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RESUMO

Os neuropeptideos liberados dos neurbnios sensoriais medulam as fungdes
cardiacas. Recentemente, sugeriu-se a existéncia de uma interagéo funcional entre as fibras
simpaticas, parassimpaticas e sensoriais em corag¢des e vasos. O objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos do tratamento neonatal com capsaicina sobre a poténcia do
isoproterenol, carbacol, pilocarpina e/ou CGRP em atrio direito isolado de rato, bem como,
0 cronotropismo, inotropismo e fluxe coronariano em resposta aos agonistas o- e B-
adrenérgicos em coragdo isolado de rato. Ratos Wistar neonatos foram tratados com
capsaicina (50 mg/Kg, subcutineo) ou seu volume correspondente de veiculo no segundo
dia de vida. O coragfio e o itrio direito foram isolados 30, 60 e/ou 90 dias apods tratamento.
O tratamento com capsaicina determinou dessensibilizagdo da resposta cronotropica ao
isoproterencl em atrios direitos de ratos de 30 dias, mas nenhuma alteragio significativa foi
observada nos animais com 60 ou 90 dias de idade. As respostas a0 CGRP, carbacol e
pilocarpina em atrios direitos ndo foram afetadas pelo tratamento neonatal com capsaicina
em nenhum dos tempos estudados. A poténcia ao CGRP nos animais sacrificados aos 30
dias, para ambos os grupos, foi significativamente maior do que nos animais sacrificados
aos 60 e 90 dias apds o tratamento. O tratamento com capsaicina reduziu os conteudos de
CGRP no coragio, em cerca de 74% em todos os tempos estudados; no entanto, a resposta
funcional (cronotropismo positivo) a capsaicina exOgena s6 foi significativamente
atenuada aos 60 e 90 dias apds tratamento. Em coragdes isolados, o fluxo coronariano
basal foi reduzido aos 60 dias apés tratamento, mas nenhuma alteracio foi observada nas
respostas cronotrépicas e inotrdpicas positivas a0 isoproterenol e na vasoconstricgdo
coronariana em resposta a fenilefrina. Em resumo, a dessensibilizacio da resposta
cronotropica de atrios direitos nos animais com 30 dias de idade pode ser devido a intensa

ativagdo do sistema simpato-adrenal acarretada pela capsaicina no periodo neonatal.

xxxi



1- Introducao



A homeostase cardiovascular ¢ resultado da integracdo dos sistemas nervoso,
enddcrino e da regulagdio local do fluxo sanglineo. Os sistemas neurais envolvem
mecanismos regulatorios centrais e periféricos; estes ultimos sf@o determinados pela
inervacio autondmica adrenérgica, colinérgica e uma categoria de neurdnios classificada
como nfoc-adrenérgica e ndo-colinérgica. Assim, uma diversidade de substancias esta
implicada no controle cardiovascular; dentre elas, catecolaminas, acetilcolina e
neuropeptideos como a vasopressina, substancia P, neurocinina A, neurocinina B € peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (BARNES, FERRARIO, CONOMY, 1979;
PRIVITERA, THIODEAUX, YATES, 1994; LINDSEY, 1995).

1.1. NEUROTRANSMISSAO AUTONOMICA CLASSICA

O sistema nervoso autondmico periférico ¢ subdividido em parassimpatico
(neurotransmissdo pos-ganglionar colinérgica) e simpatico (neurotransmissdo pos-
ganglionar adrenérgica), sendo respectivamente, a acetilcolina e a noradrenalina seus

principais neurotransmissores quimicos.

1.1.1. NEUROTRANSMISSAO COLINERGICA

Os receptores colinérgicos sdo classificados em dois tipos principais: nicotinicos
que respondem & nicotina € muscarinicos que exibem resposta excitatoria 3 muscarina. Os
receptores nicotinicos compreendem dois subtipos: Nn (neuronal) e Nm (muscular e
ganglionar), 0s quais estdo presentes no sistema nervoso central, na jungio neuromuscular,
e nos ginglios autondmicos. Sdo constituidos por quatro ou cinco subunidades alojadas na
membrana, formando um canal iénico central, que atua como o sitic de ligagio da
acetilcolina, ¢ esta situado no dominio extracelular da molécula do receptor (EGLEN,
HEDGE, WATSON, 1996). Farmacologicamente, 0s agonistas nicotinicos apresentam
pequena seletividade entre os receptores ganglionares € neuromusculares.

Os receptores muscarinicos sdio classificados em cinco subtipos distintos,
denominados M,, My, M3, M; e M; (BONNER et al., 1987, GOYAL, 1988, DORJE ef al.,
1991; CAULFIELD, 1993).



Em coracdo de mamiferos, a populagio predominante de receptores
muscarinicos € do subtipo M, (HAMMER & GIACHETTI, 1982), cujos efeitos
cronotropicos e inotropicos negativos estdo associados a inibigdo da atividade da adenilato
ciclase, ocasionada pelo acoplamento do receptor as proteinas Gi ou GK (PETERSON ef
al., 1984, MAEDA et al., 1988, EGLEN ef al., 1996). Nas células endoteliais do tecido
vascular estio presentes os receptores muscarinicos M, os quais, apds estimulagdo,
induzem a liberagéo do oOxido nitrico que se difunde para as células adjacentes do musculo
liso causando relaxamento. A vasodilatagdo também pode ocorrer pela a¢do da acetilcolina
em receptores pré-sinapticos dos terminais nervosos adrenérgicos, que promovem a inibig&o
da liberaciio de noradrenalina (FURCHGOTT, 1984; PALMER et af., 1988, MONCADA,
PALMER, HIGGS, 1991).

As fibras parassimpaticas colinérgicas estdo distribuidas extensamente nos atrios
e nos tecidos especializados de conducdo (nodos sinoatrial, atrioventricular e fibras de
Purkinje), enquanto que no miocardio ventricular, esta inervagdo é esparsa (KENT ef al,,
1974, LEVY & SCHWARTZ, 1994). O impulso cardiaco normal ¢ iniciado no nodo
sinoatrial, pela despolarizagio espontdnea das células do marca-passo. O potencial de agdo
¢ conduzido pelas fibras do musculo atrial do nodo atrioventricular e, em seguida, pelas
fibras de Purkinje no misculo ventricular.

A acetilcolina diminui a freqii€ncia cardiaca (efeito cronotropico negativo) e a
freqiiéncia de condugio em tecidos especializados dos nodos sinoatrial ¢ atrioventricular
(efeito dromotrdpico negativo) através da diminuigdo da freqiiéncia de despolarizagio
diastolica espontdnea (a corrente do marca-passo) e pelo aumento da corrente de
repolarizagdo no nodo sinoatrial;, retardando assim, o limiar do potencial e 0s sucessivos

efeitos do ciclo cardiaco (DI FRANCESCO, 1993).



1.1.2. NEUROTRANSMISSAQ ADRENERGICA

As catecolaminas sio os mediadores endogenos do sistema nervoso simpatico
0$ quais iniciam suas agdes por interagio com receptores de membrana, denominados
adrenoceptores (AHLQUIST, 1948). Esses mediadores sf#o representados pela
noradrenalina (liberada das terminagdes nervosas pos-ganglionares simpéaticas), adrenalina
(liberada da medula adrenal) e dopamina. A ocupagiio dos adrenoceptores pelas
catecolaminas € rapida, reversivel, saturavel, estereoseletiva e leva a formagdo de segundos
mensageiros intracelulares que desencadeiam as respostas fisiologicas.

Os adrenoceptores foram inicialmente divididos em duas grandes categorias, o €
B (LANDS et al., 1967). Posteriormente, os adrenoceptores foram subdivididos em o, o2,
B1, B2, Bs e Bs (este nfo estd bem caracterizado) pelo uso de antagonistas seletivos e
sequienciamento dos aminoacidos que participam de suas estruturas protéicas. Os subtipos o
sdo ainda subdivididos em o4, Cis, Cip, C2a, Oop € Cac (LANDS ef al., 1967, LANGER,
1974, BERTHELSON & PETTINGER, 1977, STARKE, 1981; HAN, ABEL,
MINNEMAN, 1987, McGRATH & WILSON, 1988, REGAN er al., 1988, HAN, LI,
MINNEMAN, 1990; FORD ef al., 1994; KAUMANN ef al., 1998).

Os adrenoceptores pertencem a uma super familia de receptores de membrana
estritamente relacionados e acoplados as proteinas G. Todas essas proteinas receptoras
compartilham uma estrutura peptidica comum na qual a por¢ao amino terminal (N) no lado
extracelular da membrana € conectada a uma cadeia carboxilica terminal (C) no lado
intracelular da membrana, por sete dominios transmembrana, O tamanho relativo das
cadeias N- e C-terminais e da terceira alga intracelular varia consideravelmente de receptor
para receptor (RAYMOND ef af, 1990; BIRNBAUMER, 1992). A terceira alca
intracelular dos adrenoceptores f§ € o sitio de acoplamento desses receptores com a proteina
G.

As proteinas G sdo heterotrimeros consistindo de uma subunidade hidrofilica c,
e duas subunidades hidrofobicas 3 e y. Baseadas na presenca de isoformas da subunidade o,
foram identificadas vinte ¢ cinco proteinas G distintas: quatro isoformas de Gs; trés de Gi,
duas isoformas de Go; uma Gz, cinco Gq ¢ duas transducinas. Destas, somente oito foram

purificadas livres ¢ ndo associadas a outros elementos da membrana. Na auséncia de
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agonista, quando a proteina G esia na forma inativa, uma molécula de guanosina difosfato
(GDP) encontra-se ligada a subunidade o, formando um complexo associado as
subunidades P e y. Na presenca do agonista, o receptor ativado interage com a proteina G ¢
induz a troca de GDP por guanosina trifosfato (GTP) na subunidade o.. Apés ligar-se ao
GTP, a subunidade o dissocia-se das subunidades By e torna-se ativada. A subunidade o
permanece livre até que ocorra a hidrélise de GTP e a formagdo novamente de GDP,
levando a sua reassociacdo com as subunidades py (BIRNBAUMER, 1992). A subunidade
o. da proteina Gs, quando ativada, leva a estimulagdo da adenilato ciclase (RODBELL,
1980; GILMAN, 1987).

Os adrenoceptores o, quando acoplados a proteina Gq, ativam a fosfolipase C
levando 4 formagdo dos segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG), os quais resultam no aumento de célcio intracelular e na ativagdo da proteina
quinase C (EXTON, 1985). Os adrenoceptores o, parecem mediar a resposta fisiologica
através da inibi¢io da adentlato ciclase (DOCHERTY, 1998).

As respostas dos adrenoceptores [ sdo mediadas através da ativagio da
adenilato ciclase (EMORINE et af, 1989; EMORINE, BLIN, STROSBERG, 1994,
COHEN et al., 1999) e conseqiiente estimulagdo de uma proteina G, denominada Gs, a qual
leva a um aumento de AMP ciclico intracelular e ativagio da proteina quinase A
{BRODDE, 1993). Sob determinadas condigdes, o adrenoceptor 3, pode estar também
acoplado a uma proteina G (Gi), mnibitéria de adenilato ciclase (DAAKA, LUTTRELL,
LEFKOWITZ, 1997, XIAO ef al., 1999).

