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RESUMO

EUCALIPTOL (1,8-CINEOL) PROMOVE VASORRELAXAMENTO EM ARTERIASE
VEIAS UMBILICAISHUMANASDE PARTURIENTESNORMOGLICEMICASE COM
DIABETESMELLITUSGESTACIONAL ATRAVESDO ENVOLVIMENTO DOSCANAIS
IONICOSEM ESTUDO ex vivo E in silico

RESUMO

Introducéo: A diabetes mellitus gestacional (DMG), intolerancia a glicose com inicio na gestacéo,
associa-se a disfuncéo endotelial, estresse oxidativo e alteracfes da reatividade vascular materno-
fetal. Tais alteracOes podem modificar areatividade e o tdnus vascular da circulacéo fetoplacentaria.
Embora o tratamento da DMG tenha como foco o controle da glicemia materna, ele ndo corrige
diretamente a disfuncéo endotelial e as ateracdes vascul ares associadas, reforcando aimportanciada
investigacdo dareatividade vascul ar e daidentificagdo de novas moléculas com potencial terapéutico.
O eucdliptol (EUC, 1,8-cineal), por suavez, € um monoterpeno com propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes e vasodilatadoras descritas em model os experimentais. Entretanto, seus efeitos diretos
sobre artérias (AUH) e veias umbilicais humanas (VUH), particularmente em condi¢cdes de DMG,
permanecem pouco explorados. Objetivo: Avaliar a atividade vasorrel axante do eucaliptol em vasos
do corddo umbilical humano proveni entes de parturientes com e sem DM G. M etodologia: Segmentos
de AUH e VUH foram isolados, seccionados em anéis (3-4 mm) e montados em banho de 6rgaos
contendo solucdo de Krebs-Hensdleit (37 °C; pH 7,4) sob mistura carbogénica. Foram utilizados 60
corddes, sendo 32 de gestagcGes normoglicémicas e 28 de parturientes com DMG. As preparactes
foram contraidas com KCI (60 mM) ou serotonina (5-HT, 10 uM), e subsequentemente expostas ao
EUC (1-3000 uM). Ensaios adicionais foram realizados na presenc¢a de bloqueadores de canais de K*
(TEA 1 mM, 4-AP 1 mM, Glibenclamida 10 uM e BaCl>500 uM); e em meio livre de Ca?* com pré-
incubagéo do EUC e subsequente contracdo por BaCl> ou CaCl», (0,1-30 mM). Simulacbes in silico
(AutoDock Vina) avaliaram a interacd do EUC com receptores serotoninérgicos e canais iénicos.
Resultados: O EUC promoveu relaxamento completo (100%) em AUH e VUH de ambos 0s grupos
experimentais. Nas AUH-NG, as CEso foram de 928,69 + 3,81 uM (K*) € 512,37 + 5,24 uM (5-HT),
enquanto nas VUH os valores foram de 538,41 + 6,20 uM (K™) e 744,38 &= 5,78 uM (5-HT). Ja nas
preparacoes de parturientes com DM G, observou-se aumento das CEso nas artérias (1528,46 uM *
5,75 e1279,48 + 1,71 uM) e redugao moderada nas veias (403,77 + 4,95 uM e 626,02 + 5,47 uM.
Em solucdo livre de Ca?*, o EUC manteve seu efeito relaxante, inibindo significativamente as
contragdes induzidas por CaCl. e BaCls, principalmente em VUH-NG, o que sugere bloqueio de
canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L (VOCC-L). A presencade bloqueadores de canais
de K™ reduziu o relaxamento, apontando a possivel participacdo de canais BK ca, Kate, Kv e Kir. Em
AUH-NG, o blogueio aumentou os valores de CEso, reafirmando sugestivamente a participagdo
dessas vias. JA em AUH-DMG, observou-se reducdo das CEso, sugerindo uma adaptacdo
compensatéria da atividade dos canais de K* sob condicdo hiperglicémica. O docking molecular
mostrou baixa afinidade do EUC pel os receptores serotoninérgicos, tornando improvavel sua atuacéo
direta como blogueador desses receptores. Em contrapartida, 0 EUC exibiu maior afinidade pelos
canais de potéssio BKca e Kv. Conclusdo: O EUC promove vasorrelaxamento em vasos umbilicais
humanos possivelmente por meio do blogueio de canais de Ca?* do tipo L e da ativagio de canais de
K", mecanismos que permanecem parcialmente preservados na DMG.

Palavras-Chave: Canais de Calcio tipo L; Diabetes mellitus gestacional; V asorrelaxamento;
Eucaliptol.
Agradecimentos. NEPET, CEPB, CNPqg e FAPEG.
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ABSTRACT

EUCALYPTOL (1,8-CINEOL) PROMOTESVASORELAXATION IN HUMAN
UMBILICAL ARTERIESAND VEINS OF NORMOGLYCEMIC AND GESTATIONAL
DIABETESMELLITUSPARTURIENTSTHROUGH THE INVOLVEMENT OF ION
CHANNELSIN EXVIVO AND IN SILICO STUDIES

ABSTRACT

Introduction: Gestational diabetes mellitus (GDM), glucose intolerance with onset during
pregnancy, is associated with endothelial dysfunction, oxidative stress, and alterations in maternal -
fetal vascular reactivity. Such changes can modify the reactivity and vascular tone of the fetoplacental
circulation. Although GDM treatment focuses on controlling maternal glycemia, it does not directly
correct endothelial dysfunction or the associated vascular alterations, underscoring the importance of
investigating vascular reactivity and identifying new molecul es with therapeutic potential. Eucalyptol
(EUC, 1,8-cineole) isamonoterpene with anti-inflammatory, antioxidant, and vasodilatory properties
described in experimental models. However, its direct effects on human umbilical arteries (HUA) and
veins (HUV), particularly under GDM conditions, remain poorly explored. Objective: To evaluate
the vasorelaxant activity of eucalyptol in human umbilical cord vessels obtained from women with
and without GDM. M ethodology: HUA and HUV segments were isolated, cut into rings (34 mm),
and mounted in organ baths containing Krebs-Henseleit solution (37°C; pH 7.4) aerated with
carbogen. Sixty umbilical cords were used: 32 from normoglycemic pregnancies and 28 from women
with GDM. The preparations were contracted with KCI (60 mM) or serotonin (5-HT, 10 uM) and
subsequently exposed to EUC (1-3000 uM). Additional assays were performed in the presence of K*
channel blockers (TEA 1 mM, 4-AP 1 mM, glibenclamide 10 uM, and BaCl, 500 uM). and in a Ca?*-
free medium with pre-incubation with EUC and subsequent contraction induced by BaCl, or CaCl>
(0.2-30 mM). In silico simulations (AutoDock Vina) evaluated the interaction of EUC with
serotonergic receptors and ion channels. Results: EUC induced complete relaxation (100%) in AUH
and VUH from both experimental groups. In AUH-NG, the ECso values were 928.69 + 3.81 uM (K™)
and 512.37 + 5.24 uM (5-HT), whereasin VUH, the values were 538.41 + 6.20 uM (K*) and 744.38
+ 5.78 uM (5-HT). In preparations from parturients with GDM, an increase in ECg values was
observed in arteries (1528.46 uM + 5.75 and 1279.48 + 1171 uM), a ongside a moderate reduction in
veins (403.77 £ 4.95 uM and 626.02 £+ 5.47 uM). In Ca2+-free solution, EUC maintained its relaxing
effect, significantly inhibiting contractions induced by CaCl, and BaCly, particularly in VUH-NG,
suggesting a blockade of L-type voltage-operated calcium channels (VOCC-L). The presence of K+
channel blockers reduced relaxation, indicating the possible involvement of BK ca, Kate, Kv, and Kir
channels. In AUH-NG, this blockade increased ECsp values, further suggesting the involvement of
these pathways. Conversely, in AUH-GDM, a reduction in ECso values was observed, suggesting a
compensatory adaptation of K* channel activity under hyperglycemic conditions. Molecular docking
revealed low affinity of EUC for serotonin receptors, making direct action as a receptor blocker
unlikely. In contrast, EUC exhibited higher affinity for BKCa and Kv potassum channels.
Conclusion: EUC promotes vasorelaxation in human umbilical vessels, possibly through the
blockade of L-type Ca?* channels and the activation of K* channels-mechanisms that remain partially
preserved in GDM.

Keywords:. L-type calcium channels; Gestational diabetes mellitus; V asorelaxation; Eucalyptol.
Acknowledgements: NEPET, CEPB, CNPg e FAPEG.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

O eucdliptol é um composto natural presente no eucalipto e conhecido por apresentar diferentes
propriedades bioldgicas, incluindo acdes anti-inflamatoria, antioxidante e broncodilatadora. Neste
estudo, investigamos sua agdo sobre 0s vasos sanguineos do corddo umbilical humano e observamos
que o eucdiptol promoveu relaxamento vascular em condigdes experimentais. Esse achado é
relevante porque a adequada regulacdo do fluxo sanguineo € fundamental durante a gestacéo,
especialmente em condicdes como o diabetes mellitus gestacional, que pode estar associado a
alteragcoes vasculares e complicagcbes maternas e fetais. Os resultados contribuem para ampliar o
conhecimento sobre os efeitos vasculares do eucaliptol e podem estimular novas pesquisas sobre seu
potencial, emboraai nda sejam necessarios estudos que avaliem seus mecanismos de acao e seguranca

antes de qualquer aplicacao terapéutica.

Relevancia cientifica para sociedade



1INTRODUCAO GERAL

1.1 0OBJETIVOSE QUESTIONAMENTOS

A diabetes mellitus gestacional (DMG) é definida como qualquer grau de intolerancia a
glicose, com inicio ou primeiro reconhecimento durante a gestagcdo (Mcintyre et al., 2019). Segundo
a Federacdo Internacional de Diabetes (2021), cerca de 14% das gestacdes em 2021 apresentaram
complicacdes associadas aDMG, o0 que a caracterizacomo um importante problema de salide publica
global. Na América do Sul, a prevaléncia estimada de DMG foi de 10,4%. No Brasil, entretanto,
estudos apontam taxas mais elevadas, alcancando até 20,8%. No Nordeste brasileiro, a prevaléncia
agrupada foi de 11%, destacando-se a grande variabilidade entre os estudos realizados na regiéo
(Mocellin et al., 2024).

Além disso, apreval éncia dadoencaem questdo esta aumentando (Gyasi-Antwi et al., 2020),
em parte devido ao aumento dastaxas de obesidade (Kim et al., 20104) e estilo de vida pouco saudével
(Gunther et al., 2022). Além disso, aspectos biol 6gicos também contribuem para o desenvolvimento
daDMG, incluindo predisposicéo genética (Xie et al., 2019) e idade materna avancada (Carolaet al .,
2012).

As complicagdes associadas a0 DM G envolvem tanto desfechos maternos quanto neonatais.
Entre as repercussdes maternas, destacam-se a maior necessidade de parto cesareo (Ovesen et al.,
2015), o aumento do risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 ao longo da vida (Ben-
Haroush, Y ogev e Hod, 2004) e a maior predisposicao a doencas cardiovasculares em longo prazo
(Bo et al., 2007; Jensen, Chik e Ryan, 2016). No contexto fetal e neonatal, a exposic¢do intrauterinaa
hiperglicemia pode contribuir tanto para a restricdo do crescimento intrauterino (Fasoulakis et al.,
2023) quanto para a macrossomia, caracterizada por recém-nascidos grandes para aidade gestacional
(Ovesen et al., 2015), além de aumentar o risco de hipoglicemia neonatal (Voormolen et al., 2018;
Koleet al., 2020).

Paral elamente, €importante considerar que a DM G também induz alteracfes na vascul atura
umbilical, aqual desempenhafuncgdes vitais paraavidafetal (Ferguson e Dodson, 2009). Evidéncias
apontam ateraces histomorfoldgicas na estrutura do cordd umbilical, como espessamento da
parede vascular (Kadivar et al., 2020), reducdo do |imen arterial e venal, desorganizacdo das camadas
da tanica média (Ennazhiyil et al., 2025), aumento do contetido de colégeno na matriz extracelular
(Amrithrag) et al., 2017), bem como alteracbes no volume e na integridade da geleia de Wharton
(Weissman e Jakobi, 1997; Ennazhiyil et al., 2025; Hai-Tao et al., 2021). Diante disso, torna-se
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importante compreender o comportamento do ténus vascular em mulheres acometidas por essa
condicdo, de modo a possibilitar a antecipagdo e a mitigagdo de potenciais complicagoes.

No manegjo clinico da DMG, as abordagens terapéuticas sdo predominantemente
direcionadas ao controle metabdlico, visando principal mente areducdo da glicemiamaternapor meio
de orientacdo nutricional e controle glicémico com dieta (Rasmussen et al., 2020) e, quando
necessario, pelo uso de insulina (Wong e Jalaludin, 2011; Hashimoto e Koga, 2015), metformina ou
glibenclamida. Entretanto, essas estratégias atuam essenciamente no controle glicémico, ndo
abordando diretamente possiveis alteragdes vasculares associadas a DMG. A persisténcia dessas
alteracdes pode contribuir para o desenvolvimento de complicagbes gestacionais, como a pré-
eclampsia (Barden et al., 2004; Hildén et al., 2023).

Nesse cen&io, a DMG impde desafios aos sistemas de salde, uma vez que demanda
abordagens integradas que conciliem a eficacia terapéutica e a seguranca fetal (Nielsen, De Courten
e Kapur, 2012; Kelley, Carroll e Meyer, 2015; Hur et al., 2021; Haschka et al., 2022). Essa
complexidade evidencia a necessidade de ampliar 0 escopo das investigacdes para além do controle
glicémico, considerando os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos, especiamente aqueles
relacionados a funcdo vascular. Nesse contexto, a investigacdo de substancias bioativas em vasos
umbilicais humanos surge como uma estratégia relevante para a identificagdo de moléculas com
atividade farmacol 6gica e preventivo frente as alteraces vascul ares associadas a DMG.

Ademais, pesquisas investigam os efeitos de hormonios endégenos, como progesterona,
andrégenos e progestinas, na modulacdo da reatividade desses vasos (Perusquia et al., 2007; He et
al., 2016). Concomitantemente, tem crescido o interesse pela exploracéo de produtos naturais como
alternativas terapéuticas, dada a ampla diversidade quimico-biol6gica dos metabdlitos secundarios
vegetais (Lautié et al., 2020). A literatura descreve diversos compostos naturais com propriedades
vasorrelaxantes em modelos animais, incluindo terpenos (Peixoto-Neves et al., 2010), flavonoides
(Sun et al., 2013), alcaloides (Liew et al., 2012), cumarinas (Xu et al., 2010) e saponinas (Haq et al .,
2021).

Ainda, estudos como os de Leung et al. (2006), Mohammed et al. (2017), Britto-Junior et
al. (2021), bukanovi¢ et al. (2022), Pereira-de-Morais et al. (2023), Silva et al. (2024) e Lei et al.
(2025) tém buscado elucidar os mecanismos e as substancias que possam regular a vasoatividade dos
vasos umbilicais. Moléculas como o metil-eugenol e o eugenol (Silva et al., 2020; Menezes Dantas
et al., 2022), o 6leo essencia de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Borges et al., 2022) e o farnesol
(Batista et al., 2023a, 2023b) demonstram efeitos vasorrel axantes, refor¢cando a validade dos vasos
umbilicais humanos como modelo experimental sensivel para a investigagdo da contratilidade
vascular e da bioatividade de novos agentes terapéuticos. Entretanto, os estudos envolvendo produtos
naturais com potencia vasorrelaxante em mulheres acometidas pela DMG ainda séo escassos.
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Apesar disso, a lacuna permite a conducéo e o aprofundamento de estudos voltados a
compreensdo das respostas vasculares desse tecido especifico. Nesse sentido, investigar como os
vasos respondem a ag&o de mol éculas naturai s bioativas com atividade farmacol 6gi ca pode contribuir
parao desenvolvimento deintervengdes naturais voltadas a prevencao ou atenuacdo de complicacoes
associadas aDMG (Xu, Xi e Qian et al., 2019).

Destaca-se entre os compostos de interesse 0 monoterpeno Eucaiptol (EUC) também
conhecido como 1,8-cineol (1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]octano), presente em 6leos essenciais
de espécies vegetais, como Eucalyptus globulus, planta popularmente conhecida como eucalipto
(Horvéth et al., 2013). Segundo Lahlou et al. (2002), o EUC promove relaxamento em leitos
vascularesisolados de ratos, sugerindo um possivel efeito direto sobre amusculaturalisa. Além disso,
a substancia tem sido amplamente estudada por suas propriedades gastroprotetora (Santos e Rao,
2001), anti-inflamatéria, analgésica (Yin et al., 2020) e broncodilatadora (Galan et al., 2020), o que
reforca sua atividade farmacol 6gica multifuncional. Entretanto, até o momento, ndo ha descricdes na
literatura acerca dos efeitos diretos do eucaliptol sobre vasos do corddo umbilical humano.

Diante dessas evidéncias, levanta-se a hip6tese de que o EUC sgja capaz de promover
relaxamento da musculatura lisa dos vasos umbilicais humanos, envolvendo mecanismos
relacionados a regulacio dos ions Ca?* e & participacio de canais de K*, com possiveis diferencas
entre artérias e veias umbilicais e entre tecidos provenientes de gestantes com e sem DMG.

A luz do exposto, as producBes cientificas derivadas desta tese consistirdo em relatos
inéditos da influéncia de produtos naturais em vasos umbilicais humanos acometidos por DMG,
podendo fornecer novos caminhos para terapias naturais com potencial para melhorar os desfechos

maternos e oferecer novas perspectivas para o cuidado de gestantes af etadas.

1.2 ESTRATEGIAS DA PESQUISA

Esta pesquisa foi estruturada para responder aos questionamentos e objetivos propostos,
adotando uma abordagem quantitativa, de carater experimental e finalidade explicativa. O estudo foi
desenvolvido em laboratério, mediante a realizacdo de procedimentos experimentais destinados a
investigacdo dos fendmenos de interesse.

Para a obtencéo dos tecidos, optou-se pelo corddo umbilical humano, model o experimental
relevante para investigar afisiologia vascular fetal, dada sua acessibilidade e representatividade das
condigdes hemodinamicas durante a gestagio. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
PesguisaHumanada Universidade Regional do Cariri-URCA (n° parecer 6.653.278) e pela Comisséo
de Etica do Hospital e Maternidade S&o Francisco de Assis (anexo 3).
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Os corddes umbilicais foram col etados no Hospital e Maternidade S&o Francisco, localizado
no bairro Pimenta, em Crato-CE. Vinculada ao Sistema Unico de Salide (SUS) e reconhecida como
referéncia para a regido do Cariri, essa maternidade foi escolhida por sua expressiva demanda de
partos diérios, aém da proximidade fisica com o Laboratério de Fisiofarmacologia das Células
Excitéaveis (LFCE) daURCA, o que facilita alogistica de coleta e transporte das amostras.

A amostrafoi composta por segmentos de corddo umbilical destinados ao descarte biol 6gico,
coletados de parturientes atendidas pelo SUS no Hospital e Maternidade Sao Francisco. Foram
incluidas mulheres entre 18 e 40 anos, com gestacdo atermo (372 a 412 semana), submetidas a parto
normal ou cesareo, com ou sem diagnéstico de DMG, que aceitaram participar mediante assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a coleta, os cordfes foram
acondicionados em solugéo nutritiva de Krebs modificada, mantidos refrigerados e utilizados em até
48 horas. Foram excluidas da pesguisa mulheres com doengas infecciosas, autoimunes, metabdlicas
ou genéticas, tabagistas, usu&rias de drogas, gestantes de multiplos, casos de natimortos,
malformagdes congénitas, alteracdes feto-placentérias, além de situaces clinicas que pudessem
comprometer aandlise, conforme critérios previamente estabel ecidos.

Durante a etapa de coleta, foram observadas algumas limitacBes operacionais. Houve
dificuldade na obtencéo de amostras provenientes de gestantes sem comorbidades associadas, uma
vez que grande parte das parturientes atendidas apresentava condi¢des clinicas adicionais que se
enquadravam nos critérios de exclusdo do estudo. Além disso, a dependéncia da ocorréncia de partos
na unidade hospitalar resultou em periodos prolongados de espera para a obtencdo das amostras,
tornando a coletairregular e condicionada a disponibilidade dos casos elegiveis.

A investigacdo dos efeitos vasorrelaxantes do EUC foi realizada por meio da técnica de
registro de tensdo isométrica em sistema de banho de érgéo isolado em uma abordagem empregada
para estudar a farmacodindmica da substancia sobre o musculo liso vascular. O método permite
analise funcional de tecidos in vitro em condic¢des controladas, permitindo a manutencdo controlada
de condi¢des fisico-quimicas relevantes para viabilidade e a responsividade do tecido por meio da
manutencdo da temperatura, oxigenacdo e nutrientes essenciais (Erdogan et al., 2020).

Entre as principais vantagens dessa metodol ogia esté a possi bilidade de exposicéo direta do
tecido a agentes farmacol 6gicos (sgam eles estimulantes, bloqueadores ou relaxantes) permitindo a
mensuragao precisa das respostas muscul ares. Essa aplicacao € particularmente eficaz nainvestigacéo
deviasde sinalizacdo intracel ular envolvidas nos processos de contracéo e relaxamento vascular (Fry,
2004). Além disso, vem sendo aplicada com sucesso em modelos animais e humanos, utilizando
diferentes tipos de tecidos, como anéis vasculares (Silva et al., 2020; Menezes Dantas et al., 2022;
Borges et al., 2022; Batista et al., 2023a; Batista et al., 2023b), traqueia (Albuquerque et al., 2016),
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segmentos intestinais (Zhao; Liao e Gregersen, 2008), bexiga (Aizawa; Natsuya e Fujita2024), dtero
(Silvaet al., 2025), miocérdio (Cao-Ehlker et al., 2023) entre outros (Erdogan et al., 2020).

Assim, o protocol o experimental foi elaborado com o objetivo de investigar quais vias estéo
envolvidas nas respostas vasorrelaxantes observadas, considerando tanto os mecanismos
€l etromecani cos quanto os farmacomecanicos. A atencao foi direcionada, especialmente, parao papel
dos canais i6nicos, incluindo os canais de célcio tipo L e de potéssio. Para isso, foram utilizados
agonistas e antagonistas especificos, permitindo identificar com maior precisdo os alvos moleculares
e compreender de forma mais ampla os mecanismos de a¢éo do EUC.

Além dos experimentos realizados em laboratorio, também foram conduzidos estudos in
silico, que consistem em simulagdes computacionais (Claes, 2006; Raunio, 2011) para prever como
0 EUC podeinteragir com proteinas envolvidas na contracdo e relaxamento do musculo liso vascular.
Paraisso, utilizamos a técnica conhecida como docking molecular, que permite estimar a afinidade e
aforma como essas mol éculas se encaixam em alvos especificos, como canais i6nicos ou receptores
gue participam do controle do tonus vascular (Wu et al., 2020).

Os dados estruturais das proteinas foram obtidos em bancos de dados publicos, como o
Protein Data Bank (PDB). Em seguida, as estruturas quimicas dos compostos foram preparadas em
softwares proprios para simulacdo. Essas andlises geram resultados como a energia de ligacdo, que
indica aforca e a estabilidade dessa interacdo, e mostram quais partes da mol écula estéo envolvidas
no processo (Jakher et al., 2020).

1.3 ESTRUTURA DA TESE

Este estudo descreve, pela primeiravez, os efeitos do EUC sobre vasos do corddo umbilical
humano em situagdes de normoglicemia e no contexto da Diabetes Médllitus Gestacional (DMG). A
partir dos dados obtidos, podemos destacar como principal achado que o EUC promove
vasorrelaxamento de formamais eficiente nas veias umbilicais em comparacdo as artérias. Esse efeito
pode ocorrer por mecanismos distintos conforme o estado metabdlico: em condigdes de
normoglicemia, o relaxamento é possivelmente mediado pela inibicdo dos canais de calcio tipo L,
enquanto na presenca de DM G, a resposta relaxante pode depender predominantemente da ativacdo
dos canais de potassio. Janas AUH, a acdo do composto envolve a participacdo conjunta dos canais
de calcio e potéssio. Os resultados destainvestigacéo foram organizados em cinco capitul os, descritos
aseguir.

O Capitulo | apresenta a fundamentacdo tedrica que norteou este estudo, reunindo

referéncias que nos permitiram delinear o problema, analisar os dados coletados, comparar nossos

21

Introdugéo Geral



achados com os da literatura e aprofundar a discussao dos resultados. As referéncias utilizadas tanto
naintroducdo quanto na fundamentago tedrica estéo listadas ao final deste capitulo.

No Capitulo I, estd o artigo intitulado “Eucaliptol (1,8-cineol) relaxa veias umbilicais
humanas de parturientes normoglicémicas e de parturientes com diabetes mellitus gestacional por
meio da modulacdo de canais ibnicos. Um estudo ex vivo”, no qual analisamos a atividade do
monoterpeno EUC em veiasisoladas do corddo umbilical humano, avaliando tanto condigdes normais
guanto agquel as acometidas por DMG. Este artigo encontra-se publicado narevista Placenta.

O Capitulo 111 apresenta 0 manuscrito “Atividade vasorrelaxante do eucaliptol (1,8-cineol)
em preparacdes ex vivo e in silico de artéria umbilical humana na auséncia e presenca de diabetes
mellitus gestacional”, em que investigamos a agdo do EUC em artérias isoladas do corddo umbilical
humano, também considerando os grupos normoglicémico e com DMG, permitindo assim uma
analise comparativa abrangente entre os diferentes tipos de vasos. Este trabalho estéd submetido na
revista Current medicinal chemistry.

