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RESUMO

O estresse por chogue nas patas promove supersensibilidade ao efeito
cronotrépico positivo da isoprenalina em atrios direitos isolados de ratos e ratas
sacrificadas em diestro, a qual estd associada a aumento da proisina do
adrenoceptor [ nagquele tecido. Em atric direito de fémeas ocomre também
subsensibilidade ao efeito cronotrépico da noradrenalina.

O objetivo deste trabaiho € avaliar se a resposta inotrépica a agonistas j-
adrenérgicos também é aliterada em tecido cardiaco de ratos submetidos a
estresse por chogque nas palas para ampliar nosso conhecimento da exiensio em
que a fisiologia cardiaca ¢ alterada pelo estresse.

Utilizamos atrios esquerdos isolados de ratos machos adultos da linhagem
Wistar submetidos ou ndo a irés sessdes consecutivas de choques nas patas (30
minutos de duragdo, 120 puisos aplicados aleatoriamente a intervalos que
variavam de 5 a 25 seg; intensidade de 1 mA e duracao de 1 seg). Todos os &trios
receberam pré-tratamento in vifro para inibir os processos de recaptagéo neuronal
e captacdo exira-neuronal. Em seguida foram obtidas curvas concentracao-efeito
aos agonistas isoprenaiina, na presenca ou auséncia dos antagonisias
CGP20712A, ICI1118.551 ou ambos; noradrenalina, na presenga ou auséncia de
CGP20712A; TA-2005;, BRL37344 e CGP12177. Analisamos a sensibilidade do
tecido aos agonistas (pD.) e a afinidade dos antagonistas (pKg). Para determinar
se a populagdo de adrenoceptores B € homogénea ou heterogénea, realizamos
analise de regressao linear de Schild. Os valores foram expressos comoe médias =
erros padrao da média.

Atrios esquerdos isolados de ratos submetidos a estresse quando
comparades a0s atrios esquerdes isolados de ratos conirole apresentaram
supersensibilidade & isoprenalina (pD.: 8,44 = 0,16 para controles ¢ 8,85 = 0,09
para estresse, p < 0,05; teste ¢ de Student) e sem alteragdo de sensibilidade a
noradrenalina (pD,: 8,00 + 0,03 para o grupo controle e 7,83 + 0,01 para ¢ grupc

estresse, p > 0,05, teste ! de Student). Nac foi observada diferenca de
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sensibilidade para os agonistas TA-2005, BRL37344 e CGP12177. A
supersensibilidade para isoprenalina foi cancelada pelo antagonista ICi118.551,
sendo que os valores pD; neste caso foram: 8,43 + 0,11 para o grupo conirole e
8,60 = 0,11 para o grupo estresse (p > 0,05 teste f de Student). Os valores pKg do
1C1118.551 foram iguais a: 7,19 £ 0,08 para o grupo controle e 7,12 £ 0,31 para o
grupo estresse. Analise de regresséio linear de Schild para o antagonismo entre
CGP20712A e isoprenzling ou noradrenaling demonstrou gue atrios esguerdos
isolados de ratos controle e ratos submetidos a esiresse apresentam uma
popuiacdo heterogénea de receptores B-adrenérgicos.

Nos concluimos que atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse
apresentam supersensibilidade a isoprenalina devido ao aumenio da participacio
dos adrenocepiores B, A resposta aos demais agonistas ndo se altera. Fsta
alteracgo na sensibilidade a isoprenalina desencadeada pelo estresse &
semeihante ac que ocorre em atrio direito € em tecido adiposo de ratos submetidos
ac mesmo protocolo de estresse. Estes resultados indicam que ndo apenas o
cronotropismo mas também o inotropismo cardiaco sdo afetados pelo estresse o

que provavelmente resulta em alteragbes funcionais cardiacas, de carater
adaptativo.
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ABSTRACT

Following foot shock stress white adipocytes and right atria from male and
right atria from female rats sacrificed at diestrous, are supersensitive o the
chronotropic effect of isoprenaline. Right atria from female rats are also
subsensitive o noradrenaline. In the present study, we investigated whether the
inotropic response to P-adrenergic agonists was altered in cardiac tissue from
stressed rats. Left atria isolated from control or stressed male Wistar rats submitted
to three 30 min foot shock sessions (120 pulses of 1.0 mA and 1.0 s duration,
applied at random intervals of 5-25 s) were mounted in organ baths under g tension
of 4.9 mN (0,5 gf) and stimulated with pulses of 2 Hz and 5 ms duration at voliage
20% above threshold. Concentration-response curves were obtained for the B-
adrenoceptor agonists iscprenaline, noradrenaline, TA2005, BRL37344 and
CGP12177. Curves were alsc obtfained for isoprenaline and noradrenaline in the
presence of the selective antagonist CGP20712A (10, 30 and 100 nM), and for
isoprenaline in the presence of the antagenist 1C1118,551 (50 nM) or both
antagonists. The sensitivity to noradrenaline, TA2005, BRL37344 and CGP12177
was unaltered in atria from foot shock stressed rats. The pD, for isoprenaline was
significantly higher in atria from stressed rats (8.85 + 0.09) compared to control rats
(8.44 = 0.15; p < 0.05, Student's ftest). Treatment with ICI118,551 (50 nM;
abolished this difference (pD- in the presence of IC1118,551: 8.43 + 0.11 and 8.60
0.11 for atria from control and stressed rats, respectively. The pKg for ICI118.551
was 7.19 £ 0.08 in control atria and 7.13 £ 0.31 in atria from stressed rats {(p > 0.05,
Student's ftest). Schild analyses for the antagonism between CGP20712A and
isoprenaline or noradrenaline indicated that the B-adrenoceptor population in left
atria from control and stressed rats was heterogeneous. We conclude that the
supersensitivity of atria from foot shock stressed rats to isoprenaline resulted from
an increase in B-adrencceptor mediated responses. These results were similar to
those previously reported for right atria and adipocytes from rats submitied to the

same stress protocol and indicate that not only the cardiac chronotropism also the
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inotropism was affected by stress what probably causes adaptative aiterations in
the heart function.
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1 INTRODUCAO

O conceiio de esiresse originou-se dos estudos de Selye, que identificou
hipertrofia do cOrtex adrenal em animais expsrimentais, em resposta a ums
variedade de estimulos fisicos e psiquicos nocivos. Com base em seus trabalhos,
Selye (1958) desenvolveu o conceilo de “Sindrome de kstresse” ou "Sindrome
Geral de Adaptacdo”, caraclerizando-a como uma resposta ndo especifica do
organismo frente a estimulos aversivos. Selye (1958) descreve ainda que a
Sindrome Geral de Adaptacac pode ser dividida em irés fases: a fase de alarme
ou de excitacio que se caracteriza por um aumento da capacidade orgénica em
responder ac agenie agressor e que possibilita a resposta de luta-ou-fuga,
posteriormente descrita por Cannon (1939). Com a continuacdo do estimulo o
organismo enira na fase de resisténcia, caracterizada pela diminuigdc da
capacidade de resposta ao agente causador do estresse e pelo desenvolvimento
de mecanismos adaptativos; neste estagio a adaptacao se completa através de
alteracbes estruturais dos tecidos e drgdos as quais restauram a homeostase,
eliminando o estresse.

O processo adaptativo, segundo Meerson (1984) pode ser ainda subdividido
em duas fases distintas; a primeira se caracieriza pela ocorréncia de catabolismo,
e a segunda, que se desenvolve logo apds o término da fase catabdlica, &
denominada fase anabdlica, e se caracteriza por aumento da sintese protéica. A
fase adaptativa baseia-se no aumento da massa e da poténcia das estruturas
celulares envolvidas, tais como transporte de ions, suprimento energético e outros.

A fase final, de exaustdo, &€ marcada pela incapacidade de conviver com o
agente causador de estresse. Neste ponto o organismo torna-se susceptivel as
doengas, que podem incluir distirbios renais, cardiovasculares, gastro-intestinais,
imunologicos e outros.

Os sistemas nervoso e endécrine desempenham papéis fundamentais em
todas as fases da Sindrome Geral de Adaptacdo. Como parte do guadro

caracteristico desta sindrome, ocorre ativacdo do eixo hipotaiamo-hipdfise-
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adrenal, que esta envolvido com o aumento das concentragdes plasmaticas de
hormonios esterdides da adrenal. Estes horménios atuam sobre o metabolismo no
sentido de suprir substratos energéticos aos sistemas envolvidos na resposta de
estresse & em praticamente todos tecidos do organismo, incluindo o sistema
nervoso central (MEERSON, 1984). Simultaneamente, da-se a ativagdo do eixo
simpato-adrenal, resuliando em aumento das catecolaminas circulantes (EULER
at al., 1854},

O sistema alvo periférico das catecolaminas € caracterizado por cinco tipos
de receptores de superficie celular (o, oz, B1, B2 € Bs) que estdio acoplados a
diferentes sistemas efetores. A sensibilidade da resposta celular as catecolaminas
& dependente do tipo e da proporgdo de cada tipo de receptor adrenérgico. Esta
proporggo pode ser conitrolada por fatores externos como tempsratura, ou
internos, como a acace de horménios da tiredide, estrégenos ou glicocorticdides
(WILLIANS et al,, 1977, FRASER e VENTER, 1980).

