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RESUMO

Considerando que tecidos isolados de ratos submetidos a estresse apresentam
alteragbes de sensibilidade as catecolaminas, os objetivos deste trabalho foram
verificar se tecidos isolados de cobaias submetidas aos mesmos protocolos
experimentais também apresentam alteragdes similares. levando-se em conta que a
propor¢do de subtipos de adrenocepiores difere entre atrios direitos das duas
especies.

Nossos resultados mostraram que o estresse por natacdo ou por choque nas
patas induzin alteracBes na sensibilidade aos efeitos cronotropicos  das
catecolaminas. cujas caracteristicas dependem da intensidade do agente esiressor.
Atrios direitos de cobaias e de ratos submetidos a estresse por natagdo apresentaram
supersensibilidade 4 isoprenalina, o que poderia ser causado por reducio na captagdo
extraneuronal do agonista. No entanio. cobaias mostraram subsensibilidade
noradrenalina, apds uma sess3o de natago, o que sO ocorre em ratos apos a terceira
sessao. NOs sugerimos que os mecanismos envolvidos neste processo poderiam ser
similares aqueles descritos em ratos. ou seja. diminuicdo da resposta mediada por
adrenoceptores do subtipo B, e/ou aumento da eficiéncia da captacdo neuronal do
agonista.

Estresse por choques nas patas determinou alteracdes semelhantes em atrios
direitos de ratos e de cobaias, com supersensibilidade a isoprenalina e
subsensibilidade a noradrenalina. sugerindo dessensibilizagdo dos adrenoceptores do
subtipo §,, acompanhado de aumento da participagio do subtipo B, na resposta. A
analise computacional dos dados e o uso de agonista seletivo para o subtipo B> de

adrenoceptores ndo confirmaram esta hipotese.
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ABSTRACT

Considering that isolated tissues of stressed rats show alterations on
sensitivity to catecholamines, the objectives of this work was to verify whether
isolated tissues from guinea-pigs submitted to the same experimental protocols also
show similar alterations.

QOur results show that the swimming or footshock stress induce sensitivity
aiterations of the chronotropic response to catecholamines. which features depend
on the intensity of the stressor agent. Right atria from guinea-pigs and rats submitted
o swimming stress shows supersensitivity to isoproterenol. probably due to a
reduction of the extraneuronal uptake of the agonist. However, atria from guinea-
pigs show subsensitivity to norepinephrine after one swimming session. whereas
atria from rats only shows subsensitivity to noradrenaline after the third swimming
session. We suggest that the mechanisms involved in this process could be similar to
those described in rats, i.e.. increase in the agonist neuronal uptake efficiency.

Footshock stress induced similar alterations in rats and guinea-pigs right
atria; supersensitivity to isoproterenol and subsensitivity to norepinephrine,
suggesting B;-adrenoceptor desensitization and increase in the B,-adrenoceptor
participation in the response. The analysis of data performed by Graph Pad Prism on

the response to TA2005 did not confirm this hvpothesis.
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1. INTRODUCAQ

Sob efeito de agentes agressores externos e/ou intermnos a integridade ou o
equilibrio orgénico podem ser ameagados, colocando em risco a vida do individuo.
Como defesa, o organismo produz uma série de alteracdes metabdlicas e fisiologicas
que permitem. inicialmente, resistir ac agente agressor e, posteriormente, adaptar-se
a sua presenca, quando a agressio € continua ou repetida.

Essas adaptacdes, que mantém a homeostase, sdo provocadas pela atuacdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e foram descritas e denominadas em 1936, por
SELYE. como “Sindrome Geral de Adaptacio™.

SELYE chegou a essa denominagio realizando experimentos que tinham por
objetivo a caracterizagio do efeito de horménios ovarianos. Observou que em ratos
a aplicacdo de doses sucessivas de extratos impuros de horménios ovarianos
produzia hipertrofia da glandula supra-renal, involucio ou atrofia dos 61gdos
linfaticos ¢ ulceragdes da mucosa digestiva. Contudo. quando horménios purificados
foram injetados nesses animais, essas alteragdes anatomopatologicas nio eram
observadas (SELYE. 1936; DUARTE, 1986; SAPOLSKY. 1990).

Os estudos de SELYE passaram entdo a ser realizados com as substincias
que eram utilizadas no preparo dos extratos hormonais. O formol. um desses
produtos, quando injetado nos animais., produziu alteracdes semelhantes as
observadas anteriormente. A utilizagdo de outros agentes, como calor. frio, agentes
biologicos. irradiacdes e exercicios, produziram os mesmos efeitos iniciais
(DUARTE. 1986).

Baseando-se nestas experiéncias, SELYE descreveu a “Sindrome Geral da
Adaptagao”. que se desenvolveria em trés estagios. O primeiro estagio, denominado
“reacdo de alarme™, representaria a resposta inicial do organismo, frente ao agente
estressor, € ocorreria quando o organismo fosse exposto a um estimulo ao qual nio
estivesse adaptado. Esse estagio seria seguido pela fase de resisténcia, se o estimulo

fosse mantido ou repetido, ocorrendo, nessa fase. o desenvolvimento de mecanismos



adaptativos. Se essa adaptagdo ndo ocorresse, o estagio seguinte seria o de exaustiio,
tornando o organismo susceptivel a varios distirbios patologicos (SELYE. 1936;
VAN de KAR et al, 1991).

Inicialmente. a Sindrome Geral de Adaptacio foi descrita como uma reagio
geral e inespecifica (SELYE, 1936). Contudo, a evolucio dos estudos sobre estresse
evidenciou seu carater especifico (MASON, 1968a; MASON. 1968b: KRULICH et
al.. 1974; HENNESSY et al., 1979; HERD, 1981} ¢ a influéncia de caracteristicas
geneticas (MARPLE et al.. 1972), do sexo (LESCOAT et al., 1970: ANISCHENKO
& GUDKOVA. 1992; PARE & REDEIL 1993), da idade (RIEGLE. 1973) e,
principalmente, da percepgfo individual do agente como sendo esiressor, o que
depende de experiéncias prévias vividas pelo animal e da novidade ou
previsibilidade do estimulo (VOGEL & JENSH. 1988; GRIFFIN, 1989).

As respostas do organismo, frente a agentes estressores, envolvem varias
reacOes fisiologicas. Inicialmente, o sistema limbico-mesencefalico, em associagdo
com areas corticais do cérebro. identifica a informacio sensorial e, por transmissio
nervosa, ativa ou inibe o eixo hipotilamo-hipéfise (ELIOT. 1992). promovendo
alteracdes na secre¢do de varios horménios, tais como o hormdnio do crescimento
(KRULICH et al, 1974; SEGGIE & BROWN. 1975: LUGER et al., 1988).
horménio luteinizante (KRULICH et al.. 1974; EUKER et al., 1975), hormoénio
foliculo-estimulante (KRULICH et al.. 1974). prolactina (SEGGIE & BROWN.
1975: EUKER et al.,, 1975; KANT et al.. 1983; BANKY et al., 1994) e tireotropina
(MILLS & CHIR, 1985).

Associados a essas alteragdes hormonais, os niveis plasmaticos aumentados
de ACTH produzem sintese e liberagdo de glicocorticoides pelo coriex da adrenal
(AXELROD & REISINE, 1984). A ativacio do sistema nervoso auidnomo
simpatico e da medula adrenal produzem aumento nos niveis plasmaticos de
noradrenalina e adrenalina (NATELSON et al.. 1981; AXELROD & REISINE.
1984).



As catecolaminas exercem sua agdo por meio de interagdc com receptores
especificos. localizados na membrana plasmatica das células de diferentes tecidos,
modulando intmeras respostas fisiologicas. AHLQUIST (19485 classificou esses
receptores em o e P, com base nas poténcias de varios agonistas. Os adrenoceptores
o foram caracterizados pela seguinte série de poténcias relativas: adrenaling >
noradrenalina >> isoprenalina, enquanto a série de poténeias definida para os
adrenoceptores 3 fol: isoprenalina > adrenalina > noradrenalina (STILES et al.,
1984).

Verificou-se, posteriormente, que esses receptores diferem entre si gquanto a
estrutura, afinidade para agonistas e antagonistas e quanto aos sistemas de segundos
mensageiros ao qual estdo acoplados (BYLUND et al., 1994; STROSBERG, 19935).
Estas diferen¢as permitiram a identificagdo de dois subtipos de adrenoceptores o
(BOYAJIAN & LESLIE, 1987; HAN et al., 1987). Os adrenoceptores o, atuam
modulando os niveis de fosfatidil inositol e o fluxo celular de ions calcio. Os
adrenoceptores oy, através da ativagdo de uma proteina Gj. produzem inibigdo da
adenilil ciclase, com consequente reducio nos niveis intracetulares de AMP ciclico
(FAIN & GARCIA-SAINZ, 1980: LIMBIRD, 1984: HOMCY & GRAHAM, 1985).