O Capitulo IV traz as conclusdes obtidas ao longo da pesquisa, destacando os principais
resultados e interpretaces. Por fim, o Capitulo V apresenta uma conclusdo geral do estudo, reunindo
as principais evidéncias e achados farmacol 6gicos sobre 0 EUC em tecido vascular, além de discutir

perspectivas e caminhos para investigacoes futuras envolvendo a agdo desse monoterpeno.
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20BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avadliar a atividade vasorrelaxante do eucaliptol (1,8-cineol) em vasos do corddo umbilical
humano provenientes de parturientes com e sem diabetes mellitus gestacional (DMG).

2.2. Objetivos Especificos

1. Investigar o efeito do eucaliptol (1,8-cineol) sobre o ténus basal de anéis de vasos do cordéo

umbilical humano, comparando os grupos com e sem DMG.

2. Avadliar o efeito do eucaliptol (1,8-cineol) nas contragdes da musculatura lisa de vasos do
corddo umbilical induzidas por KCl e serotonina, em parturientes com e ssm DMG.

3. Verificar ainfluénciados canais de Ca?*, incluindo os Ca?* tipo L, no efeito do eucaliptol (1,8-
cineol) em anéis de vasos do corddo umbilical humano, comparando 0s grupos com e sem
DMG.

4. Investigar a participacdo dos canais de K* no efeito do eucaliptol (1,8-cineol) sobre a
musculatura lisa de vasos do corddo umbilical humano, em tecidos provenientes de

parturientes com e sem DMG.

5. Redlizar estudos de docking molecular para investigar as possiveis interacdes entre o

eucaliptol (1,8-cineol) e proteinas-alvo relacionadas a regulacéo do tdnus vascular.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AlteracOes fisiopatol 6gicas associadas ao diabetes

A diabetes mellitus (DM) constitui um grupo de distarbios metabdlicos caracterizados por
ateragBes no estado glicémico, sendo a toleréncia diminuida a glicose e a hiperglicemia suas
principais manifestacOes clinicas e diagnosticas. Essas ateractes decorrem de deficiéncia absoluta
ou relativadeinsulinaou, ainda, deresisténcia periférica asuaacéo (Inzucchi, 2012). A classificacdo
da DM baseia-se em sua patogénese, englobando quatro categorias principais. Diabetes Méllitus tipo
1, Diabetes Mellitustipo 2, DMG e outros tipos especificos de diabetes (Maraschin, 2013), sendo que
todas apresentam como caracteristicas comuns a hiperglicemiae aglicostria (Lawrence, 1955; Solis-
Herreraet al., 2018).

Entre os processos celulares que sustentam a desregulacdo metabdlica da DM, destaca-se a
disfuncdo das células-p pancreaticas, a qual pode resultar de multiplos mecanismos, incluindo a perda
de fatores transducionais e de transcri¢aéo envolvidos na expressao de Pdx-1 (Kaneto et al., 2008) e
MafA (Harmon; Stein e Robertson, 2005), aém do comprometimento das etapas de especificacdo
das linhagens pancredticas que culminam na formagdo dessas células (Robertson e Harmon, 2006).
Somam-se a esses processos a ativacao do fator nuclear kB (NF-«B) (Lingappan, 2018), da proteina
guinase ativada por mitdgeno p38 (p38 MAPK) (Yaribeygi; Atkin e Sahebkar, 2019), de receptores
toll-like (TLRs) (Lin et al., 2020) e adisfuncéo mitocondrial (Cojocaru et al., 2023).

A inflamagdo constitui um dos principais eixos patogénicos da DM (Lontchi-Yimagou et
al., 2013; Tsalamandris et al., 2019). Diversos biomarcadores inflamatérios sdo implicados na
inducdo e na progressdo da doenga, destacando-se o Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a)
(Hotamidligil et al., 1993; Hotamidligil et al., 1995), o Fator de Crescimento Transformador 3 (TGF-
B) (Bartolomé et al., 2014; Ta akatta, 2018), asinterleucinas IL-1, IL-6 e IL-10 (Banerjee e Saxena,
2012), além de adipocinas como leptina (Costa Raposo; Rezende Corréa, 2022), adiponectina
(Kadowaki et al., 2006), proteina quimioatraente de mondcitos (Panee, 2012), resistina (Abate et al .,
2014) e angiotensinogénio (Correa-Rotter; Hostetter e Rosenberg, 1992). Sabe-se que esses
mediadores sdo vasoconstritores, reduzindo o fluxo feto-placentério e elevando a pressédo arterial
(Ghanem e Movahed, 2007), 0 que acarreta prejuizos vasculares, hepaticos, renais e cerebrais
(Kahhale e Francisco, 2018).

O processo inflamatério esté diretamente relacionado ao estresse oxidativo (Y aribeygi;
Atkin e Sahebkar, 2019), uma vez que induz a ativagdo de mondcitos e macréfagos e promove

respostas inflamatorias envolvidas naresisténcia a insulina e no DM (Elmarakby e Sullivan, 2012).
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A hiperglicemia persistente contribui para esse processo ao estimular a producdo de radicaislivres, o
gue provoca lesdo e morte das células beta pancreéticas (Luc et al., 2019; Lin; Zhang e Su, 2012;
Baumel-Alterzon e Scott, 2022).

Nesse contexto, os efeitos vasculares da diabetes podem ser classificados em
microvasculares e macrovasculares. As complicagbes microvasculares incluem neuropatia,
retinopatia e doenca renal diabética, enquanto as macrovasculares englobam cardiopatia isquémica,
doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019).

No contexto de alteractes metabdlicas, a DMG é definida como um estado de intoleranciaa
glicose decorrente daincapaci dade do pancreas materno em suprir as demandas crescentes deinsulina
impostas pela gestacdo, resultando em hiperglicemia detectada pela primeira vez durante a gravidez
(MciIntyre et al., 2019). A ata prevaléncia de DMG é impulsionada por fatores sociodemograficos
(Krou et al., 2020), econdémicos (Forssas et al., 2012), ambientais (Knip et al., 2005) genéticos
(Permutt; Wasson e Cox, 2005; Pociot e Lernmark, 2016) e aumento global da obesidade, das dietas
hipercal 6ricas e do sedentarismo (Neuenschwander et al., 2019). Ademais, aproximadamente 16,7%
dos nascidos vivos, totalizando 21,1 milhdes, foram afetados por hiperglicemia. A maioria desses
casos (80,3%) resultou da DM G, enquanto 10,6% foram atribuidos a diabetes pré-existente antes da
gravidez, e 9,1% foram associados ao diagnostico de diabetes (incluindo tipo 1 e 2) durante agestacéo
(IDF, 2021).

O ambiente hiperglicémico einsulinorresi stente associado aDM G pode promover alteracdes
na fungdo vascular, envolvendo tanto o endotélio quanto o musculo liso vascular (Garg et al., 2017),
além de modificar processos relacionados a angiogénese (Al-Ofi et al., 2021; Kwon et al., 2023) e a
regulacéo da circulagdo placentaria. Essas dteracdes podem comprometer a adaptacdo vascular
necessdria para atender as demandas aumentadas da gestacdo, afetando a formagdo, a manutencdo e
afuncionalidade da rede vascular placentaria (Reitter et al., 2011; Hengst et al., 2025; Zhang et al .,
2025).

Paralelamente, a disfuncdo endotelial pode comprometer a disponibilidade e a acdo de
mediadores vasodilatadores e vasoconstritores, contribuindo para ateracbes no controle do ténus
vascular (Zhang et al., 2025). Esse desequilibrio pode modificar a resposta contratil e relaxante do
musculo liso vascular, cuja atividade é regulada pela integracéo de sinais metabdlicos, vasoativos e
mecanismos celulares (Hauspurg et al., 2018). Entre eles, destacam-se os canais ibnicos, que
participam da regulacéo da excitabilidade e do tdnus vascular e cuja atividade pode ser modificada
no contexto daDMG (Spiegl et al., 2009; Tufifio et al., 2014). Além disso, aDMG estd associada a
complicagbes para o feto que incluem macrossomia, ma formagdo, desconforto respiratorio,
hiperbilirrubinemia, hipocalcemia, sindrome do desconforto respiratério, policitemia (Kjos e
Buchanan, 1999) e funcdes neurol gicas deficientes (He et al., 2021).
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Existem farmacos que podem auxiliar no controle dessas situacdes; a intervencao precoce e
intensiva em pacientes com diabetes reduz o risco de complicacdes e progresséo da doenca (Blonde,
2005). No contexto da gestagéo, algumas substancias podem ser empregadas com seguranga relativa
(Merrill et al., 2002; Binu et al., 2020) tais como insulina, metformina e glibenclamida (Farrar et al .,
2017); no entanto, a escolha desses medicamentos € limitada devido a preocupacfes com o feto
(Garovic, 2000). Além disso, ainda que existam opgdes de tratamento medi camentoso, vale ressaltar
gue a reatividade vascular da circulagéo fetal e materna ndo sdo idénticas (Mattos, 1997). Como
resultado, o corddo umbilical humano apresenta resposta distinta e frequentemente limitada a certos
agentes relaxantes, o que reforca a necessidade de cautela na selecdo terapéutica para gestantes
(Cohen et al., 1953).

Assim, a procura por novas substancias bioativas em vasos umbilicais € essencia para
detectar possiveis avos terapéuticos para o tratamento de complicacdes vasculares resultantes da
DMG. Nesse ambito, os produtos naturais tém se mostrado promissores, devido a diversidade

quimico-estrutural que esses compostos apresentam (Lautié et al., 2020).

3.2 Produtos naturais e ter penos

O interesse na investigacdo de produtos naturais com efeitos terapéuticos relaciona-se ao
fato dessas substancias possuirem uma vasta aplicacd em processos fisiopatoldgicos incluindo
inflamacdo, estresse oxidativo, infecgdes microbianas, disturbios metabdlicos, doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (Oliveiraet al., 2016; Park e Jang, 2017; Mushtaq et
al., 2018; Lichota, Gwozdzinski e Gwozdzinski. 2019; Blahovaet al., 2021; Dantas et al., 2022; Sun
e Shahrgjabian, 2023).

As plantas medicinais despertam interesse devido ao seu potencial como fonte de moléculas
bioativas relevantes para o desenvolvimento de farmacos, cujos efeitos estdo associados aos
metabolitos secundarios produzidos por essas espécies (Verpoorte, 2000), que produz fendlicos,
alcaloi des, saponinas, terpenos, entre outros (Hussein & El-Anssary, 2019). Nesse interim, alcaloides,
flavonoides, terpenos, cumarinas, taninos, antraguinonas, quinonas e saponinas, sao frequentemente
descritos naliteratura devido as suas propriedades farmacol 6gicas, como visto nos estudos de Ramya
et al. (2022) e Yimam e Desalew (2022). Os terpenos ou isoprenoides s&o a classe mais diversificada
de produtos naturais decorrentes do metabolismo secundério, com mais de 80.000 compostos ja
conhecidos (Christianson, 2017). Estes produtos naturais partilham o Pirofosfato de Isopentenilo

(Figura01), aunidade funcional do isopreno nos organismos vivos (Ruzicka, 1953).
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Figura 01: Estrutura de isopreno, molécula base dos terpenos

N

Fonte: https.//www.rcsh.org/ligand/CNL (2026).

A variedade estrutural dos terpenos deve-se a grande diversidade de combinagdes que
acontece na natureza, podendo estes serem classificados quanto a unidades de cinco carbonos (C5),
assim, os diferentes terpenosincluem hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (> C40)
(Ruzicka, 1953; Brock e Dickschat, 2013).

Paraproducéo de terpenos, existem duas rotas biossintéticas: aprimeiraéarotaAMV (&cido
mevaénico), e a segunda € a rota MEP (metileritritol fosfato) (Dewick, 1998). Na rota AMV trés
moléculas de acetilcoenzima A (Acetil CoA), reagem para formar o acido mevalonico, através dos
processos de pirofosforilacéo, descarboxilagcdo e desidratagdo formando assim o IPP. Na rota no
MEP, o gliceraldeido-3- fosfato e dois aomos de carbono do piruvato condensam para formar o 1-
deoxi-D-xilulose-5-fosfato, posteriormente, molécula é reduzida a metileritritol fosfato e
convertidaem DMAPP (pirofosfato de dimetilalilo) (Dewick, 1998; Henry et al., 2018).

Os terpenos tém atraido muita atencdo devido aos seus importantes papéis como compostos
de defesa ecoldgica (Abrahim et al., 2000), além da producdo de aromatizantes (Gordon, 1991;
Cravotto, 2007), fragrancias (Stepanyuk e Kirschning, 2019), biocombustiveis (Zhu et al., 2023),
alimentos (Chattopadhyay e Bhattacharyya, 2007). Os efeitos farmacoldgicos dessa classe de
metabdlitos englobam atividades antitumoral (Paduch et al., 2016), anti-inflamatéria (Ciagliaet al.,
2017), antiviral (Santos et al., 2022), antioxidante (Rajhi, 2021), sedativa, anticonvulsivante (Passos
et al., 2009), antifungica (Wang et al., 2010; Leite et al., 2015), inseticida (Viegas Junior, 2003),
antinociceptiva (Chirumbolo; Bjerklund, 2017; Costa et al., 2020), anti-hipertensiva (Kumar; Kumar
e Raga Baccouri, 2010), ansiolitica (Song et al., 2021), antiparasitarias (Troncoso et al., 2023),
gastroprotetora (Klopell et al., 2007; Andrade et al., 2008; Souza et al., 2011) e neuroprotetora
(Sanchez-Martinez et al., 2021).
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Além disso, os monoterpenos limoneno, carveol e alcool perilico apresentaram efeito
vasorrel axante em artéria isolada de ratos (Cardoso-Teixeira et al., 2018). Ainda, o carveol tem um
efeito relaxante sobre a musculaturalisada Artéria Umbilical Humana (AUH) (Silva et al., 2020). O
estudo de Cardoso Limaet al. (2012) realizado com artéria mesentérica superior de ratos demonstrou
o efeito vasorrelaxante dos monoterpenos rotundifolona, (+)-limoneno epdxido, pulegona epdxido,
carvona epoxido, (+)-pulegona e (+)-limoneno. Silva et al. (2015) em seu estudo com Aorta isolada
de ratos Wistar demostraram que o p -cimeno tem efeito vasorrelaxante dose-dependente, com
envolvimento dos canais Kir e Katp.

El-Bassossy, Elberry e Ghareib (2016) mostraram que o geraniol aliviou a vasoconstri¢aéo
em anéis adrticos isolados de ratos Wistar machos portadores de DM 1 e sindrome metabdlica. De
forma semelhante, Guedes et al. (2002) que a rotundifolona exerce efeito hipotensor ao diminuir a
frequéncia cardiaca e a resisténcia vascular periférica, provavelmente via ativacdo néo seletiva de
receptores muscarinicos.

Além disso, estudos tém contribuido para 0 avanco no entendimento dos efeitos vasculares
de diferentes compostos em artéria umbilical humana (AUH) e veiaumbilical humana (VUH). Nesse
contexto, Sena Bastos et al. (2024) demonstraram os efeitos do dcool perilico sobre areatividade da
AUH, enquanto Sena Bastos et al. (2025) investigaram a agdo desse monoterpeno em VUH. Ainda,
Batistaet al. (20233, 2023b) avaliaram os efeitos do (E,E)-farnesol sobre a musculaturalisada AUH
e da VUH. Entretanto, apesar desses avancos, ainda ha auséncia de investigactes que explorem 0s
efeitos de outros metabadlitos, como o eucaliptol, en AUH e VUH provenientes de parturientes

acometidas por DMG.

3.2.1 Eucaliptol

O eucdiptol (EUC; 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclico[2.2.2]octano) ou 1,8- cineol, € um
monoterpeno de férmula molecular C10H180 e peso molecular 154,25 g/mol (Figura 02). O composto
apresenta-se como um liquido incolor, pouco soltivel em &gua. E opticamente inativo e apresenta
ponto defusdo de 1 - 2 °C e ebulicdo entre 176 - 177 °C (Sigma-Aldrich, 2023; Pubchem, 2023).
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Figura 02: Estrutura quimica do Eucaliptol
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Fonte: https.//www.rcsb.org/ligand/CNL (2026)

O EUC foi encontrado majoritariamente nas espécies Eucalyptus globulus Labill, (Horvéth et
al., 2013), Melaleuca alternifolia (Carson e Riley, 2001) e em Lavandula spica Mill. (Maga et al.,
2000). Como caracteristica marcante, o EUC apresenta um odor caracteristico e semelhante ao da
canfora (Akhtar et al., 2011), por este motivo € muito utilizado como um dos principais ingredientes
de perfumaria (Leelaphiwat et al., 2012), aimentos, bebidas (Bhowal e Gopal, 2015) e como visto
nos estudos de Seol e Kim (2016), Jiang et al. (2019); Mishra et al. (2021), possui potencial para
producdo de produtos farmacéuticos.

Evidencia-se sua aplicacdo no tratamento de doencas das vias aéreas (Koennecke et al., 2018),
além de efeitos gastroprotetores (Santos; Rao, 2001) e anti-inflamatéria em modelo de ratos (Yin et
al., 2020). Também demonstra atividade analgésica (Yin et al., 2020), broncodilatadora (Galan et al .,
2020); antidiarreica (Jalilzadeh-Amin e Maham, 2015); antiespasmodica (Zavala-Mendoza et al.,
2016), antimicrobiana (Moo et al., 2021) e pré-oxidante (Dorsam et al., 2015). Complementarmente,
Bahrami; Yaghmae e Yousofvand (2023) mostram que sua combinagdo com ibuprofeno exerce
efeitos antioxidantes e ansioliticos em ratos.

Lahlou et al. (2002) mostraram que o EUC (0,006-2,6 mM) reduz, de forma dependente da
concentracao, a contracao induzida por K* em aorta isolada de ratos. Em cobaias, o composto relaxou
as vias aéreas, diminuindo a hiperresponsividade ao KCl e ao carbacol, e controlando parcialmente o
efeito daacetilcolina em altas concentragdes, indicando acéo no acoplamento el etromecani co (Bastos
et al., 2009). Ainda, diminuiu, in vivo, a resisténcia brénguica em ratos com eficéacia semelhante ao
fenoterol, relaxando o musculo liso por um mecanismo inespecifico (Nascimento et al., 2009). Esses
achados sustentam a participacéo de canais ionicos na agéo do composto, especialmente dos VOCC-
L, cujamodul agéo tem sido demonstrada em diferentes model os experimentais. Evidéncias adicionais
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indicam que essa ac&o pode se estender a outros canais de Ca?*, bem como a canais de K*, incluindo
Kv e BKca, € de Na', sugerindo que os efeitos do EUC sobre a excitabilidade celular envolvem a
modulac&o de diferentes componentes dasinalizacdo ionica (Bastos et al., 2009; Takaishi et al., 2012;
Zeraatpisheh; Vatanparast, 2015; Ferreira-da-Silva et al., 2015; Jiang et al., 2016).

Além de ser uma molécula com vasto cenario de aplicabilidade, o EUC é considerado seguro
(Xu et al., 2014) e ndo mutagénico em ensaios in silico (Gomes et al., 2020). De Vincenzi et al.
(2002) mostrou que a administracéo de 28 doses consecutivas do EUC causou pequenas alteragoes
histologicas no figado e rins de camundongos. Ademais, Bezerra et al. (2023) expds que a
administracdo do EUC (2000 mg/kg, v.0.), levou a uma discreta reducéo da atividade central em
modelo de camundongo.

Nos estudos de Caldas et al. (2016) o EUC mostrou alteracOes ocasionais em ratos de ambos
0S Sexos Visto em parametros hematoldgicos, bioquimicos e histopatolégicos. No entanto, estas
alteracdes mostraram-se pouco relevantes clinicamente. No estudo relativo a toxicidade reprodutiva,
em que verificou o efeito da administracéo ora do EUC (250- 1000 mg/kg) em ratas prenhes, 0
composto produziu uma reducdo no peso corporal em ratas tratadas. Apenas doses mais altas
induziram uma reducdo na massa dos fetos (pré-implantacdo) e fetos mortos (pré-implantacéo e
organogénese).

Apesar dessas observagdes, 0 EUC efeitos sobre a regtividade de vasos isolados de ratos,
sugerindo um possivel efeito direto sobre amusculaturalisavascular. Entretanto, até o momento, ndo
harelatos que investiguem seus efeitos em vasos humanos, particularmente em AUH e VUH, tecidos

gue ainda carecem de estudos mais aprofundados.

3.3 Morfologia do cordao umbilical humano

O corddo umbilical humano (CUH) comeca a se desenvolver aproximadamente na quinta
semana apds a concepcdo, completando sua formagdo por voltada 122 semana gestacional (Spurway;
Logan e Pak, 2012). Seu desenvolvimento ocorre em trés etapas que acompanham o processo de
gastrulacdo: inicialmente forma-se 0 anel umbilical primitivo, seguido pelo CUH primitivo e, por fim,
pelo CUH definitivo (Basta e Lipsett, 2022). O comprimento do CUH pode variar (Dias e Kore,
2023), embora, geralmente, apresente cerca de 50 cm de comprimento e aproximadamente 2 cm de
diametro (Di Naro et al., 20014). Estruturalmente, € constituido por duas artérias que se espiralam ao

redor de umaveia, todas envolvidas pela geleia de Wharton (Fahmy, 2018) (Figura 03).
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Figura 03. Representacdo ilustrativa do corddo umbilical humano
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Fonte: Autora (2026).

A geleiade Wharton é um tecido conjuntivo mucoso localizado entre o epitélio amniético e
os vasos umbilicais, envolvendo e fornecendo suporte estrutural as estruturas vasculares. Sua
principal funcéo é conferir protecdo mecénica aos vasos, reduzindo os efeitos de compresséo, tor¢éo
e flex@o e contribuindo para a manutencéo da integridade e da paténcia vascular durante a gestacéo
(Can e Karahuseyinoglu, 2007; Ferguson e Dodson, 2009). Sua composi ¢ao e espessura podem variar
em associacdo com O crescimento e a expansdo dos vasos umbilicais, constituindo uma adaptacéo
estrutural importante para a sustentacdo da circulacéo fetoplacentaria (Debebe et al., 2020).

A geleia de Wharton esta localizada entre o epitélio amnidtico, sua principal funcdo é
proteger 0s vasos contra compressdo, tor¢do e flexdo, garantindo o fluxo sanguineo entre as
circulacbes materno-fetal (Can e Karahuseyinoglu, 2007; Ferguson e Dodson, 2009). Atua também
na regulacéo da contratilidade e do relaxamento vascular, como demonstrado por estudos cléassicos
(Takechi; Kuwabara e Mizuno, 1993), sua espessura pode variar em resposta a expansao dos vasos
sanguineos, uma adaptacao que contribui paraamanutencdo da salide vascular (Debebe et al., 2020).

Considerando sua relevancia estrutural e funcional, alteragdes no CUH podem acarretar o
aparecimento de complicacfes (Proctor et al., 2013; Debebe et al., 2020). Corddes mais finos foram
correlacionados a um aumento do risco de restricdo do crescimento (Di Naro et al., 2001b),
sofrimento fetal (Sarikayaet al., 2023) e pré-eclampsia (Raio et al., 2002). Em equivaléncia, estudos
indicam um aumento na espessurado CUH em fetos de mées com diabetes gestacional (Binbir et al.,
2012).

Os vasos sanguineos exercem inimeras fungdes no organismo, sendo responsaveis pelo
fornecimento constante de nutrientes e oxigénio tecidos e 0rgaos e remocao de residuos (Eble e
Niland, 2009). No CUH, as AUH conduzem o sangue pouco oxigenado do feto em diregdo a placenta,

enquanto a VUH transporta sangue oxigenado das vilosidades corifnicas da placenta onde ocorrem
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as trocas gasosas (Goplerud e Delivoria-Papadopoulos, 1985; Yampolsky et al., 2008; Ferguson e
Dodson, 2009).

Esses vasos apresentam diferencas estruturais e funcionais que contribuem para
caracteristicas distintas de reatividade vascular. As AUH possuem parede mais espessa e maior
proporcao de musculo liso, enquanto a VUH apresenta menor muscularizagdo; entretanto, essa
diferenca estrutural ndo implica necessariamente menor reatividade, uma vez que a VUH pode
apresentar respostas contréteis superiores as da AUH diante de determinados estimul os, como 5-HT,
U46619 e KCI. Essa diferenca pode estar relacionada, entre outros fatores, a particularidades no
manejo intracelular de Ca?* e na sinalizag&o contrétil, contribuindo para que a resposta a diferentes
substéncias vasoativas varie entre AUH e VUH em decorréncia das caracteristicas estruturais e
funcionais proprias de cada vaso (Peyter et al., 2024).

Em ambos os vasos, o Ca®* constitui elemento central para a contragio das células
musculares lisas, enquanto os canais de K* participam da determinagao do potencial de membranae,
consequentemente, da atividade dos canais de Ca?* (Ghosh et al., 2017). Tanto na AUH quanto na
VUH, canais de K" participam da regulagdo da reatividade vascular, incluindo canais Kv, BKcae
KaTp, embora a caracterizacdo e a contribuicdo funcional de cada subtipo possam variar entre os
vasos. NaAUH, também ha evidéncias paraapresencade canais Kir e Kzp (Lorigo; Oliveira; Cairrao,
2020), enquanto, naVUH, a participagdo de canais Katp (Djokic et al., 2019) e Kv foi demonstrada
no musculo liso vascular, inclusive em estudos envolvendo DMG (Djokic et al., 2023).

