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1. RELAGED ESTRUTURA-ATIVIDADE

Estudos bicquimicos executados por RESEK & RUOHO (1988)
demonstraram que 0 N-(p-azido-m-iodofeniletilamido
igsobutil )noradrenalina (NAIN) & um agonista total de
adrencceptores beta, uma vez gque determina estimulacido da
adenilil-ciclase., em bronguice de cobaia, semelhante dgquela
produzida pelo isoproterenol (IS0). Quando incubados em
conjuntc, NAIN e I30 nSo induzem estimulagdo adicional da
adenilil-ciclase, se comparada aguela produzida somente por
NAIN. Esta estimulacio pode ser inibida por alprenclol,
antagonista nfo-sgeletivo de adrencceptores beta. Nio foi
estabelecido., entretanto. se eghe agonista possui
geletividade para um dos subtipos de adrenoceptores beta.

0 composto NAIN é wuma catecolamina egintética que
apresenta um radical alguilico, no nitrogénio aminico, maior
gque o de outras catecolaminas, sintéticas ou nfo (¥Fig. 1).

A seletividade para adrenoceptores beta € favorecida
pelas seguintes fungdes: a) hidroxila fentlica em posiglo
meta no grupo catecdlico, b) hidroxila alcodlica no carbono
beta da cadeis lateral e ¢) um grupo volumoso no nitrogénio
aminico (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1882).

O grupo catecOlico parece, por si s0, ser mais critico
para a ativag#o de adrenoceptores beta do 4que para a
ativac8o de adrenoceptores alfa, ypois aminas n8o fendlicas

880 quase isentas de atividade beta, embora a atividade alfa
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se mantenha. Leste modo, Ja seria de se esperar gque o
composto NAIN apresentasse maior seletividade por
adrenoceptores beta, uma vez ague esta € proporcicenal ap
tamanho do radical no grupo catecédlico. Agonistas seletivos
de adrencoceptores betsa-2 requerem maiores subsitituintes no
grupo aminico e radicais hidroxila nas posigfes 3 é 5 de
anel aromdtico, caracteristicas apresentadas pelo NAIN e que
sugerem a possibllidade de o mesmo ser um agonista seletivo
deste tipo de adrenoceptores (Fig. 1).

Conforme observado por LANDS et al. (1967 a). muitos
compostos que ativam adrenoceptores beta, apresentam
substituintes metil no carbonoe alfa. Tais analoges alta
metilados apresentam un efeito relativamente maior em
produzir vasodilatag8io do que estimulsgdo cardiaca. Rsetes
efeitos sio mediados. respectivamente, por adrenccepiores do
subtipo beta-2 e beta-1.

JOHANSSON et al. {1890) analisaram a seletividade de
uma série de agonistae beta adrenérgicos para adrenoceptores
do subtipo beta-2 em termos de afinidade do agonista e
atividade intrinseca do complexo droga-recepitor. Segundo
estes autores, a substitulcfo de hidrogénioc rpor radicails
alguilicos, no nitrogénio aminico de un agonista
adrenérgico, aumenta a sua seletividade por adrenoceptores
heta-2. Este efeito pode ser atribuido a uma mudanca na
afinidade do agonista e, em menor extens8o, a uma alteracioc

na atividade intrinseca do complexo droga-receptor.
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FIG. 1: Relac&c estrutura-atividade de algumas catecolaminas
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2. ADRENGCEPTORES

Og receptores adrenérgicos foram inicialmente
classificados por AHLQUIST (1848}, gue identificou dois
tipos de acordo com a série de poténcias relativas de
agonistas adrenérgicos em diferentes tecidos. A série
caracterigtica dog adrenoceptores alfa & adrenalina (ADR) >
noradrenalina (NA} >> isoproterenoi (ISO), enguanto que,
para os adrenoceptores beta a série & 150 > ADR » NA. Estes
dois tipos de adrenoceptores foram rosteriormente
subdivididos.

Qs adrenoceptores alfa foram subdividides em alfa-l1l e
alfa~-2 (LANGER,1974). A disting80o inicial foi baseada em
consideractes anatdmicas e funcionais guando se observou gque
agonistas alfa adrenérgicoe poderism inibir a prépria
liberag8o de NA dos neurdnios (LANGER, 1980; STARKE, 18987).
Este efeito inibitdéric da NA na sua liberacdo é mediado por
adrenoceptores alfa farmacologicamente distintos dos
adrenoceptores alfa pdHe-sinapticos. OUs adrencceptores alfs
pré—eginaptices foram denominades alfa-2, engquanto que o5
adrenoceptores alfs axcitatorios pos—~sginapticos foram
denominados alfa-1 (LANRGER & LEHMANN, 1988). Resultados
recentes mostram gque 08 adrenoceptores alfa-1 e alfa-2

apresentam subtipos. Foram clonados trés subtipos de

adrenoceptores alfa-1 {(alfa la, 1l e lo) e trés subtipos de



adrencceptores alfa-2 (alfa 24, 2B, 2c) (HARRISON et al.,
1991).

Ds adrencceptores beta foram subdivididos em beta-1
{(mioccidrdio) e beta-2 (miusculc lisco e outros tecidos) devido
a serem diferentemente ativados pela ADR e NA. Estes
agonistas s8oc essencialmente eguipotentes em ativar os
adrenoceptores beta-1, mas a ADR apresenta uma poténcia de
dez a cinquenta vezmes maior em ativar os adrenoceptores
beta-2 do que a NA (LANDS et al., 1887 a8 e Db). Foi
recentemente isclado um gen humano que decoedifica um
terceiro tipo de adrenoceptor beta., denominado beta-3
{EMORINE et al., 1989). Uma vez que os adrencceptores beta-3
s8o cerca de dez vezes mals sensiveis 3 NA do que a ADR e
relativamente resistentes ao blogquelo pelo propranclol,
acredita-se que eles possam mediar respostas a catecolaminas
em sitios com caracteristicas farmacoldgicas atipicas, como
o tecido adiposc (LEFKOWITZ et al.., 1990).

Os adrenoceptores = constituem  uma familia de
glicoproteinas estrutural e funcionalmente relacicnadas
entre si ({(STILES et al., 1883; VENTER &% FRASER, 1883) e a
receptores para hormbnios e outreos neutransmissores., oomo
por exemﬁlo, O receptor para insulina e o receptor
muscarinico (DOHLMAN et al., 1887).

Um aspecto interessante a se considerar & a topografia
destes receptores. Eles apresentam sete "dominios
transmembrana” interligados, um grupo amino terminal voltado

para o exterior da ¢élula & um grupo carboxiliece wvoltado



para o citoplasma (LEFKOWITZ & CARON, 188B). Este mnmodelo
topografico ndo se refere somente aos adrenoceptores, mas a
toda uma familia de receptores de membrana acoplados a
proteinas "G, agsim denominadas por serem sensiveis a
nucleoctidecs de guanina (LEFKOWITZ et al., 1990).

OB receptores deste grupo agem por facilitar a ligacio
de GTP a proteinas G especificas. Esta 1ligac8ic ativa a
proteina G, que passa & controlar a atividade de efetores
especificos. Estes efetores incluem enzimas como a adenilil-
niclase e as fosfolipases C e Az (BOEMANN et al, 1984),
canais especificos para o CaZ+, Na*, ou K+ e algumas
prroteinas de transporte. Uma uUnica célula pode apresentar
cinco ou mais proteinas G, sendo que cada uma delas responde
a vAarios receptores diferentes de acordo com um padrio
caracteristico de seletividade (ROSS, 19980).

As proteinas G se localizam na face interna da membrana
rlasmiatica e 880 compostas de subunidades que foram
denominadas alfa, beta e gama (NORTHUP et al., 1983;
HILDEBRANDT et al, 1884). A classificacdo das proteinas G é
baseada na identidade da subunidade alfa. Ja& se conhecen
gquatro tipos desta proteina: Gs (8, stimulatory), Gi (i,
inhibitory). Go (o, other), G7, que desempenham diferentes
funcfies (BOKOCH et al, 1884). G7 néo tem sua fungdo ainda
bem definida.