Os adrenoceptores § 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 ¢cDNA dos adrenoceptores 8, (FRIELLE et al., 1987). B
(DIXON et al.. 1986) e fB; (EMORINE er al. 1989). Os tés subtipos de
adrenoceptores B atuam através do acumulo de AMP ciclico. como resultado da
ativagdo da enzima adenilil ciclase por uma proteina G, (LEFKOWITZ et al., 1982;
LIMBIRD. 1984; STILES & LEFKOWITZ. 1984; STILES et al.. 1984). O aumento
na concentragdo de AMP ciclico estimula enzimas do tipo quinase A. as quais
desencadelam as respostas fisiologicas subsequentes (BERRIDGE. 1983).

Atualmente. em virtude das semelhangas de diferencas entre os subtipos,



consideram-se trés tipos de adrenoceptores: o, o e B. cada um deles podendo ser
subdividido em tres subtipos (BYLUND et al.. 1698).

Os adrenoceptores § s3o proteinas constituidas de uma Gnica cadeia
polipeptidica que atravessa a membrana plasmatica sete vezes. formando hélices
dentro da membrana. Essas hélices transmembrana tém caracteristica hidrofibica e
ligam-se umas as outras por meio de alcas hidrofilicas exira e intracelulares. A
por¢ao terminal extracelular esta conectada a uma amina glicosilada e a intracelular,
a uma carboxila (DIXON et al.. 1987; STRADER et al.. 1989; JASPER & INSEL.
1992: COLLINS, 1993).

De especial interesse na estrutura dos adrenoceptores sio os locais envolvidos
na liga¢do com agonistas, antagonisias e com a proteina G. As regifes hidrofilicas,
que compbem as algas extra e intracelulares. ndo sdo utilizadas para a ligacdo de
substancias. ¢ que indica que a ligacdo de agonistas e antagonistas aos receptores &
realizada na regifio transmembrana, que é hidrofébica {DIXON et al.. 1987).

Os locais identificados como fundamentais para essa ligacdo sdo dois
residuos de aspartato ¢ dois residuos de serina. Os residuos de aspartato estio
localizados nas segunda (Asp’’) e na terceira (Asp'") hélices transmembrana,
enquanto que os dois residuos de serina estdo localizados na quinta hélice (Ser’™ ¢
Ser’”’. STRADER et al., 1989: TOTA et al. 1991; JASPER & INSEL. 1992:
COLLINS. 1993) da regido transmembrana.

A ligac@o do agonista produz alteracdes conformacionais no recepior,
promovendo a sua interacdo com uma segunda proteina. denominada proteina G
(COLLINS. 1993).

KOBILKA et al. (1988), usande quimeras de adrenoceptores o> e B,
propuseram que a quinta ¢ a sexta hélices da regido transmembrana, juntamente com
a terceira alga citoplasmdtica, seriam as regides responsaveis pelo acoplamento do
receptor ocupado a2 proteina G. Além disso. HAUSDORFF et al. {1950b)
demonstraram que a porgdo carboxila terminal da terceira alca citoplasmatica no

adrenoceptor §, também seria importante no acoplamento do receptor 4 proteina G.




As regibes citoplasméticas dos receptores possuem grande importancia
funcional, pois, além do acoplamento entre o receptor ¢ a proteina G ocorrer nessa
regido, € nela gue ocorrem as reagBes de fosforilacdo do receptor, que constituemn
urm dos mecanismos responsavels pela sua dessensibilizacdo (HAUSDORFF et al..
1990a; LEFKOWITZ et al.. 1990).

A dessensibilizacéo € um estado de diminuigio da resposta celular que ocorre
ap0s a exposi¢do a agonistas, hormoénios 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 ¢ a proteina G, sequestro do receptor ou diminuicio 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 consequéneia da
fosforilagdo do receptor (LOHSE. 1993). Este processo seria devido 3 acdo de
proteinas quinases A (PKA) e C (PKC: HAUSDORFF et al.. 1990a; ZHOU &
FISHMAN., 1991: LOHSE. 1993). e pela agdo de uma proteina quinase especifica
do adrenoceptor  (BARK), que produziria fosforilagio do receptor B-adrenérgico
somente quando ele estivesse ocupado por agonistas (BENOVIC et al.. 1989:
BENOVIC et al., 1991).

A fosforilagio do receptor pela PARK nado produziria alteracdes na
capacidade do receptor em ativar a proteina G. Contudo, a inducio desse processo
aumentaria a afinidade do receptor por outra proteina, denominada B-arrestina, que
ao ligar-se ao receptor, impediria a sua interagdo com a proteina G, produzindo o
fenbmeno de dessensibilizagio (LOHSE et al.. 1990b; LOHSE et al.. 1992).

Os locais de fosforilagdo do receptor pela BARK seriam os residuos de serina
e treonina, localizados no terminal carboxila intracelular. As proteinas quinases A e
C fosforilam o receptor na terceira hélice intracelular e na por¢io proximal do
terminal carboxila (DOHLMAN et al. 1987: HAUSDORFF et al. 1990a;
LEFKOWITZ et al., 1990},



A dessensibilizacdo por sequestro do receptor ¢ um processo  de
desacoplamento fisico, no qual o receptor ¢ deslocado da superficie celular para um
local intracelular, onde ndo pode interagir com agonistas hidrofilicos ou com a
proteina G (HARDEN, 1983; LOHSE. 1993).

O sequestro do receptor e 2 sua fosforilacio pela PKA ou pela BARK sio
mecanismos independentes, pois o blogueio de um desses mecanismos nio afeta os
outros dois. indicando que a fosforilacdo do receptor nfio 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, apds a exposico do tecido a um agonisia.
Contudo. o sequestro do receptor parece exigir um periodo mais longo que a
fosforilagio (HAUSDORFF et al., 1989: LOHSE et al.. 1690a; LOHSE. 1993).

Além dos mecanismos de fosforilagfio e sequestro, a dessensibilizacdo pode
ser produzida pela reduco do numero de receptores. Este ¢ um processo lento, que
dura horas, e que pode ndo se completar antes de vinte e quatro horas de exposi¢io
continua do receptor a um agonista (LOHSE. 1993; COLLINS et al.. 1991). A
redu¢do do numero de receptores pode ser consequéncia de um aumento na sua
degradacdo e/ou da diminuig¢do de sua sintese (LOHSE, 1993: BOUVIER et al..
1989).

Ao contrario da “down-regulation™, a a¢do de antagonistas (HEDBERG et al..
1986) ou hormonios (DAVIES & LEFKOWITZ. 1984; WILLIAMS et al., 1977)
pode produzir aumento no nimero de receptores ativos na membrana, também
denominado de “up-regulation”™. A participacio dos glicocorticoides nesses
processos € um dos exemplos cldssicos.

Em situagBes de estresse, os adrenoceptores sdo ativados pela noradrenalina.
liberada principalmente pelas terminagdes nervosas simpaticas. ¢ pela adrenalina,
liberada pela medula da adrenal. Além disso. ocorre aumento dos niveis plasmaticos
de glicocorticoides e de progesterona, liberados pelo cortex adrenal
(MARCONDES. 1998).




Intimeros autores demonstraram que ocorrem alteracdes na sensibilidade as
catecolaminas em tecidos isolados de ratos submetidos a estresse. As caracteristicas
destas aiteracBes dependem do agente estressor, do paradigma experimental, ¢ do
sexo do animal. Em 4trios direitos isolados de ratos submetidos a uma ou irés
sessGes de natacdo, foi possivel observar alteracdes relacionadas a inibicdo dos
sistemnas de metabolizac3o das catecolaminas (SPADARI et al., 1988) e a zalteracio
na constante de afinidade de antagonistas pelos receptores adrenérgicos (SPADARI
& DE MORAES, 1988). o que sugere alteragdes na estrutura dos adrenoceptores. Os
autores propuseram que ambos 0s mecanismos seriam dependentes do aumento dos
niveis plasmaticos de corticosterona, induzide pela exposicio ac estimulo estressor,
com base na observacdo que a adrenalectomia bilateral impediu o aparecimento de
tais alterages (SPADARI et al.. 1988; SPADARI & DE MORAES. 198%).

Por outro lado, BASSANI & DE MORAES (1988) demonstraram que, em
atrios direitos de ratos submetidos a choques nas patas. ocorria também
subsensibilidade da resposta a agonistas seletivos para adrenoceptores B, as quais
foram atribuidas a alteracdes conformacionais nos adrenoceptores. Mas, além disso
havia aumento da sensibilidade a agonistas ndo seletivos, demonstrando assim a
ocorréncia de aumento da resposta mediada pelo subtipo B.. Posteriormente,
SPADARI-BRATFISCH et al. (1999) confirmaram que, em ratas sacrificadas no
diestro. havia aumento da sensibilidade ao agonista seletivo para adrenoceptores f,.

