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RESUMO.

O objetivo desse trabalho fot analisar as alterag6es de sensibilidade
as catecolaminas em atrios direitos isolados (AD) de ratas submetidas a estresse
por choques nas patas e sacrificadas no estro ou diestro.

Foram utilizadas ratas Wistar adultas, com ciclo estral regular de 4
dias, submetidas a 3 sessfes de choques nas patas no estro, metaestro e diestro ou
no diestro, proestro ¢ estro. Cada rata recebeu, durante 30 minutos, 120 chogques
nas patas (1,0 mA, 1,0 s), a intervalos varidveis de 5 a 25 segundos. Apds a
ultima sessdo de choques, os animais foram sacrificados e 0 AD preparado para
registro 1sométrico das contragdes espontdneas. Curvas concentragio/efeito para
noradrenalina (NA), adrenalina (ADR) e soterenol (SO) foram obtidas sem
tratamento farmacoldgico. Para analisar os mecanismos envolvidos com as
alteracbes de sensibilidade observadas, foram utilizados um ou mais dos
seguintes tratamentos farmacologicos: desnervagio adrenérgica, inibigio dos
sistemas de captacfio extraneuronal e de recaptagdo neuronal, bem como,
bloqueio dos adrenoceptores o ¢ muscarinicos. Os dados foram comparados
através de andlise de varidncia seguida da aplicagfio do teste de Scheffé, e pelo
teste t de Student. Diferencas foram consideradas significantes ao nivel de 5%.

AD de ratas, submetidas a choques nas patas ¢ sacrificadas no
diestro, apresentaram subsensibilidade & ADR (pD, = 7,38 + 0,09 vs. 6,63 +
0,08), NA (pD, = 7.67 £ 0,11 vs. 6,95 + 0,13} ¢ SO (pD, = 6,80 + 0,13 vs. 6,36
+ 0,07), quando comparados com os respectivos controles. A inibigdo do
processo de recaptagio newronal cancelou a subsensibilidade 4 NA (pD,=7,88 &
0,06 vs. 7,73 + 0,08). Apoés a realizago de tratamento farmacologico completo,
AD desses animais continuaram a apresentar subsensibilidade a NA (pD, = 8,10
+ 0,11 vs. 7,68 t 0,14), enquanto que a subsensibilidade para a ADR foi
cancelada (pD, = 7,67 = 0,13 vs. 7,49 + 0,08). Adigio de butoxamina tornoun
novamente evidente a subsensibilidade a ADR (pD, = 7,51 + 0,05 vs. 7,15 &

0,13). Em AD de ratas estressadas e sacrificadas no estro, somente foi observada



subsensibilidade aos efeitos cronotrpicos da adrenalina, apés a adigdo de
butoxamina (pD, = 7,59 + 0,05 vs. 7,17 + 0,07).

Estes resultados sugerem que, apos estresse por choques nas patas,
AD de ratas sacrificadas no diestro apresentaram aumento da eficiéncia do
processo de recaptagdo neuronal, dessensibilizagio dos adrenoceptores #; e
participagdo dos adrenoceptores By na resposta cronotrdpica as catecolaminas,
Durante o estro, os mecanismos adaptativos do controle cronotrépico dos AD
pelas  catecolaminas nfio ocorrem, com excegdo da participago dos

adrenoceptores 8, na mediagfio da resposta cronotropica.



1. INTRODUCAO.

Sob efeito de fatores agressivos externos e/ou internos, os quais
denominamos agentes estressores, a integridade ou o equilibrio orginico podem
ser ameagados. Para se defender, o organismo produz uma série de alteracfes
metabolicas e fisiologicas que permitem, inicialmente, resistir ao agente agressor
e, posteriormente, adaptar-se 3 sua presenca, quando a agressdo € continua ou
repetida.

HEssa resposta, que tem por objetivo manter a homeostase, esta
infimamente relacionada com o eixo hipotalamo/hipOfise/adrenal e foi
denominada por SELYE'" (1936) "Sindrome Geral de Adaptagio".

Esse conceito foi elaborado através de experimentos que finham por
objetivo a caracterizagio do efeito de hormdnios ovarianos. SELYE observou, em
ratos, que a aplicaglo de doses sucessivas de extratos impuros de hormdnios
ovarianos, produzia hipertrofia da glandula supra-renal, involugio ou atrofia dos
orgdos linfaticos e ulceragdes da mucosa digestiva. Contudo, quando hormdnios
purificados foram injetados nesses animais, essas alteragBes anatomopatologicas
nfio cram observadas (SELYE'’, 1936 ; DUARTE™, 1986 ; SAPOLSKY'”,
1990).

Os estudos de SELYE passaram entdo a ser realizados com as
substancias que estavam associadas aos extratos hormonais. O formol, um desses
produtos, guando injetado nos animais, produziu alteragdes semethantes as
observadas anteriormente. A utilizagfo de outros agentes estressores, como calor,
frio, agentes biologicos, irradiacBes e exercicios, produziram os mesmos efeitos
iniciais (DUARTE™, 1986),

Baseando-se nessas experiéncias SELYE' (1936) descreveu a
"Sindrome Geral de Adaptagfo”, que se desenvolveria em irés estigios. O
primeiro estagio, denominado "reagdo de alarme”, representana a rtesposta
inicial do organismo frente ao agente estressor, € ocorreria quando 0 organismo
fosse exposto a um estimulo ao qual ndo estaria adaptado. Esse estigio seria

seguido pela fase de resisténeia, se o estimulo fosse mantido, e caracterizar-se-ia



pelo desenvolvimento de mecanismos adaptativos. Se essa adaptagfio nfo
ocorresse, desenvolver-se-ia o estagio de exaustdo e o organismo forna-se-ia
susceptivel a varios distarbios (SELYE'", 1936 ; VAN de KAR et al. ™, 1991),

Inicialmente a Sindrome Geral de Adaptagdo foi descrita como uma
reagiio geral ¢ inespecifica (SELYE'”, 1936). Contudo, a evolucfio dos estudos
sobre estresse evidenciou seu carater especifico (MASON'® 1968a ; MASON'™,
1968b ; KRULICH et al."'?, 1974 ; HENNESSY et al.*, 1979 ; HERD™, 1991) e
a influéncia de caracteristicas genéticas (MARPLES et al.”™, 1972), do sexo
(LESCOAT et al.'”®, 1970 ; ANISCHENKO & GUDKOVA®, 1992 : PARE &
REDEI'®, 1993), da idade (RIEGLE'™, 1973) e, principalmente, da percepgio
mndividual do agente como estressor, o que depende de experiéncias vividas
anteriormente ¢ da novidade ou previsibilidade do estimulo (VOGEL &
JENSH™, 1988 ; GRIFFIN®, 1989).

As respostas do organismo, frente a agentes estressores, envolvem
varnas reagdes fisioldgicas. Inicialmente, o sistema limbico-mesencefélico, em
associagio com 4reas cortficais do cérebro, identifica a informacfo sensorial e,
por transmissiio neural, emite sinais ativadores ou inmibidores para o eixo
hipotalamo-hipéfise (ELIOT™, 1992), promovendo alteragBes na resposta de
vérios horménios, tais como o horménio do crescimento (KRULICH et al.''%
1974 ; SEGGIE & BROWN'™ 1975 . LUGER et al.’® 1988), horménio
luteinizante (KRULICH et al''? 1974 ; BUKER et al*, 1975), horménio
foliculo-estimulante (KRULICH et al'" 1974}, prolacting (SEGGIE &
BROWN'™, 1975 ; EUKER et al.™®, 1975 ; KANT et al.'”, 1983 ; BANKY et
al.®, 1994) ¢ tireotropina (MILLS & CHIR'®, 1985).

Associados a essas alteragdes hormonais, 0s niveis plasmaticos
aumentados de ACTH produzem sintese ¢ liberacdo de glicocorticdides pelo
cortex da adrenal (AXELROD & REISINE®, 1984). A ativacio do sistema
nervoso autdnomo simpatico e da medula adrenal produzem aumento nos niveis
plasmaticos de catecolaminas (NATELSON et al.'* 1981 : AXELROD &
REISINES, 1984).
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As catecolaminas exercem sua agiio por meio de interagio com
receptores especificos, localizados na membrana plasmatica da célula dos
diferentes tecidos do organismo, modulando um grande nimero de respostas
fisiolégicas. AHLQUIST? (1948) classificou esses receptores em o e B, com base

na poténcia de varios agonistas. Os adrenoceptores o foram caracterizados pela

série de poténcia a seguir: adrenalina > noradrenalina > isoprenalina, enguanto a
série de poténcia definida para os adrenoceptores B foi: isoprenalina > adrenalina
> noradrenalina (STILES et al.'®’, 1984)

Esses receptores diferem entre si quanto a estrutura, afinidade para
agonistas ¢ antagonistas e quanto aos sistemas de segundos mensageiros ao gnal
estio acoplados (BYLUND et al.”®, 1994 ; STROSBERG'”, 1995).

Foram identificados quatro subtipos de adrenoceptores o
(BOYAJIAN & LESLIE™, 1987 ; HAN et al.”?, 1987). Os adrenoceptores oya ¢
chi atuam modulando os niveis de fosfatidil inositol e o fluxo celular de ions
calcio, Os adrenoceptores cpa € Ogp, através da ativaglio de uma proteina G,
produzem inibigio da adenilil ciclase, com conseqiiente reducfo nos niveis
intracelulares de AMP ciclico (FAIN & GARCIA-SAINZ”’, 1980 ; LIMBIRD'®,
1984 : HOMCY & GRAHAM™, 1985).

Qs adrenoceptores 8 foram classificados em trés subtipos (LANDS
et al.""®, 1967a ; LANDS et al.”’*, 1967b ; SANO et al.'™, 1993). Os estudos de
biologia molecular permitiram a clonagem do ¢DNA dos adrenoceptores B,
(FRIELLE et al.%, 1987), B, (DIXON et al.*, 1986) e &3 (EMORINE et al.”,
1989). Esses receptores atuam atraves do acimulo de AMP ciclico, como
resultado da ativagio da enzima adenilil ciclase por uma proteina G
(LEFKOWITZ et al.'"", 1982 ;: LIMBIRD'®, 1984 ; STILES & LEFKOWITZ™®,
1984 : STILES et al.'"™ 1984). O aumento na concentracio de AMP ciclico
estimula enzimas do tipo quinase A, as quais desencadeiam as respostas
fisiolégicas subsequentes (BERRIDGEIS, 1985).

Os adrenoceptores [ sfo constituidos de uma unica cadeia
polipeptidica que atravessa a membrana plasmatica sete vezes, formando hélices

dentro da membrana. Essas hélices transmembrana tém caracteristica hidrofébica
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¢ ligam-se umas as outras por meio de algas hidrofilicas extra e intracelulares. A
porgio terminal extracelular estd conectada a uma amina glicosilada ¢ a
intracelular, a uma carboxila (DIXON et al.®®, 1988 ; STRADER et al.'"', 1989 ;
JASPER & INSEL”, 1992 ; COLLINS®, 1993).

De especial interesse na estrutara dos adrenoceptores, s3o os locais
envolvidos na ligagdo com agonistas, antagonistas e com a proteina G. As regides
hidrofilicas, que compdem as algas extra e intracelulares, ndo s3o utilizadas para
a hgacio de substincias, o que indica que a ligagio de agonistas e antagonistas
aos receptores, € realizada na regifio transmembrana, hidrofobica (DIXON et
al.¥’, 1987).

Os locats identificados como fundamentais para essa ligagfio sfo
dois residuos de aspartato e dois residuos de serina localizados na regifio
transmembrana. Os tesiduos de aspartato estiio localizados na segunda (Asp”) ¢

terceira (Asp'"

) hélices, enquanto que os dois residuos de serina estfo
localizados na quinta hélice (Ser™ e Ser™’) (STRADER et al.'®!, 1989 : TOTA
et al.’™® 1991 : JASPER & INSEL”, 1992 ; COLLINS®, 1993).

A lgacio do agonista ao receptor produz alteracdes
conformacionais neste 0ltimo, promovendo a sua interagio com a proteina G
(COLLINS®, 1993).

KOBILKA et al.'*? (1988), usando quimeras de adrenoceptores o ¢
f3;, determinaram que a quinta ¢ a sexta hélices da regifio transmembrana,
juntamente com a ferceira alga citoplasmatica, so as regides responsaveis pelo
acoplamento & proteina G. Além disso, HAUSDORFF et al® (1990b)
demonstraram que a porgéo carboxila terminal da ferceira alga citoplasmatica no
adrenoceptor &, é também importante no acoplamento do receptor & proteina G.

As regifes citoplasmaticas dos receptores possuem grande
importancia funcional, pois além do acoplamento do receptor com a proteina G
ocorrer nessa regido, € nela que ocorrem as reagdes de fosforilagio do receptor
que constituem um dos mecanismos responsaveis pela sua dessensibilizacdo
(HAUSDORFF et al.*®, 1990a ; LEFKOWITZ et al."'*, 1990).
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A dessensibilizagio ¢ um estado de diminuigéio da resposta celular
que ocorre apds a exposi¢Ao a agonistas, hormdnios ou drogas (STILES et al.'®”
1984), visando finalizar ou atenuar a resposta (LOHSE'*, 1993).

O processo de dessensibilizagio pode ocorrer devido ao
desacoplamento entre o receptor e a proteina G, sequestro do receptor ou
diminui¢do no nimero de receptores, também denominado de "down-regulation™
(HARDEN®, 1983 ; SIBLEY & LEFKOWITZ™, 1985 ; LOHSE', 1993),

O desacoplamento entre o receptor ¢ a proteina G € um mecanismo
que ocorre rapidamente como consequéncia da fosforilagio do receptor
(LOHSE', 1993).

Os receptores podem sofrer fosforilagio através da agfio das
proteinas quinases A (PKA) e C (PKC) (HAUSDORFF et al.*, 1990a ; ZHOU &
FISHMAN?®, 1991 ; LOHSE'™, 1993) ¢ pela acfio de uma proteina quinase
especifica do adrenoceptor B (BARK), que produz fosforilagio do receptor,
somente quando ele estd ocupado pelo agonista (BENOVIC et al.'®, 1989 :
BENOVIC et al.V’, 1991).

A fosforilagiio do receptor pela BARK. nfo produz alteragdes na
capacidade do receptor em ativar a proteina G, contudo a indugio desse processo
aumenta a afinidade do receptor por uma proteina denominada R-arrestina, que
ao ligar-se ao receptor, impede a sua interag@o com a proteina G, produzindo o
fendmeno de dessensibilizagio (LOHSE et al.'*®, 1990b ; LOHSE et al.’¥, 1992).

Os locais de fosforilagdo do receptor pela BARK séo os residuos de
serina ¢ treonina, localizados no terminal carboxila intracelular. As proteinas
quinases A e C fosforilam o receptor na terceira hélice mtracelular ¢ na porgéo
proximal do terminal carboxila (DOHLMAN et al ™, 1987 ; HAUSDORFF et
al.¥ 1990a ; LEFKOWITZ et al.'*®, 1990).

