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RESUMO

Os antagonistas de adrenoceptores 3 sdo usados com sucesso no tratamento de
desordens cardiovasculares, mas os mecanismos de acdo destas drogas ndo sdo ainda
claros. Os objetivos deste trabalho foram: 1) Avaliar os efeitos relaxantes diretos dos 3-
bloqueadores atenolol, metoprolol e propranolol em anéis de aorta e de artéria
mesentérica de ratos; 2) Avaliar a influéncia do tratamento com propranolol in vivo sobre
a reatividade de anéis de aorta e de artéria mesentérica de ratos tornados hipertensos pelo
bloqueio cronico da sintese de 6xido nitrico. Foram utilizados ratos Wistar machos (200-
250 g) procedentes do CEMIB-UNICAMP. Os animais foram anestesiados com halotano,
ap6s o qual a aorta e a artéria mesentérica foram removidas. Anéis de aorta e de artéria
mesentérica foram montados em banho para 6rgdos isolados contendo solucao de Krebs
(37°C, 95 % O,/ 5% CQO,). Os anéis foram ligados a transdutores isométricos, os quais,
por sua vez, estavam conectados a um sistema Powerlab® de aquisi¢io de dados. Para
atingir o primeiro objetivo, curvas concentragdo-efeito aos P-bloqueadores foram
construidas em anéis pré-contraidos com fenilefrina, com endotélio integro ou removido,
na auséncia ou na presenca de L-NAME, ODQ ou indometacina (inibidores da sintase do
6xido nitrico, da guanilil ciclase solivel e da ciclooxigenase, respectivamente). O DL(%)-
propranolol promoveu relaxamento dependente da concentragdo nos anéis de aorta e de
artéria mesentérica, ao passo que o metoprolol e o atenolol causaram discreto ou nenhum
relaxamento. Os isomeros S- e R- do propranolol relaxaram ambas as preparagdes, na
mesma magnitude que a mistura racémica. Estes relaxamentos foram reduzidos apds a
remog¢do do endotélio ou adicio de L-NAME ou ODQ, mas ndo foi afetado pela
indometacina. Em anéis de aorta e de artéria mesentérica com endotélio intrego, a
incubagdo com propranolol aumentou os niveis teciduais de GMPc (mas ndo AMPc). A
adicao de CaCl, (1-10 mM) em meio desprovido de célcio resultou em contracdo
dependente da concentracdo nos anéis de aorta e de artéria mesentérica. Estas contracdes
foram significativamente reduzidas na presenca do propranolol, e abolidas na presenca
concomitante de propranolol e nifedipina. Para atingir o segundo objetivo deste estudo,
os ratos foram submetidos a tratamento por 4 semanas com L-NAME e/ou propranolol,
ap6s o qual a aorta e a artéria mesentérica foram isoladas. Curvas concentragdo-efeito a

acetilcolina, gliceriltrinitrato e ao cloreto de célcio foram construidas. O tratamento

xli



cronico com o L-NAME aumentou a pressdo arterial dos animais, sendo este aumento
prevenido nos ratos co-tratados com propranolol. O relaxamento induzido pela
acetilcolina foi praticamente abolido na aorta e na artéria mesentérica dos animais
tratados com L-NAME. No entanto, somente na artéria mesentérica, o propranolol foi
capaz de reverter (parcialmente) o relaxamento induzido pela acetilcolina. Esta reversao
ndo foi observada em artéria mesentérica pré-contraida com KCI (80 mM). Na artéria
mesentérica (mas ndo na aorta), o relaxamento induzido pelo gliceriltrinitrato foi
potencializado em todos os tratamentos. A contra¢do induzida pelo CaCl, foi maior nos
vasos dos animais tratados com L-NAME, sendo este aumento prevenido nos animais co-
tratados com propranolol. Os niveis plasmaticos de nitrito/nitrato e a atividade plasmatica
da SOD aumentaram no grupo L-NAME, e o co-tratamento com propranolol preveniu
este aumento. Em conclusdo, nossos resultados mostraram que o propranolol age no
musculo liso vascular, promovendo relaxamento através de mecanismo parcialmente
dependente do endotélio, aumentando os niveis de GMPc, e através do bloqueio do
influxo de cdlcio. Na hipertensdo arterial induzida pelo L-NAME, o propranolol
preservou a funcdo endotelial, associado a liberagdo de EDHF e/ou prostaciclina. Os
efeitos relaxantes do propranolol podem estar contribuindo para os efeitos
antihipertensivos deste composto, melhorando a reatividade vascular, principalmente da

artéria mesentérica.
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ABSTRACT

[-adrenoceptor antagonists are largely and successfully prescribed to patients with
arterial hypertension and other cardiovascular diseases, but the exact mechanisms of their
long-term antihypertensive effects are not completely understood. The aim of this work
was: 1) To evaluate the relaxing effects of the B-blockers atenolol, metoprolol and
propranolol in the rat aortic and mesenteric artery ring; 2) To evaluate the influence of
the propranolol, administered chronically, in the aorta and mesenteric arteries reactivity
in hypertensive rats induced by chronic blockade of nitric oxide synthase. Male Wistar
rats (200-250g) were anaesthetized with halothane and sacrificed. The aortae and the
mesenteric artery were excised, cut in rings and mounted in a 10-ml organ bath
containing Krebs solution (37°C, 95 % O,/ 5% CQO,). Each ring was connected to an
isometric transducer which was connected to a data acquisition system Powerlab®. In
order to investigate the first aim, concentration-response curves were obtained in aortic or
mesenteric rings with intact or denuded endothelium, in the absence or in the presence of
L-NAME, ODQ or indomethacin (nitric oxide synthase, guanilyl ciclase and
ciclooxygenase inhibitors, respectively). DL(z)-propranolol relaxed, in a concentration-
dependent manner, the aortic and the mesenteric rings, while metoprolol and atenolol
caused a slight or none relaxation. The S- and R- propranolol isomers relax both
preparation, with the same magnitude of racemic mixture. These relaxing effects were
reduced after endothelium denudation or in the presence of L-NAME or ODQ, but they
were not affected by indomethacin. In intact-endothelium aortic and mesenteric rings,
after incubation with propranolol it was seen an increase in the tecidual cGMP (but not
cAMP) levels. Addition of the CaCl, (1-10 mM) in a Ca’*-free medium induced a
concentration-dependent contractions of aortic and mesenteric rings. These contractions
were significantly reduced in the presence of propranolol and abolished when nifedipine
was added concomitantly to propranolol. In order to investigate the second aim of this
work, rats were chronically treated with L-NAME and/or propranolol, during 4 weeks,
and then, the aortae and the mesenteric artery were isolated. Concentration-response
curves for acetylcholine, glyceriltrinitrate and CaCl, were obtained. Chronic
administration of L-NAME increased the mean arterial pressure and this increase was

prevented in rats co-treated with propranolol. Relaxing resposes to acetylcholine was
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abolished in the aortic and mesenteric rings from L-NAME treated rats. However, in the
mesenteric arteries, propranolol was able to restore (partially) the relaxing response for
acetylcholine. This restoration was not seen when tissues were precontracted with KCI
(80 mM). In the mesenteric artery (but not in the aorta), the potency of glyceriltrinitrate-
induced relaxation was higher in all treated groups. The contractions induced by CaCl,
were higher in vessels from L-NAME-treated rats and this increase was prevented in
vessels from animals co-treated with propranolol. Plasma levels of nitrite/nitrate and
SOD activity were reduced L-NAME group, and the co-treatment with propranolol
prevented this decrease. In conclusion, our results showed that propranolol acts through
the vascular smooth muscle, inducing relaxation by a mechanism which involves the
endothelium integrity and increasing cGMP levels and blocking the calcium influx. In the
arterial hypertension induced by L-NAME, propranolol improves the endothelial function
associated to EDHF or prostacyclin release. The antioxidant or the relaxing effects of the
propranolol could be contributing to its antihypertensive effects, improving the vascular

reactivity, mainly in the mesenteric artery.
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1. INTRODUCAO

Os antagonistas de adrenoceptores § sdo amplamente prescritos a pacientes com
hipertensdo arterial e outras doencas cardiovasculares, mas os mecanismos de acdo destes
farmacos sdo pouco compreendidos. Diversos estudos mostram que a reducdo da pressdo
arterial em resposta aos f-bloqueadores € associada a liberagcdo de fatores de relaxamento
derivados do endotélio, particularmente de 6xido nitrico (NO), mas reduciao na produgio
de anion superdxido e efeitos antioxidantes t€m sido também apontados para se explicar
os efeitos anti-hipertensivos dos B-bloqueadores (Mostaghim et al., 1986; Gao et al.,
1991; Broeders et al., 2000; Kurosaki et al., 2000; Arumanayagam et al., 2001). Outros
mecanismos como aumento da produgdo de prostaglandina vasodilatadora pelo rim e
vasos, redu¢do da liberacdo de fatores contréteis pelo endotélio, aumento da atividade da
Na'/K*-ATPase vascular e aumento da habilidade do mdsculo liso vascular em seqiestrar
célcio para os estoques intracelulares parecem também contribuir para os efeitos
terapéuticos dos B-bloqueadores (Hirawa et al., 1991; Kahonen et al., 1994; Pacca et al.,
2002). Embora a terceira geracao de B-bloqueadores (nebivolol e carvedilol) tenha sido
introduzida, com sucesso, na clinica, para o tratamento da hipertensdo arterial, doencas
cardiacas isquémicas e arritmias cardiacas (Abraham & Iyengar, 2004; Greenberg, 2004;
Puddu er al, 2004), a terapia convencional com o propranolol (B-bloqueador nao
seletivo), € ainda largamente utilizada devido ao baixo-custo e alta eficdcia (Rokutanda et
al.,, 1983). Entretanto, os mecanismos envolvidos no efeito anti-hipertensivo do
propranolol ainda ndo foram esclarecidos. Além de bloquear os adrenoceptores B em
diversos 6rgdos-alvo, sabe-se que o propranolol atua por mecanismos independentes de

receptor, chamados de “atividade estabilizadora de membrana”, os quais também
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parecem contribuir para os seus efeitos terapéuticos (Daugherty et al., 1986; Doggrel,
1999; Marano et al, 2002). Estudos experimentais recentes demonstraram que O
propranolol é capaz de prevenir a hipertrofia ventricular esquerda induzida por bandagem
da aorta em ratos, por um mecanismo independente do bloqueio do adrenoceptor f3
(Marano et al,, 2002). Em modelo experimental de hipertensdo arterial induzida pela
inibi¢do crénica de NO em ratos, demonstrou-se também que o propranolol é capaz de
prevenir a hipertensao arterial e de atenuar a hipertrofia ventricular esquerda e a fibrose
miocdrdica (Pacca et al, 2002). No presente estudo, procuramos aprofundar o
entendimento do mecanismo de a¢do do propranolol na redugdo da resisténcia vascular
em ratos. Para tanto, investigamos os efeitos diretos do propranolol na musculatura lisa
vascular de ratos, bem como a influéncia do propranolol sobre as alteracdes de

reatividade vascular em ratos submetidos a inibi¢ao crdnica da sintese de NO.
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1.1 REGULACAO DO TONUS DA MUSCULATURA LISA VASCULAR

A contragdo e o relaxamento do musculo liso vascular sd3o controlados pela
concentracio citoplasmética de cdlcio ([Ca**]c) que, em condicdes basais, é de
aproximadamente 100 nM, enquanto que no meio extracelular é de 1 a 3 mM. E este
gradiente quimico de cerca de 10.000 vezes entre o meio intracelular e extracelular que
favorece o influxo de Ca2+, Além disso, o meio intracelular é mais eletronegativo que o
meio extracelular, favorecendo o influxo de Ca** (Missiaen et al, 1991). Para manter essa
concentracio de Ca®* em niveis basais, a célula possui mecanismos de controle, como a
troca de Na*-Ca®* e a Ca’-ATPase da membrana plasmdtica e do reticulo
sarcoplasmatico.

O principal determinante do tonus vascular é o nivel de fosforilagdo da cadeia
leve da miosina, que € controlado pela quinase da cadeia leve da miosina (MLCK),
dependente de Ca2+—calmodulina, e pela fosfatase da cadeia leve da miosina (Hartshorne,
1987). A contragao das células do musculo liso vascular inicia com o aumento da [Ca2+]c,
que pode ocorrer por aumento do influxo de Ca®" do espaco extracelular através dos
canais para Ca™ operados por receptores ou da liberacio de Ca” dos estoques do reticulo
sarcoplasmético. Subsequentemente, ocorre a ligacdo do Ca®* a calmodulina, formando o
complexo Ca**-calmodulina, que leva 2 ativacdo da MLCK, a enzima responsdvel pela
fosforilagdo da cadeia leve da miosina. A fosforilagdo da cadeia leve da miosina permite
que a miosina interaja com a actina e o trifosfato de adenosina (ATP), resultando na
ligacdo da ponte cruzada da miosina com a actina. Isto gera um estado de ligacdo forte
entre essas duas proteinas, produzindo a contragdo vascular. A reducio da [Ca®*]c desfaz

2 . . . . C . 2
o complexo Ca *_calmodulina, que inativa a MLCK, e ativa a fosfatase da miosina, que é
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a enzima que desfosforila a cadeia leve da miosina, removendo os fosfatos de alta
energia, promovendo assim o relaxamento muscular (Webb, 2003).

