálcio resultam em 

ativação de canais de rianodina que promovem uma contração transitória em 

decorrência da liberação de cálcio pelo RS (VALLOT, COMBETTES E LOMPRE, 

2001). O MNFe não apresentou efeito sobre contrações resultante da ativação de 

canais de rianodina.  

Outros estudos mostraram que nitroprussiato de sódio também foi ineficaz 

contra contrações induzidas por cafeína, indício forte que substâncias que resultam 

na formação de GMPc não tem atividade sobre esse tipo de contração (JI, 

BENISHIN E PANG 1998; ITOH et al., 1981 E PAUVERT, MARTHAN E SAVINEAU 

2000). O NFa e o NFe também não apresentaram efeitos sobre a contração induzida 

por cafeína (BRITO et al., 2013 E ARRUDA-BARBOSA et al., 2014). 

Segundo Dusse, Vieira e Carvalho (2003) o aumento da concentração de 

GMPc na célula do MLV resulta no relaxamento vascular que envolve a diminuição 

da entrada de Ca2+ para a célula, a inibição da liberação e o aumento do sequestro 

de Ca2+ pelo RS. De acordo com Murad (1994) e Akata (2007b) a guanilato ciclase 

estimula a PKG que por sua vez promove maior recaptação de cálcio para o RS pelo 

aumento da atividade da SERCA. 

O MNFe reduziu ou aboliu contrações transitórias promovidas pela entrada de 

cálcio por canais para cálcio dependentes de estoque após a depleção das reservas 

de cálcio do RS. Efeitos que foram bloqueados após a incubação prévia por OQD 

nas preparações. Resultados similares ocorreram com o NFa (BRITO et al., 2013) 

todavia, foram necessárias concentrações maiores quando comparadas com o 

MNFe  

O MNFe foi capaz de inibir contrações induzidas por cálcio em preparações 

de aorta despolarizadas com alta concentração de potássio em meio livre de cálcio. 

Nessas condições, as contrações induzidas por cálcio são devidas a um aumento no 

influxo de cálcio através de canais para cálcio dependentes de voltagem. Ademais o 
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MNFe foi capaz também de interferir com acoplamento farmacomecânico pois, 

reduziu as contrações induzidas por cálcio em preparações de aorta pré-tratados 

com fenilefrina sob meio isento de cálcio em presença de verapamil. De modo 

similar aos dados encontrados com o MNFe ocorreu com o NFe (ARRUDA-

BARBOSA et al., 2014). 

Um dos alvos da PKG é promover a abertura de canais para potássio 

promovendo hiperpolarização do MLV. Segundo Sorbey (2001) a probabilidade de 

ocorrer influxo de cálcio através de canais para cálcio regulados por voltagem é 

menor durante a hiperpolarização causada por abertura de canais para potássio 

logo, o relaxamento do músculo liso vascular é favorecido. 

Faz-se pouco provável que os efeitos vasorrelaxantes do MNFe envolvam 

diretamente a função da fosfodiesterase pois a maioria dos efeitos de inibidores da 

fosfodiesterase é reduzida tanto por remoção do endotélio, como por tratamento 

com L -NAME (TAKAGI et al., 2001 E SALOM et al., 2006).  

DBF é um conhecido ativador da PKC, que tem papel na regulação da função 

vascular (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Ele aumenta a sensibilidade ao cálcio através 

da fosforilação da CLM e da inibição da fosfatase da CLM (MASUO et al., 1994). 

 O efeito contrátil promovido pelo DBF, em anéis com endotélio preservado, 

em meio sem cálcio foi revertido pelo MNFe, indicando que esta substância pode 

interferir com eventos celulares que aumentam a sensibilidade ao cálcio mediada 

pela PKC para proteínas contráteis. Em outras preparações com endotélio íntegro, 

também em meio sem cálcio e com EGTA, o MNFe foi capaz de relaxar contrações 

induzidas por ortovanadato de sódio de uma maneira dependente da concentração 

com uma potência que foi semelhante a encontrada por essa substância contra 

contrações induzidas por DBF. 