A classificago inicial em adrenoceptores alfa (o) & beta (B) proposta por
Ahlquist (1948) baseava-se nas seguintes séries de poténcias relativas dos
agonistas: adrenalina > noradrenalina >> isoprenalina, e isoprenalina > adrenalina
> noradrenalina, respectivamente. Subsequentemente, Lands et al. (1967)
propuseram a subdivisdo dos receptores B, os quais foram denominados beta-1
(B+) e beta-2 (B2), e foram definidos pela poténcia relativa dos agonistas,
adrenalina e noradrenalina ¢ pela afinidade de antagonistas. Para os receptores
B+, identificados nos tecidos cardiaco e adiposo de mamiferos, estes agonistas
apresentavam aproximadamente igual poténcia e a isoprenalina possuia maior
poténcia que os dois anteriores (isoprenalina > adrenalina = noradrenalina).
Entretanto, para os receptores B, localizados no muscule liso da traguéia e dos
vasos, a isoprenalina possuia maior poténcia gue a adrenalina e esta apresentava
maior poténcia que a noradrenalina (isoprenalina > adrenalina > noradrenalina;
BRODDE e MICHEL, 1898). A concepcao vigente, naquela ocasifo, era de gue
somente um sublipo de receptor existia em determinado érgao.

Este conceito de homogeneidade da populacdo de adrenoceptores em um

dado orgao persistiu até 1872, guando Carlsson e colaboradores apresentaram
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evidéncias farmacoidgicas de que ambos os subtipos de receptores adrenérgicos,
B, e By coexistiam funcionalmente em coracdo de gato. Com o aparecimento de
novas substancias agonistas ¢ antagonistas, mais seletivas, a caracterizacio dos
subtipos tornou-se mais facll, comprovando sua heterogeneidade. Em 1879,
Minneman e colaboradores sugeriram gue em coragdo de ratos 83% da populacéo
de adrenoceptores era do subtipe By & 17% do subtipo B;, enguanto gue Juberg st
al. (1985) deteclaram em atrio direlto de ratos 67% de adrencceptores B4 e 33%
de Bz. Em coragbes humanos, a razdo entre - & Bp-adrenoceptores esté por volta
de 60 a 70%:40 a 30%, respectivamente (BRODDE, 1981). Desta forma, verificou-
se que no coracdo de mamiferos como gato, rato, porco da india, cées e
humanos, os receplores [y & §: coexistern (MOLENAAR e SUMMERS, 1987
MONTE et al., 1883, KAUMANN, 1887).

Apesar de serem genética e estruturaimente diferentes ambos os subtipos de
adrenoceptores, By e P2, promovem aumento da forga, da fregliéncia e da
velocidade de relaxamento do musculo cardiaco quando estimulados por
agonistas. Estes efeitos sdo promovidos através de estimulacdo do sistema
adenilil ciclase (AC), cuja ativagio eleva a concentragfo intracelular de um
segundc mensageiro, o AMPc¢ (monofosfato ciclico de adenosina; EMORINE et al.,
1987, LEFKOWITZ e CARON, 1984; BALLIGAND, 1999). O acoplamento do
adrenoceptor B @ AC resulta na ativacdo de uma proteina G estimulatéria (Gs).
Esta proteina Gs € constitulda de trés subunidades (a, B & v) sendo que a porgéo
catalitica é a subunidade o. Em estado de repouso, a subunidade o esta ligada a
uma molécula de difosfato de guanosina (GDP). Desta forma, quando o complexo
hormonio-recepior acopla-se ac complexo trimérico da proteina Gs, ocorre a froca
de GDP ligado a subunidade o por GTP (trifosfato de guanosina) fazendo com que
a subunidade o se dissocie do complexo trimérico e, associe-se &2 AC gue
converte 0 ATP em AMPc (ROBISON et al., 1967; MONTE et al., 1893; ONARAN
et al., 1993, JOHNSON, 1988). O AMPc, por sua vez, liga-se a uma proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), s qual passa a fosforilar um grande nimerc
de outras moléculas intracelulares: canais de Ca’ tipo L, fosfolambam, troponina
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i, inibidores da fosfodiesterase e canais de K* (CHIU et al., 1993; COOK et al.,
1993; CLAPHAM, 1994; KAUMANN e MOLENAAR, 1997, KUSCHEL et al., 19989).

Ate hé pouco tempo, acreditava-se que o papel funcional do adrenoceptor 5,
em tecido cardiaco era pouce relevante, uma vez que o subtipo B, representava a
imensa maioria dos adrenocepiores presentes naguele tecido.

Recentemente, surgiram evidéncias de que em midcitos cardiacos de
roedores e em celulas HEKZ283 transfectadas, nas quais a superexpresséo de
adrenoceptores B € provocada, o subtipc B, pode desempenhar um papel chave
na moduiaciio das fungdes celulares. Segundo estes estudos, este subtipo de
receptor B-adrengrgico se acopla fanto a proteina Gs (proteina G estimulatéria)
gquanto a proteina Gi (proteina G inibitdria; DAAKA et al., 1997; KUSCHEL et al,
1998, XIAOQ et al, 1995, 1998a, 1999b; ZOU et al, 1998). Além disso, o
adrenoceptor Bz humano, mesmo estando em menor porcentagem gue ©
adrenoceptor Pi, acoplar-se-ia de forma mais eficiente a AC, de modo que a
resposta funcicnal mediada peloc adrenoceptor 2 ndo seria necessariamente,
diferente daquela mediada pelo adrenoceptor B (BRODDE e MICHEL, 1899). A
estimulagdo de Gi por adrenoceptores [B; pode fer implicagbes clinicas
importantes, uma vez gue, a conceniracdo de Gi estd aumentada em tecidos
cardiacos de individuos idosos e naqueles que apresentam certas condicdes
patolégicas, tais como insuficiéncia e faléncia cardiaca congestiva (BOHM et al,
1990, 1994a, 1994b, 1995; BRODDE et al., 1995).

Kilts et al. {2000) mostraram que em membranas de midcitos airiais direitos
de pacientes com insuficiéncia cardiaca, outros receptores gque também se
acoplam a proteina Gs alem do adrenoceptor §2, podem se acoplar & proteina Gi.
Estes incluem os receplores para histamina, serotonina e giucagon. Os efeitos do
acoplamento do subtipo B, de adrenoceptor a proteina Gi podem ser inibidos por
toxina pertussis.

Paralelamente a estas descobertas, surgiram evidéncias para a existéncia e
funcao de dois outros subtipos de adrenoceptores 3. A existéncia de um terceiro B-

adrenoceptor em tecido cardiace foi sugerida com base em experimentos com
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coragdo de cobaia e de gato, onde antagonistas nao-convencionais com atividade
de agonista parcial (pindolol @ CGP12177) exibiram propriedade estimulatéria
guando empregados em concentracdes gue excederam as concentraghes usuais
necessarias para bloguear os adrenoceptores B (KAUMANN, 1989). Sugeriu-se
que estes efeilos poderiam ser mediados através do subtipe Bs que havia sido
recentemente cionade (EMORINE et al., 1989). Entretanto, os autores propuseram
a existéncia de um quarto subtipo de adrenoceptor, para o qual propuseram a
denominacéo de adrenoceptor By (KAUMANN, 19889, 1997, KAUMANN e
MOLENAAR, 1996).

A presenga de um adrenoceptor ; no coracdo ainda é objeto de grande
discuss8c. Em estudos realizados por Berkowiiz et al. {1995) e Krief st al. (1893)
nao foi demonstrada a presenca de RNAm para o adrenoceptor $z em iecido
ventricular humano. No entanto, Gauthier et al. (1996) demonstraram através de
técnicas de RT-PCR, a presenca de RNAm para o adrencceptor B; em
cardiomibcitos isolados de septo interventricular direito de coracéo de pacientes
transplantados.

Os mesmos pesquisadores (GAUTHIER et al, 1996) revelaram que em
biopsias de tecido ventricular de coragdes transplantados e na presenca de
nadolo! {antagonista nao seletivo para os subtipos By e B, de adrenoceptores), o
agonista nao seletivo isoprenalina em concentragdes acima de 1 micromolar,
provocou efeito inotrépico negativo. Este efeito também foi obtido com agonistas
seletivos para ¢ adrenoceptor 83 (BRL37344, SR58611 e CL316243). Strosberg
(1997) relatou que estes efeitos mediados através da ativagdo do adrencceptor fi3
podem ser inibidos por bupranociol {antagonista de adrenoceptores B4, P2 e Ba),
mas nac por antagonista seletivo para B4 (metoprolol) ou pelo ndo seletivo By e B2
(nadolol). No entanto, os efeitos provocados pelo BRL37344 foram sensiveis ac
tratamento tecidual cardiaco com toxina pertussis (PTX), indicando que em tecido
ventricular humano os efeitos mediados pelo adrenoceptor B; envolvem a proteina
Gi (CHAUDRY et al., 1994). Subseglientemente, estes mesmos autores relataram

que o efeito inofropico negativo causado peio BRL37344 e pela noradrenalina na
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presenga de prazosinag (antagonisia de o-adrencceptores) e de nadolol, é
mediado por Oxido nitrico (NO), formado como conseqiiéncia da ativacdo da
enzima Oxide nitrico  sintase  endotelial ou tipe Il (NOS. ou NOS,,
respectivamente), isto porque estes efeitos sliciados pelo agonista seletivo para o
subtipo B3 de adrenoceptor (BRL37344) foram abolidos por azul de metileno ou
inibidores de NOS (L-NAME ou L-NMMA; GAUTHIER et al., 1998). Contudo,
Harding (1997), Kaumann e Molenaar (1997) e Molenaar et al. (1997) nao
conseguiram demonstrar estes efeitos do BRL37344 em tecido cardiaco humano.

Apesar destas controvérsias sobre a presenca do adrenoceptor $; em tecido
cardiaco, evidéncias acumulavam-se para a existéncia do adrenocepior B.
(KAUMANN, 1988, 1887, KAUMANN e MOLENAAR, 18098, MALINOWSKA ¢
SCHILECHER, 19896; SARSERO et al, 1998). Este adrencceptor se acoplaria ao
sistema proteina G-adenilil ciclase e teria a capacidade de aumentar os niveis
intracelulares de AMPc (KAUMANN e LYNHAM, 1997). Este eliciaria aumento
transitérioc da concentragdc de caicio em mibcitos ventriculares (KAUMANN e
FREESTONE, 1997; FREESTONE et al., 1999), bem como da condutancia de
canais de potassio em coracao de furdo (LOWE et al., 1998) provocando arritmias.
De acordo com estes autores, a capacidade do CGP12177 em facilitar o
aparecimento de arritmias foi cerca de 80% maior do que da isoprenalina. Sarsero
et al. (1998) propuseram o usc do (-} CGP12177 como substancia radioligante,
com seletividade para adrenoceptores B4 em tecido atrial.