O aumento da fosforilagdo da cadeia leve da miosina e a capacidade da célula em
produzir tensio em niveis sub-6timos de Ca®* é um mecanismo conhecido como
sensibilizagdo ao Ca™, sendo a inibi¢do da fosfatase da miosina o principal fator que
contribui para este fendmeno (Kubota et al., 1992; Somlyo & Somlyo, 1994; 2000).

Acredita-se que a ativacdo da fosfatase da miosina ocorra pela via do NO/GMPc,
reduzindo a fosforilacdo da cadeia leve da miosina, levando a dessensibiliza¢do ao Ca**
(Wu et al.,, 1996; Lee et al., 1997). Entretanto, a base molecular para a ativacdo da

fosfatase da miosina ndo € completamente entendida.

Oxido Nitrico (NO)

O NO estd envolvido em uma série de fungdes fisioldgicas, incluindo relaxamento
de miisculo liso e neurotransmissao no sistema nervoso central e autbnomo (Moncada et
al., 1991; Garthwaite, 1995), sendo a maior parte de seus efeitos mediada pela
estimulacdo direta da guanilil ciclase soldvel (Lucas et al., 2000).

As enzimas responsdveis pela geracdo de NO sdo conhecidas como 6xido nitrico
sintases (NOS) e catalizam a oxidag¢do do nitrogénio do grupamento guanidino da L-
Arginina (L-Arg), formando NO e L-citrulina em duas etapas, com a formacdo do
intermedidrio N®-hidroxi-L-arginina (Marletta, 1988, 1993; Marletta et al, 1988;
Feldman et al., 1993; Fukuto & Chaudhuri, 1995; Ignarro & Murad, 1995; Kerwin et al.,

1995).
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Trés isoformas de NOS (NOS I, II e III) sao codificadas por trés genes diferentes
e podem ser classificadas em duas familias: NOS constitutiva (NOS I e NOS III) e NOS
induzivel (NOS II). As NOS constitutivas foram primeiramente caracterizadas em
neurénios (NOS I ou nNOS) e em células endoteliais (NOS III ou eNOS),
respectivamente, sendo reguladas pelo complexo Ca**/calmodulina (CaM). Estas
isoformas produzem pequenas quantidades de NO por curtos periodos de tempo
(segundos a minutos), e, neste caso, o NO parece desempenhar fun¢des regulatdrias na
neurotransmissdo e no sistema cardiovascular. A NOS II (iNOS) foi primeiramente
isolada de macréfagos estimulados com lipopolissacarideo e interferon-y. Esta enzima é
essencialmente Ca**-independente e pode produzir NO por longos periodos (horas a dias)
ap6s sua expressdao (Knowles & Moncada, 1994; Forstermann et al., 1994; 1998;

Forstermann & Kleinert, 1995; Ignarro & Murad, 1995).

As NOS sao ativas na forma de homodimeros de pesos moleculares entre 250-300
kDa. A ligacdo da CaM reforga a transferéncia de elétrons no dominio redutase e permite
a reducdo do grupamento heme com conseqiiente ativacdo da NOS (Matsuoka et al.,
1994; Abu-Soud et al., 1994).

O L-NAME, um andlogo da L-Arg substituido no grupamento guanidino (N®),
inibe todas as isoformas da NOS. Outros andlogos da L-Arg substituidos no mesmo
grupamento também sdo capazes de inibir a atividade da NOS. Neste caso, a inibi¢do
ocorre em graus variaveis e mecanismos distintos, porém todos envolvem a ocupacao do
sitio ligante para o substrato (Mayer & Andrew, 1998; Boucher et al., 1999).

A guanilil ciclase solivel € expressa no citoplasma de quase todas as células de

mamiferos e medeia varias fun¢des, como inibicao da agregacdo plaquetdria, relaxamento
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do musculo liso, vasodilatacdo, transdug@o de sinais em neurdnios e imunomodulagio
(Collier & Vallance, 1989). A guanilil ciclase solivel € um heterodimero composto de
subunidades o e 3, com massas moleculares de 77 e 70 kDa, respectivamente (Koesling
et al., 1991; Schulz et al., 1991; Hobbs, 1997). Cada subunidade contém um dominio
regulatorio N-terminal (grupo prostético heme e regido de dimeriza¢do) e um dominio
catalitico C-terminal. A expressdo das duas subunidades € necessdria para atividade

catalitica (Harteneck et al., 1990; Buechler et al., 1991).

A presenca do grupo prostético heme € necessdria para ativacdo da guanilil ciclase
solivel pelo NO (Gerzer et al., 1982; Ignarro et al., 1982; Ohlstein et al., 1982). O grupo
heme corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro dtomos de nitrogénio
que circundam um 4tomo de ferro na posicdo central, o qual pode encontrar-se como Fe**
(forma reduzida) ou Fe’* (forma oxidada). O quinto membro do anel na guanilil ciclase
soliivel é um ligante axial imidazdlico na posi¢ao His105 (Stone & Marletta, 1994). A
mutacdo deste aminodcido, localizado préximo ao N-terminal da subunidade [,
determina a incapacidade da guanilil ciclase soltivel de se ligar ao grupo heme, resultando

em uma enzima insensivel ao NO (Wedel ef al., 1994).

O NO ativa a guanilil ciclase solivel por ligar-se diretamente ao grupo heme
formando um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligagio do NO promove a quebra da
ligacdo entre a His105 axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO estd presente na
quinta posi¢do, criando assim uma mudanca conformacional capaz de ativar a guanilil
ciclase soluvel (Traylor & Sharma, 1992; Stone et al., 1995; Lucas et al., 2000). Esta
ativacdo causa elevagdo nos niveis de GMPc, o qual € clivado a partir do GTP pela

guanilil ciclase soluvel (Rapoport & Murad, 1983; Lucas et al., 2000). Sao propostos
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varios mecanismos para explicar a atividade relaxante resultante de um aumento nos
niveis de GMPc induzido pelo NO (Waldman & Murad, 1987; Lucas et al., 2000). Estes
incluem: (1) inibicdo da geracdo de IPs; (2) aumento do seqiiestro de Ca** citossélico; (3)
desfosforilagdo da cadeia leve da miosina; (4) inibi¢do do influxo de Ca™; (5) ativagdo de
proteinas quinases; (6) estimulacdo da Ca’*-ATPase de membrana e (7) abertura de

canais para K.

Fator de Hiperpolarizacao Derivado do Endotélio (EDHF)

As células endoteliais liberam diferentes substincias que regulam o tonus das
células do musculo liso vascular. Dependendo do leito vascular, o NO, a prostaciclina, os
4cidos epoxieicosatriendico e o EDHF podem agir como mediadores da hiperpolarizagdo
dependente do endotélio.

Em 1984, foi demonstrado, em artéria mesentérica de cobaia, que o agonista
muscarinico carbacol causa hiperpolarizacio dependente do endotélio (Bolton et al.,
1984). Este fenomeno foi confirmado em outros leitos vasculares de diferentes espécies
animais. Logo surgiram estudos demonstrando que o efeito hiporpolarizante podia ser
parcial ou totalmente resistente aos inibidores da ciclooxigenase (COX) e da NOS, e que
estas respostas nao eram acompanhadas por aumento dos niveis de AMPc ou GMPc nas
células do musculo liso vascular (Bény & Brunet, 1988; Taylor et al., 1988a; Richard et
al., 1990; Cowan & Cohen, 1991; Miigge et al., 1991; Illiano et al., 1992; Nagao et al.,
1992; Nagao & Vanhoutte, 1992a,b; Zygmunt et al., 1994; Garcia-Pascual et al., 1995).

Surgiu, assim, o conceito da existéncia de um Fator Hiperpolarizante Derivado do
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Endotélio, denominado EDHF, diferente do NO e da prostaciclina, capaz de promover
hiperpolarizacdo do musculo liso e relaxamento vascular.

A hiperpolarizac¢do envolve o aumento da condutincia ao potdssio, sendo o grau de
hiperpolarizacdo inversamente proporcional a concentragdo extracelular dos fons potdssio
(Nagao & Vanhoutte, 1992a,b; Van de Voorde et al., 1992). Além disso, postula-se que o
EDHF seja importante no inicio do relaxamento do mudsculo liso por reduzir
indiretamente o movimento do cdlcio através dos canais para cdlcio dependentes de
voltagem. Desta forma, sugere-se que o EDHF tem um papel predominante nas artérias
de pequeno calibre onde, comparados as artérias de maior calibre, as células do musculo
liso sdo mais dependentes do influxo do célcio extracelular durante a contracido (Nilsson
et al., 1994).

Sabe-se que o EDHF ¢ de grande importancia no controle do tonus vascular, uma
vez que pequenas mudangas (poucos mV) no potencial de membrana podem resultar
numa altera¢do substancial do didmetro do vaso (Nelson & Quayle, 1995; Brayden &
Nelson, 1992). Entretanto, os tipos de canais para potdssio envolvidos na resposta
mediada pelo EDHF ainda ndo foram bem caracterizados. Em leito mesentérico de rato
(Adeagbo & Triggle, 1993), artéria coronéria bovina e de porco (Hecker et al., 1994),
artéria oviductal bovina (Garcia-Pascual er al, 1995) e em artéria mesentérica de coelho
(Murphy & Brayden, 1995), o efeito do EDHF é bloqueado pela apamina, sugerindo o
envolvimento dos canais para potdssio dependentes de célcio. Por outro lado, em artéria
cardtida de cobaia, mesentérica de rato e corondria de porco, a combinacdo da apamina
com a caribdotoxina (inibidores dos canais para potdssio dependentes de célcio de baixa e

de alta condutancia, respectivamente) foi necessdria para abolir a hiperpolarizacdo
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resistente aos inibidores da NOS e da COX (Corriu et al., 1996; Chataigneau et al.,1998

a, b).

Canais para cdlcio no controle do tonus muscular

A disfuncao endotelial leva a reducdo da biodisponibilidade do NO que resulta em
aumento na ativacdo dos canais para Ca®* nas células do misculo liso vascular. Niveis
elevados de GMPc promovem um relaxamento que, em parte, € devido a reducdo do
influxo de Ca®* através dos canais para Ca®* voltagem-dependente do tipo L. O NO inibe
estes canais para uma maneira indireta e direta. A primeira se dé pela ativacdo da proteina
quinase G, que causa a abertura dos canais para K* e polariza a célula, resultando em
desativacdo dos canais para Ca™ voltagem-dependente. A maneira direta ocorre através
da fosforilacio da PKG ou das fosfoproteinas regulatdrias, no préprio canal de Ca™,
diminuindo a abertura destes canais, independentemente de voltagem (Blatter & Wier,
1994; Clapp & Gurney, 1991; Tewari & Simard, 1997).

Diversos estudos tém associado a hipertensdo arterial e a disfun¢do do endotélio
com alteragdes no aparato contrétil e na sensibilidade ao Ca®*. Em 1998, Simard er al.
demonstraram que as correntes geradas pela abertura dos canais para Ca® estdo
aumentadas em células de musculo liso cerebral de ratos hipertensos, e atribuiram este
efeito a diminuic¢ao da biodisponibilidade do NO, diminuindo o antagonismo fisiolégico
entre NO e os canais para Ca>*. No entanto, o mesmo grupo demonstrou que, na vigéncia
de dano endotelial, além de aumento das correntes de Caz+, ha um aumento na densidade
dos canais para Ca™, indicando que a integridade do endotélio é fundamental na

regulacdo da disponibilidade destes canais em células de musculo liso (Simard & Li,
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2000). Similarmente, Xiao & MacArdle (1994) demonstraram um aumento da densidade
e alteracdo das propriedades farmacolégicas das correntes de Ca** dos canais para Ca’*
tipo L em cardiomidcitos ventriculares de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
durante o desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda.

Em modelo experimental, a bandagem da aorta leva a hipertrofia ventricular
esquerda, a qual é atenuada pelo tratamento cronico com propranolol. Neste modelo, a
bandagem da aorta leva a alteracdes hemodinadmicas e diminui a atividade da ATPase de
Ca®* da miosina, além de reduzir tanto a liberacio como a captacio de Ca** do reticulo
sarcoplasmdtico. Estes efeitos estdo relacionados com aumento do RNAm da cadeia
pesada da miosina e diminuicdo da SERCA2, a proteina responsavel pela captacdo do
célcio do meio intracelular para o reticulo sarcoplasmético (Takeo et al., 2000). Neste
estudo, o tratamento cronico com o propranolol e verapamil promove uma “melhora” da
funcdo cardfaca e normaliza a atividade da Ca**-ATPase da miosina e a expressio do
RNAm da cadeia pesada da miosina e da SERCA2. Isto sugere que, além do -
adrenoceptor, os canais para Ca’* do tipo L desempenham um papel importante na
modulacdo da transi¢do do Ca”™ do reticulo sarcoplasmdtico e distribui¢do da miosina
através da regulacdo da expressdo do gene no coracdo. Além disso, Marano ef al. (2002)
demonstraram que o mecanismo pelo qual o propranolol previne a hipertrofia é
independente do bloqueio do adrenoceptor 3, uma vez que os enantidmeros D e L do
propranolol, isdmeros inativo e ativo do propranolol, respectivamente, também sao
capazes de prevenir a hipertrofia ventricular esquerda. Os efeitos do tratamento com os
enantiomeros do propranolol foram similares aos efeitos do tratamento com a

disopiramida, uma droga anti-arritmica com propriedade estabilizadora de membrana.
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1.2 ADRENOCEPTORES

Os adrenoceptores sdo receptores de membrana ativados pelas catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina), liberadas dos terminais nervosos pds-ganglionares e da
medula adrenal, sendo considerados mediadores endégenos do sistema nervoso simpatico
(Ahlquist, 1948). A ocupacdo dos adrenoceptores pelas catecolaminas ¢é répida,

reversivel, saturdvel, estereoseletiva e leva a formacdo de segundos-mensageiros

intracelulares que desencadeiam a resposta fisiologica.