 Segundo Mori e Tsushima (2004) o nível de resíduos de tirosina fosforilados 

é regulado por um equilíbrio entre as ações de cinases de tirosina e fosfatases de 

tirosina. O ortovanadato sódio, um inibidor da proteína tirosina fosfatase potente, 

induz contração do músculo liso devido a uma redução de resíduos de tirosina 

desfosforilada, aumentando assim indiretamente a quantidade de tirosina fosforilada. 

 Morgado e colaboradores (2012) relatam que um dos dos alvos da guanilato 

ciclase é a inibição da sensibilização ao cálcio pela maquinaria contrátil. Isso reforça 
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que a inibição pelo MNFe das contrações, em meio zero cálcio, por ativação das 

proteínas contráteis resultantes do aumento da sensibilização ao cálcio, se dá por 

estímulo da guanilato ciclase. 

Esses resultados com o MNFe mostram que essa substância tem um 

potencial farmacológico importantíssimo para ser explorado, pois se configura dentre 

as poucas substâncias não fisiológicas conhecidas que tem mecanismo de ação que 

envolvem a guanilato ciclase.  

No que tange ao aspecto de estrutura-atividade dos derivados do NFa, 

percebe-se que ao promover a restrição conformacional da molécula de NFa através 

da inserção de uma ligação dupla na cadeia lateral e consequente formação do NFe 

houve um expressivo ganho de potência. Todavia, também houve mudança do 

mecanismo de ação vasorrelaxante, passando a não mais se relacionar a guanilato 

ciclase (ARRUDA-BARBOSA et al., 2014). A inserção do grupamento metoxila na 

molécula do NFe não contribuiu para ganho extra de potência contudo, reaproximou 

o mecanismo de ação ao do NFa. 

Sabe-se que o grupo nitro atrai elétrons por efeito indutivo e de ressonância 

(BASTOS-CENEVIVA, 1984), ou seja, é um grupo eletronegativo. Mulliken (1934) 

explica que a eletronegatividade de um elemento é uma medida da força de um 

átomo em atrair para si elétrons envolvidos numa ligação da qual esse átomo 

também participa.  

Por outro lado, o grupo metoxila é um doador de elétron (OLIVEIRA et al., 

2016). Segundo Flor, Davolos e Correia (2007), inserindo uma espécie doadora de 

elétrons, como o grupamento metoxila, na posição orto ou para do anel aromático, 

aumenta-se a possibilidade de ressonância e a estabilidade do anel. Sendo mais 

estável, a energia dos orbitais ligantes diminui e, conseqüentemente, a dos 

antiligantes aumenta, elevando assim a diferença de energia entre os orbitais. 

 Oliveira e colaboradores (2016) realizam experimentos químicos que 

reforçam o potencial doador de elétrons do grupamento metoxila na molécula do 

MNFe. Esses pesquisadores mensuraram os valores de HOMO (mais alto orbital 

molecular ocupado) e LUMO (mais baixo orbital molecular não ocupado) do MNFe e 

NFe. Segundo Bajju e colaboradores (2014) A molécula que possui o valor do 

HOMO mais baixo tem fraca capacidade doadora de eletróns, enquanto que o valor 
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mais elevado do HOMO implica que a molécula é uma boa doadora de elétrons. 

Pelo contrário, a molécula que tem o valor de LUMO mais baixo tem forte 

capacidade de aceitar elétrons, enquanto o valor do HOMO mais elevado implica 

que a molécula tem uma capacidade fraca de aceitar elétróns. 

 Mensurações realizadas mostraram que o MNFe tem valores HOMO e 

LUMO de −6,63 e -2,85 eV respectivamente, enquando o NFe tem valores de 

HOMO e LUMO de -7,26 e -3,09 eV respectivamente. Esse dados confirmam a 

capacidade doadora de elétrons do grupo metoxila do MNFe. 