Apesar de estudos funcionais e estudos de “binding” indicarem a existéncia
do adrenoceptor fa4, surgiram novas evidéncias de que a resposta originalmente
atribuida a este receptor podia ser produzida por interagdo daqueles agonistas
com adrenoceptores do subtipo By. Em fibroblastos de hamster genéticamente
modificados para expressar apenas o adrenoceptor B+ humano, o composto
CGP12177 atuou como potente agonista. Baseados em um modelo experimental
de faléncia cardiaca produzida por infarto do miocardio, Kompa e Summers (1999)
demonstraram dque © adrenocepior Bs e o adrenoceptor By sofriam
dessensibilizagao simultdnea. Os resultados de Lowe et al. (1999, 2002) tambeém

reforcaram a hipttese de que o adrenoceptor B, correspondia de fato a um estado
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de baixa afinidade do adrenoceptor B8 e o trabalho de Kaumann et al. {2001)
confirmou esta hipOtese ao demonstrar que as respostas anteriormente atribuidas
ao sublipo B4 de adrenocepior ndo eram eliciadas em camundongos nos quais 2

expressao dos adrenoceptores 1 e B foi blogueada.

Desta forma, acredita-se atualmente que o subtipo By de adrenoceptor pode
apresentar-se sob duas formas, uma de alta e outra de baixa afinidade. Além
disso, estas isoformas podem apresentar comportamento independente uma vez
gue em modelos experimentais nos quais ocorre dessensibilizac&o da resposta &
noradrenalina mediada pela isoforma cléssica do adrenoceptor 84, a sensibilidade
da resposta ao CGP12177 da isoforma de baixa afinidade & preservada
(SANTOS, 2002).

O avancgo das técnicas de biologia molecular tornou possivel a clonagem do
cDNAs (acido desoxirribonucléico complementar) dos adrenoceptores By
(FRIELLE et al, 1987), B, (DIXON et al., 1986) ¢ Bz (EMORINE et al, 1980:
COLLINS et al., 1893), os quais subtipos de adrenoceptores sao codificados por
genes especificos (EMORINE, 1888). Em humanos estes genes estdo localizados
nos cromossomos 10G24-26, 5q31-32 e 8p11-12, respectivamente (BRODDE e
MICHEL, 1999). No entanto ainda nao ha evidéncias para o(s) gene(s) que
determina{m) a existéncia do adrenoceptor p..

Apesar da regulagdo da expressio dos genes que codificam os
adrenoceptores B ainda naoc estar totalmente esclarecida, j& estéd claramente
estabeiecido que os horménios esterdides exercem papel regulatério sobre a
expressao destes genes. Horménios como os glicocorticoides podem influenciar a
transcricdo génica dos adrenoceptores §, modulando o ndmerc de receptores
presentes na membrana, ou podem aumentar © acoplamento destes
adrenoceptores 20 seu sistema efetor (proteina G).

Aumento do numero de receptores ativos na membrana pela acdo de
glicocorticdides foi demonstrade em células DDT-MF-2 de camundongos
(SCARPACE et al., 1985), células VA;, VA, e Wlsg de pulmao humano (FRASER e
VENTER, 1980}, astrocitomas humanos 132N1 (FOSTER e HARDEM, 1980,



células adiposas 3T3-F442A (FEVE et al 1680} e células DDT-MF-2 de
miosarcoma de canal deferente de hamster (NORRIS et al., 1987).

Os efeitos dos glicocorticdides sac mediados pelos recepiores de
glicocorticdides encontrados no citoplasma de quase todas as células de
marmiferos (ROSEWICZ et al, 1888). Como os glicocorticdides possuem
caracteristica lipidica, podemn difundir-se muito faciimente através da membrana
celular. No interior da célula, estes horménios ligam-se a seus receptores,
formando um complexo ative, que penetra no nicleo, onde liga-se aos elementos
de resposta aos glicocorticdides, localizados na segléncia promotora do DNA,
passando a aumentar ou a diminuir a franscrigio génica (ROSEWICZ et al.,1988;
BARNES e ADCOCK, 1993). Alguns locais de ligacdo desses complexos foram
detectados na seqiéncia génica que codifica 0s receptores adrenérgicos P
(CHUNG et al., 1887, EMORINE et al., 1987).

As alteracOes da sensibiidade do marca-passo cardiaco de ratos as
catecolaminas que ocorrem em resposta ao estresse astdo sob a influéneia da
corticosterona (SPADARI e DE MORAES, 1988; NOURANI et al., 1992). Callia e
DE Moraes (1984), Bassani e DE Moraes (1988) e Nourani et al. (1992)
demonstraram que o estresse pode induzir sensibilizacéo da resposta cronotrépica
positiva a agonistas néo seletivos de adrenoceptores 5, em atrio direito de ratos.

Estudos realizados por Vanderlei et al. (1996) e Spadari-Bratfisch et al.
(1999) mostraram que, em atrio direito isolado de ratas submetidas a estresse por
choque nas patas e sacrificadas em diestro, houve supersensibilidade para
agonistas p-adrenérgicos nado seletives, tais como isoprenalina e adrenalina, e
subsensibilidade para noradrenalina, gque €& um agonista seletivo de
adrenoceptores (1. Resultados semelhantes foram descritos para tecido adiposo
branco (FARIAS-SILVA et al., 1999). Estes autores sugerem que o estresse por
chogue nas patas induz aumento da expresséo do subtipo R, de adrenoceptor, o
gue foi confirmado por resuitados recentemente obtidos em nosso laboratorio
{(SANTOS et al., 2002).

No que se refere ao coragdio, os autores acima avaliaram os efeitos do

estresse sobre a populagdo de adrencceptores 8 em étrio direito, os guais



modulam o efeilo cronotrépico das catecolaminas. Sabemos, eniretanto, gue ©
inotropismo € outra variavel de fundamental importancia na fisiologia cardiaca, e
gue a agdc inolropica das catecolaminas é mediada pelos mesmos subtipos de
adrenoceptores §, além de adrenoceptores « (BRODDE e MICHEL, 1999).

Assim sendo, pretendemos, neste trabalho, esclarecer as seguintes
questes: haveria alteragio da resposta inofropica aos agonistas S-adrenérgicos,
em tecido cardiaco de ratos submetidos a estresse por choque nas patas? O
estresse por choque nas patas também aitera a relacéo entre os subtipos B e B2
de adrenoceptores em atrios esquerdos de ratos onde ndo se situa o marca-passo

cardiaco e no qual a inervacéo adrenérgica € menos densa?
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

- Determinar quais sublipos de adrenoceptores B participam da resposta
inotropica em atrios esquerdos isolados de ratos.

- Verificar se ocorrem alteragdes na sensibilidade da resposta inctrépica a

agonisias de receptores B-adrenérgicos em #trios esquerdos isolados de

ratos submetidos a trés sessdes de choques nas patas.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Utilizamos ratos machos adultos da linhagem Wistar, com idade entre 3 ¢ 4
meses, pesando entre 300 e 400 gramas, os quais foram fornecidos peic Centro
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP) e
mantidos no bioterio do Departamento de Fisiologia e Biofisica do instituio de
Biologia da UNICAMP. Os animais foram alojados em gaioias plasticas (30 cm x
16 cm x 19 cm) coletivas, com no maximo cinco animais em cada gaiola, por pelo
menos uma semana anies de serem ulilizados. A sala apresentava temperatura
média de 22 + 2 °C e ciclo clarofescuro de 12/12 horas controlado por sistema
temporizador, com © ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas. Os animais foram
alimentados com ragdc padréo e agua potavel, fornecidos ad fibitum, sendo que
ndo houve nenhuma suplementacao alimentar ou hidrica. A limpeza das gaiolas
foi realizada trés vezes por semana, iniciando-se as 7:00 horas.

3.2 Profocoio de estresse

O trabalho foi desenvolvido sob © consentimenic da Comissdo de Etica
na Experimentagdc Animal da Universidade Estadual de Campinas (certificado
n° 227-1), de acordc com Bassani e DE Moraes (1988).

Os ratos foram submetidos a trés sessdes, em dias consecutivos, de
chogues nas patas nao sinalizados e inescapaveis, durante aproximadamente 30
minutos, sendo gue as sessdes de chogue ocorriam no periodo matutino entre
7:30 e 11:00 horas. Os choques foram aplicados ao piso de uma cémara de
acrilico (26 cm x 21 om x 26 om; Figura 1). Este era constituido de barras
cilindricas de ago inoxidavel, com 0,3 cm de didametro, espacgadas entre si por 1,0

cm.
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Os pulsos elétricos foram aplicados por meio de um sistema de estimulagao
(fonte de corrente/'scrambier”) desenvolvido e construido no Centro de
Engenharia Biomedica da Universidade Estadual de Campinas. A intensidade da
corrente foi de 1.0 mA e a duragdo de 1,0 segundo. Cada animal recebeu 120
pulsos elétricos, distribuidos a intervalos aleatérios entre 5 & 25 segundos, com
um intervalo meédio de 15 segundos. Ao final de cada sessdo, o rato retorncu a
sua galola moradia e, imediatamente apds a Glima sess@o de choques, fol
sacrificado.

