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RESUMO

O cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol (2CFOH), possui similaridade
estrutural a clorprenalina, uma substincia com acdo broncodilatadora. Em razdo disso,
o objetivo desse trabalho foi caracterizar a atividade farmacoldgica do 2CFOH em aorta e
traqueia de rato. Segmentos desses tecidos foram adicionados a sistema de banho para 6rgaos
isolados e contragdes isométricas foram obtidas e registradas por sistema de aquisicdo de
dados. Em preparagdes de aorta com endotélio preservado, 2CFOH (1-1000uM) induziu
relaxamento completo de contragcdo de fenilefrina (1uM), com CEso de 19,0 [10,1-35,8]uM.
A remocdo do endotélio diminuiu a poténcia do efeito relaxante (p<0,05, teste de Holm-
Sidak). Em aorta contraida com potassio (60mM), 2CFOH (0,01-1000uM) induziu
relaxamento dependente de concentragdo, com CEsode 26,0 [7,6-88,2] uM, sendo completa a
reversdo da contragdo. O antagonista B-adrenérgico ndo-seletivo propranolol (1pM) ndo
influenciou significativamente o efeito relaxante do 2CFOH em aorta contraida com Potassio
(p>0,05, teste de Holm-Sidak). Por outro lado, propranolol (1pM) diminuiu a poténcia do
2CFOH (1-1000uM) em aorta contraida com fenilefrina (1uM) (p<0,05, teste de Holm-
Sidak), pois a CEsp na presenca de propranolol foi de 32,7 [20,0-53,4] uM, enquanto na
auséncia foi de 19,0 [10,1-35,8] uM. Em anéis de traqueia contraidos com carbacol (1uM),
2CFOH (0,01-300 uM) induziu relaxamento, com CEsode 17,5 [11,9-25,8] uM. Propranolol
reduziu significativamente o efeito relaxante do 2CFOH em traqueia (p<0,05; teste de Holm-
Sidak), CEso de 35,6 [11,6-109,0] uM. Assim, 2CFOH provoca relaxamento tanto em aorta de
rato contraida com fenilefrina e com potéssio, quanto em traqueia contraida com carbacol.
O endotélio parece influenciar nesse efeito vasorrelaxante, sendo observado um efeito mais
potente na presenga de endotélio. Receptores B-adrenérgicos parecem estar envolvidos no
mecanismo relaxante quando traqueia ¢ contraida com carbacol e quando aorta ¢ contraida

com fenilefrina, mas ndo quando a contra¢do em aorta ¢ induzida por potéssio.

Palavras-chave: Clorprenalina. Broncodilatadores. Vasorelaxamento, Adrenoreceptores.



ABSTRACT

(2,4-dichlorophenyl)-2-(isopropylamino)ethanol hydrochloride (2CFOH) has structural
similarity to chlorprenaline, a substance with bronchodilator action. Therefore, the aim of this
work was to characterize the pharmacological activity of 2CFOH in the rat aorta and trachea.
Segments of these tissues were added to bath system for isolated organs and isometric
contractions were obtained and recorded by data acquisition system. In preserved endothelium
aorta preparations, 2CFOH (1-1000uM) induced complete relaxation of phenylephrine
contraction (1uM), with ECso of 19.0 [10.1-35.8] uM. Removal of the endothelium decreased
the potency of the relaxing effect (p<0.05, Holm-Sidak test). In aorta contracted with
potassium (60mM), 2CFOH (0.01-1000uM) induced concentration-dependent relaxation with
ECso of 26.0 [7.6-88.2] uM, the reversal of the contraction being complete. The non-selective
B-adrenergic antagonist propranolol (1uM) did not significantly influence the relaxing effect
of 2CFOH on the aorta contracted with Potassium (p>0.05, Holm-Sidak test). On the other
hand, propranolol (1pM) decreased the potency of 2CFOH (1-1000uM) in aorta contracted
with phenylephrine (1uM) (p<0.05, Holm-Sidak test), because ECsy in the presence of
propranolol was 32,7 [20.0-53.4] uM, while in the absence it was 19.0 [10.1-35.8] uM. In
tracheal rings contracted with carbachol (1uM), 2CFOH (0.01-300uM) induced relaxation,
with ECso of 17.5 [11.9-25.8] uM. Propranolol significantly reduced the relaxing effect of
2CFOH in trachea (p<0.05; Holm-Sidak test), ECsy of 35.6 [11.6-109.0] uM. Therefore,
2CFOH causes relaxation in both the rat aorta contracted with phenylephrine and potassium,
and in trachea contracted with carbachol. The endothelium seems to influence this
vasorelaxative effect, and a more potent effect is observed in the presence of endothelium. -
adrenergic receptors appear to be involved in the relaxing mechanism when trachea is
contracted with carbachol and when aorta is contracted with phenylephrine but not when

contraction in the aorta is induced by potassium.

Keywords: Chlorprenaline. Bronchodilators. Vasorelaxation, Adrenoreceptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Musculo liso

As células musculares lisas sdo o principal componente dos drgdos ocos, como o
canal alimentar, as vias aéreas, a vasculatura e o trato urogenital. A contracdo do musculo liso
altera as dimensdes do 6rgao, o que resulta na propulsdo do conteudo deste ou no aumento da
resisténcia ao fluxo (como na vasoconstricdo). O mecanismo basico que fundamenta a
contragdo do musculo liso envolve interagdo miosina-actina (como no musculo estriado),
embora existam algumas diferengas importantes. Especificamente, a contragdo do musculo
liso ¢ regulada pelo filamento grosso e requer alteragdo da miosina, antes que ela possa
interagir com a actina (BERNE; LEVY, 2009).

Essa contragdo do musculo liso ocorre em resposta a sinais elétricos ou hormonais
e esse musculo exibe a capacidade de permanecer contraido por periodos extensos, em niveis
baixos de consumo de energia, o que ¢ importante para fungdes como a manutengdo do tonus
vascular e, portanto, da pressdo sanguinea. A regulacdo dessa contracdo ¢ complexa,
envolvendo, algumas vezes, multiplas cascatas de sinalizagdo intracelular (BERNE; LEVY,
2009).

O musculo liso divide-se em unitario e em multiunitario. No unitario, as células
musculares lisas sdo acopladas eletricamente, de modo que a estimulagdo elétrica de uma
célula ¢ seguida pela estimulagdo das células adjacentes. Isso leva a onda de contracdo, como
na peristalse. Além disso, essa onda de atividade elétrica pode ser iniciada por célula marca-
passo (célula muscular lisa que exibe despolarizacdo espontinea). J4 no multiunitario, as
células musculares lisas ndo estdo acopladas eletricamente, de maneira que a estimulagdo de
uma célula ndo resulta, necessariamente, na ativa¢ao de células adjacentes. Alguns exemplos
sdo o vaso deferente e a iris do olho. Contudo, o musculo liso é bastante diverso, sendo essa
classificacdo bastante simplista, porque a maioria dos musculos lisos ¢ modulada pela
combinagdo de elementos neurais com, pelo menos, algum grau de ligagdo célula-célula e por
ativadores ou inibidores produzidos localmente (BERNE; LEVY, 2009).

