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RESUMO

A desnervagéo sino-adrtica (DSA), ao interromper a aferéncia neuronal dos
baroceptores aorticos e carotideos, libera o sistema nervoso simpatico de uma fonte
primaria de inibicBo e causa imediatamente, hipertensio e taquicardia. A hipertensdo
pode persistir por alguns meses e caracteriza-se por extrema labilidade da pressio
arterial. Enguanto que a taquicardia & transitéria e dura cerca de duas semanas.

Este estudo foi realizado para determinar o efeito da DSA na sensibilidade da
resposta cronotropica a agonistas -adrenérgicos em atrios direitos de ratos. Os atrios
direitos foram isolados 1, 3, 7, 15 e 30 dias apés a cirurgia simulada ou a DSA, e
curvas concentragéo-efeito aos agonistas plenos isoproterenol (ISO) e noradrenalina
(NA) foram obtidas. O agonista parcial, prenalterol (PREN) foi utilizado somente em
tecidos obtidos sete dias apés a cirurgia.

Os resultados dos estudos para determinar se a DSA produzia alteracdes nos
sistemas de recaptacio neuronal @ extraneuronal, mostraram que a DSA n3o afetava
esses sistemas de metabolizagdo. A DSA causou diminuicdo na sensibilidade da

resposta cronotropica ao ISO e a NA de cerca de 3 a 4 vezes, a nivel da pECgp  sem

mudancas na resposta maxima. Subsensibilidade foi observada para os dois agonistas
ISO e NA no terceiro e sétimo dias apds a DSA., enguanto que no décimo-quinto dia
foi observada subsensibilidade somente para a NA. Os tecidos atriais ndo foram
subsensiveis tanto no primeiro quanto no trigésimo dias apés a DSA.

Analise dos subtipos de adrenoceptores B, que estariam mediando a resposta
cronotropica, a afinidade e a eficacia a agonistas e a densidade dos sitios ligantes
desses adrenoceptores foram determinadas.
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A DSA causou uma diminuicdo na sensibilidade e na resposta maxima ao
agonista parcial, PREN. Essas alteracbes foram associadas a diminuicao na eficacia,
sem mudanca na afinidade do agonista.

Os resuitados dos estudos com antagonistas seletivos B4 e B2 mostraram que a

populagao que esta mediando a resposta cronotropica as catecolaminas € homogénea

B1 em atrios direitos isolados de ratos controles e com DSA.
DSA nao induziu o aparecimento de adrenoceptores Bp funcionais. Os

resultados dos experimentos com radioligante ***I-cianopindolol (**ICYP) confirmaram

e mostraram que a DSA produziu diminuigdo no nimero de sitios receptores p-

adrenérgicos, sem mudancas na afinidade tanto ao "ICYP quanto ao PREN.
Concluindo a DSA induziu uma diminuigéo na sensibilidade a agonistas em atrios

direitos isolados que parece ser devida a down-regulation dos adrenoceptores f31



INTRODUGAO

Esta dissertacio descreve os efeitos da desnervagio sino-adrtica (DSA) sobre a
resposta cronotropica as catecolaminas em Aatrios direitos isolados de ratos.
Iniciaimente testamos se a diminui¢cdo na poténcia dos agonistas em ativar os
adrenoceptores [ atriais em ratos com DSA, era devida a redugéo do nimero desses
adrenoceptores. Esta hipotese foi testada pela aplicacdo da analise quantitativa da
teoria droga-receptor sobre os dados obtidos em experimentos funcionais nos quais o
efeito da DSA na resposta cronotrépica ao isoproterenol (ISO) e a noradrenalina (NA)
foi determinado em atrios direitos isolados de ratos em diferentes periodos apos a
cirurgia. Adicionalmente, curvas concentragdo-efeito foram obtidas para o agonista
parcial prenalterol (PREN) em atrios direitos de ratos submetidos a falsa cirurgia e 3
DSA apés sete dias. Os resultados destes experimentos permitiram avaliar os efeitos
da DSA na sensibilidade do tecido atrial através da anélise da afinidade e da eficacia
dos agonistas usados. O usc de antagonistas competitivos permitiu também identificar
o subtipo de adrenoceptor B envolvido na resposta cronotrépica. O efeito da DSA na
densidade dos adrenoceptores p foi determinado por meio de experimentos usando
radioligantes, onde as afinidades do agonista PREN e do antagonista '?° ICYP para os

sitios receptores foram determinadas.



1- TEORIA DROGA-RECEPTOR

"Perhaps no other inferaction between a small molecule
and a recepfor is as shrouded in mystery as the interaction

that results in a physiological response (KENAKIN, 1993).”

Empiricamente, a relagio entre a concentragio de um agonista e a resposta que

ele produz & dada pela equacio:

E = EmadAI/([A] + ECs0) (N
Onde E corresponde ao efeito observado, E,,, € a resposta maxima produzida pelo
agonista, [A] € a concentragio do agonista e EC5, é a medida da poténcia do agonista,
e é definida como a concentracdo do agonista que produz metade da E.. ECs
corresponde também a medida da sensibilidade do tecido ao agonista.

CLARK (1926) foi o primeiro a estudar quantitativamente a interacdo droga-
receptor. Este autor propls que a interagdo das drogas com seus receptores
farmacologicos obedecia & lei de Langmuir (LANGMUIR, 1918). De acordo com essa
teoria, a ocupagéo do receptor ( R } pelo ligante (L) obedece a lei de acdo das massas,
ou seja:

ks
L+R —————p R (2)



onde, ki € a constante de associacio para a formagéo do compiexo LRe k. éa
constante de dissociacéo de LR. Assumindo que a interagéo entre L. e R é bimolecular;
que [L] == [R}; e no equilibrio, 8[L)/6t = 0; entio:

K¢[LI[R] = K4[LR] 3)
e a constante de dissociac@o no equilibrio, Ky, é dada por:

Ka = Ka/ks = [LIRVILR] @)
A concentracio total de receptores [Ry] é a soma de ([R] + [LR]), onde [R] corresponde
a concentracdo de receptores livres e [LR] a concentragio de receptores ligados.
Definindo [R] como ([R+] - [LR]), substituindo na equag&o 4 e rearranjando os termos, a
fracdo de [Ry] ocupada por L sera:

[LRV[Rs] = [LIAIL] + Kq) (5)

CLARK (1926) acreditava que a magnitude do efeito farmacologico de um
agonista , A, era diretamente proporcional ao nimero de receptores acupados pela
droga, e que a resposta maxima era obtida somente quando todos os receptores eram
ocupados. Assim,

E/Emax = [ARV[R7] = (IAV[AI+Kq) (6)
Onde E € o efeito observado e E,;x € a resposta ou efeito maximo. A concentragio de
um agonista que produz metade da resposta maxima, ECs,, corresponderia ao Ky
daquele agonista para o receptor que estava mediando a resposta e deveria ser
independente do tecido no qual o receptor estava localizado. Como o valor de Kq
descreve a interacdo entre o ligante (o agonista) e o sitio de ligagdo (o receptor), a
determinagéo do valor Ky de um agonista para seu receptor deveria fornecer um

método pratico na classificagio dos receptores.



Em 1937, CLARK reconheceu que a agédo das drogas dependia sobretudo de
dois fatores: da ligagdo da droga com o receptor e da capacidade da droga em produzir
uma resposta apos a ligagdo. No entanto, CLARK (1937) ndo direcionou seus estudos,
para a avaliagdo quantitativa do segundo fator, relacionado & capacidade da droga
desencadear uma resposta apos sua ligagdo com o receptor.

ARIENS (1954) intreduziu o conceito de atividade intrinseca como um fator de
proporcicnalidade entre a resposta do tecido ¢ a ocupagdo do receptor. Ele propés
gue a resposta biologica deveria ser dividida em dois pardmetros independentes:
afinidade, que descreve a ligagdo da droga com o receptor e é governado pela lei da
acao das massas, e atividade intrinseca, «, que era relacionada com a habilidade da
droga induzir um efeito apds ligar-se ao receptor:

E = aEnad AV([A] + Ky) (7)

Assim, atividade intrinseca foi definida como a propriedade de um agonista produzir um
efeito por unidade do complexo farmaco-receptor. O valor numérico da atividade
intrinseca variava de zero (para antagonistas) até a unidade (para agonistas plenos).
Drogas com valores intermediarios de o eram agonistas parciais ou dualistas, isto &,
esses agentes possuiam as propriedades tanto de agonista como de antagonista.
ARIENS (1954), assim como CLARK (1937), também assumiu que para se obter a
resposta maxima era necessario que todos os receptores fossem ocupados. O modelo
de Ariens forneceu bases racionais para definir agonistas plenos, agonistas parciais e
antagonistas. No entanto, a atividade intrinseca dos agonistas parecia variar entre os
tecidos.

STEPHENSON (1956) expandiu os conceitos da teoria droga-receptor
previamente apresentados por CLARK (1926; 1937) e ARIENS (1954) introduzindo o

6



conceito de que a resposta farmacologica néo precisava ser linearmente proporcional a
ocupag@o dos receptores. Em seu rnodelo, o efeito inicial de uma droga apés ligar-se
ao receptor era a geracédo de um estimulo, S, que levava uma resposta fisiolégica,
E = f(S). A habilidade de uma droga produzir um estimulo foi definida como eficacia,
e. Eficacia foi considerado um parametro referente 2 droga e drogas diferentes
pareciam diferir quanto a sua eficacia. FURCHGOTT (1966) modificou o modelo de
STEPHENSON (1856) levando em consideracio as observaces de que a eficacia de
um agonista variava entre os tecidos. FURCHGOTT (1966) redefiniu o termo eficacia
(e ) elaborado por Stephenson como:
e = &[Ry] (8)

Onde ¢ e a atividade intrinseca ou eficacia, um pardmetro droga dependente e
que é definido como a habilidade de uma droga em produzir um estimulo; e [R{] é a
populagdo de receptores funcionais. Estimulo (S), que ndo possui dimensao, foi
definido como o produto da eficacia pela ocupacio fracional:

S = e[R{{[AV(A] + Kq)} (9)

Assumiu-se que a relagdo funcional entre S e a resposta fracional, E/E .., era
hiperbolica e definiu-se arbitrariamente como:

E/Emax = S/(S + 1) (10)

Respostas equivalentes produzidas por diferentes drogas ocorreriam quando os
estimutos que elas produzissem fossem iguais.

Dessa maneira, os conceitos de “agonistas de alta eficacia”, “baixa eficacia’ e
“receptores de reserva’ foram introduzidos a partir dos estudos de STEPHENSON
{1956) e de FURCHGOTT (1966). Drogas com alta eficacia ou também chamados
agonistas plenos, seriam aquelas que poderiam produzir o efeito méximo ocupando

7



somente pequena porgao da populacio total de receptores presentes num dado tecido.
Neste caso, o agonista pleno teria uma reserva de receptores, e assim a poténcia,
ECso, seria numericamente menor que a afinidade, Ky (BESSE & FURCHGOTT, 1976).
Por outro lado, agonistas com baixa eficacia ou agonistas parciais precisariam ocupar
todos ou grande parte dos receptores presentes no tecido para produzir a resposta
maxima, e esta seria infeior a resposta maxima que o tecido poderia produzir frente a
agonistas plenos. Assim, para agonistas de baixa eficacia ndo haveria receptores de
reserva e a ECsy aproximar -se-ia  do valor de K. A ECs; de um agonista seria
determinada pela sua afinidade pelo receptor, pela fragdo de receptores e pela sua
eficacia intrinseca. Eficacia, diferente de atividade intrinseca, é determinada por dois
pardmetros: resposta maxima e poténcia.

O modelo de Stephenson/Furchgott forneceu as bases para a determinacdo da
afinidade dos agonistas e suas eficacias relativas. Analises das curvas concentraco-
efeito para agonistas de alta e de baixa eficacia permitem-nos a estimativa da afinidade
aparente para agonistas de baixa eficacia (STEPHENSON, 1956; BARLOW et al.,
1967). A estimativa da afinidade aparente de agonistas de alta eficacia pode ser obtida
pela analise dos dados obtidos nas curvas concentracio-efeito antes e apés alquilagéo
irreverssivel de uma fragdo dos receptores que medeiam a resposta (FURCHGOTT,
1966). As bases teoricas para a estimativa da afinidade de agonistas parciais séo
apresentadas abaixo. A equagdo 11 & a expressio da hipétese nula, segundo a qual
respostas equivalentes produzidas por um agonistas de alta eficacia, A, e por um
agonista de baixa eficacia, P, determinariam estimulos equivalentes, S, = Sp.

ealRTKIAV(AL + Ka)} = ep[RrHIPI(IP] + Ke)} (11)



Rearranjando a equagdo 11 teremos a equacio que e’usada para estimar a
afinidade do agonista:

[A] = (Ka/((eafep) - 1)) + ((Kpf((gp/ea) - 1)) © [AVIP]) (12)

Esta equagéo ¢ aplicada para comparar a agéo de dois agonistas (A e P) em um
mesmo tecido. Obtidas as estimativas das concentragées de A e P produzindo
respostas equivalentes constroe-se a regressdo de [A] em [A)[P]. O coeficiente
angular, ou a inclinagdo da reta de regressdo corresponde a afinidade estimada do
agonista parcial:

Ke = inclinacdo/({sp/es) - 1)) (13)

Este modelo somente fornece uma estimativa razoavel do valor Ky de um
agonista de baixa eficacia quando sp << ¢, Esta é a limitag8o do método; eficacia, per
se, ndo pode ser medida e a eficacia relativa somente pode ser obtida se houver uma
estimativa independente da afinidade. Modificagdes subsequentes do modeio de
Stephenson/Furchgott permitiram maior facilidade na analise dos dados.