O adrenoceptor 3; € o subtipo mais abundante (75-85%) no coragio do
mamifero, mas o receptor f; também € detectavel no tecido cardiaco (BRISTOW ef /.,
1986; BRODDE, 1993, KAUMANN & MOLENAAR, 1997). Estudos recentes tem
demonstrado a existéncia de receptores B3 € (4 no miocardio de ratos e humanos
(GAUTHIER ef al., 1996; MOLENAAR, SARSERO, KAUMANN, 1997, KAUMANN et
al., 1998; COHEN ef al, 1999). O receptor adrenérgico s parece promover efeito
inotropico negativo (GAUTHIER et al., 1996); ao contrario, o Bi, B2 ¢ 4 promovem efeito
motropico positivo (KAUMANN & MOLENAAR, 1997, KAUMANN et al., 1998). A

estimulacdo dos receptores P-adrenérgicos por catecolaminas circulantes ou agonistas
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adrenérgicos exogenos leva ao aumento da freqiéncia cardiaca (cronotropismo positivo),
forga de contragéio (inotropismo positivo) e automaticidade (POST, HAMMOND, INSEL,
1999).

Os adrenoceptores 3 podem ser regulados por diferentes estimulos, aumentando
ou diminuindo sua expressdo funcional e/ou numérica. A atenuagio da resposta mediada
pelos receptores € denominada dessensibilizagdo. Este fendmeno envolve os processos de
desacoplamento, seqliestra¢do e “down-regulation” do receptor, resultando na perda de sua
responsividade mesmo na presenga de estimulo. O desacoplamento ocorre de segundos a
minutos apos a exposicdo do receptor ao agonista, e resulta na modificagdo da proteina do
receptor pela fosforilagic (LEFKOWITZ, 1998). O processo de seqitestracdo ocorre
minutos apos a exposigio do receptor ao agonista, € envolve a mobilizacio dos receptores
da superficie celular para compartimentos intracelulares que sdo inacessiveis aos agonistas
hidrofilicos extracelulares. A “"down-regulation” ocorre apds horas de exposicio do
receptor ao agonista e resulta na perda de receptores das células por degradacdo ou
diminui¢do de sintese (POST et al., 1999).

Alteragdes na sensibilidade do tecido cardiaco as catecolaminas sio importantes
no controle e/ou tratamento das doengas cardiovasculares (ZANESCO et al., 1999; KOCH,
LEFKOWITZ, ROCKMAN, 2000). O aumento do efluxo de catecolaminas promove
diminuigo na expressdio ¢ no acoplamento dos receptores aos seus efetores. Os
adrenoceptores [ s@o alvos da fosforilagie dos receptores ativados, levando ao
desacoplamento da proteina G, e a resposta celular a estimulagio dos adrenoceptores torna-
se menos efetiva (LEFKOWITZ, 1998). Os receptores adrenérgicos ativados sdo
fosforilados por quinases dependentes de segundo mensageiro (PKA e PKC) e por certas
quinases de proteina G acoplada ao receptor (GRK) (INGLESE et a/., 1993). A seguir,
estes receptores fosforilados interagem com a B-arrestina (proteina citosdlica) inibindo a
interagdo dos receptores com a proteina Gs, causando assim seu desacoplamento. Além das
modificagdes dos receptores, alteragbes de outras proteinas envolvidas na regulagio dos
nivels de AMP ciclico podem contribuir para a perda da responsividade dos adrenoceptores

ocasionada pelo prolongado tratamento com agonistas (POST ef al., 1999).



1.2. NEUROTRANSMISSAQ NAQ-ADRENERGICA E NAO-COLINERGICA
(NANCQC)

Durante muito tempo acreditou-se que a neurotransmissdo quimica, a partir de
neurOnios autondmicos para os tecidos efetores periféricos, era mediada somente por
noradrenalina € acetilcolina. Entretanto, mesmo apos o bloqueio da neurotransmissdo
adrenérgica e colinérgica, os vasos sanglineos dilatavam-se em resposta a estimulos
nervosos. Com o isolamento e caracterizagio do CGRP e das taquicininas (substincia P,
neurocinina A e neurocinina B), revitalizou-se o conceito que alguns neurémios utilizam
mecanismos de transmissdo independentes dos mediadores classicos autonémicos (LEVINE
et al.,, 1984, LUNDBERG et al., 1985, HOLZER, 1992; MAGGI, 1995a). Assim, uma
nova categoria de neurdnios foi classificada como NANC.

Uma parte dos neurdnios NANC transmite informacgdes sensoriais, através de
fibras aferentes ao reagir as mudangas internas e/ou ambientais. Estes neurdnios apresentam
também funcdes eferentes, atuando em tecido muscular liso, corag¢dio, na transmissio
autondmica, em processos imunoldgicos e no crescimento tecidual (RUBINO, RALEVIC,
BURNSTOCK, 1993; LUNDBERG, 1996; L1 ef al., 1996, FERDINANDY ef al., 1997).

Embora o significado e modo de a¢fio desses neurdmos sensoriais no controle
das fun¢des vasculares tenham sido descritos recentemente, o descobrimento dessas fibras
vasodilatadoras datam do século passado. STRICKER (1876) foi o primeiro a observar que
a estimulacio de terminagdes nervosas periféricas de raizes dorsais transsectadas causava
vasodilatacdo na area da pele inervada por fibras nervosas sensoriais. BAYLISS (1901) e
BRUCE (1913) também demonstraram que a vasodilatagdo produzida por estimulagio
antidrémica € inalterada pela remogdo de ginglios simpéticos ou separacdo das raizes
dorsais entre o ginglio e a medula. Por outro lado, a remogédo do ginglio da raiz dorsal e a
conseqilente degeneragdo dos neurbnios sensoriais pela capsaicina, previne completamente
a vasodilatacdo induzida pela estimulagdo antidrémica. Com base nestas descobertas,
concluiu-se que a vasodilatagio era provocada por impulsos nervesos que se propagavam
no sentido eferente das fibras nervosas sensoriais, promovendo a liberagdo de substincias

vasoativas, tais como substincia P e CGRP (HOLZER, 1992).



12.1. ANATOMIA DOS NEURONIOS AFERENTES PRIMARIOS SENSIVEIS A
VANILOIDES (VSPA)

Apds o descobrimento das propriedades farmacologicas da capsaicina
(substancia irritante extraida de pimentas vermelhas do género Capsicum) pelo grupo
hungaro liderado pelo Prof. NICHOLAS JANCSO (JANCSO, JANCSO-GABOR,
SZOLCSANYI1, 1967), as fungdes eferentes dos neurbnios sensorials passaram a ser
intensamente estudadas. E para denotar uma subpopulagfio de neurdnios aferentes primarios
BURKS, 1986), estes foram denominados ‘neurbnios aferentes primarios sensiveis a
capsaicina’ (CSPA, “capsaicin-sensitive primary afferent neurons™). Recentemente, foi
proposta uma nova denominagio, neurdnios aferentes primarios sensiveis d vaniloides
(VSPA, “vanilloid-sensitive primary afferent neurons”), tendo em vista que, além da
capsaicina, outras substincias sio capazes de atuar nos mesmos receptores da capsaicina, 0s
chamados receptores vanildides (SZALLASI & BLUMBERG, 1999).

Os neurdnios VSPA sdo divididos em neurdnios com o corpo no génglio da raiz
dorsal ou no génglio trigeminal. Com relagdio ao seu didmetro e 2 modalidade sensorial, os
mesmos sdo divididos em dois tipos; neurdnios de pequeno didmetro, ndo mielinizadoes, do
tipo C, com fungdes nociceptoras polimodais, e neurdnios de grande didmetro, mielinizados
finos, do tipo A8, com fungdes nociceptoras térmicas e mecanicas (HOLZER, 1991,
SZAILLASI & BLUMBERG, 1999).

Anatomicamente, os neurdnios VSPA sdo compostos pelo terminal central, pelo
terminal periférico e pelo corpo do neurdnio (pericario), onde postula-se que a sintese dos
neuropeptideos seja regulada, a partir do fator de crescimento do neurdnio (Figura 1).
Mediante estimulos adequados, os neuropeptideos sdo transportados para os terminais
nervosos periféricos e central, cuja liberagfio resuita nas respectivas fungdes eferentes e
aferentes (MAGGI & MELLI, 1988; LUNDBERG, 1996). O terminal nervoso central faz
sinapse com um neurdnio de segunda ordem no corno dorsal da medula espinal (para os
neurdnios ganglionares da raiz dorsal) ou no nucleo espinal do trato trigeminal (para os
neurdnios ganglionares trigeminais) (SZALLASI & BLUMBERG, 1999). A liberagdo de

neuropeptideos do terminal central determina a transmissio da percepgdio de dores



viscerais, somaticas e ativagdo de varios reflexos. Os neuropeptideos liberados dos
terminais periféricos atuam em células-alvo, produzindo varias agdes biologicas, incluindo
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular (extravasamento de proteina
plasmatica), alteragdes na contratilidade do musculo liso, cronotropismo  positivo,
desgranulagdo de mastocitos e uma variedade de efeitos sobre leucocitos e fibroblastos,

efeitos esses, caracterizados pela inflamagdo neurogénica (MAGGI, 1995b).

Corpo celular
do neuronio Terminal central

Substancia P/ CGRP

Estimulo ‘ * Terminais periféricos

Substincia P/ CGRP

]

Figura 1. Anatomia funcional do neurénio VSPA (neur6nio sensorial)
Adaptado (MAGGI, 1995a). CGRP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina,

VSPA, neurdnio aferente primario sensivel a vaniloide.



1.2.2. MECANISMO DE LIBERACAO DE NEUROPEPTIDEOS DOS NEURONIOS
VSPA E SUBSTANCIAS MODULADORAS

A semelhanga de outros terminais nervosos, a liberagdo de neuropeptideos dos
terminais nervosos sensoriais periféricos e centrais requer a presenca de fons Ca™". Baseado
na susceptilidade diferencial dos estimulos aplicados, dois mecanismos basicos e distintos
regulam a liberagdo dos neuropeptideos dos neurdnios VSPA (MAGGI ef af, 1988,
HOLZER, 1991).

O primeiro mecanismo de liberagdo de neuropeptideos € realizado pela ativagio
dos receptores vanildides e/ou do canal catidnico nido seletivo acoplado ao receptor
vanildide. Este mecanismo de liberagio é bloqueado pela capsazepina (antagonista de
receptor vaniléide) e pelo vermelho de ruténio, e ndo envolve canais de Ca”™ dependentes
de voitagem, sendo, portanto, resistente aos seus bloqueadores (Figura 2).

A existéneia de sitios especificos de interagdo da capsaicina foi recentemente
demonstrada através de estudos de ligagio de membrana ou autoradiografia utilizando-se
um potente andlogo da capsaicina denominado resinferatoxina {extraida da planta
Fuphorbia resinifera, SZALLASI & BLUMBERG, 1990), e tais estudos foram
confirmados utilizando-se o antagomista de receptor vanildide denominado capsazepina
(BEVAN et al., 1992). A existéncia do grupamento homovanilit em ambas estruturas da
capsaicina e da resinferatoxina levaram a denominar o sitio de interagdo da capsaicina como
receptor vanildide (SZALLASI & BLUMBERG, 1990). Em 1997, o receptor vanildide foi
clonado e denominado VR1 (CATERINA et al., 1997),

O segundo mecanismo de liberagcdo de neuropeptideos se da por estimulagio
elétrica ou outros estimulos despolarizantes (concentragdes elevadas de K'), envolvendo
assim, canais de Ca' dependentes de voltagem. Este mecanismo ¢é sensivel aos
bloqueadores de canais de Ca™" dependentes de voltagem, tais como as dihidropiridinas e
conotoxinas. A liberagio de neuropeptideos sensoriais através desse mecanismo esta sujeita

.....

neuropeptideo Y, opidides, galanina e outros (Figura 2).
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Vermelho
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I MODULACAO
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: ‘. Opidides

RV ¢ NatCars Galanina NKA NK

NKB :

NK,
CGRP
CGRP ’

CTX = Ca++ -+ Ca++¢=— DHPs

? CGRP,

KCl

Figura 2. Mecanismos de liberagao de neuropeptideos a partir dos neurénios VSPA

Adaptado (MAGGI, 1995a). CGRP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina; CTX,
conotoxinas, DHPs, dihidropiridinas; NKA, neurocinina A; NKB, neurocinina B; RTX,
resinferatoxina; RV, receptor vaniloide; SP, substancia P; VSPA, neurdnio aferente

primario sensivel a vanildide.