Ademais, apressdo arterial nos vasos umbilicais é relativamente baixa em comparacdo com
a pressdo arterial sistémica tipica. Em um feto saudavel, a pressdo arterial média nas AUH é
geramente em torno de 88 mmHg (milimetros de mercario) e a venosa 41 mmHg (Malpas e
Symonds, 1967). Comparativamente, a pressdo arterial sistémicaem adultos saudaveis é geralmente
medida em torno de 120/80 mmHg (Desai, 2020). Essas diferencas refletem a organizacdo propriada
circulacéo fetal, na qual a placenta atua como Orgéo responsavel pelas trocas gasosas e de nutrientes
entre os compartimentos materno e fetal, enquanto o coragdo fetal impulsiona o sangue pela
circulacdo fetal e através dos vasos umbilicais (Schneider, 2011).

De acordo com Can e Karahuseyinoglu (2007) estudos com o CUH ndo eram populares nas
décadas de 70 e 80, provavelmente por ser um material descartado apOs o0 parto. Entretanto,
atualmente sdo desenvolvidas abrangentes pesquisas sobre 0 CUH que abordam é&reas, como a
medicina regenerativa (Main et al., 2021), terapias celulares (Zhou et al., 2022) e tratamento de
doencas (Baharlooi et al., 2021). Além disso, vem destacando-se um modelo promissor para a
descoberta de compostos vasoativos (Silva et al., 2020; Menezes Dantas et al., 2022; Borges et al.,
2022; Batista et al., 2023a; Batista et al., 2023b).
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3.3.2 Arté&ia umbilical humana

A artéria umbilica humana (AUH) é composta por trés camadas concéntricas, conhecidas
como tunicas (intima, média e adventicia), que sdo caracteristicas das paredes dos vasos sanguineos
(Meyer et al., 1978). Essas camadas proporcionam resisténcia, elasticidade e regulacéo funcional as
artérias (Arpi, 2018). A tunica interna ou endotélio desempenha um papel importante na regulagdo
do tonus vascular (Luscher e Tanner, 1993; Sandoo et al., 2010; Mangana; Lorigo e Cairrao, 2021),
essa € a camada mais proxima a luz da artéria, e consiste em uma fina porgdo de tecido conjuntivo e
células endoteliais que revestem o interior do vaso sanguineo (Galley e Webster, 2004).

As células endoteliais produzem e liberam mediadores vasculares, que influenciam
diretamente a contracdo ou relaxamento das Células Musculares Lisas (CML) na camada média da
parede vascular (Thiemermann, 1991; Lischer e Noll, 1995). Um dos mediadores mais conhecidos €
o Oxido Nitrico (NO), liberado pelas células endoteliais em resposta a vérios fatores, como a
estimulagdo nervosa ou a presenca de substancias especificas no sangue. Uma vez liberado, o NO
atua nas CML da tunica média, induzindo a vasodilatacdo (Ignarro, 1989; Rees; Palmer e Moncada,
1989; Félétou; Kohler e Vanhoutte, 2012). Além do NO, como prostaglandinas e endotelinas, também
desempenham papéis importantes na regulacdo do ténus vascular, influenciando a contragdo ou
relaxamento das CML (Busse et al., 1984; Masaki, 1995; Wong et al., 2010).

A tunica média é composta principalmente de CML e fibras el&sticas, ela é responsavel pela
regulacdo do diametro da artéria, controlando assm o fluxo sanguineo. Além disso, devido a
contracdo causada por esta camada ocorre o fechamento fisiol 6gico das AUH (Rdckelein e Schneider,
1992). Ja a tunica externa, denominada adventicia, € constituida predominantemente por tecido
conjuntivo, contendo fibras col agenas que fornecem suporte estrutural a parede arterial. Externamente
a adventicia, encontra-se a geleia de Wharton, um tecido conjuntivo mucoso gue envolve e sustenta
0s vasos umbilicais, conferindo protecéo mecéanica (Ferguson e Dodson, 2009).

A distingdo principal entre a AUH e 0s vasos sistémicos reside na auséncia de fibras
nervosas. Esta caracteristicaimplica que aregulacdo fisiol6gicaloca do ténus vascular, responsavel
pelo controle da contracéo e relaxamento muscular, ocorre de forma independente da influéncia da
regulacdo nervosa (Ferguson e Dodson, 2009). Segundo Lorigo et al. (2018) mesmo que ocorra uma
distingdo entre essas artérias, 0s estudos com a AUH sdo essenciais paraanalisar diversas patologias
cardiovasculares e &fins.

As caracteristicas das AUH em diferentes contextos gestacionais tém sido amplamente
investigadas. Estudos abordam, por exemplo, casos de prematuridade (Roffino et al., 2012), gestacbes
multiplas, malformaces congénitas (Ebbing et al., 2020), complicacbes obstétricas como a pré-
eclampsia (Pereira-De-Morais et al., 2023) e arestricdo do crescimento fetal (Predanic et al., 2005).
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Também ha interesse em compreender como doencas cardiovasculares materno-fetais como DMG
(Radenkovi¢ et al., 2009) e a hipertensdo (Johnstone et al., 1987; Haugen, 1996) influenciam essas
estruturas.

A DMG tem sido associada ao aumento da pressdo perinatal (Singh, 1986), ao aumento do
estresse oxidativo e a reducdo da biodisponibilidade de NO (Lappas et al., 2011; Vural et al., 2012).
Do ponto de vista histol6gico, observa-se estreitamento do |Umen arterial (Singh, 1986; Hershkovitz
et al., 2001; Kaya; Nergiz; Turgut, 2019), espessamento da tinica médiasem alteraces significativas
datunicaadventicia (Hershkovitz et al., 2001; Sarikabaday1 et al., 2012), aumento darigidez arterial
(Seck et al., 2018), degeneracdo das fibras musculares lisas (Pooransari et al., 2020) e maior
deposicéo de coldgeno na parede arterial, resultando em reducdo da complacéncia vascular (Kaya;
Nergiz; Turgut, 2019)

Nesse contexto de aumento do estresse oxidativo e comprometimento da funcéo vascular
observado naDMG, estudos prévios em AUH demonstram que compostos naturais com propriedades
antioxidantes, como o resveratrol, 0 CAPE e a silibinina, sdo capazes de promover relaxamento em
AUH pré-contraidas por 5-HT, sem alterar o tonus basal (Karabas e Sahin, 2025). Considerando que
0 EUC foi descrito por Juergens et al. (2018) como um agente capaz de modular o estresse oxidativo
e as respostas pro-inflamatorias, seu uso desponta como uma alternativa promissora na investigacao
dos mecanismos de regulagdo vascular em condi¢cdes gestacionais. Em consonancia com essa
perspectiva, Linghu et al. (2016) demonstraram que o0 1,8-cineol é capaz de suprimir a secrecéo de
interleucinas pro-inflamatérias, como IL-6 e IL-8, aém de restaurar os nivels de NO a valores

fisioldgicos.

3.3.3Veaaumbilical humana

As velas umbilicais humanas (VUH) sdo essenciais durante o desenvolvimento fetal,
desempenhando um papel na transferéncia de nutrientes, oxigénio e residuos metabdlicos entre
placenta e feto (Ferguson e Dodson, 2009). Sua organizagdo estrutural € semelhante a das AUH,;
contudo, conforme descrito por Kellow e Feldstein (2011), as VUH apresentam paredes ligeiramente
mais finas.

Morfologicamente, aVVUH é formada por trés tunicas principais: intima, média e adventicia
(Meyer et al., 1978; Thomas et al., 2020). As VUH tém um lUumen que pode assumir uma
configuragcdo circular ou triangular e sG0 permeaveis quando observadas em secOes transversais
(Thomas et al., 2020). A tunica média € composta por duas a trés camadas de células musculares,
contendo mucopolissacarideos entre elas, sem apresentar uma organizacdo celular distinta em termos
de orientacdo (Kellow e Feldstein, 2011; Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). Quanto a tunica
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adventicia, ela é composta de tecido conjuntivo fibroso e elastico, com quantidades variaveis de
colégeno e fibras elésticas. E caracterizada por ser composta de tecido conjuntivo menos denso em
comparacao com as outras camadas (De Freitas et al., 2017).

Durante a conducdo experimental observa-se que sua parede se confunde a geleia de
Wharton o que dificulta o processo de dissecacdo (Fernandes, 2015). Talvez isso justifique a menor
guantidade de estudos ex vivo com veias em comparagdo com AUH. Contudo, é visto no estudo de
Medina-leyte et al. (2020) que ensaios envolvendo VUH revelam um notavel potencia para a
investigacdo de alteragdes vasculares, inclusive aguelas de natureza fetal .

A VUH responde muito ativamente a estimulos anormais no microambiente diabético.
Observa-se maior dilatagdo vascular, associada ao aumento da concentragdo de adenosina no sangue
umbilical (San Martin; Sobrevia, 2006; Fredholm, 2014), dém de ateragbes na expressdo de
receptores deinsulina (IRs) e adenosina (ARs) no endotélio fetoplacentario (Guzman-Gutiérrez et al .,
2014) e na funcdo dos canais K* ATP no musculo liso vascular (Djokic, 2019). A hiperglicemia
caracteristica do DMG também contribui para lesdo endotelial, aumentando a adesdo mondcito-
endotelial via regulacdo de Cx43 em HUVECs (Zhang et al., 2021). Estruturalmente, observa-se
espessamento da parede vascular, reducéo do [umen venal (Kadivar et a., 2020) e desorganizacéo
das camadas da tunica média (Ennazhiyil et a., 2025).

Em conjunto, esses fatores demonstram que aVUH em DMG é atamente reativa e sujeitaa
alteracOes funcionais e estruturais que podem comprometer o fluxo sanguineo fetoplacentario. Nesse
contexto, conforme descrito por Batista et al. (2023) investigacdes sobre a atividade vasorrel axante
de compostos naturais na VUH possuem grande relevancia para a fisiofarmacologia, pois podem
apontar novos alvos terapéuticos em disturbios obstétricos de origem hipertensiva e/ou metabdlica,
gue afetam a vasculatura umbilical e aviabilidade fetal.

Além disso, sdo vistos na literatura estudos com VUH que abordam a utilizacdo das células
endoteliais desse vaso para estudos molecul ares, sendo este um model o bem estabelecido paraavaliar
diversas patologias vasculares (Medina Leyte et al., 2020). Além destes, sdo encontrados trabalhos
gue avaliam e descrevem o estresse de cisalhamento em VUH (Sharmin et al., 2021) e pesquisas que
demonstram efeitos protetores de produtos naturais em VUH sob estresse oxidativo (Borges et al.,
2022). Entretanto, conforme menciona Batista et al. (2023), ainda so escassos 0s estudos sobre a
acao vasoativa de produtos naturais nesse modelo, tornando o referido trabalho relevante para

compreender sua atuagdo na circulagéo venosa umbilical humana.
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3.3.4 Acoplamento excitagdo-contracéo em vasos do cordao umbilical humano

As Células Musculares Lisas (CML) s uma unidade de controle bésico, sdo aongadas,
fusiformes, geralmente possuem um Unico nucleo central (Skinner e Johnson, 2017), e possuem
capacidade de sofrer diferenciacéo fenotipica (Intengan e Schiffrin, 2000; Shi e Chen, 2016). Cada
célula é capaz de contrair de forma independente, o que permite uma cooperacao suave e eficaz das
atividades contréteis em érgdos e estruturas onde o musculo liso esté presente (Horowitz et al., 1996;
Webb, 2003).

Além disso, as células do musculo liso vascular desempenham um papel na regulacéo do
didmetro do lumen vascular e, consequentemente, no controle do fluxo sanguineo (Knot; Brayden e
Nelson, 1996; Owens;, Kumar e Wamhoff, 2004; Amberg e Navedo, 2013), processo indispensavel
para a manutencdo da pressao arterial e para a distribuicdo adequada de sangue aos tecidos (Bakker
et al.,, 2008). Essa capacidade regulatéria decorre de mecanismos celulares, que incluem a
despolarizagdo da membrana, o influxo ou efluxo de ions célcio e a subsequente ativacdo de proteinas
contréteis responsaveis pela modulagdo do ténus vascular (Lorigo et al., 2018) (Figura 04).

Podem participar dessa acdo mediadores com propriedades vasoconstritoras e
vasodilatadoras, como horménios (Takata et al., 1990; Dinser e Meier, 2017) e neurotransmissores
(Chamary et al., 2006). A atuacdo de mediadores locais de agdo parécrina também é essencidl,
envolvendo substancias liberadas por células proximas que afetam a musculatura lisa de maneira

localizada (Knot; Brayden e Nelson, 1996; Owens; Kumar e Wamhoff, 2004; Lorigo et al., 2018).
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Figura 04: Representacdo dos principais receptores que participam da contratilidade dos vasos
umbilicais

K+ Kt K*
K
CANAIS DE K*
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CONTRACAO

CELULA DO MUSCULO LISO

&R, @
R AR

Nota: Gg: subunidade da proteina G, [Ca?*]i: concentragdo intracelular do ion Ca?*, 5-HT:
Serotonina, Ca?*: calcio, AMPc: adenosina monofosfato ciclico, IP3: inositol 1,4,5- trifosfato, K*:
potassio, KCI: cloreto de potassio, PGF2a: prostaglandina F2a, PLC: fosfolipase C, VOCC: canais
Ca?* operados por voltagem, cAMP: monofosfato de adenosinaciclico, RS: reticul o sarcoplasmético,
RyR: receptores de Rianodina.

Fonte: Adaptado de Lorigo et al (2018).

O desencadeamento da contracdo da musculatura lisa vascular pode ocorrer por meio de
vériosfatores. A despolarizacdo da membrana, como a provocada pel aexposicéo dacélulaaelevadas
concentracfes de potassio, representa um esguema conhecido como acoplamento el etromecanico
(Schneider, 1981, Blunck e Batulan, 2012). Outra via de ativacdo envolve agonistas contratels que
estimulam a entrada de Ca?* por meio de canais controlados por voltagem, constituindo o
acoplamento farmacomecanico (Somlyo e Somlyo, 1968; Somlyo et al., 1999). Esses eventos
convergem no aumento da concentragdo de Ca?*; (Somlyo e Somlyo, 1968; Somlyo e Somlyo, 2003),
que pode originar-se do aumento transitorio e répido devido a liberagio de Ca?* armazenado no
Reticulo Sarcoplasméatico (RS) (Wray e Burdyga 2010; Cauvin et al., 2019), ou de um influxo
prolongado de Ca?* vindo do meio extracelular, através dos canais de Ca?* (Fan et al., 2019).

Além disso, é importante destacar que a contracéo também depende da agéo de substancias
vasoativas liberadas localmente ou presentes na circulagéo. Essas substancias atuam em receptores

37

Fundamentag&o Tedrica



especificos localizados nas células da musculatura lisa de artérias e veias umbilicais, modulando a
reatividade vascular e contribuindo para aregulagdo do tonus desses vasos. Entre elas, destacam-se a
Serotonina (5-HT) (Nishihiraet al., 2008; Guevara e Trejo, 2021), Histamina (His) (Jo et al., 2021;
Jones; Mingin e Tykocki, 2022), Tromboxano (Svensson et al., 1977; Y uui; Kudo e Kasuda, 2021),
Bradicinina (Eguchi et al., 1997; Higashikuni e Sata, 2023), Endotelina e Prostaglandina F2a
(PGF2a) (Sumner et al., 1992).

O acoplamento eletromecanico acontece mediante uma mudanca de voltagem através da
membrana celular que pode resultar na abertura dos Canais de Cacio Dependentes de Voltagem
(VOCC) e consequentemente, na entrada de Ca?* (Hofmann; Lacinova e Klugbauer, 2005; Bagur e
Hanéczky, 2017). Os VOCC sdo classificadosem L, T, R, P/Q e N com base em suas propriedades
de ativac&o e nas correntes que geram (Ertel et al., 2000). Dentre esses, 0s VOCC L e T sdo muito
comuns em vasos umbilicais (Cairrdo et al., 2009).

Na literatura, os VOCC-L so objeto de extensiva pesguisa no contexto do musculo liso,
essa atencdo especial pode ser atribuida ao papel que, de acordo com Zhou e January (1998),
desempenham no processo de excitagao/contracdo. S&o canais ativados por ata voltagem (Zamponi
et al., 2015) possuindo condutancia entre de 20-28pS, e demonstram alta seletividade ao calcio em
comparacdo com outros ions (Tsien et al., 1987). As classes de antagonistas frequentemente
utilizados para modular sua atividade sdo: dihidropiridinas (nifedipina, nisoldipina e isradipine),
fenilalquilaminas (verapamil) e benzotiazepinas (diltiazem) (Diochot et al., 1995; Toyo-Oka e
Nayler, 1996).

Também pode ocorrer hiperpolarizacéo pela abertura de canais de K* (Clark et al., 2020).
Esses canais, incluem os do tipo Ky (Voltagem-Dependentes) (Brayden, 1996), Kca (Ativados por
Célcio) (Vergara et al., 1998), K|r (Retificadores Internos) (Nichols e Lopatin, 1997) e os Kop
(Dominio de 2 Poros) (Sanders e Don Koh, 2006). A atuacéo desses canais sobre o estado el étrico da
membrana torna-se particularmente evidente quando se considera o Potencial de Repouso (Em) da
membrana em CML, que gerdmente varia entre -75 a -50 mV. O potencial de equilibrio
eletroquimico do cdcio, situa-se em uma faixa mais positiva em relacdo ao Em (-60 a -40 mV), e
considerando que a concentracdo extracelular de célcio é significativamente maior do que no meio
intracelular, estabel ece-se um forte gradiente eletroquimico que favorece o influxo de célcio para o
interior da célula (Nelson et al., 1990).

Entretanto, conforme demonstra Edman e Schild (1961); Tahara et al. (2000); Challiss e
Blank (2020) e Alqudah et al. (2022), sob o efeito de um agente despolarizante, quando o potencial
de membrana atinge a faixa de ativagdo dos VOCC, ocorre o influxo de cdlcio do meio extracelular
para o intracelular, aumentando a concentracdo intracelular de calcio e desencadeando a contracéo

muscular.
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Esse mecanismo serve como alvo para drogas inibidoras de canais de calcio, como é o caso
de alguns agentes anti-hipertensivos como a nifedipina (Swanson e Green, 1986). Neste aspecto esse
mecanismo é avo de investigactes para biomoléculas e suas possivels interagdes com esses canais.
Estudos ja demostram efeitos vasorrel axantes similares aos da nifedipina para o farnesol (Batista et
al., 2023), para o Oleo essencial de Lippia alba (Borgeset al., 2022) ¢ para o (—)-carveol (Silvaet al.,
2020).

Além disso, € importante mencionar que a presenca da DMG ndo parece comprometer a
expresséo dos VOCC- L, umavez que a secrecdo de insulina depende diretamente da presenca e da
atividade de canais de Ca?* dependentes de voltagem (Rorsman, 1997). Entretanto, adesregul ago do
Ca?* intracelular € uma complicac&o bem estabel ecidatanto no diabetes mellitustipo 1 quanto no tipo
2 (Wang et al., 2000; Dillmann, 2019). Nesse contexto, € plausivel que as ateragdes metabdlicas
observadas nessas condicBes também se estendam ao DMG, promovendo modificagbes na
funcionalidade e na sensibilidade dos VOCC- L.

Entretanto, estudos indicam que a DMG esta associada a reducéo da expressdo de canais
BKca (Li et al., 2022) e Katp (Li et al., 2018) em AUH. Em contrapartida, a fun¢éo dos canais Kv
parece ndo ser afetada no contexto diabético em VUH (Djoki¢ et al., 2023). Embora ainda sgjam
escassos estudos especificos sobre canais Kir em DMG, evidéncias provenientes de modelos de
diabetestipo 2 mostram reducéo daexpressao de K r em musculo liso vascular (Rajkovic et al., 2024).

No acoplamento farmacomecénico, a regulacdo da forca de contraco estd intrinsecamente
vinculada a resposta celular diante das flutuacfes na concentracéo de ions de calcio, diferentemente
da dependéncia da despolarizagdo (Itoh, 1991). Por exemplo, quando ocorre uma ateracdo na
sensibilidade das proteinas contréteis ao calcio, a célula pode manifestar respostas distintas, essa
sensibilidade pode ser, por exemplo, modulada por processos moleculares, como fosforilagdo de
proteinas especificas, afetando a capacidade das proteinas contratei s de responderem as variagoes na
concentracdo de célcio e, assim, regulando a contragdo muscular (Stall et al., 1979; Hori e Karaki,
1998).

De maneira geral, o aumento da concentracdo intracelular de ions de célcio ([Ca?']) é
mediado por diferentes vias, uma das quais envolve a interagdo de um agonista com um receptor
acoplado aproteina G (GPCRs) (Strange, 2008). Quando um agonista se liga ao dominio extracelular
do GPCR, ocorre a ativacdo do receptor, desencadeando uma ateracdo conformacional no lado
intracelular da membrana. Consequentemente, a proteina G, composta por trés subunidades (a, B €
Y), € ativada em resposta a essa mudanca conformacional (Dhyani et al., 2020).

Este processo desencadeia a ativacao da cascata do inositol, através das proteinas Gg/11. O
receptor ativado pelaligacdo do agonista estimulaa producéo de dois segundos mensageiros. o0 1,4,5-
trisfosfato de inositol (1P3) e o Diacilglicerol (DAG). O IP3, por suavez, induz aliberacdo de calcio
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a partir de reservatorios intracelulares, contribuindo para o aumento da concentracio de [Ca?'];.
(Bastin e Heximer, 2011). Outro mecanismo de aumento de [Ca?*]; envolve a fosforilagdo direta de
canais de célcio por proteinas quinases, como as quinases A ou C. Essa fosforilagdo modula a
atividade dos canais de calcio, promovendo aentradade cal cio do meio extracelular parao citoplasma
(Schubert e Nelson, 2001).

Como dito, o IP; desencadeia a liberagdo de ions de célcio (Ca?*) do RS ao ativar os
receptores de IPsr (Lin et al., 2016). Simultaneamente, 0 DAG ativa a proteina Quinase C (PKC), a
qual, modula 0 aumento na concentragdo intracelular de célcio ao fosforilar canais de Ca?*
dependentes de voltagem e canais de K*, favorecendo a despol arizacdo da membrana e o aumento do
influxo de Ca?* (Christova; Duridanova e Setchenska, 1997; (Bastin e Heximer, 2011). O aumento na
concentracdo intracelular de calcio favorece a ligagdo do célcio a camodulina (CaM), formando o
complexo Ca?*"CaM. Este complexo ativa a Quinase da Cadeia Leve DaMiosina (MLCK). Umavez
ativada, a MLCK promove a fosforilacdo da Cadeia Leve Regulatdria da Miosina (rMLC). Essa
fosforilagdo facilitaainteracdo dos filamentos de miosina e actina, iniciando o processo de contragéo
(Bastin e Heximer, 2011).

Na figura 04, é possivel observar alguns dos processos mencionados anteriormente, mas é
importante ressaltar o que ocorre. O endotélio vascular regula a vasoconstricdo através dos receptores
de endotelina ETA e ETB, que, acoplados a proteina Gq, ativam a PLC, aumentando os niveis IPz e
promovendo a contracdo do musculo liso vascular. A bradicinina, também associada ao endotélio,
exerce efeitos dependentes da ativagdo do receptor B2-adrenérgico, resultando na ativacéo de canais
de cdlcio e nainibicdo de canais de potassio (Lorigo et al., 2018).

O potente vasoconstritor 5-HT (McGrath et al., 1986) tem seu efeito contrétil devido a
ativacao dos receptores 5-HT2a, € parcialmente devido a ativagéo dos receptores 5-HT1g/5-HT1p. O
5-HT2a estd acoplado a proteina Gq e ativa o PLC, resultando em um aumento de niveis de IPs. Por
outro lado, 0 5-HT1s e os receptores 5-HT1p &0 acoplados a proteina Gi/o inibindo a adenilciclase.
Ademais, a HIS causa vasoconstricdo pela ativacéo dos receptores H1, acoplados a proteina Gq,
desencadeando a cascata PLC/IPs ¢ aumentando o célcio intracelular. O tromboxano ¢ a PGF2a
induzem vasoconstrigdo ao ativar os receptores TPa, TPB, FPA e FPB (via Gq/PLC/IP3), aumentando
o calcio intracelular e provocando contragdo (Lorigo et al., 2018).

Durante a gestagdo normal, ocorre um aumento na sintese e liberagdo de 5-HT, decorrente
daregulacdo positiva das enzimas triptofano hidroxilase (TPH1 e TPH>) nas células  pancreaticas, o
que contribui para as adaptacbes metabolicas maternas e a manutencdo da homeostase glicémica
(Rieck et al., 2009; Kim et al., 2010b). No entanto, em gestagdes complicadas por DMG, o efeito
contrétil da 5-HT em vasos umbilicais tende a ser reduzido, frequentemente associado a disfuncéo
endotelial. Em ambas as condigdes, os canais de Ca?* voltagem-dependentes e a Na'/K*-ATPase
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contribem para a contragcdo evocada pela 5-HT e para regulacdo do ténus vascular basal; entretanto,
essas agoes encontram-se prejudicadas na DM G (Radenkovic et al., 2009).

Ainda, o estudo de Viau, Lafond e Vaillancourt (2009) demonstra uma diminuicdo da
expressdo de receptores 5-HT2a e sugere alteragcbes no sistema serotoninérgico em placentas de
gestagbes complicadas por DMG. Além disso, os dados apontam que 0 organismo materno atua de
forma compensatéria para assegurar um desenvolvimento fetal saudavel. Assim, é possivel que a
reducéo na densidade desses receptores ou mudancgas compensatérias no organismo materno aterem
adinamicade contracéo dos vasos umbilicais.