Néo é pouce usual gue, em uma célula, diferentes
receptores ativem uma Gnica proteina G. Varices agonistas

podem ativar a adenilil-ciclase unicamente atraves da Gs



(BOKOCH et al, 1984). O oposto também pode acontecer, um
unico receptor pode interagir com diferentes proteinas G; um
tnico receptor muscarinico pode causar a inibigdo da
adenilil-ciclase e a ativacio da foscofolipase C por
interagir com. no minimo, duas proteinas G diferentes (ROZS,
1950). Do mesme meode, uma Unica proteina @ pode regular
vérios efetores, como € o caso da proteina Gs gue ativa a
adenilil-ciclase e promove a abertura do canal de Ca2+ s ela
associado (BROWN & BIRNBAUMER, 1988). Ha também a
possibilidade de um efetor ser controlado por diferentes
proteinas G, como € o caso da fosfolipase C, que & ativada
ror deois tipos de proteinas G em resposta a grupos distintos
de receptores (ROSS, 18980}).

Aceita-se que ambos os subtipos de adrenoceptores beta,
beta-1 e beta-Z, estimulam a enzima adenilil-ciclase atraves
da Gs {GILMAN, 1887). A estimula¢do destes receptores leva
ao actmulo de AMP cicliceo (LEFRKOWITZ et al., 198Z; LIMBIRD,
1984; STILES et al., 1984), ativagdo de proteina quinase
dependente de AMP ciclico e alteracdo da funcio de inumeras
proteinas celulares devido & sua fosforilag8o. A Ge ativada
através dos adrencceptores, pode também aclonar canais de
CaZ+ voltagem-dependentes da membrana plasmatica (BROWN &
BIENEBAUMER., 1988), fornecendo um efeito adicional a

egtimulagio destes receptores.



3. DISTRIBUIGRZO E FUNCEO DOS ADRENOCEPTORES EM DIFERENTES
ESPECIES

Foi proposto que os adrenoceptores beta-1 e beta-2
predominariam, respectivamente, no coragic e em misculos
lisos (LANDS et al.., 1887 a, b). Entretanto, aceita-se
atualmente gque estes adrenoceptores pospam coexistir em
diversos org8os e tecidos (MINNEMANN et al., 18981). Este
fato foi primeiramente observado por CARLSSON et al. (1972,
1977) em coragdo de gato, onde os subtipos de adrenocceptores
coexietem em diferentes proporgdes., quando sSe comparam
regides do ventriculo e do nodulo sino atrial.

Ha evidéncias de que, em corac8o de gato, ambos os
subtipos de adrenocceptores participan, direta ou
indiretamente, da resposta cronotrdpica positiva evocada por
agonistas simpatomiméticos. uma vez que esta, € inibida em
diferentes extensfes por H3IBNE5 (um antagonista beta-2
seletivo) e Ppractolol (um antagonista beta-1 seletivo)
{CARLSSON et al., 1972). Outras evidéneciss para a Tfuncéo
cronotréopica de adrenoceptores beta-Z foram obtidas “in
viveo', em humanos, com a obgervacido de gue a administracio
de um bleogqueador beta ngo seletivo apresenta maior
habilidade em antagonizar a taquicardia induzida por IS0 do
gque um bloqueador seletivo de adrenoceptores beta-1 (BROWN
et al., 1986). Verificou-se, também, aue o bloqueio seletivo
de adrenoceptores beta-2 diminul, de mode significante, a

resposta cronotropica induzida por um agonista beta-



adrenérgico nido seletivo (ARNOLD et al.,1985). O bloqueio
seletivo de adrencceptores beta-1, obtide com atenolol,
reduz apenas levemente o efeito cronotrépico evocado pela
terbutalina, um agonista seletivo beta-Z, ou adrenalina, um
agonista beta ndo seletivo (STRAUSS et al., 1986; LEENEN et
al., 1883 e 18988). Mecanismos alternativos para explicar as
alteragdes da func8o cardiaca ©por agdo da terbutalina
.inclﬁem: supressdo do tdnus vagal, decréscimo na pos—carga,
e esgtimulac8o direta de adrenoceptores heta-2 (3STRAUSS et
al., 1985; MORDY et al., 1988).

A partir de resultados obtidos com estudos realizados
em humanos, atribuiv-se também especial impeorténcia
funcional A0S adrenoceptores beta-2 em Ca808 de
insuficiéncia cardiaca congestbiva, desde 9gue nos estados
finaisg desta cardiomiopatia, os adrenocceptores beta-1
apresentam—se reduzidos em nimero e sua resposta encontra-se
diminuicda, enguantoe que os adrenoceptores beta-2 permanecem
praticamente inalterados. Nestas condigdes, o8
adrenoceptores cardiacos beta-2 podem compensar as
alteracdes dos adrenoceptores beta-1 e manter A
contratilidade do miocardio (BRODDE, 1988; DBRIDTOW et
al.,1986).

Estudos com antagonistas marcados com radicisdtopos
demonstraram que a porcentagem de adrenoceptores beta-2
varia de 14 a 20 % no miocdrdio ventricular humano, e de 20

a B0 % no tecido atrisl (MINNEMANN et al.., 13981).
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BRODDE (19883 observou, em dtrios direitos isolados de
humanos, que o I50 aumenta a forga de contracioc através da
estimulaqio de adrencceptores heta-1 e beta-2, enguantso que
o agonista seletivo de adrenoceptores beta—2, procatercl,
tem efeito inotrdopico positivo, predominantemente por
estimulacdo de adrencceptores beta-Z. A HNA, entretanto,
aumenta a foreca de contracdo somente através da estimulacado
de adrenoceriores beta-l. uma vez que este agonista tem
baixa afinidade por adrenoceptores beta-2.

Os experimentos realizados peor BRODDE (1588) reforcam
o5 resultados anteriormente obtidos por ARNOLD et al.
(1985 ¢ BROWN et al. {(1988). Estes resultados indicam que,
além de mediar o efeito inotrdpico, os adrenoceptores beta-2
atriais também rodem estar envolvidos no controle da
frequéncia cardiaca, uma vez dque, em voluntarios sadios, ©
antagonista beta-2 seletivo, ICI-1185b1, foil mals potente
que o antagonista de adrenoceptores beta-1, bisoprolol,. em
antagonizar a taguicardia induzida por IS0, guando ambos os
antagonistas foram administrados em doses que determinavam a
ocupagio de mails de 90% dos adrencceptores beta-2 & beta-1,
respectivamente (ARNOLD et al.,1985).

Em ratos, o8 adrenoceptores atriaig beta-Z nao
participam, de modo consideridvel da resposta cronotrdpica a
sgonistas de adrencceptores beta. Apesar de oCorrerem numa
rropor¢gio de 1:2 com relagdo ao subtipo bheta-1 (O DONNELL &
WANSTALL, 19853 JUBERG et ai., i98858), a resposta

cronotrdpica € mediada por uma populagéo farmacologicamente
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homogénea de adrenoceptores heta-1 (BRYAN et al., 1881i:
CALLIA & D& MORAES, 1984; JUBERG et al., 1985). Este fato,
facilita o estude da seletividade do agonista no modelo

experimental em questfo.

4. CONTROCLE NERVOSO DA PREGSSZO ARTERIAL E DA FREQUENCIA

CARDIACA

0 controle da pressfc arterial média (PA) €& feito
através de +trés sistemas principais: o sistema neure-
vegetativo, o sistems renins-angiotensina, e o sistema
arginina-vasopressina (PALLER & LINAS., 1984). Cada um destes
sistemas participa. diferentemente, do controle da pressio
arterial. Gabe-se que., no rato descerebrado, modelo
experimental em gue o Sistema Nervoso Central se encontra
funcionalmente desconectade do corpo, o© sistema renina-—
angiotensina contribui com Z1% para a manutencBc da PA,
enguanto que o sistema arginina-vasopressina & responsiavel
por apenas 6%. Neste casc, os fatores mais importantes na
manutencdo da PA s80 ae propriedades intrinsecas do sisgtema
cardiovascular (CARBONELL et al.., 1886), expressas pela acgio

de catecolaminas circulantes sobre os adrenoceptores.

Entretanto sabemos gue, no animal nermsal, a
participacso dastes componentes é diferentemente
distribuida. 8] sistema renina—angiotensina &,

provavalamente, ativado pela hipotensfo que se segue 3

cirurgia de descerebracdo. Esta hipotensio constitui-se em

B



um podercso estimulo para a secregdo de renina (ROMERO et
al., 19763, o gue Juntamente com a auséncia de controle
nervoso, © capacita a participar com 21% do controle da PA.
Esta participacg8o &, proporcionalmente., maior do gue aquela
obgervada no animal integro. Neste predomina o sistems
nervoso regendo as "'propriedades intrinsecas’ do sistema
cardiovascular.