A dessensibilizacdo por sequestro do receptor é um processo de
desacoplamento fisico, no qual o receptor ¢ deslocado da superficie celular para
um local intracelular, onde ndo pode mteragir com agonistas hidrofilicos ou com
a proteina G (HARDEN®, 1983 ; LOHSE™, 1993),
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O sequestro do receptor ¢ a sua fosforilaglio pela PKA ou BARK
sd0 mecamsmos independentes, pois o bloqueio de um desses mecanismos, nio
afeta os outros dois, indicando que a fosforilagdo do receptor nio é necessaria
para que ocorra sequestro (LOHSE et al.'®, 1990a).

A dessensibilizagdo, derivada do desacoplamento, € um processo
rapido, que ocorre dentro de segundos a minutos, apos a exposigio do tecido a
um agonista, contudo o sequestro do receptor, parece exigir um periodo mais
longo que a fosfortlacio (HAUSDORFF et al 7 1989 ; LOHSE et a1 '# , 1990a ;
LOHSE', 1993),

Além dos mecanismos de fosforilagdo e sequestro, a
dessensibilizacfo pode ser produzida pela redugfio no nimero de receptores. Este
¢ um processo lento, que dura horas, e que pode nio se completar antes de vinte ¢
quatro horas de exposi¢o continua do receptor a um agonista (LOHSE', 1993 ;
COLLINS et al™ 1991). A redugfio no nfimero de receptores pode ser
consequéncia de aumento na sua degradacio e/ou de diminwicho de sua sintese
(LOHSE', 1993 ; BOUVIER et al.”, 1989).

Ao contrario da "down-regulation™, a acfio de antagonistas
(HEDBERG et al.*2. 1986) ou horménios (DAVIES & LEFKOWITZ*, 1984 :
WILLIAMS et al.*®, 1977) pode produzir aumento no namero de receptores
ativos na membrana, também denominado de "up-regulation™. A participago
dos glicocorticdides, nesses processos, € um dos exemplos classicos.

Aumento no niimero de receptores ativos na membrana pela agfo de
ghicocorticides foi demonstrado em células DDT-MF-2 de camundongos
(SCARPACE et al.'™, 1985), células VA, VA, e Wiy de pulmdo humano
(FRASER & VENTER®, 1980), astrocitomas humanos 1321N1 (FOSTER &
HARDEN®, 1980), células adiposas 3T3-F442A (FEVE et al.®, 1990) e células
DDT,-MF-2 de miosarcoma de canal deferente de hamster (NORRIS et al %,
1987).

Os efeitos dos glicocorticoides sdio mediados pelos receptores para
gheocorticodides encontrados no citoplasma celular em quase todas as células de
mamiferos (ROSEWICZ et al.'®, 1988).
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Os glicocorticdides entram na célula, por um processo de difusio
stmples, para ligar-se ao seu receptor formando um complexo ativo. Este
complexo penetra no nicleoc e liga-se aos elementos de resposta a0s
glicocorticéides (GREs), localizados na sequéncia promotora do DNA, passando
a aumentar ou diminuir a transcrigio génica (ROSEWICZ et al.'®, 1988 ;
BARNES & ADCOCK”, 1993). Alguns locais de ligacio desse complexo foram
detectados na sequéncia génica dos receptores [-adrenérgicos (CHUNG et al.”®,
1987 : EMORINE et al.>* 1987).

Além dos glicocorticdides, varios outros horménios podem induzir
alteracBes na densidade dos adrenoceptores em diferentes tecidos.

Os hormdnios tirecidianos aumentaram a densidade de
adrenoceptores B no coracio de ratos (CIARALDI & MARINETTE®, 1977 ;
BANERJEE & KUNG’, 1977 ; WILLIAMS et al. ™, 1977).

O tratamento com estradiol produziu aumento no nimero de
receptores o no Gtero (ROBERTS et al.'*, 1977 ; ROBERTS et al.'®, 1981) e na
bexiga urinaria de coethas (LEVIN et al.'™, 1980), enquanto que, em plaquetas, a
sua aco reduziu o nimero desses receptores (ROBERTS et al.'®, 1979). A
progesterona produziu alteragdes na densidade dos receptores B no fdtero
(KANO'™!, 1982) e cortex frontal de ratas (MAGGI et al."*%, 1985).

Em tecido cardiaco, a terapia subsiitutiva com estradiol e
progesterona, em ratas ovariectomizadas, aumentou a densidade dos
adrenoceptores & (KLANGKALYA & CHAN'®, 1988).

As respostas teciduats a a¢do das catecolaminas s8o determinadas
ndo somente pela interagdo dessas substdncias com os receptores, mas também
pela sua modulagdo pelos sistemas de captagdo extraneuronal e de recaptago
neuronal.

Estes sistemas sf0 responsaveis pela metabolizagio das
catecolaminas e diferenciam-se entre si pela sua localizagdo e cinética especifica
(IVERSEN®", 1963 ; TRENDELENBURG'”, 1963 ; BURGEN & IVERSEN®,
1965 ; CALLIGHAM & BURGEN™, 1966).
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O principal substrato do sistema de captago extraneuronal é a
isoprenalina, seguida pela adrenalina e noradrenalina (BONISCH®, 1978 ;
BONISCH”, 1980). Nesse sistema, os substratos so transportados para o
mterior da célula por um processo de difusdo facilitada, ¢ metabolizados
intracelularmente por orto-metilagio, pela agdo da enzima catecol-orto-metil
transferase  (COMT) (BONISCH &  TRENDELENBURG® 1974
TRENDELENBURG & GRAEFE™, 1975 ; BONISCH®, 1978

TRENDELENBURG'™, 1978 ; BONISCH*, 1980).

3

*

A ordem de afinidade do sistema de recaptagdo neunronal pelas
catecolaminas € inversa a do sistema de captagdio extrancuronal, sendo a
noradrenalina o seu principal substrato (IVERSENgl', 1963 ; CALLIGHAM &
BURGEN™, 1966).

Na recaptagio neuronal, as catecolaminas sfio metabolizadas por
oxidagfo, pela aglo da enzima monoamino oxidase (MAQ), apdés a sua
recaptacdo pelas terminaghes nervosas (SHORE', 1972 : SLOTKIN &
BAREIS™ 1980 ; ABELL', 1987 ; TRENDELENBURG™, 1991),

A eficiéneia dos sistemas de captaciio extraneuronal e de recaptagiio
neuronal pode ser alterada pela a¢fio de diversas substincias.

A captag8o extraneuronal € mibida pela acio da corticosterona ¢ do
estradiol (IVERSEN & SALT®™, 1970), enquanto que a eficiéncia do sistema de
recaptacdo neuronal pode ser alterada pela modulagdo na atividade da MAO.

Em células de linhagem SK-ER3 de neuroblastoma humano, a
atividade da MAO foi diminuida apds tratamento com estradiol (MA et al'®,
1993). Em placenta humana, apds tratamento com estriol e ou progesterona, a
atividade da MAO ¢ da COMT foi também reduzida (SAARIKOSKI'™, 1988).

QO atrio direito 1solado de ratos vem sendo amplamente utilizado
para estudar os adrenoceptores ¢ a modulagio da resposta cronoirdpica as
catecolaminas pelos sistemas de metabolizac@o.

Em condi¢bes normais o atrio direito de ratos recebe mervagéio do
sistema nervoso autdnomo simpatico, e a resposta cronotropica as catecolaminas

¢ mediada por uma populacfo homogénea de adrenoceptores do subtipo 8,
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(IMMS et al.”’, 1979 ; MINNEMAN & MOLINOFF'®, 1980 : BRYAN et al. %,
1981 ; CALLIA & DE MORAES™, 1984). Contudo, a utilizagdo de radioligantes
demonstrou que, no tecido atrial direito de ratos, existe uma populagdo
heterogénea de adrenoceptores B. MINNEMAN et al.'*® (1979) observaram a
presenca de 83% de adrenoceptores B; e 17% de adrenoceptores R, no coraglio
do ratos, enquanto que JUBERG et al.*® (1985) detectaram, no atrio direito, 67%
de adrenoceptores B, ¢ 33% de adrenoceptores R,. Apesar de eficaz, a utilizagfio
desse recurso ndo demonstra evidéncias da participagio funcional dos
adrenoceptores B, mediando respostas cronotrépicas neste tecido.

JUBERG et al.”™ (1985) sugeriram que, no coragdo de ratos, 08
adrenoceptores §3; estariam relactonados 4 mediacio dos efeitos cronotropicos e
inotropicos das catecolaminas, enquanto os adrenoceptores B, poderiam estar
relacionados as respostas metabolicas.

O’DONNELL & WANSTALL™ (1985) foram as primeiras a
sugerir que os adrenoceptores B, poderiam participar da resposta cronotropica as
catecolaminas no tecido atrial de ratos, demonstrando que o efeito cronotrépico
positivo do procaterol, que ¢ um agonista seletivo de adrenoceptores B,, foi
blogueado pelo ICT 118,351, um antagonista também seletivo R,

KAUMANN' (1986) propds que o efeito cronotrépico das
catecolaminas seria mediado principalmente por adrenoceptores By, mas que
adrenoceptores 5, poderiam participar da resposta cronotrépica a altas
concentragdes de (-)-adrenalina.

A participagfio dos adrenoceptores B, na resposta cronotrdpica as
catecolaminas, foi também demonstrada em atrios direitos isolados de ratos
submetidos a choques nas patas (BASSANI & DE MORAES™, 1988) ou baixas
temperaturas (CALLIA & DE MORAES”, 1984), levando a alterages na
sensibilidade do tecido &s catecolaminas.

A sensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrdpicos das
catecolaminas é determinada pela agdo dos sistemas de metabolizagdo, que

limitam a meia vida do agonista na biofase, pelo nimero ou afinidade dos
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receptores aos agomnistas ou pelo acoplamento entre os receptores e os sistemas de
segundos mensageiros.

Essa sensibilidade pode ser alterada por diversos fatores, entre eles
os mecanismos adaptativos associados a reagBio de estresse, como tem sido
exaustivamente demonstrado em atrios direttos isolados de ratos machos
submetidos a diferentes agentes estressores (CALLIA & DE MORAES™, 1984 ;
BASSANI & DE MORAES", 1987 ; BASSANI & DE MORAES' 1988 :
SPADARI & DE MORAES'®, 1988 ; SPADARI et al'®, 1988 ; CAPAZ & DE
MORAES™, 1988).

Essas alterages de sensibilidade do tecido atrial estariam
relacionadas, em parte, ao aumento nos niveis plasméticos de corticosterona
(SPADAR! & DE MORAES'™’, 198%), uma vez que a subsensibilidade aos
efeitos cronotropicos da noradrenalina e/ou isoprenalina, em atrios direitos de
ratos submetidos a imobilizagdo ou natagfo, foi cancelada apés adrenalectomia
bilateral ou inibig¢fio da sintese de corticosterona e nfio foi obtida apos a infusfio
de catecolaminas em ratos adrenalectomizados (CAPAZ & DE MORAES™, 1988
: SPADARI & DE MORAES'™, 1988).

Além disso, a administragio do composto RU-28362, que é um
agomista dos receptores de glicocortichides, durante trés dias consecutivos, a
ratos normais nio submetidos a estresse, produziv supersensibilidade do tecido
atrial aos efeitos cronotropicos da isoprenalina. Por outro lado, a administragio
do antagonista RU-38486 (MOQUILESWSKY & PHILIBERT'Y, 1984), antes
da aplicagio de choques nas patas, impediu as alteragbes de sensibilidade do atrio
direito isolado de ratos submetidos a este agente estressor (NOURANI et al.™”,
1992},

Em &trios direitos isolados de ratas, os estudos da influéncia do
estresse nas alteragdes de sensibilidade do tecido atrial s8o escassos.

Utilizando a natagiio como modelo experimental, MARCONDES™
(1995) observou, em ratas, que a aplicacdo de uma sessio de 50 minutos de
natagiio, induziu subsensibilidade a isoprenalina, quando o ammal foi sacrificado

no estro e, subsensibilidade aos efeitos cronotropicos da noradrenalina e
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adrenalina, quando o sacrificio ocorren no diestro. Quando os animais foram
snbmetidos a trés sessGes de nataglo e sacrificados no estro, niio foram
observadas alteragOes de sensibilidade do tecido atrial as catecolaminas.
Contudo, quando o sacrificio ocorreu mo diestro, o tecido atrial apresentou
subsenstbilidade aos efeitos cronotrdpicos da noradrenalina e da adrenalina.

A autora concluin, em seu trabalho, que as alteragBes de
sensibilidade do tecido atrial, observadas em ratas submetidas a estresse por
natagdo, sdo dependentes das fases do ciclo estral e dos niveis plasméaticos de
corticosterona, e sugeriy que os esterdides sexuais também participariam na
mediagio dessas alteragdes (MARCONDES®, 1995).

O ciclo estral, em ratas, pode durar de 4 a 5 dias, o qual ¢
caracterizado por apresentar quatro fases distintas, denominadas de proestro,
estro, metaestro ¢ diestro (HOUSSAY®Y, 1980 : FREEMAN®, 1988), nas quais
ocorrem variaghes dos niveis plasmaticos de corticosterona e de esterdides
sexuais.

Em relacfio aos esterdides sexuais, os menores niveis plasmaéticos
de estradiol sfo encontrados durante o estro, aumentando no metaestro, para
atingir um pico no proestro (BROWN-GRANT et al.”, 1970 ; NAFTOLIN et
al.'® 1972 . DUPON & KIM™, 1973 ; BUTCHER et al.”, 1974 ; SHAIKH &
SHAIKH', 1975 ; FREEMAN®, 1988). Os niveis plasmaticos de progesterona
apresentam um pico durante o metaestro e outro durante o proestro, sendo os
menores niveis encontrados durante o diestro (BUTCHER et al®, 1974 ;
NEQUIN et al.’®, 1979 ; FREEMAN®, 1988). Um pico na secrecio de
testosterona foi detectado durante a fase de proestro (DUPON & KIM>?, 1973).

Os niveis plasmaticos de corticosterona apresentam grandes
variagles que estdo relacionadas com o ritmo circadiano, sendo altos no inicio do
perjodo noturno e baixos no inicio do periodo diurno (TORRELLAS et al.'”,
1981). Variam também com as fases do ciclo estral (RAPS et al.'®% 1971). Os
maiores niveis plasmaticos de corticosterona foram detectados durante a fase de
proestro, em compara¢io com as demais fases do ciclo estral (RAPS et al ',
1971 ; PHYLLIPS & POOLSANGUAN'® 1978 ; BARON & BRUSH', 1979).
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Niveis plasmaticos de corticosterona mais elevados no diestro (BARON &
BRUSH", 1979 ; RODRIGUES et al.'® 1992), em relagio ao estro, foram
também detectados.