Além disso, Gokinaet al. (2013), investigaram a disfuncéo vascul ar uteroplacentéria durante
agestacdo de ratos diabéticos, e demonstraram que a vasodilatacdo induzida por ACh foi prejudicada,
acompanhada de respostas de [ Ca?*]i reduzidas nas CML , sugerindo que a capacidade contrétil dessas
células se encontra alterada. Além disso, a hiperpolarizacéo induzida por ACh, mecanismo crucial
para modular a abertura VOCCs, também foi atenuada em vasos diabéticos, contribuindo para uma
resposta contrétil desregulada. De forma concomitante, os niveis basais de [Ca?*]i em células
endoteliais foram significativamente reduzidos, indicando que a sinalizacdo endotelial necessaria
para a producdo de fatores rel axantes encontra-se comprometida.

Por outro lado, igualmente relevante é o processo de relaxamento da musculatura lisa
vascular. A Figura 05 mostra uma representacéo esguematica de como relaxamento do musculo liso
vascular do CUH. O relaxamento da AUH ocorre predominantemente devido a diminuicdo da
concentragdo de ions Ca?* livres no interior das células, ou do citosol. A diminuic3o do Ca?*i acontece
por meio da Ca?~ATPase do RS, ou para 0 meio extracelular, mediante a agio da Ca?*"ATPase de
membrana plasmética e do trocador Na'/Ca?* (NCX) (Lorigo et al., 2018).
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Figura 05: Representacéo dos principais receptores e vias que participam do relaxamento dos vasos
umbilicais

—
PEPITIDEOS
NATRIURETICOS

| RELAXAMENTO |
CELULA DO MUSCULO LISO

Nota; Gg/ G Gi/0: subunidades daproteinaG, [Ca*]i: concentracio intracelular do ion Ca?*, AMPC:
adenosina monofosfato ciclico, K*: potassio, KCI: cloreto de potéssio, VOCC: canais Ca?* operados
por voltagem, cAMP:. monofosfato de adenosina ciclico, RS. reticulo sarcoplasmético, RyR:
receptores de Rianodina, BK Ca: canais K+ ativados por Ca?* de alta condutancia; Ca?* célcio; cGMP,
guanosina monofosfato ciclico; Kv: canais de K+ com tensdo controlada; NO: 6xido nitrico; PDE:
fosfodiesterases; PKA: proteina quinase A; PKG: proteina quinase G.

Fonte: Adaptado de Lorigo et al (2018).

Além disso, o relaxamento pode ser induzido tanto por compostos exdgenos quanto por
mediadores enddgenos. Os primeiros atuam reduzindo o ténus vascular por multiplos mecanismos,
como o bloqueio de receptores envolvidos na contracdo e a modulacdo de enzimas da via contrétil
(Lorigo et al., 2018). JA os compostos enddgenos exercem sua agcdo predominantemente sobre as
células do musculo liso e o endotélio, contribuindo para a regulacdo fisioldgica do ténus vascular
(Z€lis, 1983). Entre os principais mediadores intracel ulares envolvidos nesse processo, destacam-se
0s nucleotideos ciclicos, especiamente o AMPc. O aumento de seus niveis ocorre por meio da
ativacdo de receptores acoplados a proteina Gs ou pela inibicdo de receptores acoplados a proteina
Gi/o, modulando a atividade de vias sinalizadoras que culminam na diminui¢cdo da contratilidade
(Morgado et al., 2012).

De modo complementar, a acdo do NO, promove o relaxamento vascular a0 aumentar os
niveis de cGMP, contribuindo para avasodilatacdo e areducéo do tonus vascular (Busse et al., 1984,

Masaki, 1995; Wong et al., 2010). O aumento nos niveis de AMPc e GMPc desencadeia a ativagao
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de PKA e PKG (Ignarro e Kadowitz, 1985). Essa ativacdo subsequente tem o efeito de reduzir a
concentracdo intracelular de Ca?* e sensibilizar menos os miofilamentos ao Ca?* nas CML, resultando
no relaxamento (Morgado et al., 2012; Lorigo et al., 2018).

O ténus do musculo liso € intricadamente regulado pelo fluxo de ions, destacando-se a
ativacdo dos canais de K* como o principal mediador do relaxamento (Bevan, 1993; Jackson, 2000).
Estes canais, dém de serem os mais abundantes nas CML, desempenham um papel naregulagdo do
potencial de repouso, influenciando diretamente concentragdes de K* e, de maneira indireta, as
concentragbes Ca?* (Dogan et al., 2019). Sua abertura pode ser mediada por substancias vasoativas,
como o NO (Bolotinaet al., 1994), Peptideos Natriuréticos (NP) (Hamad et al., 2003) e prostaciclinas,

por meio da ativacdo de proteinas quinase (Brayden, 1996).

3.4 Docking molecular eestudosin silico no plang amento e desenvolvimento de novosfarmacos

O termo in silico corresponde a estudos que sdo executados através de modelos
computacionais (Claes, 2006; Raunio, 2011). A modelagem e simulacéo podem ser utilizadas para
reduzir, refinar e substituir a experimentacéo animal (Leelananda e Lindert, 2016; Jean-Quartier et
al., 2018; Viceconti et al., 2021). Além disso, destacam-se pelo baixo custo de producao, rapidez dos
protocol os executados, facilidade de repeticéo dos testes, falta de preocupacdo com protocol os éticos
e legais relacionados a pesquisas com animais (Leelananda e Lindert, 2016; Viceconti et al., 2021).

O desenvolvimento da tecnologia de simulacdo computacional, ocorreu no século XIX
(Wang et al., 2022), na década de 1980 (Kuntz et al., 1982), a partir de entdo tem sido subsidio para
estudos quimicos e farmacol dgicos (Jorgensen, 2004). Abel et al. (2017) faz um relato, em que é
possivel constatar que com o passar dos anos, a docagem vem se refinando gracas a melhoria na
tecnologia computacional e avangos nainformatica.

Os métodos computacionais aplicados ao desenvol vimento de farmacos podem ser divididos
em duas abordagens principais. Baseados na Estrutura do Alvo Molecular (DDBE) e Baseados nas
Caracteristicas dos Ligantes (DDBL). Na abordagem DDBE, a andlise da estrutura tridimensional do
alvo molecular permite identificar os locais de interacdo mais promissores, bem como as condices
gue favorecem a ativacdo do receptor. 1sso possibilita determinar as propriedades essenciais que um
ligante deve possuir para se ligar de forma eficaz ao alvo (Yu e Mackerell, 2017). Por outro lado, os
métodos DDBL utilizam informagdes ja disponiveis sobre as caracteristicas estruturais e funcionais
de farmacos conhecidos, responsaveis por seu efeito bioldgico, para identificar novas substancias
com propriedades semelhantes (Acharya et al., 2011).

Um dos principais métodos de DDBE, é o docking molecular, técnica capaz de prever como

pequenas moléculas e receptores se ligam, essas informacfes sdo utilizadas para delinear a energia
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de ligacdo entre ligantes e receptores (Wu et al., 2020). Os modelos também trazem informacdes
sobre a solvatacdo, efeitos entrépicos (Jakher et al., 2020). Atualmente, a docagem molecular é
frequentemente utilizada para o estabel ecimento de novos medicamentos com mel hor eficaciae maior
especificidade (Guedes;, De Magalhdes e Dardenne, 2014; Bartuzi et al., 2017), podendo ser utilizada
como ferramenta complementar aos ensai 0os experimentais (Ghafourzadeh et al., 2026).

Algumas aplicagbes de Docking evidenciam a atividade anticancerigena de produtos
isolados do metabolismo secundario de plantas (Phosrithong e Ungwitayatorn, 2010). Ainda, o estudo
de Al-salahi et al. (2019) revelou as possiveis interaces entre os model os de ligagdo e as atividades
antioxidantes de derivados de 2-tioxobenzo[g] quinazolina (Al-Salahi et al., 2019). Ademais, a
ancoragem molecular auxiliou na demonstracdo de atividade anti-inflamatéria de derivados aza-
biciclicos de isoxazolina acilhidrazona (Mota et al., 2019), efeitos antinociceptivos, relaxantes da
musculatura lisa e sedativo (Alhumaydhi et al., 2021). A modelagem também esta evoluindo na area
do vasorrelaxamento e tem auxiliado na descoberta de mecanismos de a¢do de produtos naturais que
desempenham atividade vasorrelaxante, como visto nos trabalhos de Awadallah et al. (2012), Pinto-
Junior et al. (2017), Haghighi et al. (2019), Latek et al. (2019) e Mowlazadeh et al. (2019). Entretanto,
cabe destacar que o docking gera hipoteses sobre possiveis interacdes entre 0 composto e seus alvos
moleculares, mas ndo comprova, isoladamente, afinidade, ativacao ou inibicdo farmacol 6gica (Sousa;

Fernandes; Ramos, 2006).
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Artigo 1. Eucaliptol (1,8-cineol) relaxa veias umbilicais humanas de parturientes
normoglicémicas e de parturientes com diabetes mellitus gestacional por meio da modulagdo
de canaisibnicos. Um estudo ex vivo
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RESUMO

Introducdo: O monoterpenoide eucaliptol (EUC; 1,8-cineol) possui acdo vasodilatadora em artérias
de ratos, entretanto seus efeitos na vasculatura fetoplacentaria humana ainda ndo tinham sido
descritos. Assim, 0 objetivo desse estudo é avaliar o efeito vasorrelaxante independente de endotélio
do EUC em veias umbilicais humanas de parturientes normoglicémicas (VUH-NG) e de parturientes
com diabetes mellitus gestacional (VUH-DMG).

Método: Anéis desnudados de VUH foram montados em banho de 6rgéos para registros isométricos
em diferentes protocol os experimentais na presenca de EUC (1-3000 puM).

Resultados: EUC (1-3000 uM) inibiu a vasoconstri¢go induzida por KCl (60 mM) e 5-HT (10 uM),
exibindo maior poténcia em VUH-DMG. EUC (3000 uM) preveniu a vasoconstricdo induzida por
CaCl> ou BaCl» (0,1-30 mM) em VUH-NG. Entretanto, sua eficacia para prevenir a vasoconstricao
induzida por altas concentragdes de BaCl» foi atenuadaem VUH-DMG. A presenca de bloqueadores
de canaisde potassio (TEA, 4-AP, GLI e BaCl>) reduziu a€eficécia e poténciavasorrel axante do EUC,
de modo diferencial em VUH-NG e VUH-DMG.

Discussdo: Os resultados sugerem que EUC atua por meio da modulagdo de canals iGnicos para
induzir vasorrelaxamento em VUH, possivelmente inibicdo de canais de calcio operados por
voltagem e ativag@o de canais de potéssio no musculo liso vascular. Além disso, as modificacdes
fisiopatol 6gicas induzidas pedlo DMG na VUH parecem alterar a farmacodinamica de EUC, ainda
assim o efeito vasorrelaxante do EUC foi mais potente sobre vias el etromecéni ca e farmacomecanica
emVUH-DMG. Assim, o estudo atual fornece uma base consistente para o desenvolvimento de novas
estratégias farmacol 6gicas vasodilatadoras.

Palavras-chave: veiaumbilical humana; efeito vasorrel axante; ensaios ex vivo; canais inicos.

1. Introducéo

Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é definido como hiperglicemia diagnosticada pela
primeiravez durante agravidez [ 1]. Seus principais fatores de risco incluem idade materna avancada,
sobrepeso, obesidade, historico familiar de diabetes ou DMG prévio. Estima-se que cercade 14% das
gestacdes em todo o mundo sejam afetadas, trazendo repercussdes metabdlicas e vasculares para a
mée e o feto [2], aém de causar ateracdes histomorfol dgicas na placenta e corddo umbilical [3].

Nesse sentido, DM G tem sido associado a alteragdes no sistema serotoninérgico placentario
[4] e na vasoconstricdo induzida por serotonina (5-HT) em artérias umbilicais humanas [5].
Exclusivamente nas veias umbilicais humanas (VUH), ocorre aumento do |imen acompanhado de
diminuicZo de fibras elasticas [6], aumento da expressio/atividade de canais de Ca?* operados por
voltagem (VOCC) [7], e reducéo da expressdo/atividade de canais de K* (e.g., Katp) [8].

Em conjunto, esses eventos podem comprometer a homeostase vascular fetoplacentaria, e
prejudicar a oxigenagao/nutricdo fetal que é realizadapela VUH [9]. Desse modo, a compreenséo do
ténus vascular de mulheres com DM G é fundamental para antecipar complicagdes materno-fetais, e
estratégias terapéuticas capazes de reduzir osimpactos do DM G s&o necessérias, incluindo orientagdo

nutricional [10] e uso de agentes farmacol 0gicos [11].
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Substancias bioativas que atuam na VUH podem ser matérias-primas promissoras para
novos alvos terapéuticos. Um destaque especial deve ser dado aos terpenos, um grupo de metabdlitos
secundérios de plantas com ampla diversidade estrutural [12], reconhecido por sua atividade
vasodilatadora, inclusive em vasos umbilicais humanos [13-18].

Eucaliptol (EUC; 1,8-cineol) € um terpenoide que possui efeito vasorrelaxante em artérias
aortas de ratos por meio de vias dependentes e independentes de endotélio [19-21]. No entanto, até
onde sabemos, seus efeitos em VUH ndo tinham sido investigados. Assim, o objetivo desse estudo
foi avaliar 0 efeito vasorrelaxante independente de endotélio do EUC em VUH de parturientes
normoglicémicas e de parturientes com DMG, buscando elucidar possiveis mecanismos de acéo no
nivel do musculo liso vascular (MLV), evitando ainterferéncia de mediadores liberados pel as células
endoteliais. Assim, a caracterizagdo farmacol gica fornecida contribui para a descoberta de novas

drogas vasodilatadoras diretas.

2. Materiais e méodos

2.1 Solucdes e drogas

Foram utilizadas solucdo Krebs-Henseleit isosmética (318,79 mOsm/L) com composi¢ao
(mM): NaCl [118], KCI [4,7], CaCl2 [2,5], MgSOa4 [1,2], KH2PO4 [1,2], NaHCOs [25], glicose [11]
e EDTA [0,01]; esolucdo Krebs-Hensel eit isosmética (318,36 mOsm/L) de alto K*: NaCl [63,4], KCI
[60], CaCl2 [1,9], MgSOs4 [1,2], KH2PO4 [1,2], NaHCOs [25], glicose [11] e EDTA [0,01]; ambas
com pH 7,40+0,01 (gjustado com HCI/NaOH), e mantidas a 37 °C com aeragdo continua (95% O +
5% COy).

Todos os sais e drogas foram dissolvidos em agua destilada, exceto nifedipina (em etanol),
eeucaliptol (EUC) inicialmente preparado em solucdo estoque (1 M) usando solucéo Krebs-Henseleit
e Tween® 80 (1,2% V/v).

A contribuicgo de 5-HT ou dos blogueadores de canais de K™: tetragtilamonio (TEA), 4-
aminopiridina (4-AP), glibenclamida (GL1), e cloreto de bario (BaCl,) paraaosmolaridade final das
solugdes foi < 3 mOsm/L. BaClz e CaCl, foram testados até 30 mM conforme estudos ex vivo

anteriores [16,22,23], produzindo 90 mOsm/L da osmolaridade total.

2.2 Obtencao e preparacdo da veia umbilical humana

Apbs aprovagio pelo Comité de Eticainstitucional (CEP/URCA e 6.841.548), seccdes (~10
cm) de corddes umbilicais humanos foram obtidos com o consentimento livre e esclarecido das
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maes/doadoras, que atendiam aos seguintes critérios: faixaetaria(18-40 anos), idade gestacional (37—
41 semanas), e modo de parto (vagina ou cesarea). Um total de 60 corddes umbilicais foi utilizado
nesse estudo (32 de gestagdes normoglicémicas e 28 de gestacbes com DMG). As amostras foram
mantidas a 4-8 °C por até 48 horas; as VUH foram isoladas da geleia de Wharton e seccionadas em

anéisde 3-4 mm, e o endotélio foi removido mecanicamente por friccdo suave da superficie luminal.

2.3 Experimentos de contratilidade vascular ex vivo

Anés de VUH desnudados foram montados em banhos de 6rgéos isolados (ADInstruments;
Insight) contendo solucdo de Krebs-Henseleit, sob tensdo isométrica de 3 g. Outros estudos
demonstram detal hes sobre estabilizac&o, viabilidade e registro isométrico [17,24].

O efeito do EUC (1-3000 puM) foi avaliado na tenséo de repouso por meio de adicdes
crescentes e cumulativas a cada 5 minutos, e também apés estimul acdo das preparacdes venosas com
KCl (60 mM) ou 5-HT (10 pM), com o objetivo de avaliar a inibicdo dos acoplamentos
eletromecanico e farmacomecani co, respectivamente.

Alternativamente, experimentos foram realizados em solucgo livre de Ca?*. Nesse caso, 0s
anéis de VUH desnudados foram contraidos com KCI (60 mM; 15 min), e entdo pré-incubados com
EUC (3000 uM; 20 min) ou nifedipina (10 pM). Em seguida, contragdes foram induzidas por CaClz
ou BaCl> (0,1-30 mM), permitindo avaliar, respectivamente, o envolvimento néo seletivo de canais
de C&?* e seletivo de VOCC tipo L no modo de agdo do EUC [24].

Em outros experimentos, anéis de VUH desnudados foram pré-contraidos com 5-HT (10
uM; 15 min) e incubados (30 min) com diferentes bloqueadores de canais de K* em experimentos
separados: TEA (1 mM) para canais de K* ativados por Ca?* de grande condutancia (BK ca) [25]; 4-
AP (1 mM) para canais dependentes de voltagem (Kv) [26]; GLI (10 uM) para canais de K* sensiveis
aATP (Katp) [27]; ou BaCl, (500 uM) para canais de K * retificadores de entrada (Kr) [28]. Para
cada concentracdo de EUC, aguardou-se 8-10 min para estabilizacdo da resposta vasorrelaxante; e a
reversibilidade do efeito foi verificada com KCI apds lavagem.

2.4 Andlise Edtatistica
Os dados foram expressos como médiatSEM, analisados e ilustrados utilizando SigmaPl ot.
Resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Para comparacdes de

médias, foi aplicado teste t de Student ou andlise de variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste
de Holm-Sidak. Valores de 1Cso foram calculados utilizando interpolacéo linear. n corresponde ao
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numero de anéis de VUH, considerando-se variabilidade genética de 5-8 corddes por protocolo

experimental .

3. Resultados

3.1 Efeito do eucaliptol no ténus basal e nas contracdes evocadas por KCl (60 mM) e 5-HT (10 uM)
O eucaliptol (1-3000 puM) promoveu relaxamento dependente da concentragdo no ténus

basal de VUH deformareversivel (Fig. S1). Esse efeito foi significativo a partir de 800 uM em VUH

de gestantes normoglicémicas (VUH-NG) e 2000 uM em VUH de gestantescom DMG (VUH-DMG;
p<0,001, one-way ANOVA; Fig. 1).
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Fig. 1. Efeito do eucaliptol (EUC; 1-3000 uM) no ténus basal de anéis desnudados da veia umbilical humana (VUH) de
parturientes normoglicémicas (VUH-NG; n = 13) e de parturientes com diabetes mellitus gestacional (VUH-DMG; n =
10). Controle: solugdo salina fisiologica (Krebs-Henseleit) na auséncia da substancia de teste. Os valores sdo expressos
como médiatSEM. Os simbolos *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas, conforme determinado
pela andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida do teste post hoc de Holm-Sidak, correspondendo a p<0,05,
p<0,01 e p< 0,001, respectivamente.
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Anés de VUH-NG pré-contraidos com KCI (60 mM) foram relaxados completamente por
EUC (1-3000 puM), esse efeito foi significativo a partir de 200 pM, com IC sp 538,41+6,20 uM. Em
VUH-DMG, o relaxamento significativo comegou em 100 uM, com ICso 403,77+4,95 uM (Figs. 2A—
C). Nos anéis pré-contraidos com 5-HT (10 uM), o relaxamento foi significativo a partir de 200 M
(VUH-NG) €400 uM (VUH-DMG), com ICsp 744,3815,78 uM e 626,02+5,47 UM, respectivamente
(p<0,001, one-way ANOVA; Figs. 2D—F).
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Fig. 2. Efeito vasorrelaxante do eucaliptol (EUC) no acoplamento el etromecénico e farmacomecanico em preparacdes
desnudadas de veiaumbilical humana (VUH) de parturientes normoglicémicas (VUH-NG) e de parturientes com diabetes
mellitus gestacional (VUH-DMG). (A) Curvas concentragéo-resposta do EUC (1-3000 uM) em preparagdes desnudadas
de VUH-NG (n = 15) e VUH-DMG (n = 8) pré-contraidas com cloreto de potassio (KCl; 60 mM). (B,C) Tracados
originais representativos mostrando a reversibilidade do efeito do EUC no acoplamento eletromecénico (KCl 60 mM ou
K60) apbs lavagem, nos grupos VUH-NG desnudados (B) e VUH-DMG desnudados (C). (D) Curvas concentragdo-
resposta de EUC (1-3000 uM) em preparacdes desnudadas de VUH-NG (n = 14) e VUH-DMG (n = 7) contraidas com
serotonina (5-HT; 10 uM). (E,F) Tragados originais representativos mostrando a reversibilidade do efeito do EUC no
acoplamento farmacomecéanico (5-HT 10 pM) ap6s lavagem, nos grupos VUH-NG desnudados (E) e VUH-DMG
desnudados (F). Controle: solucéo salinafisiologica (Krebs-Hensdleit) na auséncia da substancia de teste. Os valores sdo
expressos como médiatSEM. O simbolo * indica diferenca estatisticamente significativa, conforme determinado pela

andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste post hoc de Holm-Sidak, correspondendo a p<0,001).
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3.2 Contribuicao dos canais de Ca?* no efeito relaxante do eucaliptol

As contragdes induzidas por BaClo em VUH-NG e VUH-DMG foram dependentes da
concentracdo, atingindo arespostamaximaem 20 mM (1,89 e 1,99, respectivamente). O EUC reduziu
a resposta vasoconstritora do BaCl> para 0,299 em VUH-NG e 1,5 em VUH-DMG, enquanto a
nifedipina (10 uM) diminuiu para 0,55g e 0,829, respectivamente (Figs. 3A,B).

A adicdo cumulativa de CaCl> produziu contragOes dependentes da concentracéo em VUH-
NG e VUH-DMG, atingindo a resposta maxima em 2,29 e 2,59, respectivamente. O EUC reduziu a
contragdo induzida por BaCl> (20 mM) para 0,59 em VUH-NG e 1g em VUH-DMG. A nifedipina
fol mais eficaz em VUH-NG (0,76g) do que em VUH-DMG (0,969) (Figs. 3C,D).
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Fig. 3. Efeito do eucaliptol (EUC) nas contragbes induzidas por cloreto de bario (BaCl,) e cloreto de célcio (CaCl,) em
preparactes desnudadas de veia umbilical humana (VUH) previamente despolarizadas por cloreto de potéssio (KCl; 60
mM). Nifedipina (10 uM) foi usada como controle positivo para canais de célcio operados por voltagem. (A) Efeito do
EUC (1-3000 pM) nas contragdes induzidas por BaCl, (0,1-30 mM) em VUH desnudadas de parturientes
normoglicémicas (VUH-NG) (n =5). (B) Efeito do EUC (1-3000 pM) nas contragfes induzidas por BaCl» (0,1-30 mM)
em VUH desnudadas de parturientes com diabetes mellitus gestacional (VUH-DMG) (n =5). (C) Efeito do EUC (1-3000
MM) nas contragBes induzidas por CaCl ; (0,1-30 mM) em VUH-NG desnudadas (n = 7). (D) Efeito do EUC (1-3000
pM) nas contragBes induzidas por CaCl» (0,1-30 mM) em VUH-DMG desnudadas (n = 8). Controle: solucdo salina
fisiolgica (Krebs-Henseleit) e isosmética de alto potéssio na auséncia das substancias de teste. Os val ores so expressos
como médiatSEM.
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3.3 Efeito relaxante do eucaliptol na presenca de bloqueadores de canais de K*: TEA (1 mM), 4-AP
(2 mM), GLI (10 pM) e BaCl > (500 uM)

Em VUH-NG, o TEA reduziu o relaxamento induzido por EUC (1-3000 pM) em
aproximadamente 45%, com aumento na |Cso de 744,38+5,78 UM para 2691,44+6,32 uM. O efeito
foi significativo apartir de 200 uM (Fig. 4A). Em VUH-DMG, um padr&o semelhante foi observado,
com aumento na |Cso de 626,02+5,47 uM para 1010,01+5,96 UM, e significancia estatistica a partir
de 400 uM (Fig. 4B).

Na presenca de 4-AP, houve aumento na |Cso de 744,38+5,78 pM para 2198,13+7,07 pM
em VUH-NG (Fig. 4A) e de 626,02+5,47 uyM para 884,14+6,19 uyM em VUH-DMG (Fig. 4B).
Concentragdes significativas foram >400 uM em VUH-NG e >1000 uM em VUH-DMG (p<0,001,
one-way ANOVA).

Na presenca de GLI, a ICso foi aumentada de 744,38+5,78 UM para 1134,77+4,51 yM em
VUH-NG (Fig. 4A) e de 626,02+5,47 UM para 1470,20+4,05 uM em VUH-DMG (Fig. 4B), com
reducéo na eficacia do EUC em ambas as preparacbes. As concentragdes foram estatisticamente
significativas a partir de 2000 uM (VUH-NG) e 1000 uM (VUH-DMG).