TAZ2005. o qual era cancelado pelo antagonista seletivo para adrenoceptores [

ICT188551 mas ndo por CGP20712A, um antagonista seletivo para o subtipo B,.

Em fémeas. tanto MARCONDES et al. (1996), utilizando estresse por
nata¢@o, quanto VANDERLEI et al. (1996), que utilizaram estresse por choque nas
patas. observaram que, apds trés sessdes de estresse, quando as ratas eram
sacrificadas em diestro. o tecido atrial apresentou alteracdes de sensibilidade
semelhantes aquelas descritas em machos. Contudo. quando o sacrificio ocorreu em
estro, ndo foram observadas alteracdes de sensibilidade, neste tecido. as

catecolaminas. Os autores concluiram que as alteracbes de sensibilidade do tecido
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atrial, observadas em ratas submetidas a estresse por natagdo ou choque nas patas,
530 dependentes das fases do ciclo estral. além de confirmarem que tais alteracdes
ocorrem  na vigéncia de niveis plasmaticos elevados de corticosterona
(MARCONDES. 1995: MARCONDES, 1998).

Varios ouftros autores também relataram alteragdes de sensibilidade
adrenérgica em tecidos isolados de animais submetidos a estresse por irio. resiricio
alimentar. exercicio fisico, imobilizacdo. natagdo ou choque nas patas
(U'PRICHARD & KVETNANSKY. 1980; NOMURA et al., 1981; BASSANI &
DE MORAES. 1987 a. b: SPADARI & DE MORAES. 1988).

Em atrios direitos isolados de ratos, a populagio de adrenoceptores mediando
a 1€sposta cronotropica as catecolaminas ¢ formada principalmente pelo subtipo 3
enquanto que o subtipo B; contribui com apenas uma pequena propor¢éo da resposta
a adrenalina (KAUMANN, 1986).

Em atrio de cobaia, por outro lado, estudos funcionais (VOSS et al., 1992;
VOSS et al., 1994) ¢ de “binding” de compostos radioativos {(JOHANSSON &
PERSSON. 1983; O'DONNELL & WANSTALL et al., 1985: MOLENAAR &
SUMMERS. 1987) indicam que ambos os subtipos contribuem para a resposta
cronotropica as catecolaminas. Embora o principal subtipo também seja o
adrenoceptor 8. esta resposta também pode ser eliciada pela estimulagdo de
adrenoceptores ;. Os  subtipos estariam presentes na proporgdo de 753% e 23%,
respectivamente (MOLENAAR & SUMMERS, 1987).

Um estudo realizado por MOLENAAR et al. (1987) mapeou a distribuicio
dos subtipos de adrenoceptores em coracio de cobaia e confirmou a presenca de
adrenoceptores B e B, neste 6rgdo, com predominancia do subtipo §;.

Neste contexto, este trabaltho teve o objetivo de verificar se os paradigmas de
estresse empregados anteriormente. e que causaram alteracdes de sensibilidade da
resposta as catecolaminas em tecidos isolados de ratos, causariam alteracdes
semelhantes em é&trios direitos de cobaias. levando-se em conta as diferencas na

proporgao de adrenoceptores entre as duas espécies apontadas acima.




2. OBJETIVOS

1 - Estudar a sensibilidade aos efeitos cronotrépicos das catecolaminas de
atrios direitos isolados de cobaias {Cavia porceilus) machos submetidos 2 diferentes
condi¢des de estresse:

2 - analisar o efeito do TA2005 (agonista seletivo de adrenoceptores §,)
sobre ¢s atrios direitos desses animais:

3 - analisar o antagonismo dos efeitos do TA2005 por antagonistas
compelitivos ¢ seletivos para os subtipos de adrenoceptores B, (CGP20712A) ou B,
(ICT118.551 ) e

4 - comparar os resultados obtidos no presente trabalho, com agqueles

relatados em atrios direitos de ratos submetidos a condicdes semethantes.



3. MATERIAL F METODOS

3.1, ANIMAIS

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) adultos. machos, pesando entre
400 e 500 gramas, que foram gentilmenie doados pelo Laboratdrio de Referéncia
Animal - LARA. do Ministério da Agricultura. Os animais foram alojados em
grupos de cinco. em caixas de polietileno (100x70x70cm). com ciclo de 12 horas de
claro/ 12 horas de escuro. sendo as luzes acesas as 630 h. Agua e racdo
Nutricobaia® {(Purina) para cobaias foram oferecidas “ad libitum™. sendo que & dgua
de beber foi adicionado o suplemento alimentar Vitagold® (Tortuga S.A.), a
concentragdo de 2 ml/L, a fim de garantir o fornecimento de vitamina C aos
animais.

Os animais foram tratados de acordo com os principios para uso de animais

em pesquisa e educagdo aceitos internacionalmente.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

3.2.1. Controle.

Os animais do grupo controle ndo sofreram nenhum tipo de manipulacéo,
com excecdo daquelas necessarias para a sua manutengdo. Apos pelo menos uma
semana de permanéncia no biotério, esses animais foram sacrificados por concussac
cerebral e imediata sec¢do dos vasos cervicais e da medula espinhal, e seus atrios

direitos isolados para analise de sensibilidade a agonistas de receptores B.

3.2.2. Estresse Gnico, por natacio.
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Os animais deste grupo foram submetidos a uma sessio de natacdo. sendo
para iss0 colocados individualmente em um tanque de cimento medindo 100x80x8&0
cm, contendo agua aquecida a 35°C +/- 1°C, a uma profundidade de 35 cm. A
sessdo teve duragdo de 50 minutos. Imediatamente apés terem sido retirados do
tanque de natagdc os animais foram sacrificados da mesma forma que no grupo

controle.

3.2.3. Estresse repetido, por natacio.

Os animais deste grupo foram submetidos a trés sessdes de natacio, em dias
consecutivos. com duragdo de 5. 15 e 30 minutos. respectivamente, sendo que apds a
Gluma sessdc os mesmos foram sacrificados da mesma forma que no grupo

controle.

3.2.4. Estresse repetido, por choque nas patas.

Os animais deste grupo foram submetidos a trés sessdes de choques nas patas, em
dias consecutivos, sendo que apds a {iltima sessdo os mesmos foram sacrificados da
mesma forma que no grupo controle. A duracdo de cada sessio foi de 5. 15 e 30
Minutos em um primeiro protocolo e trés sessdes de 30 minutos cada, em outro. A
sessd0 de choque foi aplicada em uma camara de acrilico com 26 cm de
comprimento, 21 cm de largura ¢ 26 cm de altura, sendo sua base constituida de
barras de metal com 0.3 ¢m de didmetro, com espacamento de | cm entre elas, por
onde o choque elétrico era aplicado. A corrente foi controlada por sistema
computadorizado construido no Departamenio de Engenharia Biomédica da
Universidade Estadual de Campinas. Cada animal recebeu 120 choques com
intensidade de 1.0 mA e duragdo de um segundo. Os pulsos foram separados por

intervalos randomizados variando de 5 a 25 segundos. com intervalo médio de 15

segundos (HOFFMAN & FLESHLER, 1962).
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3.3. ISOLAMENTO DO ATRIO DIREITO

As sessOes de estresse ocorreram sempre entre 7:30 e 11:00 h. O coragio foi
rapidamente removido, o atrio direito foi excisado, assegurando-se que o nodo
sinoatrial permanecesse intacto, e preparado para registro isométrico das contragdes
espontaneas. sob tensdo diastolica de 0.5 gf. em uma cuba para Orgdo isolado,
contendo 40 mL de solu¢iio de Krebs-Henseleit. com a seguinte composicio
quimica. em mM: NaCl. 115,0; KCI. 4.6; CaCl, 2H,0. 2.5; KH,PO,, 1.2: MgS04
7H,O. 2.5: NaHCO., 25.0; glicose, 11.0; acido ascorbico 0.1 1. piruvato de Na, 2.0:
CaEDTA. 0.5 (MOLENAR & SUMMERS, 1987).

O liquido de incubacdo foi mantido a 36.5 +/- 0.1°C com auxilio de
uma bomba de perfusio, e saturado com 95%09 - 5%CO, (pH = 7.4).

Para registro das contragdes espontineas o tecido foi conectado a um
transdutor isométrico de tensdo (Narco Biosystem. F-60). o qual encontrava-se
conectado a um poligrafo Narco Biosystem, modelo Narcotrace, de 4 canais.