No leitc vwvascular. os receptores presentes em sitios
pré-sindpticos s&0 do subtipo alfa-Z2 & modulam um mecanismo
de retro-alimentagdo negativo no controle da liberacfoc de NA
relas terminacdes nervogas simpAticas { LANGER, 1874
HEDQUVIST & MOAWAD, 1875). HNos sitios pOs-sinapticos, o8
adrenoceptores que mediam vasoconstricdo em veias e artérias
podem éer do tipo alfa-1l cu alfa-2Z ( FLAVAHAN & McGRATH,
1980; ELLIOT & REID, 1983; SHUMMANN & LUES, 1883; SHOJ1 et
al.. 1983; EGLEME et al., 1984; BSTEEN et al., 1984 a e b;
TODA et al., 1984). Os adrenoceptores alfa-Z podem, também,
estar localizados nas células endoteliais. Neste caso, gua
stivacio reduz a contracdc em alguns vasos sanguineos, pela
liberacsdo do "fator de relaxamento endotelial” (EDRF)(EGLEME
et al., 1984). Todavia, A resposta vascdilatadora & mediada
principalmente pela ativac#o de adrenoceptores do subtipo
bheta-2, localizados nas células musculares lisas que compdem
a parede de artérias e veias (O DONNELL & WANSTALL, 1934).

Os adrenoceptores beta-2 vasculares apresentam uma
fung8o diversa segundc sSua localizacde, pré ou pos-—

ginaptica. Os adrenoceptores beta-Z pre-sindpticos séo



responsdveis por um mecanismo de retro-alimentacdo positivo
controlador da l1liberacdo de NA (ADLER-CRASCHINSKY & LANGER,
1975:; STJARNE & BRUNDIN, 1875 e 18763, e os adrenoceptores
pos-sindpticos respondem, de modo geral, com um efeite
vagodilatador a agonistas beta adrenérgicos.

Q0 controle nervoso da atividade cardiaca se faz,
essencialmente. atraves das duas divisfes do Sistema Nervoso
Autondmico (SNA)Y: o BNA simpédtico e o SNA parassimpatico. O
SNA simpatico estimula o automatismo dc nodulo sino-
atrial(8A), enguanto gque o SNA parassimpatico o inibe. As
alteracbes na freqﬁéncia cardisca envolvem, em geral, uma
relaclo reciproca das duas divisdes do SNA. Portanto, um
aumento de fregquéncia cardiaca € causado pela diminuicdo da
atividade parassimpatica £ aumento concomitante da atividade
simpadtica. Com frequéncia, a diminuwiglo & produzida rpor
mecanismos opostos. Genericamente. nos individuos saudsveis
em repouso, o tdOnus parassimpidtico & dominante. A aboliclo
das influéncias parassimpaticas pela adminisﬁracéo de
atropina induz tgquicardia acentuada. A abolic8o dos efeitos
simpaticos pela administracdo de propranclol lentifica o
coracdo de forma apenas moderada.

O nivel de PA média de um animasl depende do débito
cardisco e da resisténeia wvascular periféricsas. Mudancas no
débito c¢ardiaco podem ser induzidas por alteracgdes da
frequéneia cardiasca (FC}, 4o volume sistdlico, ou de ambos.
Modificacfes concomitantes da FC e do volume sisﬁélico néo

resultam. necessariamente. em alteracdes do débitoc cardiaco,



podendo se anular; e em consequéncia, a PA médis do animal
néo sera afetada (BERNE & LEVY, 1990).

Considerando tais fatores, as respostas pressdrica e
cronotropica aoc NAIN foram avaliadas "in wvive” em ratos

cateterizados, sendo comparadas aquelas obtidas ao 180,

Foram também executados experimentos "in vitro”, em
Atrios direitos isolados de ratos e cobalas, a fim de
avaliar a seletividade do HNAIN para adrencceptores do
subtipo beta~2. Os resultados obtidos a partir destes
experimentos foram analisados pelo Método de Schild.

Na tentativa de definir uma escala universal para
avaliar antagonistas, SCHILD, descreveu a escala de pA, de
modo gue "...a atividade de uma droga pudesse ser exXpressa
em termos de um radrio estavel'. O valor pAx foi definido
como o logaritmo negativo, na base 10, da concentrag8o molar
de um antagonista que reduz o efeito de uma dose maltipla do
agonista dquele obtide per wuma dose Unica "wt " (SCHILD,
1947 a; 1849).

A escala ''pA" foi considerada, primariamente, cCOmo uma
egcala empirica, mas, sob certas circunsténcias, ha uma base
tedrica que identifica o wvalor pAz com o valor ©pKe
( FURCHGOTT, 1955; SCHILD, 1957; GADDUM 1957; ARUNLAKSHANA &
SCHILD, 1959). Esta escala serve para medir a poténcia do

antagonista e, teoricamente, para caracterizar sua atividade



e seletividade, rpermitindo a comparacido de resultados
obtidos por diferentes laboratdrios (SCHILD, 1947 a). Embora
08 valores de pA de antagenistas sejam independentes da
concentracdo ou do tipo do agonista {(SCHILD 1947 a e b).
também € possivel o uso destes valores para distinguir e
caracterizar efeitos de um agpnista {KENAKIN, 1882), desde
que dois agonistas ativando a mesma populacdo de receptores
fornecam o mesmo valor Ke para um dade antagonista sob
condicBes estabelecidas.

O método de Schild, baseado na escala de ph, & também
usado para verificar a presenca de uma segunda populagio de
receptores contribuindo para a resposta tissular. Este & o
caso doe adrenoceptores heta-1 e bheta-Z pbs-sindapticos no
Atrio direito isolado de cobaia, onde ambos o5
adrencceptores articipam da resposta cronotrorica a
agonistas adrenérgicos nBo seletivos (MOLENAAR & SUMMERS,
18873, © teste para a constatagdo de uma segunda poprulacio
de receptores se baseia no fato de que, a regressio de
Schild, na teoria, deveris fornecer uma reta de coeficlente
angular igual A& unidade quando existe somente uma rpopulacio
de receptores envolvida na resposta. A nfo satisfagdfo deste
eritério pode ser wuma evidéncia indireta de que esta
condicdc para o método ndo fei esatisfeita. Tal fato
justifica o usoc desta técnica para estudar, "in vitro'", os

efeitos do NAIN.
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1} Avaliar, in viwvo', as respostas cronotropica e
pressorica ao NAIN em vratos conescientes cateterizados.
Dbservar se ha predominéncia do efeito pressorico sobre o

cronotropico.

2} Analisar os efeitos cronctropicos do NAIN "in vitro” em

atrioe de cobaia e de rato. Verificar se o NAIN apresenta
seletividade por algum dos subtlipos de adrencceptores beta.

Comparar a poténcia do NAIN a do IS0,
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1. EXPERIMENTOS "IN VIVO"

1.1. ANIMAIG

Utilizamos ratos (FRattus norvergicus, Hannover, va.
albina) Wistar, machos, adultos, pesando de 270 a 330 g,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Us animais foram alojados pelo menos por
uma semana no biotério deo Departamento de Fisgiologia e
Biofisica do Instituto de Biclogia da UNICAMP., em gaiolas
coletivas comportando, no maximo, 4 animais. 0Os animais
foram mantidos sob condic8es controladas de luminosidade (12
h escuro /12 h claro, com as luzes acendendo Aas 7:00 h).

Racio e dgua foram fornecidas "ad libitum”.