Na presenca de BaCl,, a ICso aumentou de 744,3815,78 uM para 2793,43+9,60 UM em
VUH-NG (Fig. 4A) e de 626,02+5,47 para 1935,88+6,07 uM em VUH-DMG (Fig. 4B), com efeitos
significativos a partir de 400 pM (VUH-NG) e 2000 uM (VUH-DMG).

A Tabela S1 mostra as diferencas nos valores de 1Cso entre VUH-NG e VUH-DMG para

todos o0s agentes contréteis e bloqueadores utilizados.
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Fig. 4. Efeito relaxante do eucaliptol (EUC) em anéis desnudados de veia umbilical humana (VUH) na presenca de
blogueadores de canais de potéssio: 4-aminopiridina (4-AP; 1 mM), glibenclamida (GLI; 10 uM), tetraetilaménio (TEA;
1 mM), ecloreto debario (BaCl; 500 uM). (A) VUH desnudadas de parturientes normoglicémicas. (B) VUH desnudadas
de parturientes com diabetes mellitus gestacional (DMG). Controle: solugdo salina fisiologica (Krebs-Henseleit) na
auséncia da substancia de teste. Os valores sd0 expressos como médiatSEM; n = 7-14. O simbolo * indica diferenca
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estati sticamente significativa, conforme determinado pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste
post hoc de Holm-Sidak, correspondendo a p<0,001.

4. Discussao

Nossos resultados demonstram, pela primeiravez, o efeito vasorrelaxante do EUC no MLV
deVUH-NG e VUH-DMG. EUC reduziu o tdnus basal em ambos 0s grupos vasculares, emboratenha
sido observada diferenca na sensibilidade ao EUC.

As caracteristicas centrais do DMG incluem hiperglicemia, disfuncdo endotelial [29,30],
estresse oxidativo [31] e inflamag&o vascular [32]. Adicionalmente, experimentos ex vivo usando
vasos umbilicais humanos isolados demonstraram comprometimento da atividade dos canais i6nicos
[8,33]. Nossos achados funcionais com VUH desnudadas indicam que esses vasos mantém sua
capacidade de responder a estimulos vasorrel axantes.

VUH transporta sangue oxigenado da placenta para o feto [34] e, por ndo possuir inervagao
autondmica, depende de mecanismos regulatorios locais para controlar o ténus vascular [35]. Além
disso, apresenta atividade contratil sustentada por meio de mecanismos miogénicos dependentes de
juncbes comunicantes, reservas intracelulares de Ca?* [36] e canais Katp [37]. VUH isoladas de
parturientes com DMG também apresenta menor dilatacdo induzida por adenosina e insulina,
associada ap aumento de adenosina extracelular e alteracbes nos receptores de insulina [38], e
expressao diminuida de canais Katp [8].

No estudo atual, EUC promoveu relaxamento no MLV deforma dependente da concentracéo
em preparacOes pré-contraidas com KCl ou 5-HT, mostrando maior poténcia na reversdo do
acoplamento eletromecanico em ambas as condicdes (NG e DMG). Esses achados corroboram
estudos anteriores que avaliaram a acdo de produtos naturais (e.g., (E,E)-farnesol [17], metil-eugenol
e eugenol [24]) em VUH-NG, demonstrando medidas de poténcia farmacol6gica maiores no
acoplamento eletromecéanico induzido por KCl. Em contraste, (-)-acool perilico exibiu maior
poténcia nareversdo de acoplamentos farmacomecanicos em VUH-NG [14].

A vasoconstricdo induzida por 5-HT em VUH é mediada por receptores 5-HT2a € 5-HT1s
[39,40]. Em geral, no MLV, receptores 5-HT2a sdo0 acoplados aproteina Gq, paraativar aviaPLC/IPs
aumentando a [Ca?'];, enquanto receptores 5-HT1s sdo acoplados a proteina Gi/o e promovem
contragdo inibindo adenilato ciclase [41]. Nossos achados demonstram que EUC promove
relaxamento das contragdes induzidas por 5-HT, com menor 1Cso em preparagdes de VUH-DMG,
provavelmente devido a modificagdes patol 0gicas na sinalizagdo serotoninérgicado MLV.

Em artérias umbilicais de gestacbes com DMG, a vasoconstricdo induzida por 5-HT €

reduzida aparentemente devido disfuncéo endotelial, conforme experimentos usando indometacina.
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Adicionalmente, a atividade de VOCC e da Na'/K*-ATPase parece contribuir para a resposta da 5-
HT no DMG, porém de formaalterada [5]. Além disso, a expressdo de receptores 5-HT2a é reduzida
em placentas de gestagGes com DMG [4]. Assim, se essas modificagfes também se estendem para o
MLV de VUH, poderia explicar, pedlo menos em parte, a maior sensibilidade da VUH-DMG ao
relaxamento induzido por EUC navia serotoninérgica.

Embora n&o dispomos de evidéncias suficientes para afirmar que a interagédo do EUC com
receptores serotoninérgicos sejaaprincipal responsavel pelavasodilatacdo observada, é plausivel que
EUC possaatuar em pelo menosum elemento ajusanteno MLV, e.g., VOCC. Essahipdtese € apoiada
inicialmente pela vasodilatacéo induzida por EUC no acoplamento el etromecanico.

EUC (1-3000 uM) promoveu relaxamento da vasoconstricao induzida por KCI em todas as
preparacoes venosas umbilicais desnudadas. Do mesmo modo, EUC (3000 uM) foi capaz de prevenir
avasoconstri¢do induzida por CaCl, e BaCl, em VUH-NG desnudadas, indicando que EUC interfere
na mobilizagdo de Ca?* extracelular no MLV. Esses dados estd0 em boa concordancia com o efeito
inibitério do EUC (6-2600 uM) sobre contragdesinduzidas por KCl em preparacdes de aortasisoladas
[21]. Em geral, 0 mecanismo de contragdo vascular induzido por KCl se deve principalmente ao
influxo de Ca?* por VOCC no MLV [41,42], apoiando a hipotese de que EUC atua bloqueando essa
entrada em condicdes normais.

A maior poténciade EUC parainibir avasoconstri¢éo por KCl no MLV de VUH-DMG pode
refletir uma maior dependéncia desses vasos do influxo de Ca?*, uma vez que o DMG aumenta a
expressao/atividade de canais VOCC em VUH [7]. Por outro lado, o DMG reduz transportadores de
cacio (e.g., CaBP28K e PMCA3) em tecidos placentarios [43].

Em outras séries de experimentos, os anéis foram incubados em solucao livre de Ca?* e em
seguida despol arizados com alto K*, entdo adicionamos CaCl, para permear canais de Ca?* presentes
no MLV deVUH, de formanéo seletiva, ou BaCl, para permear seletivamente VOCC tipo-L [23,44—
48], afim de direcionar o modo de acdo do EUC para esses canais.

O controle positivo (nifedipina) utilizado € reconhecidamente um blogueador de VOCC tipo
L de uso clinico para distUrbios hipertensivos gestacionais [49], e preveniu efetivamente tanto a
vasoconstri¢cdo por CaCl> quanto por BaCl, em VUH-NG e VUH-DMG desnudadas, sugerindo que
VOCC tipo-L € o subtipo maisimportante para a resposta contratil mediada por esses ions divalentes
no MLV.

Essa descoberta € consistente com o efeito do EUC na diminuicdo da contratilidade
miocérdica de ratos supostamente devido sua agd como blogqueador de canais de Ca®* [50],
reforcando a importancia desses canais em VUH como alvos de compostos naturais [17,24,14].
Adicionalmente, EUC inibiu a resposta contrétil ao Ba?* em traqueia de cobaia [51] e ileo bovino
[52]. Outros monoterpenos (e.g., limoneno, carveol, @ cool perilico, carvacrol) também foram capazes
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de inibir a vasoconstricdo induzida por BayK-8644 (um ativador de VOCC tipo-L) [13,16]. Em
conjunto essas evidéncias apdiam a hipotese dainibi¢do de VOCC tipo-L no MLV por EUC.

Demonstramos também que o efeito de EUC sobre a resposta ao CaCl> foi ligeiramente
superior ao da nifedipina indicando que EUC também pode atuar por mecanismos vasorrel axantes
adicionais (e.g., ativacdo de canais de K*) em condi¢cbes normais. Entretanto em VUH-DMG
desnudadas, a eficicia de EUC para prevenir a vasoconstricdo induzida por CaCl» foi ligeiramente
reduzida, resultando em uma resposta de extensdo equiparavel a da nifedipina. Em contraste, a
eficacia de EUC para prevenir avasoconstricédo induzida por BaCl. foi substanciamente reduzida.

Nossa interpretacéo desses dados € que 0 aumento da atividade/expressdo de VOCC tipo-L
em VUH induzido por DMG [7] possa ter amplificado o influxo de Ca?* no MLV sobrepujando o
bloqueio putativo de EUC nesses canais, €/ou ainda que as vias relaxantes alternativasno MLV (e.g.,
canais de K*) que poderiam ser utilizadas pelo EUC estariam prejudicadas pelo DMG, em
conformidade com a reducéo da expressao/atividade de canais Katp no MLV de VUH [§].

Parainvestigar mais a fundo a modulacéo de canais de K* por EUC no MLV usamos uma
série de bloqueadores seletivos. Em geral, canais de K™ regulam o tbnus vascular, sua abertura
promove efluxo de K*, resultando em hiperpolarizagdo da membrana do MLV e no relaxamento
vascular. Assim, ainvestigacdo desses canais pode ter implicagdes clinicas naprevencdo e tratamento
de doencas cardiovascul ares durante agravidez [28]. Compostos naturais parecem modular canais de
K™ parainduzir vasodilatacdo em VUH-NG, e.g., naringenina, resveratrol [53], (E,E)-farnesol [17],
metil-eugenol e eugenol [24].

Nossos resultados indicam que esses canais contribuem para o efeito vasorrelaxante
independente de endotélio do EUC em ambos os grupos, com perfil diferencial: Kir>BKca>Kyv>Katp
em VUH-NG; e Kir>Katr>BKca>Ky em VUH-DMG (vide ateragtes nos valores de |Cso na Tabela
S1). Assim, o mecanismo de acdo do EUC parece envolver predominantemente canais K r, embora
ndo tenhamos conhecimento de alteraces na expressao/atividade de canais Kir no MLV pelo DMG,
a funcdo desses canais ja foi estudada em VUH de gestacGes saudaveis por meio do inibidor
farmacol 6gico BaCl2 [53].

Do mesmo modo, alteracBes na expressao/atividade de canais BK cainduzidas pelo DMG no
MLV de VUH sdo desconhecidas por nds, entretanto no MLV de artérias umbilicais humanas, DMG
reduz a expressao/atividade desses canais [33]. Se isso também se estende para o MLV de VUH,
poderia explicar porgque a participacdo desses canais no vasorrelaxamento do EUC foi menor em
VUH-DMG do que em VUH-NG.

Estudos indicam que DM G néo altera a expressao de canais de K™ dependentes de voltagem
no MLV de VUH [54,55]. Talvez por isso, a participacdo desses canais tenha sido menos expressiva
tanto em VUH-NG quanto em VUH-DMG. Em contrapartida, a participacéo de canais Katp no efeito
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vasorrelaxante do EUC em condi¢des normais foi menor do que no DMG, 0 que contrasta com a
reducdo da expressdo/atividade de canais Katp N0 MLV de VUH pelo DMG [§].
A Fig. 5 resume os possiveis mecanismos de a¢éo do EUC no MLV de VUH.

Mode of Action (Eucalyptok EUC) Human Umbilical Vein Smooth Muscle Cell
} Activation

b Inhibition
?  Possble Involvement

Fig. 5. Possiveis mecanismos de a¢&o envolvidos nos efeitos do eucaliptol sobre o tbnus basal e ativo dasveias umbilicais

humanas desnudadas.

Por fim, a relacdo entre nossas descobertas (ex vivo) com condi¢cdes in vivo deve ser
interpretada com cautela, pois no estudo atual isolamos 0 modo de acdo do EUC no nivel de MLV.
Desse modo, considerando que EUC também atua por vias dependentes de endotélio [19-21], ndo
descartamos a hipétese de que o efeito vasorrelaxante do EUC possa ser potencializado em situacdes
invivo, umaquestdo que pode ser abordada por experimentos futuros. Além disso, embora EUC possa
atravessar a barreira placentéria de ratas [56], ndo sabemos se essa propriedade € transponivel para
placentas humanas, e qual concentracdo de EUC seria atingida nas VUH, essa questéo também deve

ser respondida por novos estudos.

5. Conclusao

Em resumo, EUC induz relaxamento discreto no ténus basal de VUH-NG e VUH-DMG
desnudadas, e relaxa predominantemente a vasoconstricdo induzidano MLV por despolarizagdo em
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comparacao a vasoconstricao induzida por agonista, tanto em VUH-NG quanto em VUH-DMG. O
mecanismo de agdo do EUC parece envolver bloqueio de VOCC tipo-L e ativagdo de uma variedade
de canais de K™ no MLV de VUH de forma diferencial em relagdo as condicdes clinicas das
parturientes (i.e., NG e DMG).

Além disso, as modificacdes fisiopatol 6gicas induzidas pelo DMG no nivel de MLV de
VUH parecem alterar a farmacodinamica de EUC, ainda assm o efeito vasorrelaxante do EUC foi
mais potente sobre vias eletromecanica e farmacomecanica em VUH-DMG desnudadas. Assim, 0
estudo atual fornece uma base consistente para o0 desenvolvimento de novas estratégias

farmacol ogicas.
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MATERIAISSUPLEMENTARES

Tabela S1

Parémetros farmacodindmicos do eucaliptol (EUC) na presenca de diferentes agentes contréteis em veias umbilicais
humanas (VUH) desnudadas de parturientes normoglicémicas (NG) e parturientes com diabetes mellitus gestacional
(DMG).

VUH - NG VUH - DMG

Agentes p-value
Contrateis EUC — 1 CsopM () [Erl)i%]o‘g'\" EUC - 1CsopiM (n) [E|§J<C(:)]0%M (ICs NG vs. DMG)

KCI (60 mM) 538.4146.20 (15) 200 403.77+4.95 (8) 100 <0.001
5-HT (10 uM) 744.38+5.78 (14) 200 626.02+5.47 (7) 400 <0.001
TEA (1 mM) 2601 44+6.32 (14) 200 1010.01+5.96 (13) 400 <0.001
4-AP (1 mM) 2198.13+7.07 (11) 400 884.14+6.19 (10) * 1000 <0.001
GLI (10 uM) 1134.77+4.51 (11) * 2000 1470.20+4.05 (10) * 1000 <0.001
BaCl (500 uM)  2793.43+9.60 (11) 400 1935.88+6.07 (11) * 2000 <0.001

A tabelamostra os parametros farmacodinémicos do EUC (1-3000 uM) obtidos a partir das curvas concentracdo-resposta
para cada agente contréatil avaliado. A concentracdo inibitéria média (1Cso) representa a poténcia farmacol 6gica de EUC.
As concentragdes micromolares de EUC que apresentaram diferenga estatisticamente significativa “[EUC] uM p<0,05”
indicam o ponto nacurvaapartir do qual se observaoinicio do efeito relaxante. Os valores p indicam diferenca estatistica
na comparacdo entre | Csp dos grupos VUH-NG vs. VUH-DMG no teste t de Student, com o nimero de experimentos (n)
indicado entre parénteses. Nos casos em que a reducdo na resposta contratil foi inferior a 50%, calculou-se uma ICsg
relativa, marcada com um asterisco. KCl (cloreto de potéssio); 5-HT (5-hidroxitriptamina/serotoning); TEA
(tetraetilamdnio); 4-AP (4-aminopiridina); GLI (glibenclamida); BaCl, (cloreto de bério).
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Fig. S1. Reversibilidade do efeito do eucaliptol (EUC) no tdnus basal de anéis desnudados de veia umbilical humana
(VUH) ap6s lavagem. (A) Tragado original demonstrando a reversibilidade do EUC no ténus basal de VUH desnudadas
de parturientes normoglicémicas. (B) Tragado original demonstrando a reversibilidade do EUC no ténus basal de VUH
desnudadas de parturientes com diabetes mellitus gestacional. K60 (cloreto de potassio; 60 mM).
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Manuscrito 1: Atividade vasorrelaxante do eucaliptol (1,8-cineol) em preparacdes ex vivo ein
silico de artéria umbilical humana na auséncia e presenca de diabetes mellitus gestacional
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RESUMO

A diabetes mellitus gestacional (DMG) é uma condicdo metabdlica frequente na gestacéo, associada
a dteragbes na funcdo vascular fetoplacentaria que podem comprometer a circulagdo umbilical e
contribuir para desfechos adversos materno-fetais, como hipertensdo e parto prematuro. Nesse
contexto, investigar substancias de origem natura capazes de modular a reatividade dos vasos
umbilicaistorna-serelevante. O eucaliptol (EUC; 1,8-cineol) € um monoterpenoide com propriedades
anti-inflamatorias, gastroprotetoras, antimicrobianas e expectorantes, cujo efeito vasodilatador jafoi
descrito em diferentes modelos experimentais. Entretanto, sua agdo sobre as artérias umbilicais
humanas (AUH) permanece inexplorada, especialmente no contexto da DMG. Assim, objetivou-se
investigar o efeito do EUC sobre areatividade da AUH, naauséncia e na presenca DM G. Segmentos
de AUH foram montados em banho de 6rgéos para registros de tensdo isométrica em diferentes
protocol os experimentais na presenca de EUC (1-3000 puM). O EUC inibiu avasoconstricdo induzida
por KCI e 5-HT, apresentando maior poténcia em AUH-NG. Além disso, en AUH mantidas em
solugdo nutridora livre de Ca?* e despolarizadas com K*, observou-se que o EUC (1-3000 pM) foi
capaz de inibir significativamente as contragdes induzidas por BaCl> e CaCl, em ambos 0s grupos,
guando comparado ao controle (nifedipina). A presenca dos bloqueadores de canais de potassio TEA,
4-AP, GLI e BaCl, alterou a resposta a0 EUC de maneira diferencial entre as preparacdes, sendo
observada maior poténciaem AUH-NG napresencade TEA, 4-AP e BaCl,, enquanto na presencade
GLI o EUC apresentou maior poténcia em AUH-DMG. Os resultados indicam que o efeito
vasorrelaxante do EUC envolve a modulagdo de canais de Ca?* e K*, com maior poténcia sobre as
vias eletromecanica e farmacomecanica em AUH-NG. Em condi¢gdes normoglicémicas, o efeito
esteve principa mente relacionado aos canais de Ca?* do tipo L e, em menor grau, aos canais Ky,
Katp, Kir € BKca. Na presenca de DMG, observou-se alteracdo desse perfil farmacoldgico, com
reorgani zagao dos mecanismos vasorrel axantes e maior dependéncia dos canais de Ca?* do tipo L.

Palavras-chave: Terpeno. Vasos umbilicais humanos. 1,8-Cineol. Canais iénicos.
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1 Introducéo

A diabetes mellitus gestacional (DMG) é caracterizada por um estado de intoleréncia a
glicose decorrente da incapacidade do pancreas materno em atender as crescentes demandas
metabdlicas impostas pela gestacdo, resultando em hiperglicemia diagnosticada pela primeira vez
durante a gravidez (Metzger e Coustan, 1998). Trata-se de um problema de salde publica em
expansdo, afetando cerca de 14% das gestacOes em nivel global (IDF, 2014). A doenca associa-se a
desfechos maternos e perinatais adversos, incluindo maior necessidade de cesariana, hipoglicemia
neonatal e aumento do risco de desenvolvimento futuro de diabetes tipo 2 nas mées (Ovesen et al.,
2015; Voormolen et al., 2018; Ben-Haroush et al., 2004).

Além disso, inflamacdo desempenha papel central na fisiopatologia da diabetes (Lontchi-
Yimagou et al., 2013; Tsalamandris et al., 2019), em que, a liberacdo de mediadores inflamatérios
intensifica o ténus vascul ar, reduzindo o fluxo feto-placentério e elevando a pressio arterial (Ghanem
e Movahed, 2007), o que resulta em prejuizos vasculares, hepéticos, renais e cerebrais (Kahhae e
Francisco, 2018). A exposic¢do prolongada do feto a hiperglicemiaa ém de contribuir para ateractes
vasculares, promove restricdo do crescimento intrauterino e maior suscetibilidade a doencas
cardiovasculares ao longo da vida (Bo et al., 2007; Fasoulakis et al., 2023). Ademais, a disfuncdo
endotelial, frequentemente associada ao diabetes, também favorece o desenvolvimento de
vascul opatias e esta rel acionada ao aumento da morbimortalidade (He e Wu, 2021; Savvidou; Geerts,
Nicolaides, 2002; Aldahmash; Alwasel; Aljerian, 2022).

Diante desse contexto, cresce o0 interesse na investigacdo de moléculas com potencial acéo
sobre a musculatura lisa vascular. Entre essas substéncias, destacam-se os metabdlitos secundarios
vegetais, 0os quais representam uma fonte relevante de compostos bioativos com atividade
farmacologica diversa (Lahlou, 2013). Diferentes classes, como terpenos (Batista et al., 2023),
flavonoides (Abdallah et al., 2020), acaloides (Liew et al., 2012), cumarinas (Alves et al., 2020) e
saponinas (Haq et al., 2021), j& demonstraram efeitos vasorrel axantes em model os experimentais.

Nesse cenario, o monoterpeno eucaiptol (EUC), ou 1,8-cineol, destaca-se como uma
molécula de interesse farmacol 6gico. Estudos experimentai s demonstram que o EUC promove queda
dependente da dose na pressdo arteria einduz vasodilatacdo em preparaces de aortaisolada (Lahlou
et al., 2002). Além disso, o composto apresenta propriedades anti-inflamatorias (Leichtle et al.,
2024), antioxidantes e moduladoras da reatividade vascular, tendo mostrado capacidade de reduzir
estresse oxidativo, aumentar a disponibilidade de éxido nitrico e atenuar remodel amento vascular em
diferentes modelos experimentais (Linghu et al., 2016; Chen et a., 2023; Hoch et al., 2023). Mais
recentemente, demonstrou-se que o EUC também promove relaxamento da veia umbilical humana,
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com resposta diferencial entre gestantes saudaveis e aguelas com DMG (Machado et al., 2026),
reforcando seu potencial como modulador da reatividade vascular umbilical.

Apesar desses achados, ainda no se sabe se 0 efeito vasorrelaxante do EUC se estende as
artérias umbilicais humanas (AUH), cuja regulacdo do tbnus € determinante para a resisténcia
vascular e o fluxo sanguineo fetoplacentério (Acharyaet al., 2016). Essaquestdo ganharelevanciana
DMG, condicdo associada a ateracdes na reatividade vascular que podem modificar a dindmica da
circulagdo umbilical (Radenkovi¢ et al., 2009). Assim, investigar se a resposta das AUH ao EUC é
preservada ou modificadana DM G pode contribuir paracompreender seu potencial como modul ador
da circulacdo fetoplacentaria. Ao abordar essa questéo de forma comparativa, este estudo fornece a
primeira evidéncia sobre a agdo do EUC em AUH humanas e amplia o conhecimento sobre seu
potencial como modulador dessa circulagdo. Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo
avaiar o efeito vasorrelaxante do eucaliptol em AUH provenientes de parturientes normoglicémicas

e com DMG, bem como explorar 0s possiveis mecani smos envolvidos nessa resposta.

2 Materiaise método

2. 1 Drogas, reagentes e solugdes

Os f&rmacos e reagentes utilizados apresentaram pureza analitica e foram adquiridos da
Sigma Chemical Corporation (St. Louis, MI, EUA) ou Merck (Darmstadt, Alemanha). Para a
preparacao das solucdes, o Eucaliptol (CAS: 470-82-6) foi diluido em 3% de tween e em solucéo de
Krebs-Hensdleit. A 5-hidroxitriptamina (5-HT), cloreto de bario (BaCly), cloreto de célcio (CaCly),
tetraetilamonio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP) e glibenclamida (GL1) foram dissolvidos em agua
destilada, e anifedipinafoi diluidaem etanol. Todas as solugbes foram mantidas atemperaturas entre
0 e 4 °C. No que diz respeito as solucbes de Krebs-Henseleit, foram preparadas quatro variacoes,
conforme descrito por Batista et al. (2023). As solugdes foram mantidas em condi¢des controladas,
com atmosfera de carbogénio (O2/CO. 95:5), temperatura de 37°C e pH gjustado para 7,4.

2. 2 Obtencao, preparacao eisolamento da artéria

A coleta foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Regiona do Cariri (URCA) (parecer n° 6.653.278) e do Hospital e Maternidade S&o
Francisco de Assis. Ap0s a aprovacao ética, foram obtidos fragmentos de aproximadamente 10 cm
de cordbes umbilicais humanos de gestantes com idades entre 18 e 40 anos, apos partos atermo (372
a412semanade gestacéo), realizados por viacesarianaou vaginal. As participantes, normoglicémicas
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ou diagnosticadas com Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), ndo apresentavam condicdes
associadas ou anormalidades no corddo umbilical e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Ao todo, foram incluidas 59 parturientes na pesquisa.

As amostras foram armazenadas em solucéo de Krebs modificada (Batista et al., 2023) e
transportadas ao L aboratério de Fisiofarmacologia da URCA, onde permaneceram refrigeradas (4-8
°C) por até 48 horas. As AUH foram isoladas da geleia de Wharton e seccionadas em anéis de 3-4

mm.