 Outro tipo de mensuração que indica o potencial doador de elétrons de uma 

substância é o potencial de ionização. Bunge (1977) explica que o potencial de 

ionização de um átomo é uma medida da força com que um elétron está ligado a um 

átomo. O primeiro potencial de ionização de um átomo é a energia necessária para 

remover um elétron desse átomo a uma distância infinita (A à A+ + e-). Baixos 

valores de potencial de ionização para compostos ativos podem indicar possíveis 

mecanismos de transferência de cargas na interação ligante-receptor. 

O MNFe tem potencial de ionização de 192.00 (kcal mol-1), ao passo que o 

NFe tem potencial de ionização de 208,99 (kcal mol-1). Nesse sentido o acréscimo 

do grupamento metoxila na molécula de NFe provavelmente contribuiu com a 

esbabilidade molecular por doar elétrons resultando em uma possível melhor 

interação com a guanilato ciclase, podendo assim, estimulá-la.. 

Na determinação da resistência vascular periférica, as artérias de resistência 

são extremamente importantes, pois o diâmetro interno das artérias é o principal 

parâmetro a determinar a resistência arterial (SALGADO, 2009; FRANCCHINI, 

2013). Logo, a resistência exercida por essas artérias é a principal variável para 

determinação da pressão arterial, (SALGADO, 2009). 

O MNFe foi bem mais potente em relaxar anéis de artérias de resistência do 

que artérias de condutância, indicando que, tem ação preferencial em vasos 

envolvidos no controle da hemodinâmica e na resistência vascular periférica.   

Estudos in vivo deverão ser realizados no intuito de investigar o potencial 

dessa substância em alterar a pressão arterial em ratos normotensos e em 

diferentes modelos de hipertensão. Nesse sentido há possibilidades dessa molécula 
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se configurar como uma droga anti-hipersensiva promissora com prováveis efeitos 

em estimular a guanilato ciclase. 

 O estudo do MNFe em artéria pulmonar isolada de rato obteve resultados 

similares aos encontrados em aorta isolada de rato indicando participação da 

guanilato ciclase em seu mecanismo de ação. Isso abre portas para investigações 

futuras em modelos experimentais que envolvam aumento da resistência de leitos 

vasculares pulmonares, como por exemplo, a hipertensão pulmonar. Condição essa 

que ainda dispõe, segundo Roma (2010), de número restrito de opções 

farmacológicas na terapêutica, tais como; bloqueadores de canais de cálcio, 

antagonistas dos receptores da endotelina, inibidores das fosfodiesterases e 

análogos da prostaciclina. Nesse sentido, o MNFe se mostra como uma substância 

de enorme potencial nessa condição, obtendo um mecanismo de ação diferente das 

drogas atualmente disponíveis. 

 Outros modelos de investigação com o MNFe, como os que envolvam 

disfunção erétil serão abordagens interessantes pelo seu potencial de atuar sobre 

mecanismo relacionados a guanilato ciclase. 

  

 

 

14 RESULTADOS COM O TRANS-4-CLORO- β-NITROESTIRENO 

 

14.1 Efeito relaxante do trans-4-cloro- β-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de aorta 

Nas preparações com o endotélio funcional, a adição cumulativa de 

concentrações crescentes de Cl-NFe (0,1-100 μg/L, i.e., 0,54-544,69 µM n = 9) 

relaxou a contração sustentada induzida por 1 µM de fenilefrina de maneira 

dependente de concentração, um efeito que se tornou significante a partir da 

concentração de 10 μg/mL (Figura 45; P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni) 

quando comparado com o grupo veículo (n = 9). A IC50 foi de 14,69 [10,41-18,97] 

μg/mL que corresponde a 80,01 [56,70-103,32] µM. 

 Nas mesmas concentrações, o Cl-NFe (n = 4) também induziu um 

relaxamento dependente da concentração nas preparações de anéis de aorta sem 

endotélio funcional, efeito que se tornou significativo a partir da concentração de 10 



   

140 

 

μg/mL (Figura 45; P < 0,001, ANOVA e teste de Bonferroni) quando comparado com 

o grupo veículo (n = 5). A IC50 foi de 20,06 [12,69-27,43] μg/mL que corresponde a 

130,06 [69,12-149,41] µM. Esse relaxamento não foi significativamente (P > 0,05, 

teste de Mann-Whitney) diferente daquele obtido nas preparações com endotélio 

intacto. 
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Figura 45: Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno (Cl-NFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondente a 0,54-544,69 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%, n = 5) sobre 
contração induzida por fenilefrina (1 µM), com endotélio funcional (n = 9) e sem 
endotélio (n = 4) de aorta isolada de ratos. Os dados são expressos em média e as 
barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: 
P < 0,05, teste de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni em relação às 
preparações controles. 