Inicialmente, os adrenoceptores foram divididos em duas grandes categorias, o e f3,
e posteriormente subdivididos em aa, OB, OLip, O2A, Ol2B, Ol2c, P1, P2 € P3. Atualmente,
postula-se também a existéncia de receptores do subtipo B4 ou receptores B-atipicos
(Lands et al., 1967; Langer, 1974; Berthelson & Pettinger, 1977; Starke, 1981; Han et al.,
1987; MacGrath & Wilson, 1988; Regan et al., 1988; Han et al., 1990; Ford et al., 1994;

Kaumann et al., 1998; Guimaraes & Moura, 2001).

Os adrenoceptores pertencem a familia de receptores de membrana acoplados as
proteinas G, as quais compartilham uma estrutura peptidica comum na qual a porgdo
amino terminal na face extracelular da membrana € ligada a uma cadeia carboxilica
terminal na face intracelular da membrana, por sete dominios transmembranicos. O
tamanho relativo dos grupamentos N e C-terminais, bem como da terceira alca
intracelular, varia consideravelmente de receptor para receptor. A terceira alga
intracelular dos adrenoceptores 3 € o sitio de acoplamento desses receptores a proteina G
(Raymond et al, 1990; Birnbaumer, 1992). As proteinas G sdo heterotrimeros que

consistem de uma subunidade hidrofilica a e duas subunidades hidrofébicas B e y

(Robison et al., 1967). Baseadas na presenca de isoformas da subunidade o, foram
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identificadas 25 proteinas G distintas, sendo 4 isoformas de Gs, 3 de Gi, 2 de Go, 1 de
Gz, 5 de Gq e 2 transducinas. Na auséncia de agonista, quando a proteina G estd inativa,
uma molécula de guanosina difosfato (GDP) encontra-se ligada a subunidade o,
formando um complexo associado as subunidades 3 e y. Na presenca do agonista, o
receptor ativado interage com a proteina G e induz a troca de GDP por guanosina
trifosfato (GTP) na subunidade a. Apds ligar-se ao GTP, a subunidade a dissocia-se das
subunidades Py, tornando-se ativada. A subunidade o permanece livre até que ocorra a
hidrélise de GTP e, novamente, a formacao de GDP, levando a sua reassociagdo com as

subunidades By (Birnbaumer, 1992).

Adrenoceptores a; e o,

A existéncia de subtipos de receptores o;-adrenérgicos foi sugerida, inicialmente,
em ensaios funcionais in vitro onde se mostrou diferencas de poténcia para os
antagonistas prazosin e fenoxibenzamina (Coates et al., 1982; Medgett & Langer, 1984;
Flavahan & Vanhoutte, 1986). Estudos moleculares e de binding levaram a identificacao
de vdrios subtipos de adrenoceptores o, todos exibindo alta afinidade pelo prazosin. A
subdivisdo inicial dos receptores o,; em a4 € o foi baseada na afinidade diferencial do
antagonista competitivo, WB 4101, e do agente alquilante, cloroetilclonidina (Johnson &
Minneman, 1987). Todos os subtipos de a;-adrenoceptores sdo ativados pela adrenalina e
noradrenalina e as respostas mediadas por estes adrenoceptores sdo reduzidas pelo
prazosin. Os adrenoceptores o; apresentam baixa afinidade para antagonistas
adrenérgicos seletivos o, (como a ioimbina e a rauwolscina), e quando acoplados a

proteina Gq, ativam a fosfolipase C levando a formagdo dos segundos-mensageiros
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inositol trifosfato (IP;) e diacilglicerol (DAG), que resulta no aumento do Ca®t
intracelular e na ativacdo da proteina quinase C (Exton, 1985).

A subclassificagdo dos receptores o, foi baseada, inicialmente, na capacidade do
prazosin de inibir a ligacdo da [*H]-ioimbina ou [*H]-rauwolscina em tecidos isolados
(Bylund, 1985; Nahorski et al., 1985; Petrash & Bylund, 1986). Os antagonistas a.,
prazosin e ARC 239, apresentam alta afinidade por adrenoceptores ap, € baixa afinidade
por adrenoceptores opa. Embora alguns estudos funcionais déem suporte a esta
subdivisdo (Bylund & Ray-Prenger, 1989), ainda ¢ dificil demonstrar um perfil
farmacoldgico para receptores apg. Tanto a noradrenalina quanto a adrenalina ativam os
subtipos de receptores adrenérgicos a,, cujo principal mecanismo de agdo estd ligado a

inibicdo da adenilil ciclase.

Adrenoceptores

Os adrenoceptores 3 foram inicialmente divididos em dois subtipos, ; e B,. Esta
divisdo tornou-se possivel gracas ao desenvolvimento de agonistas e antagonistas
seletivos para cada subtipo de receptor B e a aplicagdo terapéutica de vdarios destes
agentes (antagonistas seletivos [3; e agonistas seletivos [3;). Uma terceira classe de
receptores foi descrita e classificada como [; apds a identificacdo de agonistas e
antagonistas seletivos. Existem também evidéncias da existéncia de B-adrenoceptores
atipicos, cujos receptores sdo insensiveis aos antagonistas classicos (Bylund et al., 1994;
Tamaoki et al., 1998; Shafiei & Mahmoudian, 1999).

O gene que codifica os receptores B adrenérgicos humanos esta situado no braco

longo do cromossomo 5 (Kobilka et al., 1987). A partir da clonagem do cDNA do
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receptor B, presente em pulmdo de hamster, determinou-se a estrutura completa deste
receptor. Sabe-se que o mesmo € composto de 413 residuos de aminodcidos com peso
molecular de 46 kDa. Os receptores 3 adrenérgicos sdo membros da familia de receptores
de sete dominios transmembranicos. O estudo das estruturas dos receptores B, B2 e B3
humanos revelaram que sdo compostos por 477, 413 e 446 residuos de aminoécidos,
respectivamente (Kobilka et al., 1987; Frielle et al., 1987). Além disso, foi descrita a
existéncia do receptor 4 no coracido (Kaumann & Molenaar, 1997; Molenaar et al., 1998;
Kaumann et al., 1998).

Os receptores [, B, e B3 podem ser ativados pela noradrenalina e pela adrenalina.
Existe equipoténcia entre ambas catecolaminas para os receptores [3;, mas para o 3, a
adrenalina é cerca de 100 vezes mais potente do que a noradrenalina. Por outro lado, em
receptores P33, a noradrenalina é mais potente do que a adrenalina. O propranolol (e seus
varios andlogos) sdo potentes antagonistas de receptores f3; e 2; entretanto, as respostas

mediadas por receptores 33 sdo resistentes a este antagonista.

Vias de sinalizacdo

As respostas dos adrenoceptores 3 sdo mediadas através da ativagdo da adenilil
ciclase, a qual é acoplada ao (-adrenoceptor através de uma proteina Gs (Emorine et al.,
1989, 1994). Os receptores B-adrenérgicos existem em duas formas, ativa e inativa, e, na
auséncia de estimulagdo, estas duas formas estdo em equilibrio, com certa predominancia
do estado inativo (Onaran ef al., 1993). O adrenoceptor [} estd em seu estado ativo

quando associado a subunidade o da proteina G, em conjunto com uma molécula de

GTP, sendo através desta subunidade que o receptor se acopla a adenilil ciclase. A
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substituicdo do GTP pelo GDP catalisa a conversdo de ATP em AMPc pela adenilil
ciclase, reduzindo a afinidade da subunidade o pelo receptor, causando assim a
dissociagdo e o retorno do receptor a sua forma inativa. Os antagonistas de
adrenoceptores 3 se ligam com alta afinidade ao estado inativo do receptor, pois a adi¢do
de GDP inibe a capacidade dos agonistas 3 de se ligar ao receptor, refor¢cando a ligagao
dos antagonistas (Costa et al., 1992).

O AMPc formado apés ativagdo da adenilil ciclase se liga a subunidade
regulatéria da proteina quinase A (Brodde, 1993), induzindo mudangas conformacionais
que liberam a subunidade catalitica ativa da enzima. A subunidade catalitica passa a
desencadear as respostas funcionais apds fosforilar proteinas regulatérias como as
fosfolambam da membrana do reticulo sarcoplasmatico, proteinas dos miofilamentos e a
quinase da glicogénio fosforilase, mudando assim a sua atividade. Na remog¢do do
agonista, a via € inativada por acdes coordenadas de dois grupos de enzimas: as
fosfodiesterases (PDEs), que inativam o AMPc, e as fosfatases, que desfosforilam
fosfoproteinas. Em determinadas condicdes, o adrenoceptor 3, pode também se acoplar a

proteina Gi, que inibe a adenilil ciclase (Daaka et al., 1997; Xiao et al., 1999).

f-adrenoceptores e a musculatura lisa vascular

Entre os adrenoceptores B, o subtipo B, € o predominante na maioria dos leitos
vasculares. O subtipo ; predomina em certos leitos como artérias corondrias (O’Donnel
& Wanstall, 1985; Begonha et al., 1995) e cerebrais (Edvinsson & Owman, 1974). A
partir de estudos in vitro realizados em artéria mesentérica de cdes e aorta de ratos (Clark

& Bertholet, 1983; Doggrell, 1990), postulou-se ainda a existéncia de um terceiro subtipo
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de receptores B-adrenérgicos, B3, cuja ativacdo resulta em relaxamento resistente ao
propranolol (Oriowo, 1994, 1995; MacDonald et al., 1999; Sooch & Marshall, 1995,
1996, 1997; Gray & Marshall, 1992; Dumas et al., 1998; Tamaoki et al., 1998; Tagaya et
al., 1999). A presenga dos adrenoceptores ;3 na musculatura lisa vascular foi
posteriormente confirmada pela utilizagdo de agonistas e antagonistas seletivos
(MacDonald et al., 1999; Tagaya et al., 1999).

Estudos in vivo mostram que os B-adrenoceptores t€ém grande importancia para a
regulacdo fisiolégica do tonus vascular. Ou seja, a estimulagdo dos B-adrenoceptores
periféricos leva a relaxamento do musculo liso vascular, controlando assim a resisténcia

vascular periférica e consequentemente a distribuicao do sangue para diferentes 6rgaos.

p-adrenoceptores endoteliais

De modo geral, a ativacdo de adrenoceptores no musculo liso vascular promove
relaxamento por mecanismo independente do endotélio, uma vez que a auséncia do
mesmo ndo modifica a resposta relaxante a isoprenalina em aorta e carétida de ratos
(Konishi & Su, 1983; Oriowo, 1994), artéria corondria de caes (Cohen et al., 1983, 1984;
White etr al., 1986; Macdonald er al., 1987), e artéria mamaria interna de humanos
(Molenaar et al., 1998). No entanto, em algumas preparacdes, os relaxamentos mediados
por receptores -adrenérgicos sdo parcialmente dependentes do endotélio; estas incluem a
veia umbilical humana (Ferro et al, 1999), artéria corondria de cdes (Rubanyi &
Vanhoutte, 1985) e artérias mesentérica (Graves & Poston, 1993; Blankesteijn & Thien,
1993), basilar (Hempelmann & Ziegler, 1993), pulmonar (Priest et al., 1997) e aorta

tordcica de ratos (Grace et al., 1988; Kamata et al., 1989; Delpy et al., 1996; Toyoshima
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et al., 1998; Trochu et al., 1999). Nestes tecidos, a remog¢ao do endotélio ou a inibi¢cdo da
sintese de NO reduz o relaxamento induzido pela isoprenalina (Rubanyi & Vanhoutte,
1985; Gray & Marshall, 1992; Priest et al., 1997; Ferro et al., 1999). Estudos in vivo
também demonstram que o endotélio vascular contribui para a vasodilatagdo dependente
de estimulagdo B-adrenérgica (Parent et al., 1993; Chang, 1997; Xu et al., 2000).