1.2, MEDIDA DA PRESSED ARTERIAL M#EDIA E DA FREQUENCIA

CARDIACA

Para medida da pressf8o arterial meédia (PA) e da
frequéncia cardiaca (FC), um catéter de "tygon"”, medindo 1b
om  de comprimento, eaquivalente ao polietileno PE 50,
ponectado a outro catéter medindo 3 com de comprimento e
equivalente ao PE 10, foi implantado na artéria femoral
esquerda do animal. Um catéter semelhante foi implantado na

veis femoral esquerda. Este 0ltimo foi wtilizado para a



21

administracgo de doses de férmacos durante a obtenclc das
curvas dose-resposta, enquanto que o primeiro foi usado para
avaliar alteracfies da PA e da FC, em decorréncia da acgdo dos
farmacos utilimados. Ambos o8 catéteres foram fixados
adequadamente € seguiram sob a rele até a regifio dorsal da
cabeca do animal, sendo ai exteriorizados e fixados . Os
catéteres foram preenchidos com salina a 0,8%, contendo 350
J.I. de heparina/ml. Um clipe de ago inoxidsdvel foi usado
para obstrulir a extremidade livre de cada catéter. Os
catétereg foram lavados com salina heparinizada antes da
obtencio das curvas dose-resposta aos agonistas. Todo o
procedimento para a implantacio dos catéteres foi realizado
sob anestesia por hidrate de cloral (i.p., 40 mg/100 g).
Cerca de 24 horas apds a implantacio dos catéteres,
media-se a PA do animal para averiguacfo de suas condig8es
basais. A FC era obtida a partir do registro pulsatil da PA.
Estas medidas, bem como as curvas dose-regpostas foram
realizadas com o0 animal acordado. em sua propria gaiola-—
moradia. Para a obtencdoc destes parmetros, o catéter
implantado na artéria femoral fol conectado a um tubo de
polietileno (PE 5B0), preenchido c¢om salina e acoplado
atraves de um transdutor de pressio, a um poligrafc Sanborn
- Hewlett Packard. As medidas foram realizadas sempre no
mesmo hordrico (entre 14:00 e 17:00 h), a fim de se evitar

variac8es decorrentes da hora do dia.



1.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em sete grupos. Os grupos
1.3 e b (IZC) constituem—se, respectivamente, de animais
sem pré-tratamento, animais pré-tratados com atropina (3,0
mg/kg) e animais pré-tratados com atropina (3 mg/kg) e
metoprolel (0.2 wmg/kg), submetidos a doses crescentes de
I80. Os 2rupos 2,4,6 e 7 (NAIN) ronstituem-se.
respectivamente, de animais sem pré-tratamento, animais pre-
tratados com atropina (3 mg/kg), animais pré-tratados com
atropina (3 mg/kg) e metoprrolel (0.2 mg/kg) (DEL"ITALIA &
ALSH, 1988) e animais pré-tratados com atropina e
butoxamina (3,5 mg/kg), submetidos a doses orescentes de
NAIN. As CUrvas dose-resposta foram iniciadas,
respectivamente, 40 e 20 minutos apds os preé—-tratamentos com
atropina e metoprolol. O pré-tratamento com butoxamina
também foi feito com 20 minutos de antecedéncia ac inicio
das curvas. Foram analisadas as respostas pressdrica e

cronotropica obtidas a ambos os agonistas, I50 e NAIN.
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TABELA 1: Grupos experimentais utilizados nos experimentos

"in vivo' estabelecidos de acordo com o pré-tratamento.

Agonista Grupos Pré-Tratamentos
1 nenhum
150 3 stropina
5 atroprina + metoprolel
p nenhum
NATN 4 atropina
&) atropina + metoprolol

7 atropina + butoxamina




Z. EXPERIMENTOS "IN VITRCT

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados cobaias albinos. machos, adultos (300-
350 g) e ratos Wistar, machos, adultos (270-330 g3,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais foram alejados nas mesmas

condic8es descritas anteriormente.

2.2. ATRIO DIREITO ISOLADO

Os animais foram sacrificados por concussio cerebral e
imediata seccBo dos vasos sanguineos cervicals., 0O atrio
direite foli dissecado e montado para registro isométrico das
contracdes espontineas em camara para orgio isclado,
contendo 20 ml de solucdo de Erebs-Henseleit., com a seguinte
compasicdo {(mM): NaCl 118,0; KC1 4.7 Callsz 2,53
MgCle 0.5: NaHzPOs4 1,0; NaHCOs 25,0; e glicose 11,0.
A solug8o de incubac8o foi mantida a 37 2L e borbuihads
continuamente com carbogénio (90% de Oz e B% de CO=z}.

A tensfSio estabelecida nos dtrios foi a suficiente para
osbter uma deflecgdn da pena do poligrafo de 0,5 cm/bat sem
considerar ruidos (BUCKNER et al, 1978). Os atriocs foram
equilibrados por 60 minutos com lavagens a cada 1D minutos,

antes da adicido de qualgquer farmacc. A resgposta cronotriépica
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a adicdo de agonistas fol registrada através de um
transdutor isométrico de tensdco Narco Bio-HBystem, modeio

F-60, em um fisidgrafo Narco Bio-SBystem, modelo Narcotrace.

2.3. PRE-TRATAMENTOS

2.3.1. Desnervacgio

As cobaiss foram reserpinizadas (bmgskg, i.p.) 18 a 22
horas antes de sua utilizacdo (JOHANSSON et al., 1990).

Os a&trins 1isolados de ratos foram desnervades in
vitro" pelo pré—tratamento com 6-hidroxi-dopamina (6-0HDA,
10-8 M) durante 10 minutos na presenca de Krebs-Henseleit
isento de NasHCOz e na presehca de glutation (20 uM)
(APRILIGIANO & HEERMSMEYER, 1976). A 6-0HDA fol removida por
duas lavagens com o liquido de incubac#o, respeitando um
intervalo de 15 minutos entre elas.

Tal diferenciac8oc no pré-tratamento dog dtrios de ratos
foi feita a fim de gue o0s resultados obtidos pudessem ser
comparados a resultados prévios obtidos nesta preparacdo.

sob as mesmas condicdes.

2.3.2. Bloquein do sistema de captacdo extraneuronal
Em Atrice isolades de cobaias, este bloaueio foi
eatabelecido pela presenca continua de tropolone no liquide

de incubacido (100 uM) adicionado 55 minutes antes do inicio
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da curva. N&o foi feito o bloqueio da captacfo neuronal. uma
vezs que o 150 ndo & substrato para este sistema de captagio.
Atribuli-se a mesma propriedade ao NAIN devido ao tamanho de
sua molécula (RUCHO, comunicag8n pessoal).

Em dtrios iscladeos de rato, este blogueio foi obtido
pela exposicido da preparacdo & fenoxibenzamina (PBZ - 10 uM)
durante 15 minutos, apdés o pré-tratamento com G6-OHDA. Para a
lavagem da preparacido, foram efetuadas duwag tUrocas do

liguido de incubacgdo com intervalos de 15 minutos.

2.3.3. Blogqueio dos adrenoceptores alfa

O bloqueio de adrenoceptores alfa em &trios direitos
isolados de cobaias fol obtido pela presenga continua de
fentolamina no ligquido de incubacgde. BEsta fol adicionada na
concentracio de 10 nM com 45 minutos de antecedgncia ao
inicio da curva.

Em Atrics de ratos, este blogqueic ol obtide ©pela

adic8o de fenoxibenzamina (10 uM).

2.4. CURVAD CONCENTRAQEO - BFEITO A AGONISTAS BETA

ADRENERGICOS

Apde o periodo de estabilizagdo e pré-tratamento, foram
determinadas curvag concentracido efeito, relo método

cumulativo (VAN  ROSSUM, 1963), acs efeitos cronotrdpicos do



180, da adrenalina (ADR), ou do HNAIN. Os incrementos de
concentragdo foram de 0,5 unidade logaritmica. Considersmos
que o efeito maximo foi obtido gquando a adi¢80 subsequente
de trés concentragdes crescentes do agonista ndo causou
aumento da respesta previamente observada.

A sensibilidade da preparacdo fol avaliada pelo valor
pDz, que apresenta distribuigdo normal (FLEMING et al.,
1972) e corresponde aoc logaritmo negativo da concentracdo

molar do agonista gue determina uma resposta igual a H0 % da

resposta mdxima (CEso).