Um refinamento do modelo de Stephenson/Furchgott para a acio dos agonistas
foi introduzido por BLACK & LEFF (1983). O modelo originou de observactes
experimentais, onde a maior parte das curvas concentracio-efeito obtidas eram de
natureza hiperbdlica. Aqueles autores assumiram que o efeito farmacolégico, E, seria
uma fungdo de AR, f(AR). Neste caso o complexo [AR] seria dado pelo rearranjo da
equacio 6:

AR = [A][R1]A[A] + Kq) (14)
e a relagdo entre E e AR seria hiperbdlica:

E = Emaxt [ARI(Ke + [A]) (15)



Onde Enaxt € @ resposta maxima do tecido, Kg € a concentragdo de AR que produz a
metade da resposta maxima. Definindo AR em termos da equacéo 11 temos:
E = {Emax.t [AIIR1VKe)M{Kqg + [AI(1 + ([R7VKe))} (16)

O termo [R;l/Kg descreve a eficiéncia do sinal de transducdo celular, 7, que é
uma definic@o operacional de eficacia. Substituindo © por [Ry]/Ke temos:

E = {Emaxt [AI}Kg + [AI(1 + 1)} (17)

O termo t € andlogo a eficacia (g) definida por Stephenson; & um fator
dependente tanto do tecido quanto da droga (agonista) e € uma funcio da resposta
maxima e da poténcia do agonista. A relagfo entre a resposta maxima produzida pelo
agonista e 1 é dada por:

assimptota = Eg.o(t/t + 1) (18)
A relagado entre poténcia e t & dada por:
ECsy =Kg/(1 + 1) (19)

A equacdo 17 somente pode ser usada para obter-se uma estimativa da
afinidade do agonista parcial se a sua resposta maxima for menor do que aquela que o
tecido pode apresentar, En... (BLACK ef al., 1985). Satisfeita esta condicdo dados
das curvas concentragio-efeito para agonistas de baixa eficacia podem ser analisados
diretamente pela equacac 17, obtendo-se assim estimativas do valor de t e de Kg,
através da obtencao da resposta maxima na mesma preparagéo, Ey pelo uso de um
agonista de alta eficacia.

Este modelo tem algumas vantagens sobre o modelo de Stephenson/Furchgott
no qual curvas concentracao-efeito completas nio precisam ser obtidas para ambos os

agonistas, o de baixa e o de alta eficacia. Além disso, os dados podem ser analisados
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pela aplicacdo direta do modelo basico, sem necessidade do uso de transformactes
lineares, que muitas vezes distorcem os dados levando a erros. No entanto, a
caracterizacao dos receptores pelo uso de agonistas € limitada pelo fatc de que um
receptor especifico pode interagir com mais do que uma proteina transdutora, e que um
determinado complexo agonista-receptor pode ter diferentes afinidades por diferentes
proteinas transdutoras (KENAKIN, 1993). Este problema ndo acontece com o
uso de antagonistas competitivos.

Um antagonista competitivo verdadeiro tem afinidade mas n3o tem eficacia.
GADDUM (1937) foi o primeiro a definir os principios de um antagonismo competitivo
simples ao mostrar que um antagonista competitvo simples era aquele que deslocava
para a direita a curva concentrago-efeito, a um determinado agonista, sem afetar a
resposta maxima. Além disso, 0 mesmo autor demonstrou que a magnitude desse
deslocamento era fung8o da concentracdo do antagonista, [B], e da afinidade, Kg, do
antagonista pelo receptor. A ECSO do agonista na presenga do antagonista seria
modificada pelo termo (1 =[B}/Kg). A resposta ao agonista em presencga do antagonista
seria dada por:

E = EmaxlAV(IA] + EC5(1 + [BY/Kg)) (20)

Pela equagdo 20, pode-se observar que um antagonista competitivo simples
modifica somente a poténcia do agonista, a ECs,.

ARUNLAKSHAMA & SCHILD (1959) descreveram um modelo quantitativo para
analisar o antagonismo competitivo. Para respostas equivalentes obtidas na auséncia e
na presencga do antagonista foi definida uma igualdade a partir das equagdes (1) e
(20):

EmadAl/([A] + EC50) = Emad AY([A] + ECso(1 + [B)/Kg)) (21)
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cujo rearranjo torna:

[AVIA] - 1 = [BVKg (22)
onde [A] e [A] respectivamente, sdo as concentragBes do agonista que produzem
respostas equivalentes na auséncia e na presenca de uma concentracio conhecida do
antagonista, [B], que possue afinidade, Kg, para o receptor. A equacio 23 & a forma
mais comumente escrita para expressar esta relagdo (ARUNLAKSHANA & SCHILD,
1959):

log (CR - 1) = log[B] - logKg (23)
onde CR corresponde a razdo das concentragbes [AV[A]. Essa equacéo é
conhecida como “Equagio de Schild”.

Curvas concentracao-efeito para o agonista, A, s@o geradas na auséncia e na
presenca de diversas concentragdes do antagonista, B. A regressio do log (CR - 1)
sobre o log [B] fornecera, se B for um antagonista competitivo simples, uma linha reta
com coeficiente angular que ndo difere estatisticamente da unidade. O intercepto
desta linha reta no eixo das abscissas dara o valor de -logKg , que corresponde a
afinidade do antagonista pela populacéo de receptores que esta mediando a resposta.
No antagonismo competitivo simples, ou seja, nas situacdes em que uma populacéo
homogénea de receptores estd mediando a resposta, o valor Kg para qualquer
antagonista deve ser independente do agonista usado. No entanto, valores de
coeficiente angular estatisticamente diferentes da unidade, sugerem a existéncia de
diferentes mecanismos de antagonismo efou que o equilibrio entre o agonista ou
antagonista e o receptor nao foi atingido (KENAKIN, 1982; 1990; 1993).

A regressao de Schild € um instrumento farmacoldgico classico extremamente

poderoso na classificagdo das drogas e dos receptores em estudos funcionais com
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tecidos isolados. A aplicagéo da analise de Schild por diversos investigadores mostrou-
se valiosa tanto na caracterizacdo dos receptores como na descoberta de subtipos de
receptores envolvidos em diferentes respostas. Exemplos disso sao a classificacio dos
receptores para histamina, acetilcolina, catecolaminas e opidides, como também para
outros neurotransmissores e horménios (ARUNLAKSHANA & SCHILD, 1959: BLACK ef
al., 1972; BLINKS, 1967, KOSTERLITZ & WATT, 1968). Regressdes de Schild ndo
lineares e variagdes do valor Kz de antagonistas que dependiam do agonista usado
foram achados importantes que permitiram a caracterizagdc dos subtipos de
adrenoceptores § (FURCHGOTT, 1972).

As informagdes citadas até aqui ilustram a utilidade de experimentos funcionais
em obter parametros relacionados a eficacia operacional de agonistas, ou relacionados
a afinidade de agonistas e/ou antagonistas. No entanto, os resultados de experimentos
funcionais nao fornecem informacdes sobre o nimero de receptores presentes num
tecido. O desenvolvimento de experimentos usando radioligantes permitiu que esta
importante informacgéo fosse obtida.

Estudos usando radioligantes foram primeiramente empregados para identificar
e caracterizar os sitios receptores em varios tecidos. Os principais parametros que
podem ser determinados com esses experimentos sdc a densidade de uma dada
classe de sitios de receptores (By.x,) e a afinidade (Ky) do ligante pelo sitio de ligacao
do receptor. As afinidades obtidas em experimentos com radioligantes podem ser
comparadas com aquelas obtidas em estudos funcionais (SCHWARZ, 1992).

Os mesmos fundamentos conceituais mostrados acima nas equacdes 2 até 6
podem ser aplicados para descrever as interagdes quantitativas entre radioligantes e
receptores. Para que os resultados obtidos tenham validade pratica em experimentos
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deste tipo, € necessario dispor de um ligante de alta afinidade, L* e de alta
especificidade radioativa. A alta afinidade é necessaria para que o isolamento do
complexo L*R seja completo, ou seja, a constante de dissociacdo (k; ) deve ser
numericamente inexpressiva. A alta especificidade radioativa é necessaria para
permitir a detecgdo do complexo L*R em baixas concentracfes, na faixa de
fentomoles.

Assume-se que os sitios ligantes do receptor, por definicio, sejam em numero
finito, e que a ligacao seja, portanto, saturdvel, obedecendo & Lei de Langmuir. Além
disso o ligante interagiria com uma classe de sitos de ligagdo. Portanto, a interacao
ligante-receptor pode ser descrita como:

B = Brax [LV([L] + Kq) (24)

Em geral, existem dois tipos de experimentos que utilizam ligantes radioativos
para determinar os valores de By, e K;. O primeiro deles é o experimento de
saturagc&o, que mede diretamente a producgédo de L*R. Em estudos usando o método de
saturacao, os receptores da membrana, isolados por ultracentrifugacdo, sdo
incubados com concentragbes crescentes de L* por um periodo de tempo no qual o
equilibrio entre L* e R € atingido. O complexo L*R formado é isolado por filtragéo a
vacuo € a quantidade desse complexo € determinada pela leitura das emissbes de
ondas radioativas, do tipo B ou y, dependendo do isotopo escolhido. Como a
preparac@o usada em experimentos de radioligantes, é uma solucdo homogeneizada
das proteinas acopladas a membrana, contendo receptores e outros sitios ligantes, a
ligagdo do L* pode ocorrer em diferentes sitios presentes na preparaco.
Consequentemente, na pratica, a preparagdo € incubada com L* sozinho para obter
estimativas da ligagdo total (todos os sitios ligantes) e, em paralelo, obtém-se
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estimativas de 1" em presenga de uma alta concentragio de um ligante nao radioativo,
gue deve ser quimicamente diferente do ligante radicativo e que tenha alta afinidade
pelo sitio receptor. O ligante ndo radioativo, competira com L* pelo receptor de
interesse mas, devido a sua composigéc quimica diferente, nao deslocara o ligante
radicativo de outros sitios ndo especificos. A diferenca entre o valor total obtido e o
valor das ligacbes n&o especificas definira a ligacio especifica. Esta dltima reflete a
populagido dos receptores a ser estudada. As ligagbes especificas podem ser
estimadas por modelos matematicos que assumem que as ligacdes em sitios
especificos € saturavel enquanto que as ligagbes inespecificas ndo sdo saturdveis e
sdo uma funcho linear da concentragao do ligante radioativo (BYLUND & YAMAMURA,
1990). A analise da ligacdo especifica pela equacio 24 permite uma estimativa dos
valores de B, e de K,

No segundo tipo de experimento com radioligantes mede-se a afinidade do
ligante pelo receptor por meio da curva de deslocamento ou experimentos de
competicéo. Neste tipo de experimentos uma concentragéo fixa do ligante radioativo de
afinidade conhecida (K;.+) € equilibrada com os receptores de membrana na auséncia
e na presenga de varias concentragdes de um ligante n3o radioativo, que compete pelo
mesmo receptor. Como as concentragbes crescentes do ligante ndo radioativo
deslocam proporcionalmente L*, a radioatividade medida associada com o receptor fica
reduzida, gerando uma curva de inibigéo. A concentragio do ligante nio radioativo que
produz 50% de inibicdo da ligagdo especifica, IC5;, & obtida pela analise dos dados
através da equacédo 1. A relagdo entre a IC;; e os valores Ky do ligante nio radioativo
& dada pela equacao abaixo (CHENG & PRUSOFF, 1973):

Ka = ICso/{(1+([L*VKg4) (25)
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Os experimentos de competicdo permitem uma estimativa dos valores Ky de
agentes que tem baixa afinidade ou que n&o estio disponiveis na forma de isétopo.

Neste trabalho nés utiizamos tanto experimentos funcionais quanto
experimentos com radioligantes para determinar os efeitos da desnervacao sino-adértica

sobre os adrenoceptores B atriais de ratos.

2- AS CATECOLAMINAS E OS ADRENOCEPTORES

Os mediadores endégenos do sistema nervoso simpatico sdo a noradrenalina,
liberada dos terminais nervosos pos-ganglionares, e a noradrenalina e adrenaling,
liberadas da medula adrenal.

As catecolaminas endégenas, adrenalina e noradrenalina, modulam a presséo
arterial através de, no minimo, quatro mecanismos: 1- acdes no sistema nervoso
central; 2- controle direto no ténus vascular; 3- modulacéo do fluxo de sédio no tabulo
proximal renal e, por ultimo, alterac&o da liberacdo de renina e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (BERNE & LEVY, 1990, GUYTON, 1993).

As catecolaminas iniciam suas acdes por interagdo com receptores de
membrana, denominados adrenoceptores. A sua ligagdo com os adrenoceptores é
rapida, reversivel, saturavel e estereoseletiva. A ocupacgio dos adrenoceptores pelas
catecolaminas leva a formacdo de segundos mensageiros intracelulares que
desencadeiam a resposta fisiolégica.