A capsazepina, um analogo estrutural da capsaicina, € um antagonista seletivo e
competitivo de receptores vaniloides, sendo capaz de bloquear as alteragdes evocadas pela
capsaicina em diversas preparagdes in vivo e in vitro (DICKENSON & DRAY, 1991;
BEVAN et al., 1992; PERKINS & CAMPBELL, 1992). Entretanto, apesar da capsazepina
suprimir a broncoconstri¢do induzida pela capsaicina em pulmdes de cobaia, 0 mesmo ndo

ocorre com o extravasamento plasmatico induzido pela capsaicina nas vias aéreas inferiores



de rato (LOU & LUNDBERG, 1992; AUBERSON & LUNDBERG, 1993). Isto sugere a
existéncia de subtipos de receptores vanildides insensivels a capsazepina (LIU ef af., 1997).

O vermetho de ruténioc é um corante inorginico que, dependendo da
concentragio utilizada, interfere com os movimentos de calcio através da membrana. Dessa
forma, atua como um antagonista de capsaicina ou de outros agonistas de receptores
vaniloides ¢ previne a abertura dos canais catiénicos (Na' e Ca"") acoplados ao receptor
vaniloide (AMANN & MAGGI, 1991). Entretanio, o vermelho de ruténio nfo inibe a
liberagdo de neuropeptideos dependente de estimulacdo elétrica ou concentragdes elevadas
de K’ (AMANN, DONNERER, LEMBECK, 1990, BUCKLEY, BRAIN, WILLIAMS,
1990). O mecanismo exato pelo qual o vermelho de ruténio inibe as agdes da capsaicina e
de outros agonistas vaniloides ainda ndo esta bem esclarecido. Acredita-se que seu efeito
canal catibnico acoplado a este receptor (SZALLASI & BLUMBERG, 1990; DRAY,
FORBES, BURGESS, 1990, MAGGI, 1991).

Os bloqueadores de canais de Ca™ dependentes de voltagem (dihidropiridinas e
conotoxinas) inibem a liberagio de neuropeptideos induzida por estimulagio elétrica ou
despolariza¢io decorrente de elevadas concentragdes de XK' Neste caso, a liberagio de
neuropeptideos das terminacdes periféricas e centrais dos neuronios VSPA € mediada por
diferentes subtipos de canais de Ca”" dependentes de voltagem, j4 identificados (MAGGI et
al., 1988; MAGGI & GIULIAN], 1991; MAGGI, 1995a).

12



1.2.3. CAPSAICINA

0

CH,~\ I

CH—CH=CH—(CH,),—C—NH —CH2
CH,” : :

OCH,

Cadeia Alifatica : Amida : Vanilil
Figura 3. Formula estrutural da capsaicina (8-metil-n-vanilil-6-nonenamida)

THRESH, em 1846, foi o primeiro a isolar e denominar a substancia irritante
extraida da pimenta vermelha do género Capsicum como capsaicina. Varias decadas depois,
sua exata estrutura quimica foi determinada (Figura 3), e sua sintese tornou-se possivel
(SPATH & DARLING, 1930). A capsaicina € um derivado vanilil amida (grupo 3-metoxi
4-hidroxibenzil — regido aromatica), a qual comegou a ser amplamente utilizada como
terramenta farmacologica no estudo dos neurdnios VSPA quando observou-se que ratos
tratados com capsaicina ndo respondiam a estimulos de dor, bem como ndo desenvolviam a
inflamagdo neurogénica (JANCSO ef al., 1967).

Em geral, as a¢des farmacologicas da capsaicina resumem-se a trés fenémenos
consecutivos: primeiro, a capsaicina estimula seletivamente subtipos de neuronios VSPA,
tais como fibras do tipo C e A8, levando a liberagio de neuropeptideos (JANCSO,
JANCSO-GABOR, TAKATS, 1961; JANCSO et al., 1967, SZOLCSANYI, 1988); em
seguida, esses neuronios tornam-se dessensibilizados e impossibilitados de conduzir novos
estimulos; e, finalmente, dependendo da concentragdo e duragdo da agdo da capsaicina,
ocorrem as agdes neurotoxicas, com conseqiiente degeneragio desses neurdnios (JANCSO
etal , 1967, MAGGI et al., 1988; HOLZER, 1991).

As acoes induzidas pela capsaicina nos neuronios VSPA (alteragdes estruturais
e degeneracao das fibras C e Ad) dependem da dose, da via de administragio, da espécie e

da idade dos animais (JANCSO ef al., 1987; SZOLCSANYI, 1990). Em humanos e em
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animais de laboratorio, repetidas exposi¢des 4 capsaicina causam insensibilidade prolongada
a estimulos dolorosos. Por outro lado, baixas doses de capsaicina (ug/Kg) exercem efeito
excitatorio nas terminagdes nervosas sensoriais periféricas (FITZGERALD, 1983; BUCK &
BURKS, 1986), culminando na estimulagfio e liberacio de quantidades significativas de
neuropeptideos, enquanto que doses elevadas de capsaicina (mg/Kg) promovem efeito
neurotoéxico na populagiio de neurfnios sensoriais resultando na degeneracfio das fibras
sensoriais e conseqiiente deplecdo dos estoques de neuropeptideos. A lesdo mais efictente
dos neurdnios VSPA ¢ obtida pelo fratamento de ratos neonatos com capsaicina, no qual
uma dose unica de 50 mg/Kg resulta em perda permanente de cerca de 50-90% das fibras
aferentes (JANCSO, KIRALY, JANCSO-GABOR, 1977, SCADDING, 1980; NAGY e
al., 1981, 1983). O tratamento de ratos adultos com capsaicina causa um efeito menos
pronunciado sobre os neurénios VSPA resultando em degeneragfo parcial (JANCSO, 1981;
PALERMO, BROWN, SMITH, 1981, JANCSO et al., 1985) ou até mesmo auséncia de
degeneragio (FITZGERALD, 1983; HANDWERKER e¢f a/., 1984; SZOLCSANYT, 1984).

A capsaicina e seus analogos danificam os neurdnios por dois mecanismos
basicos. O primeiro estd relacionade ao influxo de Ca™ e, provavelmente, envolve a
ativacdo de enzimas dependentes de Ca, prejudicando as mitocOndrias. O segundo
mecanismo, envolve o influxo de ions sodio atraves do canal catibnico ativado pela
capsaicina. Este movimento idnico requer também o transporte passivo de ions cloreto. O
influxo iGnico é seguido pelo influxo de agua que resulta na danificagiio cefular por lise
osmédtica (BEVAN & SZOLCSANYI, 1990). Os ax0nios sdo mais susceptivels a
degeneragdo do que o corpo celular dos neurbnios (SZOLCSANYI, 1990). Outros
pesquisadores postularam que o tratamento neonatal com capsaicina danifica os neurdnios
através da reducio do fator de crescimento do neurdnio (KESSLER & BLACK, 1980,
MILLER e al., 1982; LINDSAY & HARMAR, 1989), tendo em vista que este fator
trofico € essencial para a sobrevivéncia dos neurdénios no ganglio da raiz dorsal, e regula a
sintese dos neuropeptideos e a sensibilidade a capsaicina (RUIT ef al., 1992). Esta bloqueia
o transporte retrogrado do fator de crescimento do neurdnio da periferia para o corpo do
neurdnio, onde os neuropeptideos sdo sintetizados (TAYLOR, PIERAU, SZOLCSANY],
1985).
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A capsaicina tem a capacidade de influenciar as fungdes cardiacas (FUKUDA &
FUJTWARA, 1969, MOLNAR et al, 1969). Algumas acdes da capsaicina no coragio
foram atribuidas 4 interagdo com canais de K' (CASTLE, 1992), enquanto outras foram
explicadas pela liberagiio de neuropeptideos, principalmente CGRP, dos neurdnios VSPA
{(FRANCO-CERECEDA ef a/., 1988, ONO ef af., 1989). Em coragfo isolado de cobaia, a
administragio de capsaicina em bolus, promove inicial efeito inibitério na forga de
contragdo, seguido de efeitos cardicestimulantes (FRANCO-CERECEDA & LLUNDBERG,
1985), bem como evoca vasodilatagio coronanana por liberagdo de CGRP (BRAIN ef al.,
1985, FRANCO-CERECEDA & RUDEHILL, 1989, YAOITA ef al, 1994). As

taquicininas também sdo liberadas pela capsaicina. A neurocinina A apresenta efeito

......

forga de contragio a uma agdo nfo-colinérgica e independente da liberagdo de taquicininas.
Além disso, um estudo recente mostra que a capsaicina pode diminuir a for¢a de contragio,
a freqtiéncia cardiaca e o fluxo coronariano de coragfio isolado de rato por liberagio de
endotelina (SZOLCSANYT e/ a/., 1999). Portanto, a agdio da capsaicina, como também a
atuagio do CGRP no coragdo nfio foram ainda bem esclarecidas.

Recentes estudos também propdem a possibilidade da capsaicina atuar
diretamente em receptores vaniléides cardiacos (SZALLASI & BLUMBERG, 1999), uma
vez que JA4 foram reconhecidos e identificados receptores vanildides em células nio
neuronais como cardiomiocitos e mastdcitos de rato (CATERINA et al. | 1997, BIRO er al.,
1998). Embora estes receptores estejam presentes em tecidos ndo neuronais, ainda no sdo

conhecidos os agonistas vaniloides endogenos (SZALLASI & BLUMBERG, 1999).



1.2.4. NEUROTRANSMISSORES LIBERADOS DE NEURONIOS VSPA

Denire o0s neuropeptideos liberados dos terminais nervosos sensoriais,
destacam-se as taquicininas € o CGRP (MAGGI, 1995a; HOLZER, 1998). Além desses
peptideos, outras substancias biologicamente ativas foram detectadas e identificadas nos
terminais nervosos VSPA e em processos inflamatorios de ordem neurogénica. Estes
incluem opiodides, polipeptideo vasoativo intestinal, peptideo ativador da adenilato ciclase
pituitario relacionado ao VIP, galanina, neurotensina, secretoneurina, fator liberador de
corticotrofina, somatostatina, oxido nitrico ¢ nucleotideos purinérgicos (ATP, ADP e
adenosina) (MAGGI, 1991; BRAIN, 1996, KHAKH & KENNEDY, 1998, HOLZER,
1998).

Taquicininas (substdncia P, neurocinina A e neurocinina B) e antagonistas

A substancia P, a neurocinina A e a neurocinina B pertencem & familia das
taquicininas. S8o também chamadas de neurocininas e possuem homologias estruturais entre
si (MAGGI, 1995b).

Descoberta por VON EULER & GADDUM (1931), a substancia P foi
inicialmente isolada de extratos de cérebro e de intestino. Muitos anos depois, dois
decapeptideos semelhantes a substancia P, denominados neurocinina A e neurocinina B,
foram isolados do sistema nervoso central (KANGAWA ef af, 1983; KIMURA er al.,
[983).