Ratos e ratas apresentam grandes diferencas quanto aoc ritmo
circadiano da secregdio de fator liberador de corticotrofina pelo hipotalamo
(HIROSHIGE et al.®, 1973). Quanto a liberacio de ACTH pela hipéfise e, de
corticosterona pelas adrenais (MALENDOWICZ™’, 1976) o ritmo é semelhante,
contudo os nivers plasmaticos sfio diferentes.

As glandulas adrenais, de machos e fémeas, diferem com relacdo &
sua estrutura. Nas fémeas, essas glindulas sdo maiores do que em machos, mas o
ntmmero de células parenquimais, ¢ similar entre os sexos (KASPRZAK et al.'®,
1986). Essa alteraglio estrutural parece estar relacionada a diferencas funcionais,
pois a secre¢do de corficosterona € mais elevada nas fémeas
(MALENDOWICZ'™, 1976).

A secrecio de corticosterona, em resposta ao estresse, também varia
entre ratos ¢ ratas.

As fémeas apresentam aumento mais rapido, nas concentragdes de
corticosterona plasmatica, do que a observada em machos, em resposta ao
estresse por imobilizagio (HALEEM et al.”*, 1988), exposi¢io a um ambiente
desconhecido (LESCOAT et al.''”, 1970) ou ao éter (KITAY'®, 1961).

Além disso, em fémeas, as alteragdes nos niveis plasmaticos de
corticosterona, frente a um agente estressor, também estfio relacionadas com as
fases do ciclo estral e dependem do tipo de estresse aplicado.

POLLARD et al.’® (1975) observaram que, a administragio de
chogues nas patas, produziu aumentos maiores nos niveis plasmaticos de
corticosterona durante ¢ proestro em comparagdo com o estro e/ou diestro.

BARON & BRUSH" (1979) detectaram aumentos significativos
dos niveis plasmaticos de corticosterona, apenas durante o estro, em rafas
submetidas a estresse por imobilizaglio. Por outro lado, VIAU & MEANEY*®

(1991), com ¢sse mesmo tipo de estresse, observaram maiores nivels plasméticos
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de corticosterona, em fémeas, durante o proestro, em comparago ao estro ou
diestro.

Em ratas submetidas a 50 minutos de natacio, RODRIGUES et
al.'® (1992) observaram um aumento de 5 vezes nos niveis plasmaticos de
corticosterona, quando a aplicaglio do estresse ocorreu no diestro e, de 2 vezes,
durante o estro.

MARCONDES & SPADARI™ (1993) avaliando os mniveis
plasmaticos de corticosterona em ratas submetidas a trés sessGes consecutivas de
natagfio, com inicio no estro ou no diestro, observaram um aumento de 5 ¢ 6
vezes, respectivamente, na concentragio plasmatica de corticosterona, apos a 12
¢ 2® sessdes de natagfio, sendo que, o aumento foi menor apds a 32 sessdo.

Como podemos observar, as femeas possuem um perfil hormonal
que varta com as fases do ciclo estral € com o estresse, e que difere do perfil
apresentado por machos. Esse perfil hormonal influencia as alteragdes de
sensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrdpicos das catecolaminas
(SPADARI & DE MORAES'®, 1988 ; MARCONDES™, 1995) ¢ adiciona um
certo grau de complexidade ao sistema adaptativo, em fémeas, frente a um agente
estressor.

Em ratos, a aplicagiio de choques nas patas, produz alteragdes de
sensibilidade do tecido atnal, que sfo bem estabelecidas (BASSANI & DE
MORAES'?, 1986 : BASSANI & DE MORAES", 1987 ; BASSANI & DE
MORAES™, 1988), enquanto que em fémeas submetidas a esse agente estressor,
gssas alteragdes ndo foram ainda investigadas.

Portanto, diante destes fatos, algumas questes apareceram. Quais
as alteracGes de sensibilidade do tecido atrial, em fémeas submetidas a estresse
por chogues nas patas ¢ sacrificadas durante o estro ou o diestro? O perfil
hormonal, diferente durante as fases do ciclo estral e em resposta ao estresse,
interferiria nas alteracdes de sensibihidade? Quais os mecanismos envolvidos com
essas alteragBes? Esses mecanismos sfo diferentes entre machos e fémeas? O

delineamento desse trabalho buscou responder a estas questdes.
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2. OBJETIVOS.

! - Descrever as alteragdes de sensibilidade aos efeitos
cronotropicos da adrenalina, noradrenalina e do soterenol, do tecido atrial direito
de ratas submetidas a estresse por choques nas patas e sacrificadas durante o
estro ou diestro.

2 - Verificar se a fase do ciclo estral em que o animal foi
sacrificado, interfere com as alteracdes de sensibilidade do tecido atrial.

3 - Descrever os mecanismos desencadeados pela reacfio de
estresse, para a modulagdo da sensibilidade as catecolaminas, em atrios direitos
isolados de ratas submetidas a estresse por choques nas patas e sacrificadas
durante o estro ou diestro.

4 - Comparar as alteragbes de sensibilidade do tecido atrial de
fémeas submetidas a choques nas patas, com as descritas na literatura para

machos.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1, Animais.

Utilizamos ratas da linhagem Wistar S.P.F. (Rattus novergicus, var.
albina, Rodentia, Mammalia), com idade entre 100 e 180 dias, pesando entre 175
¢ 250 gramas, as quais foram fornecidas pelo Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento
de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da UNICAMP, em gaiolas
plasticas (30 x 16 x 19 cm) coletivas, com no maximo ¢inco animais em cada
gaiola. Esses animais permaneceram no biotério pelo menos por uma semana
antes de serem utilizados, onde a temperatura média era de 22 + 2 °C e o ciclo
claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se ds 6:30 horas, sendo

alimentados com ragdo padriio (Purina) € gua de tomeira fornecidas ad libitum.

3.2. Determinacdo das Fases do Ciclo Estral.

As fases do ciclo estral foram determinadas diariamente, entre 7:30
e 9:30 horas, por meio de esfregaco vaginal, durante oito dias consecutivos (dois
ciclos), no minimo. As ratas que apresentaram ciclo estral regular de 4 dias
(proestro, estro, metaestro e diestro) foram utilizadas (SMITH et al."®?, 1973).
Foram descartadas ratas que apresentaram ciclos mais longos ou irregulares,
caracterizados por auséneia on permanencia além do periodo médio normal, em
uma das fases do ciclo (DRICKAMER™, 1987),

3.3. Grupos.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos. Os animats dos
grupos experimentais foram submetidos a trés sessdes de choques nas patas, com
inicio no estro e sacrificio no diestro (Grupo Diestro) ou, com inicio no diestro €
sacrificio no estro (Grupo Estro). Os animais dos grupos controles foram
sacrificados na mesma fase em que foram sacrificados os animais dos grupos

experimentais e sofreram o0s mesmos procedimentos que os dos grupos
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experimentais, com exceglio da aplicagio de choques nas patas. Esses grupos

podem ser melhor visualizados na tabela 1.

Tabela 1 - Grupos utilizados durante os experimentos.

GRUPOS EXPERIMENTAL CONTROLE

DIESTRO EM,D* D

ESTRO DPE E

*Fases do ciclo estral : Proestro (P), Estro (E),
Metaestro (M) e Diestro (D).

3.4. Protocolo de Estresse.

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a trés
sessbes, em dias consecutivos, de choques nas patas nfo sinalizados e
mescapéaveis, durante aproximadamente 30 minutos, entre 8:00 ¢ 11:00 horas. Os
choques foram aplicados em uma cémara de acrilico (26 x 21 x 26 cm), com piso
constituido de barras cilindricas de ago inoxidavel, com 0,3 cm de didmetro,
espagadas entre si por 1,0 cm.

A aplicagdo dos choques obedeceu aos principios descritos por
HOFFMAN & FLESHLER®™ (1962), utilizando-se um microprocessador
construido no Departamento de Engenharia Biomédica da Faculdade de
Engenharia Elétrica da Umversidade Estadual de Campinas. A intensidade da
corrente for de 1,0 mA e a duragio de 1,0 segundo. Cada rata recebeu 120
choques, distribuidos a intervalos randbémicos de 5 a 25 segundos, com um
intervalo médio de 15 segundos. Ao final de cada sessdo, o animal retornoun a sua

gaiola moradia e, imediatamente apds a tltima sessfio de choques, foi sacrificado.

3.5. Atrio Direito Isolado.
Para o estudo da sensibilidade as catecolaminas em atrio direito
isolado, os animais foram sacrificados por um golpe na cabega ¢ imediata sec¢do

dos vasos cervicais. O torax foi aberto, o coragio rapidamente removido ¢ o atrio
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direito foi isolado, assegurando-se a integridade do nédulo sino-atrial. O atrio
direito foi preparado para registro isométrico de suas contragdes espontineas, sob
tensfio diastélica de 0,5 gf, em uma cuba para 6rgdo isolado, contendo 20 ml de
solugdo de Krebs-Henseleit, com a seguinte composi¢io quimica (milimolar):
NaCl, 115,0 ; KCl, 4,6 ; CaCL.2H,0, 2,5 ; KH,PO,, 1,2 ; MgSO,.TH,O 2,5 ;
NaHCO;, 25,0 ; glicose, 11,0 e acido ascérbico, 0,11 (BASSANI & DE
MORAES", 1988). O 4cido ascorbico foi adicionado para reduzir a oxidagdo das
catecolaminas, durante a obtengio das curvas concentragio/efeito.

O liquido de incubagfo foi mantido a 36,5 + 0,1 °C com auxilio de
uma bomba de perfusio Haake (modelo FEN) e saturado com carbogénio (95%
de Oy & 5% de COy).

Para o registro das contraghes espontineas foi utilizado um
transdutor isométrico de tensdo Narco Bio-System (modelo F-60) conectado a um
poligrafo Narco Bio-System (modelo DMP-4). As prepara¢Bes foram incubadas
até a obtengdio de uma frequéncia estavel de batimentos espontidneos,
determinada por flutuagdes de frequéneia menores que 5 batimentos por minuto,
durante um intervalo de 15 minutos. Durante o periodo de incubagfo a solugéo de
Krebs-Henseleit foi substituida a cada 15 minutos.

Os atrios, que apresentaram inregularidades ritmicas ou nfo

estabilizaram sua frequéncia apos 60 minutos de incubacéio, foram descartados.

3.6. Curvas Concentracdo/Efeito.

Curvas concentragfio/efeito para noradrenalina, adrenalina e
soterenol foram obtidas apds a estabilizago da preparagdo, sem tratamento
farmacologico "in vitro™. De acordo com experimentos anteriores, realizados no
laboratorio, a obtengfio de até rés curvas concentragfo/efeito, em um mesmo
atrio, ndo provoca dessensibilizacio da preparagfio. Portanto, sempre que
possivel, foi obtida mais de uma curva em cada preparagdo. Apds o térmuno de
uma curva, a preparagio era lavada vérias vezes, até que a frequéncia retornasse
proxima ao valor obtido antes da reahzagdo da curva. Os afrios que ndo

recuperaram sua frequéncia foram descartados. Aqueles gue o faziam, eram

25



utilizados para obtengdio de outra curva concentragdo/efeito, com outro protocolo
experimental.

As curvas concentragio/efeito foram obtidas utilizando-se o método
cumulativo, com incrementos sucessivos de 0,5 unidade logaritmica na
concentragdo molar do agonista (VAN ROSSUM™, 1963). A resposta méxima
foi determinada quando trés concentragdes sucessivas e crescentes do agonista
ndo causaram alteragdes da resposta obtida com a concentragio imediatamente
anterior.

A sensibilidade do atrio direito foi avaliada pela determinagdo do
valor pD,, que corresponde ao logaritmo negativo da concentragdio molar do
agonista que determina uma resposta igual a 50% da resposta méaxima, em cada

experimento (ECsp).

3.7. Tratamento Farmacoldgico "in vitro "

Em alguns experimentos, a preparagfio foi submetida a tratamento
farmacolégico antes da obtengiio das curvas concentragdo/efeito para adrenalina
ou noradrenalma. Esse tratamento farmacologico tem por objetivo produzir
desnervagdio adrenérgica, para evitar a liberacfo de noradrenalina enddgena,
bloquelo dos receptores o-adrenérgicos e muscarinicos, bem como inibigio dos
mecanismos de recaptaciio neuronal ¢ captagfio extrancuronal. A realizagio de
um ou mais desses procedimentos ficou na dependéncia do objetivo a ser

atingido.

a. Desnervacio Adrenérgica,

A desnervacio adrenérgica (APRIGLIANO & HERMSMEYER®,
1976) foi feita através da exposi¢io da preparagio a 6-ldroxidopamina (38 uM)
por 16 minutos, divididos em dois tempos de 8 minutos cada. Para evifar a
oxidacio da 6-hidroxidopamina, ela foi adicionada a uma soluciio de Krebs-
Henseleit modificada, onde foram omitidos o NaHCO; e o KH,PO, e adicionado

o antioxidante glotation (31 pM). O pH da solugdio fo1 reduzido a 4,9 pela
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remogdo do NaHCO; e a adigBo de glutation. Entretanto apesar da acidificagio
temporaria do meio, nfio ocorre deterioragio do tecido.

Apos o periodo de 16 minutos, o liquido de incubagio foi
substitnido pela solug@io original de Krebs-Henseleit, trocada aos 15 e 30

Mnetos.

b. Inibicio do Sistema de Captaciio Extraneuronal.

A mibigdo do sistema de captagfio extra-neuronal foi realizada pela
adi¢do de fenoxibenzamina (10 nM) ao liquido de incubagfo. A fenoxibenzamina
promove a imbiglo do sistema de captagdo extra-neuronal e recaptacio neuronal
(IVERSEN et al ™ 1972), bloqueio dos adrenoceptores o (BESSE &
FURCHGOTT", 1976) e dos receptores  colinérgicos  muscarinicos
(FURCHGOTT & BURSZTYN®, 1967).

A fenoxibenzaming ficou em contato com a preparagido por 15
minutos e, apos esse perfodo, o Hquido de incubagdo foi substitido por solugdo
de Krebs-Henseleit, trocada a cada 10 minutos, até o retorno de uma frequéncia
proxima a inicial.

Quando a curva concentragio/efeito para a adrenalina foi realizada,
para garantir o bloqueio do processo de captagfio extraneuronal, apds a
estabilizacio da frequéncia de batimentos, corticosterona foi adicionada a
preparagio, na concentracfo de 30 uM. A corticosterona permaneceu em contato
com o liquido de incubagfio por um periodo minimo de 15 minutos antes e
durante a referida curva concentragio/efeito.

A corticosterona € um potente inibidor do mecanismo do processo
de captagio extraneuronal (IVERSEN & SALT™, 1970 ; BONISCH &
TRENDELENBURG?, 1974).