Alguns estudos mostraram que a participagdo do endotélio no relaxamento induzido
pelos agonistas B-adrenérgicos € devida a formagdo de protaciclina (prostandide
vasodilatador derivado do endotélio) e consequente ativacdo da adenilil ciclase, levando a
grande producdo de AMPc (Grace et al., 1988; Shimokawa et al., 1988; Nakhostine et
al., 1995). Outros estudos, realizados em cultura de célula endotelial, mostraram a
existéncia de sitios ligantes f-adrenérgicos acoplados a liberacdo de NO (Howell et al.,
1988; Steinberg et al., 1984). O NO basal liberado do endotélio leva a ativacdo da
guanilil ciclase solivel no musculo liso vascular, levando a formagdo de GMPc, que, por
sua vez, inibe a PDE3; esta enzima converte o AMPc a sua forma inativa, o AMP5’
(Maurice & Haslam, 1990; Maurice et al., 1991; Miyata et al., 1992). Postula-se também
que o isoproterenolol aumenta a atividade da NOS em cultura de célula endotelial de veia
umbilical humana (Ferro et al., 1999). Além da prostaciclina e do NO, o EDHF tem sido
apontado como responsavel pela resposta relaxante a agonistas [-adrenérgicos na
presenca de inibidores do citocromo P450 e bloqueadores dos canais para potdssio
(Satake et al., 1997; Van der Zypp et al., 2000).

Quanto ao subtipo de adrenoceptor  presente no endotélio vascular, sabe-se que o
subtipo B; predomina em vasos pulmonares e artéria mesentérica, enquanto que em

artéria carétida, hd um misto de B; e B». Por outro lado, os trés subtipos, B, B2 e B3 estdo
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presentes no endotélio da aorta (Graves & Poston, 1993; Priest et al., 1997; MacDonald

et al., 1999; Brawley et al., 2000).

1.3 ANTAGONISTAS DE ADRENOCEPTORES p

Os antagonistas de adrenoceptores 3 t€m sido usados com sucesso no tratamento
de desordens cardiovasculares, como a doencga cardiaca isquémica, arritmias cardiacas e
hipertensdo essencial. Embora o mecanismo de acdo destas drogas ndo seja ainda claro,
sugere-se que estejam relacionados a redugdo da atividade adrenérgica, do débito
cardiaco e da liberac@o de renina (van den Meiracker et al., 1989; Kahonen et al., 1996).
Sabe-se também que os P-bloqueadores apresentam propriedades independentes do
bloqueio dos adrenoceptores P, os quais parecem contribuir para os efeitos benéficos
destes agentes no tratamento das desordens cardiovasculares (Taylor, 1988a,b; Marano et
al., 2002). Por exemplo, o carvedilol (antagonista nao-seletivo de adrenoceptores 3),
apresenta atividade antioxidante e inibe a infiltracio de células inflamatérias no
miocédrdio isquémico, o remodelamento do misculo liso vascular, a migracdo e
proliferacdo das células do musculo liso vascular e o progresso da arteriosclerose em
modelos de hiperlipidemia, através de mecanismos independentes do bloqueio do
adrenoceptor B (Gellai et al., 1990; Feuerstein et al., 1992; Lysko et al., 1992; Ohlstein et
al., 1993; Feuerstein & Ruffolo, 1995). Por outro lado, o carvedilol induz vasodilatagdo
através do bloqueio de adrenoceptores o; (Ruffolo et al., 1990; Nichols et al., 1991; Yue
et al., 1992).

Ainda neste aspecto, o nipradilol é uma droga de efeito farmacol6gico duplo, ou

seja, bloqueia o adrenoceptor  ndo-seletivamente (com atividade aproximadamente 2
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vezes maior que a do propranolol) e estimula a NOS nas células endoteliais, promovendo
a liberagdo de NO. Demonstrou-se também que o nipradilol aumenta a expressao da NOS
endotelial in vitro (Jayachandran et al., 2001).

Ainda como exemplo de [-bloqueadores com propriedades farmacoldgicas
independentes do bloqueio do receptor, podemos citar o nebivolol, um antagonista
seletivo de adrenoceptores 3;. Em concentragdes acima de 50 uM, o nebivolol promove
vasodilatacdo dos vasos do antebraco humano e artéria coronaria de caes, a qual é
reduzida pelo bloqueio da NOS ou da guanilil ciclase solivel. Isto sugere que o efeito
vasodilatador do nebivolol € modulado pela produciao endégena de NO endotelial (Gao et
al., 1991; Cockcroft et al., 1995). No entanto, o0 mecanismo pelo qual o nebivolol
estimula a NOS endotelial e aumenta a produ¢do de NO, bem como os receptores que
medeiam este fendmeno, ainda sdo desconhecidos. Sabe-se que a atividade da NOS
endotelial é aumentada por mecanismos dependentes de Ca”*-calmodulina ou
dependentes de quinases. Em células endoteliais de vénulas bovinas, demonstrou-se que
o nebivolol ativa a via de transdugcdo dependente de IPs;. Entretanto, antagonistas de
calmodulina ndo foram capazes de inibir a vasodilatacdo induzida pelo nebivolol em
artéria corondria de cdes, sugerindo que o complexo Ca**-calmodulina ndo estd envolvido
neste fenomeno (Illiano et al., 1992; Parenti et al., 2000).

Em ratos, a hipertensdo arterial induzida pela inibi¢do cronica da sintese de NO ¢
atenuada pelo tratamento concomitante com o metoprolol (antagonista seletivo de
adrenoceptores Pi; Erley er al., 1995), propranolol (antagonista ndo seletivo de
adrenoceptores f3) e o atenolol (antagonista seletivo de adrenoceptores f3;), sendo estes

dois dltimos também capazes de atenuar a hipertrofia do cardiomidcito e a fibrose
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ventricular induzidas pelo tratamento cronico com L-NAME (Pacca et al, 2002).
Similarmente, o remodelamento cardiaco observado no modelo de hipertensao induzida
pela bandagem da aorta € prevenido pelo propranolol, e isto ocorre por um mecanismo
independente do bloqueio do adrenoceptor B, uma vez que o isomero inativo (R(+)-
propranolol), tem efeito similar ao do isdmero ativo (S(-)-propranolol) ou do racémico
(DL(%)-propranolol). Desta forma, ndo somente os B-bloqueadores desenvolvidos mais
recentemente, mas também os B-bloqueadores de primeira geracdo, parecem atuar por
mecanismos independentes do bloqueio do adrenoceptor f.

Apesar do desenvolvimento de novos [-bloqueadores e outros farmacos
antiipertensivos, antagonistas de adrenoceptores B como o propranolol, atenolol e
metoprolol, continuam sendo amplamente prescristos na clinica. No entanto, poucos
estudos tém sido realizados para esclarecer os mecanismos envolvidos na reducdo de

resisténcia vascular periférica causada pelos B-bloqueadores.
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OBJETIVO

Objetivo Geral:
Investigar o mecanismo de ag@o dos antagonistas de adrenoceptores [ na

reatividade da aorta e artéria mesentérica de ratos.

Objetivos Especificos:

1. Investigar os efeitos relaxantes diretos do propranolol (DL(z), S(-) e R(+)-
propranolol), atenolol e metoprolol em aorta e artéria mesentérica isoladas de ratos,
através da obten¢do de curvas concentragdo-efeito a estes compostos.

2. Investigar a participacdo do endotélio e da via NO/GMPc no relaxamento
induzido pelo propranolol e seus isdmeros, através do uso de preparacdes com endotélio
integro ou removido, e de inibidores da NOS (L-NAME), da guanilil cliclase (ODQ) e da
ciclooxigenase (indometacina), assim como através da medida dos niveis teciduais de
AMPc ou GMPc.

3. Investigar o efeito ex vivo do propranolol na reatividade da aorta e da artéria
mesentérica de ratos tornados hipertensos pelo bloqueio cronico de NO, através da
obtenc@o de curvas concentragdo efeito a acetilcolina, gliceriltrinitrato e curvas de
contragdo ao cloreto de cdlcio

4. Avaliar os niveis plasmaticos de nitrito/nitrato e da atividade da SOD em ratos

tratados com L-NAME e/ou propranolol.
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MATERIAIS E METODOS
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram usados ratos Wistar machos entre 7 e 8 semanas de vida, pesando entre 200
e 250 g, provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP, Campinas, SP). Os ratos ficaram alojados
a0 menos uma semana no biotério de manutencdo do Departamento de Farmacologia —
UNICAMP, mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h), a uma temperatura de 25°C, em

gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola). Racdo e dgua foram fornecidas ad libitum.

2.2 Aorta e Artéria Mesentérica Isoladas

Para o isolamento da aorta e da artéria mesentérica, os animais foram anestesiados
com halotano e exsangiiinados por sec¢do dos vasos cervicais. Em seguida, a aorta e a
artéria mesentérica foram rapidamente removidas e colocadas em solu¢do de Krebs-
Henseleit com a seguinte composicdo em mM: NaCl, 118; NaHCO,, 25; glicose, 5,6;
K(l, 4,7, KH,PO,, 1,2; MgS0O,.7H,0, 1,17 e CaCl,.6H,0, 2,5. Em seguida, a aorta e a
artéria mesentérica isoladas foram dissecadas para remocao de tecidos conectivos, € entao
divididas em 4 anéis de aproximadamente 0,5 cm e 0,2 cm, respectivamente. Os anéis
foram montados em camaras de incubacdo de tecido (10 ml volume) preenchidas com a
solucdo Krebs-Henseleit, continuamente gaseificadas com O,:CO; (95:5 %), mantidas a
temperatura de 36,5fC e pH entre 7,3 a7,5.

Os anéis foram entdo suspensos entre duas pontas de metal em “L”, sendo que uma

das pontas foi conectada a um transdutor de forca, enquanto a outra foi fixada a uma
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unidade mdvel, permitindo, assim, o ajuste preciso da tensdo. A tensdo aplicada aos
tecidos (10 mN) foi periodicamente ajustada até estabilizacdo, e a soluc@o nutritiva
trocada a cada 15 minutos durante este periodo. As alteragcdes de tensdo foram medidas
usando-se transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese, Itdlia) e registradas em sistema
PowerLab 400™ de aquisicio de dados (software versdo 4.0, AD Instruments, MA,

EUA).

Nos estudos em que se avaliou os efeitos diretos dos P-bloqueadores, curvas
concentracdo-efeito foram construidas usando-se anéis com endotélio integro ou
desprovidos de endotélio, removidos mecanicamente. Nos experimentos aonde o
endotélio ndo foi removido, a integridade do mesmo foi confirmada pelo relaxamento

causado pela acetilcolina (1 uM).

O relaxamento aos agonistas (ou antagonistas) foi avaliado em anéis de aorta e de
artéria mesentérica pré-contraidos com o agonista de adrenoceptores a; fenilefrina (1
uM), que representa uma contracdo subméxima (75 a 80% da contragdo maxima). Apds
atingir a resposta contrdtil maxima, curvas concentracdo-efeito aos pB-bloqueadores (ou
aos agonistas) foram construidas. Em algumas preparacdes de artéria mesentérica,
utilizou-se a endotelina-1 (ET-1; 10 nM) ou o U-46619 (andlogo da PGF,,; 10 nM) para

induzir pré-contragdo dos tecidos.
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2.3 Estudos in vitro

2.3.1 Avaliacdo dos efeitos relaxantes diretos dos isomeros do propranolol em
aorta e artéria mesentérica isoladas de rato

Os anéis de aorta e artéria mesentérica foram inicialmente pré-contraidos com
fenilefrina (1 puM), conforme descrito acima. Os efeitos relaxantes do propranolol e
isdmeros (10 — 100 uM) foram investigados na auséncia ou presenga de L-NAME (100
uM; inibidor ndo seletivo da NOS), ODQ (1 uM; inibidor da guanilil ciclase soldvel) ou
indometacina (6 uM; inibidor da COX). Apds a construgdo de curvas concentragdo-efeito
em resposta aos antagonistas -adrenérgicos, cada inibidor/bloqueador foi adicionado as
cubas por 30 minutos antes da construcdo da segunda curva concentracdo-efeito ao
mesmo agente. Os inibidores/bloqueadores permaneceram no banho durante todo o
protocolo experimental.

Nos vasos dos animais controles ou submetidos ao tratamento cronico com L-

NAME e/ou propranolol, ndo fizemos a remoc¢ao mecéanica do endotélio em nenhum dos

protocolos realizados.

2.3.2 Resposta contrdtil ao CaCl,

Para a avaliacdo dos efeitos diretos do CaCl,, utilizou-se o protocolo experimental
descrito por Lagaud et al. (1999). Inicialmente, os tecidos foram contraidos com KCI (80
mM) para determinacdo da contracdo maxima dos mesmos. Em seguida, a solucdo

nutritiva de Krebs foi substituida por Krebs desprovido de célcio, em presenca de EGTA
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(1 mM) para a total remog¢do do cdlcio do meio. Em seguida, foi adicionado ao banho 1
uM de fenilefrina para a remocao do cdlcio do reticulo sarcoplasmaético. Os tecidos foram
novamente lavados com Krebs desprovido de célcio contendo EGTA, e em seguida foram
incubados por 20 minutos com o inibidor da Ca**-ATPase, o 4cido ciclopiazonico (CPA;
10 uM). Ao banho, em cada cuba foi adicionada uma tnica concentracao dos isomeros do
propranolol (10, 30 ou 100 uM) ou de nifedipina (1 uM), por 30 minutos, apds o qual o
Krebs foi substituido por uma solugdo de KCI1 (80 mM) desprovida de célcio. O CPA e os
isomeros do propranolol foram adicionados novamente ao banho, e apds 15 minutos,

curvas concentragdo-efeito ao CaCl, (0,3 — 30 mM) foram construidas.