Os adrenoceptores foram inicialmente divididos em duas grandes categorias, «
e B (AHLQUIST, 1948), os quais foram posteriormente classificados em subtipos com
base em suas propriedades farmacolégicas de serem estimulados ou bloqueados, por
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drogas seletivas e tambeém por sequenciamento dos aminoacidos que partiCYPam em
sua estrutura proteica. Os subtipos de adrenoceptores atualmente conhecidos sdo o,
ta, B, B2 © Ps. Estes subtipos podem ser subdivididos ainda mais em: oy, € oy, € o, €
o, € talvez outros (LANDS et al, 1967, LANGER, 1974, BERTHELSON &
PETTINGER, 1977, STARKE, 1981, HAN et al., 1987, REGAN et al., 1988, McGRATH
& WILSON, 1988, HAN & MINNEMAN, 1990, FORD et al., 1994).

Os adrenoceptores o, , ao estimularem a fosfolipase C, levam a um aumento na
degradac&o do acido aracdénico (AA), formando o fosfatidil inositol (IP3) e o
diacilglicerol (DAG) . Ha também evidéncias de que os adrenoceptores a, podem se
acoplar ao metabolismo do acido aracdénico, possivelmente via uma fosfolipase A, e a
canais de calcio, através de mecanismo desconhecido (MINNEMAN, 1988). Os
adrenoceptores o, parecem mediar a resposta fisiolégica através da inibicdo da adenilil
ciclase @ os adrenoceptores B4, i, € B; medeiam a resposta através da estimulacdo da
adenilil ciclase (EMORINE ef al., 1989, 1994).

Os adrenoceptores pertencem a uma super familia de receptores de membrana
estreitamente relacionados e que s@o acoplados as proteinas G. Fazem parie dessa
familia, além dos adrenoceptores, os receptores muscarinicos, os receptores de
histamina H,, os receptores de serotonina, 5-HT,; e o fotoreceptor rodopsina
(LEFKOWITZ & CARON, 1988). Todas essas proteinas receptoras compartilham uma
estrutura peptidica comum na qual a porgéo amino terminal (N), no lado extracelular da
membrana, & conectada & uma cadeia carboxilica terminal (C), no lado intracelular da
membrana, por sete dominios tfransmembrana. O tamanho relativo das cadeias N- e

C-terminais e da terceira alga intracelular varia consideravelmente de receptor para
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receptor (RAYMOND et al, 1990, BIRNBAUMER, 1992). A terceira alca intracelular
dos adrenoceptores B € o sitio de acoplamento desses receptores com a proteina G.

A estimulacéo dos adrenoceptores B ativa uma proteina G, denominada Gs. As
proteinas G sdo heterotrimeros consistindo de uma subunidade hidrofilica «, e duas
subunidades hidrofébicas B e y. Existem, no minimo, vinte distintas proteinas G,
baseadas na presenca de isoformas da subunidade o : quatro isoformas de Gs: trés de
proteinas Gi; duas isoformas de Go; uma Gz; duas Gq e duas transducinas. Destas,
somente oito foram purificadas livres e n8o associadas a outros elementos da
membrana. Na auséncia de agonista, quando a proteina G esta na forma inativa, uma
molécula de guanosina difosfato (GDP) encontra-se ligada a subunidade o e formam
um complexo associado as subunidades B ey. Na presenca do agonista, o receptor
ativado interage com a proteina G e induz a troca de GDP por GTP na subunidade «.
Apés ligar-se ao GTP, a subunidade o dissocia-se das subunidades Py e torna-se
ativada. A subunidade o permanece livre até que ocorra a hidrélise de GTP e a
formagio novamente de GDP, levando a sua reassociacdo com as subunidades [y
(BIRNBAUMER, 1990, 1992). A subunidade o da proteina Gs quando ativada leva a
estimulagdo da adenill ciclase (RODBELL, 1980, GILMAN, 1987). Recentes
experimentos feitos em coragéo isolado sugerem que Gs pode ter uma segunda funcéo
através da ativacio direta de canais de calcio do tipo L (YATANI ef al., 1987). Gs é
irreversivelmente ativada pela toxina da célera, mas ndo pela toxina da pertussis
(BIRNBAUMER, 1992).

Diferente dos receptores acoplados as proteinas G ou da prépria proteina G, os

seus efetores ndo constituem uma super familia e sfo os menos compreendidos
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dentro da cadeia de eventos celulares que caracterizam a transducao do sinal celular
evocado pelo agonista. Os sistemas efetores incluem a adenilil ciclase, as
fosfolipases C e A2 e possivelmente, a fosfolipase D. Varias classes de canais idnicos
sdo também considerados pertencentes ao sistema de efetores, incluindo Karp € Kacr »
canais de calcio voltagem-dependentes, canais catidnicos monovalentes nao seletivos,
como 0s canais do marca passo cardiaco que conduzem correntes denominados I
(YATANI et al.,, 1990). Consequentemente, a ativacdo de receptores acopiados a
proteina G por agonistas pode desencadear ndo somente mudangas nas
concentragdes intracelulares de AMP (adenosina monofosfato) e GMP (guanosina
monofosfato) ciclicos, 1P3, DAG, AA, e Ca2+, mas também no potencial de membrana,
gue por si s6 € um potente regulador da fungéo celular.

As catecolaminas podem aumentar a frequéncia cardiaca e a forga de contragdo
através dos adrenoceptores 1 e B; (MINNEMAN & MOLINOFF, 1980, BRYAN et al,
1981). A frequéncia de batimentos sinoatriais é intensificada pela noradrenalina através
dos adrenoceptores By e pela adrenalina através dos adrenoceptores B; e B, (LANDS

et al., 1967, CARLSSON et al., 1972).

3- SENSIBILIDADE AS CATECOLAMINAS

A sensibilidade dos tecidos as catecolaminas & afetada por diferentes
mecanismos. Estes incluem mudangas na atividade dos processos de transporte e
metabolizaé:éo das catecolaminas levando ao término de suas a¢des na juncio efetora,
alteragbes na afinidade e/ou no nimero dos adrenoceptores B, mudangas no sistema
de acoplamento entre o receptor e a proteina G, e mudangas em outras enzimas que
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medeiam etapas celulares apos o receptor (CALLIA & DE MORAES, 1984, JUBERG ef
al, 1985, BASSANI & DE MORAES, 1987, 1988, BRODDE, 1987, SPADARI & DE
MORAES, 1988, RODRIGUES ef al., 1995, MARCONDES ef al., no prelo, VANDERLEI
ef al., no prelo).

3.1- SISTEMAS DE RECAPTACAO E METABOLIZACAO DAS CATECOLAMINAS

As acbes biolégicas da noradrenalina e da adrenalina s3o limitadas pela sua
remogéo do fluido extracelular o que impede a interacdo com os adrenoceptores. O
transporte ativo por carreadores e subsequente aclimulo das catecolaminas pelos
neurdnios simpaticos & a primeira etapa na finalizagdo de suas agdes, especialmente
em tecidos densamente inervados (TRENDELENBURG, 1978; 1980; 1984; 1990;
1991). Duas enzimas desempenham importante papel na captacido e metabolizacdo
dessas aminas, apds serem recapturadas por transporte ativo do meio extraceluiar:
monoamino oxidase (MAQ) e catechol-O-metiltransferase (COMT) (AXELROD, 1966,
KOPIN, 1972).

Esses sistemas de recaptacdo e metabolizagdo de catecolaminas foram
divididos fundamentalmente em dois distintos sistemas: sistema de recaptacio
neuronal, denominado uptake,; e sistema de metabolizacdo extraneuronal, uptake .
Ambos foram identificados e bem descritos em termos de suas localizacBes e
propriedades bioquimicas (IVERSEN 1965, BURGEN & IVERSEN, 1965,
CALLINGHAM & BURGEN, 1966).

O sistema de recaptacdo neuronal representa a primeira e mais importante
etapa no controle das agbes do neurotransmissor, noradrenalina, quando liberado.
Este sistema remove a noradrenalina da biofase sinaptica e transporta a amina para

dentro do axoplasma onde esta & ent&o, desaminada pela MAO mitocondrial ou tomada
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novamente pelas vesiculas de estocagem para ser reutilizada (IVERSEN, 1985, 1975,
LEFKOWITZ et al., 1990, TRENDELENBURG 1990, 1991). O sistema de transporte
através da membrana axoplasmatica & um processo dependente de sddio e pode ser
bloqueado seletivamente por cocaina e antidepressivos triciclicos, como imipramina
(LESTER et al, 1994). Este sistema de transporte tem maior afinidade pela
noradrenalina do que pela adrenalina. O agonista (3 adrenérgico sintético isoproterenol
n&o e substrato para esse sistema (HOFFMAN & LEFKOWITZ, 1996).

O sistema de recaptacdo extraneuronal também chamadc de sistema nio
neuronal de transporte de catecolaminas, estd associado ao metabolismo dessas
aminas pela acdo da enzima COMT. Apresenta baixa afinidade pela a noradrenalina,
maior afinidade pela adrenalina, @ grande afinidade pelo isoprotereno! (SALT,1972,
HERTING & SUKO, 1972, BONISH & TRENDELENBURG, 1974, IVERSEN, 1975,
TRENDELENBURG, 1980, 1990, 1991). A recaptacio extraneuronal é seletivamente
bloqueada pela corticosterona e 17-p-hidroxi-estradiol e metabdlitos das catecolaminas
como a metanefrina e a normetanefrina.

3.2- AFINIDADE DE AGONISTAS

Alteragdes na afinidade de um agonista pelo seu receptor podem ser observadas
quando: 1- um tecido cuja populagdo de receptores era homogénea passa a
apresentar apds um tratamento experimental, uma populagdc heterogénea de
receptores; 2- mudangas na informacgéo pods transcricional para a sintese do receptor
resultam em alteracbes em sua configuragdo quimica; 3- ocorrem alteracbes na
proteina transdutora ; 4- a composicg3o lipidica da membrana, onde o receptor esta

inserido, & alterada de modo a produzir alteragdes da afinidade tanto para agonistas
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quanto para antagonistas, uma vez que a sua posigdo espacial na membrana influencia
sua propriedade ligante (KENAKIN, 1983).
3.3- DESSENSIBILIZAGAO DO RECEPTOR

O termo dessensibilizagdo €& definido como um estado de responsividade
reduzida de uma célula ao agonista, e geralmente ocorre apés exposicio da célula ao
proprio agonista, ou a outros horménios (STILES ef al, 1984, SIBLEY & LEFKOWITZ,
1985). A dessensibilizacdo pode ser causada por processos distintos mas
interrelacionados: desacoplamento entre a proteina G e o receptor, sequestro, ou
down-regulation (HARDEN, 1983, SIBLEY & LEFKOWITZ, 1985, SCHWINN et al.,
1992).

3.3.1- DESACOPLAMENTO. O desacoplamento entre a proteina G e o receptor
ocorre dentro de segundos a minutos apods a exposicio da célula a agonistas e resuita
do processo de fosforilagio do receptor em sua porgéo intracelular. Este processo tem
sido bem caracterizado no fotoreceptor, rodopsina, onde a luz estimula a rodopsina
quinase, que catalisa a fosforilagdo dos residuos de serina e treonina na porg¢éo C
terminal da rodopsina, o que aumenta sua afinidade por uma proteina denominada
arrestina. Esta proteina, por sua vez impede a ligagio da rodopsina com a transducina.

Diferentes proteinas quinases, como a proteina quinase A (PKA), proteina
quinase C (PKC) e proteina quinase do adrenoceptor B (BARK) parecem
desempenhar importante papel na regulagdo e na dessensibilizacdo dos
adrenoceptores 3 (BENOVIC et af., 1986, 1988). Assim, quando a adenilil ciclase é
estimulada pelos hormébnios ou agonistas, os niveis celulares de AMP ciclico
aumentam, proteinas quinases dependentes de AMPc sao ativadas e o receptor pode

ser fosforilado e desensibilizado.
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Diversas abordagens metodolégicas foram usadas para detectar os sitios de
atuacao da PARK. Estes estudos sugerem gque os residuos de serina e treonina
localizados ou na cadeia C-terminal ou na terceira alga citoplasmatica do receptor
seriam 0s possiveis sitios de fosforilagéo pela BARK. A terceira alga intracelular do
receptor [3 parece ser requerida para o acoplamento do receptor com sua proteina Gs
(SCHWINN et al., 1992).

Existem muitas analogias entre o complexo rodopsina-transducina e os
adrenoceptores {3 - proteina Gs. Primeiro, no processo de adaptacéo a luz, a rodopsina
quinase fosforila a rodopsina de maneira analoga a fosforilagéo catalisada pela BARK
do adrenoceptor ocupado pelo agonista. Segundo, proteinas anilogas & arresting,
denominadas p-arrestinas partlciparmn do processo de dessensibilizagio feito pela
BARK. p-arrestina foi clonada e estd presente em muitos tecidos, mais
proeminentemente no cérebro, coracao e pulmées ( LOHSE ef af, 1990).

UNGERER et al. (1994) demonstraram em coragdo humano com insuficiéncia
cardiaca uma boa correlagio enfre a diminuicdo da responsividade a B agonistas e
concentracaoc elevada de PARK-1, sem qualquer mudanga nos niveis de PARK-2, p-
arrestina-1, ou p-arrestina-2.