Em alguns oOrgdos, as células musculares lisas contraem-se ritmica, ou
intermitentemente, sendo esse tipo de musculo liso denominado fasico, sendo encontrado nas
paredes dos tratos gastrointestinal e urogenital. O musculo liso fasico corresponde a categoria
de unitario, uma vez que as células musculares lisas contraem-se em resposta a potenciais de

acdo que se propagam de célula a célula. Ja4 em outros 6rgaos, como € o caso das vias aéreas,
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as cé€lulas sdo continuamente ativas e mantém o nivel de seu “tonus”, sendo esse denominado

musculo liso tonico (BERNE; LEVY, 2009).

1.1.1 Mecanismo Contratil no Musculo Liso

O estimulo inicial para a contragdo do musculo liso ¢ o aumento intracelular dos
ions célcio. Este aumento pode ser causado por estimulacdo nervosa da fibra muscular lisa,
estimulacdo hormonal, estiramento da fibra ou até mesmo alteragdao quimica no ambiente da
fibra. O musculo liso contém a proteina reguladora calmodulina, que inicia a contragdo
ativando as pontes cruzadas da miosina. Inicialmente os ions calcio se ligam a calmodulina.
Em seguida o complexo calmodulina-célcio junta-se a miosina quinase, ativando-a. Deste
fenomeno, resulta a fosforilagdo das cadeias leves da miosina, chamada cadeia reguladora.
Assim, a cabega da miosina adquire a capacidade de se ligar repetidamente com o filamento
de actina e de desenvolver os ciclos de tracdes intermitentes, e, desta forma, provocar a
contracdo muscular (GUYTON; HALL, 2006).

J& quando a concentracdo de ions calcio intracelular cai abaixo de um nivel
critico, o processo ¢ revertido, exceto pela fosforilagdo da cabega da miosina. A
desfosforilagdo ¢ catalisada pela fosfatase da miosina, enzima localizada nos liquidos da
célula muscular lisa, que cliva o fosfato da cadeia leve reguladora. Desta forma, o ciclo se
interrompe e a contragdo cessa. O tempo necessario para o relaxamento da contragdo
muscular ¢ determinado em grande parte pela quantidade de fosfatase de miosina ativa na
célula (GUYTON; HALL, 2006).

Alguns receptores hormonais na membrana do musculo liso abrem canais para
ions sodio e calcio e despolarizam a membrana, como ocorre apds uma estimulagio nervosa.
Algumas vezes, o resultado ¢ um potencial de a¢do, ou a amplificagdo de potenciais de acao
que ja estdo ocorrendo. Em outros casos, a despolarizagdo ocorre sem potenciais de acdo, e
esta despolarizagdo permite que ions célcio entrem na célula, promovendo a contracdo. A
inibi¢do ocorre quando o hormodnio (ou outro fator tecidual) fecha os canais de sdédio ou de
calcio e evita a entrada destes ions positivos. A inibi¢do também ocorre quando canais de
potéassio, normalmente fechados, sdo abertos, permitindo que os ions potassio se difundam
para fora da célula. Estas duas acdes aumentam o grau de negatividade no interior da célula
muscular, um estado chamado de hiperpolarizagdo, que inibe fortemente a contragdo muscular

(GUYTON; HALL, 2006).
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Algumas vezes a contragdo ou a inibicdo do musculo liso ¢ iniciada pelos
hormonios sem causar nenhuma alteragdo direta no potencial de membrana. Nesses casos, 0
hormonio pode ativar um receptor de membrana que ndo abre os canais i6nicos, mas que
causa uma alteracdo interna na fibra muscular, tal como a liberacdo de ions calcio do reticulo
sarcoplasmatico intracelular. O célcio entdo induz contragdo. Para inibir a contragdo, outros
mecanismos receptores ativam as enzimas adenilato ciclase ou guanilato ciclase na membrana
celular. As por¢des dos receptores que fazem protrusdo para o interior das células estdo
acopladas a estas enzimas, levando a forma¢ao do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
ou monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), os segundos mensageiros. Eles tém muitos
efeitos, um dos quais ¢ alterar o grau de fosforilacdo de vérias enzimas que indiretamente
inibem a contracdo. A bomba que move os ions cdlcio do sarcoplasma para o reticulo
sarcoplasmatico ¢ ativada, bem como a bomba na membrana celular que move os ions calcio
para fora da propria célula. Estes efeitos reduzem a concentracdo de ions célcio no

sarcoplasma, inibindo a contragdo (GUYTON; HALL, 2006).

1.1.2 Musculo Liso das Vias Aéreas

O musculo liso das vias aéreas (MLVA) estd localizado na parede da arvore
traqueobronquica, compreendendo desde a traqueia até os bronquiolos terminais. A sua
contracdo reduz o didmetro das vias aéreas e aumenta a resisténcia ao fluxo de ar. O estado
contratil estd sob o controle de varios mensageiros extracelulares, que agem em
receptores especificos de membrana. Os principais mensageiros sao neurotransmissores do
sistema nervoso autdonomo (SNA), mediadores epiteliais e mediadores liberados por células
inflamatorias. A ligagdo desses mensageiros aos seus receptores aumenta a concentragdo de
Ca®" citosolico, que ativa o aparato contratil (OUEDRAOGO; ROUX, 2014).

O SNA parassimpatico ¢ o principal responsavel pela broncoconstri¢do neural das
vias aéreas, sendo a inervagdo colinérgica responsavel pelo tonus basal. A acetilcolina (ACh),
principal neurotransmissor parassimpatico, ¢ liberada nas sinapses ganglionares e nas jungdes
pos-ganglionares. Nos ganglios, a ACh age nos receptores colinérgicos nicotinicos pos-
sinapticos responsaveis pela neurotransmissdo e age também nos receptores muscarinicos M1
envolvidos no feedback negativo. Na juncdo neuromuscular, a ACh ativa os receptores
muscarinicos pds-juncionais M3, responsaveis pela contracio, e os receptores pré-juncionais
M2 envolvidos no feedback negativo da liberagdo de ACh (OUEDRAOGO; ROUX, 2014).