2.3.3 Dosagem de GMPc e AMPc tecidual

Para a dosagem dos nucleotideos ciclicos nos tecidos vasculares, os tecidos foram
removidos, conforme descrito anteriormente. A quantificagdo de GMPc e AMPc tecidual
foi avaliada em anéis de aorta e de artéria mesentérica com endotélio intacto ou
removido. ApOs o periodo de estabilizacdo de 30 minutos em Krebs gaseificado, os
tecidos foram expostos a fenilefrina (1 uM) por 10 minutos, e entdo estimulados com
DL(%)-propranolol ou forskolin (utilizado como controle positivo para dosagem dos
niveis de AMPc), por 20 minutos. Em seguida, os tecidos foram imediatamente coletados
e congelados em nitrogénio liquido. Os anéis de aorta e de artéria mesentérica congelados
foram entdo pulverizados, homogeneizados em 66% de etanol e centrifugados a 10 000 g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a medida do GMPc e AMPc por
ELISA. O peso do pellet seco foi utilizado para padronizar as diferencas das amostras. O

preparo do marcador, das amostras, dos padrdes e a incubagdo com o anticorpo foi
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realizado de acordo com a descri¢do dos kits (Cyclic GMP EIA Kit e Cyclic AMP EIA
Kit; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em

duplicatas usando diferentes dilui¢des da amostra.

2.4 Estudos Ex Vivo

2.4.1 Medida de Pressdo Arterial e de Freqiiéncia Cardiaca

As medidas de pressdo arterial e de freqiiéncia cardiaca foram avaliadas em cinco
ratos de cada grupo experimental no final do tratamento com L-NAME e/ou propranolol.
Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (30 mg/Kg, i.p.) e a artéria
femoral esquerda de cada rato foi canulada, usando tubos de PE-50. A pressao arterial e a
freqiiéncia cardiaca foram avaliadas nos animais anestesiados, conectando-se o catéter a
um transdutor de pressdo acoplado a um sistema PowerLab 400™ de aquisicao de dados

(software versao 4.0, AD Instruments, MA, EUA).

2.4.2 Avaliagdo funcional das aortas e artérias mesentéricas isoladas de ratos
tratados por 4 semanas com L-NAME e/ou propranolol.

O tratamento cronico com L-NAME, concomitante ou nido ao propranolol, foi
conduzido de acordo com Ribeiro et al. (1992) e Pacca et al. (2002). O L-NAME e o
propranolol foram dissolvidos em dgua a uma concentracido de 400 mg/mL e 600 mg/mL,
respectivamente, e oferecidos, através da ingestdo hidrica, em uma dose aproximada de
20 mg/rato/dia (L-NAME) ou 30 mg/rato/dia (propranolol) por 4 semanas. Foram
controladas a ingestdo liquida, os pesos corpdreos, pressdo arterial e a freqiiéncia cardiaca
em todos os grupos estudados. No geral, este estudo consistiu dos seguintes subgrupos

experimentais:
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a) Grupo Controle — animais que ingeriram apenas dgua de torneira;

b) Grupo L-NAME - animais que ingeriram 20 mg/dia/rato de L-NAME na
ingestdo hidrica;

¢) Grupo propranolol — animais que ingeriram 30 mg/dia/rato de propranolol na
ingestdo hidrica;

d) Grupo propranolol + L-NAME - animais que ingeriram 30 e 20 mg/dia/rato de
propranolol e L-NAME, respectivamente, na ingestao hidrica.

Para o estudo da reatividade vascular, ao final das quatro semanas de tratamento,
os ratos foram anestesiados e exsanguinados. A aorta e a artéria mesentérica foram
isoladas e dissecadas para remog¢do de tecidos conectivos. Os anéis de aorta e artéria
mesentérica foram montados em banho e pré-contraidos com fenilefrina (1 pM). Em
seguida, foram construidas curvas concentracdo-efeito a acetilcolina (0,01 — 10 uM) e ao
gliceriltrinitrato (0,01 — 10 uM).

Similarmente as curvas de contragcdo para o CaCl, descrito anteriormente, os anéis
de aorta e artéria mesentérica dos animais tratados cronicamente passaram pelo mesmo
processo de substituicdo do meio nutritivo e tratamento do tecido. No entanto, ndo foram
adicionados ao banho os isdmeros do propranolol, uma vez que este -bloqueador ja é
adicionado a ingestdao hidrica dos ratos. Apds o processo de tratamento dos tecidos, o
Krebs foi substituido por uma soluc¢ido de KCI (80 mM) desprovido de cdlcio. O CPA foi
adicionado ao banho, e ap6s 15 minutos, foram construidas as curvas concentragdo-efeito

ao CaCl, (0,1 — 10 mM).
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2.4.3 Dosagem dos niveis plasmadticos de nitrito/nitrato (NOx) e atividade
plasmadtica da superéxido dismutase (SOD)

Separacgdo do plasma

Antes da morte dos animais controles ou tratados cronicamente com L-NAME e/ou
propranolol, amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal, em tubos contendo
citrato ou EDTA (conforme instrucao do fabricante), centrifugados a 1.000 g por 10
minutos, & 4°C, para separacdo do plasma. As amostras de plasma foram aliquotadas e

armazenadas em freezer -80°C até a realizagdo das dosagens.

Nitrito/Nitrato (NOx)

As amostras de plasma foram ultra-filtradas usando-se tubos de ultra-filtragdo
(Millipore) que permitem que moléculas com peso molecular entre 10 a 30 kDa sejam
filtradas. Os filtros foram lavados com dgua ultra-pura antes da filtracdo. A ultrafiltracio
reduz a absorbancia devido a presenca de hemoglobina e “melhora” a formacdo da cor
usando o reagente de Griess. O preparo das amostras, dos padrdes, dos cofatores e do
reagente de Griess foi realizado de acordo com a descricdo dos kits comercialmente
disponiveis (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
EUA). Os ensaios foram realizados em duplicatas usando-se diferentes dilui¢des da

amostra.

Atividade da SOD
Para a dosagem da atividade da SOD, a camada branca contendo leucécitos foi

desprezada. Os eritrdcitos foram lisados em 4dgua ultrapura gelada, em volume 4 vezes
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maior do que o volume do plasma, e entdao centrifugados a 10.000 g, por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante contendo o eritrécito lisado foi coletado e estocado em gelo e
utilizado para a dosagem da atividade da SOD. O preparo das amostras, dos padrdes, da
xantina oxidase e do detector do radical foi realizado de acordo com a descri¢ao dos kits
comercialmente disponiveis (Superoxide Dismutase Assay Kit; Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicatas usando-se diferentes

dilui¢des da amostra.

2.5 Analise estatistica

Os relaxamentos provocados pelos antagonistas de adrenoceptores [ foram
calculados como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (1 uM). Os
resultados representam a média * erro padrao das médias. Para comparacdes multiplas de
varidveis independentes foi usado o teste de andlise de varidncia (ANOVA-two way),
seguido pelo teste de Bonferroni. O programa InStat (GraphPad Software) foi usado para

as andlises. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Estudo in vitro: Efeitos diretos dos antagonistas f-adrenérgicos em aorta e

artéria mesentérica de ratos

Relaxamento induzido pelos antagonistas f-adrenérgicos

O efeito relaxante do atenolol, metoprolol e DL(%)-propranolol (10 a 100 uM) foi
avaliado através da adi¢do cumulativa destes antagonistas em anéis de aorta e de artéria
mesentérica, ambos com endotélio integro. As figuras 1 e 2 mostram que na concentra¢io
mais alta (100 pM), o atenolol e o metoprolol provocaram um discreto relaxamento em
anéis de aorta (4 + 2% e 23 + 4%, respectivamente) e de artéria mesentérica (7 = 1% e 24
+ 4%, respectivamente). Por outro lado, o DL(%)-propranolol produziu um relaxamento
dependente de concentracdo em ambos 0s vasos, cujas respostas maximas foram 92 + 3%
e 100 + 1%, para aorta e artéria mesentérica, respectivamente. Para os proximos

experimentos, passamos a empregar apenas o propranolol.

Também observamos que o relaxamento induzido pelo DL(#)-propranolol €

significativamente maior nos anéis de artéria mesentérica comparado a aorta.
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Figura 1. Efeito do atenolol, metoprolol e DL(+)-propranolol (10 — 100 uM) em anéis de

aorta isolada de ratos com endotélio integro, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Os

dados representam as médias + E.P.M. para 5 - 6 experimentos.
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Figura 2. Efeito do atenolol, metoprolol e DL(+)-propranolol (10 — 100 uM) em anéis de
artéria mesentérica com endotélio integro, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Os

dados representam as médias + E.P.M. para 5 - 6 experimentos.
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Relaxamento induzido pelos isomeros R(+) e S(-)-propranolol

Os efeitos relaxantes da mistura racémica DL(z)-propranolol foram comparados
com os dos isdmeros inativo, (R(+)-propranolol), e ativo, (S(-)-propranolol), em anéis de
aorta e de artéria mesentérica com endotélio integro. A figura 3 mostra que tanto o S(-)-
propranolol quanto o R(+)-propranolol apresentou curvas concentragdo-efeito

semelhantes a da mistura racémica DL(%)-propranolol (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos isdmeros do propranolol, DL(+), R(+), S(-)-propranolol (10 —
100 uM) em anéis de aorta (painel A) e de artéria mesentérica (painel B) com endotélio

integro, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Os dados representam as médias = E.P.M.

para 4 - 9 experimentos.
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Relaxamento induzido pelos isomeros do propranolol em artéria mesentérica pré-

contraidas com ET-1 ou o U-46619

As curvas concentracdo-efeito ao propranolol e seus enantidmeros foram realizadas
em anéis de artéria mesentérica com endotélio integro, pré-contraidos com endotelina
(ET-1; 10 nM) ou com o andlogo da prostaglandina, o U-46619 (10 nM). Observamos
que o relaxamento induzido pelo propranolol e seus enantidmeros foi similar em anéis de
artéria mesentérica pré-contraidos com ET-1 ou U-46619, comparado ao relaxamento

observado nos tecidos pré-contraidos com fenilefrina (Figura 4).
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Figura 4. Efeito dos isdmeros do propranolol, DL(+), R(+), S(-)-propranolol (10 —
100 uM) em anéis de artéria mesentérica com endotélio integro, pré-contraidos com
fenilefrina (1 pM), endotelina-1 (10 nM) ou com U-46619 (10 nM). Os dados

representam as médias + E.P.M. para 5 - 9 experimentos.
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Efeito da remocdo do endotélio
Em anéis de aorta, a remocdo do endotélio diminuiu significativamente o
relaxamento induzido pelas concentragdes de 10 e 30 uM do DL(%)-, S(-)- e R(+)-

propranolol, mas ndo afetou o relaxamento maximo (Figura 5, painel superior).

Resultados semelhantes foram observados em anéis de artéria mesentérica, onde os
relaxamentos induzidos pelas concentracdoes de 10 e 30 uM do DL(%), S(-) e R(+)-
propranolol foram significativamente reduzidos pela remog¢do do endotélio. A resposta

mdxima nao foi modificada (Figura 5, painel inferior).

Entretanto, em ambas preparagdes, independentemente da remocdo do endotélio, as

respostas relaxantes para os trés isdmeros foram semelhantes.
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Figura 5. Efeito dos isomeros do propranolol, DL(z), R(+), S(-) -propranolol (10 —
100 uM) em anéis de aorta (painel superior) ou artéria mesentérica (painel inferior) com
endotélio removido, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Dados representam a média +
E.P.M. para 4 - 9 experimentos. #P<0,05, comparado com a mesma concentracdo do

isdbmero, em anéis com endotélio integro (representados no destaque).
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Efeito do L-NAME e ODQ nos relaxamentos induzidos pelos isomeros do

propranolol

As curvas ao DL(£)-, S(-)- e R(+)-propranolol foram repetidas em anéis de aorta
(Figura 6) e de artéria mesentérica (Figura 7) com endotélio integro, na presenca de L-
NAME (100 uM) ou de ODQ (1 uM). Nossos resultados mostraram que, tanto em aorta
como em artéria mesentérica, a adicdo do L-NAME ou do ODQ promoveu redugdo
significativa da resposta induzida por 30 uM dos isdmeros do propranolol, sem alterar o

relaxamento maximo.
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Figura 6. Efeito da adi¢do de L-NAME (100 uM) ou ODQ (1 uM) no relaxamento
induzido pelos isdmeros DL(%), S(-) e R(+)-propranolol (10 — 100 uM) em anéis de aorta com
endotélio integro, pré-contraidos com fenilefrina (I uM). Os dados representam as médias +

E.P.M. para 4 - 9 experimentos. *P< 0,05, comparado aos respectivos controles.
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Figura 7. Efeito da adi¢do de L-NAME (100 uM) ou ODQ (1 uM) no relaxamento
induzido pelos isdbmeros DL(+), S(-) e R(+)-propranolol (10 — 100 uM) em anéis de artéria
mesentérica com endotélio integro, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Os dados

representam as médias = E.P.M. para 4 - 9 experimentos. *P< 0,05, comparado aos respectivos

controles.
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Efeito da indometacina

As curvas concentracio-efeito ao DL(%)-, S(-)- e R(+)-propranolol foram realizadas
em anéis de aorta com endotélio intacto (Figura 8) ou com endotélio removido (Figura 9),
na preseng¢a de indometacina (6 uM). O relaxamento induzido pelo DL(%)-, S(-)- e R(+)-
propranolol ndo foi alterado pela indometacina nem em anéis de aorta com endotélio

integro, nem em anéis com endotélio removido.
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Figura 8. Efeito da indometacina (6 uM) no relaxamento provocado pelos isomeros
do propranolol, DL(+), S(-) e R(+)-propranolol (10 — 100 uM) em anéis de aorta com
endotélio integro, pré-contraidos com fenilefrina (I pM). Os dados representam as

médias + E.P.M. para 3 - 5 experimentos.
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Figura 9. Efeito da adi¢do de indometacina (6 pM) no relaxamento provocado
pelos isdmeros do propranolol, DL(%), S(-) e R(+)-propranolol (10 — 100 pM) em anéis
de aorta com endotélio removido, pré-contraidos com fenilefrina (1 uM). Os dados

representam as médias + E.P.M. para 4 - 9 experimentos.
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Niveis teciduais de nucleotideos ciclicos

O conteudo dos nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc foi determinado em anéis de
aorta e de artéria mesentérica com endotélio integro ou removido. A figura 10 mostra que
em preparacdes com endotélio integro, o estimulo com 30 ou 100 uM de propranolol
provoca um aumento dos niveis teciduais de GMPc, tanto em aorta como em artéria
mesentérica, comparados aos respectivos tecidos controles com endotélio integro.
Quando o endotélio foi removido, ndo observamos aumento dos niveis de GMPc em

nenhuma das preparacdes, comparado aos seus respectivos controles.