As taquicininas exercem uma variedade de agdes biologicas (PERNOW, 1983),
muitas das quais s@o atribuidas a seqiiéncia C-terminal e mediadas pelos seus respectivos
receptores. Até o presente, foram identificados e descritos 3 receptores para as taquicininas,
pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G, denominados: NK;, NK; e NKj
{(GUARD & WATSON, 1991). De acordo com os critérios de classificagio, sabe-se que a
substdncia P liga-se preferencialmente ao receptor NK, a neurocinina A ao receptor NKj, €
a neurocinina B ao receptor NK; (MAGGI & SCHWARTZ, 1997).

As taquicininas apresentam papel importante na transmissio da dor (GEPPETTI
et al., 1988), bem como efeito vasodilatador e hipotensor, mediado, principalmente, pelo

oxido nitrico (WHITTLE, LOPES-BELMONTE, REES, 1989; MAGGI, 1995a).
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Entretanto, em leito vascular mesentérico de rato, as taquicininas ndo exerceram efeito
vasodilatador (BARJA, MATHISON, HUGGEL, 1983; KAWASAKI ef al., 1990a,b) e em
coragdo isolado de rato, a substdncia P parece ndo modificar o tdnus vascular
(KULAKOWSKI er a/, 1983). Além disso, a substincia P ¢ a neurocinmna A ndo
reproduzem as respostas cardioestimulantes promovidas por estimulagio elétrica ou por
capsaicina (SAITO et al, 1987, FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG, 1988). Ao
contrario, 4 neurocinina A possui efettos inotrépico e cronotropico negativos (FRANCO-
CERECEDA & LUNDBERG, 1988). Os mesmos efeitos negativos sdo observados em
coragdes isolados de cobaia quando a substincia P ¢ administrada. Estes efeitos sdo,
bloqueados pela atropina, sugerindo que as a¢des cardiacas da substancia P ndo sdo devidas
a ativacio direta de receptores seletivos de substincia P no miocardio {ou efeitos diretos em
neurdnios intracardiacos), mas ocorrem indiretamente através da liberagdo de acetilcolina
(HOOVER, 1989; HOOVER & HANCOCK, 1988; ARMOUR, YUAN, BUTLER, 1990).
Assim, os efeitos das taquicininas no sistema cardiovascular ainda sfo controversos e

podem variar entre as espécies.

CGRP e antagonistas

O CGRP foi um dos primeiros neuropeptideos descobertos através de técnicas
de biologia molecular. Tanto no homem quanto no rato, foram isoladas duas isoformas
moleculares do CGRP, denominadas CGRP-a e CGRP-B, sendo ambas semelhantes quanto
a sua atividade biologica (LOTTI, HAUTMANN, PANCONESI, 1995; BRAIN, 1996).
Este peptideo ¢ formado por 37 residuos de aminoacidos resultante do processamento
alternativo do gene da calcitonina (AMARA e al., 1982; BRAIN ef al., 1985; HOLZER,
1988). A seqiiéncia N-terminal da molécula € responsavel pela atividade agonista do
neuropeptideo (MAGGI ef al., 1990) e seus efeitos biolégicos sdo dependentes da ativacio
de receptores especificos denominados CGRP, ou CGRP; (SIGRIST et al., 1986; DENNIS
et al., 1989).

O CGRP causa vasodilatagio por ativagdo de receptores do tipo CGRP,
(DENNIS et af., 1989). O efeito vasodilatador ¢, aparentemente, independente de endotélio

(oxido nitrico) e, provavelmente, mediado pelo actimulo de AMP ciclico na musculatura lisa
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(GREENBERG, RHODEN, BARNES, 1987, HUGGES & BRAIN, 1994). Entretanto, em
certos vasos, especialmente nas grandes artérias (aorta de rato), demonstrou-se que a
vasodilatagdo induzida pelo CGRP é dependente do endotélio (GRACE et afl, 1987,
FISCUS ef al., 1991; GRAY & MARSHALL, 1992, HOLZER, 1992). O relaxamento
induzido pelo CGRP pode ainda envolver canais de K sensiveis a ATP (Karp). Segundo
QUAYLE et al. (1994), o CGRP estimula a adenilato ciclase, a qual promove aumento do
AMP ciclico e consegiiente ativagdo da proteina quinase A em musculatura lisa arterial

resultando em ativagio dos canais de Karp.

No coragiio, o CGRP ¢é o principal neurotransmissor dos neurdnios VSPA
responsavel pelos efeitos cronotrdpicos e inotropicos positivos (RUBINO &
BURNSTOCK, 1996; SIGRIST er al., 1986, FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG,
1985, FRANCO-CERECEDA ef al., 1988). Atrios de cobaias apresentaram respostas
cronotropicas positivas quando estimulados eletricamente. Estas respostas sio mimetizadas
quando da adigio de CGRP no banho de incubagfio. Além disso, o pré-tratamento com
capsaicina previne a resposta cronotropica induzida pela estimulagio elétrica (SAITO,

KIMURA, GOTO, 1986, SAITO et al., 1987).

Os efeitos mais importantes observados apds a administragdo intravenosa de
CGRP em animais envolvem alteragdes hemodindmicas, tais como hipotensio, taquicardia e
aumento de fluxo sangiiineo em diversos leitos vasculares. A estimulagio da adenilato
ciclase acoplada aos receptores de CGRP induz elevagio de AMP ciclico e influxo de calcio
com consegilente aumento da forga de contragdo e ritmo cardiaco (ISHIKAWA et al.,
1987, 1988; ONO ef al., 1989). Em miocitos atriais isolados de sapo e cobaia, o CGRP
aumenta o influxo de K" e de Ca'” via canais do tipo-L (ONO ef /., 1989, ONO & GILES,
1991). O efeito cronotrépico desencadeado pelo CGRP ndo envolve ativagiio dos
receptores 3 adrenérgicos cardiacos, sendo, portanto, um transmissor excitatorio NANC
seletivo nos tecidos atriais do coragio (FRANCO-CERECEDA ef al., 1988, MANTELLI
et al., 1992).

Elevados niveis de CGRP foram detectados em atrio direito, seguido pelo
esquerdo e pelos ventriculos direito e esquerdo, tanto em cobaias, como em ratos

(MULDERRY e? al., 1985; SIGRIST et al., 1986; FRANCO-CERECEDA ef al., 1987,
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1988). Os nodos sinoatrial e atrioventricular sdo também ricos em fibras contendo CGRP
(WHARTON e al., 1981a). Assim, a resposta cardioexcitatoria da capsaicina e do CGRP ¢
mais pronunciada para a freqiiéncia cardiaca do que para a forga de contragdo no miocardio
ventricular (FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG, 1985; RIGEL ef al., 1989).

Cobaias adultas pré-tratadas com capsaicina mostraram redu¢do nos niveis de
CGRP de aproximadamente 70% no coragiio e 60% no corno dorsal da medula espinhal
(FRANCO-CERECEDA et a/., 1987). Em ratos neonatos, o tratamento com capsaicina
induz deplecio de cerca de 50% do conteado de CGRP no tecido cardiaco

(WIMALAWANSA, 1993; ZANESCO e al., 1999).

Estudos imunchistoquimicos revelaram que, apesar da seqiiéncia C-terminal do
CGRP apresentar alta afinidade pelos seus receptores, estes fragmentos ndo possuem
atividade intrinseca, ou seja, ndo desencadeiam qualquer agfo farmacolégica (MAGGI,
CHIBA, GIULIANI, 1991). Assim, fragmentos das sequéncias C-terminat do CGRP foram
desenvolvidos e, atualmente, siio empregados como antagonistas competitivos dos subtipos
de receptores CGRP; e CGRP,. Tais antagonistas incluem o CORPy37, CGRPy24, Tyr'-
CGRP237 € BIBN4096BS (CHIBA ef al., 1989, DENNIS et al., 1989; MAGGI et al,
1991, DOODS ef al., 2000).

1.2.5. RELACAO MODULATORIA ENTRE NEURONIOS AUTONOMICOS E VSPA
fibra parassimpatica, enquanto que a acetilcolina através da ativagdo dos receptores
nicotinicos presentes na fibra sensorial estimula a liberagdio de seus neuropeptideos em
coracio e vasos de diferentes espécies. Assim, € proposto uma interagdo bidirecional entre
as fibras sensoriais e as fibras parassimpaticas (FJALLBRANDT & IGGO, 1961;
PARKHOUSE & LEQUESNE, 1988, RALEVIC ef al., 1992).

Diferentemente da interacio entre as fibras parassimpaticas e fibras sensoriais, a
interacdo entre as fibras simpaticas e as fibras sensoriais ¢ unidirecional. Varios trabalhos
mostram que as fibras simpaticas modulam a liberagdo dos neuropeptideos da terminacio

sensorial. KESSLER, BELL, BLACK (1983) demonstraram que a simpatectomia em ratos



neonatos resulta em aumento da expressio génica de CGRP ¢ da liberaciio deste
neurcpeptidec em diversos tecidos, tais como a iris ¢ o miocardio atrial de rato. Assim, a
neurotransmissdo dos neurdnios sensoriais parece ser regulada pela noradrenalina e
possivelmente por substincias co-estocadas nas vesiculas simpaticas como o neuropeptideo
Y e purinas (ATP) via receptores especificos pré-juncionais das fibras VSPA (AMERINI ez
al., 1991, 1992; RUBINO ef gf., 1992; RUBINQ, RALEVIC, BURNSTOCK, 1993). Em
leito mesentérico vascular de rato, bem como em artéria pulmonar de cobaia, a liberacio de
neuropeptideos pelos neurdnios VSPA ¢ inibida pelo neuropeptideo Y e pela noradrenalina,
através, respectivamente, da ativagdo de receptores de neuropeptideo Y e de
adrenoceptores o pré-juncionais presentes nas fibras VSPA (KAWASAKI et al., 1990a;
BUTLER ef al., 1993).

A modulagio das fibras simpaticas pela inervagido sensortal ndo foi
demonstrada. Diversos trabalhos mostram que ¢ tratamento neonatal de ratos ou cobaias
com capsacina ndo provoca qualquer alteragdo na sensibilidade da resposta cronotropica
mediada pelos adrenoceptores f (FRANCO-CERECEDA ef al, 1988; FIKE ef al, 1992;
RUBINO ef al., 1993, ZANESCO et al., 1999). Assim, a auséncia de interacio bidirecional
entre as fibras simpaticas e fibras sensoriais ndo estd completamente esclarecida, mas
poderia ser devida a dois fatores. Primeiro, todos esses estudos foram realizados em animais
adultos, ou seja, 3 a 4 meses apds o tratamento com capsaicina. Segundo, uma possivel
reinervagdo das fibras sensoriais pode estar ocorrendo no animal adulto, tendo em vista que,
a reinervacdo da fibras sensoriais fo1 descrita em animais submetidos ao tratamento com
capsaicina.

Portanto, a proposta desse trabalho foi investigar a existéncia de uma possivel
interagéio entre a inervagio sensorial e simpatica em ratos jovens (30 dias), adulto-jovem

(60 dias) e adultos (90 dias) tratados com capsaicina no periodo neonatal.
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1.3. OBJETIVOS

A participagio dos neurdnios VSPA na dindmica cardiovascular e nas

cardiopatias ainda é pouco compreendida. Partindo desta premissa, o objetivo geral desse

estudo foi investigar o papel dos neurdnios VSPA na fisiologia cardiaca de ratos. Os

objetivos especificos foram:

Em atrios isolados

Avaliar as respostas cronotropicas de atrios direitos isolados de ratos controles e pre-
tratados com capsaicina no periodo neonatal. Foram obtidas curvas concentragio-efeito

a0s agonistas: isoproterenol, carbacol, pilocarpina ¢ CGRP;

avaliar as actes da capsaicina, adicionada exogenamente, na auséncia e na presenga do
antagonista de receptor para CGRP (CGRPs37), em preparagdes de atrios direitos

isolados de animais controles e pré-tratados com capsaicina no perfodo neonatal.