3.3.2- SEQUESTRO: Sequestro & um processo gue envolve a mobilizacio do
receptor da superficie celular para um compartimento intracelular ainda n#o
identificado, e inacessivel aos agonistas extracelulares hidrofilicos. Como a
dessensibilizagdo por desacoplamento, o sequestro também ocorre dentro de minutos
apos exposicdo a um agonista (SIBLEY et al, 1986). Embora pareca ocorrer num

periodo mais tardio do que o desacoplamento, os mecanismos envolvidos no
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sequestro ndo sdo conhecidos. Alguns estudos sugerem que a fosforilagio e o
sequestro sao processos inteiramente distintos e independentes (WALDO ef ai,, 1983).

3.3.3- DOWN-REGULATION. A diminuicdo do numero ou densidade de
receptores, parece ocorrer numa escala de tempo muito maior, em horas, do que o
desacoplamento e sequestro. Pode ser causada ou por aumento na degradacdo ou por
diminuigdo na taxa de sintese dos receptores (SCHWINN et al,, 1992).

Em algumas situacdes os adrenoceptores (3 sdo proteoliticamente degradados
de modo que a sua regeneracdc depende de nova sintese, enquanto que em outras,
eles permanecem indetectaveis por um periodo de tempo e entdo retornam aos niveis
normais, sugerindo que receptores down-regulados podem readquirir sua capacidade
de ligagdo apds algum tempo (DOSS ef al, 1981). Recentemente, os mecanismos
envolvidos no processo de down-regulation dos adrenoceptores B, foram eiucidados e
parece que uma via desse mecanismo seria a diminuicio do nivel de RNAm desses
adrenoceptores e outra seria a sua fosforilagio pela PKA (BOUVIER et al., 1989).

3.4- UP-REGULATION DO RECEPTOR

Up-regulation, definida como aumento no nimero dos receptores ativos, pode
ocorrer como resultado de um bloqueio crénico por antagonistas (HEDBERG et al.,
1986) ou como consequéncia da atuagdo hormonal no sistema efetor do receptor. A
influéncia de hormodnios permissivos, tais como glicocorticoides sobre os
adrenoceptores 3 esta bem estabelecida (STILES et al, 1984). Os glicocorticoides
atuam a nivel da expressdo génica modulando a sintese do receptor. Eles parecem
aumentar o numero dos receptores por um aumento no nivel do seu RNAm (COLLINS

et al,, 1988). O tratamento prolongado de humanos e de animais, com antagonistas de
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adrenoceptores § tambem pode desencadear aumento no nimero de adrencceptores p

funcionais, detectavel apés a interrupgéo abrupta do tratamento (BRODDE et /., 1989).

Tanto up- como down-regulation dos adrenoceptores B cardiacos podem ocorrer
em diferentes estados fisiologicos ou patologicos. Exemplos incluem, mudangas
associadas a ontogénese, isquemia, doencas, agentes estressores e manipulacdes
farmacoiogicas (CHEN et al., 1979, FELDMAN, 1987, SPADARI & De MORAES, 1988,
- BASSANI & DE MORAES, 1988, HALL ef al,, 1990, , BARKER et al., 1990, BRODDE,
1991, LIANG et al, 1991, BOHM et al, 1994, CHESS-WILLIAMS et al, 1994,
VANDERL.E| et al., no prelo).

A responsividade do tecido cardiaco a estimulacdo B-adrenérgica pode ser
regulada pela duragdo e intensidade da estimulacio do receptor (KENAKIN & BEEK,
1982, KENAKIN & FERRIS, 1983). Estimulagio crénica dos adrenoceptores f
cardiacos resulta em desacoplamento do receptor da adenilil ciclase efou reducéo na
densidade desses receptores (FELDMAN, 1987, STRASSER ef al., 1988, FELDMAN &
BRISTOW, 1990, BUTTERFIELD & CHESS-WILLIAMS, 1991, KENAKIN, 1993,

CHESS-WILLIAMS et al., 1994).

4- REFLEXO BAROCEPTOR

Os baroceptores sdo os mediadores primarios do sistema nervoso auténomo no
controle da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca. Os baroceptores sao
terminagdes nervosas gque respondem a deformacéo ou estiramento das paredes dos

vasos onde estao localizadas (BROWN, 1980, FERRARIO & TAKISHITA, 1983).
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Os seios carotideos e a crossa da aorta s&o os locais de maior concentracao
dessas aferéncias e com maior expresséo fisioldgica. Os seios carotideos sdo uma
dilatag&o das artérias cardtidas internas. A parede arterial dessa regido € mais fina e
possue maior quantidade de tecido elastico do que tecido muscular liso comparada a
outras porgdes da parede arterial. A inervagéo sensorial desta drea é provida pelos
ramos do nervo glossofaringeo, enquanto que a inervagéo dos baroceptores aérticos é
feita pelo nervo aodrtico (MILNOR, 1970). As aferéncias dos baroceptores terminam no
nicleo do trato solitario (NTS), onde sdo normalmente efetuadas as respostas de
inibigdo da descarga simpatica e intensificagdo da resposta vagal. A estimulacdo dos
baroceptores adrticos e carotideos, por aumenfo da pressdo arterial, desencadeia
reflexamente uma inibigo da descarga simpatica enguanto que uma queda da presséo
arterial produz efeito oposto (GUYTON, 1993).

Os baroceptores possuem importante fungdo homeostatica, pois constituem a
primeira etapa dentro do sistema nervoso no controle da pressédo arterial, uma vez que
eles respondem as variacbes transitérias de pressdo arterial de maneira rapida e
eficiente. Os sistemas renal, humoral e tecidual que também partiCYPam no controle
da pressac arterial, sdo mais lentos em responder efetivamente a esses estimulos
(BROWN, 1980, ABOUD, 1982).

O pape! dos baroceptores na regulacdo da presséo arterial € demonstrado pela
desnervagao sino-aértica (DSA). A descoberta por HERING, em 1927, que a
desnervagao sino-adrtica causava um aumento abrupto na presséo arterial e
subsequente demonstragcao por KOCH & MIES, em 1929, que a desnervacgdo destas
areas causava hipertenso crénica, despertou o interesse de investigadores em estudar

a disfunc&o dos baroceptores como possivel modelo experimental de hipertensio.
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Reseccdo dos baroceptores adrticos e carotideos interrompe a aferéncia
neuronal desses receptores sensoriais no sistema nervoso central. Esta liberacdo do
sistema nervoso simpatico de uma fonte primaria de inibicdo, imediatamente produz
hipertensao e taquicardia. A hipertensdo pode persistir por alguns meses
(ALEXANDER et al., 1980, KRIEGER ef al., 1980, VASQUEZ & KRIEGER, 1980) ou até
um ano (KRIEGER, 1964). Em geral, a hipertens&o apresenta labilidade, de modo que,
registros tomados por longos periodos mostram que 0 animal apresenta oscilacdes dos
valores da presséo arterial, dependentes da atividade fisica do animal no momento da
medida. Diferente da presséo arterial, a taquicardia causada pela DSA é transitéria e
dura em meédia duas semanas (BRODY et al., 1983, VASSALO ef al, 1985, TRAPANI
et al., 1986, ALPER et al, 1987a,b.,, MACHADO, 1990, MACHADO et al, 1992,

MAUAD et a/., 1992).

5- EFEITO DA DESNERVAGCAQ SINO-AORTICA (DSA) NA RESPOSTA AS
CATECOLAMINAS

Poucos estudos analisaram os efeitos da DSA sobre os adrenoceptores B. Em
ratos anestesiados com hidrato de cloral (VASQUEZ & KRIEGER, 1982), e em coracgio
isolado de ratos (CABRAL & VASQUEZ, 1984) ocorreu diminuigdo da resposta
cronotropica ao isoproterenol, cinco horas apés DSA, periodo em que a taquicardia é
méaxima, e quatorze dias ap6s a DSA, tempo em que a frequéncia cardiaca ja retornou
aos valores normais. Os resultados desses estudos sugerem que a DSA, assim como
outros modeios experimentais de hipertensao, produzem dessensibilizacio e/ou down-

regulation dos adrenoceptores p.
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VASSALO et al. (1991) descreveram a evolugdo temporal das alterages de
sensibilidade induzidas pela DSA na resposta inotrépica de misculo papilar em
resposta a altas concentragbes de isoproterenol, proximas da resposta maxima. A
-resposta inotrépica ao 1SO foi avaliada nos tecidos obtidos de trés até trinta dias apos
DSA. Trés dias apds DSA, o musculo papilar mostrou aumento da resposta contratil ao
ISO, enquanto que nenhuma alteragc&o foi observada uma ou duas semanas ap6s DSA.
Trinta dias ap6s DSA houve reducio na resposta ao ISO. VASSALO et al. (1991)
propuseram que o aumento da resposta inotropica ao 1SO poderia ser devido a up-
regulation dos adrenoceptores B4 efou ao aparecimento de adrenoceptores [,
funcionais nessa preparacio e que a diminuicio da resposta ao ISO observada trinta
dias ap6s DSA seria devida a down-regulation dos adrenoceptores B,

Os resultados dos estudos in vivo, ou em preparagdes de coracéo isolado e de
musculos papilares mostraram que a desnervac@o sino-aértica induz mudancas na
sensibilidade de tecidos cardiacos a agonistas p-adrenérgicos. No entanto, estes
estudos na&@o incluiram uma avaliacdo completa dos mecanismos envolvidos nas
alteragcbes de sensibilidade aos agonistas B-adrenérgicos. Em particular, ndo foram
consideradas possiveis mudangas induzidas pela DSA sobre os processos de
recaptacao neuronal e extra-neuronal das catecolaminas; as preparagées empregadas
n&o permitiram um equilibrio adequado entre o agonista e 0 receptor; a populago
dos receptores envolvidos na resposta nio foi caracterizada: e a densidade dos
adrenoptores nao foi avaliada.

O objetivo deste trabalho foi analisar se apos a DSA ocorrem alteragdes na

sensibilidade da resposta cronotropica do marca-passo cardiaco a agonistas B
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adrenérgicos. Analisamos também, alguns dos mecanismos envolvidos com as

alteragBes de sensibilidade, quando detectadas.
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OBJETIVO

O presente estudo foi realizado com o propésito de determinar 0os mecanismos
envolvidos com as alteragbes de sensibilidade a agonistas p-adrenérgicos em atrios
direitos isolados de ratos submetidos a desnervagao sino-adrtica (DSA).

Experimentos funcionais e experimentos com radioligante usando tecido atrial
foram conduzidos para determinar os efeitos da DSA sobre:

1. a evolugdo temporal da sensibilidade da resposta p-adrenérgica

atrial as catecolaminas apos a DSA,;

2. a atividade dos sistemas de recaptacido neuronal e extra-
neuronal;
3. a sensibilidade aos agonistas plenos, isoproterenol e

noradrenalina e ao agonista parcial, prenalterol;

4, a populagéo funcional de adrenoceptores B-adrenérgicos que
medeiam a resposta cronotrépica as catecolaminas;

5. a afinidade de agonistas e antagonistas, e

6. a densidade dos sitios ligantes dos adrenoceptores p.

30




MATERIAL E METODOS

1- PROCEDIMENTO CIRURGICO

Ratos Wistar pesando entre 300 a 400 g foram usados em todos os
experimentos. Os ratos foram alojados, pelo menos uma semana, no biotério de
manuteng&o, em gaiolas coletivas, sob condigbes controladas de luminosidade (12/12
horas) e temperatura (22° C). Agua e ragao foram fornecidas ad libitum.  Os animais
foram divididos em trés grupos experimentais: animais DSA, animais submetidos a
falsa cirlrgia, denominados sham, e animais controles (naive), que ndo sofreram
qualguer manipulagdo cirargica.

Em todos os procedimentos cirurgicos usou-se técnica asséptica e anestesia por
ketamina, 90 mg/kg, i.m., e xilazina, 5 mg/kg, i.m. DSA bilateral foi realizada de acordo
com KRIEGER (1964), incorporando modificagbes descritas por VASQUEZ &
KRIEGER (1982). Apés indugdo da anestesia, uma incisdo na regido mediana do
pescogo foi feita para expor a artéria carétida primitiva. As fibras nervosas dos
baroceptores da aorta foram dissecadas e seccionadas. Os ramos internos e externos
das cardtidas foram expostos, o nervo vago, pequenos vasos e tecidos conectivos
presentes foram gentilmente afastados, de modo que o nervo laringeal superior fosse
ressecado e o ganglio simpatico presente sobre a bifurcacdo removido. A falsa ou
sham cirurgia consistiu dos mesmos procedimentos iniciais empregados para DSA, mas

sem a desnervagao.
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Apos DSA ou sham cirurgia, canulas contendo salina estéril foram colocadas
nas veia e artéria femorais esquerdas para subsequente administracdo de drogas e
registro da pressfo arterial e frequéncia cardiaca. As veias e artérias foram canuladas
usando tubos esterilizados PE-50 e PE-10, respectivamente. As canulas foram
exteriorizadas na regido escapular. Apoés a cirurgia, todos os animais foram tratados
com penicilina benzatina , 100.000 unidades, i.m., para minimizar as infeccoes.