Ao contrario da estimulacdo colinérgica, a estimulacdo adrenérgica relaxa as
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vias aéreas. Os receptores adrenérgicos do tipo B-2 sdo largamente expressos no MLVA.
Em adicdo a acetilcolina e a noradrenalina, o componente ndo-adrenérgico e nao-colinérgico
(NANC) do SNA pode liberar outros agonistas contraturantes (como o neuropeptidio Y,
substancia P, ATP e neurocininas) ou relaxantes, como o peptideo intestinal vasoativo.
Contudo, esse sistema NANC ndo é muito desenvolvido em vias aéreas humanas e tem um
pequeno efeito regulatério na funcionalidade dessas vias. Em adicdo ao SNA, vdrios tipos
celulares localizados na parede das vias aéreas, como células epiteliais, células inflamatorias e
o0s proprios midcitos podem liberar uma variedade de mediadores, como por exemplo
histamina, endotelina, ATP e metabolitos do acido araquidonico, que podem modular
a contragdo das vias aéreas por meio de receptores especificos de membrana (OUEDRAOGO;
ROUX, 2014).

Estudos sugerem que alteragdes nas propriedades intrinsecas do MLVA tem papel
em promover uma hiperresponsividade ndo-especifica das vias aéreas, como ocorre na asma.
Usando cultura de células musculares lisas das vias aéreas e/ou preparagdes bronquicas
isoladas, pesquisadores demonstraram que uma variedade de citocinas, como TNFa, IL-1f,
IL-5 e IL-13 podem modular o fenotipo contratil do MLVA por induzir hiperresponsividade
ndo-especifica a agonistas de receptores acoplados a proteina G (RAPG). Embora os
mecanismos permane¢am desconhecidos, citocinas podem afetar a expressdo e o0s
mecanismos de sinalizacdo de RAPG, além de alterar a sensibilidade do aparato contratil ao
calcio, possivelmente devido a ativacdo de mecanismos dependentes de Rho-quinase. O
MLVA também parece orquestrar e perpetuar a inflamacao devido a sua habilidade de secretar
citocinas (IL-1, IL-5 e IL-6) e quimiocinas (IL-8, eotaxina e RANTES) e por expressar uma
variedade de moléculas de adesdo celular (ICAM-1, VCAM-1, CD44 e integrinas). Além
disso, 0 MLVA também secreta VEGF, do inglés, vascular endothelial growth factor, uma
molécula importante na angiogénese (AMRANI; PANETTIERI, 2003).

O papel fisioldgico da reatividade das vias aéreas ainda ndo esta claro, mas parece
controlar a distribuicdo do fluxo de ar intrapulmonar e consequentemente a relagdo
ventilacdo/perfusdo. A alteracdo da reatividade das vias aéreas tem um papel chave em varias
doencas pulmonares. De fato, vérios sintomas respiratdrios sdo associados a obstru¢dao das
vias aéreas, como por exemplo o estreitamento das vias aéreas mediado pela contracio
das células do musculo liso contribui significativamente para a obstru¢do na asma

(OUEDRAOGO; ROUX, 2014).

1.2 Asma
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Asma ¢ uma doenca heterogénea, usualmente caracterizada pela inflamagao
cronica das vias aéreas. Ela ¢ definida pela historia de sintomas respiratorios, como sibilancia,
falta de ar, aperto no peito e tosse, que varia com o tempo e em intensidade, junto com uma
limitacdo variavel do fluxo de ar expiratdrio. Muitos fendtipos t€m sido identificados, sendo a
asma alérgica o mais comum e facilmente reconhecido. Esse fenotipo geralmente tem inicio
na infincia e estd associado com histdoria familiar ou pregressa de doengas alérgicas como
eczema, rinite alérgica ou alergia a alimentos ou a medicamentos. Outros fendtipos incluem a
asma nao alérgica, asma de inicio tardio, asma com limita¢do fixa ao fluxo aéreo e asma com
obesidade (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2018).

De acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia
para o Manejo da Asma (2012), o diagndstico clinico da asma ¢ sugerido por um ou mais
sintomas, como dispneia, tosse cronica, sibilancia, opressdo ou desconforto toracico. As
manifestagdes que sugerem fortemente o diagndstico de asma sdo a variabilidade dos
sintomas, o desencadeamento de sintomas por irritantes inespecificos (como fumacas, odores
fortes e exercicio) ou por aeroalérgenos (como acaros e fungos), a piora dos sintomas a noite e
a melhora espontanea ou apds o uso de medicamentos especificos para asma.

Embora o diagndstico clinico da asma em sua forma classica de apresentacdo nao
seja dificil, a confirmacdo deve ser feita por um método objetivo, uma vez que os sinais e
sintomas da asma ndo sdo exclusivos dessa condi¢do. Os testes diagndsticos disponiveis na
pratica clinica incluem espirometria (antes e apdés o uso de broncodilatador), testes de
broncoprovocacao e medidas seriadas de PFE (Pico de Fluxo Expiratério). Em certos casos, a
comprovagdo da reversibilidade da obstrucdo ao fluxo aéreo pode ser demonstrada apenas
com o teste terapéutico com corticoide oral (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2012).

Em 2013, 2.047 pessoas morreram de asma no Brasil, isto €, aproximadamente 5
obitos por dia e mais de 120.000 hospitalizacdes por ano. A taxa de mortalidade da asma em
pacientes hospitalizados aumentou aproximadamente 25% de 2008 a 2013. (CARDOSO et
al., 2017). Apesar de serem apenas 5%-10% dos casos de asma, pacientes com asma grave
apresentam maior morbimortalidade relativa, e s3o responsaveis por um consumo
desproporcionalmente alto dos recursos de saude em relagdo aos grupos de menor gravidade.
Portadores de asma grave nao controlada procuram 15 vezes mais as unidades de emergéncia
médica e sdo hospitalizados 20 vezes mais que os asmaticos moderados (BRASIL, 2013).