Em coragdes isclados

Avaliar a pressio desenvolvida no ventriculo esquerdo, a frequéncia cardiaca e o fluxo
sanguineo coronariano em coragdes isolados de ratos controles e de ratos pré-tratados
com capsaicina na idade neonatal, em resposta ao isoproterenol e a capsaicina, bem

como avaliar as alteragbes de fluxo coronariano em resposta a fenilefrina;

avaliar o grau de deplecio do CGRP dos neurdnios VSPA pelo tratamento neonatal
com capsaicina, através da quantificacio de CGRP em tecido cardiaco pela técnica de

ELISA (imunoenzimatica).



2- Material e Métodos
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2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, provenientes do Centro
Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-
UNICAMP, Campinas-SP). Os experimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de uso de animais de laboratério, regidos pela Universidade Estadual de Campinas.
Durante o periodo de permanéncia no biotério, os animais tiveram livre acesso a agua e

racao.

2.2. RATOS NEONATOS TRATADOS COM CAPSAICINA

O tratamento de ratos neonatos com capsaicina foi realizado de acordo com
JANCSO et al. (1977). No segundo dia de vida, os ratos de ambos os sexos (7-8 g) foram
anestesiados superficialmente com halotano e injetados subcutaneamente, na regido dorsal,
com dose unica de capsaicina (50 mg/Kg, 100 pl). Os ratos controle receberam injegdo
subcutinea de 100 pl do veicuto (10% de etanol € 10% de Tween 80, em solugéo de NaCl a
0,9%). Apds o tratamento, os ratos foram mantidos aquecidos e sob observagéo por 1 hora,
quando, entdo, foram colocados junto &s respectivas maes, e retornaram ao biotério de
manuten¢do. Os ratos foram amamentados até o 21° dia de vida e, entio, separados da mie
e alojados em gaiolas coletivas, separados por sexo. Os animais foram utilizados
aleatoriamente para os diversos protocolos em diferentes tempos pos-tratamento (30, 60

e/ou 90 dias).

2.3. ATRIOS DIREITOS ISOLADOS

Os ratos foram anestesiados com halotano e exsanguinados por sec¢fio dos
vasos cervicais. Em seguida, os coragdes foram removidos e colocados em solugio de
Krebs Ringer bicarbonato composto por (mM): NaCl, 124,0; KCl, 4,75; MgS0,, 1,30;
CaCly, 2,25; NaHCOQs, 25,0; NaH,PO,, 0,6; glicose, 10,0; ascorbato, 0,3 e EDTA, 0,03
Nesta solugdo, o ascorbato e 0 EDTA foram adicionados a fim de evitar a oxidagdo e
metaboliza¢io das catecolaminas (HUGHES & SMITH, 1978). Os atrios direitos foram

isolados e montados em cubas para tecido isolado (20 ml volume) preenchidas com a
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solugio de Krebs Ringer bicarbonato que foi continuamente aerada com O;: CO; (95:5 %),

mantida a temperatura de 36,5°C e cujo pH variou entre 7,3 e 7,5.

2.3.1. OBTENCAO E ANALISE DAS CURVAS CONCENTRAGCAO-EFEITO

As curvas concentragio-efeito (efeitos cronotrdpicos positivo ou negativo) aos
agonistas isoproterenol, carbacol, pilocarpina e CGRP foram obtidas em atrios de ratos
controles ou pré-tratados com capsaicina, por meio da adi¢do cumulativa de concentragbes
crescentes do agonista, em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas (VAN
ROSSUM, 1963).

Os efeitos dos agonistas sobre os batimentos espontdneos dos atrios direitos
foram avaliados pelo aumento ou diminuigdo da fregiiéncia de batimentos. Os dados obtidos

foram avaliados segundo a equacdo descrita a seguir:

A letra E representa o aumento da fregiiéncia dos batimentos atriais em resposta
ao agonista (efeito); Emax representa a resposta maxima que o agonista pode produzir; ¢
representa o logaritmo da ECsy, definida como a concentragdo do agonista que produz
metade da resposta mixima, x representa o logaritmo das concentragSes do agonista, o
exponencial n ¢ o coeficiente angular ou inclinagdo, o qual define o tipo de curva
concentragdo-efeito obtida e, finalmente, o simbolo @ representa a freqiiéncia de batimentos
atriais observada na auséncia do agonista.

A anélise de regressio ndo linear para determinar os pardmetros Eq, log ECso
e n foi obtida utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA), considerando-se o valor basal da freqiiéncia de batimentos atriais igual a zero (P =

zero).
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2.4. CORACOES ISOLADOS (LANGENDORFF)

Os ratos foram anestesiados com halotano e, para evitar o surgimento de
tromboses nas artérias coronarianas durante a retirada do cora¢io, os animais foram
tratados previamente (5 min) com heparina (500 UI/Kg, 1.p.), para posterior toracotomia
bilateral (DORING & DEHNERT, 1988). O principio deste método consiste em perfundir o
coragdo através de um sistema de pressdo de perfusdo conectado 4 aorta (Figura 4). Assim,
os coragdes foram rapidamente removidos com aproximadamente 1 cm de aorta, na qual foi

inserida uma canula conectada ao sistema (Figura 5).

Para perfusfio do coragio isolado, foi utilizada a solu¢do de Krebs-Henseleit
composto por {mM). NaCl, 188,0; NaHCOs, 25,0; glicose, 11,1; KCl, 4,7, KH,PO4, 1,2;
MgS0,.7H,0, 1,17 e CaCl,.6H,0, 2,5. A solugdo de perfusdo foi continuamente aerada

com O, : CO (95:5 %) a 37°C e o sistema foi mantido sob pressdo constante de 65 mmHg,

Através de uma pequena incisdo no atrio esquerdo foi introduzido um baldo de
latex acoplado a uma cinula (PE 160), atravessando o orificio mitral até atingir o ventriculo
esquerdo (Figura 5). Esta cénula foi entdo acoplada ao transdutor de pressio (marca Ugo
Basile), para obtengiio dos registros de pressio desenvolvida no ventriculo esquerdo
(PDVE) e de freqiiéncia cardiaca, através de um poligrafo (Gemini 7070). O fluxo
coronariano foi medido, coletando-se o efluente coronariano, em intervalos regulares de

tempo.

Os pardmetros cardiacos: pressio desenvolvida no ventriculo esquerdo,
freqiiéncia cardiaca e fluxo coronariano foram monitorados antes da inje¢io dos agonistas
(tempo 0 - basal) e em mtervalos de 0.25, 1, 5 e 10 minutos apds a inje¢do. O volume
maximo dos agonistas injetados nos coragdes isolados ndo ultrapassou 100 pl. A fisiologia
de coragdes isolados de ratos controles e de ratos pré-tratados com capsaicina foi avaliada
pela administragdo intradrtica do isoproterenol (agonista B-adrenérgico ndo-seletivo) e de
capsaicina. O fluxo coronariano foi avaliado em resposta a fenilefrina (agonista seletivo de

adrenoceptores o).
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2.5, DOSAGEM DE CGRP EM TECIDO CARDIACO

A dosagem de CGRP, pelo método de ELISA foi empregada com o intuito de
avaliar a eficacia do tratamento neonatal com capsaicina e de quantificar o grau de deplegdo
dos neuropeptideos no tecido cardiaco. Assim, foram utilizados coragdes de ratos Wistar
controles e de ratos tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados apos 30, 60
e 90 dias do tratamento.

Os animais foram anestesiados com halotano. Os cora¢des foram rapidamente
removidos, com aproximadamente 1 cm de aorta, e perfundidos por aproximadamente 10
min (tempo necessirio para eliminagdo de sangue do 6rgio), através de um sistema de
pressio de perfusdo constanie de 65 mmHg conectado & aorta. Para perfusio do coragéo
isolado, foi utilizada a solugdo de Krebs-Henseleit a 37°C, continuamente acrada com O.:
CO; (95:5 %) e composta por (mM): NaCl, 188,0; NaHCOQ;, 25,0, glicose, 11,1; KCl, 4,7,
KH;PO,, 1,2, MgS0,.7H,0, 1,17, CaClL.6H;0, 2,5, EDTA, 5,0, DTT, 0,5 e captopril,
0,005. Nesta solugdo, o EDTA, DTT e captopril foram adicionados com o propdsito de
evitar a oxidagio e destruigio dos neuropeptideos. Apoés a perfusdo, os coragdes foram
congelados em nitrogénio liquido e conservados em refrigeragdo até a sua utiliza¢do.

Os tecidos foram descongelados, pesados e homogenetzados em 20 ml de
solugdo de acido acético T M. O homogenato foi aquecido a 95°C por 10 min, centrifugado
a 4000 rpm, por 45 min, a 4°C, e o sobrenadante foi liofilizado. As amostras liofilizadas
foram reconstituidas em um total de 20 ml de 1:4 de solugdo de acido acético a 4%, e
novamente centrifugadas a 4000 rpm, por 30 min, a 4°C, para obtengdo de um sobrenadante
limpido. O sobrenadante foi purificado por meio de passagem por colunas de cromatografia
de fase reversa (3 ml, C-18), previamente ativadas com 5 mi de metanol, 10 ml de uréia 8 M
e 10 ml de agua Milli-Q. Apds a passagem das amostras através das colunas, estas foram
lavadas com 10 ml de acido acético concentrado, e eluidas com 3 ml de uma solugdo
contendo metanol:acido acético (90:10, v/v). O volume eluido foi seco através da
evaporagio em banho-maria a 37°C, com auxilio de nitrogénio.

As amostras foram reconstituidas em tampZo, uiilizando-se o kit comercial para
a dosagem de CGRP (Cayman, EUA). A placa de 96 pogos foi lavada 5 vezes com tampao

de lavagem (300 ul/pogo) e montada segundo indicagdo do fabricante. A mesma foi coberta
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com filme plastico, e incubada a 4°C, por 16-20 horas. A seguir, a placa foi lavada 6 vezes
com tampdo de lavagem e 200 pl de reagente Ellman’s foi acrescentado a cada pogo. A
placa foi coberta com papel aluminio, para prote¢do contra luz, e agitada durante 30-60
min. A leitura da placa foi realizada por leitor de ELISA em comprimento de onda de 410

nm para CGRP.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrio das médias
(E.P.M). O programa InStat (GraphPad Software) foi usado para as analises estatisticas.
Teste ‘t> de Student pareado e ndo-pareado e a andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni foram utilizados para comparacSes mualtiplas de variaveis

independentes. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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3.1. ATRIOS ISOLADOS



3.1.1. FREQUENCIA BASAL

A freqiiéneia dos batimentos espontineos ndo foi afetada pelo tratamento
neonatal com capsaicina em nenhum dos tempos estudados. Porém, as freqiéncias basais
dos animais sacrificados aos 30 dias de idade foram significativamente maiores do que as
dos animais mais velhos (60 e 90 dias), para ambos 0s grupos, controles e pré-tratados com

capsaicina (Tabela 1).