Resuitados anteriores mostraram gue este protocolo experimental resulta em
aumento da concentragdo plasmética de glicose e de corticosterona, o gue

permite caracteriza-lo como causador de estresse (MARCONDES et al., 1886,
VERAGO et al., 2001)
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Figura 1 — Foto de um rato sendo submetido ao protocoio de estresse por
chogue nas patas.
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3.3 Atrio Esquerdo Isolado

Os ratos foram sacrificados por um golpe na cabega e imediata seccdo dos
vasos cervicais. O térax fol aberio por uma inciséo no Esterno, o coracio fol
rapidamente removido ¢ transferido para um recipiente contendo solugéo de
Krebs-Henselell, aguecido e gaseificado com mistura carbogénica (85% de O; e
5% de CO;). O atrio esquerdo fol isclado e preparado para registro isométrico de
suas confracdes, as quals foram induzidas por estimulagac elétrica atraves de um
eletrodo bipoiar de platina, ligado a um estimulador eléirico (Grass Instruments
modelc S88, MA, USA). Os estimulos eléfricos gue foram aplicados ac tecido
tinham as seguintes caracteristicas: 5 ms de duraclo, freqléncia de 2 Hz e
intensidade 20% acima do limiar de excitaclo do tecido (BLINKS, 19865,
KAUMANN e MOLENAAR, 1996). A preparacdo foi submetida a uma tensao
diastéiica de 4,8 mN ou 0,5 gf, aié o fim do periode de estabilizacéo, que foi de
aproximadamenie 45 minutos. Foram descariados os atrios gue apresentaram
irregularidades tais como arritmias ou auséncia de resposta aos estimulos
elétricos ou que nao estabilizaram a tensdo desenvolvida nos primeiros 60
minutos de incubacéo.

As preparagbes foram montadas em uma cuba para érgao isolado (Figura 2},
contendo 20 mi de solug@o de Krebs-Henseleit, com a seguinte composicao (mM):
NaCl, 115,0; KCl, 4,8, CaClk.2H;0, 2,5; KH,PQ, 1,2; MgS04.7H0, 124
NaHCQ;, 25,0; glicose, 11,0 e &cido ascorbico, 0,11. O acido ascorbico foi
adicionado para reduzir a oxidagao das caiecolaminas durante a obiencao das
curvas concentragdo-efeito. O liquido de incubacéo foi mantide a 36,5 = 0,1 °C
com auxilio de uma bomba de perfuséo (Etica, Equipamentos Cientificos S.A., SP,
Brasil) e saturado com misiura carbogénica. Para o registro das contracdes
utilizamos um transdutor isométrico de tensdo Narco Bio-System (modelo F-80),
conectado a um poligrafo de 4 ¢canais Narco Bio-System {modelo DMP-4, Houston,
Tx, USA).

Obtivemos curva comprimento-tens&o para determinar o comprimento dtimo

de cada atrio, ou seja, o comprimentc em que o muasculo atrial desenvolvesse
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maxima tens&o. Esta curva comprimenio-tensdo foi obtida cerca de 20 minutos
antes do infcio da oblengdo da curva concentragioc-efeito ao agonista de

adrenoceptores. Este tempo fol suficiente para que a tensdo desenvolvida se
tornasse estavel,
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Figura 2 — Preparacdoc de atrio esquerdo em cuba para orgéo isoladec
contendo solugdo de Krebs-Henseleit.
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3.4 Tratamento farmacolbgico in vitro.

Antes da oblencdo das curvas concentragio-efeito, todas as preparacfes
foram submetidas a tratamento farmacologico in vitro. Fenoxibenzamina (10 ul)
foi adicionada as preparagfes para promover a inibicdo do sistema de captacao
exitra-neuronal, recaptacéo neuronal (IVERSEN e SALT, 1970 IVERSEN et al,
1872), blogueic dos adrenoceptores o (BESSE e FURCHGOTT, 1876) e dos
recepiores colinérgicos muscarinicos (FURCHGOTT e BURSZTYN, 1987). A
fenoxibenzamina ficou em contato com a preparagéo por 15 minutos e, apds esse
periodo, a solugdo de Krebs-Henseleit foi substituida, a cada 10 minutos, até que
a tensdo desenvolvida pelo tecido estabilizasse.

Fara garantir o blogueio do processo de captacgo exira-neuronal, apds a
estabilizag&o das contracdes, corticosterona (IVERSEN e SALT, 1970; BONISCH
e TRENDELENBURG, 1974) foi adicionada as preparagdes, na concentracic de
10 uM, 15 minutos antes da realizac&o da curva concentracaoc-efeitc. Este inibidor

permaneceu em contato com a preparagao durante a realizac2o da referida curva
concentracdo-efeito.

Para garantir inibigdo do sistema de recaptacéo neuronal, desipramina (10
uM) foi adicionada ao liquido de incubacgo (SALT, 1972), apds o iratamento
descrito acima, 15 minufos antes do inicio da curva concentracaoc-efeito, sendo

qgue esta permaneceu em contato com o tecido durante a obtencg&o da curva.

3.5 Desnervacgdo in vitro

Para avaliarmos se as preparagdes sofriam alguma influéncia da liberacéo
de catecolaminas endoégenas, realizamos uma série de experimentos em que o
tecido afrial passou por um processo de desnervagdo in vitro com 6-
hidroxidopamina {10 uM) em solugéo de Krebs modificado (ndo tamponado), que
confere pH acido (CALLIA e DE MORAES, 1984).
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As preparagfes foram montadas em Krebs modificado e apés o periodo de
estabilizac&o, receberam o tratamento com 8-hidroxidopamina durante 15 minutos.
Decorrido este periodo de incubacio, a solucdo fol substituida por Krebs-
Henseleit, & este foi substituido, em pericdos de 10 minutos, até que a tensio
pasal retornasse ao normal. Assim, apds os tecidos terem recuperado sua tensao
inicial, foram submetidos ao tfratamenio farmacoldgico para inibir as vias de

recaptacdc neuronal e exira-neuronal conforme descrito anteriormente.

3.6 Curvas concenfracdo-efeito

Obtivermnos curvas concenirag8o-efeito acs agonisias de adrenoceptores:
isoprenalina (na@o seletivo), noradrenalina (seletivo para o subtipe By), TA-2005
(seletivo para o subtipo B2}, BRL37344 (seletivo para subtipoc Bs) e CGP12177
(agonista parcial ndo convencional). Obtivemos também curvas concentracio-
efeito a isoprenalina na presenca dos antagonistas: CGP20712A (seletivo para o
subtipo Bs-adrenoceptor) nas concentragbes de 10, 30 e 100 nM, e ICI118.551
(seletivo para ¢ subtipo B,-adrenoceptor; BILSK et al., 1983; KAUMANN, 1997) na
concentracdo de 50 nM. Ainda obtivemos curvas concentragdo-efeito a
noradrenalina na presenga do antagonista CGP20712A nas concentragbes de 10,
30 e 100 nM.

As curvas concentragdo-efertc foram obtidas por adicde cumulativa de
concentragdes crescentes, com incrementos sucessivos de 0,5 unidade
logaritmica na concentragdo molar do agonista (VAN ROSSUM, 1963). A resposta
maxima foi determinada quando trés concentragbes sucessivas e crescentes do
agonista ndo determinaram alteracdes da resposta obtida com a concentracéo
imediatamente anterior.

Os valores de resposta inotrépica positiva dos atrios foram expressos em
mN/100 mg de tecido Umido. A sensibilidade do atrio esquerdo foi avaliada pela

determinagéo do valor pD2 do agonista, que corresponde ac logaritmo negativo da
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concentrag&o melar do agonista gue determina uma resposta igual a 50% da
resposta maxima (ECs), em cada experimento.

3.7 Regressao linear de SCHILD

A caracterizagio da populacdo de adrenoceptores B foi realizada utilizando-
se a metodologia descrita por Schild (SCHILD, 1947; ARUNLASKSHANA e
SCHILD, 1959). Estes autores descreveram um modelo quantitativo para analisar
o antagonismo competitivo. Para respostas equivalentes obtidas na auséncia e na

presenga do antagenista foi definida uma igualdade a partir da seguinte equacio:
Emax AJ([AT+ECs0) = Eqax AV(IATFECs(1+[BVKs) (1)
que apos sofrer rearranjo, fica simplificada como se segue
[AVIAI11 =[BIKs (2)

onde Emax € & resposta maxima produzida pelo agonista, ECsy € a medida da
poténcia do agonista, e é definida como a concentragio do agonista que produz
metade da Emax, [A] € [A'] respectivamente, sdo as concentragdes dos agonistas
que produzem respostas equivalentes na auséncia e na presenca de uma
concentrag@o conhecida do antagonista [B], que possui afinidade (Kg) para o

recepior. A forma mais comumente escrita para expressar esta relacio é:
log (CR-11)=log[Bl-logKs (3)

onde CR é a razdo das conceniracdes [AV[A]. Esta equacdo & conhecida como
"Equacéo de Schild".
Curvas conceniracao-efeito para o agonista s8o geradas na auséncia e na

presenga de diversas concentragdes do antagonista. A regressdo do log (CR-1)
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sobre o log [B] fornecera, se B for um antagonista competilivo simples, uma linha
reta com coeficiente angular que nao difere estatisticamente da unidade. O
intercepto desta linha refa no eixo das abscissas dara o valor de -log Kas, que
corresponde a afinidade do antagonista pela populagéo de receptores que esta
mediando a resposta. No antagonismo competitivo simples, ou seja, nas situacdes
em gue a populacac de recepiores que estd mediando a resposta é homogénea, o
valor Kg para qualguer antagonista deve ser independente do agonista usado. No
entanto, valores de coeficiente angular estatisticamente diferentes da unidade,
sugerem a exisiéncia de diferentes mecanismos de antagonismo efou que o
equilibrio entre o agonista ou antagonista e o receptor ndo foi atingido (KENAKIN,
1883).