Segundo os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas do Ministério da Satde,

a base do tratamento medicamentoso da asma persistente € o uso continuado de medicamentos
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com ac¢do anti-inflamatoéria, também chamados controladores, sendo corticosteroides
inalatorios os principais deles, tanto em adultos como em criangas. Aos controladores se
associam medicamentos de alivio, com efeito broncodilatador. A via de escolha ¢é a inalatoria.
Na asma intermitente, o tratamento medicamentoso ¢ direcionado para o alivio imediato dos
eventuais sintomas decorrentes de obstru¢do (sintomas agudos), indicando-se
broncodilatadores beta-adrenérgicos de curta acdo (B2CA) para uso conforme necessidade.
Nas exacerbagcdes moderadas ou graves, além de B2CA e corticosteroides inalatorios
recomenda-se curso de corticoterapia oral para a obtengdo do estado de controle, e

seguimento da terapéutica anti-inflamatdria com corticosteroide inalatério (BRASIL, 2013).
1.3 Agonistas Beta-Adrenérgicos

Os receptores B adrenérgicos foram subclassificados em By, B, e B3. Embora tanto
o Bi quanto o B, estejam localizados nos pulmdes, a broncodilatacdo parece ser inteiramente
uma funcdo dos receptores adrenérgicos [,. Os agonistas do receptor P,-adrenérgico

produzem seus efeitos através de interagdes com receptores f3 especificos, localizados na

membrana plasmatica celular. Esses receptores estdo ligados a uma proteina estimulatoria
(Gs). Assim, ao serem ativados, ocorre uma mudanga de conformag¢do no receptor, que leva a
ativacdo da adenilato ciclase, que por sua vez catalisa a conversdo de ATP em AMP ciclico
(AMPc), responsavel pela resposta fisiologica, que difere de acordo com o tipo de célula
(NELSON, 1995).

Entre as trés classes de broncodilatadores (agonistas do receptor adrenérgico [3,,
metilxantinas e agentes anticolinérgicos), os agonistas do receptor adrenérgico 3, sdo os que
produzem a maior broncodilatagdo em pacientes com asma bronquica (NELSON, 1995).
Segundo Rizzo (1997), até meados dos anos 80, os broncodilatadores B-adrenérgicos eram
considerados a base no tratamento da asma e os corticosteroides s6 estavam indicados quando
o controle dos sintomas ndo era obtido com seu uso regular. A crescente compreensdo e
valorizagdo do processo inflamatério como evento basico na patogénese da asma levou os
corticosteroides, especialmente aqueles administrados por via inalatéria, a serem
recomendados cada vez mais precocemente, associados ou ndo aos broncodilatadores.

Agonistas [;-adrenérgicos sdo os mais efetivos broncodilatadores para o
tratamento de episddios agudos de asma e para a prevengdo de broncoconstricao induzida por

exercicio. Os de longa acdo previnem a asma noturna e promovem protecao prolongada. Eles
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devem ser administrados somente em intervalos prescritos e regulares, e doses adicionais nao
devem ser dadas para aliviar sintomas, sendo preferido agonistas 3, de ag¢do intermediaria
nesses casos. Embora exista preocupagdes sobre essa classe de farmacos, os efeitos adversos,
como broncoespasmos severos ¢ aumento da inflamacdo e da hiperresponsividade bronquica,
sdo provavelmente mais associados a severidade da asma do que aos farmacos em si
(NELSON, 1995). Em uma metandlise incluindo pacientes com asma persistente, o uso de
terapia Unica de manutenc¢do/alivio com corticosteroides inalatérios e P-agonistas de longa
acdo associados estd relacionada com um risco menor de exacerbacdes, quando comparada a
terapia combinada: de controle com corticosterodides inalatorios (com ou sem [B-agonista de
longa acdo) e de alivio com PB-agonista de curta acdo (SOBIERAJ et al., 2018). Logo, a
terapia unica de B-agonistas associados a corticosteroides parece ser mais vantajosa pois esta
associada a menores exacerbacdes da asma. Assim, agonistas P,-adrenérgicos continuam
sendo a classe mais importante de broncodilatadores atualmente disponivel. Quando usados
de forma apropriada, promovem o alivio seguro e efetivo dos sintomas da obstrucdo do fluxo

de ar (NELSON, 1995).

1.4 Clorprenalina e (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol (2CFOH)

Desde que publicagdes comecaram a ser divulgadas, relatando que a efedrina e
substancias relacionadas eram capazes de causar broncodilatagdo, Powell, Gibson e Swanson
(1956) pesquisaram continuamente por um substituto sintético que também tivesse essa
propriedade. O principal proposito dessa pesquisa era a sintese de uma substancia com acao
broncodilatadora mais longa que a da epinefrina e mais especifica que a da efedrina. Uma
substancia sintetizada na divisdo de quimica organica desses pesquisadores, 1-o-clorofenil-2-
isopropilaminoetanol, relacionada com a epinefrina, posteriormente denominada
clorprenalina, foi alvo de estudos farmacoldgicos e toxicologicos, sendo demonstrado uma
acdo broncodilatadora notavel. Bronquios de cdes descerebrados contraidos com pilocarpina
eram rapidamente relaxados pela clorprenalina, que mantinha sua a¢do por mais tempo que a
epinefrina (POWELL; GIBSON; SWANSON, 1956). Em traqueias de cobaias e pulmdes
isolados de coelhos a clorprenalina também demonstrou a¢do broncodilatadora em constri¢ao
induzida pela pilocarpina (POWELL; GIBSON; SWANSON, 1956). Powell e Slater (1958
apud MAXWELL; ECKHARDT, 1990) notaram que era dificil obter um relaxamento

completo com epinefrina apds o tecido ter sido exposto a clorprenalina.
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Segundo Aviado et al. (1958), a clorprenalina ¢ capaz de provocar, em caes
anestesiados, uma vasodilatagdo sistémica, similar a induzida pelo isoproterenol, porém
necessitando de doses maiores, acompanhada de uma redugdo da forca de contragdo do
miocardio e redugdo da pressdo arterial sistémica. Assim, Aviado e colaboradores
demonstraram que a clorprenalina ¢ capaz de induzir broncodilatacdo, sendo esta ndo seletiva,
causando também efeitos cardiovasculares sistémicos, como a hipotensdo. Assim, essa
desvantagem dificultou seu uso na clinica, visto que seu uso em doengas respiratorias fica
comprometido devido aos efeitos colaterais sistémicos.

Heimlich, Harris e Smith (1960), em um estudo duplo cego, compararam o efeito
da clorprenalina a um placebo em 71 criangas com asma. Nenhuma diferenca foi encontrada
em relagdo ao alivio ou preven¢do de sintomas entre os grupos tratados com clorprenalina e
com o placebo. Em 1962, novamente Heimlich e Smith estudaram os efeitos da clorprenalina
e do metapirileno em um estudo duplo cego em 28 criangas com asma e rinite alérgica.
Nenhum efeito da clorprenalina na profilaxia ou tratamento foi observado. Ja em 1963, Wang
e Shipley demonstraram em um estudo duplo cego que a clorprenalina foi efetiva no alivio da
dispneia em pacientes com asma bronquica, com uma dura¢do de a¢do maior que os outros
broncodilatadores em estudo, incluindo efedrina, isoproterenol, aminofilina e
metoxifenamina.