2.5. DETERMINAGAC DO VALCR pAsz

Os valores de phAz foram estimados de acordo com
ARUNLAKSHANA & SCHILD (1959). Estabelecemos um periodo de
equilibrio de 80 min para o propranclol e de 45 min para ©
metoprolol. As razdes entre as doses egquiefetivas (DR) para
o NAIN foram determinadas, sendo DR a raz8oc entre as CEso
ohtidas na presenca de antagonista e na auséncia de
antagonista. A regressdo de 3child fol determinada pelo
cotejamento grafico de log (DR-1) ve -log [B] {concentracgéo
molar do antagonista). A reta que define a competitividade
do antagoniemo foi determinada pela andlise de regressdo dos
quadrados minimos. Os valores de pAz foram calculados a

partir da equacio: pAz= log(DR-1)-logl[Bl.
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3. ANALISE DOS DADOS

Os dados s8o apresentados como a média + EPM e foram
analisados pelo teste~-t de Student para amostras ndoe
rareadas e Andlise de Varidneia (ANOVA)., com o auxilio do
programa Microstat. Foram considerados estatisticamente

significantes valores com P <« 0,05,

4. FARMACOS, BSAIS E SOLUGSES

- cloreto de s6dio (Merck, Sharp & Donne)

- cloridrato de butoxamina (Burroughs Wellcome}

- cloridrato de fentolamina (Ciba Co.)

~ oloridrato de (+)isoproterenol (Sigma Chemical Co.)

- ecloridrato de propranclol {(Sigma Chem. Co.)

- cloridrato de reserpina {Sigma Chem. Co.}

~ ¢loridrato de tropolone {(Aldrich Co.)

- hidrato de cloral (Reagen)

—~ NAIN : N—(p-azido-m-iondofeniletilamidoisobutil)
noradrenalina {RESEK & RUOHO, 1988)

- sulfato de atropina (Bigma Chemical Co.)

- tartarato de {+)-metoproleol (Sigma Chemical Co.)

Nos experimentoes “in vivo” , todos os fdrmacos foram

disgolvideos em dgua desioniegada ou salina 0.8%, & preparados



diariamente antes do uso, sende em seguida descartados.

Nos experimentos "in vitro", as sclucdes de foram
rreparadas em salina a 0,8% com 0,05% de metabissulfito de
s0dio. As solucfes de NAIN foram protegidas da luz e as
ourvas concentragio-efeito ao NAIN foram cbtidas em sala

escurecida (RUCHDO, comunicacdo pesscal).
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1. EFEITO CRONOTROPICO

Uma vez que & possivel estabelecer uma relac8o entre a
dose do agonista adrenérgice administrada e a resposta
observada, através de curvas dose-efeito, o5 resultados
obtidos confirmam gque a medida da FC e da PA media,
realizada em animais vivos e acordades, pode ser utilizada
para o esﬁudo da resposta do sistema cardiovascular a
agonistas de adrenoceptores.

A figura 2 ilustra curvas dose-efeito obtidas em ratos
para o efeito cronotrépico do ISO e do NAIN, na auséncia de
pré-tratamento. Observamos que ndo hid alteragdo de ¥C para
doses crescentes de NAIN, enquanto que o 150 induziu um
aumento de até 140 bat/min na frequéncia cardiaca (FC varia
de 453 + 4 até 585 + 19 bat/min).

0 padr8o de respostas ao IS0 e ao NAIN em animais pré—
tratados com atropina ndo se altera, quando comparade aguele
obtido na auséncia de pré-tratamento com atropina (Fig. 3).
N8oc ge observa aumento de FC em resposta ao NAIN, e a
resposta ao IS0 se mantém.

Na figura 4 s8o apresentadas curvas doge—efeito para o
efeito cronotrépice do IS0 e do NAIN, na presenca de
atropina e metoproleol. Verificamos que Aas regpostas
cronotrépicas induzidas por ISO e NAIN ndc apresentam
diferenca estatistica neste caso (P > 0,05) e aque nic ha
alteragio na FC em regsposta A doses crescentes dos

agonistas, exceto em resposta A dose de 1,0 ug/100 g de
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FIG. 2: Resposta cronotropica ao IS0 (n=7) e ao NAIN (n=8)

de ratos conscientes nfo pré-tratados. As barras
verticais representam o EPM (erro padréoc da média).
FCep - frequéncia cardiaca basal.

* P < 0.05 (respostas do IS0 e NAIN)

# P < 0.05 (respostas do IS0 e FCz)



Frequéncia Cardiaca (oat/min)

600

550

500

i‘J

= 15O & NAIN

! I | i

F1G. 3:

atro 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1.0
Dose (ug/100g)

Resposta  cronotrdpica ao ISC {(n=6) e ao NAIN (n=8)
de ratos conscientes pré—-tratados c¢om atropina
(3 mg/Kg) 20 minutos antes do inicio da curva.
As barras verticais representam a) EPM.
FCn e FCatre — frequéncia cardiaca basal e apds ©
pré—tratamento com atropina, respectivamente.

¥x P < 0.06 (respostas do IS0 e NAIN)

# P < 0.05 (respostas do IS0 e FCatro)



560
540
520

500

400" 1 1 1 l 1 1 }

FI1G. 4:
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0 atro meto 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1.0
Dose (ug/100g)

Resposta cronotrdpica ao IS0 (n=9) e ao NAIN (n=1l)
de ratos conscientes pré-tratados com atropina
(3 mg/kKg) e metoprolol (0,2 mg/Kg), respectivamente,
40 e 20 minutos antes do inicio da administracdo de
ISO ou NAIN. As barras verticais representam o EPM.
FCe, FCatro, € FClmato - frequéncia cardiaca basal,
apbs o pré-tratamento com atropina, e apdés o pré
—tratamento com abtropina € metoprolol, respectiva-
mente.

%« D < 0.05 (respostas entre o 150 e © NAIN)
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IS0, gque promoveu um aumentc subito do cronotropismo de
aproximadamente 890 bat/min em relagdc a FC deste gruro
obtida em resposta 3 dose anterior de IS0, 0.3 ug/l00 g (P <
0;05)-

A avaliac8o da resposta cronotrépica ao ISO nas trés
condigdes experimentais possibilita verificar a gualidade de
nossos prée-tratamentos, uma veg que permite observar
diferencas estatisticamente significantes em resposta ac IS0
nestas condicgbes (Fig. 5). Na asuséncia de pré-tratamento ha
um aumento significative (P < 0,05) do c¢ronotropismo em
resposta & menor dose de IS0 (0,003 ug/100 g), sendo que, em
resposta 4 dose mais elevada de IS0, a FC atinge o valor
médio de H85 + 18 bat/min. Apds o pré-tratamento oom
atropina, o0 padric de respostas ao IS0 se mantém. N&8o hid
alteragio da resposts mdxima, que atinge o valor de 573 + 17
bat/min, porém o aumento de FC & mais acentuado em resposta
ds trés menores doses de IS0. Na presenca de atropina e
metoprolel, ndn observamos aumento do cronotropismo  em
resposta ao 180, exceto em resposta & sua dose maxima (1,0

ug/100 g}y, gquando a FC atinge o wvalor de 555 + B8 bat/min

{Fig. 5.
Una vez gue estudos "in vitro' preopiciam melhor
isolamento das varidveis, também foram obtidas curvas

concentracio-efeito (CCH) para o efeito cronotronico do NAIN
em atrios direitos iscolados de cohaias e de ratos. Estas
foram comparadas Aquelas obitidas a outros agonistas beta

adrenérgicos.

35



600

550

500

450

400

FIG. 5:

2 -3/ PT -*-ATRO = METO
i f

Frequéricia Cardiaca (bat/min)

0 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1.0

Dose (ug/100g)

Resposta cronotrépica de ratos conscientes ao I50
em trés condicBes experimentais: ndo pré—tratadoes

(n=7), pDré-tratados com atropina (3 mg/Kg) (n=6)
e pré-tratados com atropina € metoprolol (0,2 mg/Kg)
(n=9). As Dbarras verticails representam o EPM.

FC: - frequéneia cardiaca imediatamente antes do
inicio da curva (FCe, FCatre Ou FCmeto)

¥ P < 0.05 (respostas ao NAIN nas trés condicdes
experimentais / ANOVA}.

)
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Foram obtidas CCE para o NAIN em atrios direitos de
cobalas com concentracdes variando entre 0.1 nM a 1 uM. A
frequéncia basal das preparagSes era de 185 + 9 bat/min e a
regposta madxima induzida por NAIN correspondeu a um aumento
de 151 + 13 Dbat/min (Fig. 6, Tabela 2), ndo diferindo
daquele determinadc pelo IS0 (dados n8o apresentados). O
valor da CEse para o efeito cronotrdpico do NAIN & de
7,7 (2,3-26) x 1019 M.