As preparacdes foram incubadas até a obtencdo de uma frequéncia
estavel de batimentos espontdneos. Cerca de 15% dos 4trios, em cada grupo
experimental, que apresentaram irregularidades ritmicas ou gque ndo estabilizaram
sua frequéncia apos 60 minutos de incubacio, foram descartados. Durante o periodo

de estabilizagdo o liquido de incubacio foi substituido em intervalos de 15 minutos.
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34. ANALISE DE SENSIBILIDADE A AGONISTAS B
ADRENERGICOS

Foram obtidas curvas concentragdo/efeito 4 adrenalina, noradrenalina,
isoproterencl e TA2005. nas quais analisamos o efeito cronotropico dessas
drogas nos atrios direitos. Para a obtencio destas curvas foi utilizado o
metode cumulative (VAN ROSSUM, 1963). O efeito maxime foi determinado
quando tré€s concentra¢des sucessivas ¢ crescentes do agonista ndo alteraram a
resposta obtida com a concentracdo imediatamente anterior.

A sensibilidade do 4trio direito aos agonmistas foi avaliada pela
determina¢@0 do valor pD,. Este corresponde ao logaritmo negativo da
concentracdo molar do agonista que determina um efeito correspondente a
50% do efeito maximo, em experimentos individuais. Os valores pD, foram
expressos como medias aritméticas, com seus respectivos erro padrio da
meédia. As variagdes de sensibilidade foram estimadas pelos quocientes dos
valores pD,.

Nos experimentos realizados na presenca dos antagonistas ICI118.551 e
CGP20712A, estes foram adicionados as cubas onde os atrios se encontravam apos
a estabilizagdo da frequéncia de batimentos espontineos. sendo deixados atuando
durante uma hora. apds o que inciaram-se as curvas concentracdo/efeito aos

agonistas, sem a troca das solugdes presentes nas cubas.

3.5. FARMACOS E SOLUCOES

Para a solugdo de Krebs-Henseleit foram utilizados sais de padrio analitico

(A.C.S.)) e dgua desionizada.
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Os farmacos utilizados foram (-) adrenalina. (-} 1soprenalina e (-)
noradrenalina, adquiridos da Sigma Chemical Co.: CGP20712A (CoaHaoFsN4OS) e
ICIT18.531  (C;HyNO, HCH  foram adquiridos da Research BRiochemicals
International (RBI). O TA2005 foi gentilmente cedido pelo Dr. L. A. Barker.

As solugOes-estoque foram preparadas em solucio aquosa de acido ascorbico
a 2% e armazenadas a -20°C. por uma semana. As diluigdes foram feitas em
solugdo de Krebs-Henseleit imediatamente antes do uso. sendo descartadas em

seguida.

5.1. TA2008

O TA2005 ¢ um componente relativamente novo, com potente acgio
broncodilatadora, que apresenta uma forte ligacdo com o adrenoceptor (,. As bases
moleculares envolvidas na ligacdo do TA2005 ao adrenoceptor B, parecem ser
diferentes daquelas observadas na isoprenalina, sendo provavel que o mecanismo de
ativacdo seja diferente (VOSS et al., 1992).

A seguir, a formula estrutural do TA2005 {Cy1HsN>O,CH.

HsC, o L
D:TA\N /K// i
[l H
r_,’;’::\\ifﬂ ;
|

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados empregando-se o teste “t” de
Student ou analise de varidncia. seguido do teste de Scheffé (ZAR., 1984),

utilizando o programa Systat, (Svstat. Inc.). As analises de regressao linear, ndo
14




linear, os graficos e os ciiculos mateméticos foram feitos com o auxilic do

programa GraphPad Prism (GraphPad Software. Inc.).
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4. RESULTADOS

Os resuliados referentes a cada tipo de eswesse serfio apresentados e
comentados separadamente, analisando as respostas maximas e valores pD, dos
agonistas. considerados como sendo indicativos da sensibilidade dos tecidos.

Em cada experimenio obtivemos curvas concentracio/efeito aos agonistas de
adrenoceptores. sendo que as variagdes de sensibilidade foram determinadas
considerando-se os deslocamentos horizontais das mesmas.

Nas figuras a seguir o eixo das ordenadas apresenta as alteracbes de
frequéncia de batimentos em resposta as diferentes doses do agonista. O eixo das
abcissas representa as doses do agonista. expressas em logaritmo negativo da
concentracdo molar.

Nenhum dos procedimentos induziu alteragdes na frequéncia de batimentos

espontaneos dos atrios direitos isolados de cobaias.

4.1. Estresse Unico, por Natacdo

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos em experimentos com isoprenalina
como agonista. Podemos observar a ocorréncia de supersensibilidade ao agonista em
atrios direitos dos animais submetidos a condigéo estressora, quando comparados
com o0 grupo controle, com a curva concentracfo/efeitc apresentando um
deslocamento paralelo 2 esquerda. de 2.3 vezes. Nesse protocolo experimental a
resposta maxima dos atrios ao agonista de adrenoceptores § ndo se alterou. A figura

I 1lustra esses resultados.
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Tabela 1: Efeito da isoprenalina em atrios direitos isolados de cobaias

controles ¢ submetidas a estresse por natacdo (sessdo unica de 50 minutos de
duracdo).

n®  Freguéncia Inicial o Resposta Maxima ° pD, >°
(bat/min) (bat/min)
Controle 6 170+ 3 138+9 808 0,10
Natacdo 5 178+ 8 48+ 12 8,45 £ 0,04%

a - namero de experimentos em cada grupo

b - valores medios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritme negativo da concentracdio molar do agonista que produz 50% da resposta
maxima

* - diferenga estatisticamente significativa em relagiio ac controle; p<0.03. teste “t” de
Student

200+
475 - —A— natagao 50 min (n=5)

— - Controle (n=6)

150

Efeito (bat/min)
)
<

o = >

oo

< (&) [
i 1 1

25

11 10 9 8 7 &
-log [ISO} M

Figura 1. Curvas concentragfo/efeito 4 isoprenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a sess#o unica de natagdo de 50 minutos de duragdo.
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Na Tabela 2 podemos observar a ocorréncia de subsensibilidade a
noradrenalina em atrios direitos de cobaias submetidas 2 condicdo estressora,
quando comparados com o grupo controle, nfio apresentando diferenca na resposta
maxima ao agonista seletivo de adrenoceptores [B,. enquanto observamos um
deslocamento a4 direita de 8.5 vezes (Figura 2). Fniretanto. nio houve alteracao
estatisticamente significativa de sensibilidade para a adrenalina (Tabela 3. Figura 3).
uma Vez que tanio a resposta maxima gquanto o valor pD, deste agonista de
adrenoceptores nfio apresentaram diferencas estatisticamente significantes em

relagdo ac controle.

4.2. Estresse Repetide, por Natacio.

Na Tabela 4 podemos observar que n&o ocorreu nenhuma alteragio de
sensibilidade & isoprenalina em dtrios direitos isolados de cobaias submetidas a trés
sessdes de natagdo, quando comparados com o grupo controle (Figura 4). Entretanto,
houve subsensibilidade & noradrenalina em atrios direitos de cobaias submetidas ao
estresse, quando comparados com o grupo controle, com um deslocamento 2 direita
de 11 vezes nas curvas concentracdo/efeito (Figura 5 ¢ Tabela 3). Nesses dois
protocolos também ndo encontramos diferencas significativas nas respostas

maximas dos atrios aos agonistas de adrenoceptores.
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Tabela 2: Efeito da noradrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a estresse por natacfio (sessdc Unica de 30 minutos de
duracio).

n* Frequéncia Inicial®  Resposta Maxima ° pD, ¢
(bat/min) (bat/min)
Controle 7 176 £ 6 1305 7.28+£06,17
Nataciio 6 2009 14347 6.35 4+ 0,18%

a - nimero de experimentos em cada grupo

b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentragio molar do agonista que produz 30% da resposta
maxima

* - diferenca estatisticamente significativa em relacio ao controle: p<G,05, teste 17 de
Student

1757

150 —A— natagao 50 min (n=6)

—— controle {n=7)

Efeito (bat/min)

-log [NOR] M

Figura 2: Curvas concentragio/efeito & noradrenalina em 4trios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a sessio tnica de natagio de 50 minutos de duracfo.
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Tabela 3: Efeito da adrenalina em 4dtrios direitos isolados de cobaias controle
¢ submetidas a esiresse por natacio (sessfo Gnica de 50 minutos de duragido).

n*  Frequéncia Inicial©  Resposta Maxima pD, >°
{bat/min) {bat/min)
Controle 7 167+ 2 13727 6,52 + 0,08
Natachio 6 1929 145+ 10 6.49 £ 0.14

a - numero de experimentos erm cada grupe

b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentracio molar do agonista que produz 50% da resposta
maxima