A substancia do presente estudo, o cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-
(isopropilamino)etanol (2CFOH), possui estrutura molecular semelhante a clorprenalina, com
apenas a substituicdo de um atomo de hidrogénio por um atomo de cloro no anel benzénico
(Figuras 1 e 2). Ele foi sintetizado no Laboratorio de Biotecnologia e Sintese Organica
(LABS) por meio de sintese quimioenzimdtica, através do emprego de lipases como
biocatalisadores, ja que elas sdo ambientalmente aceitas e mais vidveis economicamente, além
de apresentarem caracteristicas regio-, quimio-, e enantiosseletivas (AHMED; KELLY;
GHANEM, 2012). A lipase que serd utilizada para as reacdes serd a lipase da Candida
antarctica do tipo B (CAL-B). Essa lipase ¢ capaz de funcionar como catalisador frente a uma

gama de substratos, proporcionando excelentes resultados (SILVA et al., 2014).
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Figura 1 - Estrutura quimica do cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol

(2CFOH).

Cl OHH
N

Ci HCl

Fonte: Laboratorio de Biotecnologia e Sintese Organica (LABS) da Universidade Federal do Ceara.

Figura 2 - Estrutura quimica do cloridrato de clorprenalina.
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% CH,
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Fonte: POWELL; GIBSON; SWANSON, 1956.

Devereaux ef al. (2016) demonstraram que a substituicdo de grupos metil por
cloro ou bromo aumentam significativamente a poténcia e a afinidade de um farmaco em
estudo, o sobetirome, tanto in vitro quanto in vivo. Fricke, Klaus e Stein (1988) demonstraram
que derivados halogenados de diidropiridinas apresentavam maior seletividade vascular,
possivelmente devido a diferenca na lipofilicidade. Assim, a modificagio molecular da
clorprenalina, formando um analogo halogenado possivelmente pode aumentar a poténcia,
afinidade e seletividade desse farmaco. Dessa forma, € relevante o estudo do 2CFOH devido a
semelhanca estrutural entre ele e a clorprenalina, substancia que possui atividade
broncodilatadora. Assim, ¢ possivel que o 2CFOH possua propriedades semelhantes e
importante acdo na via adrenérgica.

Acreditamos que os andlogos da clorprenalina podem exercer importantes
atividades farmacolodgicas, seja atuando como agonistas beta-adrenérgicos (como ¢ o caso da
clorprenalina) ou antagonizando receptores beta-adrenérgicos (como por exemplo, o nifenalol
e sotalol). Nesse estudo, pretendemos caracterizar farmacologicamente o analogo cloridrato
de (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol, obtido por métodos quimioenzimaticos, em

preparagdes isoladas de rato. O andlogo foi escolhido pela similaridade estrutural em relagdo a
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clorprenalina e por ainda ndo ter sido avaliado por estudos cientificos. Verificaremos seus
efeitos in vitro em preparagdes isoladas de aorta e traqueia de rato, para analisar seu possivel

potencial no tratamento de doencas respiratorias ou cardiovasculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e (Caracterizar a atividade farmacoldgica do cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-

(isopropilamino)etanol em aorta e traqueia isoladas de ratos.

2.2 Especificos

* Investigar o provavel mecanismo de ag¢do farmacologica do cloridrato de (2,4-
diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol em aorta e traqueia isoladas de ratos Wistar.

* Investigar os possiveis efeitos do cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-
(isopropilamino)etanol em receptores beta-adrenérgicos, em aorta e traqueia isoladas

de ratos Wistar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Substincia de estudo

O cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol foi obtido através de
sintese quimioenzimatica e fornecido pelo Laboratério de Biotecnologia e Sintese Organica
(LABS) da Universidade Federal do Ceara (UFC), localizado no Campus do Pici, Fortaleza,
Ceard. A substancia foi preparada e dissolvida em solug¢do fisiologica de Krebs, na

concentragdo de 10 mM, e homogeneizada em agitador vortex imediatamente antes do uso.

3.2 Solucdes e drogas

O meio de perfusdo utilizado no estudo foi a solucdo de Krebs-Henseleit
modificada, mantida em pH de 7,4, com a seguinte composi¢cao (mM): NaCl 118, KCI 4,7,
MgSO0,4 1,2, CaCl, 2,5, KH,PO4 1,2, NaHCO; 25 e glicose 11,1. Os sais foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha) e Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Fenilefrina (Phe), acetilcolina
(ACh), propranolol, todos de grau de pureza analitica, foram adquiridos da Sigma Co. (St.

Louis, EUA).

3.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 220-300g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos no biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina. Os animais foram
mantidos em temperatura constante (22 + 2°C), com um ciclo de 12 horas claro/12 horas
escuro e livre acesso a comida e agua.

Os animais foram tratados em conformidade com as normas de manipulagdo de
animais de laboratorio preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) e com respeito as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFC. Todos os procedimentos aqui descritos foram analisados e tiveram a

aprovacao prévia da referida comissdo local sob o nlimero de protocolo #83/2016 (em anexo).

3.4 Experimentos com anéis de artéria aorta e anéis de traqueia isolada de rato
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Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg) e em seguida
eutanasiados por exsanguinagdo. A aorta toracica e a traqueia foram removidas e transferidas
para uma placa de Petri contendo o meio de perfusdo a temperatura ambiente. Apos a remogao
dos tecidos adjacentes, aorta e traqueia foram cortadas transversalmente em segmentos
cilindricos em forma de anel (1 x Smm), os quais foram presos a pecas triangulares de fio de
aco (0,3mm de didmetro) e posteriormente suspensos em um sistema de banho para 6rgados
isolados contendo 5SmL de solucdo fisioldgica de Krebs-Henseleit modificada, pH 7,4,
oxigenadas continuamente com mistura carbogénica (O, 95%; CO, 5%) e aquecidas a 37°C
(Figura 3). Anéis de aorta e traqueia foram mantidos sob tensdo de 1g e a tensdo foi registrada
por meio de um transdutor de for¢a isométrico conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab, AD Instruments, Australia). A retirada do endotélio foi realizada por raspagem
cuidadosa da luz vascular, onde os segmentos de artéria aorta isolada, presos a pecas
triangulares de fio de ago, eram friccionados levemente em papel toalha. Para confirmagao da
integridade do endotélio, as prepara¢des foram tratadas, no inicio dos experimentos, com
fenilefrina (0,1 pM), e apds o estabelecimento de um platd de contragdo foi adicionado 1 pM
de acetilcolina. A auséncia de efeito vasorelaxante induzido por acetilcolina foi tomada como
evidéncia de que a preparacdo estava funcionalmente desprovida de endotélio. Apds um
periodo de estabilizagdo (60 minutos), para a adaptacdo dos tecidos as novas condigdes,
contracdes controles foram induzidas pelo aumento da concentragdo de KCIl para 60mM na
solugdo no banho. As preparacdes foram consideradas equilibradas quando duas contragdes
sucessivas mostraram amplitudes semelhantes. Apos o equilibrio os protocolos se iniciavam.
O antagonista B-adrenérgico ndo-seletivo propranolol foi adicionado as cubas e esperou-se 10
minutos apds sua adicdo para realizar a contragdo dos tecidos. Apds a contragdo atingir um

platd, a curva concentragdo-efeito era iniciada.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do sistema para 6rgao isolado utilizado para estudo da

contratilidade de anéis de aorta e traqueia de rato.