Na figura 7 s8o apresentadas as CCE obtidas em Atrios
direitos isolados de ratos para o efeito cronotrépico de
diferentes agonistas, a saber 180, NAIN e ADPR. A poténcia do
NAIN foi comparada & destes agonistas através de suas
respectivas CEsc. A frequéncia basal média foi de 270 + 14
bat/min {n=18). As curvas sfc expressas como porcentagem da
resposta maxima ao IS0, sendo esta igual a um acréscimo de
146 + 19 bat/min. HEm Atrios direitos isclados de ratos
observamos que o NAIN apresenta um valor de CEsc inferior ao
do IS0 e ADR (Tabela Z). Foram calculadas as razdes entre as
CHso do NAIN, 180, e ADR observadas em &trios direites
isolados de ratos. O Atrio de rato parece diferenciar o NAIN
de outreos agonistas quanﬁo 4 sua poténcia {(CHso IS0 / CEsc

NAIN = 8,98 ; CHso ADR / CHEso NAIN = 957).
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FIG. 8: Curva concentragdo-efeito para o efeito cronotrépico
do NAIN em 3&trios direitos isolados de cobaias
{(n=5). As barras verticais representam o EPM.
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TABELA Z: Valores CEsc de diferentes agonistas testados em
Atrios direitos isolados de cobaias ¢ de ratos.

Animal
Agonista CHso® F.I.®» Resp.Mdx. e Nd
{LC) {bat/min) {(kat,/min)

COBAIA

NAIN 7,7 = 10-10 165 + 9 1561 + 13 bl
(2.3 - 286)

RATO

NAIN 2,5 x 10-i1 206 + 19 147 + 11 4
(0.8 - 11.3)

130 2.3 x 10-10 314 + 17 148 + 18 B
(0,7 - 6,9)

ADR 2,45 x 10-8 261 + 1l 151 + 10 B
(1,9 - 3,1)

a. CEso: valores médios acompanhados do limite de confianca
b. Frequéncie Inicial (valores médios + EPM)
c. Resposta Méxima (valores médios + EPM)

d. Namero de experimentos.
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A NAIN = 15O * ADR

12 ~11 -10 -9 -8 -7
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FIG. 7:Curvas concentra¢8o-efeito para o efeito cronotrdpico

do NAIN (n=4), do IS0 {(n=6) e ADR (n=6) em Atrios

direitos isclados de ratos. Os tecidos foram
pré-tratados "in vitro"” com 6-0HDA (10-5 M) e
fenoxibenzamina (10 uM}. Os resultados foram

expressos como porcentagens da resposta mdxima a0
ISO. As Dbarras verticaie representam o EPM.

A0



0 grafico de SHchild obtido para o propranolol,
utilizando o NAIN como agonista & apresentado na figura 8. O
coeficiente angular indica que o antagonismo do NAIN pelo
propranclol em A&trics de cobaia € do tipo competitivo, uma
vez gue o seu valor nido difere da unidade. HEntretanto., o©
efeito do NAIN n8c & competitivamente antagonizado por
metoprolol em concentracdes variando de 1 a 10 nM, isto se
verifica pelo valor do coeficiente angular, que difere
significativamente de 1,0 (P < 0,08). Porém, aumentando a
concentracio de metoprolol para uma faixa de 100 a 1000 nM,
obtivemos um valor igual & wunidade para o coeficiente
angular (P > 0,05) e wverificamos gque se estabelece um
antagonismo competitivo entre o NAIN & o metoproleol (Fig.
$). Oz valores de phAz, assim como o dos coeficientes
angulares para o propranolol e metoprolel, s8o apresentados

na tabela 3.

41



log (DR - 1)

25

1.5

0.5

L L | 1

FIG. 8:

6.5 7 7.5 8 8.5
-log Propranolol

Grafico de Bchild para o antagonismo competitivo do
efeito cronotrépico do NAIN pelo propranclol em
atrios direitos isolados de cobaias. pAz = 8.83
+ 0.99 ; coeficiente angular = 1.05 + 0.06.
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9: Grafico de Schild para o antagonismo competitive do

efeito cronotrdépico do NAIN pelo metoprolel em
dtrios direitos isolades de cobaias. pAz = B.B2
+ 0.50 ; coeficiente angular = 1.08 x 0.08.



TABELA 3: Valores de pAz do propranolcol e do metoprolol em

Atrios direitos isolados de cobaias wusando o NAIN como
agonista.

Antagonista Na phAo (EPM)4 Coeficiente angular
(LC)=
Propranolol 12 8.83 (0.09) 1.09
(0.85-1.22)
gk — 0.682
(0.55-0.68)
Metoprolol
12= 8.82 (0.50) 1.08
(0.88-1.27)

a. numero de experimentos

b. concentracdes de metoprolol na faixa de 1 a 10 nM.

2. concentracdes de metoprolol na faixa de 100 a 100C nlM.
d. valores médios (EPM)

e. limite de confianca



2. EFEITO PRESSORICO

Os efeitos pressoricos do NAIN foram inicialmente
comparados acos do IS0 na auséncia de qualguer preée-tratamento
(Fig.10). Verificamos uma redugdo significativa da PA de 20
mmHg em resposta a menor dose de NAIN (0,003 ug/1i00g),
enquanto que uma redugdo egquivalente ocorre com uma dose
trés vezes superior de IS0 (0,01 wug/i00 g). O aumento das
doses de NAIN nfSo promove reducdo adicional da PA, como
ocorre em resposta ao IS0 & a administragic da maior doese de
NAIN (1.0 ug/1l00 g} determina o retorno do valor da PA ate
os niveis basais (124 + 4 mmHg) enguante gque uma dose
egquivalente de IS0 promove uma acentuada redugio nos
valores da PA a qual atinge 75 + 5 mmHg.

Para verificar o efeito de HNAIN, na presenca de
bloqueio vagal, fizemos medidas de PA apds administracdo de
atropina (3 mg/kg). A figura 1l mositra curvas cbtidas ao 1S5S0
e ao NAIN nestas condigses. Observa-se gue o valor basal da
PA ndo se altera apds o© pré-tratamento com atropina
(PAztro), assim como @ padrioc de respostas obtido.
Observamos reducdo médxima da PA em resposta a menor dose de
NATN (P < 0,08) e retorno ao valor bhasal em resposta &
sua dose maxima (P > 0,05). O IS0 induz uma redugac de FPA
dependente da dose.

Na figura 12 € apresentada, em valor relative, a curva
dose-efeito para o efeito pressérico do NAIN obtida na

presenca de atropina e comparada aguela obtida na presenca
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de atropina e butoxamina. Verificamos que a reducfo de PA em
resposta & dosge 0,003 ug/100g de NAIN & Dblogueada pelo pré-

tratamento com butoxamina.
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4
110
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Dose {ug/100g)

FIG. 10: Resposta pressérica ao IS0 (n=7) e ao NAIN (n=8) de
ratos conscientes n8o pré-tratados. As Dbarras
verticails representam o EPM.

PAp - pressf@o arterial basal
x P < 0.05 (respostas do IS0 e NAIN)
# P < 0.05 (pontos assinalados e PAp)
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FIG. 1i:

atro 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1.0
Dose (ug/100g)

Resposta pressorica ao ISO (n=6) e aco NAIN (n=7)
de ratos conscientes pré-tratados com atropina
(3 mg/kg). As barras verticais representam o EPM.
PAp e Phatro — pressfio arterial basal e apés ©
pré-tratamento com atropina.

% P < 0.05 {respostas do ISC e NAIN)

# P <« 0.05 (ponto assinalado e PAztro)
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FIG.

Pressao Arerial (% Resp. Max. NAIN]

& atro 2 atro/buto

| 1 i

=100 :
0] 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1.0
Dose (ug/100g)
12: Resposta pressdérica ao NAIN de ratos conscientes

pré-tratados com atropina (3 mg/kg) (n=6) e, com
atropina e butoxamina (3,5 mg/kg) {n=6). Os
resultados foram expressos como rorcentagens da
resposta maxima ao NAIN. As Dbarras verticais
representam o EPM.

* P <« 0,08 (respostas do NAIN na presenca de
atropina e na presenga de atropina e butoxamina)
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V- DISCUUSSXO



Nos experimentos "in vivo', foram avaliadas a FC e a PA

médias de ratos submetidos a doses crescentes de 130 ou
NAIN, sabendo-se que estes parémetros se alteram por
modificacdes da resisténcia vascular periférica e do volume
sistbHlico, sob controle do BNA, sujelito a acdon de
catecolaminas, sintéticas ou ndo.