Obtivermnos curvas concentracéoc-efelic a isoprenalina, e & noradrenalina na
presenca de varias concentragdes (10, 30 e 100 nM) de CGP207124, e curvas
concentrag@o-efeito a isoprenalina na presenca de 1C1118.551 na concentracac de
50 nM, bem como curvas concentragaoc-efeito & isoprenalina na presenca de
iIC1118.551 e de CGP20712A nas concentragdes de 50 e 10 nM, respectivamente.

Apbds a obtengdo das curvas concentracioc-efeito, foram calculadas as
razbes das concentragdes equiefetivas (CR) a partir dos valores de ECso (pDs =
-log ECso) do agonista na presenga e na auséncia do antagonista. Foram
confeccionados os graficos de Schild para o antagonismo entre CGP20712A e
isoprenalina ou noradrenalina, relacionando-se os logaritmos de (CR - 1) com os
logaritmos negativos das concentracGes molares do antagonista.

Neste caso, guando a reta de regressédo obtida apresentou coeficiente
angular néo diferente da unidade o valor pKg do antagonista ( pKg = - log Kg) foi
determinado pelo método de Besse e Furchgott (1976), por intermédio da equacao
(3).

Quando a reta de regressdo do grafico de Schild apresentou coeficiente
anguiar diferente da unidade, o valor pKg do antagonista néo foi calculado, uma
vez que, nesta condigdo este valor ndc & representativc da constante de

dissociaglo do antagonista junto & uma populagdo homogénea de receptores
(KENAKIN, 1963).
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Para ¢ antagonismo enire isoprenalina e ICI118.551 apenas o valor

aproximado de pKg foi estimado uma vez que apenas uma concentragdo do
antagonista foi ulilizada.

3.8 Farmacos e reagentes

Para o preparo da solugcdo de Krebs-Henseleit utilizamos sais de padrac
analitico solubilizados em agua destiiada e desionizada. Os demais farmacos
utilizados  foram: BRL37344, CGP20712A, CGP12177, ICI118551 e
fenoxibenzamina {Research Biochemicals International, Natick, MA, USA),
cloridrato  de isoproterencl, corticosterona, hidrocloretc de  desipramina;
noradrenaling, 6-hidroxidopamina e glutationa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e TA-2005 (fornecido graciosamente pelo Prof. Dr. L. A. BARKER, do Louisiana
State University Center, New Orleans, LO, USA)

As solugbes de isoprenalina, noradrenalina e 6-hidroxidopamina foram
preparadas em solugdo aquosa de acido ascérbico na concentracdo de 2% e
armazenadas a -20°C por, no maximo, 7 dias. As solugdes de fenoxibenzamina e
corticosterona foram preparadas em etanol absolutc e utilizadas até 30 dias apds
o preparo, sendo tambem armazenadas a -20°C. As diluicdes para a curva
concentragdo-efeito foram feitas em solucéo de Krebs-Henseleit. O excedente foi
descartado apbs a ulilizacdo. ICI1118.551 e CGP20712A foram solubilizados em

agua destilada e desionizada e armazenados a -20°C por periodo indeterminado.

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como médias aritméticas, com seus
respectivos erros padrdo. Teste de Kolmogorov e Smirnov foi utilizado para
determinar se a populacdo possuia distribuiclo gaussiana. Teste f de Student,

nao pareado foi utilizado para comparar as médias dos valores pD; entre os



grupos. Analise de Varidncia seguida de teste de Tukey foi utilizada para
comparar as tensdes iniciais, respostas maximas e valores pKg entre os grupos.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes guando o valor
de p foi menor que 0,05,

As curvas concentrac@o-efeite foram ajustadas e analisadas pelo método de
regressac n&o linear, o gual nos forneceu dados para determinar os valores pl;
dos agonistas. Todas as analises e graficos foram feifas com o auxilio dos
Programas GraphPad Instat (demo) & Prisma (San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOCS

4.1 Dados referentes as condigbes gerais das preparacées

O preé-tratamento farmacoldgico in vitro do &tric esquerdo para inibir os
processos de recaptacao neurcnal e extra-neuronal, utilizando fenoxibenzamina,
corticosterona e desipramina, ndo promoveu quaiquer alteracdo significativa na
tensdo basal das preparacfes. Aproximadamente 8% dos tecidos n3o
estabilizaram a tens&o desenvolvida cu n&o apresentaram contragbes ritmicas em
resposta acs estimulos elétricos. Estes tecidos foram descartados.

Nao observamos nenhum efeito significativo do tratamenic com 6-
hidroxidopamina sobre a tenséo basal ou o ritmo das contragdes.

A media de peso dos &frios esquerdos utilizados foi de: 24,7 + 0.6 mg
(n=86) para o grupo controle e 25,2 + 0,6 mg (n=80) para o grupo estresse. A
média de limiar estimulatorio destes tecidos foi de: 5,26 + 0,18 V para o grupo
centrole e 550 = 0,17 V para o grupo estresse. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos para estas variaveis.

4.2 Resposta inotropica acs agonistas de p-adrenoceptores

N&o observamos nenhuma diferenca de tensdo inicial entre os atrios
esquerdos de ratos controle e de ratos submetidos a estresse por chogue nas
patas (Tabela 1). Em atrios esquerdos de ratos controle, a tensdo maxima foi
obtida em concentragéo meédia de 1.6 nM de isoprenalina ao passo que em atrio
esquerdo de ratos submetidos a estresse por choque nas patas, a resposta
maxima a isoprenalina foi atingida em concentracéo média de 0,26 nM. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as tensdes méximas desenvolvidas
por atrios de ralos controle e ratos submetidos a estresse por choque nas patas
{Tabela 1, Figura 3).
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Tabela 1 — Tensao inicial (Ti), resposta inotropica positiva maxima (Rmax) e pD»
dos ageonistas de B-adrenoceptores na auséncia de antagonistas em atrio

esquerdo isolado de ratos controle e de ratos submetidos a estresse por chogue

nas paias.
Ti® Rmax ” pD,© n
isoprenalina
controle 27,12+ 6,38 30,01 £2,91 844+ 0,18 5
estresse 29,68 + 3,09 32,18+ 3,20 8,85£0,09* 6
noradrenalina
controle 23,49+ 232 27,06 £1,99 8,00+ 0,03
estresse 23,81 +£1,97 28,22 + 3,86 7,83 0,01
TA-2005
controle 22,85+ 2,71 20,24+ 305" 7.53+ 0,04
estresse 21,18+2,38 19,74+ 103" 7494012
BRL37344
controle 2775+ 4,24 18,711,777 68,22 + 0,09
estresse 31,57+ 9,71 23,15+4,83" 6,13 + 0.08 4
CGP12177
controle 27,00+ 2,09 766+1768" 7.24+176
estresse 2447 £ 1,86 712£1317 7.34 + 1,37

® Tensado desenvolvida pelos atrios, em 80% do comprimento otimo, antes da adicdo do
agonista, sob estimuios elétricos (5ms, 2 Hz, 20% acima do limiar) expressa em mN/100 mg
de peso Gmido de tecido; ® Resposta maxima obtida {mN/100 mg de peso Umido de tecido); ©
-jog da concentragdo do agonista gue determina 50% da resposta maxima; ° Numero de
experimentos realizados; * p < 0,05 comparado ao seu respective grupo controle (teste ¢ de
Student); ! p < 0,05 comparado ao controle isoprenalina: p < 0,05 comparado ao grupo

estresse isoprenaiina (ANOVA, seguida de teste de Tukey).
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Figura 3 — Curvas concentragao-efeito a isoprenalina (ISO) em atrios

esquerdos isolados de ratos controle e de ratos submetidos a estresse
por choque nas patas.
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A curva concentrago-efeito da isoprenalina em é&trios esquerdos isolados
de ratos submetidos a esiresse por chogue nas patas deslocou-se para a
esquerda em relacdo a curva concentracio-efeito obtida em atrios asquerdos de
ratos do grupo controie (Figura 3) cerca de 2.6 vezes menor ao nivel do valor pb;
(p < 0,05; Tabela 1), caracterizando desta forma uma supersensibilidade para este
agonisia.

A resposta maxima & noradrenaling ndo foi estatisticamente diferente em
atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse por choque nas patas em relacio
ao controle (Tabela 1), sendc que a resposta maxima para ambos os grupos foi
obtida na conceniracio de 300 nM.

Em atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse por choque nas patas
nao houve diferenca significativa na ECss da noradrenaline comparada a afrios
esquerdos de ratos controle (Tabela 1, Figura 4A).

Considerando que a estimulagéo elétrica do tecido poderia causar liberagso
de noradrenalina enddgena, e que esta poderia interferir diferentemente com a
resposta inotropica aos agonistas exdgenos aplicados em atrios esquerdos de
ratos controle e de ratcs submetidos a estresse por choques nas patas, os atrios
esquerdos foram submetidos & desnervagio in vifro por exposigdc & 6-
hidroxidopamina (CALLIA e DE MORAES, 1984). Apds este procedimento foram
obtidas as curvas concentracdo-efeito para a noradrenalina.

A tensac inicial, a resposta maxima e os valores pD, da noradrenalina
obtidos antes e apds a desnervaglo simpética ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (Figuras 4A e 4B; Tabela 2).

Nao observamos diferenga estatisticamente significativa nas curvas
concentragao-efeito ao TA-2005 obtidas em atrios esquerdos de ratos controle e
de ratos submetidos a estresse por chogue nas patas (Tabela 1: Figura 5).

Em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo controle e do grupo
estresse 0 TA-2005 causou aumento dose-dependente da tensio desenvolvida na
faixa de concentragdes que vai de 10 a 300 nM (Figura 5). Este dado sugere que a
resposta inotropica positiva eliciada pelo TA-2005 é decorrente da ativacao do

subtipe B¢ de adrenoceptores, porque nessa faixa de concentracdo o agonista
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Tabela 2 - Tensao inicial (Ti), resposta inotropica positiva maxima (Rmax) e pD; da
noradrenalina em 3atrios esquerdos isolados de ratos controle e ratos submetidos a

estresse por choque nas patas tratados ou nao in vitro com 6-hidroxidopamina.