¢. Inibicdo do Sistema de Recaptacio Neuronal,
O sistema de recaptagdo neuronal foi inibido pela adiclo de
desipramina (0,1 nM) ao liquido de incubagdo (SALT'"', 1972), no minimo 15

minytos antes do inicio da curva concentragio/efeito, sendo que esta permaneceu
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em contato com a preparagdo durante a realizagio da curva. A inibi¢io desse

sistema foi realizada quando os agonistas utilizados foram a noradrenalina ¢ a

adrenahbina.

3.8. Curva Concentracio/Efeito na Presenga de Antagonista B,

Para avaliar a participagiio dos adrenoceptores R, na resposta
cronofropica as catecolaminas, curvas concentragdo/efeito 4 noradrenalina e 3
adrenalina foram obtidas na presenca de butoxamina, que ¢ um antagonista
seletivo dos adrenoceptores &, (LEVY'™, 1966).

A butoxamina na concentraglio de 1 pM foi adicionada apés a
realizagio do pré-tratamento completo, no minimo 60 minutos antes da obtengio

- da curva concentracdo/efeito.

3.9. Determinacdo do valor pA; do Metoprolol.

A determinagfo do valor pA; do metoprolol foi realizada utilizando-
se 0 método de SCHILD (SCHILD'™, 1947 : ARUNLAKSHANA & SCHILD’,
1959). Apods a realizagfio do tratamento farmacolégico completo, foram obtidas
curvas concentragfio/efeito para a noradrenalina ¢ adrenalina, na presenga ¢
auséncia de concentragdes diferentes de metoprolol. O antagonista permaneceu
em contato com a preparacdo durante 60 nun antes do inicio da curva
concentragdo/efeito.

Apds a obtenglo das curvas, foram calculadas as razfes das
concentragdes equiefetivas {(DR), a partir da ECs (pD; = ~ log ECs) do
agonista, na presenca € na auséncia do antagonista. A partir desses resultados, os
graficos de Schild foram construidos, comparando-se os logaritmos de (DR - 1)
com os logaritmos negativos das concentragdes molares do antagonista.

O procedimento experimental foi considerado aceitdvel, para
calculo do valor pA,, quando a reta de regressdo do grafico de Schild apresentou
coeficiente angular ndo diferente estatisticamente de 1.0, ¢ o valor pA, foi
mdependente das concentragles do antagomsta (MACKAY™_ 1978), em

experimentos controle.
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Quando 1550 ocorreu o valor Kp (pA, = ~ log Kp) foi determinado
através do método de BESSE & FURCHGOTT" (1976) como:

Ky=[B]/(DR-1)

Onde [B] indica a concentra¢do molar do antagonista. Esse valor foi

apresentado como logaritino negativo, ou pA,.

3.10. Fdrmacos e Reagentes.

Para a preparagdo da soluglo de Krebs-Henseleit, foram utilizados
sais de padrdo analitico e agua desionizada. Os farmacos utilizados foram : {(-)-
adrenalina base livre (Sigma Chem. Co.), cloridrato de butoxamina (Burroughs
Wellcome), clotdrato de metoprolol (Burroughs Wellcome), cloridrato de
soterenol  (Bristol-Myers Co.), corticosterona (Sigma Chem. Co.),
fenoxibenzamina base livre (SKF Labs), glutation (Fisher Sc. CO.), hidrocloreto
de desipramina {Sigma Chem. Co.), noradrenalina base livre (Sigma Chem. Co.)
¢ 6-hidroxidopamina (Sigma Chem. CG.).

As solugdes estoques foram preparadas em solugdo aquosa de acido
ascOrbico a 2%, e armazenadas a -20°C, por no maximo 7 dias. A
fenoxibenzamina e a corficosterona foram preparadas em etanol absoluto e
armazenadas a -20°C, por até 30 dias. As diluigBes, para a curva
concentragio/efeito, foram feitas em solucio de Krebs-Henseleit, imediatamente

antes do uso, ¢ descartadas em seguida.

3.11. Andlise Estatistica,

Os resultados foram analisados através de andlise de vaniéncia
monofatorial ou bifatorial, seguida do teste de Scheffé (ZARY, 1984) para
comparar os valores pA,, a frequéncia inicial de batimentos espontfneos, a
resposta maxima e os valores pD,, nos varios protocolos experimentais dos

grupos coniroles e estressados entre si.
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Para analisar o efeito do estresse sobre a resposta as catecolaminas,
na mesma fase do ciclo estral, fot utihzado o teste "t" de Student para dados nfo
pareados, através da comparacfo das médias de cada grupo experimental com seu
respectivo grupo controle.

Diferengas nesses testes foram consideradas estatisticamente
significanies quando o valor de "p" foir menor que 0,05. Os valores obtidos
durante os experimentos estdo expressos como médias aritméticas, com seus
respectivos erros padrdo.

As regressdes lineares foram calculadas pelo método dos quadrados
minimos (SNEDECOR & COCHRAN'® 1967).
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4. RESULTADOS.

Os resultados obtidos serdio analisados quanto & frequéncia
espontinea de batimentos dos atrios direttos 1solados, respostas méaximas e
valores pD, de agonistas, considerados como indicativos da sensibilidade dos
tecidos, e valores pA; dos antagonistas,

Nas figuras representativas das curvas concentrago/efeito, os erros
padrdo das médias ndo foram superiores a 10% dos valores médios calculados
para cada ponto das curvas. Para evidenciar as alteragSes de sensibilidade que
foram observadas, nas curvas concentracdo/efeito o eixo das ordenadas apresenta
a resposta do tecido em porcentagem da resposta maxima, independente do seu
significado estatistico. No eixo das abcissas estio representados os logaritmos
negativos das concentragdes molares dos agonistas que foram utilizados.

O nimero de experimentos utilizados para a elaboragio de cada

curva concentragio/efeito estd indicado na tabela correspondente de valores pD,.

4.1. Frequéncia Espontinea de Batimentos.

A andlise da frequéncia espontinea de batimentos dos trios direitos
isolados, gquando curvas concentragfo/efeito para adrenalina e noradrenalina
foram determinadas, sera realizada conjuntamente, uma vez que ela independe do
agonista. As frequéncias espontineas de batimentos, apds tratamento
farmacol6gico, serdio analisadas em conjunto.

Como podemos observar, na tabela 2, atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessOes de choques nas patas e sacrificadas em diestro,
nio apresentaram diferencas significativas de sna frequéncia de batimentos
espontineos, quando comparados com os respectivos conftroles, antes ou apos
tratamento farmacolégico Yin vitro ™ que promoveu desnervagiio adrenérgica,
bloqueio dos receptores muscarinicos e o-adrenérgicos e, inibigdo dos processos
de metabolizagdo de catecolaminas, bem como, apds blogueio dos

adrenoceptores 5.
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O twatamento farmacologico completo, induziv aumento da
frequéncia de batimentos espontineos dos atrios direitos isolados dos grupos
experimentais ¢ controles, quando comparados com 0s respectivos grupos sem
tratamento farmacologico

A frequéncia de batimentos espontineos dos atrios direitos de ratas
submetidas a choques nas patas e sacrificadas em diestro, estabilizou-se dentro de
60 min e variou de 210 a 280 batimentos por minufo (bpm), com valor médio de
255 + 04 bpm. Apds o tratamento "in vitro " da preparagdo, a frequéncia de
batimentos espontineos vaniou de 210 a 370 bpm, com valor médio de 278 + 07
bpm.

No grupo controle, sem pré-fratamento sacrificado no diestro, a
frequéncia de batimentos espontaneos variou de 220 a 280 bpm, com valor médio
de 260 + 05 bpm, e nos grupos controles submetidos a pré-tratamento, essa
variagiio foi de 210 a 380 bpm, com valor médio de 293 + 06 bpm.

Em éamrios direitos de ratas submetidas ao mesmo protocolo de
estresse e sacrificadas em estro, com exceglio dos animais submetidos a choques
nas patas cujos atrios direitos isolados foram tratados apenas com 6-OHDA e
desipramina, ndo observamos diferencas estatishcamente significantes na
frequéncia de batimentos espontaneos, quando comparados com os respectivos
controles, antes ou apods os tratamentos farmacoldgicos “in vitro " utilizados
(tabela 2).

O tratamento farmacologico induziu um aumento da frequéncia de
batimentos espontdneos dos Aatrios direitos isolados de alguns grupos
experimentais ¢ contreles, quando comparados com o respectivo grupo sem
tratamento farmacologico.

A frequéncia de batimentos espontineos dos atrios direitos de ratas
submetidas a chogues nas patas ¢ sacrificadas no estro, também se estabilizou
dentro de 60 minutos ¢ variou de 220 a 270 bpm, com um valor médio de 244 +
04 bpm. A frequéncia de batimentos espontineos dos atrios direitos submetidos a
tratamento farmacologico "in virro™ variou de 250 a 390 bpm, com valor médio
de 308 * 08 bpm.
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No grupo controle, a variagio da frequéncia foi de 220 a 290 bpm,
com média de 255 + 05 bpm, e apds tratamento farmacologico, essa variagio fot
de 240 a 390 bpm, com valor médio de 302 + 08 bpm.

Assim sendo, os dados da tabela 2 demonstram que a frequéncia de
batimentos espontineos de atrios direitos de ratas nfio ¢ influenciada, de manerra
significativa, nem pelas fases do ciclo estral, nem pelo protocolo de estresse por

nos empregado.
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Tabela 2 - Valores de frequéneia de batimentos espontineos® de amios direitos isolados de

ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas e sacrificadas no diestro ou no estre.

Gruapos Sem Pré- 6-OHDA + Com Pré- Pré-Tratamento
Tratamento Desipramina Tratamento + Butoxamina
DIESTRO
Controle 260 £ 05 294 + 14 304 £ 10° 275 + 10
(12y° (67) (14 (14)
Experimental 255+ 04 276 £ 18 290 + 09° 269 + 12
(20) (07) {12) (13)
ESTRO
Controle 255 £ 05 293 £12 335 + 14° 278 + 08°
(17) (09) (13) (15)
Experimental 244 £ 04 338 + 14%* 320 + 11° 283 + 09°4
(11) (035) (12) (113

*Valores médios (acompanhados dos respectivos erros padrdes das médias) em bpm. °0Os niimeros colocados efitre
parénteses, imediatamente abaixo de cada valor médio, representam o mimers de experimentos daquele grupo.
‘Diferenca sstatisticamente significante em relagfio ao respectivo grupo sem prétratamento (p < 0,05 ; teste de
Scheffé). *Diferenca estatisticarmente significante em relagio ac respectivo grupo tratado com 6-OHDA +
desipramina (p < 0,05 ; teste de Scheff8). “Diferenga estatisticamente significante em relagio ao respectivo grupo
com pré-tratamento (p < 0,05 ; teste de Scheffé). *Diferenca estatisticamente significante em relago ao

respectivo grupo controle (p < 0,05 ; teste t de Student).
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4.2. Sensibilidade a Adrenalina.

Ocorren aumento da resposta maxima a adrenalina em &trios
dirertos isolados de ratas submetidas a estresse, independente da fase do ciclo
estral em que o animal foi sacrificado. Esse aumento da resposta maxima a
adrenalina foi cancelado quando as curvas concentragio/efeito foram obtidas
apos tratamento farmacologico "in vifre™ (tabela 3).

A andlise dos valores pD, da adrenalina demonstra que dirios
direitos de ratas confroles sdo mais sensiveis a adrenalina durante o diestro do
que durante o estro (tabela 4), bem como, o estresse por choques nas patas,
determinou um desvio a direita na curva concenfragio/efeito & adrenalina obtida
em é&frios direitos de ratas sacrificadas no diestro (tabela 4 e figura 1). Este efeito
do estresse ndo foi observado durante o estro (tabela 4 e figura 2). Como
consequéncia, atrios direitos isolados de ratas submetidas a choques nas patas e
sacrificadas no diestro, apresentaram subsensibilidade aos efeitos cronotrdpicos
da adrenalina, quando comparados com seus respectivos controles (p < 0,05 ;
tabela 4 e figura 1). Em afrios direitos isolados de ratas submetidas a0 mesmo
protocolo de estresse e sacrificadas no estro, ndo foram observadas alteraces de
sensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrépicos da adrenalina (tabela 4 e
figura 2).

Apés a reahizagdo do tratamento farmacologico, que incluiu
desnervagdo adrendérgica, blogueio dos receptores o-adrenérgicos ¢ muscarinicos,
bem como, inibicio dos sistemas de recaptacio neuronal e captagdo
extraneuronal, observa-se um desvio a esquerda das curvas concentragdo/efeito a
adrenalina em &trios direitos de ratas controles sacrificadas no estro (fabela 4 ¢
figura 4), enquanto que, para os animais controles sacrificados no diestro, o
desvio para a esquerda da curva concentragio/efeito nfio foi estatisticamente
significante (F = 2,51 ; p > 0,05 ; tabela 4 e figura 3), uma vez que, nesta fase do
ciclo estral, as curvas concentragfio/efeito ja estavam desviadas a esquerda, por
influéneia do ciclo.

J4 em atrios direitos de ratas submetidas ac estresse, o pré-

tratamento resulfou em desvio a esquerdas das curvas concentragdo/efeito a
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adrenalina em ambos os grupos: diestro ¢ estro (tabela 4 ; figuras 3 e 4), o que
cancelou a subsensibilidade, anteriormente observada, em 4trios direitos isolados
de ratas sacrificadas no diestro.

A adigdo de butoxamina nfio produziu alteragdes significativas de
sensibilidade do tecido atrial nos animais dos grupos controles (tabela 4 ; figuras
5 e 6). Induziu, entretanto, um desvio 4 direita da curva concentragfo/efeito a
adrenalina em atrios direitos de ratas submetidas a estresse e sacrificadas em
qualguer das fases do ciclo, quando comparadas aos seus respectivos controles.

Como consequéncia, a subsensibilidade ao efeito cronotrdpico da
adrenalina, observada em ratas sacrificadas no diestro, mas que havia sido
cancelada pelo tratamento farmacoldgico "in vifro™, formou-se novamente
evidente {tabela 4 ; figura 5). Essa subsensibihidade foi caracterizada por um
desvio & direita da curva concentragiio/efeito de 2,3 vezes a nivel da ECso (p
< 0,05).