Ac avaliarmos a resposta cronotrdpica ac IS0 ocu NAIN,
esperavamos observar um aumento do cronotropismo, que é
mediado em ratos por uma populacgdo funciocnalmente homogénea
de adrenoceptores do subtipo beta-1 (BRYAN et al., 1981;
CALLIA & DE MORAES, 1984; JUBERG et al., 1985). Este efeito
realmente foi vwverificado para o IS0 em animais néo pré-
tratados com metopreolol. Entretanto, para o NAIN, este
efeito cronotrdpico positivo ndo foi observado.

Segundo uma hipdtese de LEVINE & LEENEN (19839),
elaborada com resultados obtidos a partir de estudos
realizados com seres humancs, a ativagdo de adrenocceptores
beta-Z vasculares poderia desencadear, um mecanismo reflexo
incluindo a participagfo de baroceptores, o gual promoveria
aumento do ténus simpdtico e/0u diminuigdo do tonus
raragsimpatico. Sabemos. que em experimentos "in wvitro”., o
NAIN ¢ um agonista de adrenoceptores beta (RESEK & RUCHO,
1988). Consequentemente, esperdvamos obter uma resposta
hipaotensors, podendo ou nd3o estar a mesma associada & um

aumento do cronctreopisme. Hehe aumento poderia ser mediado
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por ativacis direta de adrenoceptores beta-l atriais ou POY
ativagdo reflexa. Para diminuir a rparticipacdoc do SHNA
parassimpatico, realizamos pré-tratamento com atropina, o
que nos permitiu fixar o ténus parassimpdtice enquanto
varidvel, padronizando-o.

Foi verificado que o metoprolel é 20 vezes mais potente
em bloguear os adrenoceptores beta-1l do que os beta-2Z (van
HERWAARDEN et al., 1977). Isto é corrcborado pela observacio
de gue, individuocs recebendc metoprolol apresentam uma
modesta vasodilatacgio em resposta a NA, enquanto que agqueles
que receberam proprancliol respondem com vasoconstrigfo ao
meamo agonista (van HERWAARDEN et al., 1977; JOHNSSON, 1979;
MINNEMANN et al., 1979; HOUBEN et al., 1982; HIATT et al.,
1984). Partindo-se deste fato, temos que o pré-tratamento
com metoprolol reduz a participagdo dos adrenoceptores
beta-1l na resposta cronotrdpica conseguente da ativag8o
reflexa do simpatico wvia baroceptores ou de possivel
estimulacido direta, permitindo melhor avaliac8o dos efeitos
do agonista em estudo. Conforme as expectativas, a resposta
cronotrépica ao 180 é abolida na presenca de metoprolol, e a
resposta ao NAIN ndo se altera.

Os pré-tratamentoe com atropina e metoprolel
regpectivamente, enfatizamm a resposgsta cronctropica a
agonistas de adrenoceptores beta por suprimir o efeito
bradicardizante vagal e atenuam a mesma por blogueioc dos

adrenoceptores beta-1. A eficifncia destes pré-tratamentos
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pode ser verificada comparando-se as respostas obtidas ao
ISO na presenca dos mesmos.

Fol ohservade em humsnos que a infusdc de agentes
agonistas de adrencoceptores beta adrenérgicos como o IS0
resulta ndo s6 em um aumento da FC e da forga de contracio,
como também, em consideridvel redugdo da resisténecia vascular
periférica e, portanto, aumento do retorne venoso, via
estimulac8o de adrenoceptores beta-2 {(GREEN, 1877; LEENEN et
al., 1983}.

@Quando avaliamos as respostas pressdOricas obtidas ao
NAIN na auséncia de pré-tratamento, observamos uma redugdo
da PA apenas em resposta & menor doee de NAIN, valor que se
mantém com as dose subsequentes, retornando ao valor basal
em resposta A dose de 1.9 ug/100g. Este fato poderia
sugerir uma estimulacdo de adrenoceptores beta-2 vasculares
pos—-sindpticos por peguenas doses do NAIN. |

Nos vasos a acetilecolina atua como um vasodilatador
endotélio—dependente e somente causa relaxamento do misculo
liso vascular na presenca de endotelio integro, podendo até
causar contracgdc dos misculos vasculares desprovidos de
endotélio (WALTER, 1689). Tais vasodilatadores estimulam as
células endoteliais a produzirem EDRF, recentemente
identificado como NO (PALMER et al., 1987; IGNARRO et al.,
1987). Entretantc, hd indicagfes de gque o controle do tdénus
vasoular & exercido, primordialmente, pelo SNA simpdtico nao
havendo participagio direta da atividade yparassimpatica

sobre o bdnus vascular.
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Sendo a PA definida pela resisténcia vascular
periférica e pelo débito cardiaco, peossiveis alteracgdes da
PA decorrente da atividade parassimpatica podem ser
observadas por efeito indireto da mesma, que predomina no
controle do cronotropismo cardiaco. As curvas concentragio—
efeitec obitidas para o efeite pressérico do NAIN e ISO na
presenca de atropina ndo apresentaram alteracdes no seu
padrdic de respostas. Entretanto, wverificamos uma menor
reducio de PA em resposta ao IS0, possivelmente devido a
supressic do efeito modulatério parassimpatico gobre o
cronotropismo cardiaco. Tal hipotese é corroborada por
resultados cbtidos por ARNOLD & MeDEVITT (19843, que
evidenciam a importéncia do ténus vagal na resposta
cronotrépica a agonistas ndo seletiveos de adrencceptores
beta. Resultados obtideos pelos mesmos autores Justificam
também o uso da atropina como pré-tratamento.

& administracdo de um agonista beta-Z2 como a
terbutalina, induz alteragdoes hemodindmicas similares as
obtidas em resposta a agonistas ndo seletivos (BUCH et al.,
1083: STRAUSS et al., 1986). A terbutalina, embora seietiva
para adrenoceptores beta-2, apresenta também alguma
atividade estimulatoria sobre os adrenoceptores beta-l
(DANILO & ROSEN, 1982). Além disto. o aumento do ténus
simpatico, bem como estimulacdo de adrenoceptores beta-2
pré-sindpticos, podem ativar os adrencceptores beta-1 pOB—
sinapticos indiretamente (VINCENT et al., 1882).

Procurando isolar os efeitos vasculares mediados por
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adrenoceptores beta-2., utilizamos a butoxamina, antagonista
heta-2 seletivo. Segundoc WILKENFIELD & LEVY (1986), uma dose
de 1.0 mg/kg de bubtoxamina seria suficiente para blogquear os

efeitos vasodilatadores do 180, enquanto gue a resposta

cronotrépica permanece inalterada com doses superiores a 4
mg/kg. O bloqueio efetivo da resposta cronotropica do ISO &
observado com doses superiores a 20 mg/kg deste antagonista
(LEVY, 1966: BURNS & SALVADOR, 1887). Verificamos que, na
presenca de 3.5 meg/kg de butoxamina, a redugdo de 31 £ ©
mmHg da PA, em resposta a menor dose de NAIN, foi suprimida.
Esta reducdio representa 66% daguela observada em resposta a
dose de 1,0 ug/100g de 1IS80. Entretanto, os resultados
obtidos "in vivo n8o permitem conclusdes claras guanto aos
efeitos do NAIN ou & sua seletividade.

J5 os dados obtidos com experimentos "in vitro” indicam
que, em Aatrios direitos isolados de ratos e cobaias, o NAIN
£ um potente agonista néo seletivo de adrenoceptores beta.

Experimentos realizados por DE MORAES demosiraram que o
NAIN promove relaxamento do brénquio esquerde de cobaia pré-
contraido com carbacol. Neste tecido predomina uma
populagdo de adrenoceptores do subtipo beta-2. Eete
relaxamento ocorre em uma faixa de concentragdes que varia
de 0,1 nM a 10 nM. O valor pD2 para o efeito inibitdrio do
NAIN nestas condicdes é 8,89 £+ 0,12, O efeitoc relaxante
miximo do NAIN n8o difere daquele obtido com a papaverina

(DE MOERAES. comunicacdo pessoal).
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Em &trios direitos isolados de cobaias, onde uma
populacdo mista de adrencceptores modula o cronotropismo,
foram observadas respostas cronotrdpicas significantes com
concentracfes de NAIN t8o0 baixas gquanto 0,3 nM. Também ndo
foram observadas diferencas nos valores pDz obtidos para o
NAIN em 4&trio direitco e bréHnguio de cobaia, assim como, ndo
se observam diferencas entre as respostas maximas obtidas ao
RAIN ou ao IBSO.