TP Rmax® pD,° NS
ndo desnervado
controle 2349+232 27,06 + 1,99 8,00x£0,03
estresse 23,91+1,87 28,22 £ 3,86 7,83 £0,01 5
desnervado
controle 22,25 +2,06 2751+215 8,11 0,07
estresse 18,22 + 1,99 26,41+2,60 7,87 + 0,07 5

¥ Tensdo desenvolvida pelos atrios, mantido em 80% do compri oti ica

: - 0S ; primento otimo antes da adicao do
agoms:.ta,' sob estimu%0§ eiétricos (5ms, 2 Hz, 20% acima do limiar) expressa em mNMOOing de
peso umido de tecido; ° Resposta méxima ao agonista (mN/100 mg de peso tUmido de tecido);

~ log da concentraco do agonista que produz resposta igual a 50% i
Nimero de experimento). P g o da resposta maxima;
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perde sua selelividade e passa a atuar como agonista parcial eliciando resposta
inotrépica positiva nos demais receptores presentes na preparacao.

Em cinco dos oito atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse, o TA-
2005 nao alterou ou causou aumento do inotropismo em todas as concentractes
utilizadas (10 pM a 3 uM), como pode ser visto no tragado representative destes
experimentos mostrado na Figura 6B. Esta resposta foi semelhante & resposta do
tecido & isoprenalina (Figura 6A). Entretanto, em trés experimentos ¢ TA-2005
causou discreta diminuigdo da forga de contrag@io nas concentragdes de 10 pM a
10 nM (Figura 6C). A partir desta Ultima, o TA-2005 causou aumento da resposta
inotrépica.

Atrios esquerdos de ratos controle & de ratos submetidos @ estresse Dor
choque nas patas nioc apresentaram alieracbes sigﬁéfnicaiévas de resposia maxima
e sensibilidade ao BRL37344 (Tabela 1, Figura 7 B).

BRL37344 na faixa de concentracio nanomolar, que & tida como seletiva
para o subtipo de adrenoceptor Bz promoveu diminuicao da tens3o inicial tanto dos
atrios esquerdos de ratos controle, como também de atrios esquerdos de ratos
submetidos a estresse por chogue nas patas (Figura 7 A). Esta reducéo da tensao
inicial foi da ordem de 6 % para o grupo controle, € 10 % para o grupo de ratos
submetidos a estresse na concentracio de 3 nM para ambos os grupos, mas n&o
alcangou significancia estatistica quando comparado a tensio basal. Em
concentracbes micromolares este agonista promoveu aumento da resposta
inotrépica positiva em atrio esquerdo de ratos controle e de ratos submetidos a

estresse. Nao houve diferenca na resposta ao BRL37344 em atrio esquerdo de
ratos submetidos a estresse comparados ao controle.
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aplicagdo de cada dose e Ti indica a tensdo inicial desenvolvida antes da
obtencdo das curvas conceniracio-efeito e sob os estimulos elétricos (2 Hz, 5 ms
e voltagem 20% acima do limiar). Note que em C nas trés primeiras
concentragbes de TA-2005 ocorre diminuicgo da tensao inicial.
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Nao foram observadas diferencas significativas na resposta maxima e na
sensibilidade ac CGP12177 entre os atrios esquerdos de ratos controle e de ratos
submetidos a estresse por choque nas patas (Tabela 1, Figura 8).

A resposia méxima oblida para o CGP12177 fol da ordem de 25% da
resposta maxima da isoprenaiina obtida para ¢ grupo controle e de 22% da
resposta maxima da isoprenalina obtida em atrios esquerdos de ratos submetidos
a estresse (p < 0,05). Estes valores nao diferem entre si (p > 0,08).

Em concentragdes micromolares, o CGP12177 induziu arritmias em um dos
oito atrios esquerdos de ratos controle anslisados e em trés dos oito atrios
esquerdos de ratos submetidos a estresse por choque nas patas (Figura 9A, B e
Ch.
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tens&o inicial desenvolvida antes da obtengao das curvas concentragéo-efeito sob
os estimulos elétricos (2 Hz, 5 ms e voltagem 20% acima do limiar); V é a
velocidade do papel.



4.3 Efeitos do ICI118.551 na resposta inotrépica a isoprenalina

Em atrios esquerdos de ratos controle ou submetidos a estresse por choque
nas patas o 1C1118.551 n&o causou nenhuma alteracio na tensio inicial, nem na
resposta maxima a isoprenalina (Tabela 3; p > 0,05).

Em alrics esquerdos de ralos controle, o antagonisia seletivo de
adrencceptores Bz, ICI118.551, na concentrago de 50 nM, nac deslocou
significativamente a curva concentragio efeito 2 isoprenalina (Figura 104},
enquanto gue em atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse por choque nas
patas, ¢ 1C1118.551 provocou um deslocamento para a direita de cerca de 1.8
vezes, ao nivel da ECs; da curva concentrag@o-efeito 4 isoprenalina em relacéo &
curva obtida na ausencia deste antagonista (Figura 10B). A supersensibilidade 2
isoprenaiina em airio esquerdo de raios submetidos a estresse foi anulada por
este antagonista (Tabela 3). Nao foi possivel determinar os valores pKgs para
ICi1118.851, porque o deslocamento provocado por este antagonisia na curvas

concentracao-efeito a isoprenalina foi menor que duas vezes.

4.4 Efeitos do CGP20712A na resposta inotrépica & isoprenalina ¢ &
noradrenalina

Ndo observamos diferenca significativa na tens@o inicial e na resposta
maxima em nenhum dos grupos experimentais (Tabelas 3 e 4). Este antagonista
de ps-adrenoceptores, em qualquer das concentragbes usadas, cancelou a
diferenca do valor pD, observada entre os grupos controle e submetidos a
estresse onde a isoprenalina foi utilizada como agonista (Tabela 3).

O CGP20712A deslocou para a direita, de modoc dose-dependente, as
curvas conceniracao-efeifo a isoprenalina (Figuras 11 e 12) e & noradrenalina
(Figuras 13 e 14}, em é&trios esquerdos de ratos controle e de ratos submetidos a

estresse por chogue nas patas, em relacdo as curvas obtidas na auséncia de
antagonista (Tabelas 3 e 4).
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TabelaAS - Tens&o inicial (Ti), resposta inotropica positiva maxima (Rmax) e pD- da isoprenalina
na auséncia & na presenca de antagonistas de B-adrenoceptores em atrios esquerdos isolados de

ratos controle € de raios submelidos a estresse por choque nas patas.

Ti? Rmax® oD,° pKa® CR*®

sem antagonisia

controle (5) 1 27,12+6,38  30,01+£291 844+0,16

estresse (6) | 26,68+3,08 3218+320 8852+0,00*
IC1118.551 (50 niM)

controle (7) ' 2277+2,90 3104+231 843+011 — 1

estresse (6) ' 2354+196 2781211 8604011 — 1.8
CGP20712A (10 nM)

controle (8) ' 2660+2,98 2609x162 788x017 8652003 4

estresse (8) 2394+125 2208+256 7680+0087 920006~ 18
CGP20712A (30 nM)

controle (5) ' 31,12+£508 29,52+383 754+0167 841:009 g

estresse (5) ' 26,86+0,88 2851+185 723=:018" 8572020 42
CGP20712A (160 nM)

controle (6) ' 34,80+350 2842+1,96 B581+0,44 1> 850016 43

estresse (8) ' 26,16+6,18 2318+284 682x0107* 896010 107
CGP20712A (10 nM) +
iC1118,551 (50 nM)

controle (6) ' 2351+£1,99 32324106 7,72+0,08 5

estresse (8) ' 20,871,908 3144+292 7.72+0,071 14

® Tensao desenvolvida pelos atrios, em 80% de comprimento 6timo antes da adica i

gsﬂmulos eléfricos {dms, 2 Hz, 20% acima d¢ limiar) expressa em mN/‘lOO mg de ;ias?} ggugcg}oégsicsdaob
Resposta maxima ao agonista (mN/100 mg de peso umido de tecido); © -log da concentragdo molar do
agorzasta gue produz resposta igual 2 50% da resposta maxima; © Valores pKg estimados para cada dose do
antagomgta arztnog da diferencga entre os vaiores pD, na auséncia e na presenca do antagonista; ' Namero
de experimentos; * p < 0,05 comparado ao seu respectivo grupe controle (teste f de Student); T p < 0,05
comparago ac esi:rtesse sem antagomsta p < 0,05 comparado ae controle sem antagonista; ° p < 0,05
comparado ao controle na presenca de CGP20712A (1 <

presenca de antagonisia (10 nM; AE%OVA seguida de Tékzy? 30 M) 7 p < 0,08 comparado ao estresse na
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estresse por choque nas patas (87).
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Tabela 4 — Tensao iniciai (Ti), resposta inotrépica maxima (Rmax) e pD, da noradrenalina

na auséncia e na presenca de aniagonistas de B-adrenoceptores em atrios esquerdos

isolados de ratos conirole e de ratos submetidos a estresse por chogue nas patas,