Vinte e quatro horas apés a cirurgia, o sucesso da DSA foi avaliado pela
administracéo de nitroprussiato de sddio, 4 pg/kg, i.v., em ratos acordados. DSA foi
considerada adequada nos animais que apresentaram queda na press3c arterial
diastolica em resposta ao nitroprussiato, de cerca de 30-50 mmHg, sem concomitante
aumento da frequéncia cardiaca. Nos animais sham, a cirurgia foi considerada
adequada quando os animais apresentaram taquicardia reflexa apés queda da pressio
arterial. Somente animais dentro desses critérios foram incluidos no presente estudo.
A pressao arterial fol registrada da artéria femoral conectando-se o cateter a um
transdutor de pressdo Statham P23 1D (Grass Instruments, Quincy, MA) e a frequéncia
cardiaca foi medida com um tacégrafo Grass EKG e registrada num poligrafo Grass

modelo 7D.
2- EXPERIMENTOS FUNCIONAIS USANDO ATRIO DIREITO ISOLADO

Uma modificacio dos métodos descritos por SPADAR! ef al. (1988) e BARKER
et al. (1990) foi usada. Um, trés, sete, quinze e trinta dias apods a cirurgia, os animais
foram anestesiados com halotano e sacrificados por seccdo dos vasos cervicais. Os
coragbes foram rapidamente removidos e colocados em Krebs-Henseleit previamente
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oxigenado. Os atrios direitos foram isolados e montados em ¢dmaras de incubacdo de
tecido (10 ml volume) contendo Krebs-Henseleit, pH 7,3 a 7,5, 34°C e aerado com 95%
0,-56% CO,;. A composicdo da solucdo de Krebs-Henseleit foi (milimolar): NaCl, 124;
KCI, 4,75; MgS0,, 1,30; CaCl,, 2,25; NaHCO;, 25,0; NaH,PQ,, 0,8; glicose, 10,0;
ascorbato, 0,3; EDTA, 0,03; e 17B-hidroxiestradiol, 0,005. Ascorbato e EDTA foram
adicionados para evitar a oxidagao das catecolaminas (HUGHES & SMITH, 1978). 17p3-
hidroxiestradiol foi adicionado para bloquear o sistema de recaptagéo e metabolizacéo
extra-neuronal das catecolaminas (SALT, 1972). O sistema de recaptacio neuronal
das catecolaminas foi inibido pelo tratamento com 10 uM de fenoxibenzamina (PBZ) por
trinta minutos (O'DONNELL & WANSTALL, 1985). Apés o tratamento com PBZ, a
solugdo de incubacdo foi trocada a cada quinze minutos durante uma hora, para
remover o excesso de PBZ presente no banho e permitir que a frequéncia de
batimentos atriais retornasse aos seus valores basais. Nos estudos envolvendo a
evolucdo temporal da sensibilidade B-adrenérgica, curvas concentracio-efeito foram
geradas no mesmo tecido, antes e apds a inibicdo dos sistemas de recaptacao
neuronal e extraneuronal. Nos estudos subsequentes, somente tecidos obtidos de
animais sete dias apos a cirurgia foram usados e todas as curvas concentragido-efeito
foram geradas na presenga de blogueadores dos dois sistemas de recaptacdo das

catecolaminas.

3- OBTENGCAO E ANALISE DAS CURVAS CONCENTRAGAO-EFEITO

Curvas concentragdo-efeito para o efeito cronotropico acs agonistas 1SO, NA e

PREN foram obtidas através do aumento cumulativo das concentragdes do agonista em
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meia unidade logaritmica entre doses sucessivas (VAN ROSSUM, 1963). Nos
experimentos onde PREN foi usado, curvas concentragio-efeito para ambos, PREN e
ISO foram geradas no mesmo tecido obtido de animais sete dias apds a cirurgia. Os
possiveis efeitos da DSA sobre os subtipos de adrenoceptores que estariam mediando
a resposta cronotrépica foram avaliados pela construcdo de curvas concentragao-efeito
para ISO e NA na auséncia e entdo na presenca de ICl 118,551, um antagonista B,
seletivo (O'DONELL & WANSTALL, 1980) ou CGP 20 712A, um antagonista 4
seletivo (DOOLEY ef al., 19886).

Todos os dados das curvas concentragdo-efeito foram avaliados segundo a
equacgao:

E = Epad ({(1+(10%105%) + @) (26)

onde E & o aumento da frequéncia de batimentos atriais em resposta ao agonista
(efeito) ; Emax € a resposta maxima que o agonista pode produzir ; ¢ € o logaritmo da
ECsg. definida como a concentragdo do agonista que produz metade da resposta
maxima; X € o logaritmo das concentragdes do agonista; 0 exponencial, n, é o
coeficiente angular ou inclinagdo, que define o tipo de curva concentragioc-efeito
obtida e < € a resposta observada na auséncia do agonista. Anélise de regressao ndo
linear para determinar os parametros: E,,, log EC5, e n foi empregada usando o
programa GraphPad Prism {GraphPad Software, San Diego, CA) com o valor basal dos
batimentos atriais valendo zero, @ = zero. No texto e tabelas, o pardmetro poténcia,
que corresponde ao -log ECxp, sera expresso como pECs.

A constante de dissociagio, K4, do agonista parcial, PREN, foi estimada pelo
método de BLACK et al. (1985). Primeiramente, os dados obtidos para o PREN e ISO
foram analisados como descrito na equacéo 26. As respostas individuais para PREN
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foram normalizadas em fungdo da resposta maxima obtida para o 1SO em cada tecido.
Os dados transformados foram analisados seguindo a expressao:
E = Enaxt 10/(10%[10°))"+"[10°]") (27)

Onde E €& a resposta fracional relativa aquela produzida pelo ISO; E,.« & a resposta
maxima do tecido e fixada no valor da unidade; K ¢ o logaritmo molar da constante de
dissociacao; 1 € a eficacia definida no modelo operacional; e n e x foram definidos na
equacdo 26. O termo t é definido como a razdo, [R{]/Kg, onde [Ry] é a concentracdo
dos receptores funcionais e Kg € a concentragio do complexo agonista-receptor que
produz metade da resposta maxima. Os valores de n foram caiculados de acordo com
a equacéo 26, para cada curva concentragio-efeito. Este método para estimativa do
valor Ky do agonista somente pode ser aplicado quando a resposta maxima obtida para
o agonista € menor do que a resposta maxima que o tecido é capaz de responder, o
que indica tratar-se de agonista parcial (LEFF et al, 1990). Duas curvas
concentractes-efeito obtidas para o PREN em atrios de animais controle nio foram
usadas para a analise porque tiveram seus valores de E,, similares aqueles obtidos
para o 1ISO na mesma preparagéo. As constantes de dissociacdo que sdo registradas
no texto e nas tabelas sao expressas como valores de pKj.

Em experimentos nos quais antagonistas competitivos foram usados, para
caracterizar a populagéo ativa dos adrenoceptores B, as curvas concentragio-efeito
foram construidas na auséncia e na presenga do antagonista, com um periodo de
equilibrio do antagonista de duas horas. Em todos os experimentos, somente uma
tnica concentracdo de antagonista foi usada para cada atrio. Concentracdes do

agonista que produziram metade da resposta maxima na auséncia, [A], e na presenca,
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[A7, do antagonista foram estimadas pelo uso da equagio de Schild
(ARUNLAKSHANA & SCHILD, 1959):

log (CR-1) =nlog [B] - log Kg (28)
onde CR corresponde a [A)/[A], n € o coeficiente angular; [B] é a concentragéo do
antagonista. A constante de dissociagéo aparente da interagéo antagonista-receptor,
Kg, foi determinada pela aplicacdo da regresséo linear de log (CR -1) sobre o log [B].
As constantes de dissociagio que s&o registradas no texto e nas tabelas sdo expressas

como valores de pKg.

4- EXPERIMENTOS USANDO O RADIOLIGANTE:""?® [ODOCIANOPINDOLOL.

(" 1CYP)

Os atrios direitos foram obtidos como descrito acima. Para cada experimento,
trés atrios foram usados. As membranas foram preparadas segundo o método de
JUBERG et al. (1985) modificado. Os atrios direitos foram rapidamente removidos e
homogeneizados com um friturador de tecidos, por trinta segundos, em 10 mi de uma
solugdo de fosfato de sddio, na concentracdo de 20 mM e pH igual a 7.6, contendo
154 mM de cloreto de sédio. O homogeneizado foi centrifugado a 100,000 x g por 1 hr
a 4°C para isolar todos os receptores presentes na preparacdo. Apos a centrifugaco o
sobrenadante foi descartado e o pelfet foi resuspenso em 1 ml de uma solucdo de
sucrose, na concentragdo de 0,32 mM, para cada 10 mg de peso original do tecido.
Essa suspensdo foi estocadaa -70°C, até o seu uso.

Aliquotas da suspens@o de membranas (100 ul contendo 35 a 70 ug de
proteina) foram incubadas em ftriplicatas a 37°C por 90 minutos com concentragdes
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crescentes de %

ICYP (5 a 300 pM) ou uma Unica concentragdo de "2 ICYP (100 pM)
na presenca de varias concentragcdes de PREN (0,1 a 30 uM) num volume final de 250
pl. A solucao tampéo de incubagdo continha: HEPES, 50 mM, pH 7,5; MgCl,, 4 mM;
ascorbato, 0,3 mM e EDTA(Na), 0,03mM . Triplicatas das amostras contendo
propranolol (10 uM) foram usadas para quantificar as ligacées ndo especificas. O
processo de incubagéo foi interrompido pela adigdo de 10 ml de tampdo HEPES, 50
mM a 4°C, seguido por rapida filtracio através de filtros de fibra de vidro (GF/B
Whatman, Clifton, NJ) e uma lavagem adicional dos filtros com 10 ml de tampao
HEPES. Imediatamente apds a filiragcao, a radicatividade foi medida em um contador
gama (Beckman Instruments, Modelo 9800). A concentragdo das proteinas foi
determinada pelo método de LOWRY et al. (1951) usando albumina bovina como
padréo.

O nudmero aparente de sitios ligantes e a afinidade para o 'ICYP foram
determinados pela andlise de regress&o nao linear usando a equacio:

B = By (141057105 (29)

onde B & a quantidade dos sitios ligados, expressos como fmoles/mg de proteina; By,
é o numero maximo de sitios ligantes presentes na preparacdo, e expressos como
fmoles/mg de proteina; K é o logaritmo da constante de dissociacdo, K, do
radioligante; x € o logaritmo da concéntragéo do ligante na forma livite; e n é o
coeficiente de Hill para a ligagao do radioligante.

Os valores de IC5y do PREN foram determinados pela aplicagdo da equagéo 1.
O valor aparente de Ky do PREN foi calculado a partir da sua ICs; obtida da curva de
competicio para o "?’lCYP usando a expressio (LEFF & DOUGALL, 1993):

Kapren = 1Cs0/{(2 + (ICYPYKygovr)™ '™ - 1} (30)
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onde n & o coeficiente angular da curva de inibicio do PREN na ligacdo do '?° ICYP aos

sitios receptores.

5- ANALISE ESTATISTICA

O programa InStat (GraphPad Software) foi usado para as andlises estatisticas.
Quando necessario, utifizamos andlise de varidncia monofatorial ou bifatorial seguidas
pelo teste de Bonferroni. Em alguns casos, teste ¢ de Student para amostras pareadas
ou ndo pareadas foi usado. Valores de P <005 foram considerados como

estatisticamente significantes.

6- FARMACOS

(-)-Noradrenalina, (-)-isoproterenol, e 17-p-hidroxiestradiol foram fornecidos pela
Sigma Chemical Co. (8t Louis, MO). Os seguintes compostos foram gentiimente
cedidos: prenalterol (Dr. Terry KENAKIN), fenoxibenzamina (Dr. Norman Robie), ICI
118,551 (ICl, Ltd), e CGP 20712A (Ciba Geigy Pharmaceuticals). '*’I-Cianopindolol,

2000 Ci/mMol, foi comprado da Amersham Life Science Inc. (Arlington Heights, II).
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RESULTADOS

1- EVOLUGAO TEMPORAL DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA
CARDIACA EM RATOS COM CIRURGIA SIMULADA OU DESNERVACAO SINO-
AORTICA.

A tabela 1 mostra os valores de pressdo arterial média (P.A.M.) e frequéncia
cardiaca em ratos 1, 3, 7, 15 e 30 dias apos a cirurgia simulada (sham) ou apés a DSA.

A DSA determinou um aumento significativo dos valores de P.A.M. em todos os
periodos. A frequéncia cardiaca apresentou-se elevada somente nos dias 1, 3e 7 (P <
0,05). Aos 15 e 30 dias apés a DSA, a taquicardia desaparece (P < 0,05).

TABELA 1.

Evolugao temporal da pressao arterial média e frequéncia
cardiaca em ratos em diferentes periodos apés a cirurgia
simulada (sham) ou com desnervagio sino-adtica (DSA).