2.3 Experimentos de contratilidade vascular ex vivo

Apésaretiradadagel eiade Wharton, os anéis de AUH foram montados em um equipamento
de banho de 6rgéos isolados, conectados a um transdutor de forca para medir a tensdo isométrica
gerada. O transdutor converteu os sinais em dados eletrénicos, que foram registrados e analisados
com o software LabChart Pro. Os anéis foram suspensos em ganchos e mantidos a uma tenséo
isométrica de 3gf, dentro de cAmaras contendo solugdo de Krebs-Henseleit, mantida a 37 °C e com
mistura de gases O./CO» 95/5% para garantir as condic¢des ideais.

Inicialmente, o tecido foi submetido aum periodo de estabilizacdo de 90 minutos, necessério
para sua adaptacdo ao sistema de banho de 6rgdos isolados e para a obtencdo de respostas basais
consistentes. Ap0s essa etapa, 0s anéis foram avaliados quanto a viabilidade tecidua por meio de
contragdes evocadas com 60 mM de KCI, garantindo que apenas preparacdes responsivas fossem
incluidas nos ensaios subsequentes. O efeito do EUC foi avaliado no ténus vascular, com adicbes
cumulativas (1-3000 uM) acada 5 minutos. A resposta também foi testada apds estimulos com K60
ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) para investigar a inibicdo de acoplamentos eletromecanicos e
farmacomecani cos.

Para estudar ainfluéncia dos canais idnicos (Ca?* e K*), os anéis foram tratados com K60 e
pré-incubados com EUC ou nifedipina (controle positivo). Curvas de concentracdo-resposta foram
geradas com CaCl2 ou BaCl, (0,1-20 mmol/L), avaliando a fung&o dos canais de Ca?*. Além disso,
bloqueadores de canais de potéssio, como etraetilambnio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP),
glibenclamida (GLI) e cloreto de bario (BaCl>), foram usados para investigar o papel dos canais de
K™ no vasorrelaxamento induzido por EUC. A reversibilidade das respostas foi testada ao final do

experimento, apos remocao do EUC e inducdo de nova contragdo com K 60.

2.4 M é&odos par a acoplamento molecular

2.4.1 Preparacéo do ligante e do receptor para estudos de acoplamento
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A estrutura quimica do Eucdiptol (CID2758) obtida no repositorio PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) foi renderizada utilizando o software MarvinSketch
(https.//chemaxon.com/marvin), o confébmero de menor energia foi salvo em pH fisiologico, em
seguida otimizado utilizando o software Avogadro (https.//avogadro.cc/), configurado para utilizar
algoritmo steepest descent e campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Halgren,
1996).

Para investigar in silico a atividade vasorelaxante (vasorelaxamento) do EUC frente aos
receptores de serotonina (5-HT1s, 5-HT1p €5-HT2a) e canaisionicos (L-type VOCC, Kv, Katp, BKca
e Kir), as estruturas dos receptores alvos foram obtidas no repositério Protein Data Bank
(https://www.rcsh.org/), PDB ID: 41AQ (Wang et al., 2013) , 7E32 (Xu et al., 2021), 6A93 (Kimura
et al., 2019), 5V2P (Findeisen et al., 2017), 7TWF4 (Tyagi et al., 2022), 7MJP (Sung et al., 2021),
6V 35 (Tao e MacKinnon, 2019) e 1U4F (Pegan et al., 2005) respectivamente. Na etapa de preparacdo
dos alvos foram removidos os residuos, adicionados os hidrogénios polares, cargas Kollman e cargas
Gasteiger (Yan e al.,, 2014)  dtilizando o  software  Autodocktools ™
(https://autodocksuite.scripps.edu/adt/) (Huey; Morris e Forli, 2012) .

2.4.2 Simulacgéo de acoplamento molecular e saida de dados

As simulagdes de docking molecular foram realizadas utilizando o software AutodockVina
(Trott e Olson, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA), Exhaustiveness 124 e grid box
envolvendo toda a estrutura dos alvos proteicos utilizando os eixos (-15.348 x, -19.473 y, 23.365 2)
esize (80 x, 126y, 78 z) frente ao 5-HT1B, eixos (95.21 x, 114.52 y, 95.141 z) esize (74 x, 100 y,
126 z) frente ao 5-HT1D, eixos (46.165 x, 1.118 y, 39.560 z) e size (114 x, 60y, 116 z) frente ao 5-
HT2A, eixos (4.458 x, 19.836 y, 128.247 z) e size (82 x, 64 y, 88 z) frente a0 L-type VOCC, eixos
(181.790x, 180.167y, 189.692 z) esize (104 x, 110y, 126 z) frenteao KV, eixos (207.091 x, 164.025
y, 205.977 z) esize (66 x, 92y, 82 z) frente ao KATP, eixos (166.847 x, 165.726 y, 160.859 z) e size
(126 x, 122y, 126 z) frente a0 BKCa e eixos (29.791 x, 33.962y, 34.461 z) esize (82 x, 110y, 110
2) frente a0 KIR. Foram realizadas 50 simulagtes gerando 20 poses por simulacdo e como critério de
selecdo da best pose, foi utilizado o parametro estatistico RM SD (Root Mean Sguare Deviation) com
valores até 2.0 A (Yusuf et al., 2008) e energia de afinidade inferior a -6.0 kcal/mol (Shityakov e
Forster, 2014).

Para obtencéo de dados comparativos, foram realizadas simulagbes com os bloqueadores
usados nos ensaios experimentais, SB-216641 (5-HT1B) (Santos-Silva et al., 2009), GR-127935 (5-
HT1D) (Lovren et al., 1999), Ketanserin (5-HT2A) (Rogines-Velo et al., 2002), Nifedipine (L-type

69

Producéo Cientifica



VOCC), 4-AP (Kv), GLI (Katp), TEA (BKca) € ML133 (Kir) (Lorigo, Oliveira e Cairrdo, 2020).
Também foi realizadaa predicéo de sitios de ligag&o e possivels cavidades usando aplataformavirtua
ProteinsPlus (Zentrum fur Bioinformatik: Universitéat Hamburg - Proteins Plus Server) (Graef, Ehrt,
Rarey, 2023).

2.5 Andlise estatistica

Os dados séo apresentados como média £ erro padrdo da média (SE.M.). A andise
estatistica e a elaboracdo dos graficos foram realizadas utilizando o software SigmaPlot 11.0.
Resultados com uma probabilidade de hip6tese nula inferior a 5% (p < 0,05) foram considerados
estatisticamente significativos. Paracomparagdes de médias, foi aplicadaaanalise de variancia (one-
way ANOVA), seguidos pelo teste de Holm-Sidak. Os valores de CEsp foram calculados como a
concentracdo da substancia necessaria para produzir 50% de inibicdo ou efeito maximo. Uma

interpolagéo logaritmicafoi utilizada para os célculos em cada experimento.

3 Resultados

3.1 Efeito do eucaliptol sobre o tbnus basal de artéria umbilical humana em condi¢des

normoglicémicas e com diabetes mellitus gestacional

Para investigar o impacto do eucaliptol (EUC) sobre o ténus basal da artéria umbilical
humana (AUH), foram utilizadas concentragfes crescentes e cumulativas da substancia (1-3000 puM)
em anéis de AUH de gestantes normoglicémicas (AUH-NG) e com diabetes gestacional (AUH-
DMG), naausénciade agente contrétil (Figura1). Observou-se umadiscreta reducdo do tonus a partir
de 100 puM de EUC no grupo AUH-NG e de 200 uM no grupo AUH-DMG, ambas com significancia
estatistica em relagdo a concentragdo controle (p < 0,050 t test student).
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Figura 1: (A) Gréfico representativo do efeito do EUC (1 - 3000 pM) no ténus basal da artéria umbilical humana
(AUH) de gestantes nor moglicémicas (AUH-NG; n=22) e com diabetesgestacional (AUH-DMG; n=6). (B) Registro
original mostrando a reversdo do efeito do EUC no ténus basal das AUH-NG. (C) Registro original mostrando a
reversdo do efeito do EUC no tonus basal das AUH-DMG. Valores expressos como média + SE.M. (n = 5). Os
valor es estdo expressos como média + SEM (p < 0.05, oneway ANOVA).

3.2 Efeito do eucaliptol nas contracdes induzidas por KCl (60 mM), 5-HT (10 uM) em Condicdes

Normoglicémicas e com Diabetes Mellitus Gestacional

Examinou-se o efeito do EUC administrado gradualmente ao banho de 6rgéos sobre as
contragdes da musculatura lisa de AUH promovidas por K* (KCI 60 mM; acoplamento
eletromecanico) e 5-HT (10 uM; acoplamento farmacomecénico).

Em AUHSs de gestantes normoglicémicas, o0 EUC promoveu relaxamento completo das
contragdes induzidas por KCl, com CEsp de 928,69 + 3,81 uM, atingindo 100% de inibi¢do a 2500
MM (Figura2A), com diferenca estatisticamente significativaapartir de 200 uM ( p < 0,001; ANOVA
one-way). Para a 5-HT, o efeito relaxante maximo foi semelhante, com inibigéo total observada na
concentracdo de 2500 uM de EUC (Figura 2B). No entanto, a CEso diferiu, com valores de 512,37 +
5,24 uM e apresentando significancia estatistica a partir de 100 uM (p < 0,001; ANOVA one-way).
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Nas AUHSs de gestantes com DMG, o EUC também induziu relaxamento das contragdes
provocadas por KCI, com CEsp de 1528,46 + 5,75 pM e inibi¢&o total com 2500 uM (Figura 2A),
com significancia a partir de 200 uM (p < 0,001; ANOVA one-way). No modelo farmacomecanico
com 5-HT, observou-se uma CEso de 1279,48 £ 1,71 uM e inibi¢cdo méaxima de 85,42% (Figura 2B),
com efeito estatisticamente significativo a partir de 400 uM (p < 0,001; ANOVA one-way).
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Figura 2: Efeito vasorrelaxante do EUC sobre o0 acoplamento eletr omecanico e farmacomecanico em prepar agdes
de artéria umbilical humana (AUH) de gestantes nor moglicémicas (AUH-NG) e com diabetes gestacional (AUH-
DMG). 2A: Curva concentracao-resposta do EUC (1-3000 pM) em preparagdes de AUH-NG e AUH-DMG pré
contraidascom K CI (60 mM, hiperténico). 2B: Curva concentracéo-r esposta do EUC (1-3000 pM) em pr epar acdes
de AUH-NG e AUH-DMG contraidas com 5-HT (10 uM). Os valores sio expressos como a média £ SE.M; (p
<0,05, one way ANOVA).

3.3 Efeito do eucaliptol sob contracfes evocadas por Ba2+ (BaClz) e Ca2+ (CaClz) em preparacoes
de artéria umbilical humana previamente despolarizada por K* (KCl 60 mM) em Condi¢des
Normoglicémicas e com Diabetes Mellitus Gestacional

Em AUH- NG, mantidas em soluc&o nutridora livre de Ca?* e despolarizadas com K* (60
mM), a adicdo cumulativa de Ba?* (BaClz, 0,1-30 mM) promoveu contragdes dependentes da
concentragdo, com pico de 1,69 gf em 30 mM. Em 30 mM de Ba?*, o EUC (3000 pM) inibiu
significativamente essa resposta, reduzindo a contracdo para 0,54 gf (p < 0,001; ANOVA one-way).
A nifedipina (10 uM) também apresentou efeito inibitério semelhante, com reducéo para 0,56 gf (p
<0,001; ANOVA one-way).

A respeito das AUHSs de gestantes com DM G, as contragdes induzidas por Ba®* (BaCly, 0,1-
30 mM) também foram dependentes da concentracdo, com pico de 1,36 gf em 10 mM. O tratamento
com EUC (3000 pM) reduziu a contracéo para 0,81 gf (p < 0,001; ANOVA one-way), e anifedipina
para 0,77 gf (p < 0,001; ANOVA one-way). Na concentracdo de 30 mM de BaCl,, as contracbes
foram inibidas para 0,72 gf com EUC e 0,79 gf com nifedipina (Figura 3B).

De modo similar, a adicdo cumulativa de Ca** (CaCl2, 0,1-30 mM) em AUH-NG induziu
contragdes com pico de 1,54 gf em 20 mM. O EUC (3000 uM) reduziu essa resposta para 0,62 gf (p
< 0,001; ANOVA one-way), enquanto a nifedipina diminuiu a contragcdo para 0,69 gf (p < 0,001;
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ANOVA one-way). Em 30 mM de CaCl, a contragéo foi reduzida para 0,63 gf pelo EUC e para0,71
of pela nifedipina (Figura 3C). A respeito das AUHSs de gestantes com DM G, observou-se padréo
semel hante, com pico contrétil em 10 mM (1,3 gf), sendo arespostainibida por EUC (3000 uM) para
0,81 gf (p < 0,001; ANOVA one-way) e por nifedipina para 1,0 gf (p < 0,001; ANOVA one-way).
Na concentragdo maxima de CaCl», a reducéo foi de 0,77 gf com EUC e de 0,87 gf com nifedipina
(Figura 3D).
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Figura 3. Efeito do EUC sobre contragdes induzidas por Ba?* (BaClz) e Ca®* (CaClz) em preparacfes de artéria
umbilical humana (AUH) previamente despolarizadas por K* (KCl 60 mM). A nifedipina (10 uM) foi utilizada
como controle positivo para os canais de Ca?* dependentes de voltagem. 3A: Efeito do EUC (1-3000 uM) sobre as
contragbes induzidas por BaClz (0,1-30 mM) em AUH normoglicémica (AUH-NG). 3B: Efeito do EUC (1-3000
MUM) sobre as contragdes induzidas por BaClz (0,1-30 mM) em AUH com diabetes mellitus gestacional (AUH-
DMG). 3C: Efeito do EUC (1-3000 uM) sobre as contragdes induzidas por CaCl2 (0,1-30 mM) em AUH-NG. 3D:
Efeito do EUC (1-3000 uM) sobre as contracfesinduzidas por CaCl2 (0,1-30 mM) em AUH- DM G. Osvalores sio
expressos como média = SEM; n =5 (p < 0,05, ANOVA one way).

3.4 Efeito relaxante do eucaliptol em presenca de bloqueadores de canais de K+: TEA (1 mM), 4-

AP (1 mM), BaClz (500 uM) e GLI (10 pM) em Condigdes Normoglicémicas e com Diabetes
Méellitus Gestacional

Investigou-se os efeitos do EUC (1-3000 uM) sobre contragdes sustentadas por 5-HT
(10 uM) em AUH- NG e AUH- DMG previamente incubadas com blogueadores de canais de K*:
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tetractilamonio (TEA, 1 mM), 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), cloreto de béario (BaCl,, 500 uM) e
glibenclamida (GLI, 10 uM).

A Figura 4A demonstra que, na presenca de TEA, observou-se uma intensificagdo do
relaxamento induzido pelo EUC, evidenciada pelo deslocamento da curva concentracdo-efeito para
baixo e para a esquerda, com redugdo da CEsp de 512,37 + 5,24 para 453,05+ 6,73 uM, sendo os
efeitos significativos a partir da concentragdo de 200 uM (p <0,001; ANOVA one-way). A presenca
de GLI e BaCl, ndo alterou o relaxamento maximo induzido pelo EUC, mas reduziu a sensibilidade
tecidual, com CEsp de 785,16 + 4,40 uM e 878 + 7,93 uM. Diferencas significativas ocorreram a
partir de 200 uM (GLI) ¢ 800 uM (BaCl.) (p<0,001; ANOVA one-way). Por outro lado, o
bloqueador 4-AP n&o apenas aterou a CEsopara 942,34 + 7,96 uM, como também reduziu a resposta
maxima de relaxamento para 95,64%, indicando possivel participacdo de canais Kv na agéo
vasorrelaxante do EUC.

De modo similar, em AUH-DMG, o TEA também potencializou o efeito relaxante do EUC,
reduzindo a CEsp de 1279,48 + 1,71 uM para 512,20+ 5,32 uM (p<0,001; significancia a partir de
200 uM). Na presenga de 4-AP, GLI e BaCl», as CEsp foram de 262,86 + 3,71 uM, 165,14 £4,65 uM
e 977,57+9,63 uM, respectivamente, todas significativamente diferentes da condigdo sem
bloqueador a partir de 200 uM (p < 0,001) (figura 4B). Nenhum dos bloqueadores afetou o tonus basal
das AUH, independentemente do estado glicémico, exceto o BaCl> (500 uM), que induziu um

aumento contrétil .
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Figura 4 - Efeito relaxante do eucaliptol (EUC) em presenca de bloqueadores de canaisdeK*: TEA (1 mM), 4-AP
(1 mM), BaCl2 (1 mM) eGLI (10 pM). 4A: AUH de gestantes nor moglicémicas (AUH-NG).4B: AUH de gestantes
com diabetesmellitus gestacional (AUH-DM G). Osvalores sdo expressos como amédia+ SEM; n =5 (p <0,05, one
way ANOVA).

A Tabela 1 mostra diferenca significativa entre os grupos AUH-NG e AUH-DMG nos

valores de ECsp das curvas concentracdo-resposta ao EUC para todos os agentes contréteis (p <
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0,001). No grupo AUH-NG, o EUC apresentou maior poténcia nas vias eletro- e farmacomecanica,

enguanto nas AUH-DM G, na presenca dos bloqueadores, observou-se maior poténciafarmacol égica.

Tabela 1. Parametros farmacodindmicos do eucaliptol (1 pmol/L a 1 mmol/L) na presenca de diferentes agentes
contréteisda artéria umbilical humana.

Andlise comparativa dos parametros farmacodinamicos do EUC em artérias de pacientes
normoglicémicas e acometidas por Diabetes Mellitus Gestacional
Agentes contrateis | ECsoAUH-NG | EUC p< 0,05 | ECso AUH- | EUC p<0,05 | Valor de
AUH-NG DMG AUH-NG P*
K CI (60mmol/L) 928,69 + 3,81 200 1528,46 + 100 P=
(12) 5,75 <0,001
(11)
5-HT (10pmol/L) 512,37 £ 5,24 200 1279,48 + 400 =
9) 1,71 <0,001
(11)
TEA (Immol/L) 453,05 +6,73 200 512,20 + 400 P=
(15) 5,32 <0,001
(11)
4AP (Immol/L) 942,34 +7,96 400 262,86 1000 P=
(13) +3,71 <0,001
(14)
GLI (10pmol/L) 785,16 +4,40 2000 165,14 1000 P=
(12) +4,65 <0,001
(10)
BaCl2 878 +7,93 400 977,57 2000 P=
(500pmol/L) (10) +9,63 <0,001
(14)

A tabela apresenta os parémetros farmacodindmicos do EUC (1-3000 umol/L) obtidos nas curvas de concentragio-
resposta para cada agente contrétil avaliado. A concentragéo efetiva mediana (ECsp) representa a poténcia farmacol 6gica,
enguanto as concentragdes que apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (EUC, p <
0,05) indicam o ponto dacurvaapartir do qual seobservaoinicio do efeito relaxante. O valor de p refere-se acomparacéo
entre as ECsp dos grupos AUH-NG (artéria umbilical de gestantes normoglicémicas) e AUH-DMG (artéria umbilical de
gestantes com diabetes mellitus gestacional), sendo o nimero de experimentos (n) indicado entre parénteses abaixo dos
respectivosvalores de ECso. Todos os dados estdo expressos em pumol/L. Nos casos em quea reducéo da resposta contratil
foi inferior a 50%, foi calculada uma ECs relativa, sinalizada com asterisco. KCl (cloreto de potéssio); 5-HT (5-
hidroxitriptamina/serotoning); TEA (tetraetilamonio); 4-AP (4-aminopiridina); GLI (glibenclamida); BaCl, (cloreto de
bério).

3.5 Resultados dos estudos de acoplamento

Estudos de docking molecular so de grande importancia no plangjamento e design de
novos farmacos, esses métodos visam prever o0 modo de ligacdo experimental e a afinidade de uma
peguena molécula dentro do sitio de ligacdo do receptor alvo de interesse (Guedes, Magahaes e
Dardenne, 2014). Nesta perspectiva, foram realizadas simulacdes de docking molecular com o EUC
para avaliar seu potencial efeito vasorelaxante. Apds os ensaios in silico, foram observados valores
RMSD de 0.052 a1.809 A e energia de afinidade de -10.9 a-3.9 kcal/mol (Tabela 02). A andlise das
interacbes mostrou que os complexos receptor-ligante apresentaram hydrogen bonds, interactes
hydrophobics, n-stacking e salt bridges (Tabela 02).
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Tabela 02: Energiade afinidade, RM SD e tipos de interacdes formadas entre ligantes e receptores.

5-HT1B Affinity RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mal)
Eucaliptol -5.8 0.945 Hydrophobic [1e130A (3.79), Va201A (3.60, 3.75),
Tyr208A (3.79), Phe330A (3.73)
Hydrogen Bond Ser212A (2.44)
SB-216641 -10.0 1.349 Hydrophaobic Tyr109A (3.27), Trpl25A (3.83),
Leul26A (3.92), [1e130A (3.81),
Val200A (3.67), Leu348A (3.51),
Thr355A (3.57)
Hydrogen GIn41A (2.60), Ser212A (1.82)
Bonds
5-HT1D Affinity ~ RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mal)
Eucaliptol -5.6 0.897 Hydrophobic Tyr98R (3.57), Leull15R (3.83),
Phe317R (3.88)
GR-127935 -8.4 1.377 Hydrophobic Leu86R (3.75), 11e113R (3.97),
l1e159R (3.53), Trp163R (3.75),
lle167R (3.26)
Hydrogen Bond Thr120R (3.30)
n-Stacking Trpl63R (3.89, 3.96)
5-HT2A Affinity ~ RMSD(A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mal)
Eucaliptol -6.0 0.966 Hydrophobic Val251A (3.49, 3.64), Tyr254A (3.67,
3.72), Phe329A (3.80), Phe330A (3.74)
Ketanserin -10.9 1.809 Hydrophobic Trpl51A (3.73), Leu228A (3.82),
Phe339A (3.47), Phe340A (3.89)
Hydrogen Aspl55A (2.41), Ser159A (3.33)
Bonds
n-Stacking Trp336A (4.89, 5.17), Phe340A (4.72)
Salt Bridge Aspl55A (5.02)
L-type Affinity RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
VOCC Energy Type
(kcal/mol)
Eucaliptol -4.8 1.331 Hydrophobic Pro377A (3.80), Pro387A (3.65),
[1e389A (3.64)
Nifedipine -6.1 1.775 Hydrophobic Lys141A (3.73), 11e389A (3.69)
Salt Bridges Argl16A (4.83), Lysl41A (4.63),
Arg278 (4.50)
KV Affinity RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mol)
Eucaliptol -5.9 1.600 Hydrophobic Trp57M (3.61, 3.75), Trp243M (3.59),
Leu321M (3.76)
4- -4.3 0.094 Hydrogen Bond Ser188o (2.61)

aminopyridine

n-Stacking

Trp2430 (3.78, 3.84)
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KATP Affinity RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mal)
Eucaliptol -5.4 1.092 Hydrophobic Leud45E (3.75), Leud49E (4.92),
Ala453E (4.08), Alad57E (4.64),
Ala547E (4.09), Thr551E (3.65),
Ser571E (4.11), Leu578E (4.35)
Glibenclamide -6.2 1.740 Hydrophobic Tyr370E (4.91), Phe426E (4.68),
Asn430E (4.65), LeuS84E (4.59, 4.75),
Tyr1205E (3.57), Leul208E (4.68),
Ser1209E (4.70)
Hydrogen Metl1A (4.20), Leu2A (3.35),
Bonds Asn430E (4.22)
BKCa Affinity ~ RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mal)
Eucaliptol -55 1.010 Hydrophobic Glu576D (3.54), 11e579D (3.89),
Pro947D (3.81)
Tetraethylam -3.9 0.052 Hydrophaobic Arg786D (4.87), 11e953C (4.30),
monium Ala954C (4.70)
KIR Affinity RMSD (A)  Interaction Residue (Distancein A)
Energy Type
(kcal/mol)
Eucaliptol -5.8 1.256 Hydrophaobic Phe254A (3.64, 3.71), Phe254C (3.65)
ML133 -7.8 1.185 Hydrophaobic 11€243C (3.73), GIn247C (3.72),
11€258D (3.96), 11e267D (3.72, 3.81),
Val270D (3.92)
Hydrogen Bond Thr268D (2.27)
4 Discussao

Nossos resultados demonstram, pela primeira vez, o efeito vasorrelaxante do eucaliptol
(EUC) em artérias umbilicais humanas (AUH) provenientes de gestantes normoglicémicas (AUH-
NG) e com diabetes mellitus gestacional (AUH-DMG). Em ambos os grupos, o EUC promoveu
reducdo significativa do ténus vascular quando comparado as condigdes controle, evidenciando um
relaxamento dependente da concentracdo. Os dados indicam que o EUC é capaz de induzir
relaxamento vascular mesmo em um contexto de comprometimento metabdlico associado aDMG.