O desvio 3 direita da curva concentracio/efeito de 2.6 vezes em
ratas submetidas a estresse e sacrificadas no estro, induzido pela adi¢io de
butoxamina, produziu também subsensibilidade do tecido atrial desses amimais

aos efeitos cronotrépicos da adrenalina, em relagfio ao grupo controle (tabela 4 e

figura 6).
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Tabela 3 - Valores de resposta maxima”" 3 adrenalina de atrios direitos
isolados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas e

sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupos Sem Pré- Com Pré- Pré-Tratamento
Tratamente Tratamento + Butoxamina
DIESTRO
Controle 142 + 09 147 + 18 126 + 11
(06Y° (06) (07)
Experimental 200 + 07* 132 + 15° 127 + 10°
(11) (06) (06)
ESTRO
Controle 165+ 10 144 + 17 182 £ 13
{(10) (07) (06)
Experimental 215 + 22% 138 £ 16° 150+ 19
(06) (06) (06)

*Valores médios (acompanhados dos respectivos erros padrdes das médias) em bpm. "Os
nmeros colocados entre parénteses, imediatamente abaxo de cada valor médio,
representam o numero de experimentos daquele grupo. “Diferenca estatisticamente
significante em relagio ao respectivo grupo sem pré-tratamento (p < 0,05 ; teste de Scheffd),
*Diferenga estatisticamente significante em relagdo ao respectivo grupo controle (p < 0,05 ;
teste t de Student).
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Tabela 4 - Valores pD," da adrenalina em atrios direitos isolados de ratas

submetidas a trés sesses de choques nas patas e sacrificadas no diestre ou

no estro.
Grupos Sem Pré- Com Pré- Pré-Tratamento
Tratamento Tratamento + Butoxamina
DIESTRO
Controle 7,38 £ 0,09 7,67 £0,13 7,51 £ 0,05
(06)° (06) (07)
Experimental 6,63 £ 0,08* 7,49 + 0,18° 7,15 £0,13%%
(11) {06) (006)
ESTRO
Controle 7,01+0,10°  7,58+0,16° 7,59 + 0,05°
(10) (07) (06)
Experimental 6,87 + 0,13 7,42 +0,15° 7,17 +0,07*
(06) (06) (06)

*Valores médios (acompanhados dos respectivos erros padrdes das médias) dos logaritmos
negativos da concentracio molar do agonista que produz uma resposta igual a 50% da
resposta maxima. *Os mimeros colocados entre parénteses, imediatamente abaixo de cada
valor médio, representam o nimerc de experimentos daquele grupo. ‘Diferenga
estatisticamente significante em relagfo a0 respectivo grupo sem pré-tratamento {p < 0,05 ;
teste de Scheffé). *Diferenca estatisticaments significante em relagdo ao grupo controle em
diestro sem pré-tratamento (p < 0,05 ; teste ¢t de Student). *Diferenca estatisticamente
significante em relacio ao respectivo grupo controle (p < 0,05 ; teste t de Student),
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Figura 1 - Curva concentragio/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no estro e

sacrificio em diestro.

100 -
—o—Controle
F | =—O=—Choque
® S0k
£
[
=
E 60 |-
«
R
@
2 40}
]
0 -
=4
g 20
A 'l 'l " 1 '

7 6 5

-log [ADR] M
Figura 2 - Curva concentragio/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessOes de choques nas patas, com inicio no diestro e

sacrificio em estro.
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Figura 3 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no estro e

sacrificio em diestro, antes e apds tratamento farmacologico "in vitro".
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Figura 4 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no diestro e

sacrificio em estro, antes e apds tratamento farmacologico "in vitro".
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Figura 5 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados e
pré-tratados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio

no estro e sacrificio em diestro, antes e apos a adigdo de butoxamina.
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Figura 6 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, em atrios direitos isolados e
pré-tratados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio

no diestro e sacrificio em estro, antes e apos a adigdo de butoxamina.
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4.3. Sensibilidade a Noradrenalina.

As respostas maximas a noradrenalina, de atrios direitos isolados de
ratas submetidas a estresse por choques nas patas ¢ sacrificadas no diestro ou
estro, ndio apresentaram alteragdes significativas em nenhum dos grupos
experimentais, quando comparados com seus respectivos grupos controles, como
pode ser visualizado na tabela 5.

Os valores pD, da noradrenalina dos grupos experimentais e
controles podem ser visualizados na tabela 6.

Diferentemente do que ocorreu para a adrenalina, a sensibilidade a
noradrenalina ndio varia com as fases do ciclo estral em ratas controles (p > 0,05 ;
teste t de Student). Entretanto, apds estresse, atrios direitos de ratas sacrificadas
no diestro sfo subsensiveis também a noradrenalina, com um desvio da curva
concentragdo/efeito para a direita, de 5,3 vezes ao nivel da ECsy (p < 0,05 ; tabela
6 ¢ figura 7). Contudo, em ratas sacrificadas no estro, cuja primeira sessdo de
choques nas patas for aplicada no diestro, os atrios direitos isolados ndo
apresentaram alteracdes de sensibilidade quando comparados com os respectivos
controles (p > 0,05 ; tabela 6 ¢ figura 8).

Para avaliar a participagio do processo de recaptacdo neuronal nas
alteragdes de sensibibdade que foram observadas, curvas concentracio/efeito
para a noradrenalina foram obtidas apds desnervaglo adrenérgica ¢ inibigio do
sistema de recaptacdo newronal. Quando esse procedimento foi adotado,
ocorreram desvios para a esquerda das curvas concentracfio/efeito em Atrios
direitos de ratas estressadas, que foram independentes da fase do ciclo em que o
animal for sacrificado (tabela 6 ; figuras 9 ¢ 10). Com esse desvio, a
subsensibilidade observada para a noradrenalina, em atrios direitos de ratas
submetidas a choques nas patas e sacrificadas no diestro, foi cancelada (tabela 6
e figura 9).

Nos ammais dos grupos confroles, esse desvio somente fo1
significativo quando as ratas foram sacrificadas no estro (tabela 6 ; figuras 9 ¢
10).
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A reahizacdio do tratamento farmacoldgico completo, que incluin,
além da desnervagiio adrenérgica e inibigdo do processo de recaptacio neuronal,
blogueio dos receptores o-adrenérgicos e muscarinicos e, inibicio do sistema de
captagdo extraneuronal, evidenciou novamente a subsensibilidade & noradrenalina
do tecido atnal de tatas submetidas a choques nas patas e sacrificadas durante o
diestro (desvio a direita de 2,6 vezes ; p < 0,05 ; tabela 6 e figura 11). Os éatrios
direitos de animais sacrificados no estro, cuja primeira sessdo de choques nas
patas ocorren no diestro, ndo apresentaram alteracdes de sensibilidade,
comparados com seus respectivos controles {p > 0,05 ; tabela 6 e figura 12).

A presenca de butoxamina no ligmido de incubacio produziu
respostas similares as observadas com o tratamento farmacologico completo
(tabela 6 ; figuras 13 e 14).

Assim sendo, o conjunto destes dados demonstra que atrios direitos
de ratas submetidas a estresse e sacrificadas durante o diestro apresentam
subsensibilidade 2 adrenalina e a noradrenalina. O comportamento dos tecidos
frente aos diferentes tratamentos farmacoldgicos utilizados indica, também, que
esta subsensibilidade poderia ser devida a um aumento da eficiéncia do processo
de recaptagdo neuronal, a uma dessensibilizagio da resposta mediada por
adrenoceptores B e a um aumento da participagio de adrenoceptores B,

Nos animais estressados ¢ sacrificados durante o estro, apenas a
participagdo dos adrenoceptores £, parece ter sido desencadeada pela aplicacfio

do estresse.
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Tabela 5 - Valores de resposta maxima® 3 noradrenalina de atrios direitos isolados de ratas

submetidas a trés sessbes de choques nas patas e sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupos Sem Pré- 60HDA + Com Pré- Pré-Tratamento
Tratamento Desipramina Tratamento + Butoxamina
DIESTRO
Contrele 152 + 13 123 £ 15 143 + 10 154 £ 14
(06)° o7 (08) (07
Experimental 184 + 09 166 = 13 147 + 18 164 + 10
(09) 07 (06) (07)
ESTRO
Contrele 181 + 06 152 + 13 148 + 10 156 £ 11
(07) (09 (06) (09)
Experimental 206 + 21 138 + 27 141 + 19 198 = 24
(05) (05) {06) (05)

*Valores médios (acompanhados dos respectives erros padrdes das médias) em bpm. "Os niimeros colocados entre

parénteses, imediataments abaixo de cada valor médio, representam o mimero de experimentos daquele grupo.
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Tabela 6 - Valores pD);" da noradrenalina de atrios direitos isolados de ratas submetidas a trés

sessdes de choques nas patas e sacrificadas no diestre ou no estro.

Grupes Sem Pré- 60HDA + Com Pré- Pré-Tratamento
Tratamento Desipramina Tratamento + Butoxamina
DIESTRO
Contrele 7,67 £ 0,11 7,88 + 0,06 8,10 + 0,11° 7,77 £ 0,03
(06)" 07 (08) (07)
Experimental 6,95 + 0,13% 7,73 + 0,08° 7,68 1 0,14%% 7,53 + 0,09%*
(09) 07) (06) (07)
ESTRO
Controle 7,37 £ 0,16 8,02 + 0,08° 7,91 + 0,10° 7,81 £ 0,05°
(07) (09) (06) (09)
Experimental 7,02 £ 0,16 7,95 +0,12° 7,94 +0,11° 7,79 + 0,08°
(05) (05) (06) (05)

*Valores médios {acompanhados dos respectivos erros padrdes das médias) dos logaritmos negativos da
concertracdo do agonista que produz uma resposta igual a 50% da resposta maxima. *Os nameros colocados
entre parénteses, imediatamente abaixo de cada valor médio, representam o nimero de experimentos daquele
grupo. ‘Diferenca estatisticamente significante em relagiio ao respectivo grupo sem pré-tratamento ( p < 0,05 ;

teste de Scheffé). *Diferenga estatisticamente significante em relacdo ao respectivo grupo controle { p < 0,05 ;

teste t de Student).
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Figura 7 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos isolados
de ratas submetidas a trés sessGes de choques nas patas, com inicio no estro e

sacrificio em diestro.
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Figura 8 - Curva concentragao/efeito da noradrenalina, em atrios direitos isolados
de ratas submetidas a trés sessoes de choques nas patas, com inicio no diestro e

sacrificio em estro.
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Figura 9 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos isolados
de ratas submetidas a trés sessoes de choques nas patas, com inicio no estro e
sacrificio em diestro, antes e apos desnervagdo adrenérgica e inibigao do sistema

de recaptacéo neuronal.
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Figura 10 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos
isolados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no
diestro e sacrificio em estro, antes e apos desnervacdo adrenérgica e inibi¢do do

sistema de recaptagdo neuronal.
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Figura 11 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos
isolados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no

estro e sacrificio em diestro, antes e apos tratamento farmacologico "in vitro ",
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Figura 12 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos
isolados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no

diestro e sacrificio em estro, antes e apos tratamento farmacologico "in vitro ”.
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Figura 13 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos
isolados e pré-tratados de ratas submetidas a trés sessoes de choques nas patas,

com inicio no estro e sacrificio em diestro, antes e apos a adi¢do de butoxamina.
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Figura 14 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, em atrios direitos

isolados e pré-tratados de ratas submetidas a trés sessoes de choques nas patas,

com inicio no diestro e sacrificio em estro, antes e apos a adi¢do de butoxamina.
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4.4. Nensibilidade ao Soterenol.

A tabela 7 mostra os valores de frequéncia inicial de batimentos
espontineos, pD», e resposta maxima ao agonista parcial soterenol, em dtrios
direitos de ratas controles ou estressadas sacrificadas no diestro ou no estro. As
curvas concentragio/efeito podem ser observadas nas figuras 15 e 16,
respectivamente.

Atrios direitos isolados de ratas estressadas e sacrificadas no
diestro, apresentaram subsensibilidade aos efeitos cronotrdpicos do soterenol,
caracterizada por um desvio, & direita da curva concentrago/efeito, de 2,8 vezes
ap nivel da ECsy (p < 0,05), sem alteracdes da frequéncia de batimentos
espontineos ou da resposta maxima.

Em &trios direttos isolados de ratas, submetidas a choques nas patas
e sacrificadas no estro, nfio observamos diferengas significativas na frequéncia de
batimentos espontineos, resposta méxima ou sensibilidade do tecido afrial,

quando comparados com os respectivos controles.



Tabela 7 - Valores de frequéncia inicial (FI), pD; e resposta maxima (RM)
40 soterenol em atrios direitos isolados de ratas submetidas a trés sessdes de

choques nas patas e sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupos Fi" pD,” RM*
BDIESTRO
Ceontrole 266 + 08 6,80 £ 0,13 153+ 11
(07)° (67) (07)
Experimental 252 £ 08 6,36 £ 0,07* 150 + 09
(06) {06) (06)
ESTRO
Controle 257 £ 13 6,58 £ 0,09 165 £ 08
(06) (06) (06)
Experimental 262 £ 03 6,35+ 0,10 163 £ 11
(06) (06) (06)

*Valores médios (acompanbados dos respectivos erros padrdes das médias) em bpm.
"Valores médios {acompanhados dos respectivos erros padrdes das médias) dos logaritmos
negativos da concentragic molar do agonista que produz uma resposta igual a 50% da
regposta maxima. “Os nimeros colocados entre parénteses, imediatamente abaixo de cada
valor médio, rtepresentarn o namero de experimentos daquele grupo. *Daferenca
sstatisticamente significante em relacfo ao respectivo grupo controle {p < 0,05 ; teste t de
Student).
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Figura 15 - Curva concentragdo/efeito do soterenol, em atrios direitos isolados de

ratas submetidas a trés sessoes de choques nas patas, com inicio no estro e
sacrificio em diestro.
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Figura 16 - Curva concentragdo/efeito do soterenol, em atrios direitos isolados de
ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, com inicio no diestro e

sacrificio em estro.
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4.5, Constante de Dissociacde do Metoprolol,

Para avahar a constante de dissociagiio do metoprolol, tendo como
agonista a adrenalina, curvas concentragdo/efeito foram obtidas na presenga de
diversas concentragbes de metoprolol em Atrios direitos isolados de ratas
controles e submetidas a choques nas patas, sacrificadas no diestro (figuras 17 e
19) ou no estro (figuras 21 e 23). A partir dos resultados obtidos, foram
confeccionados os graficos de Schild, que podem ser visualizados nas figuras 18,
22 {ratas controles), 20 ¢ 24 (ratas submetidas a choques nas patas).

O antagomismo do efeito cronotrépico da noradrenalina pelo
metoprolol também foi obtido em étrios direitos de ratas controles ¢ estressadas
sacrificadas no diestro {figuras 25 e 27) ou no estro (figuras 29 e 31). Os
respectivos graficos de Schild podem ser visnalizados nas figuras 26, 28, 30 ¢ 32.

Em todos os grupos o antagonismo pode ser caracterizado como
competitivo, dose-dependente e os coeficientes angulares das retas de regressfio
de Schild ndo diferiram estatisticamente da unidade. Satisfeita essa premissa
metodologica, foi possivel calcular o valor pA,, que € uma medida da afinidade
do antagomsta pela populagdo de adrenoceptores (tabela 8).

Em atrios direitos de ratas controles sacrificadas em estro oun
diestro, o valor pA; do metoprolol foi independente do agonista, o que indicaria
que a populaciio de adrenoceptores € homogénea B, em ambas as fases.