175+

—— Natagio 50 min {n=56)

150 4 g controle (n=7)

125 +

ey

o

]
i

Efeito (bat/min)
-..\3
(1]

h
fan]
1

-log [ADR] M

Figura 3: Curvas concentragdo/efeito & adrenalina em atrios direitos isclados de cobaias
controle e submetidas a sesso tnica de natacdo de 50 minutos de duragéio.
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Tabela 4:  Efeito da isoprenalina em éatrios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a estresse por natac@o (5. 15 e 30 minutos de duracio).

n*  Frequéncia Inicial ° Resposta Maxima = PD, ™°
(bat/min) {bat/min}
Controle 6 170+ 3 138+90 .08 +0.10
MNatacio 6 180+ 7 135z 12 B.14 £ 0,10

a - namerc de experimentos
b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentragdo molar de agonista que produz 50% da resposta
maxima

200 -

—ge N212CA0 5,18 € 30 min {n=6)
1756 -

—-e CORMrole (n=6)

150 -

Juy

[

[#3]
i

Efeito (bat/min)
< O
w o
1 I

o
o
i

N
w0
i

-log [ISO] M

Figura 4. Curvas concentrac@o/efeito a isoprenalina em 4trios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a trés sessGes de natacfic com 3. 15 e 30 minutos de duracéo.
aplicadas em dias consecutivos.
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Tabela 3: Efeito da noradrenalina em 4trios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a estresse por natagdo (3. 15 e 30 minutos de duracio).

n"  Frequéncis Imicial°  Resposta Méxima ph, &*
{(bat/min) {bat/min)
Controle 7 176 £ 6 136+ 3 728 £0.17
Natacio 7 176 = 7 136+ & 6.24 + (.10%

a - nimero de experimentos

b - valores medios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentragio molar do agonista gue produz 50% da resposta
maxima

* - diferenca estatisticamente significativa em relagio ao controle: p<0.03, teste “t” de
Student

i

175 e N21EC30 5,15 & 30 min (n=7)

—g3— Controle (n=7)

150 -+

I

125

Efeito (bat/min)
~4 O
n [on)
i }

Ch
<
i

[\
t
H

-log [NOR] M

Figura 5: Curvas concentragio/efeito a noradrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a trés sessdes de natacdo com 3. 15 e 30 minutos de duracio,
aplicadas em dias consecutivos.
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A Tabela 6 mostra os resultados obtidos em experimentos com adrenalina
como agonista ¢ podemos observar que ndo ocorreu nenhuma alteragdo significativa
de sensibilidade em atrios direitos isolados de cobaias submetidas a trés sessdes de

natacio, quando comparados com o grupo controle. A Figura 6 jlusira esses

resultados.

Tabela 6: Efeito da adrenalina em atrios direitos isolados de cobaias controle
¢ submetidas a estresse por natagdo (5. 15 e 30 minutos de duracdo).

n®  Freguéncia Inicial ° Resposta Mixima ° PD, ¢
(bat/min) {bat/min}
Controle 7 167+2 1377 6,52 + .08
Natacdo 7 173 £6 13316 6.46 + 0,16

a - numero de experimentos
b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrio das médias
¢ - loganitmo negativo da concentragio molar do agonista que produz 50% da resposta
méaxima

175
—— natacado 5,15 e 30 min (n=7)

150 - —— controle (n=7)

Efeito (bat/min)
w
(45}

50 -

25 -

-log [ADR] M

Figura 6: Curvas concentragio/efeito & adrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a trés sessdes de natagdo com 5. 13 e 30 minutos de duracfio,
aplicadas em dias consecutivos.
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4.3. Estresse Repetido, por Choques nas Patas.

Atrios direitos isolados de cobaias submetidas a estresse repetido por choques
nas patas apresentaram supersensibilidade a isoprenalina, independente da duracio
de cada sessdo, sendo gque no grupo gque foi submetido a sessdes de 5. 15 e 30
minutes ocorreu um deslocamento 4 esquerda, da curva concentragao/efeito a
isoprenalina da ordem de 8.7 vezes. enquanto que em atrios de cobaias submetidas a
trés sessbes de trinta minutos cada. o deslocamento foi de 5.8 vezes. quando
comparado com o grupo conuwole (Figura 7 e Tabela 7). A diferenca de
deslocamento das curvas concentracio/efeito entre os dois grupos de animais
estressados ndo fol significativa. Também ndo houve alteragdo nos valores de
resposta maxima & isoprenalina (p > 0,05; Tabela 7).

Quando o agonista utilizado foi a noradrenalina observamos subsensibilidade
nos dois grupos, sendo que no grupo submetido a sessdes de 5. 15 e 30 minutos
ocorreu um deslocamento a direita da curva concentracio/efeito de 7.4 vezes e no
grupo submetido a trés sessdes de trinta minutos o desiocamento foi de 5.6 vezes,
quando comparados com o grupo controle (Figura & ¢ Tabela 8). novamente sem
ocorrer diferen¢a entre 0s grupos submetidos a estresse. Também ndo houve
alteracfio na resposta maxima.

Os resultados obtidos em experimentos com adrenalina como agonista
mostraram que ndo houve qualquer alteracio de sensibilidade em atrios direitos de
cobaias submetidas a condigdo estressora, em nenhum dos dois grupos estudados
quando comparados com o grupo controle. Os resultados encontram-se eXPressos na

Tabela 9 e na Figura 9,




Tabela 7. Efeito da isoprenalina em 4trios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a estresse repetido por choque nas patas.

n*  Frequéncia Inicial®  Resposta Mixima ° pD, "¢
(bat/min) {(bat/min)
Controle 6 170 + 3 138 +£9 8,08 + 0,10
Chegue 5 186+ 14 110+ 8 9.02 = 0.30%*
5, 15, 30
Choque 6 205+ 12 110+ 12 8.84 + 0.20%
30, 30, 30

a - niumero de experimentos

b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista que produz 50% da resposta
maxima

* - diferenca estatisticamente significativa em relacio ao controle; p<0,05, ANOVA e teste
de Scheffé

200 - .
——fe— Chogue 5,15 e 30 min (n=5)

175 - -5z— chogue 3x30 min (n=z6)

—{}— controie (n=6)

Efeito (bat/min)
@ N o N o
o o O 4 o

I
[8;]
5

-log [ISO] M

Figura 7: Curvas concentragdo/efeito a isoprenalina em étrios direitos isolados de cobaias
controle, submetidas a trés sessGes de choques nas patas com 5. 15 e 30 minutos de duracio
e a trés sessbes de choques nas patas de 30 minutos de duragdo cada. aplicadas em dias
consecutivos.
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Tabela &: Efeito da noradrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a estresse repetido por choque nas patas.

n*  Frequéncia Imicial °  Resposta Maxima © phy, *°
{bat/min) {bat/min}
Controle 7 176 £ 6 13045 728 +£0.17
Cheque 5 186 + 10 120+ 13 6.41+0,10%
5,18, 30
Chogue 6 175+8 142+£3 6,53 £ 0,10%
30, 30, 3¢

a - ndmero de experimentos

b - valores médios seguidos dos respectivos erros padrdo das médias

¢ - logaritmo negativo da concentra¢io molar do agonista que produz 50% da resposta
maxima

* - diferenca estatisticamente significativa em relagio a0 controle; p<0.05. ANOVA ¢ teste
de Scheffe

o choque 5,15 e 30 min (n=5)

~5— choque 3x30 min (n=6)

125 1 e — controie (n=7)

b

(o»

L)
1

Efeito (bat/min)
o

50 -
25
G_
o 9 8 7 6 5 4
-log [NOR] M

Figura 8: Curvas concentracdo/efeito 4 noradrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle, submetidas a trés sessdes de choques nas patas com 3. 15 e 30 minutos de duracdo
¢ a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de duracio cada. aplicadas em dias
ConSecutives.
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Tabela 9: Efeito da adrenalina em atrios direitos isolados de cobaias controle
¢ submetidas a estresse repetido por choque nas patas.

1"  Frequéncia Imicial©  Resposta Maxima ° pD, ¢
{bat/min) {(bat/min}
Coatrole 7 1672 137+ 7 6,52 £ 0,08
Cheque & 170+ 10 11527 6.44 = 0,10
5, 158, 3¢
Chogue 6 203 = 10 HN7+10 6,77 £ 0,07
30, 30, 30

a - nimerc de experimenios
b - valores medios seguidos dos respectivos erros padrio das médias

¢ - logaritmo negativo da concentragio molar do agonista que produz 50% da resposta
maxima

175 -
—fe Chiogue 5,15 e 30 min (n=6)
150 - —sz— chogue 3x30 min (n=6)

—1— controle (n=7)

)

b ke

[ P

o (&2
| I

Efeito (bat/min
~J
h

25 -

-log [ADR] M

Figura 9: Curvas concentragdo/efeito & adrenalina em atrios direitos isolados de cobaias
controle, submetidas a trés sessdes de choques nas patas com 5, 15 e 30 minutos de duragio

e a rés sessdes de choque nas patas de 30 minutos de duracio cada, aplicadas em dias
consecutivos.