Os niveis teciduais de AMPc ndo foram alterados em nenhuma das preparacgdes,
com ou sem endotélio (Figura 11). O forskolin, usado como controle positivo, promoveu
aumento significativo dos niveis teciduais de AMPc em tecidos sem endotélio (Figura

11).
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Figura 10. Concentracdo de GMPc em anéis de aorta (painel A) e de artéria
mesentérica (painel B) com endotélio intacto (E+) ou removido (E-), em condi¢des basais
(Controle) ou estimulados com DL(z%)-propranolol. Os dados representam a média + o

erro padrdo das médias para 4 — 6 experimentos. *P<0,05, comparado ao respectivo

Controle.
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Figura 11. Concentracdo de AMPc em anéis de aorta (painel A) e de artéria
mesentérica (painel B) com endotélio intacto (E+) ou removido (E-), em condi¢des basais
(Controle) ou estimulados com DL(%)-propranolol ou forskolin (FK). Os dados

representam a média + o erro padrdo das médias para 4 — 6 experimentos. *P<0,05,

comparado ao respectivo Controle.
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Curvas concentragdo-efeito ao CaCl, em anéis de aorta, na presenca do DL(+)-

propranolol

Curvas de contra¢do ao CaCl, (0,3 — 30 mM) foram realizadas em anéis de aorta e
de artéria mesentérica com endotélio integro ou removido, na auséncia ou na presenga de
3 concentracdes de DL(%)-propranolol (10, 30 e 100 uM), conforme descrito em
Materiais e Métodos. O CaCl, promoveu contracdo dos anéis de aorta e de artéria
mesentérica de maneira dependente de concentracdo, sendo, na auséncia do propranolol,
a contracdo significativamente maior em anéis desprovidos de endotélio, comparado com

os anéis com endotélio integro (Figuras 12 e 13).

A adi¢do prévia de DL(z)-propranolol promoveu diminui¢do da contragdo causada
pelo CaCl,, em anéis de aorta e de artéria mesentérica com endotélio intacto e em anéis

com endotélio removido.

98



—_ 1607 Controle
2
el A DL 10 pmol/L
§2 v DL 30 pmol/L
o e DL 100 pmol/L
', 80+
©
=
c
]
(&]
0_
I T T 1
-4 -3 -2 -1
Log [CaCl,]: M
B
160
2
3
X
Q
S, 804
®
=]
c
]
(&)
0_
I T T 1
-4 -3 -2 -1

Log [CaCl,]: M

Figura 12. Efeito inibitério do DL(%)- propranolol (10 - 100 uM) na resposta
contritil do CaCl, (0,3 — 30 mM) em anéis de aorta com endotélio intacto (painel
superior) ou removido (painel inferior). Os dados representam as médias = E.P.M. para 4
- 5 experimentos. #P<0,05, comparado a mesma concentracdo, em anéis com endotélio

integro.
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Figura 13. Efeito inibitério do DL(%)- propranolol (10 - 100 uM) na resposta
contratil do CaCl, (0,3 — 30 mM) em anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto
(painel A) ou removido (painel B). Os dados representam as médias = E.P.M. para 4 - 5
experimentos. #P<0,05, comparado a mesma concentracdo, em anéis com endotélio

integro.
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Efeito da adig¢do concomitante de DL(%)-propranolol e nifedipina na resposta

contrdtil ao CaCl,

As curvas de contragdo ao CaCl, (0,3 — 30 mM) foram obtidas em anéis de aorta
(Figura 14, painel A) e de artéria mesentérica (Figura 14, painel B) com endotélio
removido, na presenca do DL(%)-propranolol (100 uM) e/ou do bloqueador dos canais
para célcio do tipo L, a nifedipina (1 uM). Em ambas preparagdes, a adicao isolada do
DL(#)-propranolol ou da nifedipina promoveu similar redu¢do da contracdo ao CaCl,,

enquanto que a incubagdo concomitante destes compostos aboliu a contracao.
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Figura 14. Efeito da adicdo concomitante do DL(*)- propranolol (100 uM) e
nifedipina (1 uM) na resposta contritil do CaCl, (0,3 — 30 mM) em anéis de aorta (painel
A) e de artéria mesentérica (painel B) com endotélio removido. Os dados representam as

médias + E.P.M. para 3 - 7 experimentos.
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3.2 Estudos ex vivo: Tratamento cronico com L-NAME e efeito do DL(%)-

propranolol
Peso Corporal e Ingestao Hidrica

Ao final das 4 semanas de tratamento, o peso corporal dos animais tratados
cronicamente com L-NAME e/ou propranolol ndo foi significativamente diferente do
peso corporal dos animais controle (CTL: 318 = 13 g, n = 15; LN: 295 £ 12 g, n = 14;

LN+P: 327+ 9 g, n=19; PROP: 319 +8 g, n = 15).

A ingestdo hidrica foi controlada durante 4 semanas. Observamos que o consumo
didrio de agua contendo L-NAME e/ou Propranolol ou somente &4gua nio foi
significativamente diferente entre os grupos (CTL: 59 + 7 mL de dgua/rato/dia; LN: 58 +
14 mL de 4gua contendo L-NAME/dia; LN+P: 54 + 5 mL de 4gua contendo L-NAME +

Propranolol/rato/dia; PROP: 53 + 3 mL de dgua contendo Propranolol/rato/dia).
Pressdo arterial média e Freqiiéncia cardiaca

O tratamento cronico com L-NAME (20 mg/dia/rato) aumentou em
aproximadamente 60 mmHg a pressdo arterial média dos animais (Figura 15A). O
tratamento concomitante com DL(+)-propranolol (30 mg/dia/rato) preveniu o aumento da
pressdo arterial, mantendo os valores de pressdo arterial média em 139 + 4 mmHg. O
tratamento com DL(#+)-propranolol individualmente nio alterou a pressdo arterial média

em relacdo aos animais do grupo Controle (Figura 15A)

A figura 15B mostra que a freqiiéncia cardiaca dos animais dos grupos L-NAME
(n = 5), L-NAME + propranolol (n = 4) e propranolol (n = 5) ndo foi alterada quando

comparada ao grupo Controle (n = 5).
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Figura 15. Pressdo arterial (painel A) e freqiiéncia cardiaca (painel B) de animais
Controles ou submetidos ao tratamento cronico com L-NAME (20 mg/rato/dia) e/ou
propranolol (30 mg/dia/rato). Os dados representam as médias + erro padrdo das médias
para 4 — 5 experimentos. *P<0,05, comparado ao grupo Controle; *P<0,05, comparado ao

grupo L-NAME.

103



Reatividade da aorta a acetilcolina

Em animais tratados cronicamente com L-NAME, o relaxamento provocado pela
acetilcolina nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina foi marcantemente reduzido
(24 £ 6%, p<0,01) comparado com ratos Controles (73 = 6%). O tratamento
concomitante com o DL(%)-propranolol ndo foi capaz de restaurar de modo significativo
a resposta relaxante da acetilcolina nos anéis de aorta (17 + 4%). O tratamento com

DL (%)-propranolol individualmente nao afetou o relaxamento induzido pela acetilcolina

(67 £ 7%) nos anéis de aorta (Figura 16).
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Figura 16. Relaxamento induzido pela acetilcolina em aorta de ratos Controles ou
submetidos ao tratamento cronico com L-NAME e/ou propranolol. Os dados representam

as médias + erro padrdo das médias para 4 — 5 experimentos.
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Reatividade da artéria mesentérica a acetilcolina

A figura 17A mostra que em anéis de artéria mesentérica pré-contraidos com
fenilefrina, o tratamento cronico com L-NAME reduziu marcantemente a resposta
maxima de relaxamento induzida pela acetilcolina (17 = 1,4%) comparado com anéis de
ratos Controles (101 £ 5%). O tratamento concomitante com o DL(%)-propranolol
restaurou parcialmente a redugdo da resposta a acetilcolina no tratamento com L-NAME
(65 = 9%; Figura 17A). O tratamento com o DL(%)-propranolol individualmente néao
afetou o relaxamento maximo induzido pela acetilcolina (93 + 3%). A poténcia da
acetilcolina foi significativamente reduzida nos grupos L-NAME (pECs: 5,41 £ 0,34),
LN+P (pECsp: 6,76 £ 0,03) e Propranolol (pECsp: 6,85 + 0,04) comparados ao grupo

Controle (pECsp: 7,28 + 0,03).

Com o objetivo de investigar se a protecdo exercida pelo propranolol sobre a
inibicdo do L-NAME envolve a liberacao de EDHF, realizamos experimentos contraindo-
se as artérias mesentéricas com KCIl (80 mM). Como esperado, na vigéncia de KCI (80
mM), as respostas a acetilcolina foram marcantemente reduzidas nos grupos Controle (54
+ 1%) e Propranolol (54 + 5%). Entretanto, nestas condi¢des, o tratamento com
propranolol ndo reverteu a redu¢do do relaxamento a acetilcolina frente ao L-NAME (L-
NAME: 23 + 5%; LN+P: 17 + 3%; Figuras 17B). Comparado a poténcia da acetilcolina
em tecidos pré-contraidos com fenilefrina, houve reducio significativa da poténcia desta
droga em todos os grupos (CTL: 6,24 + 0,09; LN: 5,36 + 0,44; LN+P: 5,97 £+ 0,16;

PROP: 6,38 + 0,05).

105



60

o Controle
e L-NAME
m LN+P
120-/ O Propranolol

Relaxamento (%)

0 -9 8 7 -6 5 -4
Log [Acetilcolina]: M

B
0_
X
o
c
)
£ 60-
]
§ o Controle
© -
K e L-NAME
= LN+P

120- o Propranolol

0 -9 8 7 -6 5 -4
Log [Acetilcolina]: M

Figura 17. Relaxamento induzido pela acetilcolina em artéria mesentérica de animais
Controles ou tratados cronicamente com L-NAME e/ou propranolol. No painel A, estio
representadas as curvas concentracio-efeito a acetilcolina em tecidos pré-contraidos com
fenilefrina. No painel B, as curvas concentragdo-efeito a acetilcolina foram construidas
em tecidos pré-contraidos com KCI 80 mM. Os dados representam as médias * erro

padrao das médias para 3 — 7 experimentos.
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Reatividade da aorta e da artéria mesentérica ao gliceriltrinitrato (GTN)

A figura 18A mostra que em anéis de aorta de ratos tratados com L-NAME (pECs:
7,40 £ 0,08), L-NAME + DL(%)-propranolol (pECsy: 7,38 + 0,07) e DL(+)-propranolol
(pECsp: 7,48 = 0,07) ndo houve alteracdo da poténcia do GTN comparado ao grupo
Controle (pECso: 7,45 £0,05). A resposta maxima ao gliceriltrinitrato ndo foi modificada
em nenhum dos tratamentos estudados (Figura 18A).

A figura 18B mostra que em artéria mesentérica houve aumento significativo
(p<0,05) da poténcia do GTN em ratos tratados com L-NAME (pECs: 7,82 £ 0,05), L-
NAME + DL(z#)-propranolol (pECsg: 7,83 £+ 0,05) e DL(%)-propranolol individualmente
(pECsp: 8,38 +0,06), comparado ao grupo Controle (pECsp: 7,39 + 0,07). No entanto, ndo
houve alteracdo da resposta maxima ao gliceriltrinitrato em nenhum dos tratamentos

estudados (Figura 18B).
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Figura 18. Curvas concentracdo-efeito ao gliceriltrinitrato (GTN) em anéis de aorta
(painel A) e de artéria mesentérica (painel B) de ratos Controles ou submetidos ao
tratamento cronico com L-NAME e/ou propranolol. Os dados representam as médias + o

erro padrao das médias para 4-5 experimentos.
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Resposta contratil ao CaCl,

Curvas concentragdo-efeito ao CaCl, (1 — 10 mM) foram obtidas em anéis de aorta
e de artéria mesentérica de ratos tratados por 4 semanas com L-NAME, L-NAME +

DL(#)-propranolol e DL(#)-propranolol (Figura 19).