Tabela 1. Fregiiéncia dos batimentos espontdneos atriais (bpm) de ratos controles ou

tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90 dias apos

fratamento.
GRUPOS Controle Tratado
30 DIAS 316£6* 311+7*
60 DIAS 270 £ 8 277+ 6
90 DIAS 2804+ 8 282 +8

Os dados estdo representados como médias + EP.M.
* P< 0,05, comparagio com 60 e 90 dias, de acordo com analise de variancia (ANOVA)

seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
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3.1.2. ISOPROTERENOQOL

O tratamento de ratos neonatos com capsaicina determinou dessensibilizagéo,
de cerca de 4 vezes (P<0,05), da resposta cronotropica ao isoproterenol em atrios direitos
de ratos sacrificados 30 dias apos o tratamento, No entanto, essa subsensibilidade ao
isoproterenol ndo foi observada quando os animais foram sacrificados 60 e 90 dias apés o
tratamento com capsaicina (Figura 6).

Além disso, a poténcia (pECso) do isoproterenol em atrios direitos de animais
sacrificados 30 dias apos tratamento foi menor em relagfio aos demais tempos estudados
(60 e 90 dias) (Tabela 2). A resposta méaxima ao isoproterenol ndo foi afetada pelo

tratamento com capsaicina em quaisquer dos grupos estudados (Tabela 3).

Tabela 2. Poténcia (pECso) do isoproterenol em atrios direttos isolados de ratos controles

ou tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 ¢ 90 dias apos

tratamento.
GRUPOS Controle N Tratado Desvioo N
30 DIAS 8.72+0,17 5 818013 " 3,5 8
60 DIAS 8,81 +£0,12 6 8,00+0,11 1,2 6
90 DIAS 9,06 + 0,09 6 8,94 +0,10 1,3 7

Os dados estdo representados como médias + E P.M. para N experimentos.

® Antilogaritmo da diferenga entre os valores da pECso do grupo tratado com capsaicina e
seu respectivo grupo controle.

* P< 0,05, comparagéo dos valores da pECsq com o respectivo grupo controle, de acordo
com o teste ¢ de Student ndo pareado.

# P< 0,05, comparagio dos valores da pECs entre os grupos de 30, 60 e 90 dias apds o
tratamento com capsaicina, de acordo com andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo

pos-teste de Bonferroni.
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Tabela 3. Respostas maximas (bpm) do isoproterenol em atrios direitos isolados de ratos
controles ou tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90 dias

apos tratamento.

GRUPOS Controle N Tratado N
30 DIAS 122 £ 16 5 125+19 8
60 DIAS 107 £ 10 6 147 + 26 6
90 DIAS 133 £13 6 153+ 16 7

Os dados estdo representados como médias = E.P. M. para N experimentos.
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8 experimentos.



3.1.3. CARBACOL
A poténcia e a resposta maxima do carbacol em atrios direitos isolados nio
foram afetadas pelo tratamento neonatal com capsaicina, tanto aos 30 quanto aos 60 dias

apoés tratamento (Tabela 4, Figura 7).

Tabela 4. Poténcia (pECsp) e respostas maximas (Emax, bpm) do carbacol em atrios direitos
isolados de ratos controles ou tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados

30 e 60 dias apos tratamento.

GRUPOS Controle Tratado

pECsg Emix pECso Emix
30 DIAS 6,43 +£ 0,09 -193 £ 31 6,57 £ 0,04 -125+17
60 DIAS 6,56 £ 0,08 225+ 15 6,75+ 0,10 -157+35

Os dados estéo representados como médias + E'P.M. para 6-9 experimentos.
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experimentos.



3.1.4. PILOCARPINA
A poténcia e a eficiacia da pilocarpina em atrios direitos isolados ndo foram
afetadas pelo tratamento neonatal com capsaicina, tanto aos 30 quanto aos 60 dias apos

tratamento (Tabela 5, Figura 8).

Tabela 5. Poténcia (pECso) e respostas maximas {Ewmsx, bpm) da pilocarpina em atrios
direitos isolados de ratos controles ou tratados com capsaicina no periodo neonatal e

sacrificados 30 e 60 dias apos tratamento.

GRUPOS Controle Tratado

pECm Emax pECSG Emsx
30 DIAS 542 +0,10 877 5,47+ 0,04 -73+6
60 DIAS 5,68 £0,08 68 + 4 5,531+0,03 -58+5

Os dados estdo representados como médias + E.P.M. para 6-9 experimentos.
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Figura 8. Curvas concentragdo-resposta a pilocarpina em atrios direitos isolados de ratos
controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e sacrificados 30 e 60
dias apos tratamento. Os dados estao representados como meédias =+ E.P.M. para 6 a 9

experimentos.



3.1.5. CGRP

A resposta cronotrépica positiva ao agonista CGRP em atrios direitos isolados
ndo foi afetada 30, 60 ou 90 dias apods tratamento com capsaicina em rela¢do aos
respectivos animats controles. Curiosamente, observamos que a poténcia do CGRP nos
animais sacrificados apds 30 dias, para ambos os grupos, foi significativamente maior
{cerca de 6 vezes) quando comparada com os animais sacrificados apos 60 e 90 dias

(Tabela 6, Figura 9).

Tabela 6. Poténcia (pECsg) do CGRP em étrios direitos isolados de ratos controles ou

tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90 dias apos

tratamento.
GRUPOS Controle N Tratado Desvio® N
30 DIAS 8,71+£0,10% 6 8,74 £ 0,10% L1 7
60 DIAS 790+0,11 9 8,06 +0,10 1.4 10
90 DIAS 7,95+0,19 6 8,00 £ 0,10 1,1 8

Os dados estdo representados como médias + E P.M. para N experimentos.
* Antilogaritmo da diferenga entre os valores da pECs; do grupo tratado com capsaicina e
seu respectivo grupo controle.

*P< 0,05, comparagdo com os animais sacrificados com 60 e 90 dias de idade, de acordo

com analise de variancia (ANOV A) seguido pelo pés-teste de Bonferroni.
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A eficécia do CGRP nos atrios de animais controle com 90 dias de idade foi
significativamente menor quando comparada com os animais sacrificados aos 30 e 60 dias.
Essa diferenga ndo foi estatisticamente significante para os animais tratados com
capsaicina, apesar de mostrar uma tendéncia de diminui¢iio da resposta maxima similar aos

animais do grupo controle (Tabela 7).

Tabela 7. Respostas maximas (bpm) do CGRP em atrios direitos isolados de ratos

controles ou tratados com capsaicina no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90 dias

apos tratamento,
GRUPOS Controle N Tratado N
30 DIAS 92+5 6 B0+7 7
60 DIAS 73+6 9 6715 10
90 DIAS 50+ 7% 7 66 +7 8

Os dados estdo representados como médias + E.P.M. para N experimentos.
* P< 0,05, comparagiio com os animais controle sacrificados apés 30 e 60 dias do
tratamento, de acordo com anélise de varidncia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de

Bonferroni.
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Figura 9. Curvas concentra¢do-resposta a0 CGRP em atrios direitos isolados de ratos
controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90
dias apos tratamento. Os dados estdo representados como médias + E.P.M. para 6 a 10

experimentos.
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3.1.6. CAPSAICINA

A adigdo exodgena de capsaicina (1 pM) ac banho provocou cronotropismo
positivo nos atrios direitos isolados de ratos. Nos animais sacrificados com 30 dias de
idade esse cronotropismo foi semelhante para ambos os grupos, conirole e tratado.
Entretanto, essa resposta cronotropica positiva foi significativamente atenuada nos animais
tratados com capsaicina de 60 e 90 dias de idade, quando comparados com seus
respectivos controles. Semelhante ao observado na resposta cronotropica ao CGRP, os
atrios isolados de animais com 90 dias de idade foram menos responsivos a capsaicina
quando comparados com os animais de 30 ou 60 dias de idade. O antagonista CGRPg37 (1
uM) antagonizou as respostas cronotropicas a capsaicina em atrios direitos isolados, de

maneira similar em todos os grupos estudados (Figura 10).
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Figura 10. Resposta cronotropica (bpm) a capsaicina (1 uM) antes e apos a adi¢dao do
antagonista de receptores para CGRP (CGRPs37) em atrios direitos isolados de ratos
controles (M) ou tratados com capsaicina (M) no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e
90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como médias + E.P.M. para 6 a 8
experimentos.® P < 0,05 comparado ao seu respectivo controle; # P < 0,05 comparagdo

com 30 e 60 dias.



3.2. CORACOES ISOLADOS
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3.2.1. FLUXO CORONARIANO BASAL

O fluxo coronariano basal dos animais tratados com capsaicina e sacrificados
60 dias apds tratamento mostrou-se significativamente atenuado quando comparado com o
fluxo coronariano basal do seu respectivo grupo controle. Apos 90 dias do tratamento com

capsaicina, o fluxo coronariano basal foi semelhante ao seu respectivo grupo controle

(Figura 11).
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Figura 11. Fluxo coronariano basal de coragdes isolados de ratos controles () ou tratados
com capsaicina (M) no periodo neonatal e sacrificados 60 e 90 dias apods tratamento. Os
dados estdo representados como médias + E.P.M. para 6 a 7 experimentos. * P < 0,05

comparado ao seu respectivo controle.

3.2.2. ALTERACOES DO FLUXO CORONARIANO EM RESPOSTA A FENILEFRINA

A inje¢do do agonista o adrenérgico, fenilefrina (0,01 - 0,1 pg, bolus) causou
redu¢do dose-dependente do fluxo coronariano de coragdes isolados de ratos controles,
sacrificados aos 60 e 90 dias (Figuras 12 e 13, respectivamente). Entretanto, o tratamento
neonatal com capsaicina nao afetou significativamente a diminui¢do do fluxo coronariano
em coragoes isolados de ratos sacrificados aos 60 e 90 dias apos o tratamento (Figuras 12 e

13, respectivamente).
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Figura 12. Alteragdes do fluxo coronariano em resposta a trés doses de fenilefrina em
coracoes isolados de ratos controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo

neonatal e sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como

médias = E.P.M. para 6 experimentos. * P < 0,05 comparag¢ao com os respectivos basais e

entre as doses.
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Figura 13. Alteragdes do fluxo coronariano em resposta a trés doses de fenilefrina em
coragoes isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo
neonatal e sacrificados 90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como

médias + E.P.M. para 6 experimentos. * P < 0,05 comparagdo com os respectivos basais e

entre as doses.
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323 FLUXO CORONARIANO EM RESPOSTA A CAPSAICINA
A adigdo de capsaicina (30 e 100 pg) nido determinou qualquer alteragao
significativa nos fluxos coronarianos basais, tanto para os grupos tratados quanto para os

controles, em ambos os tempos estudados (Figuras 14 e 15, respectivamente).
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Figura 14. Variagdes do fluxo coronariano em resposta a duas doses de capsaicina em
coragdes isolados de ratos controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo

neonatal e sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como

médias + E.P.M. para 5 experimentos.
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Figura 15. Variagdes do fluxo coronariano em resposta a duas doses de capsaicina em
coragdes isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo
neonatal e sacrificados 90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como

medias = E.P.M. para 6 a 7 experimentos.



3.2.4. FREQUENCIA CARDIACA EM RESPOSTA AO ISOPROTERENOCL

O isoproterenol causou cronotropismo positivo dose-dependente em coragdes
isolados. As agdes cronotropicas do isoproterenol em animais tratados com capsaicina no
periodo neonatal e sacrificados 60 ¢ 90 dias apés tratamento foram similares as respostas
cronotropicas de coragdes isolados de seus respectivos controles (Figuras 16 e 17,

respectivamente).
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Figura 16. Efeito cronotropico positivo em resposta a trés doses de isoproterenol em
coragoes isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo
neonatal e sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como
medias = E.P.M. para 6 experimentos. * P < 0,05 comparagdo com os respectivos basais e

entre as doses.
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Figura 17. Efeito cronotropico positivo em resposta a trés doses de isoproterenol em
coragoes isolados de ratos controles (@) ou tratados (®) com capsaicina no periodo
neonatal e sacrificados 90 dias apods tratamento. Os dados estdo representados como

meédias = E.P.M. para 6 a 7 experimentos. * P < 0,05 comparagdo com os respectivos

basais e entre as doses.