Transdutor de forga

Anéis de aorta/traqueia

Fio de algodao

Circulagaode agua
destilada (37°C)

D Aeragdo (95% 0,/ 5% CO,)

Descarte

Uma das extremidades dos anéis de aorta ou traqueia é presa a uma haste fixa e a outra
extremidade a um transdutor de forga. Alteracdes na luz vascular ou traqueal, devido a contra¢do ou relaxamento
do tecido, causam o estreitamento ou o aumento da luz vascular ou traqueal, respectivamente, sendo detectadas

pelo transdutor. Fonte: Laboratorio de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).

3.5 Protocolos experimentais

3.5.1 Avaliagdo dos efeitos relaxantes do 2CFOH em aorta isolada de rato

Para avaliar o efeito relaxante do 2CFOH, anéis de aorta isolada de rato foram
previamente contraidos com fenilefrina (Phe; 1uM) e com potassio (KCl 60mM) e, em
seguida, expostos as concentracdes cumulativas de 2CFOH (1-1000uM) e (0,01-1000uM),

respectivamente, adicionadas ao banho e mantidas a uma mesma concentragio por 5 minutos.

3.5.2 Avaliacdo dos efeitos relaxantes do 2CFOH em traqueia isolada de rato

Para avaliar o efeito relaxante do 2CFOH, anéis de traqueia isolada de rato foram
previamente contraidos com carbacol (CCh; 1uM) e expostos as concentracdes cumulativas
de 2CFOH (0,01-300uM), adicionadas ao banho e mantidas a uma mesma concentragdo por 5

minutos.
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3.5.3 Avaliacio da influéncia da remogdo do endotélio nos efeitos relaxantes do 2CFOH

em aorta isolada de rato

Com o objetivo de investigar a influéncia do endotélio no efeito relaxante do
2CFOH, anéis de aorta com endotélio removido foram previamente contraidos com
fenilefrina (1pM) e em seguida expostos a concentragdes cumulativas de 2CFOH (1-1000pM)
adicionadas ao banho e mantidas em uma mesma concentracdo por 5 minutos. Em seguida,

foi realizado o mesmo protocolo em anéis de aorta com endotélio intacto para comparacao.

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias aritméticas + erro padrdo da média
(E.PM.), com a representacio do numero de observagdes experimentais (n). Alguns
parametros, como os valores de concentragdo efetiva (CEsg) calculados por interpolagdo semi-
logaritmica, estdo expressos como a média geométrica e o intervalo de confianca de 95%. A
significancia estatistica foi considerada quando a probabilidade de ocorréncia da hipotese de
nulidade foi menor que 5% (p < 0,05). A significancia dos resultados foi avaliada por teste de
Mann-Whitney ou andlise de varidncia (ANOVA). Quando o teste ANOVA foi significativo,
foi utilizado o teste posterior de multipla comparagdo de Holm-Sidak. Os testes foram
aplicados e os graficos confeccionados utilizando o programa SigmaPlot (Systat Software Inc,

USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito relaxante do 2CFOH em anéis de aorta isolada de rato contraidos com

fenilefrina

Curvas concentragdo-efeito foram obtidas a partir de concentragdes cumulativas
de 2CFOH (1-1000 uM) adicionadas aos anéis de aorta com endotélio intacto e previamente
contraidos com fenilefrina (1uM). A adi¢do do 2CFOH foi realizada no platd de contragdo
induzida por fenilefrina. O relaxamento observado foi dependente de concentracdao, com CEsg
de 19,0 [10,1 - 35,8] uM. Foi observado um relaxamento completo da contragdo de fenilefrina

(Gréfico 1).

Grifico 1 - Curva concentragdo-efeito ao 2CFOH em anéis de aorta previamente contraidos

com Fenilefrina 1uM.
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Representacdo grafica mostrando uma curva concentragdo-efeito ao 2CFOH (1-1000uM) (n=8) apds contragdo
induzida por fenilefrina (1uM), CEsy de 19,0 [10,1 - 35,8] uM; média e intervalo de confianga 95%. O (n)

representa o numero de observagdes experimentais. Os dados sdo expressos como média = E.P.M.
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4.2 Influéncia da remociao do endotélio nos efeitos relaxantes do 2CFOH em anéis de

aorta

Em aorta contraida com fenilefrina 1 uM, a remog¢do mecéanica do endotélio
alterou significativamente o efeito relaxante do 2CFOH (1-1000 uM) (p<0,05, teste de Holm-
Sidak). A curva foi deslocada para direita na auséncia de endotélio (Grafico 2). A curva
concentragdo-efeito ao 2CFOH (Gréafico 1) é mostrada novamente no Grafico 2 para efeitos

de comparagao.

Grifico 2 - Curvas concentragdo-efeito ao 2CFOH em preparagdes de aorta previamente

contraidas com Fenilefrina 1 uM, com e sem endotélio preservado.
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Representacdo grafica mostrando curvas concentragdo-efeito ao 2CFOH (1-1000puM) apds contragdo induzida
por fenilefrina (1uM), em preparacdes de aorta na presenga (e, n = 8) e auséncia de endotélio (o, n = 6). A
remog¢do do endotélio reduziu a poténcia do 2CFOH (p<0,05, teste de Holm-Sidak). O (n) representa o nimero

de  observagdes  experimentais. Os  dados sdo  expressos como média +  E.PM.
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4.3 Efeito relaxante do 2CFOH em preparacdes de aorta mantidas na presenca ou

auséncia de propranolol, contraidas com Potassio

Curvas concentragdo-efeito foram obtidas a partir de concentragdes cumulativas
de 2CFOH (0,01-1000 uM) adicionadas aos anéis de aorta contraidos com KCI (60mM). O
relaxamento foi dependente de concentragdo, sendo completa a reversdo da contragdo de
potassio, CEso de 26,0 [7,6 — 88,2] uM (Gréfico 3).

O antagonista B-adrenérgico ndo-seletivo propranolol (1uM) ndo influenciou
significativamente o efeito relaxante do 2CFOH em aorta contraida com Potéssio (p>0,05,

teste de Holm-Sidak) (Grafico 3).