Em ratas submetidas a choques nas patas ¢ sacrificadas no diestro,
ocorreu uma reduglio estatisticamente significante (2,5 vezes) no valor pA, do
metoprolol, quando a adrenalina foi utilizada como agonista. Quando a
noradrenalina foi usada como agonista, o valor pA, do metoprolol ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante em relagiio ao respectivo grupo controle.
Desta forma, apés o estresse, o valor pA; do metoprolol passou a variar de
acordo com o agonista utilizado. Considerando que a adrenalina € um agonista 6
ndo seletivo, enquanto que a noradrenalina ¢ seletiva £, estes dados indicariam
que a populagdo de adrenoceptores, nesta condigio, poderia ser heterogénea

B1/B4.



Em atrios direttos de ratas estressadas e sacrificadas no estro, o
valor pA; para o metoprolol ndo foi dependente do agonista e ndo diferiu daquele

obtido em atrios direitos de ratas controles sacrificadas na mesma fase do ciclo.
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Figura 17 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, na presenga de quatro

concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

controles sacrificadas no diestro.
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Figura 18 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotrépico da
adrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas controles

sacrificadas no diestro.
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Figura 19 - Curva concentra¢do/efeito da adrenalina, na presenga de trés
concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

submetidas a choques nas patas, com inicio no estro e sacrificio em diestro.
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Figura 20 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotrépico da
adrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas submetidas a

choques nas patas, com inicio no estro e sacrificio em diestro.
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Figura 21 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, na presenga de quatro

concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

controles sacrificadas no estro.
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Figura 22 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotrépico da
adrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas controles

sacrificadas no estro.
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Figura 23 - Curva concentragdo/efeito da adrenalina, na presenca de trés
concentragoes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

submetidas a choques nas patas, com inicio no diestro e sacrificio em estro.
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Figura 24 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotrépico da
adrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas submetidas a

choques nas patas, com inicio no diestro e sacrificio em estro.
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Figura 25 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, na presenca de trés

~1 =]
=2
h
'
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Figura 26 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotropico da
noradrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas controles

sacrificadas no diestro.
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Figura 27 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, na presenca de trés

concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

submetidas a choques nas patas, com inicio no estro e sacrificio em diestro.
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Figura 28 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotropico da
noradrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas submetidas a

choques nas patas, com inicio no estro e sacrificio em diestro.
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Figura 29 - Curva concentragao/efeito da noradrenalina, na presen¢a de quatro

concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

controles sacrificadas no estro.
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Figura 30 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotrépico da
noradrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas controles

sacrificadas no estro.

6l



100

=== Sem Metoprolol

—+— Metoprolol (1E-8)
8 0 e . Mﬂtﬂpﬂ)lﬂl (3];—8)
—7— Metoprolol (1E-7)
e Metoprolol (1E-6)

60

40

20

% Resposta Maxima

-log [NA| M
Figura 31 - Curva concentragdo/efeito da noradrenalina, na presenga de quatro
concentragdes diferentes de metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas

submetidas a choques nas patas, com inicio no diestro e sacrificio em estro.
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Figura 32 - Grafico de Schild, para o antagonismo do efeito cronotropico da
noradrenalina pelo metoprolol, em atrios direitos isolados de ratas submetidas a

choques nas patas, com inicio no diestro e sacrificio em estro.
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Tabela 8 - Valores pA; e coeficientes angulares dos gréficos de Schild, para o metoprolol, em

atrios direitos de ratas controle e submetidas a choques nas patas sacrificadas no diestro ou no

estro.
Grupo ADRENALINA NORADRENALINA
n’ pA* Inclinagéio” n° pAS Inclinago®
DIESTRO

Controle 21 8,41(0,06) 0,80(0,65-1,00) 12 830(0,05) 1,03(0,88-1,18)

Cheque 23 8,02(0,05)* 0,87(0,73-1,01) 12 8,36(0,07) 0,94(0,69-1,19)

ESTRO
Contrele 12 8,13(0,09)  0,95(0,69-1,21) 15 8,05(0,06) 1,15(0,98-1,32)

Cheque 9  7,94(0,11)  1,006(0,70-1,30) 9  8,13(0,09) 1,16(0,90-1,42)

*Valores médios calculados a partir dos valores individuais de pA; . "niimero de experimentos. ‘coeficiente angular
do grifico de Schild acompanhade do limite de confianga. *Diferenca estatisticamente significante em relago aos

demais grupos sacrificados no diestro {p < 0,05 ; teste de Scheffé).
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5. DISCUSSAO.

O estresse pode ser considerado um esforgo realizado pelo
organismo para adaptar-se ou reagir a agentes (ue ameagam romper com a sua
homeostase (DUARTE”, 1986). Frente aos denominados agentes estressores
(SELYE'’, 1936 ; DUARTE", 1986), os quais podem ser de varias naturezas,
variando desde aspectos psicologicos até agentes quimicos, fisicos efou
biolégicos (DUARTE™, 1986 ; GRIFFIN®, 1989 : CHROUSOS & GOLDY
1992 ; FRANKS®, 1994), o organismo produz uma série de modificagdes
metabolicas e fisiologicas que providenciam recursos para antecipar ¢ reagir
rapidamente contra a ameaga, preservando a homeostase ¢ garantindo a sua
sobrevivéncia,

O agente estressor, por nés utilizado, foi choques nas patas,
procedimento amplamente descrito na literatura mundial para produgfo de
estresse (SUDHA & PRADHAN'™, 1993). Durante as sessdes de choques, 0s
animais demonstraram um comportamento caracterizado por vocalizagdo,
piloereclio, defecaglo, elevagio dos membros anteriores ¢ tentativas constantes
de sair da gaiola, semelhante ao observado em ratos machos com o mesmo
protocolo de estresse (BASSANI & DE MORAES', 1987).

As respostas desencadeadas pelo organmismo, frente a agentes
estressores, podem mediar e/ou produzir alteragSes de sensibilidade do tecido
atrial, aos efertos cronotropicos das catecolaminas, como foi observado em ratos
submetidos a chogues nas patas (BASSANI & DE MORAFES'?, 1986 ; BASSANI
& DE MORAES", 1987 ; NOURANI et al.'>, 1992), natacdo (SPADARI & DE
MORAES'™, 1988 ; SPADARI et al.'®, 1988), frio (HARRI et al.”, 1974 :
CALLIA®, 1981 ; CALLIA & DE MORAESY 1983 ; CALLIA & DE
MORAES*, 1984) ou imobilizagio (CAPAZ & DE MORAES™, 1988),

Nossos resultados demonstraram que atrios direitos i1solados de
ratas submetidas a choques nas patas, apresentaram alteracdes de sensibilidade do
tecido atrial que foram dependentes da fase do ciclo estral, em que os animais

foram sacrificados.
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O protocolo de estresse, por nds empregado, induziu alteragdes de
sensibilidade aos efeitos cronotrépicos da adrenalina, da noradrenalina e do
soterenol, apenas quando a primeira sessfio de chogues nas patas foi aplicada
durante o estro ¢ o animal sacrificado no diestro (figuras 1, 7e 15 ; tabelas 4, 6 ¢
7). Essas alteragles de sensibilidade foram acompanhadas por um aumento da
resposta maxima do tecido atrial a adrenalina (tabela 3), mas n@io 4 noradrenalina
(tabela 5) ou ao soterenol (tabela 7), sem alteragbes da frequéncia imicial de
batimentos espontaneos (tabelas 2 e 7). O aumento da resposta maxima do tecido
afrial & adrenalina foi cancelado apds a realizac8o de tratamentos farmacologicos
Yin vitro" do tecido (tabela 3).

Quando a primeira sess@o de choques nas patas ocorreu no diestro
o ammal for sacrificado no estro, nenhuma alteracio de sensibilidade foi
observada (figuras 2, 8 ¢ 16 ; tabelas 4, 6 e 7), enguanto que 0 mesmo padrio de
resposta maxima ¢ frequéncia micial de batimentos espontaneos, encontrado para
ratas sacrificadas no diestro, foi observado nesses animais (tabelas 2, 3, 5 ¢ 7).

As alteragOes de sensibilidade, observadas em ratas submetidas a
estresse ¢ sacrificadas no diestro, qixando comparadas com seus respectivos
coniroles, caracterizaram-se por subsensibilidade do tecido atnial, com um desvio
a direita da curva concentragdo/efeito de 5,6 vezes, quando o agonista utilizado
foi a adrenalina, de 5,3 vezes para a noradrenalina e, de 2,8 vezes para o
soterenol.

Alteragdes de sensibilidade do tecido atrial podem ocorrer através
de varios mecanismos; alteragdes da atividade dos processos de recaptacio
neuronal e captagio extraneuronal (BASSANI & DE MORAES™, 1986 :
BASSANI & DE MORAES®, 1987 ; SPADARI et al.'®, 1988), modificagtes na
estrutura (CALLIA & DE MORAES™, 1984 : SPADARI™, 1985 ; SPADARI &
DE MORAES™, 1988) ou na densidade dos adrenoceptores i (MANO'™,
1979), ou inducfio de heterogeneidade da populaglo de adrenoceptores B que
medeiam  as respostas cronofrépicas as catecolaminas (CALLIA & DE
MORAES™ 1984 ; BASSAN!I & DE MORAES", 1988).



Os processos de recaptagiio neuronal e captagio extraneuronal sio
0s mecanismos responsaveis pela metabolizagdo das catecolaminas. A captacdo
extraneuronal associada a acio da enzima COMT inativa a isoprenalina ¢ a
adrenalina (BONISCH & TRENDELENBURG, 1974 ; BONISCH™ 1978 :
TRENDELENBURG'”, 1978 ; BONISCH?, 1980).

O processo de recaptagio neuronal metaboliza principalmente a
noradrenalina  (IVERSEN™, 1965) e¢ é bastante ativo no atrio direito
(CALLIGHAM & BURGEN™, 1966 ; GOLDSTEIN et al.®® 1988). Neste
processo a noradrenalina ¢ recaptada pela terminacfio nervosa (SLOTKIN &
BAREIS™, 1980) ¢ inativada pela agdo da enzima MAQ (ABELL', 1987 :
TRENDELENBURG®, 1991).

Para avaliarmos a participagio do processo de recaptacio neuronal
nas alteragdes de sensibilidade que foram observadas, realizamos curvas
concentragfio/efeito para noradrenalina, apés tratamento farmacologico "ip vitro™
do tecido afrial que incluin desnervagio adrenérgica e inibigio do processo de
recaptacio neuronal.

Apbds a realizagdo desses procedimentos, ocorreu wn desvio para a
esquerda da curva concemtracfo/efeito, dos animais submetidos a estresse,
independente da fase do ciclo em que o anmimal for sacrificado (tabela 6 ; figuras
9 e 10). Esse desvio da curva concentragio/efeito cancelon a subsensibilidade do
tecido atrial para a noradrenalina, em afrios direitos de ratas submetidas a
choques nag patas ¢ sacrificadas no diestro (tabela 6 ; figura 9).

BASSANI & DE MORAES" (1987), estudando o efeito do mesmo
protocolo de estresse sobre a sensibilidade de atrios direitos isolados em ratos
machos, também observaram subsensibilidade do tecido atrial & noradrenalina.
Os auotores atribuiram esta subsensibilidade a vm aumento na eficiéncia do
processo de recaptagfo neuronal, pois ela foi cancelada apds desnervagio
adrenérgica e adicfo de cocaina. Esse mesmo mecanismo poderia explicar, pelo
menos em parte, a subsensibilidade obtida em atrios direitos isolados de ratas

estressadas e sacrificadas no diestro, a medida que a desnervagio adrenérgicaca

66



mibigdo do processo de recaptagdo neuronal também cancelaram a
subsensibilidade do tecido atrial 4 noradrenalina.

Nos animais controles, submetidos a esse protocolo experimental
(desnervaglio adrenérgica e inibigio da recaptagfio neuronal), o desvio para a
esquerda da curva concentragio/efeito somente foi significativo quando as ratas
foram sacrificadas no estro (tabela 6 ; figuras 9 e 10), demonstrando que, em
ratas controles no diestro, o processo de recaptagéo neuronal, aparentemente, ja
estd mibido.

Os fatores responséveis por estas alteragSes do processo de
recaptaclo neuwronal ndo foram esclarecidos. Entretanto, podemos levantar
algimas hipoteses para explicar esses fatores.

A liberag@o da noradrenalina pela terminacdio nervosa é regulada
através de um mecanismo de feedback negativo, controlado pelos adrenoceptores
o-adrenérgicos (LANGER et al.”’®, 1971 ; CUBEDDU et al.®, 1974) que sdo
pré-sinaptico e do tipo o (LANGER'?, 1974).

A aplicagdo de estresse, por choques nas patas, mduzin
subsensibilidade a noradrenalina, no cortex cerebral de ratos, associada a uma
reducdo de 15% na afinidade dos adrenoceptores on, sem modificagdes nos
adrenoceptores o; ¢ B, fosfodiesterase e/ou atividade total da adenilil ciclase
(STONE™, 1981).

Apesar da redugfio da afinidade dos adrenoceptores o néo ter sido
diretamente relacionada com a subsensibilidade a noradrenalina (STONE',
1981), esta poderia prejudicar a inibigdio pré-sindptica da liberaclo desta
catecolamina. Esta inibig8o, associada ao aumento da liberagfio de noradrenalina
induzida pelo estresse (STONE'™, 1979), produziria um aumento muito elevado
na concenfracio dessa catecolamina na fenda sindptica, o que levaria a um
aumento na eficiéneia do processo de recaptacfo neuronal, como um mecanismo
compensatdrio.

A modulacio do sistema enzimitico pelos esterdides sexuais,
também pode estar envolvida nas alteracBes observadas no processo de

recaptagdo neuronal,
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A atividade enzimatica da MAOQ varia ao longo do ciclo estral em
diferentes tecidos (ZOLOVICK et al.*”, 1966 ; HOLZBAUER & YOUDIMY,
1973) e foi modificada pela agdio do estradiol em placenta humana
(SAARIKOSKI'™, 1988), medula adrenal de bovinos (YOUDIM et al.*'?, 1989)
e células SK-ER3 de neuroblastoma humano (MA et al.'*, 1993).

Essas observagdes, associadas ao fato de que os niveis plasmaticos
de estradiol variam ao longo do ciclo estral (YOSHINAGA et al®!, 1969 ;
DUPON & KIM™, 1973), sdo influenciados pelo estresse {(MARCONDES &
SPADARI-BRATFISCH"®, 1995), e que o coragdo & um orgdo alvo para o
estradiol (STUMPF & SAR'™®, 1977), constituem evidéncias de que o estradiol
possa estar envolvido nas alteracdes encontradas.

Os niveis plasmaticos de progesterona também variam ao longo do
ciclo estral (BUTCHER et al.?, 1974 ; NEQUIN et al.'™, 1979 . FREEMAN®Y,
1988) e com o estresse (MARCONDES & SPADARI-BRATFISCH'®, 1995). A
progesterona também pode modificar a atividade enzimética da MAO
(SAARIKOSKI'”, 1988).