Ti® Rmax ° pD, © pKg ° CR®

sem antagonista

controle (6) 2349232 27.08+199 800+0.03

estresse (5)° 23.91+187 2822+385 7.83+0.01
CGP20712A (10 nM)

controle (5) 2633+ 375 2458+327 662:0157 9834016 24

estresse (4) ' 2085+219 2622+183 683+0171 924+017 18
CGP20712A {30 nM)}

controle (3) 2837+356 2652+102 6,13+008" 937+008 74

estresse (3) 2590 +149 27,75+237 638+008T 896+007 28
CGP20712A (100 i)

controle (4) | 2814+3092 2342:285 583+003™% 009+0,03 129

estresse (5) 26.61+416 27,36+066 555+007"° 928+007 191

2 Tensdc desenvolvida pelos étrios, em 80% do comprimento 6timo, antes da adicdo do agonista
sob estimulos elétricos (5ms, 2 Hz, 20% acima do limiar) expressa em mN/100 mg de peso umido dé
tecido. ° Resposta maxima ao agonista (mN/100 mg de peso Umido de tecido), ° -log da
concentracdo molar do agonista, que produz resposta igual 2 50% da resposta maxima; ¢ Valores
pKg estimados para cada dose do antagonista; ® antilog da diferenca entre os valores pD; na
auséncia e na presenca do antagonista; ' Nimero de experimentos; T p < 0,001, comparados ao
controle na auséncia de antagonista; T p < 0,001, comparados ao estresse na auséncia de
antagonista; * p < 0,05 comparado ao controle na presenca de antagonista (10 nM); * p < 0,05
comparado ao estresse na presencga de antagonista {10 e 30 nM; ANOVA seguida de teste de

Tukey, respectivamente).
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Figura 11 — Curvas concentragdo-efeito da isoprenalina (iISO) em étrios

esquerdos isclados de ratos controle (A} na auséncia e na presenca de
CGP20712A nas conceniracdes de 10, 30 e 100 nM e sua respectiva reta de

regressao linear de Schild (B).
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Apesar do intervalo de confianga incluir a unidade, este € muifo amplo
demonstrando que ha variagcdo dentro do grupo. Além disto, os coeficientes
angulares das retas de regressao de Schild diferiram estatisticamente da unidade
em todos 0S grupos como pode ser visto pelo valor de “p” do slope das retas de
regresséo linear de Schild (Tabela 5). Em atrios esquerdos de ratos controle nao
houve variagac no valor pKs em funcéo da dose do antagonista (Tabeias 3 e 4).
Porém, os valores pKg estimados em curvas 'coﬂseﬁtragéo-efeéte nas quais
isoprenalina foi utilizada como agonista (Tabela 3) foram significativamente
menores do que aqueles obtidos quando a noradrenalina foi usado como agonista
(Tabela 4). Na Tabela 5 as medidas dos valores pKs sfc apresentados para
facilitar esta comparag@o. Em atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse, o
valor pKg do CGP20712A fol dependente da dose utilizada do antagonista quando

a isoprenalina foi utilizada como agonista (Tabela 3) mas ndo quando a
noradrenalina foi utilizada (Tabela 3).

4.5 Resposta inotrépica a isoprenalina na presenca de ICI118.551 e de
CGP20712A

Em atrios esquerdos de ratos controles e de ratos submetidos a estresse
por choque nas patas a presenga dos antagonisias néo alterou a tensao inicial
nem a resposta maxima a isoprenalina (Tabela 3, Figura 15A).

Os valores pD; da isoprenalina foram significantemente menores em ambos
os grupos quando comparados aos valores obtidos na auséncia de antagonistas
ou apenas na presenca de IC1118.551 (Tabela 3). Ndo houve nenhuma diferenca
significativa dos valores pD; entre os grupos controle e submetidos a estresse por
chogque nas patas na presenca de ambos os antagonistas ou quando as curvas
concentragac-efeito obtidas na presencga dos dois antagonistas foram comparadas
com aquelas obtidas na presenca apenas de CGP20712A na concentracédo de 10
nM (Tabela 3). O deslocamento causado nas curvas concentracdo-efeito a

isoprenalina pelos dois antagonistas foi significativamente maior (p < 0,05) em
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atrios esquerdos isolados de ratos submetidos a estresse por choques nas patas
do que em atrios esquerdos isolados de ratos controle (Tabela 3).



Tabela 5 - pKg do CGP20712A, coeficientes angulares (o), com os intervalos de
confianga de 95% (1.C.), coeficientes de correlagso (r°) e valores de p do slope (p)
das retas de regress8o de Schild em atrio esquerdo de ratos controle e ratos

submetidos a estresse por choque nas patas, utilizéndo isoprenalina (ISO) ou
noradrenalina (NA) como agonistas.

Controle Estresse

1sO NA IS¢ NA
pKg ® 8,82+0,07 9,26+009° 8,81+017 916 +0,10"°
o 0,88 0,75 0,84 1,04
i.C. 0,55-1,18 0,38 -1,11 050-1,19 0,863—1,45
e 0,74 0,68 0,85 0,74
p <{),0001 0,0001 <{},0001 0,001
N 15 12 17 13

Valores medios seguidos do erro padrio da média do ® pKg que corresponde & constante
de dissociagdo do complexo antagonista-receptor; ° nimero de experimentos; ° p <005
comparadc ac grupo controle isoprenalina (teste ¢ de Student).
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Figura 15 - Curvas concentragio-efeito da isoprenalina (ISO) na presenca ou
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(A) e de ratos submetidos a estresse por chogque nas patas (B).
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& DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que  ratos
submetidos a trés sessdes de choques nas patas ndo apresentaram alteractes no
pesc dos atrios esquerdos ou no limiar de estimulagdo. Eniretanio, os atrios
esquerdos destes animais apresentaram supersensibilidade 2 isoprenalina. Este
ultimo dado esia de acordo com resuitados encontrados anteriormente em atrio
direito de ratos (BASSANI e DE MORAES, 1987, 1988 VANDERLE! et al., 1996;
MARCONDES et al, 1996; SPADARI-BRATFISCH et al., 1999), indicando
aumento da pariicipacéo do subtipo B2 de adrenoceptor, o que sugere gue ambos
os atrios apresentariam comportamento semelhante quanto acs mecanismos
adaptativos cardiacos desencadeados por este estressor,

A supersensibilidade 3 isoprenalina foi cancelada pelo ICI118.551 na
concentragdc em que este antagonista é seletivo para o subtipo B, de
adrenoceptor, confirmando a participacde deste receptor no aumento da
sensibilidade da resposta inotropica positiva ao agonista em atrios esquerdos de
ratos submetidos a estresse.

Quandoc os atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse por choque
nas patas foram incubados com antagonista para o subtipo B4 de adrenoceptor,
CGP20712A na concentragdo de 10 nM, as curvas concentracio-efeito da
isoprenalina, foram deslocadas paralelamente & direita cerca de 18 vezes,
enguanto que as curvas concentracdo-efeito em atrios esquerdos de ratos controle
foram deslocadas a direita aproximadamente 4 vezes. O valor pKg estimado para
o CGP20712A foi maior em atrios esquerdos de ratos submetidos a estresse do
que em atrios esquerdos de ratos controle. Estes resultados sugerem que a
supersensibilidade & isoprenalina poderia ser devida a uma alteracao
conformacionai dos receptores gue resultaria em aumento da afinidade do subtipo
B: de adrenoceptor peio agonista e pelo antagonista, e ndc aoc aumento da

populacéo de adrenoceptores B..
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A obtengado de curvas monofasicas para o TA-2005, que interage
seletivamente com adrenoceptores do subtipo §, em conceniracdes nanomolares
& com ambos 0s sublipos em concentragfes maiores (KIKKAWA et al. 1891, 1888;
VOSS et al., 1992, 1994, SPADARI-BRATFISCH et al., 1959; SOUZA, 2001), n&o
fornece suporte para a hipstese de que ¢ subtipo B, de adrenoceptores participa
da resposta inolrépica de africs esquerdos de ratos aos agonistas de
adrenocepiores §.

Com o objetivo de identificar os mecanismos envolvidos com as alteracdes
de sensibilidade da resposta inotropica aos agonistas adrenérgicos em atrio
esquerdo de ratos submetidos a esiresse passamos a utilizar a analise de
regressao linear de Schild (SCHILD, 1847, ARUNLASKSHANA & SCHILD, 1958,
onde, curvas concentracao-efeito para o agonista, séo geradas na auséncia e na
presenca de diversas concentragbes do antagonista. Desta forma, alteragdes da
afinidade entre o antagonista e a populacio de receptores fornecem indicagbes
seguras sobre alteragcdes na estrutura e/ou subtipo de receptores envolvidos com
a resposta que esta sendo analisada sem contaminagéo por eventos intracelulares
que possam mascarar os efeitos ac nivel do receptor (KENAKIN, 1993). A analise
de regressao linear de Schild (LEMOINE e KAUMANN, 1983; KENAKIN, 1993)
permite esclarecer se a populagdo de receptores do atric esquerdo de ratos é
homogénea ou heterogénea e, se esta sofre alteragdes em resposta ao estresse.

Nagueles tecidos onde a populagdo de adrenoceptores do subtipo By &
homogénea, espera-se que o CGP20712A, na concentragdo seletiva para este
sub-tipo (10 nM), proporcione um deslocamento de 30 vezes nas curvas
concentracac-efeito & isoprenalina e, se houver uma participacso de 5 a 10 % do
subtipo 3, na resposta ac agonista, este antagonista, nesta mesma concentracgao,
proporcionaria um desvic de 10 vezes (LEMOINE e KAUMANN, 1983). O desvio
causado pelo CGP20712A (10 nM) na curva concentragdo-efeito a isoprenalina
em atrios de ratos controle, onde julgavamos que haveria homogeneidade de
receptores do subtipo f4, foi de apenas 4 vezes. Apenas em altas concentracdes
{100 nMj) obtivemos um desvio maior gue 30 vezes. Em atrio de ratos submetidos

a estresse, o desvio foi de 18 vezes. Estes resultados sugerem gue, mesmo em
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atrios de ratos controle, a populagdo de adrencceptores & neterogénea.
Entretanto, a curva concentracdo-efeito & isoprenalina ndo é deslocada pelo
ICI118.551, como esperado se a populacdo contivesse adrenoceptores do subtipo
B,. Por outro lado, a analise da regress3o linear de Schild nos mosira que o valor
pKg do CGP20712A em atrio esquerdo de ratos controle & agonista-dependente,
em quanto que em afrios esquerdos de ratos submetidos s estresse, o valor pKg
do CGF20712A variou em fungao da concentragéo do antagonista, reforgcando a
hipttese de uma populagio heterogénea de adrenoceptores neste tecido
(KENAKIN, 1983).