Pressé9 Frequéncia N
GRUPO ) (batmim

SHAM 1 DIA 115 3 387+£13 8
DSA 1 DIA 155 + 4° 506+ 13° 5
SHAM 3 DIAS 1063 390+18 8
DSA 3 DIAS 157 +5° 450 £ 12° 5
SHAM 7 DIAS 108+ 3 3807 8
DSA 7 DIAS 146 £3° 450 + 122 7
SHAM 15 DIAS 109+ 4 370+ 11 6
DSA 15 DIAS 141 £ 10° 400+ 5 5
SHAM 30 DIAS 1053 380+ 14 6
DSA 30 DIAS 149+ 9 400+ 15 5

Os dados sdo médias £+ E.P.M. N, nlimero de animais.
a, P <0,05, comparacio dos valores obtidos em ratos com DSA e seus
respectivos controles, pelo teste t de Student pareado.
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2. EVOLUGAO TEMPORAL DA SENSIBILIDADE DA RESPOSTA B-ADRENERGICA
E A PARTICIPAGAO DOS SISTEMAS DE RECAPTAGAO DAS CATECOLAMINAS

Os efeitos da DSA e cirurgia simulada sobre os sistemas de recaptacdo
neuronal e extraneuronal as catecolarinas foram avaliados 1, 3, 7, 15 e 30 dias apds.
Foram obtidas curvas concentracéo-efeito para o 1ISO e NA antes e apés o bloqueio in
vitro dos dois sistemas. Os valores de pECs; dos dois agonistas estdo sumarizados
nas tabelas 2 e 3.

O bloqueio dos sistemas de captacdo e metabolizagdo da NA produziu um
desvio a esquerda das curvas concentracio-efeito de cerca de 6 a 9 vezes, Os valores
das pECs0 a NA antes e apds bloqueio dos sistemas neuronal e extraneuronal em
atrios direitos obtidos de ratos com cirurgia simulada (sham) ou com DSA, foram
estatiscamente diferentes em todos os periodos estudados (P < 0,05, teste ¢ de
Student, para amostras pareadas). No entanto, a magnitude dos desvios nido foi
diferente entre os grupos e nem entre os diferentes periodos decorridos apds as
cirurgias.

Quando os sistemas de captacéo neuronal e extraneuronal estavam ativos,
observou-se subsensibilidade a NA em atrios direitos de ratos sacrificados no terceiro
dia apos a DSA. Nos dias 1, 7, 15 e 30 dias, a sensibilidade & NA em arios direitos
de ratos controles comparados agueles submetidos a DSA, nao foi estatiscamente
diferente.

Apos ¢ bloqueio dos sistemas de recaptacdo neuronal e extraneuronal, a
sensibilidade a NA estava significativamente reduzida nos dias 3, 7 ¢ 15 apés a DSA,

em cerca de 3 vezes ao nivel da pECs5;.
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TABELA 2.

Efeito do bloqueio dos sistemas neuronal e extraneuronal na
sensibilidade a noradrenalina em atrios direitos de ratos.

PECs, PECs

GRUPO PRE POS DESVIO®
CONTROLE 6,45 +0,12 7.54+£0.,08° 129:34
SHAM 1 DIA 6,38 £ 0,14 6,99 +0,09° 46+12
DSA 1 DIA 6,69 +0,22 7.25+0,14° 48+1,7
SHAM 3 DIAS 6,77 +0,07 7,28 +0,09° 37+0,8
DSA 3 DIAS 6,29 £0,09°  6,83+0,13¢ 49+10
SHAM 7 DIAS 6,56 + 0,08 7,42 +0,08° 65+17
DSA 7 DIAS 6,17 +0,18 6,91+0,18™ 55108
SHAM 15 DIAS 7,05 0,10 7,82+0,15° 6,5+ 1,1
DSA 15 DIAS 6,72 + 0,20 7,3+0,10"¢ 52+1,6
SHAM 30 DIAS 6,77 + 0,05 7.43+0,07" 53+1,4
DSA 30 DIAS 7,03 £0,12 7,50 + 0,11 42420

Os dados sdo médias + E.P.M. para 5 a 6 experimentos.

PRE - valores de pEC;, obtidos quando os sistemas de recaptacéo e
metabolizacio das catecolaminas estavam ativos.
POS - valores de pECs, obtidos quando os sistemas de recaptacio e
metabolizacido estavam bloqueados.
a, Antilogaritmo da diferenga entre os valores da pECsy pré e pos

blogueio dos sistemas de recaptacéo.

b, P < 0,05, comparacédo dos valores da pEC5, pré e apés o blogueio
dos sistemas de recaptacéio, para o teste f de Student pareado.

c, P < 0,05, comparacio dos valores da pECs, pré bloqueio entre os
grupos controle, sham e DSA em seus respectivos periodos pés

cirurgia.

d, P < 0,05, comparacéo dos valores da pECs, pos bloqueio entre os
grupos controle, sham e DSA em seus respectivos periodos pos

cirurgia.

SHAM - animais submetidos a cirurgia simulada.
DSA - animais submetidos a desnervacéo sino-adrtica.
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recaptacdo neuronal e

extraneuronal , denominados nas figuras de uptake, na resposta cronotrépica
da noradrenalina (NA) em atrios direitos isolados 1, 3, 7, 15 e 30 dias apés
cirurgia simulada. Naive = grupo controle.
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da noradrenalina (NA) em atrios direitos isolados 1, 3, 7, 15 e 30 dias apods
desnervacao sino-adrtica. Naive = grupo controle.
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Estudos similares aqueles efetuados para a NA também foram realizados
para o IS0 , e estdo sumarizados na Tabela 3.

O bloqueio do sistemas de captagdo neuronal e extraneuronal produziu um
desvio, estalisticamente significante, para a esquerda nas curvas concentragso-
efeito ao ISO de cerca de duas a trés vezes, em atrios direitos de ratos dos
grupos controles, e nos grupos submetidos a cirurgua simulada e com DSA aos 7
e 30 dias. Como visto para a NA, a DSA néo causou quaiquer efeito sobre a
magnitude dos desvios.

A DSA determinou um desvio a direita das curvas concentracfo-efeito ao
ISO no primeiro, terceiro e sétimo dias apos a DSA, de cerca de 2 a 3 vezes, ao
nivel da pECs; . Essa subsensibiidade ao 1SO em éatrios direitos isolados foi
observada quando os sistemas de recaptagio neuronal e extraneuronal estavam
ativos.

Apods o bloqueio desses sistemas de recaptagdo e metabolizagdo, a
subsenbilidade ao ISO s6 foi observada no terceiro e no sétimo dias apds a DSA,
e a magnitude dos desvios nas curvas concentragio-efeito foi similar aquela
obervada quando esses sistemas estavam ativos.

A frequéncia inicial dos batimentos cardiacos estava reduzida somente no
sétimo dia apos a DSA ( controle: 270 + 20, sham: 256 + 7 e DSA: 170 + 9).
N&o houve alteragio da resposta méxima tanto ao ISO como a NA em todos os
grupos estudados.

As Figuras 3 e 4 mostram os efeitos do bloqueio do sistemas de recaptacao

e metabolizacdo nas curvas concentracio-efeito ao 1SO.
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TABELA 3.

Efeito do bloqueio dos sistemas de recaptagio neuronal e
extraneuronal sobre a sensibilidade ao isoproterenol em atrios
direitos de ratos.

GRUPOS pECS® PECs DESVIO®
PRE POS

CONTROLE 8,53+ 0,06 8,89 + 0,08" 23+05
SHAM 1 DIA 8,59 + 0,08 8,79+ 0,15 2,0+02
DSA 1DIA 8,29 £ 0,06° 8,54 + 0,12 22+0,5
SHAM 3 DIAS 8,63 + 0,09 8,77 £ 0,16 1,5+0,2
DSA 3 DIAS 8,22 + 0,04° 8,30 + 0,08° 1,240,2
SHAM 7 DIAS 8,54 + 0,07 8,72 + 0,10" 1,5+0,1
DSA 7 DIAS 8,19 + 0,08° 8,36 + 0,04™¢ 1,5+ 0,2
SHAM 15 DIAS 8,55 + 0,19 8,70 + 0,09 1,8+ 0,4
DSA 15 DIAS 8,49 + 0,09 8,72+0,07° 1,7+0,2
SHAM 30 DIAS 8,60 + 0,07 8,84 + 0,07° 1,7 £ 0,1
DSA 30 DIAS 8,60+ 0,10 8,96 + 0,12° 2,3+0,3

Os dados s&o meédias + E. P.M.para 5 a 6 experimentos.

PRE- valores de pECs, obtidos quando os sistemas de recaptacao e
metabolizagdo das catecolaminas estavam ativos.

POS - valores de pECs, obtidos guando os sistemas de recaptacido e
metabolizacio estavam bloqueados.

a, Antilogaritmo da diferenga entre os valores da pECy, pré e apés blogueio
dos sistemas de recaptacio de catecolaminas.

b, P < 0,05, comparago dos valores da pECsy pré e apds o blogueio dos
sistemas de recaptacao, para o teste t de Student pareado.

¢, P <0,05, comparagéo dos valores da pECs, pré blogueio entre os grupos
controle, sham e DSA em seus respectivos periodos pos cirurgia.

d, P < 0,05 comparagdo dos valores da pECs, pds blogueio entre os
grupos controle, sham e DSA em seus respectivos periodos pos cirurgia.
SHAM - animais submetidos a cirurgia simulada.

DSA - animais submetidos a desnervacio sino-adrtica.
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Figura 3. Efeito do bloqueio dos sistemas de recaptacdo neuronal e

extraneuronal ,

denominados nas figuras de uptake, na resposta

cronotrdpica ao isoproterenol (ISO) em &trios direitos isolados 1, 3, 7,
15 e 30 dias apéds cirurgia simulada. Naive = grupo controle.
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extraneuronal , denominados nas figuras de upfake, na resposta cronotrépica ao
isoproterenol (ISO) em atrios direitos isolados 1, 3, 7, 15 e 30 dias apos

desnervacao sino-adrtica. Naive = controle.
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A Figura 5 mostra a evolugdo temporal da sensibilidade da resposta cronotropica @ NA
em atrios direitos isolados obtidos em diferentes periodos apds cirurgia simulada ou
DSA, sob bloqueio dos sistemas de metabolizacio de catecolaminas. A sensibilidade a
NA foi significantemente reduzida aos 3 , 7 e 15 dias ap6s DSA quando comparada

com os grupos controle e falso operado (P < 0,05, pés teste de Bonferroni ).
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Figura 5. Evolucdo temporal da sensibilidade &
noradrenalina (NA} em atrios direitos de ratos
submetidos & desnervacgdo sino-adrtica, apds blo-
queio dos sistemas de recaptagio neuronal e ex-
traneuronal. CTL = controle.
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A Figura 6 mostra os efeitos da DSA na sensibilidade ao 1SO sob bloqueio dos sistemas
de recaptacéo neuronal e extraneuronal, em diferentes periodos apés cirurgia simulada
(sham) ou DSA. Uma significanie reducio na sensibilidade ao 1SO foi observada nos

dias 3 e 7 apos DSA (P < 0,05, pos teste Bonferroni).
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Figura 6. Evolugdo temporal da sensibilidade ao
isoproterenol (ISO) em atrios direitos de ratos
submetidos a desnervacéo sino-adrtica, apos blo-
queio dos sistemas de recaptacao neuronal e ex-
traneuronal. Ctl = controle.

Os efeitos da DSA nas poténcias do ISO e da NA foram similares, a redugio maxima

da sensibilidade ocorreu entre os dias 3 e 7 e estava restabelecida ao redor de 15 apés
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3-EFEITO DA DESNERVAGAO SINO-AORTICA (DSA) SOBRE A RESPOSTA
CRONOTROPICA AO ISOPROTERENOL, NORADRENALINA E PRENALTEROL.

Os parametros das curvas concentracio-efeito para o 1SO, NA e PREN em
atrios direitos isolados de animais controles e 7 dias apds cirurgia simulada e com DSA
estdo sumarizados na Tabela 4. Nao observamos qualquer diferenca estatlsticamente
significante entre os valores da pECsq de atrios obtidos de animais controles para os
diferentes agonistas. No entanto, quando comparamos os dois grupos controles com
animais submetidos a DSA , os valores da pECs, para os trés agonisias foram
significativamente menores em atrios de ratos com DSA (P < 0,05). Parao I1SO, NA e
PREN, a DSA determinou uma redug&o de cerca de 2,5; 3,0; e 2,6 vezes nos valores
da ECsq, respectivamente. A DSA nao teve qualquer efeito nos valores da E,, para
os agonistas plenos, ISO e NA, mas causou uma significativa diminuicdo nos valores
absoluto e relativo das E,., para o agonista parcial PREN, gquando comparados com
valores obtidos para 1S0.

A DSA ndo causou qualquer alteragdo no coeficiente angular das curvas
concentracao-efeito de nenhum dos trés agonistas (P >0,05). As curvas concentracdo-
efeito para o ISO e PREN sdo mostradas na Figura 7 e aquelas para as acdes da NA,

na Figura 8.
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TABELA 4

Parametros obtidos das curvas concentragdo-efeito para a resposta cronotrépica
ao isoproterenol (ISO), a noradrenalina (NA) e ao prenalterol (PREN) em atrios
direitos isolados.