 

 

14.2 Efeito relaxante do trans-4-cloro- β-nitroestireno sobre a contração 

sustentada induzida por potássio em anéis de aorta  

Em ambas as preparações com (n = 5) ou sem (n = 5) endotélio intacto, o Cl-

NFe (0,1-100 μg/mL i.e., 0,54-544,69 µM) relaxou a contração sustentada induzida 

por potássio (60 mM) de maneira dependente da concentração, um efeito que se 

tornou significativo a partir da concentração de 3 μg/mL (Figura 46; P < 0,05, 

ANOVA duas vias, seguido de teste de Bonferroni) em relação as preparações 
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controles (n = 5). O valor da IC50 para o feito relaxante do Cl-NFe foi de 22,90 

[12,79-33,01] e 15,34 (12,35-18,34) μg/mL, para preparações com e sem endotélio 

respectivamente, (i.e., 124,73 [69,66-179,80] e 83,55 [677,26-99,89] µM 

respectivamente). Nestas preparações, a sensibilidade vascular ao Cl-NFe foi similar 

independente da presença do endotélio funcional. Similar também em relação ao 

acoplamento farmacomecânico (P > 0,05, teste de Mann-Whitney).  
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Figura 46: Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno (Cl-NFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondente a 0,54-544,69 µM) e seu veículo (0,002-2 v/v%) sobre contração 
induzida por potássio (60 mM), com endotélio funcional e sem endotélio de aorta 
isolada de ratos. Os dados são expressos em média e as barras verticais 
representam o EPM. O asterisco indica o primeiro efeito significativo: P < 0,05, teste 
de ANOVA (duas vias) seguido de teste de Bonferroni em relação às preparações 
controles. (n = 5 por grupo). 

 

 

14.3 Efeito relaxante do trans-4-cloro- β-nitroestireno sobre a contração 

sustentada de fenilefrina em anéis de aorta incubad os azul de metileno ou 

ODQ. 

Para investigar o papel da guanilato ciclase no relaxamento promovido pelo 

CL-NFe, experimentos foram desenhados para inibir essa enzima através do pré-

tratamento por 20 minutos com 10 µM de ODQ (inibidor seletivo da guanilato ciclase 
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solúvel) ou com azul de metileno 100 µM (inibidor não seletivo da mesma). Sob 

essas condições, a curva de relaxamento promovida pelo Cl-NFe foi deslocada para 

a direita em relação à curva controle (0,1-100 μg/mL, n = 9 correspondendo a 0,54-

544,69 µM). Os valores de IC50 foram: ODQ: IC50 = 28,94 [22,66-35,23], n = 9, e azul 

de metileno: 27,41 [5,71-49,11] μg/mL, n = 4, respectivamente. (i.e., 157,63 [123,42-

191,89] e 149,30 [31,12-267,49] µM respectivamente). Valores esses 

estatisticamente diferentes da IC50 controle (n = 9): 14,69 [10,41-18,97] μg/mL 

[Figura 47; P < 0,05, teste de Mann-Whitney, * primeiro efeito significante em 10 

μg/mL (ODQ) e (azul de metileno) ANOVA, duas vias P < 0,005].  
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Figura 47 . Efeito do trans-4-cloro-β-nitroestireno (Cl-NFe, 0,1-100 μg/mL, 
correspondendo 0,54-544,69 µM) sobre contração sustentada induzida por 
fenilefrina 1 µM em anéis de aorta de rato com endotélio funcional pré-tratados com 
ODQ (10 µM, n = 9) ou azul de metileno (100 µM, n = 4). Os dados são expressos 
em média e as barras verticais representam o EPM. O asterisco indica o primeiro 
efeito significativo: *P < 0,05 teste de ANOVA (uma via). 
 