Estes resultados indicam que as alteragdes de sensibilidade aos agonistas de
adrenoceptores  observadas em atrios direitos de cobaias sdo similares aquelas
demonstradas em dtrios direitos de ratos (BASSANI & DE MORAES, 1988
NOURANI et al, 1992) e de ratas sacrificadas durante o diestro {VANDERLE! et al,
1996), e sugerem que. como nagueles tecidos. neste também ocorre
dessensibilizacdo da resposta mediada por adrenoceptores B, e aumento da resposta
a agonistas nfo seletivos B, - B, o que poderia ser decorrente de aumentc da
participagio de adrenoceptores f3, nesta resposta. Para testar tal hipotese, obtivemos
curvas concentracdo/efeito ao composto TA2005, um agonista seletivo para
adrenoceptores [5;, em concentragBes situadas na faixa nanomolar, mas que afiva
tambem adrenocepiores B em concentracdes micromolares. Em 4trios direitos de
cobaias controle o composto TA20035 causou efeito cronotrépico positivo (Figuras
10 e 11). com o limiar ocorrendo na concentracio de 3 nM. O efeito maximo foi
obtido com a concentragdo de 1 uM, e foi igual a 107 + 13 bat/min, que corresponde
a 78% do efeito méximo da isoprenalina (p<0.03; Tabela 10).

A curva concentragdo/efeito ao composto TA2005 em atrios direitos de
cobaias controles foi submetida 4 analise pelo programa “Prism Graph Pad”, para
verificar se os dados se ajustavam melhor ao modelo que identifica a interacdo do
agonista com um ou com dois sitios de ligacio. Os dados desta analise sio
apresentados na Tabela 11. Os valores obtidos para a soma de quadrados, Sv.x ¢
coeficiente de correlagdo sdo semelhantes em ambos os modelos, o que torna a
analise inconclusiva, embora 0 programa aponte a equagio que descreve a interacio
do agonista com um sitio ligante, a que melhor se ajusta aos dados (Tabela 11). De
fato, os valores obtidos com a equacio para dois sitios sio absurdos do ponto de
vista farmacoldgico. pois reportam valores negativos. Em sendo aceito o modelo de
interagdo do agonista com um sitio ligante, o valor pD, do TA2005 seria igual a 8,34
1 0.20 (EC50 = 4,54 (1.57 — 7.51) nM) (Tabela 10). Curvas concentracio/efeito ao

TAZ005 na presenca de antagonisias seletivos para os subtipos B, ou B, de
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adrenoceptores foram obtidas ¢ submetidas & analise. Na Figura 10 podemos
observar que a curva concentracdo/efeito ao TA20035 em atrios direitos de cobaias
coniroles. obtida na presenca de ICI118.551. foi deslocada para a direita cerca de
17.4 vezes, a0 nivel do pD», sem diminuicio da resposta méaxima, indicando que o
efeito do agonista seria mediado parcialmente por adrenoceptores B, ¢ confirmando
que. em concentraghes mais altas, o agonista perde sua seletividade (Figura 10).

A aplicaggo do modelo matematico para andlise dos dados (Tabela 12}
demonstrou que, na presenca de ICI118.551, que blogueia adrenoceptores B, a
resposta seria mediada por uma populagio homogénea de adrenoceptores B, cuja
resposta maxima corresponde a 123 = 10 bat/min {Tabela 10). Esta ndo difere
estatisticamente da resposta méxima ao agonista obtida na auséncia do antagonista
(107 = 13 bat/min). O valor pD, obtido para o TA2005 interagindo com os
adrenoceptores B, corresponderia a 6,01 + 0.09.

Quando a curva concentracdo/efeito ao TA2005 foi obtida na presenca de
CGP20712A (Figura 11), a porgdo inicial da curva concentragdo/efeito, na faixa de
concentra¢do do agonista entre 0,1 e 30 nM., ndo sofreu deslocamento significativo.
Entretanto, a partir da concentrag@o de 50 nM do agonista, houve deslocamento 2
direita da curva concentracao/efeito, com reducio da resposta maxima, evidenciando
a caracteristica de agonista parcial do composto TA2005, quando interage com
adrenoceptores B, (Tabela 10). Esta curva concentragdo/efeito obtida na presenca de
CGP20712A se ajusta melhor ao modelo de dois sitios (Tabela 13). sendo os efeitos
maximos da intera¢do com o sitio de alta afinidade igual a 49 + 5 bat/min e aquele
correspondente a interagdo com o sitio de baixa afinidade igual a 30 + 7 bat/min. O
efeito maximo conjunto igual a 77 = 3 bat/min, que corresponde a 56% do efeito
maximo da isoprenalina. Os valores ECsy do TA2003 foram iguais a 3,1 (0,03 -
6.23) nM e 2.81 (-0.32 - 8.79) uM (pD, = 8.51 ¢ 6.53. respectivamente) para o
TAZ2005 interagindo com adrenoceptores B, e B. respectivamente. Estes resultados

permitern concluir que em atrios direitos de cobaias controle, a populacdo de
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adrenoceptores  mediando o  efeito  cronotrdpico  das  catecolaminas &
predominaniemenie B, ¢ que a participacio de adrenoceptores B, ¢ realmente de
pequena magnitude.

Na Figura 12 € possivel comparar as curvas concentragdo/efeito ao TAZ005
em atrios direitos de cobaias controles e de cobaias submetidas a estresse por
choques nas patas. Embora ndc haja diferenca estatisticamente significativa dos
valores pD, ¢ de efeito maximo do TA2003 entre os grupos. & possivel verificar que
0 esiresse acentua a caracteristica bifasica da curva.

Os resultados da andlise computacional apontam a equacdo gque descreve
intera¢do do agonista com dois sitios ligantes como a que melhor representa os
resultados. pois os menores valores para soma de quadrados e Sv.x sdo agueles
obtidos com a equac@o que descreve interacdo com dois sitios. Além disso, esta
apresenta melhor coeficiente de correlacio (Tabela 11).

O ICT118.551 desloca as curvas concentracio/efeito ac TA2005 em atrios
direitos de cobaias submetidas a choque nas patas cerca de 7.9 vezes. ao nivel do
pD;. enquantc que nas curvas concentracio/efeito obtidas em atrios direitos de
animais conirole o deslocamento foi de 17.4 vezes. sem diminuir a resposta maxima
ao agonista (Figuras 13 ¢ 15, Tabela 10). O programa computacional aponta para um
sitio de interag@o com o TA2005, na presenca de ICI118.551 (Tabela 12). Este sitio
seria o adrenoceptor B;. Por outro lado, a curva concentracio/efeito ao TA2005 na
presenga de CGP20712A (Figuras 14 e 16), em atrios direitos de cobaias submetidas
a choques nas patas ¢ melhor descrita pela equagéo para dois sitios ligantes (Tabela
13). A curva concentracdo/efeito € bifdsica ¢ em nenhuma das partes da curva a
resposta maxima ¢ atingida, evidenciando que provavelmente ocorre diminui¢do da
resposta mediada por adrenoceptores B, € B;. Além disso. o deslocamento causado
nas curvas dose resposta ao TA2003 pelo ICI118.551 ¢ maior em atrios direitos de
cobaias controle do gue em cobaias submetidas a estresse. Como a ECsq do sitio de

baixa afinidade {(adrenoceptores [B;) ndo estd alterada, esia diminuigio de
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sensibilidade parece ser devida 4 diminui¢do da resposta mediada pelo sitio de alta

afinidade. o adrenoceptor B, (Tabela 10).
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1507  _o controte (n=7)

—pe— controie + 1G] 118,551 {n=4)

125+

Efeito (bat/min)
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- log [TA2005] M

Figura 10: Curvas concentragio/efeito a0 TA2005 em atrios direitos isolados de cobaias
controle. na presenca € na auséncia do antagonista [C1118.351. na concentragio 50 nM.