Grifico 3 - Curvas concentragdo-efeito ao 2CFOH em preparagdes de aorta previamente

contraidas com KCI 60mM na presenga e auséncia de propranolol
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Grafico mostrando a curva concentragdo-efeito ao 2CFOH na auséncia (e, n = 6) e presenga (0, n = 11) de
propranolol 1uM. O tratamento com propranolol (1uM) nédo alterou significativamente o efeito relaxante do
2CFOH (p>0,05, Teste de Holm-Sidak). O (n) representa o nimero de observagdes experimentais. Os dados sdo

expressos como média + E.PM.
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4.4 Efeito relaxante do 2CFOH em preparacdes de aorta mantidas na presenca ou

auséncia de propranolol, contraidas com Fenilefrina

Em anéis de aorta contraidos com fenilefrina (1uM) na presenga de propranolol
(1uM), a poténcia do 2CFOH (1-1000uM) ao relaxar a contracdo foi reduzida (p<0,05, teste
de Holm-Sidak). A CEsy na presenca de propranolol foi 32,7 [20,0-53,4] uM, enquanto na
auséncia foi 19,0 [10,1-35,8] uM, observando-se um aumento da CEsy na presenca de

propranolol (Grafico 4).

Grifico 4 - Curvas concentragdo-efeito ao 2CFOH em preparagdes de aorta previamente

contraidas com Fenilefrina 1pM na presenga ou auséncia de propranolol
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Grafico mostrando a curva concentragdo-efeito ao 2CFOH na auséncia (e, n = 8) e presenca (o, n = 10) de
propranolol 1uM. O tratamento com propranolol alterou significativamente o efeito relaxante do 2CFOH
(p<0,05, Teste de Holm-Sidak), sendo a CE5y aumentada de 19,0 [10,1 - 35,8] uM para 32,7 [20,0-53,4] uM. O
(n) representa o nimero de observagdes experimentais. Os dados sdo expressos como média + E.P.M.
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4.5 Efeito relaxante do 2CFOH em preparacoes de traqueia contraidas com carbacol,

mantidas na presenca ou auséncia de propranolol

Em anéis de traqueia contraidos com carbacol (CCh) 1uM, 2CFOH (0,01-300
uM) induziu relaxamento, com CEsode 17,5 [11,9 - 25,8] uM. O antagonista ndo seletivo
propranolol reduziu significativamente o efeito relaxante do 2CFOH (p<0,05, teste de Holm-
Sidak), apresentando CEso de 35,6 [11,6 - 109,0] uM. Assim, a CEsy foi aumentada na

presenca de propranolol (Grafico 5).

Grifico S - Curvas concentragao-efeito ao 2CFOH em preparacdes de traqueia, na auséncia e

presenca de propranolol e previamente contraidas com Carbacol 1uM.
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Grafico mostrando a curva concentragdo-efeito ao 2CFOH na auséncia (e, n = 8) e presenca (o, n = 7) de
propranolol 1uM. O tratamento com propranolol alterou significativamente o efeito relaxante do 2CFOH
(p<0,05, Teste de Holm-Sidak), aumentando a CEsy. O (n) representa o numero de observagdes experimentais.
Os dados sdo expressos como média = E.P.M.
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5 DISCUSSAO

O cloridrato de (2,4-diclorofenil)-2-(isopropilamino)etanol (2CFOH) ¢ um
andlogo da clorprenalina, uma substdncia com notavel acdo broncodilatadora (POWELL;
GIBSON; SWANSON, 1956). O 2CFOH, objeto de estudo nesse trabalho, foi obtido através
de sintese quimioenzimdtica e aqui procurou-se demostrar sua atividade relaxante e o
envolvimento de receptores P-adrenérgicos nos seus efeitos, em anéis de traqueia e aorta
isoladas de rato.

Inicialmente experimentos foram feitos em preparagdes de aorta isoladas de rato.
Concentracdes crescentes (1-1000uM) de 2CFOH foram adicionadas a anéis de aorta
contraidos com fenilefrina (1 uM), agonista adrenérgico a;-seletivo. Assim, as concentragdes
cumulativas de 2CFOH induziram vasorelaxamento que reverteu completamente a contragao
de fenilefrina.

O antagonista B-adrenérgico ndo seletivo propranolol (1uM) foi usado para
investigar a influéncia de receptores B-adrenérgicos no efeito relaxante do 2CFOH. Foi
evidenciado uma influéncia desse antagonista no efeito relaxante do 2CFOH em aorta
contraida com fenilefrina, alterando a CEsy de aproximadamente 19,0 uM para 32,7 uM,
deslocando a curva para a direita. Assim, o tratamento com propranolol parece reduzir o efeito
relaxante do 2CFOH, pois ele aumentou a CEsg, a concentragdo eficaz para produzir 50% de
resposta (GOODMAN; GILMAN, 2012). Logo, pode-se inferir o possivel papel de B-
receptores no efeito relaxante do 2CFOH em aorta, visto que o uso de um B-antagonista reduz
o seu efeito.

Quando anéis de aorta foram contraidos com potassio (KCI 60 mM) e depois
foram adicionadas concentragdes cumulativas de 2CFOH, também foi observado um
relaxamento completo da contracdo induzida pelo potassio, com CEs, de aproximadamente
26,0 uM. Ao comparar esse resultado com o que foi visto em aorta contraida com fenilefrina
(CEsp de 19,0 uM), observa-se que o efeito relaxante ¢ mais potente em contragdes induzidas
por fenilefrina do que em contragdes por K, pois a CEsy ¢ menor quando Phe é usada como
agente contratil.

Na presenga de propranolol (1 uM), ndo se observa diferenca significativa no
efeito relaxante do 2CFOH em aorta contraida com K'. Assim, o B-antagonista propranolol
parece ndo ter influéncia nos efeitos relaxantes do 2CFOH apds uma contragdo induzida por
potassio, diferentemente do que ocorre em uma contragao induzida pela fenilefrina, em que o

propranolol tem influéncia.
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O mecanismo de contragdo por essas duas substincias ¢ diferente, pois a
contracdo induzida pelo ion potassio ocorre pelo mecanismo do acoplamento eletromecanico,
que consiste na despolarizagdo da membrana plasmatica devido a entrada de ions K', o que
altera o gradiente eletroquimico e promove a abertura de canais de calcio dependentes de
voltagem. Assim, o célcio extracelular se difunde para o interior da célula, obedecendo o
gradiente de concentracdo, sendo responsavel pela contracdo celular (PAIVA; FARIAS, 2005).