 

A Tabela 7 reagrupa os valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-
cloro-β-nitroestireno em preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 
mM) ou fenilefrina (1 µM) e submetidas ao pré-tratamentos com ODQ e azul de 
metileno. 

 

Agente contrátil/Pré-tratamento  IC50 (µM)   n 
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Fenilefrina 

Controle     80,01 [56,70-103,32]   (09)   
Retirada do endotélio   130,06 [69,12-149,41] (04) 
+ ODQ    157,63 [123,42-191,89]  (09) 
+ Azul de metileno   149,30 [31,12-267,49]  (04) 

KCl 
 Controle    124,73 [69,66-179,80] (05) 
 Retirada do endotélio   83,55 [677,26-99,89] (05) 
 

Tabela 7 . Valores de IC50 para os efeitos vasorrelaxantes do trans-4-cloro-β-
nitroestireno em preparações de anéis de aorta pré-contraídas com KCl (60 mM) ou 
fenilefrina (1 µM) e submetidas a pré-tratamento com ODQ e azul de metileno.. 
Esses valores são expressos em média geométrica [95% de intervalo de confiança] 
e o número dentro dos parênteses indica o número de preparações por series de 
experimento.  
 

 

15 DISCUSSÃO DOS EFITOS VASORRELAXANTES DO TRANS-4- CLORO-Β-

NITROESTIRENO 

 

 O Cl-NPe apresentou efeitos vasorrelaxantes que são independentes do 

endotélio funcional. Também inibiu com a mesma potência, tanto o acoplamento 

eletromecânico quanto o acoplamento farmacomecânico, porém, apresentou 

potência reduzida em decorrência da inibição da guanilato ciclase por ODQ ou azul 

de metileno. 

O Cl-NFe é uma derivado do NFe sintetizado com intuito de potencializar seus 

efeitos farmacológicos, contudo, esses resultados demonstram que a potencia 

farmacológica dos efeitos vasorrelaxantes do Cl-NFe não foi alterada em relação 

NFe em decorrência do acréscimo do átomo de cloro em sua em sua molécula. 

Sua potência permaneceu inalterada pela retirada mecânica do epitélio 

vascular em anéis de aorta isolada de rato. Isso é um indício de que os seus efeitos 

não sejam relacionados a mecanismos endoteliais. Achados que seriam similares 

aos encontrados no NFa (BRITO et al., 2013), NFe (ARRUDA-BARBOSA et al., 

2014) e MNFe.  
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Todavia, interessantemente, os resultados com o Cl-NFe mostraram que, 

embora, haja efeito vasorrelaxante quase total das preparações pré-tratadas com 

ODQ ou azul de metileno, houve o deslocamento da curva de relaxamento para a 

direita com potência estatisticamente menor em relação ao controle. Esses dados 

mostram que esse composto provavelmente tem seus efeitos relaxantes, em aorta 

isolada de rato, dependentes da via da guanilato ciclase.  

Entretando, postula-se que podem haver outros mecanismos de ação 

associados pois, embora com potência menor, ainda houve relaxamento 

praticamente total das preparações pré-tratadas com ODQ ou azul de metileno. 

Nesse sentido, não se exclui a possibilidade de, assim como o NFe, o Cl-NFe possa 

ter também um efeito miogêngico, raciocínio reforçado pela potencia similar sobre o 

acoplamento eletro e farmacomecânico. 

Logo, o acréscimo do átomo de cloro na molécula de NFe que resultou na 

formação do Cl-NFe, embora não tenha resultado em ganho de potencia, mudou o 

mecanismo de ação levando-o, a se assemelhar ao mecanismo de ação do NFa, 

que (BRITO, et al., 2013) e do MNFe envolvendo possivelmente a estimulação da 

guanilato ciclase. 