Agonista/ pECsq Emax Rax Coeficiente N
Tratamento bats/min Angular
ISO
Controle 8,66+ 0,05 153 +6 1,08 + 0,03 28
Sham 8,69 + 0,06 1616 1,12 + 0,06 16
DSA 8,26 + 0,07° 165+ 9 1,06 + 0,05 16
NA
Controle 7,55+0,07 142 +6 1,08 + 0,03 11
Sham 7,33 £0,09 186 + 20 1,30+ 0,19 ¢
DSA 6,890 £0,11° 147 + 18 1,30+ 0,15 6
PREN
Controle 7,29+0,06 114+8 0,62+003 1,05+0,05 8
Sham 7,05 + 0,11 110+ 10 0,71+0,04 1,04 +0,07 7
DSA 6,88 + 0,06" 59 + 10° 0,33+0,07° 1,13+0,12 6

Os valores apresentados sao medias + E.P.M. para N experimentos. R, € a
Enax do PREN relativa aquela obtida para o isoproterenol. E,.. é o efeito maximo.
Riax € 0 efeito maximo relativo.

a, Estatiscamente diferente dos grupos controles, P < 0,05.

b, Estatiscamente diferente do grupo controle, P < 0,05, mas n&o do grupo Sham.
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Figura 7. Curvas concentracgao-efeito para a resposta cronofrdpica ao
isoproterenol (ISO) e prenalterol (PREN) em atrios direitos isolados de
animais controle (A), sham-operados (B) e DSA (C) . Os dados sio
meédias + E.P.M. para 5 a 6 experimentos.
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Figura 8. Curvas concentracao-efeito a noradrenalina (NA) em atrios
direitos isolados de animais controle, sham (cirurgia simulada) e DSA. Os
dados sao médias + E. P.M. para 5 a 6 experimentos.
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4- CARACTERIZAGAO DA POPULAGAO DOS ADRENOGCEPTORES B QUE
MEDEIAM O CRONOTROPISMO.

Ao iniciarmos os experimentos com antagonistas, fizemos primeiramente as
determinacgdes dos valores de pKg para os antagonistas CGP 20712A e ICI 118,551
frente ao ISO e NA em atrios obtidos de animais controles. As curvas concentragao-

efeito obtidas sdo mostradas nas Figuras 10 até 13.
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Figura 10. Antagonismo da resposta cronotrépica ao
isoproterenol (ISO) pelo CGP 20712A em atrios direitos
isclados de ratos controles.
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Figura 11. Antagonismo da resposta cronotropica a4 nor-
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Figura 12. Antagonismo da resposta cronotrépica ao

isoproterenol (ISO) pelo ICI 118,551 em atrios direitos
isclados de ratos controles.
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Figura 13. Antagonismo da resposta cronotrépica a nor-
adrenalina (NA) pelo ICI 118,551 em &trios direitos isolados
de ratos controles.

Os deslocamentos provocados nas curvas concentragio-efeito aos agonistas
pelas diferentes concentracdes dos antagonistas foram paralelos e dose-dependentes,

em nenhum dos casos houve diminuigio da resposta maxima, o que caracteriza o

antagonismo como competitivo.

A partir dos deslocamentos horizontais das curvas concentracao-efeito, ao nivel

da ECso , @0 agonista foram calculados os valores de (CR - 1) para a construgo dos

graficos de Schild.

Os resultados da regressdo de Schild sdo mostrados na Tabela 5. Como os

coeficientes angulares ndo foram significativamente diferentes da unidade, estimativas

dos valores pKg foram obtidas pela analise de regressao de Schild.
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TABELA 5.

Estimativas dos valores de pKg do CGP 20712A e ICI 118,551 em atrios direitos
isolados de ratos controles, frente ao isoproterenol (1ISO) ou noradrenalina
(NA).

Antagonistas

CGP 20712A ICI 118,551

Agonistas pKg o N pKg N o

1ISO 941+0,14 1,07 0,12 M 7,16+£012 11 0,97 £0,09
NA  925+0,19 1,06 + 0,15 6 6,91+ 0,28 4 086x0,21

pKg, & a constante de dissociagdo do antagonista.
Os valores sd0 médiast E.P.M. N & o nimero de experimentos.
a , o coeficiente angular da reta de regressao de Schild.

O valor pKg de cada antagonista foi independente do agonista utilizado (P > 0,05, teste
t de Student nao pareado). Estes resultados confirmam o antagonismo competitivo
simples e indicam que a populacdo de receptores gque estd mediando a resposta
cronotrépica as catecolaminas em atrios direitos isolados de ratos controles é
homogénea.

Podemos observar que as faixas de concentragdo em que os valores pKg se
apresentam: nanomolar para o CGP, e micromolar para o ICI, sugerem que estes
adrenoceptores sao do subtipo B,.

As retas de regresséo de Schild para os dados combinados, obtidos para ambos

os antagonistas, frente aos agonistas ISO e NA sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14. Regress&o de Schild para o antagonismo

do isoproterenol (ISO) e da noradrenalina (NA) pelo
CGP 20712A (CGP) e pelo ICI 118,551 (ICl).

A proxima série de experimentos foi realizada em tecidos de animais
submetidos & cirurgia simulada ou & DSA, para determinar se estes tratamentos
causam alguma alterac&o na populag&o funcional dos adrenoceptores B que medeiam o
cronotropismo cardiaco. As concentragdes dos antagonistas utilizadas foram
escolhidas com base no valor Kg de cada antagonista de modo a bloquear o subtipo de
adrenoceptor B pelo qual o antagonista & seletivo, com pouco ou nenhum efeito no
outro subtipo. Para o CGP 20712A uma concentracio de 10 nM foi usada para
bloquear seletivamente os receptores B, - adrenérgicos.

Nos tecidos obtidos sete dias apds cirurgia simulada ou DSA, os valores
aparentes de pKg para o CGP 20712A foram 9.47 + 0.06 (N=6) e 9.55 + 0.08 (N=86),
respectivamente. Estes valores ndo diferem entre si, P< 0,05). Os resuliados s&o

mostrados na Figura 15,
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Figura 15. Antagonismo da resposta cronotrdpica ao
isoproterenol (ISO) pelo CGP 20712A (10 nM) em a&trios
direitos isolados de ratos submetidos a cirurgia simulada
(A) ou com desnervagio sino-aortica (B). Os dados sao
médias £ E.P.M. de 6 experimentos.
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Para o ICl 118,551 uma concentracéo de 50 nM foi usada para bloquear apenas
os receptores P, adrenérgicos. ICl 118,551 nesta concentragio n&o produziu nenhuma
mudanga significativa (P > 0,05, teste { de Student) nos valores de pECs; do ISO em
atrios direitos de ratos controles ou com DSA. Os valores da pECs, para o SO obtidos
na auséncia e na presenca de ICl 118,551 foram 8.56 + 0.11 e 8.32 + 0.12 (N=5) em
atrios isolados de ratos sete dias apds cirurgia simulada. Os valores correspondentes
para tecidos atriais de ratos sacrificados sete dias apos DSA foram 8.33 + 0.08 e 8.10
+ 0.10 (N=5), respectivamente.

Estes resultados confirmam que a populagdo de adrenoceptores que
esta mediando a resposta cronotrépica as catecolaminas em atrios direitos isolados de
ratos submetidos a DSA € homogénea 3,

5. EFEITOS DA DESNERVAGCAO SINO-AORTICA (DSA) SOBRE A LIGAGAO DO
2J0DO-CIANOPINDOLOL ('*ICYP)

A DSA nao causou nenhuma alteragéo na afinidade do '2° ICYP pelos sitios
ligantes de membranas atriais. DSA causou uma diminuicdo de cerca de 40% no
numero dos sitios ligantes quando expressos em relagéo ao peso do tecido, e de cerca
de 30% quando expressos em pesc de proteina. O valor de B, para o 25 1CYP em
gramas de tecido do grupo com DSA foi estatisticamente diferente de ambos os grupos
controles (P<0,05). O valor de Buax para o '2° ICYP em mg de proteina nos tecidos do
grupo com DSA foram significativamente diferentes do grupo submetido a cirurgia

simulada (P<0,05), mas nao do grupo controle (P> 0,05).
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Curvas de saturacio ao 125

ICYP em preparacdc de membranas atriais sio
mostracias na Figura 16 e os parametros obtidos nestes experimentos com o '2° |CYP

sao apresentados na Tabela 6.

415 M0 05 100  -95 M5 M0 05 400 95
1 . 4 .
Log['5-CYF: M Log ['Z+CYF): M
Figura 16. Curvas de saturagic ac '*®I-Cianopindolol ('*® ICYP) em
membranas atriais obtidas de animais controle (naive) , ou 7 dias apéds a

cirurgia simulada (sham) ou & desnervagéo sino-adrtica (DSA). Os dados sdo
médias £ E.P.M. para 4 - 5 experimentos.
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TABELA 6.

Parametros obtidos das curvas de saturagéo ao '%° I-cianopindolol (125 ICYP) em
membranas atriais de animais controles, com cirurgia simulada (sham) e com
desnervacdao sino-adrtica (DSA).

Grupo Bimax PK4 n
nmol/g/tecido fmoles/mg proteina

Controle 6,51+ 0,034 1260+ 124 10,30+ 0,10 1,3+0,1
Sham 7,89 +0,58 156,5 + 15,5 10,21 +0,11  1,2+0,1
DSA 3,74 + 0,462 83,9+20,1° 10,30 +£0,11  1,3+0,1

a Estatiscamente diferente dos grupos controle e Sham, P < 0,05

b Estatiscamente diferente do grupo Sham, P < 0,05

Bmax, ©Xpressa o numero de sitios ligantes (receptores) presentes na preparacao.
pKqy, expressa a afinidade do ligante radioativo pelos sitios de ligagao do receptor.
n, expressa o coeficiente de Hili.

Os valores s&o medias = E.P.M. para 4 a 5 determinacdes.

6- EFEITO DA DESNERVAGAO SINO-AORTICA NA AFINIDADE (pKg) E NA
EFICACIA (1) DO PRENALTEROL

Nesta ultima série de analises combinamos os dados obtidos em experimentos
funcionais com © agonista parcial PREN e os experimentos de curvas de competicao
como '2° ICYP em preparaciio de membranas atriais.

Na Figura 9 estéo representadas as curvas de competigo entre o prenalterol e
o ¥ ICYP. O valor da pICsy do PREN e os coeficientes angulares das curvas de
inibicdo foram: 5,83 +0,12e 0,74 + 0,06, 5,93 +0,08¢ 0,90 + 0,14, e 5,77 + 0,08 € 0,67
+ 0,07, respectivamente para os grupos controles, com cirurgia simulada e DSA. Estes
valores n&o sao estatiscamente diferentes, confirmando a presenga de populacéo

homogénea de adrenoceptores B
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Figura 9. Curvas de inibicdo ao prenalterol (PREN) na
presenca de 100 pM de iodo cianopindolol (125 ICYP) em
preparacdes de membranas atriais obtidas de animais
controle (naive), com cirurgia simulada (sham) e com
desnervacgao sinoc-adrtica (DSA).

Os valores aparentes de Ky para o PREN calculados da expresséo 30, a partir
das curvas de inibi¢éo e de curvas concentragio-efeito em experimentos funcionais nao
foram significativamente diferentes entre si, em entre os grupos estudados. No entanto,
os valores calculados de eficacia ,segundo a expressdo 27, foram estatiscamente
diferentes nos atrios obtidos de animais com DSA, quando comparados com seus

grupos controles (P < 0,05, tabela 7)
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TABELA 7.

Efeitos da desnervagio sino-adrtica na afinidade (pK,) e na eficacia (1) do
Prenalterol.

Radiocligante Funcional
Grupos pKy Py T
CONTROLE 6,39+ 0,18 6,73 £ 0,09 3,57 £0,48
SHAM 6,42 £.0,10 6,46 + 0,09 2,94 £ 0,09
DSA 6,38+ 0,12 6,70 £ 0,08 0,620,172

a, Estatiscamente diferente dos grupos Controle e Sham, P < 0.050s valores sio
meédias + E.P.M. para 4 a 5 experimentos com radioligante e 6 a 7 para os estudos
funcionais.

Em conjunto nossos dados indicam que a DSA induziu subsensibilidade aos
agonistas P~ adrenérgicos que estava associada a diminuicao da eficacia do agonista
parcial prenalterol e a redugdo do nmero de adrenoceptores B, quantificados nos ex-

perimentos de saturagdo com o radioligante '2°

iodo-cianopindolol. A DSA nao produziu
nenhuma alteracao da populagao funcional dos adrenocceptores B que medeiam o cro-

notropismo em atrios direitos de ratos.
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DISCUSSAO

A desnervacao sino-adrtica, ao interromper a aferéncia neuronal dos
barorreceptores adrticos e carotideos, libera o sistema nervoso simpatico de uma fonte
priméria de inibicio e causa imediatamente, hipertensio e taquicardia. A hipertensao
pode persistir por alguns meses e se caracteriza por extrema labilidade (ALEXANDER et
al., 1980, KRIEGER et a/., 1980; VASQUEZ & KRIEGER, 1980). A taquicardia, entretanto,
é transitéria e dura em média duas semanas (BRODY et al., 1983; VASSALO et al., 1985:
TRAPANI et al., 1986; ALPER et al,, 19873, b; MACHADO, 1990; MACHADO et al., 1992;
MAUAD et al., 1992).

Os mecanismos envolvidos com o retorno da frequéncia cardiaca a valores
normais na vigéncia de altos niveis de catecolaminas circulantes e de atividade simpatica
(ALEXANDER et al., 1980; VASQUEZ & KRIEGER, 1982; VASSALO et al.,, 1991), ndo
foram ainda esclarecidos. Acreditamos, entretanto, que esta poderia estar relacionada a
uma diminui¢do na sensibilidade dos receptores B-adrenérgicos localizados no marca-
passo cardiaco que medeiam o efeito cronotrépico positivo das catecolaminas.