Por outro lado, a contragdo causada pelo agonista adrenérgico a;-seletivo,
fenilefrina, ¢ resultante de outro mecanismo: o acoplamento farmacomecanico. Ela ocorre
independentemente da despolarizacdo celular, envolvendo a interagdo de agonistas com os
seus receptores acoplados a proteina G situada na membrana. Essas proteinas G possuem trés
subunidades, alfa, beta e gama. Durante a sua ativacdo, a subunidade alfa se dissocia das
demais e passa a ativar uma série de eventos. As diferengas entre as subunidades alfa
conferem especificidade a resposta da proteina G. Por exemplo, a subunidade alfa, induz
vasoconstricao principalmente por ativar as fosfolipases celulares (PAIVA; FARIAS, 2005).
Assim, o 2CFOH parece provocar relaxamento em anéis de aorta por meio de mecanismos
que podem envolver o acoplamento farmacomecanico de contragdo celular.

Em preparacdes de traqueia contraidas com o agonista colinérgico carbacol,
concentragdes crescentes de 2CFOH (0,01-300 uM) induziram relaxamento, com CEsy de
aproximadamente 17,5 uM. Novamente o B-antagonista propranolol foi usado para investigar
a influéncia de receptores P-adrenérgicos no efeito relaxante do 2CFOH, agora em
preparacdes de traqueia. Esse B-bloqueador reduziu significativamente o efeito relaxante do
2CFOH, aumentando a CEs, para aproximadamente 35,6 uM, deslocando a curva novamente
para a direita. Sendo assim, em traqueia, os receptores P-adrenérgicos também parecem estar
envolvidos no relaxamento induzido pelo 2CFOH.

Powell, Gibson e Swanson (1956), no primeiro estudo sobre a clorprenalina,
demonstraram que em traqueia de cobaias a clorprenalina era capaz de relaxar espasmos
induzidos pela pilocarpina, sendo estimada que a poténcia de lmg de clorprenalina era
equivalente a poténcia de 9ug de epinefrina em reduzir os espasmos. Em pulmdes isolados de
coelhos, foi demostrado que a clorprenalina possuia uma agdo mais potente: era 47% tao ativa
quanto a epinefrina em relaxar contracdes induzidas pela pilocarpina. Assim, ficou
evidenciada que a sua ag@o era mais potente na arvore bronquica do que na estrutura muscular
traqueal. O 2CFOH também possui a¢do na traqueia, promovendo relaxamento de contragdes
induzidas pelo carbacol, um agente parassimpaticomimético. Estudos para inferir a agcdo do

2CFOH em bronquios e outros tecidos respiratorios sdo necessarios € importantes para
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analisar os efeitos dessa substancia de forma mais aprofundada.

Em um estudo com traqueia isolada de cobaia, Gomi e colaboradores (1979)
demonstraram que o propranolol na concentra¢do de 1uM era capaz de inibir completamente
o relaxamento induzido pela clorprenalina. Além disso, verificaram que o propranolol na
concentragdo de 10 uM aboliu o efeito cronotrdpico positivo e na concentragdo de 1pM
aboliu o efeito inotrdpico positivo, induzidos pela clorprenalina em preparacdes de atrio
direito isolado de cobaia.

No presente estudo, a concentragcdo de propranolol usada em experimentos com o
2CFOH em traqueia foi a mesma usada por Gomi e colaboradores, em estudos com a
clorprenalina em traqueia: 1uM. Contudo, diferentemente do que ocorreu no estudo de Gomi,
o propranolol ndo foi capaz de inibir completamente o relaxamento induzido pelo 2CFOH em
traqueia de rato, mas ele influenciou no efeito. Assim, ¢ possivel inferir que os efeitos
relaxantes do 2CFOH podem ndo envolver os mesmos mecanismos da clorprenalina, visto
que essas substancias ndo respondem da mesma forma ao propranolol.

Para avaliar a influéncia de fatores endoteliais no relaxamento induzido pelo
2CFOH, o endotélio de aorta foi removido por meio de uma raspagem da luz vascular. Ao
comparar os efeitos de concentragdes cumulativas de 2CFOH (1-1000 uM) em aorta contraida
com fenilefrina em preparagdes com e sem endotélio, foi observada uma redugdo do efeito
relaxante do 2CFOH em preparagdes sem endotélio, sendo a curva deslocada para a direita.
Desse modo, supdem-se que o endotélio tem um papel nos mecanismos que levam ao
relaxamento vascular induzido pelo 2CFOH.

A integridade do endotélio ¢ essencial a regulagdo do tono vascular e estrutura dos
vasos, do fluxo sanguineo, da perfusdo tissular e a prote¢do contra espasmo, trombose e
aterogénese (BATLOUNI, 2001). A descoberta da importancia do endotélio para o
relaxamento de aorta de coelhos por Furchgott e Zawadzki (1980) e da hipdtese de uma
substancia liberada pelo endotélio responsavel por causar esse relaxamento e sua posterior
denominacdo como fator relaxante derivado do endotélio (do inglés, EDRF), sendo
identificada por Ignarro e colaboradores e caracterizada por Murad em 1977 como sendo o
oxido nitrico, abriram as portas para uma série de estudos que demonstraram que o endotélio
libera outros EDRF, como a prostaciclina (PGI,) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF), além de fatores constritores derivados do endotélio (EDCF), como a
endotelina, produtos da via da ciclo-oxigenase como por exemplo o tromboxano A; e espécies
reativas de oxigénio como o 4nion superéxido (O,7)’. Essas descobertas, associadas a

caracterizacdo do endotélio como um sensor bioldgico capaz de detectar e responder a
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qualquer estimulo mecanico, fisico ou quimico, elevou-o ao posto de um tecido
multifuncional que desempenha importante papel na homeostasia de todos os sistemas
fisiologicos (DIAS et al., 2011).

Em vista dessa complexidade do endotélio, ¢ necessario um maior estudo quanto a
esses diversos fatores que podem estar envolvidos no vasorelaxamento induzido pelo 2CFOH,

tendo em vista que a presenca de endotélio influencia nos seus efeitos relaxantes.
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6 CONCLUSAO

O 2CFOH ¢ capaz de induzir relaxamento em aorta de rato contraida com
fenilefrina e com potdssio, sendo também capaz de induzir relaxamento em traqueia de rato
contraida com carbacol. O endotélio parece influenciar nesse efeito vasorelaxante, sendo
observado um efeito mais potente na presenga de endotélio. Receptores P-adrenérgicos
parecem estar envolvidos no mecanismo relaxante quando traqueia ¢ contraida com carbacol e
quando aorta ¢ contraida com fenilefrina, mas ndo quando a contragdo em aorta ¢ induzida por

potassio.
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