Em anéis de aorta (figura 19A), as respostas contriteis ao CaCl, (1, 3 e 10 mM)
foram maiores nos animais tratados com L-NAME comparados ao grupo Controle. Este
aumento foi prevenido pelo tratamento concomitante com o propranolol. A contrac¢do ao
CaCl, em anéis de aorta dos animais tratados com propranolol individualmente nio foi

modificada, comparada ao grupo Controle.

Em anéis de artéria mesentérica (figura 19B) de animais tratados com L-NAME, foi
observado uma potencializac@o da resposta contrétil ao CaCl, nas concentracoes de 1 e 3
mM comparado ao grupo controle. Essa potencializacdo foi prevenida nos animais
tratados com L-NAME + DL(%)-propranolol. Além disso, neste grupo observou-se
reducgdo significativa da resposta mdxima ao CaCl,. O grupo tratado apenas com DL(%)-
propranolol apresentou um aumento da resposta contritil ao CaCl, na concentragdo
menor (1 mM) mas mostrou um perfil de resposta similar a do grupo L-NAME + DL(%)-
propranolol, onde a resposta maxima ao CaCl, foi significativamente reduzida comparada

aos grupos Controle e L-NAME.
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Figura 19. Efeito do tratamento cronico de 4 semanas com L-NAME, L-NAME +
propranolol e propranolol, na contra¢do induzida pelo CaCl, (1 — 10 mM) em anéis de
aorta (painel A) e anéis de artéria mesentérica (painel B) de ratos. Os animais Controles
estdo representados pelas barras pretas. Dados representam as médias £ E.P.M, para 4 - 5
experimentos. *P<0,05 comparado ao grupo controle; #P<0,05, comparado ao grupo L-

NAME.
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Niveis plasmadticos de nitrito/nitrato (NOx) e atividade plasmdtica da superoxido

dismutase (SOD)

Os niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOx) foram dosados no plasma de animais
Controles e submetidos ao tratamento cronico com L-NAME, L-NAME + propranolol e
propranolol. Observamos reduc¢do dos niveis plasmaticos de NOx em animais submetidos
ao tratamento com L-NAME comparado ao grupo Controle. Nos animais tratados com L-
NAME + propranolol, o nivel plasmético de NOx aumentou significativamente em
relacdo ao grupo L-NAME, porém significativamente reduzido quando comparado ao
grupo propranolol. Nao houve diferenca significativa entre os niveis plasmaticos de NOx

do grupo propranolol e o grupo Controle (Figura 20A).

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi medida em plasma de animais
Controles e submetidos ao tratamento cronico com L-NAME, L-NAME + propranolol e
propranolol. Observamos reduc¢do da atividade da SOD no plasma de animais submetidos
ao tratamento com L-NAME comparado ao grupo Controle. Nos animais tratados com L-
NAME + propranolol, a atividade plasmatica da SOD aumentou significativamente em
relacdo ao grupo L-NAME. Nido houve diferenca significativa entre a atividade

plasmadtica de SOD entre os grupos Propranolol e Controle (Figura 20B).
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Figura 20. Concentracdo plasmdtica de nitrito/nitrato (NOx; painel A) e atividade
plasmdtica da superéxido dismutase (SOD; painel B) em animais Controles (CTL) ou
tratados com L-NAME (LN), propranolol (PROP) e L-NAME + propranolol (LN+P). Os

dados representam as médias + E.P.M. para 6 - 8 experimentos. *P<0,05, comparado ao
grupo Controle; "P<0,05, comparado ao grupo L-NAME; TP<0,05, comparado ao grupo

propranolol.
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4. DISCUSSAO
Efeitos diretos dos antagonistas dos adrenoceptores ff

Os efeitos diretos do atenolol, metoprolol e propranolol foram avaliados em anéis
de aorta e de artéria mesentérica com endotélio intacto, pré-contraidos com fenilefrina. O
atenolol ndo apresentou resposta relaxante enquanto o metoprolol induziu um discreto
relaxamento em ambas as preparagdes. Considerando que se trata de dois antagonistas
seletivos para o adrenoceptor f3;, é possivel que a diferenca de resposta observada entre
ambos resida no fato de o metoprolol ser lipossolivel e, portanto, atravessar mais
facilmente membranas celulares (Hoffman & Lefkowitz, 1996). Por outro lado, o
propranolol induziu um relaxamento dependente de concentra¢do dos anéis de aorta e de
artéria mesentérica significativamente maior do que o metoprolol. Estes dados estdo de
acordo com estudo prévio onde o propranolol, mas ndo o atenolol, produziu relaxamento
dependente de concentracdo de artérias corondrias de cdes (Sakanashi & Takeo, 1983). E
sabido que o propranolol e atenolol apresentam atividade idéntica quanto ao bloqueio do
B-adrenoceptor, sendo a concentracdo necessdria para produzir o bloqueio deste receptor
da ordem de 1 uM (Weiner, 1980). Assim, a auséncia de resposta relaxante do atenolol,
aliada a concentracdo elevada de propranolol necessdria para induzir relaxamento dos
vasos, sugerem que o mecanismo de a¢do do propranolol em aorta e artéria mesentérica

ndo estd relacionado ao bloqueio do adrenoceptor .

O DL(%)-propranolol € uma mistura racémica de dois enantidmeros, S(-) e R(+)-
propranolol, os quais possuem diferencas marcantes na farmacodinidmica (Mehvar &

Brocks, 2001). Sabe-se também que a atividade B-bloqueadora cardiaca de antagonistas
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racémicos de adrenoceptores [ reside nos S(-)-enantidmeros, sendo a propor¢cdo de
atividade dos enantidmeros S:R propranolol de 100:1 (Barrett & Cullum, 1968). Apesar
de menos potente como B-bloqueador, o isdmero R(+) possui poténcia similar ao do S(-)
como estabilizador de membrana (Howe & Shanks, 1966; Dohadwalla er al., 1969).
Assim, para verificar se o relaxamento induzido pelo propranolol em aorta e artéria
mesentérica de ratos ocorre por mecanismo independente do bloqueio do adrenoceptor 3,
curvas concentragdo-efeito aos isomeros S(-) e R(+)-propranolol foram obtidas em ambos
os vasos, com endotélio integro. Efeitos similares aqueles observados para o DL(%)-
propranolol foram obtidos para ambos os enantidmeros, reforcando a hipétese que o
relaxamento induzido pelo propranolol, nas concentra¢des utilizadas, ndo estd associado

ao seu efeito B-bloqueador.

O relaxamento produzido por altas concentracdes de propranolol poderia sugerir
perda de seletividade do propranolol pelo adrenoceptor B, e que o relaxamento estaria
ocorrendo pelo bloqueio dos adrenoceptores o, uma vez que os tecidos foram pré-
contraidos com fenilefrina, um agonista dos adrenoceptores o;. Assim, o relaxamento
produzido pelo DL(#+)-propranolol foi também avaliado em tecidos pré-contraidos com a
endotelina-1 e com o andlogo do tromboxano, o U-46619. A magnitude do relaxamento
produzido pelo propranolol nos tecidos pré-contraidos com endotelina-1 ou U-46619 foi
similar a2 magnitude do relaxamento produzido nos tecidos pré-contraidos com
fenilefrina, excluindo entdo a possibilidade de os efeitos relaxantes do propranolol

estarem associados ao bloqueio do adrenoceptor a.

A resposta relaxante as concentracdes de 10 e/ou 30 uM de DL(z)-propranolol foi

maior na artéria mesentérica, com endotélio intacto ou removido, em comparacao a aorta,
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indicando que esta diferenca ndo reside na presenca do endotélio. Sabe-se que a atividade
intrinseca de uma determinada droga depende de caracteristicas funcionais e estruturais
dos tecidos bioldgicos (Kenakin, 1993). Assim, a maior sensibilidade dos anéis de artéria
mesentérica a0 DL(%)-propranolol pode refletir uma maior eficiéncia do acoplamento

estimulo-resposta ou a densidade maior de células musculares lisas neste tecido.

Para investigar a importincia do endotélio e da via NO/cGMP no relaxamento
induzido pelo propranolol, curvas concentragcdo-efeito ao DL(%), S(-) e R(+) propranolol
foram construidas em anéis de aorta e de artéria mesentérica apdés a remogdo do
endotélio, e na presenca do L-NAME (inibidor da sintese de NO) ou do ODQ (inibidor da
guanilil ciclase soldvel). Observamos que a remog¢do do endotélio, assim como a adi¢do
de L-NAME ou de ODQ, provocou uma diminui¢do do relaxamento nas concentragdes
menores dos isdmeros do propranolol, em ambos os tecidos, indicando que a via do

NO/GMPc estd parcialmente envolvida no relaxamento induzido por este 3-bloqueador.

A prostaciclina € um eicosandide oriundo da via da COX capaz de relaxar o
musculo liso vascular através da ativagdo da adenilil ciclase e consequente acimulo de
AMPc, que, por sua vez, ativa a proteina quinase A e a Ca’*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico. Isto aumenta a captacdo do Ca®* do meio intracelular para o interior do
reticulo sarcoplasmatico, levando ao relaxamento do musculo liso vascular (Smith, 1986).
Em nosso estudo, nos anéis de aorta com endotélio integro ou removido, a adi¢do de
indometacina, um inibidor inespecifico da COX, ndo afetou o relaxamento induzido pelo
DL(z), S(-) e R(+)-propranolol, excluindo o envolvimento da prostaciclina e de outros

metabolitos do dcido araquiddnico nestas respostas.

117



Para confirmar a hipétese que o propranolol relaxa anéis de aorta e de artéria
mesentérica de ratos por mecanismo parcialmente dependente do endotélio,
quantificamos os niveis teciduais de AMPc e GMPc em ambas as preparacdes, com
endotélio integro ou removido, apds estimulagdo com propranolol. Observamos que em
tecidos providos de endotélio, o propranolol aumentou os niveis de GMPc, ndo
modificando os niveis desse segundo mensageiro nos tecidos cujo endotélio foi
removido. Os niveis de AMPc ndo foram alterados em nenhuma das preparacdes. Esses
dados excluem a possibilidade do propranolol estar agindo como um agonista parcial e
promovendo o relaxamento da aorta e da artéria mesentérica por mecanismo associado a
ativagdo do adrenoceptor 3. Por outro lado, reforcam o envolvimento da via NO/GMPc
no relaxamento induzido pelo propranolol. No entanto, o mecanismo pelo qual o
propranolol aumenta os niveis de GMPc nos tecidos com endotélio intacto ainda ndo nos
é claro. Sabe-se que alguns antagonistas de adrenoceptores 3 como celiprolol, nebivolol e
nipradilol relaxam a musculatura lisa vascular através da doacdo de NO ou estimulando a
liberacao deste mediador nas células endoteliais (Uchida ef al., 1993; Hayashi et al.,
1997; Noda et al., 2001; Ignarro et al., 2002). O propranolol também é conhecido por
apresentar uma propriedade antioxidante, que poderia prevenir a reacdo do NO com
radicais livres, aumentando a biodisponibilidade deste mediador (Mak & Weglicki, 1988;
Khaper et al., 1997). No entanto, a hip6tese que o propranolol possa estar doando NO ¢é
descartada, uma vez que o aumento dos niveis de GMPc ndo ocorreu em tecidos
desprovidos de endotélio. Em resumo, embora seja claro o envolvimento da via do
NO/GMPc no relaxamento induzido pelo propranolol, este ndo parece representar o

principal mecanismo responsavel pelo efeito relaxante, uma vez que o relaxamento
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promovido por 30 uM de propranolol é apenas parcialmente diminuido e a resposta
maxima nao € afetada apds a inibi¢do desta via.

O tonus vascular é controlado pela [Ca**]c, sendo que a contracdo das células do
musculo liso vascular inicia com o aumento da [Ca**]c. Isto pode ocorrer pelo aumento
do influxo de Ca** do espaco extracelular através dos canais para Ca™ operados por
receptor, ou pela liberacdo de Ca®* dos estoques do reticulo sarcoplasmdtico. Neste
estudo, investigamos a influéncia do DL(%)-propranolol na contra¢do induzida pelo
influxo do CaCl, do meio extracelular para o meio intracelular, em anéis de aorta e de
artéria mesentérica com endotélio integro ou removido. Nossos resultados mostraram
que, em ambas preparagdes, a contragdo induzida pelo CaCl, em vasos desprovidos de
endotélio € significativamente maior do que naqueles com endotélio integro, sugerindo
que a liberagdo basal de NO endotelial modula a resposta contritil ao CaCl,. Em
decorréncia da auséncia de NO nos tecidos desprovidos de endotélio, pode ter havido
também aumento da sensibilidade dos canais para Ca®*, provocado pela menor ativagdo
da fosfatase da miosina. Esta enzima, quando ativada, € responsavel pela desfosforilagdo
da cadeia leve da miosina, que leva ao relaxamento e o NO favorece a ativacdo da
fosfatase da miosina (Webb, 2003). Ao avaliar estas contragdes na presenca de 3
diferentes concentragdes do DL(%)-propranolol, observamos que houve a inibi¢cdo da
contragdo induzida pelo CaCl, em ambas preparacdes, tanto em anéis com endotélio
intacto como em anéis com endotélio removido. O principal mecanismo de entrada de
célcio para o meio intracelular na musculatura lisa vascular se da através da ativacio da
subunidade alfa dos canais para Ca®™ do tipo L. Procuramos entdo verificar se a reducao

do influxo de célcio pelo propranolol ocorreu através do bloqueio destes canais. Para
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tanto, realizamos curvas de contracido ao CaCl, em anéis de aorta e de artéria mesentérica
com endotélio removido, na presenga concomitante de propranolol e nifedipina
(bloqueador cldssico dos canais para Ca®* tipo L). Nossos resultados mostraram que,
quando adicionados concomitantemente, a contra¢do induzida pelo cdlcio é abolida em
ambas as preparacgdes. Isto parece descartar a possibilidade de que o propranolol esteja

atuando nos canais para Ca®* do tipo L, ou na subunidade alfa deste canal.