Na regulacéo do ténus vascular a AUH apresentam auséncia de fibras nervosa (Ferguson e
Dodson, 2009), essa caracteristica torna esses vasos mais suscetiveis a alteracbes hemodinamicas e
metabdlicasinduzidas por doengas maternas, como aDMG (Kadivar et al., 2020; Karacaet al., 2020).
A DMG tem sido associada ao aumento da pressao perinatal (Singh, 1986), ao aumento do estresse
oxidativo e areducéo da biodisponibilidade de NO (Lappas et al., 2011; Vurd et al., 2012). Do ponto
de vista histolégico, observa-se estreitamento do IUmen arteria (Singh, 1986; Hershkovitz et al.,
2001; Kaya; Nergiz; Turgut, 2019), espessamento da tuinica média sem alteragdes significativas da
tunica adventicia (Hershkovitz et al., 2001; Sarikabaday: et al., 2012), aumento da rigidez arterial

(Seck et al., 2018), degeneracdo das fibras musculares lisas (Pooransari et al., 2020) e maior
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deposicéo de colageno na parede arterial, resultando em reducdo da complacéncia vascular (Kaya;
Nergiz; Turgut, 2019).

Nesse contexto de aumento do estresse oxidativo e comprometimento da fungdo vascular
observado naDMG, estudos prévios em AUH demonstram que compostos naturais com propriedades
antioxidantes, como o resveratrol, 0 CAPE e a silibinina, sdo capazes de promover relaxamento em
AUH pré-contraidas por 5-HT, sem alterar o tonus basal (Karabas e Sahin, 2025). Considerando que
0 EUC foi descrito por Juergens et al. (2018) como um agente capaz de modular o estresse oxidativo
e as respostas pro-inflamatorias, seu uso desponta como uma alternativa promissora na investigacao
dos mecanismos de regulacdo vascular em condicdes gestacionais. Em consonancia com essa
perspectiva, Linghu et al. (2016) demonstraram que o0 1,8-cineol é capaz de suprimir a secrecéo de
interleucinas pré-inflamatérias, como IL-6 e IL-8, aém de restaurar os niveis de NO a valores
fisiologicos.

Neste estudo, o0 EUC promoveu relaxamento de forma dependente da concentracdo em
preparactes de AUH pré-contraidas por despolarizagdo com KCI (60 mmol/L) ou estimuladas com
5-HT (10 umol/L), indicando que o composto interfere tanto na entrada de calcio dependente de
voltagem quanto nos mecanismos de contracdo farmacomecani ca mediados por receptores.

Ao andisar especificamente o efeito do EUC sobre a contracdo induzida por 5-HT,
observou-se relaxamento maximo dependente da concentracdo em ambos 0s grupos experimentais.
Entretanto, esse efeito foi mais pronunciado nas AUH provenientes de gestantes normoglicémicas
(CEso = 512,37 £ 5,24 uM) em comparagdo as AUH-DMG, nas quais 0 EUC apresentou menor
poténcia (CEsc= 1279,48 + 1,71 uM), embora tenha alcangado uma inibigdo maxima de 85,42%.

Na regulacdo da circulagdo placentéria umbilical, mediadores vasoativos endégenos, como
aserotonina (5-HT), ahistamina e a prostaglandina F-o. (PGF2a), exercem papel no controle do tonus
vascular. Entre esses, a 5-HT destaca-se como um potente vasoconstritor em AUH (McGrath et al.,
1986), atuando principalmente por meio da ativacdo dos receptores 5-HT2a €, em menor grau, dos
receptores 5-HT1g /5-HT1p. O 5-HT2a esté acoplado a proteina Gq e ativa o PLC, resultando em um
aumento de niveis de |Ps. Por outro lado, 0 5-HT1g € 0s receptores 5-HT1p sd0 acoplados a proteina
Gi/oinibindo aadenilciclase. Ademais, a histamina causa vasoconstri¢ao pelaativacao dos receptores
H1, acoplados a proteina Gg, desencadeando a cascata PL C/IPs e aumentando o calcio intracelular. O
tromboxano e a PGF.o induzem vasoconstrigdo ao ativar os receptores TPa, TP, FPA ¢ FPB (via
Ga/PLC/IPs3), aumentando o calcio intracelular e provocando a contragcdo vascular (Lorigo et al.,
2018).

Durante a gestacdo normal, ocorre um aumento na sintese e liberagdo de 5-HT, decorrente
daregulacdo positiva das enzimas triptofano hidroxilase (TPH1 e TPH>) nas células  pancreaticas, o
gue contribui para as adaptagdes metabolicas maternas e a manutencdo da homeostase glicémica
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(Rieck et al., 2009; Kim et al., 2010). No entanto, em gestacOes complicadas por DMG, o efeito
contrétil da 5-HT nas AUH tende a ser reduzido, frequentemente associado a disfuncdo endotelial
(Radenkovi¢ et al., 2009). Além disso, o estudo de Viau, Lafond e Vaillancourt (2009) mostrou uma
diminuicdo na expressdo dos receptores 5-HT2a em placentas de gestagdes com DMG, indicando
alteracOes na sinalizacdo serotoninérgica. Dessaforma, o relaxamento méximo menor observado nas
AUH-DMG em comparagdo as AUH normoglicémicas pode ser explicado pelareducdo da expressdo
de receptores de 5-HT. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar completamente
0S mecanismos envolvidos.

Nessa perspectiva, afim de investigar in silico se o EUC poderia apresentar um padréo de
interacdo semelhante ao dos antagonistas utilizados nos ensaios experimentais, foram realizadas
simulacfes de docking molecular com receptores serotoninérgicos, comparando o sitio de ligagdo do
EUC com os dos bloqueadores SB-216641 (5-HT1s), GR-127935 (5-HT1p) e cetanserina (5-HT2a).
As andlises demonstraram que o EUC se ligaamesma regido do sitio ortostérico do receptor 5-HT1g
ocupada pelo SB-216641, compartilhando interagdes com os residuos de aminoécidos 11€130A e
Ser212A.

Entretanto, apesar dessa sobreposicdo espacial, a energia de afinidade do EUC para o
receptor 5-HT1s (-5,8 kcal/mol) foi consideravelmente inferior a observada para o antagonista
especifico (-10,0 kcal/moal), indicando umainteracdo menos estével . Esse achado sugere que, embora
0 EUC sgja capaz de interagir com o receptor 5-HT1g, € pouco provéavel que esse subtipo receptor
desempenhe um papel direto ou dominante no efeito vasorrelaxante observado experimental mente.
Diante disso, sugere-se 0 EUC pode atuar reduzindo a eficacia da contracdo induzida pela 5-HT por
mecanismos convergentes, como a inibicio da entrada de Ca?* dependente de voltagem e/ou a
ativacdo de canais de K*, promovendo hiperpolarizagdo da membranadas CML.

Corroborando nossos resultados, outros estudos demonstram o efeito vasoativo de produtos
naturais em AUH-NG. Por exemplo, metil-eugenol e eugenol foram capazes de reduzir 100% da
contragdo induzida por 5-HT (Silva et al., 2024). O citral mostrou efeito potente no acoplamento
eletromecanico em AUH, sendo mais eficaz na reversao da contragdo farmacomecanica (Pereira-de-
Morais et al., 2024). Ja o (—)-carveol apresentou menor eficacia no relaxamento de anéis pré-
contraidos com KCl em comparacdo aquel es pré-contraidos com 5-HT (Silvaet al., 2020).

Nesta investigagdo, o EUC promoveu relaxamento maximo das contragfes induzidas por
KCI (60 mmol/L) de maneira concentracdo-dependente em ambos os grupos avaliados, apresentando
valores de CEsp de 928,69 + 3,81 uM nas AUH-NG e de 1528,46 + 5,75 uM nas AUH-DMG. Esses
dados sugerem que o EUC atuana AUH interferindo no influxo de Ca?* extracelular através de canais
de Ca?* dependentes de voltagem. A contraco induzida por altas concentragdes de K* ocorre pela
despolarizacio da membrana e ativacio desses canais, favorecendo a entrada de Ca®*. Assim, o
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blogueio dos canais de Ca?* ou a hiperpolarizacio da membrana, via abertura de canais de K*, reduz
o influxo de Ca?* e promove relaxamento (Cairrdo et al., 2008).

A presenca da DMG ndo parece comprometer a expressio dos canais de Ca?* do tipo L
(VOCC- L), umavez que a secrecao de insulina depende diretamente da presenca e da atividade de
canais de Ca’* dependentes de voltagem (Rorsman, 1997). Entretanto, a desregulagdo do Ca?*
intracelular € uma complicacdo bem estabelecida tanto no diabetes mellitus tipo 1 quanto no tipo 2
(WANG et al., 2000; Dillmann, 2019). Nesse contexto, € plausivel que as ateracbes metabdlicas
observadas nessas condi¢cbes também se estendam ao DMG, promovendo modificagbes na
funcionalidade e na sensibilidade dos VOCC- L.

A |uz desse trabal ho, observou-se que o EUC (3000 pM) inibiu de formaeficaz as contrages
induzidas por cloreto de bério (BaCl,) e célcio (CaClz) naAUH. Considerando que o Ba®* atua como
agonista especifico dos canais de Ca?* do tipo L e que o Ca?* estimula o influxo por mltiplas vias,
esses achados indicam gue o efeito relaxante do EUC esta associado ao bloqueio dos VOCC-L. A
semelhanca entre o efeito do EUC e o da nifedipina, utilizada como controle positivo, reforca essa
hipotese.

Esses dados estdo em concordancia com evidéncias prévias demonstradas por Pereira-
Goncalveset al. (2018) querevelam aatividade inibitériado EUC nos VOCC-L e seu efeito relaxante
sobre 0 musculo liso traqueal. De modo semelhante, o dcool perilico parece exercer seu efeito
vasorrelaxante principalmente por interferéncianos VOCC-L (SenaBastos et al., 2025). Além disso,
considerando que blogqueadores dos canais de Ca?* promovem melhora do controle glicémico e
apresentam perfil de seguranca favorével em pacientes com DMG (Pretorius e Huang, 2022), o EUC
emerge como um composto de interesse.

Oscanaisde K™ constituem amaior familiade proteinasintegrais de membrana (Baranowska
et al., 2007), e figuram entre os principais reguladores do tdnus vascular, pois, ao modularem o
potencial de membrana por meio do efluxo de K*, influenciam a ativac3o dos canais de célcio (Ca?)
dependentes de voltagem, interferindo diretamente na contragdo do vaso umbilical humano (Ko et
al., 2008).

Do ponto de vista funcional, a vasculatura expressa diferentes subtipos de canais de K™,
incluindo os canais: ativados por Ca?* de grande condutancia (BKca) (Miles et al., 2003),
dependentes de voltagem (Kv) (Jackson et al., 2018), sensiveis a0 ATP (Katp) (Ko et al., 2008),
retificadores internos (Kir) (Sonkusare et al., 2018) e os canais de dominio de dois poros (K2p)
(Ketchum et al., 1995). Neste estudo, avaliaram-se canais de K™ na agdo do EUC utilizando o
tetraetilamonio (TEA), a4-aminopiridina (4-AP), aglibenclamida (GL1) e BaCl,, como bloqueadores

de BKca, Kv, Katp € Kir, respectivamente (Huang, 1998; Aaronson et al., 2006; Hughes;
Hollingsworth, 1997; Lorigo; Oliveira; Cairrdo, 2020).
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Em AUH-NG, os dados ex vivo indicam contribuicdo funcional desses canais para o
relaxamento induzido pel o composto, evidenciada pel o aumento da CEso na presenca de bloqueadores
de Kv, Katp € Kir. O blogueio de Kv com 4-AP promoveu o maior deslocamento da curva
concentracdo-resposta (CEso = 942,34 + 7,96 uM), seguido da GLI, bloqueadora de K atp (CEso =
785,16 + 4,40 uM), e do BaCl 2, associado ainibicdo de K r (CEsp=878,00 + 7,93 uM). Em contraste,
0 bloqueio de BKca com TEA resultou em aumento da sensibilidade ao EUC, reduzindo a CEsp para
453,05+ 6,73 uM.

Nas AUH-DMG, apresencado TEA e do BaClz promoveu redugdes discretas da CEso, com
valoresde 512,20 + 5,32 UM e 977,57 £ 9,63 UM, enquanto o bloqueio de canaisKv e K atp promoveu
redugdes ainda mais acentuadas (4-AP: CEso= 262,86 = 3,71 uM; GLI: CEso= 165,14 * 4,65 uM).
Esse perfil indicaque, naAUH- DM G, arespostaao EUC parece independente desses canais, estando
predominantemente associada, neste estudo, & modulagio dos canais de Ca?* do tipo L, semelhante
ao que foi relatado por Sena Bastos et al. (2025). Em AUH-NG, os dados evidenciam a participacdo
dos canais Kv, Katp € K|r No €efeito vasorrelaxante do EUC.

Com o objetivo de complementar esses achados ex vivo, aandlisein silico dos canaisde K*
foi conduzida investigando-se a interacdo do EUC em sitios de ligacdo distintos dagqueles ocupados
pel os bloqueadores utilizados nos ensaios experimentais, considerando que a ativacao desses canais
estaassociada ao relaxamento vascular (Cairrdo et al., 2008). Os resultados demonstraram que o EUC
apresentou energias de afinidade mais favorévels para os canais BKca (-5,5 kcal/mol) e Kv (-5,9
kcal/mol) quando comparado ao TEA (-3,9 kcal/mol) ea4-AP (-4,3 kcal/mol). Além disso, observou-
se que 0 EUC se acomoda em cavidades previstas distintas dos sitios de ligacdo dos bloqueadores
(Figuras 5 e 6), sugerindo a existéncia de possivels sitios de interac8o diferentes dos sitios ocupados
pel os bloqueadores.. Assim, apesar da afinidade molecular do EUC por BK cae Kv observadain silico,
apenas os canais Kv demonstram relevancia funcional ex vivo.

Essa divergéncia, acontece porque afinidade molecular ndo significa, necessariamente,
relevancia funcional; os estudos in silico avaliaram a capacidade do EUC de se ligar ao canal, mas
N&0 conseguem prever cCom Precisdo se essa interagdo resulta em ativagao, inibicdo ou efeito neutro
(Sousa; Fernandes, Ramos, 2006). Assim, embora o EUC apresente afinidade por BK ca, essaligacéo
pode ndo gerar abertura significativa do canal em condicdes fisiol bgicas.

Além disso, arelevancia funcional de um canal depende néo apenas de sua presenca, mas
também do seu nivel de expressdo e densidade. Nas células da musculatura lisa vascular, os canais
Kir € KaTtp apresentam densidade menor do que os canais Kv e Kca, que S80 0s principais
determinantes do tdnus muscular liso (Santos et al., 2019). Entretanto, estudos indicam que aDMG
esta associada a reducdo da expressdo de canais BKca (Li et al., 2022) e Katp (Li €t al., 2018) em
AUH. Em contrapartida, a funcdo dos canais Kv parece néo ser afetada no contexto diabético em
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VUH (Djoki¢ et al., 2023). Embora ainda sejam escassos estudos especificos sobre canais Kir em
DMG, evidéncias provenientes de modelos de diabetes tipo 2 mostram reducédo da expresséo de Kir
em musculo liso vascular (Rajkovi¢ et al., 2024).

Os achados do presente estudo encontram respaldo no trabalho de Al-Habib, Kheder e
Gilardoni (2013) que avaliou o Oleo essencial de Eucalyptus camaldulensis, cujo principal
constituinte € o monoterpeno 1,8-cineol, foi investigado o papel dos canais de K™ na vasodilatagdo
induzida pelo 6leo essencial, utilizando os mesmos blogueadores empregados nesta pesquisa: TEA,
BaCl,, GLI e 4-AP. A vasodilatacgo ndo foi alterada em anéis adrticos pré-incubados com TEA e
BaCl», indicando que os canais BKca € Kir N80 estavam envolvidos no efeito vasodilatador do 6leo
essencial. Por outro lado, os resultados sugerem que os canais Katp € Kv desempenham papel
importante nesse mecanismo. Esses achados também coincidem com os relatados por Pinto et al.
(2009), que observaram que o efeito vasodilatador do 1,8-cineol em aorta isolada de rato ndo foi
alterado na presencade TEA.

Diversos monoterpenos e 6leos essenciais também apresentam efeito relaxante sobre o
musculo liso por meio da modulagdo de canais de K*, destacando-se 0 6leo essencial de Rosa
damascena Miller, cujo perfil quimico € dominado por citronelol e geraniol, promove relaxamento
do musculo liso traqueal em ratos Wistar machos, sendo este efeito atribuido ao envolvimento dos
canais Kv, Katp € BKca (Demirel, 2022). De modo semelhante, o (-)-carveol demonstra atividade
gastroprotetora associada, entre outros mecanismos, a ativacdo de canais Katp (Serafim et al., 2021).

Em modelos vasculares, compostos como (-)-borneol, p-cimeno e eugenol compartilham
mecanismos dependentes da abertura de canais de K™ em anéis isolados de aorta de ratos Wistar
machos. Enquanto o (-)-borneol apresenta relaxamento vascular com papel dos canais Kate (Santos
et al., 2019), o p-cimeno induz vasodilatagdo com participacdo dos canais Kir € Katp (Silva et al.,
2015). De forma convergente, 0 eugenol exerce efeito vasodilatador em AUH por meio da ativacéo
de canais Kv, Katp € BKca (Menezes Dantas et al., 2022). Por outro lado, o carvacrol em anéis
isolados da aorta torécica de ratos Wistar machos normotensos ndo envolve os canais BKca ou Katp,
sendo seu efeito vasodilatador mediado principalmente por Kv (Testai et al., 2016).

Cabe destacar que a interacéo entre diferentes tipos de canais i6nicos na musculatura lisa
vascular torna complexa ainterpretacéo dos mecanismos envolvidos, dificultando o estabel ecimento
de hipoteses definitivas sem o suporte de experimentos eletrofisiol6gicos e moleculares, o que
representa uma lacuna do presente estudo. Apesar disso, os resultados obtidos apresentam grande
relevancia, pois demonstram, pela primeira vez, o efeito vasodilatador do eucaliptol em AUH na

condicdo de DMG.

5 Conclusao

83

Producéo Cientifica



O presente estudo demonstra, de formainédita, que o EUC exerce efeito vasorrelaxante em
AUH, com envolvimento diferencial de vias ibnicas conforme o estado metabdlico do vaso. Os
resultados indicam que o EUC apresenta potencial farmacoldgico experimental, uma vez que foi
capaz de modular o tdnus vascular tanto em condi¢des normoglicémicas quanto hiperglicémicas.

Em condi¢bes normoglicémicas, o relaxamento induzido pelo EUC esteve principalmente
associado a modulacdo dos canais de cdlcio do tipo L, além de canais de K™ do tipo Kv, Kate e KR,
com menor participagdo dos canais BKca. Em artérias provenientes de gestagbes com DMG,
observou-se alteracdo no perfil farmacolégico do EUC, indicando reorganizacdo funcional dos
mecanismos vasorrel axantes, com maior dependéncia dos canais de célcio do tipo L. Em ambos os
grupos, sugere-se ainda a contribuicdo de outros subtipos de canais de célcio, como VOCC-T
(Cav3.2), VOCC-P/Q e VOCC-R.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura. S1. Possiveis mecanismos de agdo envolvidos nos efeitos do eucaliptol sobre o ténus basal e ativo de artérias

umbilicais humanas desnudadas.
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6 CONSIDERACOESFINAIS

6.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

A investigacdo da interagdo de produtos naturais com musculatura lisa dos vasos do cordéo
umbilical humano (CUH) envolve o estudo da agdo de canais ionicos e de receptores |ocalizados nas
células musculares, os quais formam complexos substancia-receptor diretamente associados ao
acoplamento excitagdo-contracdo e respostas relaxantes (Silva et al., 2020; Menezes Dantas et al.,
2022; Borges et al., 2022; bukanovi¢ et al., 2022; Batista et al., 2023a; Pereira-de-Morais €t al.,
2023; Sena Bastos et al., 2024; Silva et al., 2024; Batista et al., 2024b; Tipcome, Watanapa e
Ruamyod, 2025).

Os achados apresentados nesta tese ampliam o entendimento sobre afisiologiada circulacdo
umbilical e sobre o possivel uso de compostos naturais durante a gestacéo e na diabetes gestacional
(DMG). Considerando que a unidade feto-placentéria depende de um controle do fluxo sanguineo
paragarantir a oxigenacdo e nutricao do feto (Eble e Niland, 2009), torna-se importante compreender
como ateracBes hemodinamicas associadas a0 DMG influenciam a reatividade das artérias e veias
umbilicais humanas e identificar substancias capazes de modular esses mecanismos, com potencial
impacto fisiologico e clinico

Baseados nessas questdes, investigamos a resposta gerada pelo monoterpeno Eucaliptol
(EUC) em vasos umbilicais humanos, demonstrando de formainédita sua capacidade de provocar um
efeito vasorrelaxante significativo na vasculatura umbilical tanto em condi¢bes normoglicémicas
quanto diabéticas. Em concentragdes de até 3000 uM/L, o composto modulou o tonus basal e
promoveu relaxamento dependente da concentracdo nas artérias umbilicais humanas de parturientes
normoglicémicas (AUH-NG) e com diabetes gestaciona (AUH-DMG), bem como nas veias
umbilicais humanas normoglicémicas (VUH-NG) e diabéticas (VUH-DMG), independentemente do
agente contraturante empregado (KCl ou 5-HT).

A alteracdo do ténus basal das AUH e VUH ganha importancia ao se considerar que um
tbnus excessivamente vasoconstrito em vasos umbilicais pode estar associado a pré-eclampsia
(Lewinsky e Riskin-Mashiah, 1998; Ajne et al., 2005) e a diabetes gestacional (Z6llkau et al., 2021).
Além disso, esse comportamento esta em consonancia com estudos prévios, que também relataram a
capacidade do EUC de promover relaxamento do tonus em musculatura lisa traqueal de cobaias
(Coelho-de-Souza et al., 2005; Bastos et al., 2009).

Neste estudo, 0 EUC, aplicado em concentragdes crescentes e cumulativas (1-3000 uM),

promoveu vasorrel axamento tanto nas contragdes evocadas por 5-HT quanto por K+. Nainvestigacdo
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do acoplamento farmacomecanico, por meio da avaliacdo de contragbes induzidas por 5-HT (10 uM),
observou-se que o EUC promoveu relaxamento com maior poténcia nesse modelo, indicando uma
atuacdo preferencia sobre a via serotoninérgica, tanto em AUH-NG quanto em AUH-DMG. Esses
dados demonstram que o EUC exerce efeito relaxante sobre as contracdes induzidas por 5-HT,
sugerindo que sua agdo possa envolver os receptores 5-HT2a €/ou 5-HT1s em ambos 0s grupos. 1sso
porque a resposta contrétil a 5-HT no tecido vascular € mediada predominantemente por esses
subtipos de receptores, os quais ativam vias intracel ulares dependentes de PLC, PKC e aumento do
Ca?* citosdlico (Christova; Duridanova e Setchenska, 1997; Rogines-Velo et al., 2002a, 2002b).

No componente el etromecanico, o EUC reduziu as contragdes induzidas por KCI (60 mM)
em AUH-NG, VUH-NG, AUH-DMG e VUH-DMG. As veias apresentaram menor CEsp nesse
acoplamento, com valoresde 744,38 + 5,78 uM paraVUH-NG e 626,02 + 5,47 uM paraVUH-DMG.
Em AUH-NG, a CEsp observada foi de 928,69 + 3,81 pM. Nas AUH-DMG, o EUC também
promoveu relaxamento das contrages induzidas por KCl, porém com CEsp mais elevada (1528,46 +
5,75 puM). Como o KCI promove despol arizacdo da membrana e abertura de canais de cdlcio do tipo
L (Cavl.2), a reducdo dessas contragOes indica que o EUC provavelmente interfere no influxo de
Ca?" dependente de despolarizagdo (Hofmann; Lacinova e Klugbauer, 2005; Bagur e Hajnoéczky,
2017).

De forma consistente com esses achados, verificou-se que o EUC (3000 uM) também foi
capaz de reduzir a resposta contrétil na presenca de BaCl>, um ativador seletivo de VOCC-L, bem
como em presenca de CaCl», que promove de maneira inespecifica a entrada de Ca?* por muiltiplas
vias. Em AUH-NG, AUH-DMG e VUH-NG, o blogueio foi evidente, reforcando que o EUC atua
predominantemente pela inibicdo dos VOCC-L. Entretanto, em VUH-DMG, o EUC n&o aboliu
totalmente a contragao induzida pel as concentragcdes mais el evadas de BaClz (20 e 30 mM), indicando
gue a acdo sobre esses canais se encontra parcialmente comprometida. Esse padrdo sugere que, na
condicdo de DM G, pode haver remodelamento ou alteracéo funcional dos mecanismos de influxo de
Ca?* nas veias, permitindo a participagdo de outras vias de entrada do ion mesmo na presenca do
EUC.

Osestudos de Batista et al. (2023), Silvaet al. (2024) e Bastos et al. (2024) demonstram que
os canais de Ca?* e mecanismos de sinalizago intracelular associados representam alvos relevantes
para a acdo de diferentes farmacos e compostos de origem natural. De maneira complementar,
Salemme et al. (2006) descrevem que esses canais desempenham papel crucia na regulacdo da
contratilidade de vasos umbilicais.

O comprometimento parcial do bloqueio dos VOCC-L em VUH-DMG observado neste
estudo pode estar associado as alteragdes estruturais, eletrofisiologicas e funcionais desencadeadas
pela hiperglicemia materna. Esse resultado € particularmente interessante porque contrasta com
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achados descritos em muscul atura lisa sistémica, naqual a exposi¢cdo a hiperglicemiafrequentemente
leva a0 aumento da atividade dos canais de Ca?* tipo L, resultando em maior influxo de Ca?* e
intensificacdo do ténus contrétil (Navedo et al., 2010). Nystoriak et al. (2017) demonstraram que esse
aumento de atividade € dependente da ativacéo da proteina quinase A (PKA), e evidéncias mais
recentes sugerem que a hiperglicemia promove a formacdo de microdominios de PKA organizados
diretamente ao redor dos canais tipo L, facilitando seu funcionamento sem acionar as vias classicas
de relaxamento associadas a PKA (Nieves-Cintron et al., 2021).