Em nossos experimentos, apds a realizagio do tratamento
farmacolégico, que além da desnervagio adrenérgica e mibigdo do processo de
recaptagdio neuronal, incluiu mmibigio do processo de captagdo extraneuronal e
bloqueio dos receptores « e muscarimcos, ocorreu um desvio da curva
concentragio/efeito a noradrenalina para a direita nos atrios direitos de amimais
submetidos a choques nas patas e sacrificados no diestro, que foi suficiente para
novamente evidenciar a subsensibilidade do tecido atrial a esta catecolamina
{tabela 6 ; figura 11), quando comparado com seus respectivos controles. Os
animais, cuja primeira sessdo de choques nas patas foi aplicada no diestro € o
sacrificio ocorreu no estro, ndo apresentaram alteragdes de sensibilidade do
tecido atrial aos efeitos cronotrépicos da noradrenaling, quando submetidos a
esse mesmo protocolo experimental (tabela 6 ; figura 12).

Os resultados obtidos com ratas estressadas ¢ sacrificadas no
diestro sdo aparentemente conflitantes, pois a noradrenalina ¢ metabolizada pelo

processo de recaptacdo neuronal (IVERSEN" 1965) e a inibicdo da captagio
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extraneuronal pela corticosterona e fenoxibenzamina (IVERSEN & SALT®,
1970 ; IVERSEN et al.”, 1972) ndo deveria interferir com a sensibilidade do
tecido & noradrenalina.

A captaglo exfrancuronal é um processo saturdvel que obedece &
cinética de Michaclis-Menten (IVERSEN?, 1965). Esse sistema possui baixa
afimdade (alto K,,) e alta capacidade (V) para as catecolaminas. Para a
captagiio extraneuronal de (+)-noradrenaling, o K, é de 382 e a Vi é 74 vezes
mats alta que os valores comrespondentes para a recaptagio neuronal
(BONISCHQI,, 1980). O alto K, indica que o processo de captagio extraneuronal
nfio possui um papel importante na remoc¢fo da noradrenalina do espago
extracelular, quando sua  concentragdo € baixa (FIEBIG &
TRENDELENBURG™, 1978a).

Contudo, quando o sistema de recaptacio neuronal ests imbido, a
concentragio de  noradrenalina, a0 redor do receptor, aumenta
(TR’EZNDELENBURGI%, 1966} e, nesse caso, ela pode ser metabolizada pelo
processo de captaclio extraneuronal. A captagdo extraneuronal de noradrenalina
for descrita por varios autores (LIGHTMAN & IVERSEN'? 1969 .
LANGER'”, 1974 ; FIEBIG & TRENDELENBURG™, 1978a ; FIEBIG &
TRENDELENBURG®, 19785 : TRENDELENBURG™, 1990), sendo
responsavel por 50% da remogdio total (neuronal + extraneuronal) de
noradrenalina marcada com tricio ([H’J-noradrenalina) no cora¢do perfundido de
rato (FIEBIG & TRENDELENBURG™, 1978a), a qual é metabolizada pela aco
da COMT e MAO (FIEBIG & TRENDELENBURG®™, 1978b ; BONISCH?,
1980 ; TRENDELENBURG™, 1990).

Portanto, a captago extraneuronal de noradrenalina pode ter
influenciado o resultado obtido. O sistema de captagio extraneuronal pode
também afetar a sensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotropicos das
catecolaminas (BASSANI & DE MORAES'™, 1986 ; SPADARI et al.'*, 1988).

O sistema de captaglo extraneuronal pode ser imbido pelas B-
haloalquilaminas (LIGHTMAN & IVERSEN'%, 1969), A-estradiol (NICOL &
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RAE"!, 1972 ; SALT"', 1972) e pela corticosterona (SALT'", 1972 :
BONISCH®, 1978 ; BONISCH?, 1980).

Os niveis plasmaticos de corticosterona e estradiol sdio alterados
pelo ciclo estral (YOSHINAGA et al.”’, 1969 ; FREEMAN®, 1988) ou por
sttuacles de estresse (MacNIVEN et al.'¥ 1992 ; RODRIGUES et al. 168 1992 ;
MARCONDES & SPADARI™, 1993 ; MARCONDES & SPADARI-
BRATFISCH™, 1995).

O efeito mibidor da corticosterona pode ser avaliado pelas curvas
concentragdo/efeito para adrenalina em atrios direitos de ratas controles e
estressadas sacrificadas no estro e, ratas estressadas sacrificadas no diestro.
Contudo, ndo foi observado, em atrios direitos de ratas controles sacrificadas no
diestro, nos quais a captacfo extraneuronal encontrava-se inibida por algum fator
enddgeno relacionado ao ciclo estral, provavelmente corticosterona ou esterdides
sexuais, como relatado por RODRIGUES et al.'®’ (1995),

A mibigio da captagio extraneuronal estd associada ao
aparecimento de supersensibilidade do tecido atrial as catecolaminas.

SPADARI et al.'™ (1988) observaram o desenvolvimento de
supersensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrépicos do isoproterenol, em
ratos machos submetidos a uwma finica sessdo de natacdo de 50 minutos, e
atribuiram essa supersensibilidade a inibigdo do processo de captagdo
extraneuronal, devido a niveis aumentados de corticosterona.

Supersensibilidade, em orgfos 1solados de amimais estressados em
consequéncia de elevagiio dos niveis plasmaticos de glicocortictides, fot também
descrita por outros autores (KALSNER®, 1969a ; KALSNER'®, 196%b ;
GIBSON & POLLOCKY, 1975). Considerando que a adrenalina ¢ inativada pelo
sistema de captagdo extranenronal, o seu efeito deveria ser potencializado pela
inibigdo desse sistema que ocorre nos animais estressados devido aos elevados
niveis de corticosterona. Entretanto, nfio observamos supersensibilidade do tecido
atrial aos efeitos cronotrépicos da adrenalina em ratas submetidas a estresse.

O fendmeno de supersensibilidade, decorrente de nibigdo do

sistema de captagfio extraneuronal, somente poderd ser demonstrado quando a
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concentragdio do agonista, para a obtengfo da ECsp, for menor que a concentragfo
necessaria para saturar esse sistema (TRENDELENBURG & GRAEFE“Z, 1975 ;
TRENDELENBURG'™, 1978), o que pode ter influenciado os resultados obtidos
em NOSS0S experimentos.

Além desse aspecto, nio podemos descartar a hipétese de que
outros mecanisinos compensatérios, ocorridos com o0s receptores e que serdio
discutidos adiante, tenham sido desencadeados, e possam ter contribuido para
mascarar a supersensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrdpicos da
adrenalina.

Desta forma, acreditamos que os sistemas de metabolizagio das
catecolaminas estdo alterados na situaglio de estresse por nés empregada. Nessa
condicio, quando realizamos curvas concentragio/efeito, a quantidade de
agonista, que de fato alcanga o receptor, € diferente quando comparamos ratas
estressadas com ratas controles. A realizacdo do tratamento farmacolégico
completo, que inchit desnervagdo adrenérgica, imbiclo dos receptores o e
muscarinicos, bem como, inibigio dos sistemas de captagdo extraneuwronal e
recaptagdo neuronal, elimina essa diferenga, garantindo que a mesma quantidade
de agonista alcance os receptores em atrios direttos isolados de ratas estressadas e
confroles e, nesse caso, o valor pD; representaria a verdadeira interagiio entre o
agonista ¢ o receptor.

Nesta condigdo, atrios direitos isolados de ratas submetidas a
choques nas patas ¢ sacrificadas no estro, nfio apresentaram alteragles da
frequéncia de batimentos espontdneos (tabela 2), resposta maxima (tabelas 3 e 5)
¢ de sensibilidade aos efeitos cronotropicos da adrenalina e/ou noradrenalina
(tabelas 4 ¢ 6 ; figuras 4 e 12). Contudo, em ratas submetidas a estresse e
sacrificadas no diestro, apesar de ndo verificarmos alteragBes da frequéncia de
batimentos espontineos (tabela 2) e da resposta méaxima (tabelas 3 ¢ 5) ,
observamos subsensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronmotropicos da
noradrenalina {tabela 6 ; figura 11), sem alteragGes da resposta cronotropica a

adrenalina (tabela 4 ; figura 3).
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Esses resultados indicam que. a alteracio de sensibilidade atrial
observada em rafas estressadas e sacrificadas em diestro, somente pode ser
atribuida a modificagdes ocorridas com os adrenoceptores que modulam a
resposta cronotropica.

O tecido do atrio direito de rato ¢ densamente inervado pelo sistema
nervose autdnomo siumpatico e, em condigdes normais, uma populagio
homogenea de adrenoceptores »; medeia a resposta cronotrépica as
catecolaminas (MINNEMAN & MOLINOFF'*| 1980 ; BRYAN et al™, 1981 ;
JUBERG et al. ™, 1985), apesar dos estudos com radioligantes terem demonstrado
que, no coragdo do rato, existe uma populag@o heterogénea de adrenoceptores f
(MINNEMAN et al.', 1979 ; JUBERG et al.*®, 1985).

Os agonistas que utilizamos, diferem entre si gnanto 2 seletividade
para subtipos de adrenoceptores 8. A noradrenalina ¢ considerada como seletiva
para o subtipo B; (McPHERSON et al'® 1985), indicando que a
subsensibilidade do tecido atnal aos efeitos cronotrépicos da noradrenalina, em
ratas estressadas e sacrificadas no diestro (tabela 6 ; figura 11), esta relacionada a
mecanismos de dessensibilizacdo desse receptor.

Esse mecanismo de adaptacdo ao estresse nfio foi observado em
ratas submetidas a choques nas patas e sacrificadas no estro (tabela 6 ; figura 12),
demonstrando que, nesses animais, algum fator endégeno, presente ou ausente
durante essa fase do ciclo estral, impede esse tipo de alteragfio de sensibihdade
do tecido atrial.

O processo de dessensibilizagio pode ocorrer devido & diminuniglo
do nimero de receptores ("down-regulation™) ou de alteragdes na sua funglo
{desacoplamento) (LOHSE', 1993).

Para avaliarmos se a dessensibilizagdo observada nos
adrenoceptores B;, em ratas estressadas e sacrificadas no diestro, foi produzida
por diminui¢do no mimero de receptores, realizamos curvas concentragio/efeito
ao soterenol, que ¢ um agonista parcial em cora¢do de ratos (BUCKNER et al.”’
1978).
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Do ponto de vista tedrico, a resposta maxima para um agonista
parcial, somente ocorre quando todos os receptores nos quais esse agonista atna
estiverem ocupados (BASSANI & DE MORAES”, 1987), o que permite, de
forma indireta, avaliar se ocorreram mudangas no nimero de uma determinada
populagio de receptores,

Como podemos observar (tabela 7 ; figuras 15 e 16) ndo ocorreram
diferencas estatisticamente significativas na resposta maxima ao soterenol em
ratas estressadas, quando comparadas com seus respectivos controles,
mdependente da fase do ciclo em que o animal foi sacrificado, o que € uma forte
evidéncia funcional de que o fenbmeno de dessensibilizagio encontrado em ratas
estressadas e sacrificadas no diestro, ndo estd relacionado & redugfo no niimero
de receptores, mas a alteragBes na sua funcdo. Nesses animais, observamos
subsensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrépicos do soterenol, quando
comparados com seus respectivos controles (tabela 7), confirmando, mais uma
vez, a dessensibilizagfo do adrenoceptor By,

A reducio na afimidade do metoprolol, observada em ratas
estressadas e sacrificadas no diestro, utilizando a adrenalina como agonista,
sugere que alteragdes estruturais na populagiio de adrenoceptores B; ocorreram e
poderiam ser responsaveis pela subsensibilidade.

Além disso, a fosforilagdo dos adrenoceptores € um oufro
mecanismo que pode induzir dessensibilizagio (BENOVIC et al”, 1986 ;
BENOQVIC et al.'’, 1991 ; LOHSE et al.'®, 1992 ; LOHSE'", 1993 ; HAGA &
HAGA™, 1990 ; PITCHER et al.'®, 1992 ; PIPPIG et al.'”®, 1993), pois reduz a
capacidade do receptor de ativar a proteina G,. Esse desacoplamento, entre o
receptor e a proteina G, poderia ser também wuma explicagio para a
dessensibilizacdo da resposta B, observada nos nossos experimentos.

Independente do mecanismo que produziu a dessensibilizacfio dos
adrenoceptores By, € cerfo que o aumento nos niveis plasmaticos de
corticosterona, que ocorre em animais submetidos a choques nas patas
(OTTENWELLER et al.'”, 1992 ; HANDA et al.”, 1994), é, pelo menos em

parte, responsavel por esse fendmeno, pois alteragdes de sensibilidade aos efeitos
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cronofropicos das catecolaminas, em atrios direitos isolados de ratos machos
submetidos a estresse, ndo ocorreram apds procedimentos experimentais que
evitaram o0s aumentos nos niveis plasmaticos de corticosterona, durante a
realizagdo do estresse (CAPAZ & DE MORAES®, 1988 ; SPADARI & DE
MORAES'®, 1988 ; SPADARI et al.** 1988).

Os horménios esterdides podem modular a sensibilidade do tecido
frente as catecolaminas, através da regulagio do mimero de receptores na
membrana plasmética ou pela regulaglo no acoplamento do receptor a seus
efetores (DAVIES & LEFKOWITZY, 1984 ; YARDEN et al. "% 1986 ; KIELY
et al.'” 1994), portanto, a subsensibilidade do adrenoceptor By, em ratas
estressadas e sacrificadas no diestro, pode também ter sido mediada por
esterdides sexuals, que variam ao longo do ciclo estral (FREEMAN® 1988) e
com o estresse (MacNIVEN et al."”’', 1992 ;: MARCONDES & SPADARI-
BRATFISCH™, 1995).

O coraglio ¢ um orgfo alvo para os esteréides sexunais (DENG &
KAUFMANN®, 1993) e os atrios e auriculas apresentam receptores para
estradiol (STUMPF & SAR'%, 1977),

A influéncia dos esterdides sexuais sobre a densidade dos
adrenoceptores e, em alguns casos, a ativagio dos sistemas de segundos
mensageiros foram demonstradas em Gtero (ROBERTS et al.'®*, 1977 : KRALL
et al.’l 1978 ; KANO™', 1982), bexiga urinaria (LEVIN et al.'®, 19803,
plaquetas de coelhos (ROBERTS et al.'®>, 1979), dtero de cobaias (HATJIS et
al.”®, 1988), regides do cérebro (WILKINSON et al ™ 1979 : WAGNER et
al™ 1979 . MAGGI et al.'™ 1985 ; JOHNSON et al.”’, 1988 ; PETITTI et
al.'¥’, 1992) e em coragdio de ratas (KLANGKALYA & CHAN'Y, 1988).