A perda da liberacdo basal de NO, através da remog¢do do endotélio ou da inibicdo
da sintese de NO, assim como a redugdo dos niveis de GMPc pela inibicdo da guanilil
ciclase solivel, leva ao aumento da sensibilidade ao Ca’t (Wu et al., 1996; Lee et al.,
1997). Assim, acreditamos que o propranolol, assim como os seus isdmeros, induzem
relaxamento de anéis de aorta e de artéria mesentérica, por um mecanismo ligado ao
bloqueio do influxo de Ca®*. O fenémeno de sensibilizacio ao Ca** poderia explicar o
menor relaxamento induzido pelo propranolol (na concentragdo de 30 uM) em tecidos
com endotélio removido ou tratados com L-NAME ou ODQ. Ou seja, na vigéncia da
inibicdo da via NO/GMPc, ocorreria um aumento das correntes de Ca2+, dificultando o
bloqueio dos canais para Ca®* pelo propranolol, reduzindo portanto o relaxamento

induzido por este B-bloqueador.

Em resumo, os resultados deste estudo in vitro mostraram que o propranolol
promoveu relaxamento de aorta e de artéria mesentérica por mecanismo que envolve a

via NO/GMPc e bloqueio do influxo de célcio.
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Tratamento cronico com L-NAME

O tratamento cronico com o inibidor da sintese de NO, L-NAME, leva a
hipertensdo arterial e alteracdes morfoldgicas cardiovasculares (Moreno-Jr ef al., 1996)
sendo tais alteragdes reduzidas ou prevenidas pelo tratamento concomitante com
propranolol (Pacca et al., 2002). No presente estudo, confirmamos que o tratamento com
propranolol reduz significativamente a hipertensdo arterial induzida pela administragdo
cronica de L-NAME. E sabido que a ativacdo dos adrenoceptores B cardiacos leva ao
aumento da freqiiéncia cardiaca e, assim, o uso prolongado do propranolol deveria
teoricamente levar a bradicardia (Gulati & Liard, 1979; Tan & Summers, 1995). Foi
demonstrado que o tratamento cronico com L-NAME leva a taquicardia e que a
administra¢do aguda do propranolol reduz estes efeitos numa magnitude maior que nos
animais controles (Souza et al., 2001). Entretanto, a freqiiéncia cardiaca ndo foi afetada
nos grupos tratados cronicamente com L-NAME e/ou propranolol. No nosso estudo, a
freqiiéncia cardiaca foi avaliada em animais anestesiados, sendo possivel que as
alteracdes na freqiiéncia cardiaca tenham sido mascaradas pelos efeitos do anestésico
utilizado (pentobarbital sédico).

A reatividade vascular dos animais tratados cronicamente com L-NAME e
propranolol foi avaliada in vitro, através da realizacdo de curvas concentragdo-efeito a
acetilcolina em anéis de aorta e de artéria mesentérica. Observamos que o relaxamento
induzido pela acetilcolina em anéis de aorta e de artéria mesentérica foi marcantemente
reduzido nos animais tratados com L-NAME. Entretanto, apenas na artéria mesentérica,
tal reducdo foi parcialmente restaurada pelo tratamento com propranolol. Varios estudos

mostram que o relaxamento induzido pelo EDHF € reduzido nas doencas que levam a
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disfunc¢do endotelial, como hipertensao arterial e diabetes. Na artéria mesentérica de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), hd reducdo de 50% da hiperpolariza¢do induzida
pelo EDHF (Fujii et al., 1992), enquanto na artéria caudal destes ratos, a reducdo da
hiperpolarizacdo é de 28% (Sandow et al., 2003). A hiperpolariza¢do induzida pelo
EDHF também ¢ reduzida no leito mesentérico e na circulacdo renal de ratos diabéticos
(Fukao et al., 1997; Wigg et al., 2001; Makino et al., 2000; De Vriese et al., 2000), assim
como em artéria renal de ratos obesos (Lau & Reid, 2000). Levando-se em considerac¢io
que o relaxamento induzido pela acetilcolina € abolido em artéria mesentérica de animais
tratados cronicamente com L-NAME e que o relaxamento € parcialmente restaurado pelo
propranolol, é de se supor que o tratamento prolongado com este B-bloqueador reduza a
disfuncdo endotelial. Assim, o relaxamento residual observado nestes grupos seria
mediado por fatores derivados do endotélio diferentes do NO. Para investigar a
contribuicdo do EDHF, curvas concentragdo-efeito a acetilcolina foram realizadas em
tecidos pré-contraidos com KCI (80 mM). Nestes tecidos, houve redugdo significativa da
resposta a acetilcolina em artéria mesentérica de animais controles, confirmando o
envolvimento do EDHF no relaxamento induzido pela acetilcolina nesta preparacio
(Nagao et al.,, 1992; Garland & McPherson, 1992). Além disso, a “protecdo” exercida
pelo propranololol na reducdo dos relaxamentos a acetilcolina em ratos tratados
concomitantemente com L-NAME deixa de ser vizualizada, refor¢cando a idéia que, na
vigéncia do bloqueio do NO, o tratamento prolongado com o propranolol preserva a
funcdo endotelial, associada a prostaciclina e/ou EDHF.

O relaxamento induzido pelo GTN também foi avaliado em aorta e artéria

mesentérica dos animais submetidos ao tratamento cronico com L-NAME e/ou
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propranolol. O relaxamento provocado pelo GTN em anéis de aorta ndo foi diferente em
nenhum dos grupos estudados. No entanto, em anéis de artéria mesentérica, o tratamento
cronico com L-NAME e/ou propranolol provocou um aumento da poténcia do GTN,
comparado ao grupo controle. O GTN age diretamente na guanilil ciclase soluvel,
ativando-a e promovendo o relaxamento. Nos animais tratados com L-NAME,
concomitante ou ndo com propranolol, a auséncia da liberagdo basal de NO poderia
tornar a guanilil ciclase solivel mais sensivel ao NO exdgeno, explicando assim o
aumento da poténcia do GTN. Estudo prévio mostrou que o relaxamento induzido pelo
GTN ndo ¢é afetado pela remocdo do endotélio (Adami et al, 1996). Outro estudo
mostrou que o relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio € potencializado em
camundongos nocautes para eNOS, sugerindo maior sensibilizacdo da guanilil ciclase
solivel ao NO exdgeno (Brandes et al., 2000). J4 nos animais tratados com propranolol
individualmente, o deslocamento da curva do GTN pode ser explicado pelo bloqueio
cronico do influxo de cdlcio para o meio intracelular, resultando em menor sensibilidade
dos canais para célcio, facilitando os mecanismos de relaxamento. Apesar disso, ndo
sabemos porque a resposta obtida na aorta € diferente daquela obtida na artéria
mesentérica, mas, possivelmente, variacdes estruturais, morfoldgicas e funcionais entre
os dois vasos possam explicar tais discrepancias.

Avaliamos também o efeito do tratamento cronico com L-NAME e propranolol na
resposta contrdtil ao CaCl, em anéis de aorta e de artéria mesentérica. Em ambas
preparagdes, observamos um aumento significativo da contracdo do CaCl, em tecidos de
animais tratados com L-NAME. A Rho-A é uma pequena proteina G regulatdria

envolvida na ativacdo da Rho-Kinase, que € a enzima que fosforila a subunidade MYPT1
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da fosfatase da miosina, inibindo a atividade catalitica desta subunidade (Kimura et al.,
1996; Hartshorne et al., 1998; Feng et al., 1999). Kataoka et al. (2002) demonstraram que
a deficiéncia cronica de NO aumenta a translocacdo da proteina Rho para a membrana,
favorecendo o estado contratil da célula. Isto poderia explicar o aumento da contragc@o ao
CaCl, observado no grupo tratado com L-NAME, sugerindo o aumento da sensibilidade
dos canais para cdlcio neste grupo. Entretanto, foi demonstrado que o tratamento com
drogas inibidoras da atividade da Rho-kinase (entre elas o fasudil, hidroxifasudil e o Y-
27632) inibe o remodelamento cardiovascular induzido pelo bloqueio prolongado de NO
com o L-NAME (Ikegaki et al., 2001). No nosso estudo, o tratamento concomitante com
propranolol reverteu este aumento de contracdo ao CaCl,, bem como o tratamento
individual com propranolol reduziu significativamente a contragdo médxima do CaCl,.
Estes dados sugerem que o tratamento com L-NAME leva ao aumento das sensibilidade
dos canais para célcio e que o propranolol, ao promover o bloqueio destes canais, diminui
a sensibilidade dos mesmos, como discutido anteriormente.

Nos animais tratados cronicamente com L-NAME e/ou propranolol, avaliamos os
niveis plasmaticos de nitrito/nitrato, e a atividade plasmaética da superdxido dismutase.
Observamos que nos animais tratados com L-NAME, ha reducdo, em torno de 50%, dos
niveis de nitrito/nitrato, sendo esta reducdo parcialmente inibida pelo tratamento
concomitante com propranolol. A atividade plasmatica da SOD também diminuiu nos
animais tratados com L-NAME, sendo também parcialmente inibida pelo propranolol.
Estes efeitos podem estar relacionados aos efeitos antioxidantes do propranolol, uma vez
que alguns estudos demonstraram que o propranolol apresenta atividade antioxidante

relacionados a: (1) diminuicdo da geracdo dos produtos da peroxidacdo lipidica em
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episddios de isquemia/reperfusdo; (2) protecdo contra a arterosclerose em animais
tratados com dieta hipercolesterolémica; e (3) reducdo da atividade peroxidativa da
membrana, diminuindo a formacgdo de radicais livres (Chobanian et al., 1985; Mak &
Weglicki, 1988; Khaper et al., 1997). Estes efeitos podem estar associados ao principal
metabdlito do propranolol, o 4-hidroxi-propranolol, que apresenta atividade antioxidante
4 a 8 vezes maior que a vitamina E e 100 vezes maior que o propranolol (Mak &
Weglicki, 2004).

Em conclusdo, os resultados deste estudo ex vivo mostraram que o propranolol
previne o aumento da pressdo arterial induzida pelo L-NAME. Em artéria mesentérica, o
propranolol restaura parcialmente o relaxamento reduzido a acetilcolina observado em
animais tratados com L-NAME. Observamos também que, tanto em aorta como em
artéria mesentérica, a resposta contratil ao CaCl, aumentada em animais tratados com L-
NAME ¢ revertida nos tecidos dos animais tratados com propranolol. Além disso, a
reducdo dos niveis plasmdticos de nitrito/nitrato e da atividade plasmatica da SOD
observada nos animais tratados com L-NAME também foi parcialmente restaurada nos

animais tratados com propranolol.
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5. CONCLUSAO

Estudos in vitro

O DL- R- e S-propranolol relaxam anéis de aorta e de artéria mesentérica, sendo
este efeito parcialmente reduzido pela remog¢do do endotélio ou pela adiciao de L-

NAME (ou ODQ);

O DL(#)-propranolol eleva os niveis de GMPc (mas ndo AMPc) em vasos com

endotélio integro;

O propranolol € capaz de reduzir significativamente as contracdes induzidas pelo
CaCl, em anéis de aorta e de artéria mesentérica, sendo este efeito potencializado

pela nifedipina;
Estudos ex vivo

O relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de aorta e de artéria mesentérica
€ marcantemente reduzido pelo L-NAME cronico. Em artéria mesentérica (mas nao
em aorta), esta redugdo ¢é significativamente atenuada pelo tratamento com
propranolol em tecidos pré-contraidos com fenilefrina, mas ndo em tecidos pré-

contraidas com KCI (80 mM);

As contragdes induzidas pelo CaCl, em anéis de aorta e de artéria mesentérica sao

significativamente reduzidas pelo tratamento com propranolol;

O tratamento com propranolol atenuou significativamente a reducdo dos niveis
plasmdticos de nitrito/nitrato e da atividade da SOD nos animais que receberam L-

NAME.

Em conclusio, nossos resultados sugerem que os efeitos relaxantes do propranolol
sdo independentes do bloqueio do adrenoceptor 3 e dependentes da via NO/GMPc e
do bloqueio do influxo de célcio. Estes efeitos do propranolol podem estar
contribuindo para os efeitos antihipertensivos deste composto, melhorando a

reatividade vascular, principalmente da artéria mesentérica.
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