Atrios esquerdes de ratos controle e de ratos submetidos a estresse,
apresentaram resposta inotrépica negativa ao BRL37344 na faixa de concentracaoc
nanomolar, mas esta n&ao atinge significdncia estatistica,

Efeito inotropico negativo provocado pelo BRL37344 foi demonstrado em
bibpsias de septo interventricular de coragdes humanos transplantados, onde o
BRL37344 e a isoprenalina em presenga de antagonista ndo seletivo para os
subtipos de adrenoceptores Bi e ., nadolol, na concentracdo de 10 pi,
provocaram resposta inotropica negativa (GAUTHIER et al., 1996). Estes efeitos
do BRL37344 ocorreriam por intermédio da estimulacdo da enzima éxido nitrico
sintase endotelial (NOS;), que promoveria aumento da conceniracdo de oxido
nitrico (NO) na célula cardiaca, e este, por sua vez, promoveria diminuicgo da
forca de contragdo do musculo cardiaco através do aumento da concentracao de
GMPc (GAUTHIER et al., 1996, 2000; BALLIGAND, 1999, 2000: PAULUS e
SHAH, 1999). Nossos resultados ainda nao permitem afirmar se realmente este
efeito ocorre uma vez que os demais subtipos de adrenoceptores B ou a NOS nao
foram bloqueados, mas levantam esta possibilidade.

O CGP12177 € classificado como um agonista parcial ndo convencional
(KAUMANN, 1989). Esta denominagdo foi baseada na observagido de que o
CGP12177, em baixas concentragbes, € um antagonista de receptores
adrenérgicos do subtipo Bs e Bz, mas em altas concentracdes pode promover
efeitos cardioestimulantes (cronotrépico, inotrépice e lusitrépico) através de um

subtipo de adrenoceptor § diferente dos subtipos By, B; & Bs. Os efeitos do
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CGP12177 nao seriam abolidos por antagonistas convencionais de
adrenoceptores dos subtipos B+ e Bz como, por exemplo, o propranoiol, mas
poderiam ser moderadamente blogueados por bupranociol e CGP20712A. Desia
forma, o CGP12177 exerceria seus efeitos através de um proposto adrencceptor
Ba, 0 qual promoveria aumento da concentracdo de AMPc intracelular. Portanto,
utilizando a mesma via de sinalizagio dos subtipos de adrenoceptor B, e B,
(KAUMANN, 1989, 1997, KAUMANN e MOLENAAR, 1996 PAK e FISHMAN,
1996), este receptor eliciaria um aumento do fransiente de calcic em midcitos
ventriculares (KAUMANN e FREESTONE, 1897) e da condutincia de canais de
potassio em coragac de furdo (LOWE et al., 1998) e, por este motivo, poderia
induzir arritmias.

Nés demonstramos que, em &trio direito de ratos submetidos a estresse por
chogue nas patas, ocorre desensibilizacio da resposta & noradrenalina, mas
nenhuma alleragcdo da resposta ac CGP12177 (SANTOS e SPADARI-
BRATFISCH, 2001). Estes resultados sugerem que ou sac dois receptores
distintos ou que os dois sitios do adrenoceptor By apresentam comportamento
independente.

Nossos dados atuais ndo permitem dizer com certeza se os efeitos do
CGP12177 em atrio esquerdo de ratos s&o decorrentes da ativagdo de um
proposto adrenoceptor 4 ou de um estado de baixa afinidade do adrenoceptor B,
Nossos dados mostram ainda que o CGP12177 em concentragdes micromolares
promoveu arritmias em tecido atrial esquerde de ratos submetidos a estresse com
maior freqliéncia do que em atrio esquerdo de ratos controle, mas nao houve
aiteragao nem na resposta maxima, nem da sensibilidade ao agonista. Em um
estudo realizado por Li et al. (2001) foi demonstrado que midcitos isolados de atrio
esquerdo de ¢ac possui uma maior expressao de canais de potassio tipo Ik, do
que miocitos isolados de atrio direito, os quais poderiam ser responsaveis pela
maior predisposicao do atrio esquerdo desenvolver arritmias, uma vez que o
perfodo refrataric do atric esquerdo € menor que aguele visto para o atrio direito
(PAPAGEORGIQU et al,, 1986; SiH et al., 1997). Desta forma, & possivel que o

tecido atrial esquerdo de ratos submetidos a estresse por choque nas patas
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apresente alteracac na expressio deste tipo de canal de potassio e, por isto, seria
mais propenso a desenvolver arritmias do que os atrios esquerdos isolados de
ratos conirole em resposta ao CGP12177, Para provar esta hipdtese é necessario
que novos estudos sejam realizados.

Assim sendo, nossos resultados sugerem que em atrios esquerdos de ratos
submetidos a estresse por chogues nas patas ocorrem alteracdes na popuiagan
de adrenoceptores que levam a um aumento da sensibilidade 4 isoprenalina, Os
ensaios com antagonistas parecem confirmar a heterogeneidade da populacéo de
adrenoceptores em atrio esquerdo de ratos submetidos a estresse por choques
nas patas. Entretanto, as alteracBes observadas parecem ser muitc menoes
pronunciadas do gue ocorre em afrio direito (SPADARI-BRATFISCH et al., 1989).
Esta diferenca e coerente com as especificidades dos dois tecidos bem como
também com as caracteristicas de inervacdo dos mesmos. Por exemplo, a
densidade da inervagéo adrenérgica & maior em tecido atrial direito do que
esquerdo. Assim sendo, quando ocorre aumento da atividade simpatica, como no
estresse, 0s midcitos do atrio direitc estariam submetidos a uma maior
estimulaggo pelo neurotransmissor noradrenalina do que os midcitos atriais
esquerdos. Este fato ja poderia explicar a diferenca de intensidade dos efeitos do
estresse sobre 0s dois tecidos.

O pape! fisioldgico do atrio esquerdo na dinadmica de enchimento do
ventriculo esquerdo, especialmente durante o periodo de contracdo atrial
(GUYTON e HALL, 1996; Ll et al., 1994, 1999) justificaria a necessidade evolutiva
de prote¢ao deste tecido contra alteragdes marcantes de densidade e subtipos de
receptores. De fato, durante a fase diastolica, o &tric e o ventriculo esquerdo
tornam-se uma camara comum, desde que n&o haja disfuncéo de valvula mitral (L|
et al., 1999). Até algum tempo atrds, esta funcdo do atrio esquerdo estava
esquecida, mas recentes estudos relatam que em estados patologicos como
fibrilacao atrial, estenose de vélvula mitral, coarctagéo de aorta e até mesmo apés
processos de cardioverséo, pode haver prejuizo desta funcao acessoéria do atrio
esquerdo, com formacao de trombos na cdmara atrial esquerda, que teriam como

conseqléncias tardias a instalagdo de hipertensdo pulmonar e ventricular direita,
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faléncia cardiaca congestiva & embolia (POLLICK e TAYLOR, 1991; Ll et al.,
1994, 1999; NOSAKA et al,, 1999; TUKEK et al., 2001). As células endoteliais
endocardicas (EECs), bem como células endoteliais vasculares (VECs), produzem
substéncias vascativas como PGl (MEBAZAA et al, 1983a), EDRF (NO;
BRUTSAERT, 1988), fator de contracBo miocardico, também chamade de
‘endocarding” (SMITH et al., 1991) e endotelina (MEBAZAA et al, 1983b).
Acredita-se que as EECs, podem modular a contragdo miocardica e prevenir a
formagéc intraventricuiar de trombos (NOSAKA et al, 1997), uma vez que a
incidéncia de formagao de trombos € mais comum em &trio esquerdo que nas
demais camaras cardiacas (WALLER et al., 1995). Uma possivel causa para esse
problema, seria o fato de o atrio esquerdo produzir menos PGl gue as demais
camaras cardiacas (NOSAKA et al,, 1989).

Levandoc em conia estas peculiaridades do atrio esquerdo e os resuliados
obtidos, nds sugerimos que ¢ comportamento desta cdmara cardiaca nao difere
daquela do atrio direito (BASSANI e DE MORAES, 1987, 1988; VANDERLE! et al..
1996; MARCONDES et al, 1996; SPADARI-BRATFISCH et al., 1998) no que se
refere aos mecanismos adaptativos ao estresse envolvendo os adrenoceptores p..
Nossos resultados também sugerem que a populacao de adrenoceptores do atrio
esquerdo de ratos controle & heterogénea e sofre modificagbes em atrio esquerdo
de ratos submetidos a estresse por chogues nas patas.
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& CONCLUSOES

- A populacao de adrenoceptores em atrio esquerdo de ratos controle e de

ratos submetidos a estresse por chogue nas patas & heterogénea.

- A supersensibilidade da resposta inotrépica & isoprenalina em atrio
esquerdo isolado de ratos submetidos a estresse € mediada por um

aumento da participagao de adrenoceptores do subtipo B..

- O mecanismo adaptativo ac estresse envoivendo a resposia mediada pelo
subtipo B, de adrencceptor em atrios esquerdos isolados de ratos, parece

ser similar aquele descrito em atric direito de ratos e de ratas sacrificadas
em diestro.

- Adrenoceptores B3 parecemn mediar uma resposta inotrépica negativa em

atrios esquerdos isolados de ratos controle e de ratos submetidos =
estresse.

- O CGP12177 elicia resposta inotropica positiva em atrios esaguerdos

isolados de ratos controle e de ratos submetidos a estresse e, esta ndo se
altera com o esiresse.

- Atrios esquerdos isolados de ratos submetidos a estresse por chogue nas
patas sao mais propenscs a desenvolver arritmias mediadas pelo
CGP12177 do que atrios esquerdos isolados de ratos controle.
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