3.2.5. FREQUENCIA CARDIACA EM RESPOSTA A CAPSAICINA

A adi¢do de 30 pg de capsaicina causou um discreto aumento da freqiéncia
cardiaca basal que foi semelhante para ambos os grupos, controle e tratado com capsaicina,
tanto em 60 quanto aos 90 dias apos tratamento. A dose de 100 pg de capsaicina causou
uma discreta redu¢io da freqiiéncia basal apos 5 min de sua injegdo. Este efeito foi
semelhante para ambos os grupos, controle e tratado com capsaicina, e sacrificados 60 e 90

dias apos tratamento (Figuras 18 e 19, respectivamente).
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Figura 18. Efeito cronotropico em resposta a duas doses de capsaicina em coragdes
isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e

sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como meédias + E.P.M.

para 5 experimentos.

53



30 ug

< 10-
U S
&S
2.5
gs 0 < :
e %
TIS)

..10-

_20...

20-

100 ng

< 104
U S
&S
o< 0-
Sﬂ T T
x %
wo

10-

-20- 0.25 1 5 10

pos-inje¢ao (min)

Figura 19. Efeito cronotropico em resposta a duas doses de capsaicina em coragdes
isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e

sacrificados 90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como médias + E.P.M.

para 6 a 7 experimentos.

3.2.6. PRESSAO DESENVOLVIDA NO VENTRICULO ESQUERDO (PDVE) EM
RESPOSTA AO ISOPROTERENOL

O isoproterenol causou inotropismo positivo dose-dependente em coragoes
isolados de animais de ambos os grupos, controles ou tratados com capsaicina e
sacrificados apos 60 e 90 dias. As agdes inotropicas do isoproterenol em coragdes isolados
de ratos tratados com capsaicina ndo foram diferentes dos animais controles, tanto aos 60

quanto aos 90 dias apos tratamento (Figuras 20 e 21, respectivamente).
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Figura 20. Efeito inotropico (PDVE) positivo em resposta a trés doses de isoproterenol em
coragdes isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo
neonatal e sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como
médias + E.P.M. para 6 experimentos. * P < 0,05 comparagdo com os respectivos basais e

entre as doses.
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Figura 21. Efeito inotropico (PDVE) positivo em resposta a trés doses de isoproterenol em
coragdes isolados de ratos controles (®) ou tratados com capsaicina (®) no periodo
neonatal e sacrificados 90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como
médias + E.P.M. para 6 a 7 experimentos. ¥ P < 0,05 comparagdo com o0s respectivos

basais e entre as doses.
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3.2.7. PRESSAO DESENVOLVIDA NO VENTRICULO ESQUERDO (PDVE) EM
RESPOSTA A CAPSAICINA

A adi¢do de capsaicina produziu resposta inotropica negativa em coragoes
isolados de animais com 60 dias de idade, sendo que na dose de 30 pg, o inotropismo
negativo foi mais acentuado (P<0,05) do que na dose de 100 pg. Entretanto, ndo houve
diferencas entre os grupos controles e tratados com capsaicina no periodo neonatal (Figura
22). Nos animais sacrificados aos 90 dias, o inotropismo negativo induzido pela capsaicina

foi significativamente atenuado em ambos os grupos controle e tratado (Figura 23).
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Figura 22. Efeito inotropico (PDVE) em resposta a duas doses de capsaicina em coragdes
isolados de ratos controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e
sacrificados 60 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como medias + E.P.M.

para 5 experimentos. * P < 0,05 comparag@o com os respectivos basais e entre as doses.
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Figura 23. Efeito inotropico (PDVE) em resposta a duas doses de capsaicina em coragdes
isolados de ratos controles (@) ou tratados com capsaicina (®) no periodo neonatal e
sacrificados 90 dias apos tratamento. Os dados estdo representados como médias + E.P.M.

para 6 a 7 experimentos.



3.3. CONTEUDO DE CGRP EM TECIDO CARDIACO

A eficiéncia do método utilizado em depletar as fibras VSPA foi avaliada pela
quantificagdo das concentragdes de CGRP em coragdes de ratos neonatos tratados com
capsaicina e seus respectivos grupos controles. Nossos resultados mostraram que o
tratamento com capsaicina causou uma deple¢do do conteudo de CGRP no coragdo de
cerca de 74% quando comparado com seus respectivos grupos controles. Este nivel de

deplegao foi similar em todos os tempos estudados (Figura 24).
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Figura 24. Concentragdo de CGRP em tecido cardiaco total de ratos controles (M) ou
tratados com capsaicina (M) no periodo neonatal e sacrificados 30, 60 e 90 dias apos

tratamento. Os dados estdo representados como médias + E_P.M. para 6 experimentos.

* P < 0,05 comparado ao seu respectivo controle.
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Alguns trabathos sugerem uma interagdo funcional e regulagio modulatoria
entre os terminais nervosos das fibras autondmicas simpaticas ou parassimpaticas e as
fibras sensoriats no tecido cardiaco. Postula-se que a interagfio funcional entre as fibras do
sistema nervoso simpatico e as fibras sensoriais seja unidirecional, onde a noradrenalina,
através dos adrenoceptores o pré-sinapticos presentes nas fibras sensoriais, inibe a
liberagdo de neuropeptideos por estes neurdnios (AMERINI e/ af., 1992, RUBINO et al |
1992, 1993). Nossos resultados mostram que o tratamento neonatal com capsaicina
diminui a sensibilidade da resposta mediada pelos adrenoceptores B de atrios direitos
isolados de ratos com 30 dias de idade. Por outro lado, atrio direito de ratos sacrificados
aos 60 e aos 90 dias de idade ndo apresentaram nenhuma alteragio da resposta
cronotropica. Nossa hipOtese para explicar a dessensibilizagio observada nos animais
jovens (30 dias) é que o tratamento com capsaicina determinaria ativa¢io do sistema
simpato-adrenal produzindo maior liberagio de catecolaminas plasmaticas acarretando
assim dessensibilizago da resposta mediada pelos adrenoceptores B cardiacos. Sabe-se
que a exposi¢io de tecidos a elevadas concentragdes de agonistas, tais como
catecolaminas, promove alteragdes na expressdo e/ou no acoplamento de receptores aos
mecanismos de transdugfo celular, processo este denominado dessensibilizagio (STILES,
CARON, LEFKOWITZ, 1984; POST et al., 1999). Assim ¢ plausivel que a ativagio das
fibras simpéaticas em resposta a injegdo neonatal de capsaicina acarrete aumento nos niveis
plasméticos de catecolaminas e intensa ativagio do complexo agonista-receptor resultando
no fendmeno de dessensibilizagio. Um estudo prévio demonstrou que a administragio de
capsaicina em porcos adultos ativa o sistema simpato-adrenal levando ao aumento da
liberagdo de catecolaminas plasmaticas (ALVING, MATRAN, LUNDBERG, 1991). No
entanto, também foi relatado neste trabalho que os niveis plasmaticos de catecolaminas
retornam a seus valores basais, dois dias apos a administragdo de capsaicina, mostrando
que a ativago simpato-adrenal em porcos ¢ normalizada nesse periodo. Nosso trabalho
possui duas varidveis diferentes desse estudo; primeiro, a espécie animal empregada e,
segundo, o tratamento com capsaicina foi feito no periodo neonatal. Assim, o tratamento
neonatal de ratos com capsaicina poderia acarretar intensa ativagio do sistema nervoso
simpato-adrenal desencadeando estimulacfio dos adrenoceptores que ainda se refleteria

apos 30 dias de tratamento. Essa hipOtese € corroborada pelos estudos de TANAKA &
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SHIGENOBU (1990) que mostraram que a sensibilidade da resposta cronotropica ¢ a
ativagdo do complexo receptor-proteina G-adenilato ciclase é maior em animais neonatos
do que em animais adultos.

A auséncia de alteragtes das respostas cronotropicas ac isoproterenol aos 60 e
90 dias apos tratamento pode ser um indicativo de mecanismos compensatorios ocorrendo
em estagios tardios, como restauragio do acoplamento do complexo receptor-proteina G,
maturagdo e maior resisténcia do tecido cardiaco ao estresse. Vale ainda ressaltar que a
hipotese de reinervacdo descrita em ratos (MARFURT, ELLIS, JONES, 1993) ¢ humanos
(SIMONE et al., 1998), para explicar este resultado, foi descartada pela dosagem dos
conteudos de CGRP no tecido cardiaco, cujo grau de deplegdo (cerca de 74%) de CGRP
nos ratos neonatos tratados com capsaicina foi similar em todos os tempos estudados.

Diferentemente das fibras simpéticas, tem sido postulada uma interacdo bi-
direcional entre as fibras nervosas do sistema nervoso parassimpatico e as fibras sensoriais
(RUBINO, 1993; RUBINO & BURNSTOCK, 1996), onde a acetilcolina modularia a
liberagdo dos neuropeptideos presentes nas fibras sensoriais (HOOVER, 1989; CHIAO &
CALDWELL, 1995), e os neuropeptideos, por sua vez, também modulariam as fibras
parassimpaticas (ARMOUR et al., 1990). Verificamos que as respostas cronotropicas
negativas ao carbacol e ao agonista parcial, pilocarpina, em atrios direitos isolados de ratos
tratados com capsaicina no periodo neonatal ndo foram alteradas, tanto em animais com 30
quanto com 60 dias apds tratamento. Este resultado mostra que as fibras sensoriais nio
modulam as respostas cronotropicas mediadas pelos receptores muscarinicos em 3trios
direitos de ratos. Vale salientar que se estas discrepincias podem ser reflexo do uso de
diferentes espécies; os trabathos descritos acima foram realizados em cobaias e ndo em
ratos.

Nossos resultados mostram ainda que o tratamento neonatal com capsaicina e,
conseqiientemente, a deplecdo do conteudo endogeno de CGRP no coracdio ndo
desencadeia alteragOes significativas nas respostas cronotropicas (poténecia e resposta
maxima) mediadas pelo CGRP, em todos os tempos estudados. Curiosamente, a poténcia
do CGRP exogeno nos animais de 30 dias de idade (8,71 * 0,10) é maior do que nos
animais adultos (7,95 + 0,19) sugerindo maior densidade de receptores e/ou de fibras

contendo CGRP em é4trios direitos de ratos jovens (30 dias) do que nos animais adultos.
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A adigio de capsaicina ao banho determinou aumento dos batimentos atriais
tanto nos animais do grupo controle quanto nos grupos tratados com capsaicina no periodo
neonatal. As respostas cronotropicas 4 capsaicina exdgena nos atrios de ratos com 60 e 90
dias de tdade foram significativamente atenuadas nos animais pré-tratados com capsaicina
em aproximadamente 30-35%, enquanto que nos animais com 30 dias o tratamento
neonatal com capsaicina nio alterou a resposta cronotropica 4 capsaicina exogena. Estes
resultados mostram que o contetdo ‘residual’ de CGRP no coragdo € ainda suficiente para
desencadear agdes cronotropicas positivas em resposta 4 capsaicina exogena ¢ novamente
corroboram os dados obtidos com CGRP, onde a densidade dos receptores efou de fibras
contendo CGRP parece ser maior nos animais jovens. Isso ¢ confirmado por um estudo
anterior que mostrou que a capsaicina exdgena foi mais efetiva em promover a liberagio de
CGRP em ratos jovens que em adultos (MIYAKE et al, 1996). O antagonista de
receptores de CGRP (CGRPg37) aboliu as respostas cronotropicas induzidas pela
capsaicina em todos os grupos estudados, confirmando que os efeitos positivos da
capsaicina sdo decorrentes de liberagio de CGRP endogeno, conforme proposto por
estudos anteriores (FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG, 1988; LUNDBERG, 1996).