Nesta mesma preparagio, 4dtrico direito igsolado de
cobaia, os estudos foram estendidos para a obtencdo do
grafico de Schild. A regressfo de Schild propicia o cilculo
da constante de dissoclacdo de um antagonista competitivo
para uma populacio de receptores (Km), a gual € um pardmetro
de consideravel valor na classificagdo sistemdtica de
farmacos & receptores em varios tecideos. Teoricamente, o Ke
& tunico para cada par antagonista-receptor. Porém, em termos
praticos, o Kp também constituli um meio para delinear a agio
do agonista, desde que, dois agonistas ativando o mesmo
receptor deveriam fornecer o meeme valor de Kz estimado para
um dado par antagonista-receptor.

A estimativa do valor Ks pode ser feita através do
valor de pAz obtido na regress8o de Schild, gquandoc esta
apresenta um coefliciente angular que nao difere
estatisticamente da unidade. Este coeficiente permite a
diferenciag8o entre casos de antagonismo competitive e ndo
competitivo. Un coeficiente angular menor que a wunidsade

ocorre, entre oubras situagdes, naquela em gue ¢ agonista
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ativa um segundo tipo de receptor ndo bhloqueado Dpelo
antagonista (FURCHGOTE, 1972 e 1976). O coeficiente angular
do grafico de Schild € independente da seletividade do
agonlsta quando se usa um antagonista ndo seletivo. Hm
contrapartida, na presenga de um antagonista seletivo, o©
valor do coeficiente angular é& dependente da seletividade do
agonista. Conforme esperado, o propranclol blogqueou
efetivamente o efeito cronotrdpico do NAIN numa faixa nM de
concentracdes e o coeficiente angular do grafico de Schild
ndo diferiu de 1.0. Nenhum dos resultados obtidos até entio
exciuiria a possibilidade de o NAIN estar ativando
unicamente a populacdo de adrencceptores beta—-2 em dbtrios de
cobaia. Entretanto, o coeficiente angular do grafico de
Schild obtide para o metopreolel numa faixa de concentragtes
de 1 a 1¢ nM difere de 1.0; igualando-se A unidade e Aquele
ohtido para o propranclol com o uso de concentragdes mails
elevadas de metoproleol (100 a 1000 nMj).

FResultados obtidos por MILNOR {1988) demecnstraram que a
regressdo de Schild pode sBer um método relativamente
ingensivel para a presenca de uma segunda populacgido de
receptores. Mesmo quando esta populagio constitui uma fragdo
consideravel do numero total de receptores, a regressido pode
52 aproximar de uma reta de coeficiente angular nfo
gignificantemente diferente da unidade. B pouco provavel que
uma segunda populaclo de receptores constituindo menos que
35 % da.  porulacin da populacio total possa BEY

experimentalmente reconhecida pela regreesio de Schild, vma
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vez que o coeficiente angular seria maiocr que 0,90 e nsag
significantemente diferente de 1,0. Tende em visgta estas
observacBes, pode-se inferir gque o coeficiente angular
diferente da unidade obtido para concentracdes seletivas do
metoprolel, implica ndo s6 na participacio de uma segunda
rorulagdo de receptores, mas também numa incidéncis dos
mesmos superior a 35 %, fato ja comprovado por MOLENAAR &
SUMMERS (1987}.

Considerados en conjunto, estes dados sugerem
fortemente que o NAIN esteja ativando, de maneira n#o
seletiva, toda a populacdo de adrenoceptores beta em atrios
isolados de cobaia, uma wvez que nesta preparacio ambos os
adrenoceptores medulam a resposta cronotrdpica (JOHANSSON &
PERSSON, 1983 MOLENAAR & SUMMERS, 1987) e, s8o
corroborades, pelo fato de «que o salbutamol, descrito como
agonista altamente seletivo de adrencceptores beta-2, se
comporta como um agonista parcial em Atrios de cobaia
{O"DONNELL, 1972; GILES et al., 1973; O DONNELL & WANSTALL,
1978). Tal efeito n8o é observado para o NAIN, que se
comporta como um agonista pleno nesta preparagio.

Istes resultados foram ampsrados pelo aumento da FC gue
se observa em resposta ao NAIN, em dtrios direitos isclados
de ratos., onde uma populagclBo funcicnalmente homogénea de
adrenoceptores beta—-1 modula a resposta cronotrépica {(JUBERG
et al., 198hH). Neste tecido, a CEsc do NAIN é igual a 2,58 x
10-11 M, sugerindo grande poténeia do NAIN sobre os

adrencceptores beta-1, quando comparada & do 150 e da ADR.
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A auséneia de resposta cronotrépica observada "in vive”
talvez possa ser explicada por deficiéneia na difusibilidade
deste agonista para o tecide cardisco. NBo existem,
entretantc, estudos farmacoclnéticos <qQue assegurem esta

hipotese.
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1) Us resutltados obtidos permitem conciuir que, nas

condicdes experimentais vigentes nos experimentos "in vivo',

o NAIN ndo possui efeitos cronotrépico e pressdrico
significativos. Porém, nas mesmas condicbes. os efeitos
cronotrépico e pressdrico do 180 foram claramente
observados.

2} Emhora n8o se observe efeito cronotrdpico pesitivo em
regposta ao NAIN "in vive", os dados obtides “in vitro”
estabelem que o NAIN & um agonista ndoc seletivo de

adrenoceptores beta.

3) Os resultados cbtidos "in vitro” indicam gue O NAIN,
em atrios direitos isolados de ratos, apresenta maior

poténecia gque o ISO.
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0 ohjetivao do presente estudo foi analisar a

gseletividade do composto NAIN para O subtipos de

adrennceptores beta-1 e beta~-Z. Com egta finalidade,
avaliamos as respostas cronotrdpiea (FC) "in wvivo'" e “in
vitro" e a resposta pregsdrica  (PA) "in wive". Qg
experimentos "in vivo™ foram realizados em ratos

cateterizados e conscientes submetidos a doses crescentes de
NAIN (0.003 a 1.0 ug/100g) administradas por via endovenosa.
Os resultados obtidos foram comparados ans do isoproterencl
{I30). Cbservamos que o NAIN nd3o induz aumento significativo
da FC, e induz reducio da PA apenas em respostas & sua menor
dose (0,003 ug/10Cg)}. Enguanto que o IS0, tal como esperado,
determina um aumenté da FC e reducd8o da PA de maneira dose-
dependente.

Jg  experimentos "in wvitro” conduzidos em Aadtrios
direitos isolados de ratos e cobalas sugerem gue o NAIN & um
sgonista ndo seletivo de adrenoceptores beta cardiacos. A
reta da regressfo de Schild obtida para o metoprolol, em
concentracdes seletivas para os adrenoceptores beta-1 em
dtrios de cobaia, usando o NAIN como agonista., apresentou
coeficiente angular diferente da unidade, indicando que o
efeito cronotrdépico positivo do NAIN, nesta proparacdo,

deve-se a4 ativacido de ambos os subtipos de adrenoceptores.
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The selectivity of NAIN as a beta-adrenoceptor agonist was

11

studied "in vivo" and "in vitro". The effects of the drug on
arterial pressure and heart rate in cconscious rats were
compared with those obtained wusing isoproterencl. The phs
value, obtained in isolated guinea-pig right atria for
propranclol was compared to that obtained for metoprolol.The
results from guinea-pig atrial preparations strongly suggest
that NAIN activates beth adrenoceptor subtypes since
metoprolol was incapable of competitively blocking the
chronotropic effect of NAIN (Schild Plet slope different
from unity). These results are supported by the increase in
heart rate observed in the rat right atrial preparation. In
contrast, the experiments in conscious rats did not provide
any significant evidence of receptor subitype activation, nor
was there a clear-cut dose-response relationship. The latter
phenomenon may reflect, at least in part, the discrete

biocavailability of the drug.
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