Por outro lado, sugere-se neste estudo a possivel participacéo de outros subtipos de canais
de Ca?*, especificamente VOCC-T (CaV3.2), VOCC-P/Q e VOCC-R, atuando tanto em AUH quanto
em VUH nos dois grupos avaliados. Embora esses subtipos sgjam mais conhecidos por sua
participacdo em tecidos neuronais (Thuesen et al., 2017; Garciaet al., 2022; Tomidaet al., 2024), ha
evidéncias crescentes de que participam também na homeostase do ténus vascular (Salemme et al.,
2006).

Outro conjunto de achados relevantes refere-se a participagdo de canais de K* (Kv, BKca,
Kir € KaTp) NO efeito vasorrelaxante do EUC. Em AUH-NG, os dados ex vivo indicam contribuicéo
funcional desses canais para o relaxamento induzido pelo composto, evidenciada pelo aumento da
CEso na presenca de blogueadores de Kv, Katpe Kir. O blogueio de Kv com 4-AP promoveu o0 maior
deslocamento da curva concentragdo-resposta (CEso = 942,34 + 7,96 uM), seguido da GLI,
blogueadora de Kate (CEso = 785,16 + 4,40 uM), e do BaCl», associado a inibicdo de Kir (CEso =
878,00+ 7,93 uM). Em contraste, o blogueio de BK cacom TEA resultou em aumento da sensibilidade
a0 EUC, reduzindo a CEsp para 453,05 + 6,73 uM, sugerindo menor participacdo desses canais no
relaxamento arterial normoglicémico.

Nas AUH-DMG, o EUC apresentou menor poténcia basal (CEso = 1279,48 + 1,71 pM),
porém exibiu um padréo distinto de modulacéo farmacoldgica. A presenca de TEA reduziu a CEsp
para 512,20 + 5,32 uM, enquanto o blogueio de canais Kv e KATP promoveu reducdes ainda mais
acentuadas (4-AP: CEso= 262,86 + 3,71 pM; GLI: CEso = 165,14 + 4,65 pM). O BaCl 2 apresentou
efeitointermediéario (CEso= 977,57 £ 9,63 uM). Esse perfil indicaque, naDMG, aviaserotoninérgica
arterial apresenta reorganizacdo funcional, com alteracdo da contribuicdo relativa dos diferentes
subtipos de canais de K* quando comparada as artérias normoglicémicas. Nas veias umbilicais, por
sua vez, a modulacdo de canais de K* contribuiu para o relaxamento induzido pelo EUC tanto em
condigdes normoglicémicas quanto na DMG.

Estes resultados corroboram com a literatura, visto que na presenca da DMG, observa-se
reducdo da corrente Katp e diminuigdo do relaxamento mediado por esses canais, efeito associado a
gueda na expressao das subunidades que compdem os canais (Li et al., 2018; Djokic et al., 2019). De
forma semelhante, estudos recentes demonstram gque em AUH de pacientes com DMG, foram
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identificadas redugdes na corrente BK ca, Nna contratilidade modul ada por esses canais e na expressao
de suas subunidades (Li et al., 2022). Ainda, embora sejam escassos estudos especificos sobre Kir
em DMG, evidéncias provenientes de model os de diabetes tipo 2 mostram redugdo da expresséo de
Kir em musculo liso vascular (Rajkovic et al., 2024).

O EUC apresentou aumento dos valores de CEso na presenca de TEA, acangando 2691,44
+ 6,32 uM em VUH-NG e 1010,01 £+ 5,96 uM em VUH-DMG. Da mesma forma, em presenca de
glibenclamida, 0 EUC manteve CEsp elevados (1134,77 uM em VUH-NG e 1470,20 uM em VUH-
DMG), sendo necessario calcular a CEsp relativa para comparagdo. Com o bloqueador 4-AP,
observou-se aumento do CEsp do EUC (2198,13 = 7,07 uM em VUH-NG e 884,14 + 6,19 uM em
VUH-DMG), efeito semelhante ao registrado na presenca de BaCl» (2793,43 £+ 9,60 uM em VUH-
NG e 1935,88 + 6,07 uM em VUH-DMG).

Os achados sugerem que os canais Ky, BKca, Katp € Kir estéo envolvidos no efeito
vasorrelaxante do EUC tanto em VUH-NG quanto em VUH-DMG. Entretanto, observa-se um perfil
diferencial entre os grupos:. nas preparagoes de VUH-DMG, o EUC apresentou maior poténcia sobre
canais Ky, Katp € Kir, enquanto nas VUH-NG a agdo foi mais pronunciada sobre os canais BK ca.

Nas veias umbilicais, a modulagdo de canais de K* exerceu influéncia consistente sobre o
efeito vasorrelaxante do EUC tanto em condi¢Bes normoglicémicas quanto na presenca de DMG,
indicando preservac&o dessas vias no compartimento venoso. Em VUH-NG, o bloqueio de BKcacom
TEA promoveu aumento da CEsg (2691,44 £ 6,32 uM), asssm como a inibi¢cdo de K r com BaCl»
(2793,43 £ 9,60 uM), sugerindo que esses canais desempenham papel fundamental no relaxamento
induzido pelo EUC nesse grupo. O blogueio de Kv e Katp também reduziu a poténcia do composto,
evidenciado pelo aumento da CEsp na presenca de 4-AP (2198,13 + 7,07 uM) e GL1 (1134,77 + 4,51
pUM).

Em VUH-DMG, embora todos os bloqueadores também tenham deslocado a curva
concentracdo-resposta para a direita, os efeitos foram mais moderados, com CEsp de 1010,01 + 5,96
MM na presenca de TEA, 884,14 + 6,19 uM com 4-AP, 1470,20 uM com GLI 1935,88 + 6,07 uM
com BaCl,. Esse perfil indica que, apesar da participacdo concomitante de canais Kv, BKca, Katp €
Kir no efeito vasorrelaxante do EUC, a DM G atera a contribui¢do relativa dessas vias, favorecendo
adependénciafuncional deKv, Katp e Kirem detrimento do papel predominante dos BK ca observado
nas veias normoglicémicas.

O estudo de Djokic et al. (2019) demonstrou que aDMG reduz a expressao de canais Katp
em VUH, o que pode justificar a maior poténcia observada do EUC nesse subtipo de vaso,
possivelmente refletindo uma agdo compensatoria, como j& proposto em investigagdes anteriores
(Viau; Lafond; Vaillancourt, 2009; Djoki¢ et al., 2019). Em contrapartida, foi relatado que aDMG
ndo alteraafuncdo dos canais Ky em VUH (Djokic¢ et al., 2023). O fato de canais de K* continuarem
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contribuindo para o relaxamento induzido pelo EUC em VUH-DMG indica que essas vias podem ser
menos af etadas pela hiperglicemia, diferindo do padr&o observado em AUH.

Além disso, diversos compostos naturais modulam esses canais, como a haringenina, que
atua predominantemente viaKv, e o resveratrol, que exerce seus efeitos rel axantes por meio de BK c,
Kir e Kv (Protic¢ et al., 2015). Em VUH, Batista et al. (2024) evidenciaram gque a agdo vasorrelaxante
do (E,E)-FAR envolve BKca, Katp € Kir, enquanto o metil-eugenol atuaviaKv e o eugenol por meio
de Kv e Katp (Silva et al., 2024), reforcando o papel central dos canais de K* na vasodilatacdo das
veias umbilicais. Complementarmente, em modelos neuronais, o EUC demonstrou atividade
epileptiforme em neurdnios de caracol, associada a inibicdo dos canais Kv e BKca (Zeraatpisheh;

Vatanparast, 2015), indicando que esses alvos também podem estar envolvidos em diferentestecidos.

6.2 CONCLUSOES GERAIS

Este estudo é pioneiro a0 demonstrar que o EUC, um produto natural, exerce efeito
vasorrelaxante na vasculatura umbilical humana tanto em condigdes normoglicémicas quanto
diabéticas. Nossos resultados revelam que o EUC (3000 uM/L) modula o tonus basal e promove
relaxamento dependente da concentracéo em artérias e veias umbilicais humanas, independentemente
do estado glicémico.

Nas AUH, o EUC inibiu contragbes induzidas por diferentes agentes contraturantes,
apresentando maior poténcia sobre 0 acoplamento farmacomecani co associado a via serotoninérgica.
Seu efeito relaxante ocorre principalmente por bloqueio dos canais de Ca?* tipo L dependentes de
voltagem (VOCC-L), semelhante a0 observado com a nifedipina. Além disso, ha indicios de
participacdo de canais de K™ (Kv, BKca € Kir) em AUH-NG, embora essa via ndo tenha sido
confirmadaem AUH-DMG.

Nas VUH, o EUC teve efeito mais acentuado no acoplamento eletromecénico e atua
predominantemente sobre VOCC-L em condi¢bes normoglicémicas, enquanto em VUH-DMG o
blogueio desses canais € atenuado. A modulacéo de canais de K™ (Kv, BKca, Katp € Kir) contribui
parao relaxamento em ambas as condi¢des, indicando preservacao dessavia no diabetes gestacional.
Sugere-se ainda a possivel participacio de outros subtipos de canais de Ca?*, como VOCC-T
(Cav3.2), VOCC-PIQ e VOCC-R em AUH e VUH, que podem complementar 0 mecanismo
vasorrel axante promovido pelo EUC.

Esses desfechos indicam que o EUC é uma substancia promissora para o desenvolvimento
de terapias direcionadas a doencas fetoplacentérias, demonstrando capacidade de modular o ténus

vascular em condi¢cdes normais e hiperglicémicas. Além disso, os dados fornecem uma base para
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futuras aplicacbes farmacoldgicas, ressaltando o potencial do EUC como agente terapéutico na

prevencao de complicagdes materno-fetais.

6.3 PERSPECTIVASDE INVESTIGACOESFUTURAS

Os resultados obtidos neste estudo abrem um campo promissor para novas investigagcoes
acerca da agéo do Eucaliptol (EUC; 1,8-cineol) sobre a reatividade vascular do corddo umbilical,
especialmente no contexto da Diabetes Mellitus Gestacional (DM G). Os dadosindicam a participacéo
de canaisionicos, particularmente de célcio e potassio, namediacdo do efeito vasorrelaxante do EUC,
assim, torna-se essencial investigar de forma mais detalhada como esses canais s80 modulados em
condigdes de hiperglicemia e se ha ateragbes estruturais ou funcionais decorrentes do ambiente
metabdlico alterado. Para isso, pretende-se incorporar a este trabalho a técnica de Patch-Clamp, que
permitira a anadlise direta das propriedades biofisicas e farmacol 6gicas dos canais i6nicos envolvidos
na acdo do EUC, fornecendo informagbes mais precisas sobre o modo de ligagdo, condutancia e
sensibilidade desses canais.

Além dos estudos detrofisiolégicos, visumbramos a expansdo das parcerias
interingtitucionais com grupos de pesguisa especializados em toxicologia e farmacologia do
desenvolvimento, com o intuito de aplicar testes de teratogenicidade. Outro eixo de investigacéo
promissor envolve o estudo das vias de mediagdo inflamatdria associadas a DMG, nesse sentido,
pretendemos empregar andlises de marcadores inflamatorios e ensai 0s de expressao génicae proteica,
afim de compreender se 0 EUC exerce efeitos moduladores sobre citocinas pro e anti-inflamatorias,

e setais efeitos estéo correlacionados a sua agdo vasorrel axante.
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8 ANEXOSE APENDICES

ANEXO 1 - Parecer consubstanciando com aprovagao da pesquisa pelo Comité de Eticaem Pesquisa
da Universidade Regional do Cariri.

UNIWERSIDADE REGIONAL DO, CEEW
CARIRI - URCA,

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS DO PROJETD DE PESGLUISA

Trtulo da Peaquisa: ATIVIDADE VASCORRELAXANTE, ANTICXIDANTE E ANTIHINFLAMATORIA DE
METABOUITOS SECUNDARIOS VEGETAIS EM VASDS UMBILICAIS HUMANDS
ACOMETIRDS POR MABETES MELUITUS GESTACIDNAL

Pesquisador: Ros2l Bartosa

Area Tematica:

Versao: 2

CAAFE- TDS2GT23.3 0000 5058

Inatitulgao Proponents: Universidade Regional do Carnr - URCA

Pafrocinador Principal: FUNDACAC CEARENSE DE APDIO AD DESEMVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECHOLOGIDD

DS DO PARECER

Mmero o0 Parecer §.653.278

Apresentagas oo Projeto;
O corddo umblleal humaEns exsrce grande Importanca para a manwencao da wda fefal, desse modo, o
desequilbnio 9o seu funcionamentd 86t Implicado em uma sene de distinsas, antre o5 quals o Dlabetes
Mellitus Gestacional (DMG). O DMG pode SUMTr varos malefiics, prncipalmente nas fungdes vasculares,
Nees QUAE POUCOs Medcamemog FUam para dminuinprevani SU3s consequeéncias. Com iS50, 3 DUSCa por
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ANEXO 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Eu, , portador do RG , académico do curso de
da Universidade Regiona do Cariri (Campus Pimenta, Crato, Ceard),
sob orientacdo do Prof.(a). e coorientacdo do Prof.(a).

, estou realizando uma pesquisa intitulada: Influéncia de metabdlitos
secundarios vegetais na fisiologia da vasculatura umbilical humana acometida por diabetes
mellitus gestacional: atividade vasorrelaxante, antioxidante e anti-inflamatoéria de metabdlitos
secundarios vegetais em vasos umbilicais humanos acometidos por diabetes mellitus
gestacional, que tem como objetivo gerd investigar a vasoatividade de metabdlitos secundarios de
ocorréncia vegetal em vasos umbilicais humanos saudaveis e acometidos com diabetes mellitus
gestacional.
Essa pesquisa tem como modelo experimental o cordéo umbilical humano e necessita da doacéo
desse materia bioldgico para ser redlizada. Por essa razéo, a Sra. estd sendo convidada a participar
voluntariamente dessa pesquisa (12 etapa) podendo, caso se sinta desconfortavel, desistir a qualquer
momento, sem sofrer nenhum dano. Em caso de aceite, vosso prontudrio sera consultado pararegistro
de dados clinicos e outras informagdes necessarias (22 etapa) com garantia de anonimato, e um
fragmento do corddo umbilical da por¢do destinada ao descarte seré coletado (32 etapa), logo apds o
parto, ndo trazendo nenhum prejuizo a mée e ao filho(a).
A redlizacdo desta pesquisa € de grande relevancia, pois favorecerd a descoberta de produtos naturais
com potencial para tratar/prevenir as complicacOes vasculares decorrentes da diabetes mellitus
gestacional. Qualquer davida em relagdo a pesquisa poderd ser esclarecida pelos pesquisadores
através dos seguintes contatos. (88) 99619-8716, (88) 98865-0857 ou (88) 99802-9135, e paramais
informagdes contate 0 Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Regional
do Cariri (endereco: rua Cel. Antonio Luiz, 1161, CEP 63105-000, Pimenta - Crato/CE, (88)
3102.1212, cep@urca.br)

Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em participar deverd preencher e assinar o Termo de
Consentimento Pés-esclarecido que se segue, e receberd uma copia deste Termo.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Nome do (s) responsavel (eis):
Data de nascimento: / /
RG ou CPF:

Foi esclarecido que:

* 0 fragmento de corddo umbilical - FCU - devera ser coletado somente apds a seccéo do cordéo
umbilical, ndo trazendo, portanto nenhum prejuizo amae e ao (a) filho (a);

* 0 FCU devera ser utilizado para realizagao de experimentos com vasos umbilicais humanos (veias
e artérias). O critério de utilizacdo devera ser de acordo com as hormas do comité de ética humano;

* todas as informagdes referentes a mae, ao (a) filho (a) e ao FCU coletado, deverdo ser tratadas de
forma sigilosa, garantindo o anonimato;

* 0 prontuario hospitalar da mae ou do (a) filho (a) podera ser consultado pelos pesquisadores a
qualquer momento, para obtencdo de dados sociodemograficos, clinicos, obstétricos e bioquimicos
Necessarios;

* 0 Laboratorio de Fisiofarmacologia das Cé¢lulas Excitaveis - LFCE - fica autorizado a descartar o
restante do FCU caso néo sgja utilizado para fins de experimentos fisiof armacol 6gicos,

» fica autorizada a utilizacdo da unidade do FCU em outros projetos de pesquisa aprovados pelo
comité de ética humano, projetos esses vinculados com a Universidade Regional do Cariri - URCA,;
* ndo receberemos nenhuma remuneragdo, compensacao material ou financeira, ou privilégio pela

doacéo da unidade do FCU;
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* a doacao ¢ livre e voluntaria sendo facultada a desisténcia no momento da coleta, sem que isto cause
prejuizo ao atendimento da mée e do recém-nascido;

* este consentimento prévio nao obriga o hospital, a maternidade, ou a URCA a colher o FCU do (a)
nosso (minha) filho (a), se houver impedimentos técnicos para a col eta;

* lemos, compreendemos e estamos satisfeitos com todas as informagdes recebidas. Pudemos
formular todas as perguntas convenientes e todas as duvidas foram esclarecidas.

* Em consequéncia, damos o nosso consentimento para coleta do FCU do (a) nosso (a) filho (a) e
aceitamos as condi¢Oes acima descritas.

Assinaturado (s) responsavel (eis) legal (ais)

Assinatura e carimbo do meédico responsavel pela coleta

Assinatura e carimbo do pesquisador responsavel pela pesguisa/coleta

N°do TCLE: /
Loca: Data:
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ANEXO 3 - Termo de Anuéncia da Instituicdo Coparticipante

- v
SAOCAMILO

Hosootl e Atatornedingto
S0 Francesto o Avss

ANUENCIA DE INSTITUICAO COPARTICIPANTE

Fu, Dr. Marcedo Vasconcelos (CPF o 413 101958 42, pG w
000N L02, ONS W telefone: (J4) TFIE5 9340, email:
__), DIRETOR ADMINISTRATIVO ns Sociedade Bemeficente Sdo
Camilo - Hospital ¢ Matemnidade S8o Francisco de Assis, responsdvel pela Seciedade
Boncficowe Sdo Camilo - Hospital ¢ Maternidade S30 Francisco de Assis (ONP) o
6O975.737/0054-63, tclcfome: (B8) 3312-4000, o-mail: owvidoris@ saocamilocemo org.br),
sitvada na Rua Coronel Amdnio Luiz, n® 1028 (CEP: 63105.000), bairro Pimenta, Crato {Ceard
~ Brasil), declaro, para os devidos fins, ter ciénela dos objetivos ¢ metodologia do projeto
mtinelado “Influlacia de metabedlitos secundirios vegetals na fisiolegia da vasculatura
umbilical humana acometida por diabetes mellitus gestacional: Atividade vaserrelazante,
antioxidante ¢ antl-inNamatdria de metabdlitos secundirios vegetais em vasos umbilicals
humanos acometidos por dialsetes mellitns gestacional”, que seri desenvolvido sob a
responsabilidade da pesquisadors Dra. Rosell Barbosa (CPF n® 20645371807, RG »*
2008434127.5, MariculsURCA:  431287x,  telefone:  (B8)  5619-8716,  e-mail:
rosclibarbo@gmail.com, enderegac Labormdrio de Fisiofarmacologia das Células Excitiveis -
Universidade Regional do Cariri CNPJ 06.740.864/0001-26, Rua Coronel Antdnio Luiz, 1161,
CEP 63105-000, bairro Pimenms, Crao, Ceand, Brasil).

Na condigdo de instituigho coparticipante desse projeta, sutorizo a realizagio da coleta
de manerial biolégico (cordio umbilical humeno com sangue), ¢ de dados pessoais (dats de
nascimento ¢ tipo sanguinco) ¢ varidveis sociodemogrificss, ¢linicss, antropométricas ¢
bioquimicas o bindmio doador (m3cbebt), a partir do prosfuidno ¢ eventuais breves perguntas
(em casos excepcionais da informagio ndo constar no pronliirio), mediante fomulino de
coleta de dados, pels equipe composta aldm da pesquisadom resporsdvel, por doutores
colaboradores (Dr. Luls Percirz de Morais ~ Pés-doutorando! URCA, Dra. Andressa de
Alencar Silva - DocateURCA & Drs. Renata Evaristo Redrigues Silva ~ Docemto/URCA)L
pos-graduandos (Me. Paule Ricardo Batista -~ DowtorsndoPPQB-URCA, Ma. Sara Tavares
de Sousa Machado ~ DowtorandaPPQB-URCA, Ma. Carla Mikevely de Sena Bastos -
DowtorasdyPPGCF-UECE, Bela. Francisca Daliane Severine da Silva - Mestrunda PPQB-
URCA, ¢ Bel. Francisco Jusio Diss — MestrandoPMBgBM-UFCA) ¢ graduandas (Gabricla
Lucens Calixto - DENFAIRCA,, Lalza Maria Ulisses Msgalhdes - DCBioURCA. Luix
Ramoa des Sastos Percira - DCBIOURCA, Maria Raguel da Silva Duarte -
DCBioURCA, Antonio César Vielra da Silva -~ DCBio/URCA, ¢ Maria Jérica da Sitva
Sousa - DCBio/URCA), medianic acordo prévic cntre os pesquisadores ¢ o DIRETOR
ADMINISTRATIVO da Sociedade Benelicento S30 Camilo - Hospital ¢ Maternidade Sho
Frascisco de Assis (Jocal onde 3 coleta serd realizada), quanto § escolha s dias ¢ hordrios
adequados para realizagio da coleta dos dados conforme disposto no projeto.

Fsta autorizaglo cstd condicionada & aprovagdo da referida pesquisa poc um Comand de
Frics om Pesquisa antes do infcio da coleta de dados. O descumprimento desse
condicionamento sssegura-nos o direito de retifar esta anudncla 8 gualquer mooento da

posquise.
Crato (Ceard - Brusil), 25 de oY  de 2024,
o ulmang 8
Assinatura legl vd'd\; respoasivel pela Instituigdo ¢ carimbe
P D i i Ak rin
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ANEXO 4- Termo de Autorizacdo para Publicacéo de Teses e Dissertacfes Eletr6nicas

Na qualidade de titular dos direitos de autor da publicacdo abaixo identificada, autorizo a
Universidade Regional do Cariri — URCA, adisponibilizar por tempo indeterminado ao alcance do
publico a obra abaixo citada, através do site http://bdtd.ibict.br/bdtd/, bem como da rede mundial de
computadores — Internet, sem pagamento dos direitos autorais, de acordo com a Lel n° 9610/98,
conforme permissdes assinaladas, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de
divulgacdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data, atendendo a Portaria N° 13 de
15/02/2006 da CAPES.

|dentificacso do Material Bibliogréfico: | () Dissertacdio | (X) Tese
Autor: Sara Tavares de Sousa Machado

CPF:064.529.543-42 RG: 2007895126-1

Nacionalidade: Brasileira Estado Civil: Solteira

Endereco Completo: Rua Vereador José Bezerra Sobrinho, 171

CEP: 63046333 Cidade: Juazeiro do Norte | Estado: CE
Fone/Celular: E-mail: saratavares@urca.br

Titulo: EUCALIPTOL (1,8-CINEOL) PROMOVE VASORRELAXAMENTO EM ARTERIASE

VEIAS UMBILICAIS HUMANAS DE PARTURIENTES NORMOGLICEMICAS E COM

DIABETES MELLITUS GESTACIONAL ATRAVES DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS

IONICOS EM ESTUDO ex vivo E in silico

Orientador: Roseli Barbosa

Coorientador: Luis Pereirade Morais

Membros da Banca:

Profa. Dra. Roseli Barbosa- Orientadora/Presidente (Universidade Regional do Cariri-URCA)

Prof. Dr. Luis Pereirade Morais- Coorientador (Universidade Regiona do Cariri-URCA)

Profa. Dra. Janaina Esmeraldo Rocha (Membro titular interno)

Profa. Dra. Maria Flaviana Bezerra Morais Braga (Membro suplente interno)

Profa. Dra. Renata Evaristo Rodrigues Duarte (Membro titular externo ao programa de pos-

graduacao)

Profa. Dra. Yedda Maria Lobo Soares de Matos (Membro titular externo ao programa de pés-

graduacao)

Profa. Dra. Emmily Peticia do Nascimento Sales (Membro suplente externo ao programa de pés-

graduacao)

Data da Defesa: 16/09/2026 | Curso: Pés-graduacdo em quimica biol 6gica

Area do Conhecimento: Bioatividades

Palavras-Chave: Canais de Célcio tipo L; Diabetes mellitus gestacional; Vasorrelaxamento;

Eucaliptol.

3. Agéncia de Fomento:

Informacbes de Acesso a0 Documento: para | ( X ) Acesso Tota () Acesso Parcia

publicacdo

Em caso de publicacdo parcial, especifique o(s) arquivo(s) e/ou capitulo(s) restrito(s):
Crato, 30 de setembro de 2026
Havendo concordancia com a publicagéo el etronica enviamos o(s) arquivo(s) em formato digital PDF
datese ou dissertacdo geradaapartir daversao final corrigida e aprovadapelo Orientador. A restricéo
(parcia ou total) podera ser mantida por até dois anos a partir da data de autorizacdo da publicacéo
sob responsabilidade do Programa. A extensdo deste prazo demandara justificativa formal
apresentada sera comunicada a CAPES

Assinatura do Autor: Assinatura do Orientador:
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