150

—1— conirole (n=7}

125 —f— Conirole + CGP 20712A (n=3)

1 i ! T 1

10 9 8 7 6 5 4 3
- log [TA2005] M

o

Figura 11: Curvas concentracio/efeito ao TA2005 em drrios direitos isolados de cobaias
controle, na presen¢a ¢ na auséncia do antagonista CGP20712A. na concentracio 10 nM.,

34



ge

SOIPPW SOIO[EA -
odnid epes wo sopuouniadxd ap oJownu - ¢

® ogdenby B;_ms__‘_‘

62€6'0 62€6'0 -
06201 0S.401 SOPEIPENY) 3P BUWOG
LS'Th 6E'Cl xAg

o{9} 0gXg enboyy

° oedenb3 loy|ap

88v6'0 6.¥6°0 e
0024 NAY SOpEIPEND 8p ewog

6L'C) 29'2) X'Ag

(P} 8josjucH

(SONIS slog LONIS wn

16591 11D mstuodeiue op eduosord vu ‘seied seu sonboyo ap s50ss08 sa0)
B SOPHOWGNS N0 2[OJUOY SBIBGOD WO ‘COOT Y L OB 019J3/0BIRIUIOUD SRAIND Sep [ruoldeindwiod osIjeuy (7] Boqe |



ot

SOIPPW SAUO[BA - ¢
odna@ epes wa sojusumiadxe ap olowinu - v

® oedenb3 Joylepy
LLE8'0 7192'0 e
451 98€6 sopeipeny ep ewog
l2a'l} 2021 x Ag
, A€} 0€xg anboyg

® oedenb3 Joyjop
68E8'0 €090 -
peLG 69/ SOpeIPEND 9P BWOSG
L'zl \. LE'Y x'Ag

€) ajonuog

4S50S stog gORIS uin

VZILOTIDD wistuodeiue op eduesaxd vu ‘seed seu sonboyo op sa0ssas son
B SOPHOWGNS NO 3j00IH0D SBIRGOD WO "COOTY L, 08 01J9,085R1Ua0U0D SeAIND sep [ruotdeindwod asijpuy 1] voqe |




125 4 —o— controle (n=7)
— choque 3x30 min (n=5)

100

BN
it
3

Efeito (bat/min)
U1
S

N
(&3
1

-log [TA2005] M

Figura 12: Curvas concentragio/efeito ao TA2003 em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de dura¢io cada,
aplicadas em dias consecutivos.
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Figura 13: Curvas concentragio/efeito ao TA2005 em atrios direitos isolados de cobaias
controle e submetidas a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de duraciio cada,
aplicadas em dias consecutivos, na presenga e na auséncia do antagenista ICT 118,551 na
concentracdo 30 nM.

1809 —— 1A 2005 Controie (n=7)
—{— choque 3x30 min {n=5)
1254 —A— choque 3x30 + CGP 207124 (n=3)

100 5

Efeito (bat/min)
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11 10 9 8 T‘f' 5] 5 4 3
- log [TA2005] M

Figura 14: Curvas concentragdo/efeito ao TA2005 em atrios direitos isolados de cobaias
controle ¢ submetidas a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de durago cada,

aplicadas em dias consecutivos, na presen¢a € na auséncia do antagonista CGP 20712A.
na concentracao 10 nM.
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Figura 153: Curvas concentracdo/efeito ao TA2005 em 4trios direitos isolados de cobaias
controle na presenga ¢ na auséncia do antagonista ICI 118,551, na concentracdo 50 nM. e
submetidas a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de duracdo cada, aplicadas
em dias consecutivos, na presenga do mesmo antagonista.

—=— controle (n=7)
—#— controle + CGP 20712A (n=3)
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Figura 16: Curvas concentragio/efeito ao TA20035 em atrios direitos isolados de cobaias
controle. na presenca e na auséncia do antagonista CGP 20712A. na concentracdo 10 nM,
¢ submetidas a trés sessdes de choques nas patas de 30 minutos de duracio cada, aplicadas
em dias consecutivos, na presenca do mesmo antagonista.
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5. DISCUSSAO

O esuresse ¢ capaz de induzir alteracSes na sensibilidade 3s
catecolaminas em étrios direitos isolados de ratos e este efeitc estd sob
influéncia dos niveis plasméticos de corticosterona (SPADARI et al., 198%8;
SPADARI & DE MORAES, 1988). Considerando que a proporcdo dos
subtipos de receptores B-adrenérgicos mediando a resposta cronotropica as
catecolaminas em tecido cardiaco de ratos e cobaias ¢ diferente (KAUMANN,
1986; VOSS et al, 1994), os objetivos do presente trabalho foram estudar a
sensibilidade aos efeitos cronotrépicos das catecolaminas. em atrios direitos
isolados de cobaias submetidas a diferentes condicdes de estresse e comparar
os resultados obtidos no presente trabalho, com aqueles relatados em atrios
direitos isolados de ratos (BASSANI & DE MORAES, 1988) e ratas
(SPADARI-BRATFISCH et al., 1999) submetidos a condi¢des semelhantes.

Os resultados aqui apresentados mostraram que o estresse por natagdo
ou choque nas patas induziu alteracdes na sensibilidade de atrios direitos
isolados de cobaias aos efeitos cronotrépicos das catecolaminas e que a
natureza destas alteragbes depende do protocolo de estresse utilizado, bem
como da especie a qual pertence o animal.

Atrios direitos isolados de cobaias submetidas a uma tinica sessio de
nata¢do sao supersensiveis aos efeitos da isoprenalina e subsensiveis 2
noradrenalina, sem alteracdes de sensibilidade & adrenalina. Atrios direitos
isolados de ratos machos submetidos ao mesmo protocolo de estresse
apresentam supersensibilidade a isoprenalina, mas nenhuma alteracio na
sensibilidade & noradrenalina ou a adrenalina (SPADARI et al., 1988). Esta
supersensibilidade 2 isoprenalina foi atribuida 2 inibicio da captacio

extraneuronal das catecolaminas causada pela corticosterona, uma vez que
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esta ndo ocorreu em atrios direitos isolados de ratos que foram previamente
adrenalectomizados ou tratados com metirapona, um inibidor da sintese de
corticosterona (SPADARI et al.,, 1988; SPADARI & DE MORAES, 1988).
Assim, a supersensibilidade a isoprenalina demonstrada neste trabalho, em
atrios direitos de cobaias submetidas a uma finica sess3o de natagdo, poderia
também ocorrer devido a um mecanismo similar, ou seja, inibi¢do da captagdo
extraneuronal, causada pelo aumento nas concentragdes plasmaticas do
hormdnio glicocorticdide que, em cobaias, é o cortisol. Sabe-se que o estresse
causa importante aumento nas concentracdes plasmaticas de cortisol em
cobaias (MANIN & DELOST, 1981). Assim, altas concentragdes de cortisol,
induzidas pelo estresse, poderiam Inibir a captagdc extraneuronal da
isoprenalina, causando supersensibilidade aos efeitos deste agonista, da
mesma forma que ocorre em ratos.

No entanto, este efeito do cortisol sobre a captacdo extraneuronal nio
pode explicar a subsensibilidade a noradrenalina observada em atrios isolados
de cobaias submetidas a uma ou trés sessdes de natacdo. Em atrios direitos
isolados de ratos submetidos 2 natacdo, subsensibilidade & noradrenalina
somente foi observada apds trés sessdes de natacdc (SPADARI & DE
MORAES, 1988). Esta subsensibilidade foi atribuida a “down-regulation” dos
adrenoceptores [3;, e/ou ao aumento da eficiéncia da captagdo neuronal, o
principal processo de metabolizagdo do neurotransmissor. Embora isto
também possa estar ocorrendo em atrios direitos isolados de cobaias
submetidas a estresse, nds ndo investigamos os mecanismos envolvidos na
subsensibilidade aos efeitos cronotrdpicos da noradrenalina.

SPADARI-BRATFISCH et al. (1999) propuseram que o recrutamento
de diferentes mecanismos celulares envolvendo alteragdes na sensibilidade as

catecolaminas depende da intensidade do estimulo indutor de estresse, Assim
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sendo, em ratos, o estresse por uma Unica sessdo de natacio causaria aumento
da concentracdo plasmatica de glicocorticoides, o que inibiria o processo de
captacdo extraneuronal causando supersensibilidade 4 isoprenalina. A
repeticdo deste estresse ativaria, além deste, um segundo mecanismo
envolvendo aumento da ativagiio do sistema de recaptacdo neuronal e
dessensibilizagdo da resposta mediada por adrenocepiores B;, o subtipo de
adrenoceptores predominante em ratos (KAUMANN, 1986). E, estresse mais
intense, causado por choques nas patas, ativaria um terceiro mecanismo, que
se somaria aos dois primeiros, e que dependeria do aumento da resposta
mediada pelo subtipo [, de adrenoceptores. De acordo com este ponto de
vista, 0 estresse por natagdo parece ser mais aversivo as cobaias do que aos
ratos, ja que as alteracdes de sensibilidade a noradrenalina, indicativas da
ativagdo do segundo mecanismo, aparecem em cobaias apds a primeira sessdo
de natagdo, enquanto que em ratos so necessarias trés sessdes para o registro
de tais alteragbes. Uma Unica sessdo de natagdo, portanto, causa
supersensibilidade & isoprenalina que poderia ser devida a inibicdo da
captagdo extraneuronal, como ocorre em atrios direitos de ratos, e
subsensibilidade a noradrenalina, que poderia ser devida a aumento da
atividade do sistema de recaptacio neuronal e/ou dessensibilizagio da resposta
mediada por adrenoceptores [3;.