As enzimas responsdveis pelos sistemas de metabolizacfo das
catecolaminas, como vimos anteriormente, podem ser alteradas pelos esterdides
sexuais (SAARIKOSKI'™, 1988 ; MA et al.'®, 1993), o que também pode
produzir alteragdes nos receptores.

O processo de dessensibilizacio dos adrenoceptores By pode

explicar a subsensibilidade do tecido atrial para noradrenalina, observada em
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atrios direttos isolados de ratas submetidas a estresse e sacrificadas no diestro.
Entretanto, nfo explica a auséncia de alteragdes de sensibilidade do tecido atrial 2
adrenalina, agonista que ndo possui seletividade, podendo atuar também em
adrenoceptores &, (KAUMANN'", 1986 : BASSANI & DE MORAES™ 1988).

Como vimos anteriormente, a resposta cronotropica do atrio direito
de rato ¢ mediada por uma populagio homogénea de adrenoceptores Rj.
Entretanto, estudos com radioligantes demonstraram a existéncia, nesse tecido, de
uma populaclo heterogénea de adrenoceptores que, frente a uma situacio de
estresse, poderia participar da resposta cronotropica (CALLIA & DE
MORAES®, 1984 : BASSANI & DE MORAES', 1988).

Portanto, a participagdo dos adrenoceptores B,, na mediagdo da
resposta cronotrdpica as catecolaminas, poderia ser um dos mecanismos
adaptativos desenvolvidos por ratas submetidas a choques nas patas e sacrificadas
no diestro, 0 que explicaria a auséncia de alteragSes de sensibilidade a adrenalina
Nesses animais.

Com o objetivo de avaliar essa hipétese, foram obtidas curvas
concentracio/efeito para adrenalina ¢ noradrenalina, na presenga de butoxamina,
um antagonista seletivo de adrenoceptores ..

Como podemos observar, a adigdo de butoxamina aoc liquido de
mcubaglo produziu subsensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrépices da
adrenaling (tabela 4 ; figura 5), sem alteragdo no padrio de resposta a
noradrenalina (tabela 6 ; figura 13), modificagdes na frequéncia de batimentos
espontineos (tabela 2) ¢ na resposta méxima (tabelas 3 e 5) em atrios de ratas
estressadas e sacrificadas no diestro, quando comparadas com seus respectivos
controles. A subsensibilidade 4 adrenalina, caracterizada por wm desvio a direita
da curva concentragdo/efeito de 2,3 vezes, demonsira que, nesses anmimais, oS
adrenoceptores B, passaram a ter participagdo ativa na media¢lo da resposta
cronotropica as catecolaminas.

A butoxamina, na concentragio utilizada (1 pM), € seletiva para
adrenoceptores B2 (BASSANI & DE MORAES!Y, 1988), e isso pode ser

comprovado também pelos resultados obtidos nesse trabalho, pois os valores pDa,
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dos atrios direttos isolados dos animais controles, ndo apresentaram alteragBes
antes ou apos a adicdo de butoxamina (tabelas 4 ¢ 6). Além disso, os resultados,
obtidos para noradrenalina, demonstraram um padriio similar de resposta na
presenca ou na auséncia de butoxamina (tabela 6).

Um resultado inesperado nos nossos experimentos foi obtido em
atrios direitos de ratas estressadas e sacrificadas no estro. Apds a adicfo de
butoxamina, o tecido atrial mostrou-se subsensivel aos efeitos cronotropicos da
adrenalina (tabela 4 ; figura 6), o que demonstra que, nesses animais, 0s
adrenoceptores £, também participam da resposta cronotrdpica.

Novamente, a corticosterona parece ter efeito fundamental na
participaco de adrenoceptores By, conforme se observa na resposta cronotropica
as catecolaminas, em ratas submetidas a choques nas patas.

Estudos com radioligantes demonstraram que glicocorticoides tém a
capacidade de aumentar o numero de adrenoceptores b (MANO et al.™, 1979
BARNES et al.'’, 1984 : DAVIES & LEFTKOWITZ*, 1984 ; HADCOCK et
al.™! 1989), Hidrocortisona, administrada cronicamente a ratos, aumentou em
70% a densidade de receptores B em tecido pulmonar, com um decréscimo na
afinidade do ligante [I'”}-hidroxibenzilpindolol. Nesses experimentos, a
adrenalectomia produzin uma queda de 29% no numero de adrenoceptores B,
sem alteragfo de sua afinidade, quadro que foi revertido pela aplicagfio exégena
de hidrocortisona (MANO et al.'”>, 1979),

A admimstragdo de betametasona a coelhas, no 25% dia de gestacfo,
aumentou a densidade dos adrenoceptores B nos pulmdes dos fetos, sugerindo
que, 0 glicocorticoide enddgeno na circulagdio fetal, estimularia esse processo
(CHENG et al.*, 1980).

A adigio de dexametasona, em cultura de células adiposas 3T3-
F442A maduras e em diferenciacfo, demonstrou que esse glicocorticoide
mfluencia a expressio dos adrenoceptores B, também nesse tecido. A
dexametasona aumentou a expressio dos adrenoceptores B, ac mesmo tempo
que reduzin os adrenoceptores By, com uma inversdo na razdo de §;: f; de 90:10
para 20:80 (FEVE et al.”®, 1990),
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Em células C6 de glioma de ratos, a dexametasona também alterou
a relagdio B,:B, de 80:20 para 50:50, sem altera¢des na guantidade total de
adrenoceptores & (KIELY et al.'%", 1994).

A icubagio de células DDT\MF-2 de ducto deferente de
camundongo com glicocorticoide aumentou o nimero de adrenoceptores B € o
estado de equilibrio do mRNA desses receptores (HADCOCK & MALBON',
1988), sendo que, a adi¢io de um mmibidor do processo de transcrigio impediu o
aumento do mRNA, sugerindo que o glicocorticéide alterou a transcrigio génica,

O tratamento de células musculares lisas, da linhagem DDT MF-2
de camundongos, por glicocorticoides, produziu um aumenio no mimero de
adrenoceptores B,, por elevagfio na taxa de franscrigio génica (COLLINS et al*!,
1988) que foi apontada, também, como responsavel pelo aumento na densidade
dos adrenoceptores [, em pulmdes humanos incubados com dexametasona
{MAK et al."™®, 1995}, ¢ aparentemente, também, em nossos experimentos.

Para avaliarmos a presenca de pma populagio heterogénea de
receptores mediando a resposta cronotrdpica as catecolaminas, em atrios direitos
isolados de ratas estressadas, determinamos o gréfico de Schild e o valor pA,
para o metoprolol, usando, como agonistas, a adrenalina e a noradrenalina.

O valor pA; corresponde numericamente a0 logaritmo negativo da
concentragdo molar do antagomista, que provoca um deslocamento de duas vezes
A direita na curva concentragio/efeito do agonista (JENKINSON et al.™, 1995).

A analise de Schild é utilizada para caracterizar a populacdo de
receptores em um orgdo ou tecido isolado (BASSANI & DE MORAES™, 1988).
Quando existe uma populacio heterogénea de receptores mediando a resposta, a
mchinagiio da reta de regressdo do grafico de Schild poderd ser diferente da
unidade, e depende da seletividade do agonista e do antagonista (KENAKIN'®,
1982 ; KENAKIN'®, 1984),

a participar da resposta cronotrdpica em ratas estressadas. Contudo, as
mclinagdes das retas de regressdo dos graficos de Schild para o metoprolol,

usando adrenalina ou noradrenalina como agonista, ndo foram estatisticamente
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diferentes de 1.0 (tabela 8 ; figuras de 17 a 32), o que aparentemente indica que a
populagdo de receptores mediando essa resposta cronotrdpica é homogénea.
Entretanto, MILNOR'* (1986) enfatizou que, a inclinagio do grafico de Schild
para uma populagdo heterogénea de receptores, na qual um dos subtipos de
receptores contribua com menos do que 35% da populagio total, nio &,
necessariamente, diferente de 1,0. Esta tendéncia se acentua quando os dois
subtipos de receptores possuem a mesma afinidade para o agonista, mas grande
diferenca de afinidade para o antagonista, como € o caso dos nossos experimento,
em que utilizamos metoprolol como antagonista e adrenalina como agonista.

A aplicacio de choques nas patas, ¢m ratas estressadas e
sacrificadas no diestro, reduziu o valor pA, para o metoprolol, utilizando
adrenalina como agonista (tabela 8) em 2,5 vezes, indicando uma reduglo na
afinidade aparente do antagonista pelo adrenoceptor B;, o que sugere uma
alteragfio estrutural desses receptores, induzida pelo agente estressor. Essa
alteragdo estrutural poderia determinar a subsensibilidade do tecido atrial aos
efeitos cronotrépicos das catecolaminas.

Os nossos resultados demonstraram que, atrios direitos isolados de
ratas submetidas a choques nas patas e sacnficadas no diestro, apresentaram
alteracdes de sensibilidade do tecido atrial relacionadas a modificagBes
adaptativas nos processos de metabolizagdo das catecolaminas e dos
adrenoceptores que modulam a resposta cronotropica. Contudo, em atrios direitos
isolados de ratas submetidas ao mesmo protocolo de esiresse, mas sacrificadas no
estro, ndo observamos alteragbes de sensibilidade do tecido atrial as
catecolaminas, exceto pelo aparecimento de subsensibilidade aos efeitos
cronotropicos da adrenalina, somente apds a adigfo de butoxamina, sugerindo um
papel dos adrenoceptores #, na modulag@o dessa resposta.

Infelizmente, o presente trabalho nfo apresenta possibilidades
metodoloégicas de elucidacfio dos mecanismos moleculares envolvidos com essas
alteragOes. Entretanto, a demonstragio de que as alteragles induzidas pelo
estresse, como parte de um processo adaptativo, sdo dependentes da fase do ciclo

estral, na qual o animal foi sacrificado, abre novos horizontes de pesquisas na
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busca de respostas para infimeras questdes tais como: Por que essas alteragdes
somente ocorrem em ratas estressadas e sacrificadas no diestro? A aparente
auséncia de mecanismos adaptativos frente a uma situacdo de estresse, em fémeas
sacrificadas no estro, representa um fator de protegio para esses animais? Quais
os fatores endogenos, relacionados ou nfio com o ciclo estral, que induzem a
essas alteragGes? Quais sfo os verdaderros mecanismos moleculares responsaveis
pelas alteraghes de sensibilidade que foram observadas? Essas questdes
permanecem sem respostas at€ o presente momento, mas pretendemos respondé-

las no futuro.



6. CONCLUSOES.

Os resultados obtidos demonstraram que:

» Atrios direitos isolados de ratas submetidas a trés sessBes de
choques nas patas e sacrificadas no estro, nfio apresentaram alteragdes de

senstbilidade aos efeitos cronotropicos da adrenalina, noradrenalina e soterenol.

e Atrios direitos isolados de ratas submetidas a trés sessfes de
choques nas patas e sacrificadas no diestro, apresentaram subsensibilidade aos
efeitos cronotrépicos da adrenalina, noradrenalina e soterenol. Os mecanismos
subjacentes a esta subsensibilidade incluem: anmento na eficiéncia do sistema de
recaptacfio neuronal, dessensibilizagfo dos adrenoceptores B, ¢ participagfio dos

adrenoceptores 3, na mediagdo da resposta cronotrdpica as catecolaminas.

o Apesar de ndo ter sido detectado pelos agonistas plenos, os
resultados com butoxamina demonstraram que, possivelmente, os adrenoceptores
B, também passaram a participar na mediacfio da resposta cronotrépica as
catecolaminas, em 4trios direitos isolados de ratas submetidas a choques nas

patas ¢ sacrificadas no estro.

s As alteraghes de sensibilidade, observadas em atrios direitos
isolados de ratas submetidas a trés sessGes de choques nas patas ¢ sacrificadas no
diestro, sdo devidas a mecamismos semelhantes aqueles descritos em atrios

direitos isolados de ratos machos submetidos ao mesmo agente estressor.

s O ciclo estral tem um papel fundamental nas alteragdes de
sensibilidade do tecido atrial aos efeitos cronotrdpicos das catecolaminas, pois
ratas submetidas a4 choques nas patas e sacrificadas durante o diestro,
apresentaram alteragdes de sensibilidade que nfio foram encontradas em ratas

estressadas ¢ sacrificadas durante o estro.
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ABSTRACT

This study was performed to analyse the alterations in sensitivity to
catecholamines in right atria isolated (AD) from rats submitted to footshock
stress and sacrificed at estrus or diestrus.

Adult Wistar female rats exhibiting regular 4-day estrous cycles
were submaitted to three footshock sessions at estrus, metestrus and diestrus or at
diestrus, proestrus and estrus. Each rat received during 30 min, 120 electric
shocks (1.0 mA, 1.0 s) at variable intervals of 5 to 25 s. After the last session, the
animals were sacrificed and its right atria set up for isometric recording of
spontaneous beating. Dose-response curves to noradrenaline (NA), adrenaline
{ADR} and soterenol (SO) were obtained before "in vitro" treatment. To analyse
the mechanisms of the alterations in sensitivity one or more of the following "in
vitro" treatment were used: sympathetic denervation, inhibition of the
extraneuronal uptake and neuronal reuptake and blockade of alpha adrenoceptors
and muscarine receptors. Data were compared by using analysis of variance
followed by Scheffé test and student t-test. Differences were considered
significant at p < 0,05,

Right atria from rats submitted to footshock stress and sacrificed at
diestrus compared to those from control rats showed subsensitivity to ADR (pD,
=738 £ 0,09 vs. 6,63 = 0,08), NA (pD,=7.67 £ 0.11 vs. 6.95 + 0,13) and SO
{pD2 = 6.80 £ 0.13 vs. 6.36 £ 0.07). The inhibition of neuronal reuptake canceled
the subsensitivity to NA (pD, = 7.88 + 0.06 vs. 7.73 £ 0.08). After complete "in
vitro" treattnent AD from stressed rats showed subsensitivity to NA (pD, = 8.10
+ 0.11 vs 7.68  0.14) however the subsensitivity to ADR was canceled (pD, =
7.67 + 0.13 vs. 7.49 + 0.08) but returned after addition of butoxamine (pD, =
7.51 £ 0.05 vs. 7.15 & 0.13). Right atria from stressed rats sacrificed at estrus
were also subsensifive to ADR after addition of butoxamine (pD; = 7.59 + 0.05
vs. 7.17 £ 0.07).

These results demonstrat that footshock stress, induces an increase

i the efficiency of the neuronal reuptake process, desensitization of B8,

81



adrenoceptors and increase in By-adrenoceptor-mediated response in right atria
from female rats sacrificed at diestrus. During estrus it seems that those adaptive
responses of the chronotropic control of the heart by catecholamines do not occur

with the exception of the increase in Ry-adrenoceptor-mediated response.
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