Nos analisamos a evolucdo temporal da sensibilidade de atrios direitos isolados de
ratos submetidos 4 DSA em varios momentos apés a cirurgia, na vigéncia ou ndo dos
sistemas de metabolizacdo de catecolaminas. Os resultados mostram que apés a DSA
ocorreu diminuicdo na sensibilidade de atrios direitos isolados de ratos as acdes
cronotrépicas do ISO e da NA, e essa subsensibilidade néo foi afetada pelos sistemas de
metaboliza¢ao das catecolaminas.

CABRAL & VASQUEZ (1984) haviam demonstrado anteriormente que a

sensibilidade ao ISO estava reduzida em coragdes isolados de ratos submetidos a DSA.
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Entretanto, contrariamente aos nossos resultados, aqueles autores observaram também
diminuig&o da resposta maxima ao 1SO, 5 horas ou 15 dias apés DSA. E provavel que as
diferengas nos resultados sejam devidas a preparacédo usada e a forma de administragio
do agonista que, naguele caso, foi adicionado ao liguido de perfusdo em doses isoladas,
o que levaria a exposicao apenas transitéria ao ISO. Nés adicionamos os agonistas de
forma cumulativa ao liquido de incubaco, mantendo-o em contato com o tecido até a
obtengdo da curva concentragdo-efeito completa. Além disso, as paredes bastante
delgadas do atrio direito tornam o acesso do agonista aos receptores mais facil do que no
corac&o inteiro.

Em qualquer tecido, a sensibilidade as catecolaminas & determinada pelo tipo,
subtipo e/ou densidade de adrenoceptores mediando sua acdo, associados com a
eficiéncia dos sistemas de metabolizacfo de catecolaminas, que limitam a meia vida do
agonista na biofase (IVERSEN, 1985, 1975, TRENDELENBURG, 1978).

Os efeitos da atividade dos sistemas de recaptacdo neuronal e extraneuronal
sobre as acgbes das catecolaminas em tecido cardiaco estdo bem documentados
(IVERSEN, 19865, 1975, TRENDELENBERG, 1978, 1980, 1991). A inibicdo destes
sistemas, in vitro , provoca um deslocamento a esquerda das curvas concentracéo-efeito
para agonistas que sejam por eles metabolizados. Assim sendo, como esperado, as
curvas concentragio-efeito para a NA foram desviadas para a esquerda cerca de doze
vezes para os animais controles e cerca de cinco vezes para os animais submetidos a
cirurgia simulada (sham) e a DSA. Esta diferenca na magnitude de desvios a NA, entre o
grupo controle e os grupos sham e DSA, pode ser devida ao processo anestésico e
cirGrgico a que esses animais foram submetidos. Para o 1SO as curvas concentracdo-

efeito foram desviadas a esquerda cerca de duas vezes em atrios direitos de ratos de
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todos os grupos estudados e em todos os diferentes periodos apés cirurgia simulada. O
desvio maior, observado nas curvas dose-resposta & NA ocorre porque a recaptacao
neuronal, da qual o ISO nao é substrato, € mais ativa nessa preparacdo do que a
captagdo extraneuronal (BELL & GRABSCH, 19786, DYKE & ANGUS, 1988).

Além disso, nossos resultados mostraram que um aumento da atividade dos
sistemas de captacio e metabolizagdo de catecolaminas nio parece ser a causa da
subsensibilidade observada aos 3 e 7 dias apds DSA, uma vez que esta se manteve
inalterada depois da inibicdo do sistema de recaptacio neuronal e do sistema de
captacio extraneuronal.

Em face destes resultados, escolhemos tecidos isolados de ratos sacrificados
sete dias apds a cirurgia para analisar a populacdo de adrenoceptores B-atriais.

Primeiramente, o efeito da DSA foi avaliado através do uso do agonista parcial
PREN. Por definicdo, agonista parcial € aquele que necessita ocupar todos os
receptores para desencadear a resposta méaxima. Quando o numero de receptores
diminue, a curva concentracdo-efeito ao agonista parcial torna-se deprimida, ou seja, a
resposta maxima da preparagao fica reduzida comparada com a resposta maxima a um
agonista pleno. No entanto, a afinidade do aigon‘igfa parcial aos receptores ndo precisa,
necessariamente, estar mudada (KENAKIN.S;:'FERRIS, 1983).

A poténcia e a resposta maxima ao PREN foram reduzidas em atrios direitos
isolados de ratos sacrificados uma semana apos DSA. Também a afinidade e a eficacia
do PREN foram estimadas, tanto em experimentos funcionais como em experimentos
com radioligantes. Os valores de pKy estimados com ambas as técnicas foram similares
(6.7 e 6.4, respectivamente; P > 0,05} e indicaram diminuicdo na eficacia do agonista em

ativar os adrenoceptores, sem alteragio na afinidade. Esses valores pKy do PREN estao
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de acordo com aqueles obtidos em experimentos com radioisétopo, por BRODDE et 4.
(1984) e HEDBERG & MATTSSON (1981), que foram iguais a 6.2 e 6.4,
respectivamente. Os valores de pK, obtidos de experimentos funcionais em nosso
estudo também foram similares aqueles obtidos por HEDBERG & MATTSSON (1981),
que encontraram valores de 6.4 e 6.6 em ventriculo esquerdo e misculo soleus de gato,
respectivamente. No entanto, as estimativas da afinidade do PREN reportadas por
KENAKIN & BEEK (1980, 1984) e KENAKIN & FERRIS (1983), obtidas de experimentos
funcionais e experimentos com radioisétopo, diferem das nossas. Aqueles autores
encontraram valores de pKy variando entre 7.1 e 7.5. Os resultados sugerem que em
atrios direitos de ratos submetidos a desnervacio sinc-adrtica ocorre subsensibilidade da
resposta a agonistas [(-adrenérgicos relacionada com diminuicdo do nUmero de
adrenoceptores. Esta observagio néo exclue a possibilidade de aiteragdo concomitante
do sub-tipo de adrenoceptores mediando a resposta.

Em atrios direitos de ratos machos, normais, a resposta cronotropica as
catecolaminas € mediada por uma populagdo homogénea de adrenoceptores do subtipo
By. Entretanto, apds estresse foi demonstrada a participacdo de adrenoceptores do
subtipo P, mediando tambem esta resposta (BASSANI & DE MORAES, 1988,
VANDERLEI et al., no prelo). Considerando que em ratos submetidos a DSA, assim
como em animais submetidos ao estresse, ocorre uma hiperreatividade simpatica,
passamos a investigar esta possibilidade em atrios direitos isolados de ratos sacrificados
sete dias apds DSA.

Os experimentos com antagonistas seletivos mostraram que a subsensibilidade
da resposta cronotropica aos agonistas p-adrenérgicos ndo estava relacionada com
alteragbes dos sub-tipos de adrenoceptores 3. CGP20712A, na concentracao de 10
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nM, que € cerca de trés vezes maior que seu valor Kg para os adrenoceptores b, e
cerca de dez vezes menor que seu valor Kz para os receptores B, (DOOLEY ef al.,
1986, HALL et al., 1990), provocou um desvio para a direita na curva concentragéo-
efeito do 1SO semelhante em ambos os grupos, indicando que o antagonista estaria
atuando somente em adrenoceptores ;. Os valores estimados de pKg para o
CGP20712A foram 9.47 e 9.55 para os tecidos obtidos de animais sham e com DSA,
respectivamente.

O antagonista ICI 118,551, na concentracéoc de 50 nM que & trinta a cem vezes
maior que seu valor Kg para os adrenoceptores b, , e ligeiramente menor que seu vaior
Ky para os receptores 4y (BILSKI et al, 1983, BARKER et al, 1990), produziu
deslocamentos para a direita das curvas concentragao-efeito menores que duas vezes.

Esses desvios n&o foram significantivamente diferentes entre os grupos estudados.
Coletivamente estes resuitados mostram que os adrenoceptores By constituem a
populag&o de receptores mediando a resposta cronotropica nos tecidos de animais que
foram submetidos a DSA.

O numero de sitios ligantes dos adrenoceptores P foi também determinado.
Nossos resultados mostraram que a DSA nao alterou a afinidade do '?® ICYP, mas
determinou redugéo no numero total dos sitios ligantes. A densidade dos receptores
foi estimada com base no peso do tecido e‘ na determinagdo da concentracdo de
proteinas presentes na suspensdo dos tecidos usados nos estudos. Quando a
concentracao de proteinas foi usada para avaliar a densidade dos receptores nos trés
grupos, diferencas significativas somente foram observadas entre tecidos obtidos dos

grupos sham e DSA, enquanto que entre os tecidos obtidos de animais controles
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comparados com agueles submetidos a4 DSA ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes.

Exposigao cronica de um tecido a agonistas pode causar dessensibilizacdo por
desacoplamento entre o receptor e a proteina efetora e/ou por um processo de down-
regulation dos receptores (STILES et al., 1984).

BOHM et al. (1994) observaram subsensibilidade ao 1SO em tecido cardiaco
isolado de ratos espontaneamente hipertensos associada a down-regulation dos
adrenoceptores B e aumento da proteina Gai, que exerce agio inibitéria sobre a adenilil
ciclase.

A teoria droga-receptor preconiza que a diminuicdo da populacdo funcional de
receptores, ou por desacoplamento ou por down-regulation, pode causar redugio na
sensibilidade a agonistas plenos sem alteracdo em sua resposta maxima. No entanto,
essa diminuicdo na populagido ativa de receptores que ndo pode ser medida pela
resposta maxima de agonistas plenos, pode ser detectada com o uso de agonistas

parciais (KENAKIN, 1993).

Nossos resultados mostram que os efeitos da DSA sobre a resposta cronotropica
dos agonistas plenos, 1ISO e NA, como também sobre aquela obtidas para o agonista
parcial, PREN, em experimentos funcionais e a medida da densidade dos sitios
receptores pelo uso de radioligantes pode ser explicada por uma down-regulation dos

receptores P4 funcionais que estdo mediando a resposta cronotrépica.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que: (1) aos trés dias e uma semana
apos DSA, independentemente do bloqueic dos sistemas de recaptacdo das
catecolaminas, ocorre uma diminuicéo nas poténcias de ambos os agonistas plenos,
ISO e NA, em suas agdes cronotropicas em atrios direitos isolados; (2) a sensibilidade
foi restaurada em torno de 15 dias apds a DSA; (3) a sensibilidade e a resposta
maxima para a resposta cronotrépica ac agonista parcial, PREN, foi reduzida uma
semana apos a DSA; (4) os efeitos da DSA nas agdes do PREN foram associados
com uma diminuigdo em sua eficacia agonistica aos adrenoceptores B, sem qualquer
mudanga em sua afinidade; (5) a DSA nao determinou qualquer alteracdo sobre o
sub-tipo dos adrenoceptoresp que mediam a resposta cronotropica na preparacio
estudada; e (6) a DSA causou uma diminuigio na densidade dos sitios ligantes dos
adrenoceptores 3. Destas observagdes podemos concluir que a DSA causou uma
diminuic&o nas agbes dos agonistas f-adrenérgicos por inducdoc de uma down-

regulation dos adrenoceptores 3.
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ABSTRACT

Sino-aortic deafferentation (SAD) disrupts baroreceptor mediated regulation of
blood pressure and heart rate. In rats, immediately following SAD, an increase in
sympathetic tone occurs. The increased sympathetic tone is characterized by a long
lasting labile hypertension and transient tachycardia. The elevated blood pressure may
persist for up to one year after SAD. The tachycardia lasts only about two weeks.

This study was performed to determine the effects of SAD on the chronotropic
responses to agents acting at right atria B-adrenoceptors. At one, three, seven, fifteen,
and thirty days after SAD or sham surgery, right atria were isolated and concentration-
response curves for the high efficacy agonists, isoproterenol (ISO) and norepinephrine
(NE), were generated. The low efficacy agonist, prenalterol (PREN), was only studied
on tissues obtained at seven days after surgery.

The results of studies to determine if SAD produced an alteration in the uptake
systems responsible for terminating the actions of catecholamine_s showed that SAD
had no effect on the uptake systems. SAD did cause a three- to four-fold decrease in
the potency of ISO and NE without chéng§hg their maxim.at chronotropic responses.
The decreased potency was seen at three é'ﬁd:;"séVen days after SAD. Tissues obtained
at one, fifteen, and thirty days after SAD were not subsensensitive to the chronotropic
actions of 15O and NE.

Tthe effects of SAD on the density, and sub-type of B-adrenoceptor mediating
the chronotropic response, agonist affinity and efficacy were determined in tissues
obtained at seven days after SAD or sham surgery. SAD caused a decrease in the

potency and maximal response for the low efficacy agonist, PREN. This change in
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agonist activity was associated with a decrease in agonist efficacy that occurred in the
absence of a change in affinity, and was evidenced throughout a lower sensitivity.

The results of studies with selective 3;- and p,-antagonists showed that a
homogenous [3;-adrenoceptors population mediate the chronotropic response to
catecholamines in right atria from naive controls, sham and SAD rats. SAD did not
induce the appearance of functional p,-adrenoceptors. The results of radioligand
binding assays using 125E-cyamopindolc.ﬂ {ICYP) confirmed that and showed that SAD
produced a decrease in the maximum number of B-adrenoceptor binding sites with no
changes in the affinities of either "**ICYP or PREN.

it is concluded that SAD induced a decrease in the sensitivity to agents acting at

right atrial p -adrenoceptors is due to y-adrenoceptor down-regulation.
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