Nesse sentido se faz racional, pensar que o Cl-NFe tem seus efeitos 

relaxantes mediados, em parte, provavelmente por estimular a guanitato ciclase, 

assemelhando então, ao MNFa e ao NFa mas mantendo a potência aumentada em 

relação ao NFa. Nesse sentido, o acréscimo do átomo de cloro na molécula de NFe, 

contribuiu para aproximação do mecanismo de ação do Cl-NFe ao mecanismo de 

ação do NFa. Provavelmente o átomo de cloro promoveu a afinidade da molécula 

com a enzima guanilato ciclase. Porém, maiores investigações serão necessárias 

para um maior entendimento e confirmação de seu mecanismo de ação. 
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16 CONCLUSÃO  

 

Em conclusão, pode-se afirmar que as mudanças estruturais na molécula do 

NFa, que resultaram nos derivados: NFe, MNFe e Cl-NFe, foram efetivas no que 

concerne à potencialização dos efeitos do NFa, contudo, tais alterações resultaram 

em alteração do mecanismo de ação da molécula original. 

O NFe apresentou ação vasorrelaxante independente do endotélio, em 

artérias: aorta e pulmonar com mecanismo de ação que parece ocorrer de modo 

intracelular com inibição de contrações claramente independentes do influxo de 

cálcio a partir do meio extracelular ou seja, um efeito miogênico. Essa hipótese é 

reforçada pela potência similar em relaxar contrações induzidas com ativação do 

acoplamento fármaco ou eletromecânico. Apresenta potência muito maior em 

artérias de resistência em comparação com artérias de condutância. Em virtude da 

restrição conformacional resultante do acréscimo de dupla ligação, o NFe mostrou 

ser 3,5 vezes mais potente que seu análogo estrutural, NFa, para induzir 

vasorrelaxamento. 

O MNFe apresentou ação vasorrelaxante independente do endotélio, em 

artérias aorta e pulmonar. Seu mecanismo de ação, estudado em aorta, mostrou que 

provavelmente, assim como o NFa, também tem capacidade de estimular a 

guanilato ciclase. O grupamento metoxi adicionado não foi capaz de alterar a 

potência em relação ao NFe, porém, trouxe o mecanismo de ação, assim como o 

NFa, novamente relacionado a guanilato ciclase. Em artérias de resistência, assim 

como o NFe, também foi em mais potente quando comparado com artérias de 

condutância. 

O Cl-NFe também apresentou ação vasorrelaxante independente do 

endotélio, apresentou potencia similar no acoplamento fármaco ou eletromecânico e 

o tratamento prévio das preparações por ODQ deslocou a curva de relaxamento 

para a direita. Os efeitos dessa substância não mostraram potência superior em 

relação ao NFe. Seu mecanismo de ação provavelmente envolve a guanilato ciclase, 

porém, não se exclui a possibilidade de efeito miogênico associado. 

        No que se refere ao aspecto de estrutura-atividade dos derivados do NFa e, 

em comparação com essa substância, concui-se que a restrição conformacional  
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que o NFe apresenta foi responsável pelo aumento de potência, porém, resultou em 

mudança no mecanismo de ação. A inserção do grupamento metoxila na molécula 

do NFe não contribuiu para ganho extra de potência, porém, devido ao seu caráter 

doador de elétrons, estabilizou a molécula e reaproximou o mecanismo de ação ao 

do NFa, provavelmente em estimular a guanilato ciclase. O átomo de cloro do Cl-

NFe contribuiu para provavelmente promover a afinidade com a enzima guanilato 

ciclase. Porém, maiores investigações serão necessárias para um maior 

entendimento e confirmação de seu mecanismo de ação.  

Esse estudo mostrou que esses nitroderivados são substâncias promissoras. 

Investigações devem ser continuadas no sistema cardiovascular de animais 

normotensos e em modelos de hipertensão arterial sistêmica, hipertensão pulmonar, 

disfunção erétil, infarto do miocárdio, dentre outros. Investigações mais complexas in 

vitro em artérias de resistência ou artérias coronárias são também relevantes. Além 

disso, serão interessantes estudos in silico envolvendo a guanilato ciclase e 

mensuração de GMPc, especialmente com o MNFe e Cl-NFe.  
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