Para o estudo com coragbes isolados, os animais foram tratados com capsaicina
no periodo neonatal, e analisados 60 ou 90 dias apds tratamento, com o intuito de avaliar a
evolugdo temporal dos pardmetros cardiacos em resposta aos agonistas isoproterenol,
fenilefrina e capsaicina. Nio foi possivel analisar os coragdes isolados de animais com 30
dias de idade por inviabilidade metodoldgica.

Observamos que o fluxo coronariano basal de coragdes isolados 60 dias apos
tratamento de ratos neonatos com capsaicina foi significativamente atenuado quando
comparado ao seu respectivo grupo controle, enquanto tal diferenga nio foi observada 90
dias apds o tratamento. Nossos resultados foram consistentes com estudos prévios, os quais
sugerem que o tratamento neonatal com capsaicina reduz o fluxo coronariano basal via
deplegdo (ou redugdo) de neuropeptideos vasoativos endégenos (YAOITA ef al., 1994;
ZANESCO ef al., 1999). Assim, ¢ provavel que a redugio do fluxo coronariano basal seja
reflexo de uma fungdo intrinsica dos neuropeptideos vasoativos in vivo, participando da
regulagio do tonus basal coronariano (BRAIN er al, 1985). Tanto CGRP como a
substincia P causam vasodilatagio (FRANCO-CERECEDA & RUDEHILL, 1989;
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LUDMAN et al., 1991; EZRA et al., 1986), entretanto em artérias coronarias humanas in
vitro, o CGRP ¢ mais potente do que a subtidncia P em relaxar artérias pré-contraidas
(FRANCO-CERECEDA & RUDEHILL, 1989). Além disso, em leito vascular mesentérico
de rato, tanto as neurocininas quanto a substincia P nfio possuem efeitos no controle
vascular de coraglo isolado de rato (BARJA ef al., 1983; KULAKOWSKI ef o/, 1983;
KAWASAKTI ef al., 1990a). Assim, a substdncia P parece ndo coniribuir para a regulagio
do tdnus vascular coronariano em ratos (KULAKOWSKI ef al., 1983; BRAIN ef af., 1985,
YAOITA et al., 1994). Portanto, a redugéo do fluxo coronariano basal observada 60 dias
ap0s tratamento neonatal com capsaicina €, provavelmente, devida a deplegiio de CGRP. A
auséncia de reducfio do fluxo coronariano basal observada aos 90 dias pode ser explicada
pela participagdo de outros agentes vasodilatadores presentes no coragdo, e envolvidos no
controle do tdnus vascular coronariano (prostaciclina, éxido nitrico, EDHF, adenosina).

O cronotropismo positivo em resposta ao tsoproterenol nos animais tratados
com capsaicina no pericdo neonatal nédo apresentou diferengas quando comparados com os
animais do grupo controle, tanto nos ratos sacrificados acs 60 quanto aos 90 dias apos
tratamento. Estes resultados confirmam os dades de atrio direito isolado de rato onde
também observamos auséncia de alteragdo na sensibilidade ao isoproterenol aos 60 e 90
dias apos tratamento. A auséncia de alieragdes nas respostas inotropicas de coragdes
isolados era esperada uma vez que nos ventriculos, 0 nimero de fibras sensoriais é muito
reduzido comparado aos atrios (WHARTON et al., 19814, b).

Em coragdo isolado de cobaia, a capsaicina inibe a for¢a de contragio, aumenta
a frequéncia cardiaca (FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG, 1985) e promove
vasodilatagiio coronariana por liberagio de CGRP (BRAIN et al, 1985; FRANCO-
CERECEDA & RUDEHILL, 1989; YAOITA et al., 1994). As taquicininas também sdo
liberadas pela capsaicina ¢ apresentam efeito cardioinibitério sobre a contratilidade
ventricular (LUNDBERG e al, 1985 SZALLASI & BLUMBERG, 1999).
Contrariamente, FRANCO-CERECEDA & LUNDBERG (1988) relacionaram o efeito
inibitorio da capsaicina sobre a forca de contragio a uma agfio ndo-colinérgica e
independente da liberagdio de taquicininas. Além disso, estudo recente mostrou que a
capsaicina diminui a forga de contragdo, a freqiiéncia cardiaca ¢ o fluxo coronariano de

cora¢do isolado de rato por liberagio de endotelina (SZOLCSANYI ef al., 1999). Em
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nossos experimentos, a adigdo de capsaicina em coragdes isolados de rato nfo determinou
qualquer alteragdo significativa no fluxo coronariano basal, tanto para os grupos tratados
quanto para os controles, em ambos os tempos estudados. Levando-se em consideragio que
o CGRP é o principal mediador das fibras sensoriais no controle vascular coronariano e
que a vasodilatagdo induzida pela capsaicina ¢ bloqueada em ratos pré-tratados com
capsaicina (KAKUYAMA, VALLANCE, AHLUWALIA, 1998), a auséncia de resposta a
administragio em bolus de capsaicina nos animais controle nfo é clara ainda para nés, uma
vez que nesses animais as fibras sensoriais estio funcionalmente ativas e seus contetidos de
CGRP estdo intactos. Com relagfio aos efeitos inotropicos, a adigio da menor dose de
capsaicina gerou efeito inotropico negativo e discreto efeito cronotrdpico positivo,
enquanto que a adigdo subseqiiente de dose maior de capsaicina reduziu a magnitude do
inotropismo negativo com aparecimento de efeito cronotrdpico negativo. Assim, esses
dados sugerem possivel taquifilaxia ou até mesmo dessensibiliza¢do da resposta mediada
pelos receptores vaniléides (SZALLASI & BLUMBERG, 1999). De modo geral, os
resultados obtidos em coragdes isolados em resposta & capsaicina exogena sio bastante
controversos, porém estas discrepdncias podem estar relacionadas a diferencas no
tratamento com capsaicina, no tempo de utilizagdo do animal apds tratamento, na espécie
animal utilizada, e até mesmo na forma de administragiio exégena de capsaicina (bolus ou
infusio).

Concluindo, a dessensibilizagio da resposta cronotrépica mediada pelos B-
adrenoceptores em atrios isolados de ratos 30 dias apés tratamento sugere a existéncia de
uma intera¢do bi-direcional entre as fibras sensoriais e simpéticas. O restabelecimento
dessa alteragdio funcional ocorrida 60 e 90 dias ap6s tratamento nfio pode ser atribuida a
reinervagdo sensorial, tendo em vista que semelhantes niveis de deplecio de CGRP foram
detectados em todos os tempos estudados dos grupos tratados com capsaicina. A auséncia
de alteragles das respostas cronotropicas negativas, mediadas pelos receptores
muscarinicos nos animais tratados com capsaicina, indica que as fibras sensoriais nio

exercem influéncias sobre as fibras parassimpaticas dos tecidos cardiacos de ratos.
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5- Conclusoes



O tratamento de ratos neonatos com capsaicina promoveu a dessensibiliza¢do
da resposta cronotropica mediada pelos adrenoceptores P, 30 dias apods
tratamento. Sendo assim, as fibras sensoriais modulam as respostas
cronotropicas positivas mediadas por adrenoceptores B em atrie direito isolado

de ratos jovens (30 dias),

Aos 60 e 90 dias apds tratamento neonatal com capsaicina observou-se
auséncia de alteragdes da resposta cronotropica;

As fibras sensoriais nio modulam as respostas cronotrépicas negativas
mediadas por receptores muscarinicos em atrio direito isolado de rato;

O tratamento neonatal com capsaicina promove redu¢do do fluxo coronariano
basal em coragio isolado aos 60 dias apos tratamento;

As fibras sensoriais nfo modulam a resposta vasoconstritora mediada por
receptores a-adrenérgicos,

A resposta motrépica ao agonista B-adrenérgicos avaliada em coracdo isolado
de ratos, ndo foi afetada pelo tratamento neonatal com capsaicina;

O nivel de deplecdo do neuropeptideo vasoativo CGRP pelo tratamento
neonatal com capsaicina foi semelhante em todos os tempos estudados
demonstrando auséncia de reinervagdio das fibras sensoriais até 90 dias apos o

tratamento.
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6- Summary



Sensory nerves in the heart are known to modulate cardiac functions by
releasing neuropeptides. A functional cross-talk among sympathetic, parasympathetic and
sensory nerves have been suggested in the heart and vascular beds. The aim of this work
was to evaluate the effects of capsaicin treatment on the cardiac parameter changes, such
as the potency of isoproterenol, carbachol, pilocarpine and/or CGRP in the rat isolated
right atnia, as well as, the changes of chronotropism, inotropism and/or coronary flow in
response to o- (phenylephrine) and/or B-(isoproterenol) adrenoceptor agonists using the
Langendorff apparatus. Neonatal Wistar rats of both sexes were treated on the second day
of life with capsaicin (50 mg/kg, sc.) or the corresponding volume of vehicle solution. The
heart and right atria were isolated at 30, 60 and/or 90 days after neonatal capsaicin-
treatment. The neonatal capsaicin-treatment caused a four-fold rightward shift at pECsg
level on the concentration-response curve (CRC) to isoproterenol at 30 days, whereas no
changes were observed at 60 and 90 days. The CRC to CGRP, carbachol, and pilocarpine
were not changed in all studied time. The potency of CGRP in isolated right atria in 30-
day-old rats was significantly higher than 60- and 90-day-old rats, as observed in both
control and capsaicin groups. The increase of basal rate to addition of capsaicin on 90-day-
old rats was markedly lower than 30- and 60-day-old animals in both studied groups. The
CGRP receptor antagonist CGRPg.37 abolished the increased chronotropism to capsaicin in
all studied groups. The neonatal capsaicin treatment reduced by aproximately 74% the
CGRP content in the heart and the depletion percent was similar in all studied time. We
found that neonatal capsaicin-treatment caused a significant reduction in basal coronary
flow only at 60 days post-treatment. The positive chronotropic and inotropic responses to
isoproterenol and the contractile response to phenilephrine were unaffected by the neonatal
capsaicin-treatment at either 60 or 90 days. Our findings suggest that the desensitization of
chronotropic response mediated by B-adrenoceptors observed at 30 days after neonatal
capsaicin-treatment is due to a massive activation of the sympato-adrenal system. It can not
be attributed to sensory reinnervation since similar CGRP depletion was detected in all
capsaicin-treated groups. No changes on the negative chronotropic responses to muscarinic
agonists in isolated right atria were seen in neonatal capsaicin-treated rats indicating that
sensory fibers do not influence parasympathetic fibers in rat cardiac tissue. The blockade

of positive chronotropic responses to capsaicin by the CGRPs.3; indicate that capsaicin
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actions are fully mediated by CGRP. The highest potency for both CGRP and exogenous
capsaicin, as well as, the basal rate in 30-day-old rats suggest that the density of CGRP-
containing fibers in young rats is greater than aged ones. The reduction of basal coronary
flow at 60 days after capsaicin-treatment is a consequence of CGRP depletion. The
restoration of coronary flow at 90 days post-capsaicin-treatment can be indicative of
adaptive mechanisms to reverse this effect. The absence of changes on the cardiac
parameters of isolated heart in response to adrenergic agents after neonatal capsaicin-
treatment at 60 and 90 days, exclude the existence of a cross-talk between sensory and

sympathetic fibers at aged rats.
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