Apds trés sessdes de natacdo o tecido atrial ndo mais apresenta
supersensibilidade a isoprenalina mas permanece subsensive! 4 noradrenalina.
Neste caso, considerando que os niveis de cortisol devem continuar altos e,
portanto, a captacdo extraneuronal inibida, devem ter sido desencadeados
mecanismos pos-juncionais adaptativos que contrabalancam as altas

concentracdes de isoprenalina na biofase.
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Portanto, nossos resultados mostram que o estresse por natacdo mduz
alteragOes na sensibilidade aos efeitos cronotrépicos das catecolaminas que
dependem da intensidade do agente estressor. Considerando que as diferentes
espécies animais parecem apresentar diferentes percepcdes frente a um dado
agenie estressor, os mecanismos celulares recrutados variariam de acordo com
a espécie. Outra possibilidade seria que o cortisol seria mais potente em
cobaias do que a corticostercna em ratos, para desencadear estes mecanismos.

Os atrios direitos isolados de cobaias submetidas a trés sessdes de
choque nas patas apresentaram supersensibilidade 2 isoprenalina,
subsensibilidade & noradrenalina e nenhuma alteracio de sensibilidade 2
adrenalina. Estes resultados sugerem que as alteracdes de sensibilidade aos
agonistas de adrenoceptores [ sdo similares aquelas demonstradas em atrios
direitos isolados de ratos (BASSANI ¢ DE MORAES, 1988) e ratas
(NOURANI et al., 1992; VANDERLEI et al., 1996}, uma vez que o tecido
atrial direito de ambas as espécies apresentou dessensibilizagdo da resposta a
agonistas seletivos para adrenoceptores 3; e aumento da resposta ao agonista
nédo seletivo, isoprenalina. Os resultados sugerem também que a
dessensibiliza¢do da resposta mediada por adrenoceptores B, é acompanhada
por aumento da participagdo de adrenoceptores 3, e/ou inibigdo da captacio
extra-neuronal. No primeiro caso, esperar-se-ia supersensibilidade a agonistas
seletivos P, em 4atrios de cobaias submetidas a estresse. Entretanto, as curvas
concentracdo/efeito obtidas ac TA2005 n3o mostraram alteracdo significativa
de sensibilidade a este composto, ao nivel da ECs,, quando se comparam
atrios direitos de cobaias controle com 4trios de cobaias submetidas a estresse.
Entretanto, nas menores doses, na faixa de nanomolar, o agonista € seletivo

para o subtipo [y, e, a medida que se aumenta a concentracio, o composto




TAZ005 perde sua seletividade, interagindo também com adrenoceptores do
subtipo ;. A relagéo entre os subtipos de adrenoceptores 3, :3> em nodo sino-
atrial de cobaias € de 72:28 e os adrenoceptores 3, contribuem com 76% da
resposta cromotropica positiva ao (x)-fenoterol mas apenas com 3% da
resposta a (-)-adrenalina (EMORINE et al., 1985). Adrenoceptores B, parecem
controlar a frequéncia cardiaca sob condigdes fisiolégicas normais. Ao
observarmos as curvas concentragio/efeito ao TA2003, verificamos que tanto
em atrios de cobaias controle, como de cobaias submetidas a choques nas
patas, obtivemos resposta na faixa de concentragio em que o agonista interage
com o subtipo Bo. O uso de antagonista seletivo para o subtipo B, (IC1118,55 1)
confirma esta hipdtese. Além disso, o deslocamento causado na curva
concentragdo/efeito ao TA2005 pelo CGP20712A (um antagonista seletivo
para o subtipo [; de adrenoceptores) demonstra que, em atrios de cobaias
controle, a resposta cronotrépica ao TA2005 também seria mediada por uma
populagdo heterogénea de adrenoceptores B,/B., com predominio do subtipo
Bi. Esta proporgdo de subtipos resultaria em mascaramento da resposta
mediada pelo subtipo presente em menor proporgio.

Por outro lado, na presenca de altas concentragdes de adrenalina, por
exemplo, durante estresse, os adrenoceptores [, participariam mais
efetivamente do controle do cronotropismo cardiaco (KAUMANN, 1986;
STENE-LARSEN et al., 1986; MOTOMURA et al., 1990). Em 4atrios direitos
isolados de cobaias submetidas a estresse por choques nas patas, a
caracteristica bifasica da curva concentragio/efeito ao TA2005 ¢ mais
facilmente observada. Além disso, o IC1118,551 cancela a primeira fase da
curva, convertendo-a em uma curva monofasica, de modo que a resposta ao

TAZ2005 obtida na presenca de ICI118,551, reflete a interagdo do agonista com
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a populagdo de adrenoceptores ;. Quando comparamos os valores de ECs, do
TAZ2005 na presenga de ICI118,551 em 4atrios direitos de cobaias controles
com atrios direitos de cobalas submetidas a estresse verificamos gue ndo
houve diferenca significativa entre eles. Estes resultados sugerem que em
tecido de cobaias submetidas a estresse por chogques nas patas, ndo ocorre
alteragdo da afinidade entre o agonista e os adrenoceptores f;, ou seja, que néo
houve alteraco estrutural dos adrencceptores B, presentes neste tecido, Além
disso, ndo ocorreu também alteragdo da resposta maxima ao agonista parcial,
sugerindo que o numero de adrenoceptores B3, ndo se alterou, contradizendo o
que fol sugerido anteriormente. Por outro lado, quando as curvas
concentragdo/efeito ao agonista foram obtidas na presenca de CGP20712A,
que bloqueia os adrenoceptores (3, os valores obtidos referem-se a interacio
do TAZ2005 com a populagdo de adrenoceptores [3,. Neste caso, os resultados
apontam para subsensibilidade da resposta. Estes resultados sdo opostos aos
observados em atrios direitos isolados de ratas submetidas ao mesmo agente
estressor (SPADARI-BRATFISCH et al., 1999).

Concluindo, nossos resultados demonstram que atrios direitos isolados
de cobalas e ratos submetidos aos mesmos protocolos de estresse sofrem
alteragdes na proporgdo dos subtipos de adrenoceptores que medeiam a

Tesposta ao estresse, e que estas alteragdes dependem da espécie do animal.
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6. CONCLUSOES

Em atrio direito de cobaia. a resposia cronotrdpica as catecolaminas ¢
mediada por uma populagio heterogénea de adrenoceptores B,/B,, com predominio
do subtipo ;. Estresse por natagio ndo altera a populagiio de adrenoceptores neste
tecido. mas determina aliteragdo na sensibilidade 2 isoprenalina provavelmente
causada por nibic3o da captagdo extraneuronal. Este processo é similar ao que
ocorre em ratos. Entretanto. a subsensibilidade a noradrenalina observada em atrios
direitos isolados de ratos apos trés sessdes de natagdo pode ser demonstrada ja apos
uma unica sessdo de natacdo em atrios direitos isolados de cobaias.

Apos trés sessbes de natag@o a subsensibilidade & noradrenalina ainda foi
observada, porem sem alteragdes na sensibilidade & adrenalina e a isoprenalina. Esta
subsensibilidade a noradrenalina pode ser devido a um aumento da ativagio do
sistema de recaptagdo neuronal ¢ dessensibilizagdo da resposta mediada pelos
adrenoceptores do subtipo B,. Entretanto. nds nfo investigamos os mecanismos
envolvidos neste processo. A auséncia de supersensibilidade a isoprenalina pode ser
atribuida a adaptagOes pés-juncionais, provavelmente ligadas a eficiéncia do sisterna
de captagdo extraneuronal. que compensariam a alta concentragdo de isoprenalina na
biofase. Estes mecanismos também ndo foram investigados.

ApOs estresse por chogque nas patas, atrios direitos isolados de cobaias

apresentam  supersensibilidade ao agonista 8 ndo seletivo isoproterenol, e

diminuigdo da sensibilidade ac agonista seletivo B> TA2005 e a noradrenalina.
Assim sendo, estes resultados permitem concluir que ha diferengas espécie-
especificas nas respostas adaptativas ao estresse que ocorrem ao nivel molecular, e

que podem ser demonstradas em tecidos isolados de ratos e de cobaias.
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